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Western Blotting da imunoprecipitação com IgG-Sepharose com anticorpo anti-Proteína 
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RESUMO 

 

A família Trypanosomatidae inclui diversos parasitas protozoários responsáveis 

por diferentes doenças humanas. Várias evidências sugerem importantes diferenças 

entre a maquinária de tradução e processamento de mRNA (trans-splicing) em 

Tripanosomatídeos quando comparados com eucariótos superiores. Neste contexto, 

alguns fatores importantes para o funcionamento da célula eucarióticas são os pequenos 

complexos constituídos de proteínas e RNA, chamados de ribonucleoproteínas (U 

snRNPs).  Esta partículas possuem papel essencial no processamento de RNA 

mensageiros e durante a reação de splicing apresenta um core comum composto por 

proteínas (proteínas Sm) and RNAs estruturais (U snRNAs) e um conjunto de proteínas 

específicas de cada complexo. Embora bem definidas em mamíferos, snRNPs 

permanecem pouco caracterizadas em Tripanosomatídeos. Ferramentos de 

bioinformática identificaram quatro possíveis proteínas específicas do complexo U5 

snRNP (U5-15K, U5-40K, U5-102K e U5-116K), e importantes parâmetros foram 

determinados, como peso molecular estimado, domínios e motivos conservados. Este 

trabalho demonstrou que U5-15K e 45-102K  são altamente conservadas entre o 

Tripanosomatídeos e os domínios Dim1 and Prp1 foram identificados, respectivamente. 

Técnicas de purificação de complexos (PTP-tag) revelaram que estas proteínas 

interagem com o U5 snRNA, sugerindo que participem do complexo U5 snRNP. 

Análises funcionais demonstraram que U5-15K é essencial para viabilidade celular e 

que de alguma forma esta asssociada tanta a reação de cis quanto de tras-splcing. 

Experimentos de imunolocalização de U5-15K and U5-102K  corroboram este dados, 

uma vez que as protínas em questão possuem localização nuclear. 

 

Palavras chave: trans-splicing, cis-splicing, U5 snRNP, U5 snRNA, PTP-tag, 

Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei: 
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ABSTRACT 

 

There are several protozoan parasites in Trypanosomatidae family, including 

different agents responsible for human diseases. Several evidences suggest important 

differences in the translational system and mRNA processing (trans-splicing) in 

Trypanosomatids when compared to higher eukaryotes. In this context, some important 

factors for the functioning of eukaryotic cells are the small complexes of RNA and 

proteins; these particles of ribonucleoproteins (UsnRNPs) have an essential role in the 

pre-mRNA processing, mainly during splicing. UsnRNP presents a common protein 

core associated between itself and with the snRNA, named Sm proteins and specific 

proteins of each snRNP. Even though they are well defined in mammals, snRNPs are 

still not well characterized in certain Trypanosomatids. Bioinformatics analysis 

identified four possible U5 snRNP specific proteins (U5-15K, U5-40K, U5-102K and 

U5-116K), and important parameters were determinated, as estimated molecular weight, 

motifs and conserved domains. This work shows that the U5-15K and U5-102K 

proteins are highly conserved among different Tryponosomatids species and Dim1 and 

Prp1 domains were identified, respectively. Tandem affinity pull-down assay revealed 

that these proteins interact with U5snRNA, suggesting its participation in U5snRNP 

particle, and functional analysis showed that U5-15K is essential for cell viability and it 

is associated in some way to trans and cis-splicing machinery. Immunolocalization 

experiments corroborated those data, showed U5-15K and U5-102K in the nucleus of 

the cell.  

 

Key words: trans-splicing, cis-splicing, U5 snRNP, U5 snRNA, PTP-Tag, Trypanosma 

cruzi, Trypanosoma brucei. 
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1) INTRODUÇÃO 

A prevenção de certas doenças parasitárias depende da associação de diversos fatores, tais 

como, medidas ecológicas, sanitárias e emprego de fármacos eficazes e seguros (FRAYHA et al. 

1997). A eficácia depende, por sua vez, do conhecimento detalhado do ciclo de vida, metabolismo e 

biologia dos parasitos. Com os avanços tecnológicos e do conhecimento científico para o entendimento 

de quase todos os ciclos de vida dos parasitos no homem, tornou-se possível a realização do processo 

de planejamento de fármacos de maneira mais racional, enfatizando o mecanismo de ação, com o 

intuito de atingir alvos específicos e essenciais dos parasitos, minimizando os efeitos deletérios das 

substâncias para o homem. 

A caracterização molecular e funcional de fatores de virulência melhorou a compreensão da 

regulação de funções imunes efetoras, fornecendo não somente uma visão mais detalhada das relações 

parasita-hospedeiro, mas também indicando caminhos na identificação de novos alvos para intervenção 

terapêutica (OUAISSI; OUAISSI 2005). 

Tanto na doença de Chagas como em outras parasitoses, a biologia celular e imunologia têm 

procurado compreender os mecanismos envolvidos na capacidade de determinados estágios dos 

parasitas (tripomastigotas) invadirem células, transformando-se em formas replicativas (amastigotas) 

que se evadem do sistema imune. Além disso, o desenvolvimento de novos pontos de ataque 

quimioterápico leva em consideração os mecanismos de resistência a fármacos. Desse modo, o 

desenvolvimento de trabalhos nessa área de pesquisa poderá auxiliar futuramente na atenuação ou 

destruição dos parasitos, na busca de alvos de ação imunológica e/ou farmacológica que não estejam 

presentes nas células humanas e, também, na verificação de eventual expressão diferencial de algumas 

proteínas nos diferentes estágios e/ou formas dos parasitos em estudo. 
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1.1) Tripanosomiases Humanas. 

A família Trypanosomatidae compreende um grande número de protozoários parasitas, 

incluindo importantes agentes etiológicos de doenças humanas. Entre os causadores de doenças, 

destaca-se o Trypanosoma brucei (responsável pela Doença do Sono, amplamente presente na África), 

Trypanosoma cruzi (agente causador da Doença de Chagas, doença presente nas Américas) e 

Leishmanias spp (agentes responsáveis por leishmanioses visceral, cutânea e mucocutânea, presente em 

regiões tropicais e subtropicais). Todos os parasitos citados são transmitidos por insetos vetores sendo 

capazes de invadir diferentes tipos de tecidos e células, e apresentam diferenças marcantes no curso da 

infecção causada por eles (McCONVILLE et al. 2002).  

Protozoários são altamente adaptados em evadir dos mecanismos de resposta imune celular e 

humoral. Alguns parasitos, como Leishmanias e T. cruzi, simplesmente possuem uma forma de vida 

intracelular que lhes possibilita evitar a ação de anticorpos. Outra estratégia empregada é a variação 

antigênica, com expressão variável de antígenos de superfície, como forma de evitar o reconhecimento 

do sistema imunológico do hospedeiro. Diversas evidências experimentais demonstram a capacidade 

destes parasitos de regular a resposta mediada por células T, ocosionando supressão em suas funções 

efetoras. Um fenômeno observado em Leishmania major demonstrou ativa produção de IL-10 

(interleucina-10) e ativação de linfócitos T regulatórios CD25+ como forma de prevenir a total 

eliminação deste agente invasor (SACKS & SHER 2002). Entretanto, estes parasitas apresentam 

processos bioquímicos altamente conservados entre eles, como em particular o processamento dos 

RNA mensageiros, chamado de trans-splicing.  

 

1.2) Doença de Chagas  

A tripanosomíase americana, esquizotripanose ou doença de Chagas, descoberta e descrita por 

Carlos Chagas em 1909 é uma zoonose causada pelo hemoflagelado denominado Trypanosoma 

(Schizotrypanum) cruzi e transmitido pelo inseto triatomíneo (hemíptero hematófago da família 
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Reduviidae). Esse protozoário pertence ao subfilo Mastigophora, ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae e gênero Trypanosoma (CHAGAS 1909); (BRENER 2000); (NEVES 2000); (REY 

2001). 

A estimativa do número de indivíduos infectados com o T.cruzi em áreas endemicas da América 

Latina reduziu desda a decada de 1980, atingindo 16-18 milhões de pessoas no inicio da decada de 

1990, caiu para 11 milhões no fim dos anos 90; em 2006 este número foi revisado para 7,6 milhoes de 

infectados. Dados demonstram a presença de imigrantes provenientes da América Latina infectados 

pelo T. cruzi em diferentes países, com estimativas de 1.067 casos na Austrália entre 2005-2006; 1218, 

no Canadá; 5.125 na Espanha; e de 56 a 357 mil casos nos Estados Unidos (SCHMUNIS 2007).  

A transmissão do T. cruzi ao homem ocorre através da deposição de fezes e urina do 

triatomíneo infectado sobre a pele danificada e pelas mucosas do hospedeiro no momento do repasto 

sanguíneo. Além da transmissão vetorial, outro mecanismo responsável por aproximadamente 10% dos 

casos, é a transfusão sanguínea. O risco de adquirir a infecção após receber uma transfusão de sangue 

de um doador infectado é de aproximadamente 20%. Este é o principal mecanismo de transmissão em 

zonas urbanas. O terceiro mais importante mecanismo de transmissão é a congênita, com 

aproximadamente 5.000 a 18.000 casos por ano e pode ocorrer fora das áreas endêmicas. Outros 

mecanismos esporádicos de transmissão incluem acidentes de laboratório e transplantes de órgãos 

(PRATA, 1994).  

Recentemente, em março de 2005, a infecção de 25 pessoas pelo T. cruzi, em Santa Catarina, 

levando a óbito três delas, os e 178 casos de pessoas infectadas no Pará após o consumo de polpa de 

açaí (NÓBREGA et al. 2009), chamaram novamente a atenção de todo o país para a doença de Chagas. 

O surto representou mais uma comprovação de que a doença, que atinge cerca de 3 milhões de 

brasileiros, pode ser transmitida por via oral. A prevenção da doença pode ser feita principalmente pelo 

controle do inseto transmissor, o barbeiro, e pela seleção de doadores de sangue.  
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A prioridade no combate da doença de Chagas sempre foi renegada devido ao seu caráter 

crônico e rural, acometendo populações carentes, sem condição de reivindicação de suas necessidades. 

Senão por compromisso social, estudos de custo-benefício mostraram a importância do combate à 

doença (BRENER 2000). Sendo a doença uma zoonose, sua erradicação parece utópica. Sempre haverá 

o risco de domiciliação de vetores silvestres e da contaminação humana acidental. Devido ao grande 

número de reservatórios selvagens e domésticos e, conseqüente inviabilidade de seu esgotamento, 

aliado ainda à indisponibilidade de vacinas e fármacos efetivos no tratamento da fase crônica da 

doença, a única possibilidade de combate à doença atualmente reside na redução ou interrupção da 

transmissão vetorial focada no controle de populações domiciliadas (BRENER 2000). Decisões 

políticas levaram à criação de programas governamentais, primeiro no sul do continente (Iniciativa do 

Cone Sul – 1991/92), e depois em países das Américas Andina e Central (Iniciativas da América 

Central e do Pacto Andino – 1997/98) (MONCAYO, 1999), focadas na erradicação de insetos vetores 

da doença de Chagas. Paralelamente, ocorreu o melhoramento na qualidade das transfusões de sangue, 

também devido ao aumento de indivíduos infectados com HIV. Como resultado, em cerca de 1,8 

milhões de militares recrutados na Argentina, porexemplo, a prevalência de sorologia positiva diminuiu 

de 5,8% em 1981 para 1,9% em 1993 (SEGURA et al. 2000). Entretanto, a doença de Chagas ainda é 

endêmica em muitas áreas do interior do Brasil, exigindo pesquisas sobre novos fármacos contra o T. 

cruzi e novas formas de combater o barbeiro. 

O T. cruzi apresenta principalmente as formas epimastigota, tripomastigota e amastigota (Figura 

1). A forma epimastigota caracteriza-se por ser alongada, com cinetoplasto justanuclear e anterior ao 

núcleo e flagelo livre na porção anterior; essa é a forma de replicação no hospedeiro invertebrado 

(triatomíneo) que se encontra na porção posterior do intestino e em cultura em meio líquido (CHAGAS 

1909); (NEVES 2000); (REY 2001).  
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Figura 1: Formas de T.cruzi; A, Forma epimastigota; B, tripomastigota; C, amastigota. 
 

A forma tripomastigota (Figura 1) é alongada, com cinetoplasto posterior ao núcleo, próximo da 

extremidade posterior, com flagelo que se estende por toda célula e torna-se livre na porção anterior. 

Nessa forma, observa-se um nítido polimorfismo, podendo ser descritos dois tipos morfológicos 

polares, formas finas e formas largas, que resultam em diferenças na evolução parasitológica, na 

patologia e na resposta do parasitismo a diferentes substâncias. A forma tripomastigota é encontrada na 

circulação sanguínea do hospedeiro vertebrado, podendo estar presente também nos espaços 

intersticiais, no líquido cefalorraquidiano, leite, esperma e em cultura de células. Os tripomastigotas 

metacíclicos são morfologicamente semelhantes às formas tripomastigotas sanguíneas, sendo as formas 

infectantes liberadas nas fezes do vetor. 

A forma amastigota é arredondada ou ovalada, com um flagelo curto que não se exterioriza. É a 

forma de replicação no hospedeiro vertebrado, presente no interior de vários tipos de células, mas 
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predominantemente nas fibras musculares estriadas e lisas e no sistema fagocítico mononuclear e em 

cultura de células (CHAGAS 1909); (NEVES 2000); (REY 2001). 

 

1.2.1) Ciclo biológico e transmissão 

Os principais mecanismos de transmissão são pelo contato de fezes e urina de triatomíneos 

contaminados (principais gêneros são Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus), transfusões sanguíneas e 

transmissão congênita (CHAGAS 1909); (NEVES 2000). 

O ciclo biológico descrito por Carlos Chagas encontra-se a seguir (Fig. 2). Durante a picada, o 

triatomíneo contaminado com T. cruzi defeca próximo ao local e as formas tripomastigotas 

metacíclicas presentes nas fezes atingem a corrente sanguínea do hospedeiro vertebrado pelo orifício da 

picada (A). Os parasitos invadem células do sistema fagocítico mononuclear cutâneo e se diferenciam 

em formas amastigotas, capazes de replicação (B). Essas formas são liberadas na corrente sanguínea, 

diferenciam-se em formas tripomastigotas que vão se disseminar pelo organismo, atacando músculos e 

tecidos (C). Um triatomíneo não infectado adquire as formas tripomastigotas ao picar um hospedeiro 

vertebrado contaminado (D). Essas formas se diferenciam em formas epimastigotas, capazes de 

multiplicação no intestino posterior do vetor (E). Na ampola retal, os parasitos se diferenciam em 

formas tripomastigotas metacíclicas que são liberadas nas fezes (F). 
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Figura 2: Ciclo biológico da transmissão da doença de Chagas. 

 

1.2.2) Sintomatologia 

 A doença de Chagas apresenta uma fase aguda e outra crônica, podendo ser sintomática ou 

assintomática, sendo a última a mais freqüente (90-98% dos pacientes). A fase aguda inicia-se através 

de manifestações locais, quando o T. cruzi penetra na conjuntiva (sinal de Romaña) ou na pele 

(chagoma de inoculação), aparecendo dentro de 4 a 10 dias após a picada do triatomíneo, regredindo 

em 1 ou 2 meses. Na fase crônica, os pacientes podem apresentar uma forma cardíaca (13%), digestiva 

(10%) ou formas mistas (8%) (CHAGAS 1909); (NEVES 2000); (BRENER 2000). 

 

1.2.3) Diagnóstico clínico e laboratorial 

 

O diagnóstico da infecção pelo T. cruzi deve ser apoiado pela epidemiologia e pela clínica e, 

confirmado, quanto à etiologia, pelo diagnóstico laboratorial. Elementos importantes para a suspeita da 

etiologia chagásica são: região de procedência do paciente, estadia em casas onde havia triatomíneos, e 

http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm 
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transfusões sanguíneas, mesmo fora das áreas endêmicas. A presença dos sinais de porta de entrada 

(sinal de Romaña e/ou chagoma de inoculação) acompanhados de febre irregular ou ausente, 

adenopatia-satélite ou generalizada, hepatoesplenomegalia, taquicardia, edema generalizado ou dos 

pés, fazem suspeitar da fase aguda da doença. As alterações cardíacas com sinais de insuficiência 

cardíaca confirmada pelo eletrocardiograma e alterações no esôfago e cólon (reveladas por raios X) 

fazem suspeitar da fase crônica (NEVES 2000); (BRENER 2000); (REY 2001). 

Os métodos de diagnóstico laboratorial (Hemaglutinação, Imunofluorescência Indireta (IFI) e 

ELISA) apresentam diferentes resultados se aplicados na fase aguda ou crônica da infecção. Na fase 

aguda, observa-se alta parasitemia, presença de anticorpos inespecíficos e início de formação de 

anticorpos específicos (IgM e IgG) que podem atingir níveis elevados. Nessa fase, recomenda-se a 

pesquisa direta do parasito (a fresco, micro-hematócrito, gota espessa, etc) e, se necessário, pesquisa 

indireta (xenodiagnóstico, hemocultura, PCR, etc). Na fase crônica, observa-se baixíssima parasitemia 

e presença de anticorpos específicos da classe IgG (BRENER 2000); (REY 2001).  

 

1.2.4) Terapêutica 

 A terapêutica da doença de Chagas continua parcialmente ineficaz, apesar dos esforços que 

vêm sendo desenvolvidos por vários laboratórios e pesquisadores. Diversas substâncias estão sendo 

testadas em animais e, algumas delas têm sido usadas no homem, mas nenhuma consegue suprimir a 

infecção pelo T. cruzi e promover uma cura definitiva em todos os pacientes tratados (NEVES 2000). 

No momento, somente dois medicamentos estão disponíveis para o tratamento da doença, 

nifurtimox (Lampit®, Bayer) e benzonidazol (Rochagan®, Roche), que atuam sobre as formas 

tripomastigotas sanguíneas e amastigotas. O primeiro, depois de amplamente utilizadas no Brasil e 

países latino-americanos, foi retirada do mercado farmacêutico brasileiro, permanecendo apenas o 

benzonidazol (COURA & DE CASTRO, 2002). Os direitos de podução e comercialização do 

benzonidazol no Brasil foram transferidos pela Roche para o Laboratório Farmacêutico do Estado de 
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Pernambuco Governador Miguel Arraes (LAFEPE), cujos insumos para produção do fármaco serão 

fornecidos pela Roche até 2009 (JANNIN & VILLA, 2007). Embora várias notícias veiculadas pela 

página do laboratório na internet apontem a produção do medicamento, o mesmo ainda não compõe a 

lista de medicamentos produzidos pelo LAFEPE (www.lafepe.pe.gov.br). 

O benzonidazol é um N-benzil- 2 nitro- 1 imidazol acetamida que interfere diretamente com a 

síntese de macromoléculas pelo T. cruzi e vários componentes celulares, tais como DNA, lipídios e 

proteínas. Deve ser administrado durante 30-60 dias, na dosagem de 5 a 7mg/Kg. Apesar da sua 

atividade tripanossomicida, o benzonidazol pode causar varias reações colaterais caracterizadas por 

dermatites, depressões da medula óssea e polineuropatia periférica (COURA & DE CASTRO. 2002). 

 

1.3) Doença do Sono 

O Trypanosoma brucei brucei foi descoberto por David Bruce em 1894, associado a doenças 

em gado e outros animais domésticos e selvagens na África. Em 1902, após a observação de 

tripanosomas no sangue de um paciente por R. M. Forde, um cirurgião, J. E. Dutton identificou e 

descreveu o T. gambiense (atualmente T. brucei gambiense). Mais tarde, em 1910, o T. rhodesience 

(atualmente T. b. rhodesiense) foi descrito por Stevens e Fantham (COX, 2004). As formas de T.brucei 

esta descrita na Figura 3. 
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Figura 3: Detalhes das formas apresentadas pelo T. brucei durante o ciclo biológico. a, Forma sanguínea 
delgada; b, forma sanguínea intermediária; c, forma sanguínea larga; d, forma prociclica; e, forma epimastigota; 
e, forma metaciclica. 

 

A tripanosomíase africana ou doença do sono é causada pelo Trypanosoma brucei gambiense e 

Trypanosoma brucei rhodesiense, subspécies relacionadas ao Trypanosoma brucei brucei, sendo esta 

espécie encontrada em animais domésticos, relacionada à doença denominada de nagana. A 

distribuição desses tripanosomas é exclusiva da África, sendo transmitido por moscas do gênero 

Glossina, mais conhecidas como moscas tsé-tsé (COX, 2004). A Organização Mundial da Saúde estima 

que o número de pessoas infectadas esteja entre 300.000 e 500.000, mas não existe um número exato 

(WHO, 2005). O T. b. gambiense, encontrado no oeste e região central da África, causa a doença do 

sono crônica ou gambiense, geralmente transmitida por moscas da espécie Glossina morsitans que se 

alimentam de animais silvestres, representando mais de 90% dos casos (COX, 2004).  

 

1.3.1) Ciclo Biológico e Transmissão 

O ciclo completo da doença foi então descrito por David Bruce em 1914 (Fig. 4). Durante o 

ciclo da tripanosomíase africana, a mosca contaminada (Glossina sp) injeta formas tripomastigotas 
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metacíclicas (A) durante a picada. O parasito se diferencia em forma tripomastigota sanguínea, que se 

multiplica na corrente sanguínea (B). Os parasitos se espalham pela corrente sanguínea, podendo 

atingir o sistema nervoso central. Com a alta parasitemia, essas formas se tornam mais curtas e largas 

(C). Outra mosca ingere essas formas tripomastigotas, contaminando-se (D). As formas tripomastigotas 

diferenciam-se em formas procíclicas (E) e em seguida em epimastigotas que se multiplicam na 

glândula salivar (F). Em seguida, essas formas diferenciam-se em tripomastigotas metacíclicos (G) e o 

ciclo inicia-se novamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Ciclo biológico da transmissão da Doença do Sono. 

 

1.3.2) Sintomatologia 

A sintomatologia da doença do sono pode ser variada, mas existem dois estágios clínicos que 

podem ser reconhecidos durante a infecção, o estágio hemolinfático inicial e o estágio encefálico 

tardio. O primeiro geralmente ocorre após 1-3 semanas após a picada, apresentando episódios de febre 

http://www.who.int/tdr/diseases/tryp/lifecycle.htm 
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com linfadenopatia generalizada, seguidos de sintomas não específicos como vertigens, dores de 

cabeça, fraqueza generalizada e perda de peso. Vários órgãos podem ser atacados, como fígado, rins, 

coração, pele, sistema endócrino e olhos. Já no estágio encefálico tardio, observam-se sintomas 

neurológicos que envolvem anormalidades psiquiátricas, motoras, sensoriais e distúrbios do sono, 

podendo causar morte (KENNEDY, 2004). 

 

1.3.3) Diagnóstico clínico e laboratorial  

O diagnóstico da doença do sono é feito pela observação dos sinais clínicos, localização 

geográfica do paciente e exames laboratoriais. A determinação de T. b. rhodesiense e T. b. gambiense é 

de fundamental importância para o tratamento. O diagnóstico laboratorial compreende os métodos 

parasitológicos: lâmina corada de sangue, em especial para T. b. rhodesiense; lâmina corada de punção 

do gânglio, para T. b. gambiense; exame do líquor para a fase crônica; teste imunológicos 

(Hemaglutinação, IFI e ELISA) e moleculares (PCR) (KENNEDY, 2004). 

 

1.3.4) Terapêutica 

O tratamento do estágio inicial é feito com pentamidina (introduzida em 1940), para T. b. 

gambiense e, suramina (introduzida em 1920), para T. b. rhodesiense. O mecanismo de ação da 

pentamidina ainda não está totalmente esclarecido, embora ja foram descritos pelo menos 3 

transpostadores do fármaco, levando em acumulo de milimolar do mesmo no interior da célula. 

Evidências demonstram que a pentamidina se liga a componentes celulares carregados negativamente, 

como fosfolípideos e ácidos nucléicos, ocasionando perturbação na estrutura do DNA do cinetoplasto 

(kDNA) e consequente inbição de topoisomerase II (FAIRLAMB 2003).   

O mecanismo de ação da suramina permanece um mistério, embora relatos na literatura 

descrevam este fármaco como inibidor não específico de muitas enzimas e receptores, podendo 

interferir com a função de vários alvos terapêuticos (FAIRLAMB 2003).  
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A fase crônica possui um tratamento mais difícil, pois é necessário que o fármaco atravesse a 

barreira do SNC. Emprega-se o melarprosol (introduzido em 1949), eficiente para ambas as espécies de 

T. brucei e eflortinina (introduzida em 1981), com ação sobre T. b. gambiense (KENNEDY, 2004; 

COX, 2004). O melarprosol é um pró-fármaco, desenvolvido a partir de estudos com antidotos e gases 

tóxicos baseados em arsênico. Nos pacientes, o melarsoprol é rapidamente convertidos na forma ativa, 

e atua por inibir rapidamente, e de maneira reversiva, diferentes proteínas séricas. A perda 

extremamente rápida de mobilidade e lise celular observada em formas sanguíneas de T. brucei indica 

que o fármaco atue na enzima piruvato quinase, causando alteração na glicolise e em outros tipos de 

metabolismo energético (FAIRLAMB 2003). Já o mecanismo de ação da eflornitina se basea na 

inibição irreversível da enzima orinitina descarboxilase, envolvida no primerio passo na biosíntese de 

poliaminas (FAIRLAMB 2003). 

Vários esforços estão sendo feitos na busca de uma vacina para a doença do sono, mas, devido à 

variação antigênica do parasito, dificilmente será obtida uma vacina eficaz (COX, 2004). 

 

1.4) Leishmanioses 

As leishmanioses são causadas por pelo menos 20 diferentes espécies de Leishmania, 

transmitidas por insetos dos gêneros Phleobotomus e Lutzomyia. Leishmania donovani foi observada 

em pacientes sofrendo de Kala-azar e foi descrita em 1903 por Leishman e Donovan, simultaneamente, 

e assim esses parasitos foram classificados como pertencentes ao gênero Leishmania. Mais tarde, entre 

1904 e 1908, foi observado um parasita semelhante em crianças da região do Mediterrâneo que foi 

denominado de Leishmania infantum. Somente em 1941 foi demonstrada, por Adler e Ber, a 

transmissão da leishmaniose por flebotomíneos. A figura 5 descreve as formas de Leishmanias 

obeservadas durante o ciclo biológico.  
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Figura 5: A) Forma esquemática de uma amastigota, B) Amastigotas ao redor do núcleo do macrófago (seta) C) 
Forma esquemática de uma promastigota de Leishmania sp. D) Promastigota de Leishmania sp. N: núcleo, C: 
cinetoplasto, F: flagelo. 
 

1.4.1) Ciclo biológico e transmissão 

Durante o ciclo da doença (Fig. 6), o flebotomíneo inocula formas promastigotas de leishmania 

no hospedeiro vertebrado durante a picada (A). Essas formas invadem o sistema mononuclear 

fagocitário e se diferenciam em amastigotas, capazes de proliferação no interior dessas células (B). 

Após o rompimento da célula, as formas amastigotas são liberadas e parasitam outras células (C). 

Outro flebotomíneo infecta-se durante a picada do hospedeiro vertebrado contaminado ao ingerir 

macrófagos parasitados (D). As formas amastigotas são liberadas após o rompimento dos macrófagos 

no estômago do vetor, se diferenciam em promastigotas e multiplicam-se (E). 
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Figura 6: Ciclo biológico da transmissão das Leishmanioses. 

 

1.4.2) Sintomatologia 

 Três principais tipos de leishmaniose podem ser observados: visceral, cutânea ou mucocutânea, 

que dependem da espécie e do zimodema a que pertence o parasito. Na leishmaniose visceral são 

observados sintomas como febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, pigmentação da 

pele; pode também ser assintomática. Geralmente infecções bacterianas secundárias levam à morte em 

casos mais avançados da doença. A leishmaniose cutânea inicia-se com uma pápula no local da picada 

do inseto, que aumenta de tamanho, formando uma crosta que eventualmente sofre ulceração. Na 

mucocutânea, há o envolvimento das mucosas do nariz, boca e faringe (PISCOPO & AZZOPARDI 

2006). 

 

 

http://www.who.int/tdr/diseases/leish/lifecycle.htm 
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1.4.3) Diagnóstico clínico e laboratorial 

 O diagnóstico da leishmaniose visceral é basicamente a detecção das formas amastigotas em 

aspirados de tecido ou biópsias (medula óssea, linfonodos e baço). Testes imunológicos podem ser 

utilizados, mas podem resultar em reação cruzada com outras doenças como Chagas, hanseníase, 

malária e esquistossomose. Para o diagnóstico de leishmaniose cutânea, o material retirado das lesões é 

analisado por microscopia ou então cultivado em meio de cultura para análises moleculares (mais 

sensível, porém mais difícil). Os métodos imunológicos não são sensíveis, mas o teste de Montenegro, 

que detecta reação de hipersensibilidade tardia, pode ser utilizado, mas não é possível a distinção entre 

uma infecção recente ou passada (PISCOPO & AZZOPARDI 2006). 

 

1.4.4) Terapêutica 

 O tratamento da leishmaniose visceral é baseado nos antimoniais pentavalentes, mas que 

possuem efeitos colaterais e observa-se resistência em vários casos. Os antimoniais pentavalentes 

parecem atuar no mecanismo bioenergético das formas amastigotas da leishmânia, através de gllcólise 

e beta-oxidação que ocorrem nas organelas denominadas glicossomas. Outro mecanismo aventado é o 

de ligação com sítios sulfidrílicos, deflagrando a morte destes protozoários (BERMAN et al. 1985).  

A anfotericina B é utilizada nos casos de resistência, mas é tóxica. A miltefosina é um fármaco 

efetivo administrado por via oral, sendo hoje a opção mais efetiva e segura de tratamento. Na 

leishmaniose cutânea, o tratamento pode ser local ou sistêmico, dependendo da espécie presente. No 

tratamento local são utilizados paromomicina-metilbenzetonio e imiquimod. Para o tratamento 

sistêmico podem ser utilizadas pentamidina, fluconazol, cetoconazol, miltefosina e alopurinol 

(PISCOPO & AZZOPARDI 2006). 
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1.5) Processamento dos RNA mensageiros (mRNAs) em tripanosomatídeos 

� Em tripanosomas e leishmanias, os RNAs são processados por um mecanismo não usual 

denominado trans-splicing. As regiões de dois transcritos separados (em lugar de um único pré-

mRNA) são unidas de modo que todo o mensageiro maduro inicia com a mesma seqüência 

(aproximadamente 40 nucleotídeos), denominada spliced leader (SL) (NILSEN 1995); (TSCHUDI & 

ULLU 1990); (PERIS et al 1997); (STURM & CAMPBELL 1999); (STURM et al 1999). O trans-

splicing envolvendo SL está caracterizado em tripanosomas, nemátodes e outras espécies e requerem, 

em adição ao SL RNP, as pequenas ribonucleoproteínas, U2, U4/U6 e U5; a seqüência SL é transferida 

por uma partícula RNP (ribonucleoproteína) que contém domínio semelhante a snRNP de mamífero, 

incluindo sítio de ligação Sm (Sm-binding site). O SL RNA não é somente um substrato da reação de 

trans-splicing, contendo um domínio Sm-like, mas apresenta proteínas comuns com U2 e U4/U6 

snRNPs (PALFI & BINDEREIF 1992).  

 Em mamíferos, o processamento dos mRNAs é feito por cis-splicing, e as proteínas do 

“spliceosomo” fazem parte de uma grande família de proteínas, onde estão inclusas as proteinas Sm e 

Sm-like (LSm); definidas pela presença da região Sm conservada. Na biogênese dessas partículas, os 

snRNAs (U1, U2, U4 e U5) são exportados do núcleo para o citoplasma da célula, associando-se a sete 

proteínas Sm, gerando o snRNP core que é essencial para a estabilidade metabólica do snRNP, 

importação da partícula para o núcleo e ligação às proteínas específicas (WILL & LÜHRMANN 2001). 

U6 snRNP em mamíferos diferencia-se das outras snRNPs por ser transcrita pela RNA polimerase III e 

adquire cap de g-monometil, sendo o U6 snRNP formado no núcleo. Nos passos seguintes U6 snRNP 

interage com U4 snRNP pelo pareamento dos snRNAs, formando U4/U6 snRNP; proteínas LSm 

facilitam a interação in vitro (ACHSEL et al. 1999). 

�

�

�
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 A maioria dos genes eucarióticos apresenta uma estrutura que alterna éxons e íntrons. Após 

transcrição, íntrons devem ser removidos a partir do transcrito primário (pré-mRNA) para gerar um 

mRNA maduro. A precisa excisão dos íntrons e a união dos éxons vizinhos é realizada por um processo 

complexo chamado de splicing, que quando ocorre dentro de uma única molécula de pré-mRNA é 

chamada de cis-splicing (MAYER & FLOETER-WINTER 2005). 

 Cis-splicing ocorre duas etapas, sendo que em cada passo observa-se uma reação de trans-

esterificação, executadas a partir de um complexo macromolecular conhecido como spliceosomo; uma 

maquinaria de ribonucleoproteínas, compostas de cinco ribonucleoproteínas (U1, U2, U4/U6 e U5 

snRNPs, nomeados de acordo com o snRNA associado) e mais cerca de 300 proteínas associadas 

(MAYER & FLOETER-WINTER 2005). 

 O processo inicia-se com a formação do complexo A, resultado da interação entre snRNP U1 e 

U2 por pareamento dos snRNAs com a região 5’ splice site  do íntron e com a seqüência branch point 

(BP), respectivamente. Ao complexo A são adicionados U4/U6 di-snRNP e U5 snRNP como um tri-

snRNP, resultando no complexo B. Através de uma série de rearranjos, como a saída do complexos U1 

e U4 e incorporação do complexo NTC (Prp19-associated complex ou Nineteen complex); forma-se 

um complexo ativo com capacidade catalítica, nomeado de complexo B*. Durante o primeiro passo 

catalítico, U1 é dissociado da região 5’ splice site e U6 liga-se nesta mesma região. O duplex entre 

U4/U6 snRNAs, gerado pela união de U4/U6 snRNPs, é desfeito e permite o pareamento de bases entre 

U2-U6. Após este primeiro passo de reação, novos rearranjos ocorrem, levando à formação do 

complexo C, que catalisa o segundo passo do splicing e, em seguida, o complexo é completamente 

desorganizado (LAGGERBAUER et al. 2005).  A figura 7 resume o processamento. 
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Figura 7: Modelo esquemático do cis-splicing do pré-RNA. (Ohi et al.2005). 
 

Trans-splicing é uma reação intermolecular de processamento de RNA, onde duas moléculas 

distintas de RNA são unidas para formar um RNA mensageiro maduro. No trans-splicing os principais 

componentes da reação são o pré-mRNA, transcritos de forma policistrônica, e um pequeno RNA, 

chamado de SL (spliced leader) RNA, os quais se encontram em moléculas distintas. A seqüência que 

representa a extremidade 5’ do SL RNA, associa-se ao 3’ splice site para formar o RNA maduro. A 

primeira evidência deste tipo de processamento foi obtida em 1982, quando se observou que uma 

seqüência idêntica de 39 nucleotídeos estava sempre presente na extremidade 5’ de muitos transcritos 

de diferentes glicoproteínas de superfície de Trypanosoma brucei (ULLU & TSCHUDI 1995). Trans-

splicing já foi identificado em nematódeos, trematódeos, euglenóides (ULLU & TSCHUDI 1995) e, 

mais recentemente, em cestódeos (BREHM et al. 2000), em Hydra do filo Cnidária (STOVER & 

STEELE 2001) e em dois membros do subfilo dos Cordatos (VANDENBERGHE et al. 2001; GANOT 

et al. 2004). 

 Exceto pela natureza intermolecular, o trans-splicing apresenta as mesmas etapas do cis-

splicing (dois passos de reação); na primeira etapa, ocorre clivagem no sítio doador do SL gerando 5’ 
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SL éxon; o SL remanescente liga-se à adenosina do íntron no pré-mRNA aceptor para formar o Y-

intermediário (correspondente ao lariat do cis-splicing). Na segunda etapa, a clivagem no sítio 3’ e 

ligação do éxon geram os éxon processados e um Y-íntron excisado (ULLU & TSCHUDI  1995; 

VIANNA et al. 2001).  

 A figura a seguir ilustra as principais diferenças entre o processamento de RNA por cis ou 

trans-splicing (Figura 8). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Representação esquemática de cis e trans-splicing. É possível observar as principais 
diferenças entre os dois processos; no cis-splicing a reação ocorre em uma única molécula e há 
formação do lariat; e no trans-splicing, a reação ocorre em moléculas diferentes e formação do Y 
intermediário (MAYER & FLOETER-WINTER 2005). 
 

1.5.2) O SL (spliced leader) RNA 

 Spliced leader RNA são encontrados em kinetoplastídeos, e apresenta alta conservação entre as 

diferentes espécies. O tamanho do SL é altamente conservado, apresentando diferença somente no SL 

RNA de Leptomonas collosoma, que possui inserção de dois nucleotídeos na posição nove.  A respeito 

da variação de seqüência e tamanho do SL de tripanosomatídeos e nematódeos, estes podem formar 

uma estrutura secundária similar, onde estão presentes três stem-loops. Stem-loops II e III são 

separados por uma região contendo um motivo Sm-like, que em nematódeos é um sítio de ligação de 

Sm. O stem-loop I possui duas conformações (forma 1 e 2), embora a forma 2 pareça ser predominante, 

proteínas específicas são relevantes para obtenção desta estrutura (ULLU et al. 1995). 
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 Seqüências relevantes estão presentes no SL íntron e ao redor do sítio de ligação a Sm e são 

capazes de interagir com U6 snRNA. Esta interação é importante para trazer o SL 5’splice site para o 

centro catalítico do trans-spliceosomo. Em tripanosomatídeos, entretanto, não há aparente 

complementaridade entre regiões do SL e U6 snRNAs e os estudos ainda não demonstraram esta 

interação in vivo.  Experimentos com células permeáveis de T. brucei revelaram duas regiões relevantes 

para SL RNA no trans-splicing: a primeira, do nucleotídeo 7-19, cujo mascaramento inibe a metilação 

na extremidade 5’ do SL; e a segunda região está compreendida entre as posições 40-43 downstream do 

5’ splice site (ULLU et al. 1995). 

 

1.5.3) Ribonucleoproteínas 

As ribonucleoproteínas (snRNPs – U1, U2, U4/U6 e U5, principalmente), complexos que 

consistem de pequenos RNAs ricos em uridina (UsnRNAs) unidos fortemente à proteínas, são fatores 

importantes no funcionamento das células eucarióticas. Os snRNAs apresentam diferentes tamanhos e 

formas, podendo ser muito abundantes (cerca de 107 cópias por célula de mamífero, tanto quanto os 

ribossomos) e altamente conservadas de leveduras ao homem. Além disso, esses pequenos RNAs 

possuem um sítio Sm rico em uridina composto por duas regiões conservadas chamadas de Sm1 e Sm2, 

separadas por uma região não-conservada (HERMANN et al. 1995; SÉRAPHIN 1995). Esse sítio Sm 

codifica para um domínio comum (domínio Sm) responsável por mediar as interações com as proteínas 

Sm. A figura 9, a seguir, representa a estrutura de U5 snRNA de T. cruzi mostrando o sítio Sm 

(AMBRÓSIO et al. 2007). 
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Figura 9: Estrutura secundária proposta para U5 snRNA de T. cruzi  (dG = -2,8 a 37ºC) (AMBRÓSIO 
et al 2007). 

 

Desde a descoberta do trans-splicing em tripanosomas, acreditou-se que esses organismos 

perderam a maquinária para realizar o cis-splicing. Isto foi baseado na ausência aparente de sequências 

intercalantes (íntrons) e de U1 snRNA, que no cis-splicing promove interações de pares de bases na 

região 5’ splice site durante a formação do spliceosomo inicial. Mais recentemente, a seqüência de U1 

snRNA foi identificada em Chritidia fasciculata, Leishmania tarentolae e Trypanosoma brucei, 

apresentando alta similaridade entre si, além de possuir uma estrutura cap de trimetilguanosina (TMG) 

e estar complexada a proteínas core comuns, semelhante às outras U1 já estudadas; além disso, 

seqüências intervenientes foram descritas no gene PAP de T. brucei e T. cruzi (Schnare & Gray 1999, 

Mair et al. 2000, Djikeng et al. 2001, Palfi et al. 2002). A sequência de U1 snRNA encontrada em T. 

brucei é extremamente pequena (aproximadamente 70 nucleotídeos) em relação aos outros U1 snRNAs 

(139 a 568 nucleotídeos) (DJIKENG et al. 2001; PALFI et al. 2002). Uma questão importante a ser 

respondida relaciona-se com a participação da U1 snRNA em reações de cis-splicing em 

tripanosomatídeos.  
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1.5.4)  snRNAs 

Em tripanosomatídeos, os UsnRNAs são transcritos pela RNA polimerase III e recebem um cap 

de 7-metilguanosina (m7G) na extremidade 5’ adicionado pela enzima guaniltransferase que, associada 

à RNA polimerase, transfere GMP a partir de GTP para um grupamento difosfato na extremidade 5’ 

promovendo uma ligação 5’-5’ (LODISH et al. 2000). O cap 5’ protege o mRNA da ação das 

exorribonucleases 5’, além de ter papel importante na tradução e processamento dos mRNAs, sendo 

também extremamente necessário para que ocorram interações eficientes da U6 snRNA ao 5’ splice 

site (O’MULLANE et al. 1998). Os snRNAs são exportados do núcleo para o citoplasma, associando-

se a sete proteínas Sm, gerando o snRNP core com estrutura semelhante a um anel em torno do sítio 

Sm, essencial para a estabilidade metabólica do snRNP, importação da partícula para o núcleo e ligação 

às proteínas específicas (WILL & LÜHRMANN 2001). A U6 snRNP interage com U4 snRNP pelo 

pareamento dos snRNAs, formando U4/U6 snRNP; proteínas Sm-like (LSm) facilitam a interação in 

vitro (ACHSEL et al. 1999). Já os pré-mRNAs recebem o cap 5’ durante o trans-splicing, quando a 

sequência SL capped de 39 nucleotídeos é transferida, a partir de um SL RNA, para a extremidade 5’ 

de cada RNA mensageiro (MARCHETTI et al. 1998). 

 

1.5.5) Proteínas Sm 

As proteínas unidas aos snRNAs podem ser classificadas em dois grupos: as específicas que 

estão associadas somente a determinadas snRNPs e sete proteínas Sm (B/B’, D1, D2, D3, E, F e G 

isoladas do extrato nuclear de células HeLa, apresentando pesos moleculares de 28,0/29,0; 16,0; 16,5; 

18,0; 12,0; 11,0; 9,0 kDa e pI de 10,6/10,7; 10,5; 8,0; 8,0; 10,3; 3,3; 8,8; respectivamente) que são 

comuns para todas as partículas (Figura 10) (LURHMANN et al. 1990, BURGE et al. 1999, STARK et 

al. 2001).  
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Figura 10: Esquema de U1 snRNP de mamíferos. m3G: cap trimetilguanosina; B, D1, D2, D3, E, F e G: 
proteínas Sm; asteriscos: proteínas específicas de U1 snRNP (WILL & LURHMANN 2001).  

 

As sete proteínas Sm apresentam-se interligadas, organizando-se em uma estrutura em forma de 

anel, na região do sítio Sm (AAUUUUUGA) (SERAPHIN et al. 1995; KAMBACH et al. 1999). As 

proteínas Sm são denominadas de Sm-B, -D1, -D2, -D3, -E, -F e –G, apresentando em T. brucei pesos 

moleculares de 12,3; 11,7; 12,5; 12,4; 9,6; 8,4 e 8,9 kDa, respectivamente (CROSS et al. 1991; PALFI 

et al. 2000) (Fig 11-A). Uma exceção é a partícula de U6 snRNP, onde o U6 snRNA não apresenta a 

região Sm e as proteínas Sm, mas contém um trato de uridina próximo da extremidade 3´, no qual se 

liga um conjunto de proteínas Sm-like (LSm), denominadas de LSm-2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, também 

formando uma estrutura em anel (LIU et al. 2004; TKACZ et al. 2008). Recentemente foram 

observadas algumas variações em tripanosomas no core Sm da partícula de U2 snRNP (Fig. 11-B), que 

apresenta as proteínas U2-15k/ Ssm 2-1 e U2-16,5k/ Ssm 2-2, ao invés de Sm-B e D3, respectivamente 

(WANG et al., 2006; TKACZ et al. 2007) e U4 snRNP (Fig. 11-C) que apresenta a proteína Ssm-4 

substituindo Sm-D3 (TKACZ et al. 2007). 
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Figura 11: A) Modelo do core Sm. B) Variação do core Sm em U2 snRNP de T. brucei. C) Variação do 
core Sm em U4 snRNP em T. brucei (KAMBACH et al. 1999, WANG et al. 2006 modificado). 
 

1.5.6) Proteínas específicas de snRNPs  

Embora bem definidos em mamíferos, as ribonucleoproteínas não estão bem caracterizadas em 

certos tripanosomatídeos. A seguir, estão descritas cada uma delas.  

 

1.5.6.1) U1 snRNP 

Dentre as partículas de ribonucleoproteínas, U1 snRNP é a melhor caracterizada, contendo um 

total 10 proteínas altamente conservadas desde leveduras até humanos, sendo sete proteínas Sm e três 

proteínas específicas, U1-70K, U1A e U1C, chamadas de SNP1, MUD1 e YHC1 em leveduras, 

respectivamente (KAMBACH et al. 1999; STARK et al. 2001). U1 snRNP participa no 

reconhecimento do sítio de splicing 5’ pela interação RNA-RNA, com envolvimento de U1-C 

(HEINRICHS et al. 1990; MUTO et al. 2004), existindo evidências de que em leveduras U1-C sozinha 

seja capaz de reconhecer o sítio de splicing 5’ sem a necessidade da partícula de U1 intacta (DU & 

ROSBASH 2002; LUND & KJEMS 2002; ROSSI et al. 1996).  

Em contraste, U1-A não é essencial no complexo spliceosomal, consistente com a observação 

de que na ausência do sítio de ligação de 70K (stem-loop I) ou U1-A (stem-loop II), a partícula de U1 

D1 G 

E 
F 

D2 

15k 16,5k B 

D1 G 

E 
F 

D2 

Ssm-4 

B C 

U2 snRNP U4 snRNP 

A 

SL, U1 e U5 snRNPs 

B 



 26 

snRNP continua ativa na reação de cis-splicing in vitro (WILL et al. 1996). U1-A também participa na 

comunicação entre os sítios de splicing 5’ e 3’ (TARN & STEITZ 1995) e na regulação da 

poliadenilação (GUNDERSON et al., 1994; O’CONNOR et al., 1997; PHILLIPS et al., 2004). 

Em tripanosomas, a partícula U1 snRNA é mais curta do que nos mamíferos (75 nt e 164 nt, 

respectivamente) e com uma estrutura secundária simples (ausência dos stem-loops II e III) (Figura 12). 

Como em outros organismos, U1 snRNP possui proteínas específicas U1-70K e U1-C. Além disso, foi 

identificada a proteína específica U1-24K e U1-A que parecia estar ausente. A ausência do sítio de 

ligação de U1-A e uma provável substituição de U1-A pela nova proteína U1-24K contribuíram para a 

hipótese de ausência daquela proteína. (DJIKENG et al., 2001; PALFI et al., 2002; PALFI et al., 

2005). 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 12: A) Comparação entre as estruturas de U1 snRNP de T. brucei e humanos(Palfi et al. 2005). 
B) Estrutura tridimensional de U1 snRNP humana (STARK et al. 2001). 
 

1.5.6.2)  U2 snRNP 

 Várias proteínas específicas de U2 snRNP são conhecidas em mamíferos e leveduras 

(denominação aparece entre parênteses); são elas, A´ (LEA1), B´ (MSL1), SF3a120 (PRP21), SF3a66 

(PRP11), SF3a60 (PRP9), SF3b155 (HSH155), SF3b145 (CUS1), SF3b130 (RSE1), SF3b125, SF3b49 

(HSH49), SF3b14b (RDS3) e SF3b10. Além dessas, são conhecidas proteínas que estão presentes em 

purificações de U2 snRNP, mas que apresentam uma ligação fraca, sendo denominadas de proteínas 
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U2-relacionadas. Algumas delas são Prp5, SR140, CHERP, PRP43/DDX15, SPF45, SPF31 e SPF30 

(WILL & LÜHRMANN, 2006; CHEN et al. 2007). A PRP5, uma proteína DEAD-box e U2-

relacionada, parece estar implicada na aproximação de U1 e U2 snRNPs durante o splicing (XU et al. 

2004). 

 Em tripanosomas, são conhecidas as proteínas específicas U2-40K e U2-B, sendo que U2-40K 

apresenta 31% de identidade (em termos de aminoácidos) com U2-A de humanos; os pontos de 

interação específica com U2 snRNA e geral com os outros snRNAs já foram identificados (CROSS et 

al. 1993). 

 

1.5.6.3) U4/U6 snRNP e U4/U6.U5 tri-snRNP 

 In vivo, U4 e U6 snRNPs não existem na forma de mono-snRNP, mas formam um complexo 

U4/U6 pelo pareamento de seus snRNAs e adição de proteínas específicas dessas di-snRNP. Acredita-

se que a proteína SART3 (p110, ortólogo de Prp24 em leveduras) esteja envolvida na união de U4 e U6 

snRNPs em humanos (NOTTROTT et al. 2002; BELL et al. 2002; RADER & GUTHRIE 2002). A 

forma de tri-snRNP, U4/U6.U5, foi observada em maior quantidade por ser a forma funcional (Figura 

13). No tri-snRNP humano, além de U4, U6 e U5, são observadas mais 30 proteínas que compõem esse 

complexo, entre elas a proteína Prp31 como a responsável pela ligação de U5 a U4/U6 (LIU et al. 

2006). 

 Em humanos e em Saccharomyces cerevisiae (denominação aparece entre parênteses), são 

conhecidas as proteínas específicas 90K (PRP3), 60K (PRP4), 61K (PRP31), 20K (USA-Cpy1) e 

15,5K (SNU13) de U4/U6 di-snRNP, enquanto que o tri-snRNP apresenta 110K (SNU66), 65K 

(SAD1) e 27K (LIU et al. 2006; CHEN et al. 2007). As ciclofilinas (peptidil-prolil isomerases) 

catalizam mudanças conformacionais em proteínas; a proteína 20K (USA-Cpy1), uma ciclofilina 

associada a U4/U6, tem importância na segunda reação do splicing (HOROWITZ et al. 2002). Sabe-se 

que a proteína 15,5K se liga à região do stem-loop 5´ do U4 snRNA e que a sua presença é de essencial 
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importância para a ligação de 61K com U4 e U4/U6 snRNAs e com o complexo 20/60/90K. 

Experimentos indicam que a proteína 90K interage com o stem-loop II de U4/U6 snRNAs 

(NOTTROTT et al. 2002).  

Após estudos utilizando a metodologia do duplo-híbrido, foram mapeadas as interações entre as 

proteínas do tri-snRNP em humanos foi proposto um modelo (Figura 13) (LIU et al. 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Modelo esquemático das interações proteína-proteína no tri-snRNP (retirado de Liu et al. 
2006). Os pontos pretos e brancos significam as interações observadas as proteínas presentes nestes 
complexos. 
 

Em tripanosomatídeos, até o momento não foram confirmadas experimentalmente proteínas 

específicas de U4 e U6 snRNPs. 

  

1.5.6.4). U5 snRNP 

 São conhecidas oito proteínas específicas de U5 snRNP em humanos, e suas respectivas em S. 

cerevisiae (entre parênteses): 220K (PRP8), 200K (BRR2), 116K (SNU114), 102K (PRP6), 100K 

(PRP28), 52K (LIN1 ou SNU40), 40K e 15K (DIB1) (CHEN et al. 2007). 

 Em um dos maiores e mais conservados fatores de splicing, PRP8, tem sido observado interação 

física e funcional com o dinucleotídeo GU do sítio de splicing 5´ e com sítio de splicing 3´ 
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(TEIGELKAMP et al. 1995a,b; REYES et al. 1996; SIATECKA et al. 1999; MARONEY et al. 2000). 

Além disso, PRP8 também faz contato com BPS e o trato de polipirimidina (MACMILLAN et al. 

1994; TEIGELKAMP et al. 1995a, b), estando também relacionada ao reconhecimento do sítio de 

splicing 5´, parecendo ter uma posição específica neste sítio durante a primeira reação catalítica. 

Acredita-se que após essa reação, PRP8 alinha os sítios 5´ e 3´ para a segunda reação de catálise 

(COLLINS & GUTHRIE 1999) e pode auxiliar no reconhecimento do sítio de splicing 3´. A região de 

PRP8 em levedura relacionada com o reconhecimento do sítio de splicing 3´ apresenta-se conservada 

na proteína de tripanosomas (LÜCKE et al. 1997).  

 U5-116K está relacionada com a separação do duplex U4/U6 durante a ativação do spliceosomo 

(BARTELS et al. 2002; 2003). As proteínas U5-220K, -200K, -116K e -40K formam um complexo 

heteromérico na ausência do RNA, sugerindo um complexo pré-formado antes da montagem da 

partícula de U5 snRNP (ACHSEL et al. 1998). 

 

1.5.6.5). SL RNP 

 Como mencionado anteriormente, a sequência spliced leader transferida para os mRNAs existe 

na forma de uma ribonucleoproteína, possuindo as proteínas Sm e proteínas específicas 

(BLUMENTHAL & STEWARD, 1997). O SL RNA é composto por dois domínios, o domínio 5´ SL, 

composto pelo 5´ éxon de 22 nts em nemátodes e 39 nts em tripanosomas, e o domínio 3´, composto 

pela porção do íntron. A estrutura secundária dos SL RNAs são similares entre as espécies, com 

sequências de 5´ SL altamente conservadas (com exceção do sítio Sm em nemátodes) e as sequências 

do SL íntron divergentes. 

 A interação entre SL, U5 e U6 tem sido relatada por estudos em T. brucei (XU et al. 2000). A 

interação SL e U6 foi observada em nemátodes, mas pode não ocorrer em tripanosomas (HANNON et 

al. 1992; MANDELBOIM et al. 2002). 
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Proteínas ligantes de SL RNA têm sido relatadas na literatura, mas até o momento nenhuma 

proteína específica de SL RNP foi isolada e identificada nos tripanosomatídeos. No nemátode Ascaris, 

em adição ao Sm core, foram identificadas proteínas de 30K e 175K na partícula de SL RNP, 

elementos essenciais durante o mecanismo de trans-splicing, mas não no cis-splicing. Análises 

utilizando ferramentas de bioinformática foram realizadas para a procura de proteínas homólogas em 

outros organismos, mas nenhuma similaridade foi encontrada entre os tripanosomatídeos. Verificou-se, 

ainda, que 30K interage com SF1/BBP, sendo essa interação essencial para a reação de trans-splicing 

(DENKER et al. 2002). 

 

1.5.7) Fatores de splicing 

 Uma vasta lista de fatores relacionados ao cis-splicing é conhecida (aproximadamente 300 

proteínas), além das proteínas que compõem as ribonucleoproteínas. Essas proteínas foram 

identificadas por diversas purificações do spliceosomo em diferentes estágios do processamento de 

RNA de alguns organismos. Entre elas, estão proteínas denominadas de SAPs (proteínas associadas ao 

spliceosomo), RNA helicases-like, hnRNPs (RNP heterogênea nuclear), proteínas SR (ricas em serina), 

ciclofilinas, RBPs (proteínas ligantes de RNA), entre outras (CHEN et al. 2007).  

 

1.5.7.1) Complexo Associado a Prp19p (Prp19-associated complex, Nineteen complex ou NTC) 

Os componentes envolvidos na regulação dos rearranjos estruturais do spliceossomo ainda não 

são totalmente conhecidos. Entretanto, sabe-se que a transição de um complexo inativo para um ativo, 

está diretamente relacionada com a adição do NTC (OHI et al. 2005). Recentes trabalhos mostram que 

este complexo é responsável pela estabilização das interações entre U5 e U6 snRNAs com o pré-

mRNA, bem como participa da desestabilização das proteínas LSm com o U6 snRNA durante a 

formação complexo C (CHAN et al. 2003). Os componentes de NTC também podem facilitar os 

rearranjos ocorridos em U5 snRNP durante a transição do complexo B para C (MAKAROV et al 
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2002). Em Saccharomyces cerevisae, NTC pode ser isolado como uma unidade distinta, com pelo 

menos 11 componentes, incluindo Prp19p, SyF1p (Ntc90), Cef1p (Ntc85), Clf1p (Ntc77), Prp46p 

(Ntc50), Cwc2p (Ntc40), Syf2p (Ntc31), Isy1p (Ntc30), Snt309p (Ntc25) e Ntc2p, que apresentam alta 

conservação entre diferentes espécies (OHI et al. 2005).  

Evidências sugerem que Prp19 é requerida para a integridade estrutural de NTC e subsequente 

associação com o spliceossomo. Esta interage diretamente com várias proteínas do NTC, incluindo 

Cef1p, Snt309p e Cwc2p, e possui papel crítico na formação do complexo multiprotéico (Chen et al. 

2002). Prp19p contém três motivos conservados: o N-terminal U-box, um predito coil-coiled e 

domínios repetitivos WD40 na região C-terminal. Domínios WD40 são responsáveis pela interação 

com Cwc2p, embora a região N-terminal possua interação com Snt309p e Cef1p. O domínio U-box, 

possui resíduos com possível associação a íons de zinco, estrutura similar ao RING Finger domains, 

sendo que muitas proteínas com este domínio apresentam atividade ligase in vitro (OHI et al 2005). 

 Diante do exposto, observa-se a carência de informações sobre proteínas específicas de snRNP 

em tripanosomatídeos e considerando as pesquisas que vem sendo realizadas no laboratório sobre 

identificação e caracterização de ribonucleoproteínas que participam da reação de trans-splicing, este 

trabalho teve o objetivo principal de identificar e caracterizar proteínas específicas do complexo de U5 

snRNP. 
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2) OBJETIVOS 

 Diferentes enfoques tem sido empregados no estudo da reação de trans-splicing em T.cruzi, e 

desde 1998 diversos artigos já foram publicados por integrantes do laboratório (VIANNA et al. 2001; 

AMBRÓSIO et al. 2004; BARBOSA et al. 2007, AMBRÓSIO et al. 2007; BOSETTO et al. 2008; 

AMBRÓSIO et al. 2009) utilizando esta reação como modelo de estudo.  

A maturação dos pré-mRNAs em tripanosomatídeos ocorre por meio de um mecanismo 

denominado trans-splicing, que envolve a excisão dos íntrons e a união dos éxons de dois transcritos 

independentes. VIANNA e colaboradores (2001) descreveram a padronização desta reação in vitro 

utilizando um sistema totalmente livre de células. Embora não tenha sido possível confirmar a presença 

do mRNA maduro, o íntron processado observado é um forte indicativo que a reação de trans-splicing 

tenha ocorrido. Outro modelo empregado na avaliação da reação de trans-splicing foi a utilização de 

células de T.cruzi permeabilizadas com lisolecitina, com radioativo (AMBRÓSIO et al. 2004) ou sem 

(BARBOSA et al. 2004) radioatividade, avaliando a interfência de diferentes moléculas no 

processamento de mRNA em tripanosomatídeos. Utilizando técnicas de imunofluorescência indireta e 

confocal foi possível confirmar a presença de epítopos especificamente reconhecidos por anticorpos 

contra o capacete de trimetilguanosina (anti - m3G), sugerindo a re-importação das partículas de snRNP 

entre núcleo-citoplasma  em T. cruzi (BOSSETTO et al. 2008).  

O laboratorio iniciou o estudo dos elementos das snRNP em 2007 com a elucidação das seqüências 

e principalmente das estruturas secundárias de U2, U4/U6 e U5 snRNA em T.cruzi (AMBRÓSIO et al. 

2007); e mais recentemente, três novas proteínas específicas pariticipantes de U5 e U4 snRNP foram 

caracterizadas utilizando técnicas de purificação de complexos e RNA de interferência (AMBRÓSIO et 

al. 2009).  

Face ao exposto, este trabalho tem como objetivo prosseguir na identificação e caracterização de 

novas proteínas específicas pertencentes ao complexo U5 snRNP, empregando para esta finalidade 

ferramentas de bioinformática, produção e purificação de proteínas recombinantes, técnicas de 
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purificação de complexo e análises funcionais através de RNA de interferência. A seguir estão listados 

os objetivos específicos do projeto: 

1- Identificação e análise de genes envolvidos no complexo de U5 snRNP, através de 

ferramentas de bioinformática; 

2- Clonagem e expressão dos genes para obtenção de proteínas recombinantes e produção de 

anticorpos policlonais em coelhos; 

3- Imunoprecipitação do complexo protéico utilizando esses anticorpos; 

4- Caracterização de proteínas do complexo utilizando a técnica do PTP-tag; 

5- Caracterização funcional de algumas proteínas do complexo utilizando a técnica de RNA de 

interferência; 

6- Imunolocalização das proteínas pela técnica de Imunofluorescência Indireta (IFI). 
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3) MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1) Análises de Bioinformática - Data mining das sequências. 

No Data mining pesquisam-se a semelhança entre os genes de proteínas especificas de trans-

splicing e aqueles identificados em outros organismos, para designar-se uma provável função a esses 

genes (SOUZA & SILVA 2002). 

As seqüências utilizadas para análise neste trabalho foram retiradas do banco de dados do 

GenBank (http://ncbi.nlm.nih.gov), publicadas no artigo de ACHSEL et al. 1998. Ferramentas de 

bioinformática como BLASTn e BLASTp (usando os parâmetros-padrão) foram utilizadas na 

identificação inicial das seqüências de interesse.  

A análise de motivos e domínios funcionais foi realizada usando os bancos de dados como o 

Motif Scan (http://hits.isb-sib.ch/cgi-bin/PFSCAN/) e Conserved Domain 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml/).  

  O alinhamento múltiplo e os cálculos de porcentagem de identidade entre os membros foram 

feitos utilizando o programa GeneDoc (Nicholas & Nicholas 2000) e o programa GeneRunner foi 

empregado para tradução da seqüência de nucleotídeos a seqüência de aminoácidos, determinação do 

peso molecular estimado e número de aminoácidos. 

 

3.2) Cultura dos parasitos 

3.2.1) Trypanosoma cruzi 

As formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT pH 7,2 (68,4 mM 

NaCl (Merck); 5,4 mM KCl (Merck); 56,3 mM Na2HPO4 (Merck); 111 mM Dextrose (Mallinckrodt); 

0,3% Liver Infusion Broth (Difco); 0,5% Tryptose (Fluka); 25 mg/L Haemin (ICN); 10% Soro Fetal 

Bovino (Cultilab) em estufa a 28ºC, realizando-se repiques a cada 15 dias. 
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3.2.2) Trypanosoma brucei 

 As formas prociclicas das cepas 427 e 29-13 de T. brucei foram cultivadas em meio SDM-79 

(BRUN & SCHONENBERGER, 1979) em estufa a 28ºC, realizando-se repiques a cada 4 dias.  

 

3.2.3) Leishmania major 

As formas promastigota de Leishmania major foram cultivadas em meio LIT, sendo mantidas 

em estufa a 28ºC, realizando-se repiques a cada 7 dias. 

 

3.3-) Manipulação de bactérias 

3.3.1-)  Preparação de bactérias competentes  

Um pré-inóculo de 5 mL contendo bactérias DH5�, após crescimento overnight, foi transferido 

para 50 ml de meio SOB (triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 10mM, KCl 2,5mM, MgCl2 

10mM, MgSO4.7H20 10mM, esterilizado por filtração) incubando-se a 37ºC em estufa sob agitação até 

que atingisse uma D.O. 600 nm de 0,6. A cultura foi centrifugada por 10 min a 4ºC e 2.500g e o 

sedimento ressuspenso em 16 ml de solução de TB (Pipes pH 7,0 10mM, MnCl2.4H2O 55mM, 

CaCl2.2H2O, KCl 250mM, esterilizado por filtração), mantida em gelo por 10 minutos. Novamente, as 

bactérias foram centrifugadas por 10 min a 4 ºC e 2.500g e o sedimento ressuspenso em 4 mL da 

solução TB contendo 30 �L de DMSO, sendo mantidas em gelo durante 10 minutos, em seguinda 

aliquotou-se as bactérias em frações de 200 �L cada. 

O mesmo procedimento foi empregado para preparação de BL21 (DE3) pLysS compententes. 

 

3.3.2-) Reação de transformação  

Após misturar no tubo 2 �L da reação de ligação com 200 �L bactérias competentes, e 

incubadas em gelo por 30 min; seguiu-se o choque térmico a 42ºC por 2 min, retornando o tubo no gelo 

por 2 min e à TA por mais 2 min. Adicionou-se 600 �L de meio SOB (Triptona 1%, Extrato de 
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levedura 0,5%, NaCl 8,5mM, KCl2,5 mM,  glicose 10 mM, MgCl2 20 mM) incubando-se a 37 ºC por 1 

hora e 30 min sob agitação (150 rpm), e as bactérias foram então cultivadas em placas de Petri 

contendo meio LB ágar (triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, agar 2%) com 50 �g/ml de 

kanamicina e incubadas a 37 ºC overnight. 

 

3.4-) Manipulação de parasitos 

3.4.1) Transfecção em T. brucei (cepas 427 e 29-13) 

Culturas de 10 ml de formas procíclicas (1x106-107 parasitas/mL) de T. brucei cepa 427 (técnica 

PTP-tag) e 29-13 (técnica RNAi) foram centrifugadas por 7 min/3.000xg/TA. Os sobrenadantes foram 

descartados e os parasitas lavados com 2 ml de tampão ZPMF 1X (132 mM NaCl; 8 mM KCl; 8 mM 

Na2HPO4 (Merck); 1,5 mM KH2PO4 (Merck); 1,5 mM MgOAc.4 água (Sigma); 90 �M CaOAc2 

(Sigma), 7 min/ 3.000xg/TA e ressuspensos em 390�l de ZPMF 1X. 

Para a tranfecção, os DNAs e parasitas foram colocados em cubeta de eletroporação (Gene 

Pulser Cuvette - BioRad) e eletroporados em eletroporador com pulso de 1,5 kV, 25 �F, 50 Ohms 

(Gene Pulser II - BioRad). Após a eletroporação os parasitos foram transferidos para uma garrafa 

contendo 10 ml de meio SDM-79 e 20�g/ml de geneticina (G418 - Sigma), pois o gene da neomicina 

fosfotransferaseII é usado como marca de resistência do vetor pC-PTP-neo; ou quando necessário, 

adicionou-se 1,5μg/mL de fleomicina (Sigma), 15μg/mL de G418 e 50μg/mL de higromicina (Sigma), 

devido às marcas de resistência do plasmídeo pLEW100 e da cepa 29-13.  

Em um tubo plástico, foram misturados 2,5 ml dos parasitos da garrafa anterior, 2,5mL de 

parasitos 427 ou 29-13 não transfectados, 7,5mL de meio de cultura e, em seguida, 250 �L dessa 

mistura foram distribuídos em 48 poços de uma placa de poliestireno de 96 poços estéril, incubada em 

câmara úmida a 28ºC, para o isolamento de clones transfectados. Após a seleção dos clones, foram 
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utilizados 40�g/ml de G418 (Sigma) ou 25 μg/mL de fleomicina (Sigma), 15μg/mL de G418 e 

50μg/mL de higromicina (Sigma), para garantir a presença somente de parasitas transfectados.  

Em relação à técnica de PTP-tag , o DNA de cada clone isolado foi extraído para a confirmação 

da transfecção por PCR e a expressão da proteína foi analisada por Western blot. 

 

3.4.2) RNA de interferência (RNAi) 

Quatro clones positivos obtidos após a transfecção com o plasmídeo pLEW100 recombinado 

com U5-15K foram induzidos com doxaciclina para realização da técnica de RNAi. Em placas de 24 

poços estéreis, culturas de parasitas trasfectados foram diluídas para 2x106 células/mL, adicionando-se 

10 μg/mL de doxaciclina (Sigma) e incubando-se a 28ºC. Nos poços não induzidos acrescentou-se 2 �L 

de álcool 70%. Após 24 horas, o número de parasitas em cada poço foi avaliado utilizando câmara de 

Neubauer (Boeco), sendo a cultura novamente diluída para 2x106 células/mL com 10 �g/mL de 

doxaciclina. O experimento teve duração de uma semana, sendo os dados diários plotados em um 

gráfico para avaliar a curva de crescimento dos parasitos induzidos e não induzidos. 

 

3.5-) Manipulação de DNA 

3.5.1) Gel de agarose 1,0% 

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 1,0% em TAE 1X (tris-acetato 40mM pH 

8,5, EDTA 2mM). Á amostra foi adicionado tampão de amostra 5X (Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 

1mM pH 8,0, azul de bromofenol 0,125%; xilenocianol 0,125%, glicerol 30%), e aplicada em gel 

contendo 0,5 g/mL de brometo de etídeo (Gibco). O gel foi submetido à voltagem de 100 V em tampão 

TAE 1X. Diferentes concentrações de géis de agarose foram utilizadas, sendo necessário ajuste de 

massa de agarose.   
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3.5.2) Isolamento de fragmentos de DNA de gel de agarose 

 Produtos de PCR ou digestão foram separados em gel de agarose 1%, visualizado por coloração 

de brometo de etídeo e iluminação ultravioleta. Os fragmentos de interesse foi cortado do gel e 

purificado utilizando o kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE) de acordo com 

especificaçõe do fabricante.  

 

3.5.3) Extração de DNA genômico de T. cruzi e T. brucei  

O DNA genômico das formas de cultura de T. cruzi e T. brucei foi extraído utilizando o 

reagente DNAzol (Invitrogen) de acordo com as especificações do fabricante.  A quantidade de DNA 

genômico presente na solução foi avaliada em eletroforese em gel de agarose (1,0%). 

 

3.5.4) Obtenção rápida do DNA genômico de T. brucei 

Centrifugou-se 1 ml de cultura (fase log) por 1 min/3.000xg/TA. Os parasitas foram lavados 

com 800�l de tampão tryps wash (100mM NaCl; 3mM MgCl2; 20mM Tris-HCl, pH 7,5), 

centrifugando por 1 min/3.000xg/TA. O sedimento foi ressuspenso em 250�l tampão TELT (50mM 

Tris-HCl pH 8,0; 62,5mM EDTA (Promega), pH 8,0; 2,5M LiCl (Sigma); 4% Triton X-100 - Sigma) e 

extraído com 250�l de fenol/clorofórmio (Amresco), centrifugando por 2 min/16.000xg/TA. Em 

seguida foi realizada nova extração com 250�l clorofórmio. O DNA foi precipitado com 3 volumes de 

etanol 100% e 0,1 vol NaAc (Amresco) 3M, pH 7,0, centrifugando por 5 min e o sedimento foi lavado 

com 500�l etanol 70%, centrifugando por 5 min/16.000xg/TA, seco e ressuspenso em 30�l de água 

deionizada. 

 

3.5.5-) Extração de DNA plasmidial (miniprep) 

As bactérias recombinantes foram repicadas em 5 ml de meio LB (triptona 1%, extrato de 

levedura 0,5%, NaCl 1%) contendo antibióticos adequados e incubadas a 37ºC, overnight, sob agitação. 
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A cultura foi centrifugada removendo-se o sobrenadante; o sedimento foi ressuspenso em 100 �L da 

Solução I (25 mM de Tris-HCl pH 8,0,  10 mM de EDTA pH 8,0, 50 mM de glicose), adicionando-se 

200 �L da Solução II (0,2 M de NaOH, 1% de SDS) e misturando por inversão 5X; a mistura foi 

incubada a temperatura ambiente por 10 min. Adicionou-se 150 �L da Solução III (3 M de acetato de 

potássio, 11,5% de ácido acético glacial), misturando por inversão e incubando-se por 5 min em gelo; 

os tubos foram centrifugados por 10 min a 4ºC e o sobrenadante foi colocado em novo tubo. As 

amostras foram precipitadas com 1 mL etanol (Merck) 100% por 10 min a –80 ºC, seguido de 

centrifugação por 10 min a 4ºC, 10.000 g; o sedimento foi lavado com 500 �L de etanol 70%, 

centrifugando a 4ºC por 5min, seco e ressuspenso em 100 �L de tampão de RNAse (10 mM de Tris-

HCl pH 8,0, 15 mM de cloreto de sódio), contendo 1,5 �L de RNAse A 20 mg/mL (Invitrogen), 

incubando-se a 37ºC por 1 hora. Em seguinda acresencentou-se 100 �L de fenol/clorofórmio, para 

extração e posterior precipitação do DNA, que foi ressuspenso em 30 �L água destilada, analisado por 

eletroforese em gel de agarose 1%, corado com BrEt e visualizado em transiluminador UV. 

 

3.5.6) Reação de ligação para clonagem em vetor de expressão pET28a (Novagen) 

Iniciadores específicos foram desenhados, a partir de seqüências obtidas na anotação e no data 

miming do genoma de T. cruzi (www.genedb.org). As seqüências nucleotídicas destes primers contém 

na extremidade 5’ sítios de restrição para enzimas, os quais foram importantes para subclonagem na 

mesma pauta de leitura (in frame) da seqüência que codifica a cauda de poli-Histidina (poli-His) 

presente no vetor pET28a, de acordo com a tabela a seguir.  

 

Tabela 1: Iniciadores utilizados para clonagem e subclonagem do gene U5-15K de T.cruzi 

Nome do iniciador Seqüência Enzima de restrição 

U5-15K direto 5’ GGAATTCCATATGGCCGAGGTAAAGCTCC 3’ Nde I 

U5-15K reverso 5’ TTGGATCCTTAATTACCGACGCACCGC 3’ BamH I 
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Para a ligação do inserto amplificado ao vetor de expressão, os reagentes a seguir foram 

adicionados no tubo: 1 μL de pET28a(+) digerido com as respectivas enzimas de restrição (~50 ng), 1 

μL de inserto digerido com digerido com as respectivas enzimas de restrição (~50 ng), 2 μL Tampão 

T4 DNA ligase 10X, 5 μL Água deionizada e 1 μL T4 DNA ligase (2 Unidades - USB). 

 

3.5.7) Reação de ligação para clonagem em pGEM – T  Easy Vector System (Promega) 

Os produtos de PCR provenientes das amplificações de diferentes genes de interesse de T. cruzi 

e T. brucei foram utilizados para clonagem utilizando no vetor pGEM-T easy conforme especificações 

do fabricante. 

 

3.5.8) Reação de PCR para clonagem de U5-15K e U5-102K no vetor pC-PTP-NEO  

 Iniciadores específicos foram desenhados (Tabela 2) para clonagem em fase de leitura do gene 

U5-15K e U5-102K de T.brucei em vetor pC-PTP-NEO, permitindo que esta proteína seja produzida 

fusionada ao PTP-tag (Proteína C – sitio de clivagem para TEV protease – Proteína A), de acordo com 

figura 14.  

 

Tabela 2: Primers utilizados na técnica de PTP-tag  de U5-15K de T. brucei.  
Nome do primer Seqüência Enzima de restrição 

U5-15K PTP direto 5’ CGGCCGACGGCGTACAGCAGCTGTTG 3’ Eag I 

U5-15K PTP inverso 5’ GGGCCCATGACGGAGTTGACACGC 3’ Apa I 

U5-15K 5’Out 5-‘ TATAGGGAAGTTTCCATTGC 3’ - 

ProtC- Tap 3 5’TCGCTAGCAGTAGTTGGAATATCATATTTCCCATCAATAAGACGAGG3’ - 

U5-102K PTP direto 5’ CGGCCGCAATTTGATCATTTCCAC3’ Eag I 

U5-102K PTP inverso 5’ GGGCCCGATGTCATGTTGAATTGC 3’ Apa I 

U5-102K 5’ out 5’ CATATGGTGCTACGCGGC 3’ - 
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3.5.9) Reação de PCR para clonagem de U5-15K de T. brucei em vetor pLEW 100 

 Iniciadores específicos foram desenhados para posterior clonagem de regiões específicas do 

gene U5-15K (Tabela 3) de T. brucei no vetor pLEW100 (figura 14 - Painel C) para realização da 

técnica de RNA de interferência (RNAi). 

 

Tabela 3: Iniciadores utilizados para clonagem e subclonagem do gene U5-15K de T.brucei no vetor pLEW 100. 

Nome do primer Seqüência Enzima (s) de restrição 

U5-15K RNAi direto 5’ AAGCTTACGCGTAGAAACTTGTACTTATCCGC 3’ Mlu I e Hind III 

U5-15K RNAi inverso 5’ TCTAGAACGGCGTACAGCAGCTGTTGT 3’ Xba I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Painel A: Esquema mostrando as diferenças entre os vetores TAP-tag e PTP-tag. Painel B: 
Mapa dos vetores pC-PTP-NEO e pN-PURO-PTP. U5-15k foi clonado em substituição ao gene U1-
70K (pC-PTP-NEO). Figura adaptada de Schimanski et al. (2005). Painel C: Vetor pLEW100 (extraído 
do site http://tryps.rockefeller.edu/ crosslab_sequences.html).  
 

3.5.9) Reação de Sequenciamento 

Para o sequenciamento dos plasmídeos, os reagentes a seguir foram adicionados no tubo de 0,2 

mL: 4 μL DNA (400 ng), 2 μL Tampão 5X, 2 μL iniciadores (primers) direto (forward) ou reverso 

(reverse) (1,6 pmol/μL) e 2 μL Big Dye Terminator (Applied Biosystems). 

C 
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Os tubos foram colocados em termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied 

Biosystems), seguindo-se o ciclo abaixo: 

96ºC 2 mim  
96ºC 30 seg 
52ºC 30 seg 
60ºC 4 min 

40X 

4ºC Tempo indeterminado  

 

Após a PCR, adicionou-se aos tubos 80 μl de isopropanol 75% para precipitar o DNA, deixando 

à temperatura ambiente por 15 min ao abrigo da luz. As amostras foram centrifugadas por 15 min. 

(12.000 g, temperatura ambiente - TA) e o sobrenadante descartado; o sedimento foi lavado com 1 mL 

de etanol 70%, centrifugando por 5 min (12.000 g, TA), seco e ressuspenso em 2 μL de Loading buffer 

(Applied Biosystems). As amostras foram aquecidas a 95ºC antes de serem aplicadas em PAGE 5% e a 

eletroforese foi realizada em sequenciador automático ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied 

Biosystems). 

 

3.6) Obtenção de extratos protéicos 

3.6.1)  Extrato Nuclear (EN) de T. cruzi 

Os extratos nucleares das cepas de T. cruzi foram preparados segundo Kovacs et al. (1993). 

Uma cultura (~15 dias) com 107 – 108 formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Y) foi centrifugada por 

10 min. (4oC/ 2.500 g), sendo o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspenso em 10 mL de 

tampão AGK (10mM de Tris-HCl pH7,9; 1,5mM de MgCl2 (Sigma); 200mM de KCl (Merck); 10% de 

glicerol (Mallinckrodt); 1mM de PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride - Sigma); 1ug/mL de 

leupeptin (Sigma) e 0,5mM de DTT (USB)) com inibidores e novamente centrifugado por 10 min. (4 

oC/ 2.500 g). O sedimento foi novamente lavado com 10 mL de tampão AGK com inibidores e 

centrifugado por 15 min. (4 oC/ 2.500 g). O sobrenadante foi descartado, adicionando-se 1 ml de 

tampão AGK com inibidores e transferindo-se os parasitas para novo microtubo contendo pérolas de 

vidro e mergulhado em nitrogênio líquido por 1 min, descongelando-se, imediatamente, o conteúdo em 
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banho seco a 37oC, que foi levado ao vórtex durante 4 min. Este passo foi repetido por 3 vezes para 

rompimento total da membrana dos parasitas, seguindo-se centrifugação por 30 min (4 oC/ 12.000 g). O 

sobrenadante foi retirado e o sedimento ressuspenso em 0,5 volume de tampão C (20mM de Tris-HCl 

pH7,9; 1,5mM de MgCl2; 25% de glicerol; 0,2mM KCl; 0,2mM de PMSF e 0,5mM de DTT) e 0,5 

volume do tampão D (mesma composição do tampão C, alterando a concentração de KCl para 1,2M), 

deixando-se sob agitação suave a 4oC por 30 min. Após nova centrifugação por 30 min a 4oC/ 12.000 g 

o sobrenadante (extrato nuclear)  foi dializado em tampão E (20mM de Tris-HCl pH7,9; 20% de 

glicerol; 100mM de KCl; 0,2mM de ETDA; 0,5mM de DTT e 0,2mM de PMSF), sendo uma alíquota 

analisada em SDS-PAGE. 

 

3.6.2) Preparação do extrato para a purificação das proteínas contendo PTP-tag  

Um litro de cultura (fase log - 1x107 parasitas/ml) foi centrifugado por 10 min/2.700xg/2ºC, o 

sobrenadante descartado e os parasitas lavados 2 vezes com 40mL de tampão tryps wash gelado, 

ressuspendendo no vórtex e centrifugando por 7 min/2.700xg/2ºC; determinou-se o volume do 

sedimento, que foi lavado com 30mL de tampão de transcrição gelado (150 mM sucrose - Sigma; 20 

mM ácido glutâmico - Sigma; 20 mM HEPES-KOH – Sigma, pH 7,7; 3 mM MgCl2), centrifugando-se 

por 10 min/3300g/2ºC. O sedimento foi ressuspenso no mesmo volume de tampão de transcrição 

gelado e incubado no gelo por 20-30 min. Pérolas de vidro foram lavadas com etanol 100%, 3vezes 

com água deionizada e com tampão de transcrição, mantendo no gelo. Os parasitas foram colocados em 

contato com as pérolas, adicionando-se 1�l DTT 1M, 1 �l leupeptina (Sigma) 10 mg/ml e 1 �l 

aprotinina (Sigma) 10 mg/ml para cada ml de solução, e submetendo-se a ciclos de congelamento de 

nitrogênio líquido por 1 minuto e vórtex por 1 minuto após descongelmento. Esses ciclos foram 

executados até a quebra de aproximadamente 70% dos parasitas (observado em microscópio ótico 

comum). O extrato foi aliquotado em frações de 1 ml, congelado em nitrogênio líquido e armazenado a 

-80oC. Cada fração foi chamada de Y4. 
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3.6.3) Extato total para realização de Western Blotting 

 Centifigou-se 1 mL de cultura dos diferentes parasitas na fase logarítmica de crescimento,  o 

sedimento foi ressuspenso em 40 �l de tampão de amostra, ferveu-se por 10 minutos, e uma aliqutoa de 

10 �l foi utilizada para realização da técnica de Western Blotting.  

 

3.7) Análise de Proteínas 

3.7.1) Quantificação de Proteínas 

 Para determinação da concentração protéica de extratos celulares e de proteínas purificadas foi 

utilizado o reagente de Bradford (Bioagency), de acordo com instruções do fabricante. 

 

3.7.2) Imunoprecipitação utilizando extrato nuclear de T. cruzi 

A 20μL de soros, pré-imune ou anti-U5-15K, adicionou-se 16,4μl de sulfato de amônio 

(Reagen) 100%, incubando-se por 1 hora em gelo. Após centrifugação por 10 min (11.000xg a 4ºC) o 

sedimento foi lavado três vezes com 500μL de sulfato de amônio 50% saturado gelado. O pellet foi 

ressuspenso em 260μL de tampão PA-150 (150mM de KCl; 20mM de Tris-HCl pH 7,7; 3mM MgCl2; 

0,5mM de DTT; 0,1 Tween 20), incubando-se juntamente com 40μL de Proteína A-Agarose (BioRad) 

por 24 horas a 4ºC, sob rotação. O tubo foi centrifugado a 9.000xg por 15 segundos, sendo o sedimento 

lavado três vezes com 300μL de tampão PA-150, ressuspenso em 400μL do mesmo tampão e 

adicionado de 100μL de extrato nuclear de T.cruzi (protocolo de obenção descrito no item 3.6.1). Após 

incubação de 6 horas a 4oC, o sedimento foi lavado cinco vezes com 300μL de PA-150, sendo 

adicionado ao sedimento 30μL de tampão de amostra e a imunoprecipitação analisada em SDS-PAGE 

pelo Comassie Brilhant Blue R-250 (Gibco) a 0,010%.  
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3.7.3) Purificação do PTP-tag: Imunoprecipitação com IgG-sepharose 

Alíquota de 1ml de extrato do parasita (Y4), correspondente a 2-4x109 células, foi descongelada 

e colocada imediatamente em gelo. Adicionou-se 100�l do tampão de extração gelado (1,5 M KCl; 20 

mM Tris-HCl pH 7,7; 3 mM MgCl2; 0,5 mM DTT; 1% Tween 20) em tubo previamente colocado em 

gelo. Cada alíquota do extrato foi adicionada a tubo contendo o tampão de extração, misturando-se 

rapidamente (invertendo o tubo 3 vezes) e incubando por 20 min em gelo. Enquanto isso, 60μL de IgG-

sepharose (Fast Flow, GE) foram equilibradas em 800μL de tampão PA-150, centrifugando-se por 30 

segundos a 3.000xg e mantendo-se o tubo em gelo.  

O tubo com extrato foi centrifugado por 15 min/21.000xg/2oC e o sobrenadante transferido para 

outro previamente colocado em gelo, centrifugando-se novamente por 3 min e o sobrenadante 

adicionado a outro tubo gelado, correspondente ao extrato nuclear de T. brucei transfectado. A 20�l 

desta amostra adicionou-se 25�l tampão de amostra para realização do Western Blotting (esta fração foi 

denominada de input). Adicionou-se 100μL de extrato nuclear ao tubo contendo IgG-sepharose 

previamente equilibrada, juntamente com 300μL de tampão PA-150, mantendo-o sob agitação leve a 

4ºC por 1 hora. Após centrifugação a 3.000xg por 30 segundos, este sobrenadante foi denominado de 

fração não ligada, e IgG-sepharose (fração ligada) foi lavada cinco vezes com 800μL de PA-150. 

Amostra do sobrenadante e das contas foram separadas para realização do Western Blotting utilizando 

anticorpo anti-proteína A (Sigma).  

 

3.7.4) Western blotting 

As proteínas do gel foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Bioagency) ou PVDF 

(GE), utilizando 0,8 mA/cm2 por 1 h e 30 min, em tampão de transferência (25 mM Tris base (USB); 

192 mM glicina (Amresco); 20% metanol(Synth) gelado, montado como segue: 2 camadas de papel de 

filtro embebido em tampão, membrana embebida em tampão, gel e novamente 2 camadas de papel. A 
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membrana foi bloqueada com solução 5% de leite desnatado por 1 hora TA. A seguir a membrana foi 

lavada 3X com PBS/Tween-20 (0,1% Tween-20; PBS [1X] q.s.p.) e incubada à 4ºC durante 18 h com 

anticorpo primário (produzido em coelhos) em solução de leite 2%. A membrana foi novamente lavada 

3X com PBS/Tween-20 e incubada com proteína A ligada a peroxidase (Pierce) ou anticorpo 

secundário anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase (KPL), por 1 hora TA. A membrana foi 

lavada 2X com PBS/ Tween-20 e 1X com Tris 0,05M, pH 7,6. A revelação da reação foi realizada com 

DAB (diaminobenzidina) 1,0 mg/ml (Sigma) e 1ml/ml de água oxigenada - H2O2 (Merck), incubando 

por 10 min. TA ou utilizando luminol (Sigma) e H2O2, incubando por 1 min, sendo possível a 

observação de bandas após a exposição a filme de auto-radiografia (Thermo).  

 

3.8-) Produção e purificação de proteínas recombinantes 

3.8.1) Expressão das proteínas recombinantes em pET28a 

Os vetores do sistema pET possuem marcadores seletivos de resistência a antibióticos 

(kanamicina), uma origem de replicação, um sítio de clonagem múltipla e, diferentes seqüências 

adjacentes que codificam para uma variedade de peptídeos acessórios que podem ser usados na 

detecção da proteína alvo.  

Os plasmídeos do sistema pET foram desenvolvidos especificamente para a clonagem e 

expressão de proteínas recombinantes em E. coli e apresentam alto grau de eficiência. Genes clonados 

em plasmídeos do sistema pET estão sob o forte controle dos sinais de transcrição do fago T7. Assim, a 

expressão da proteína de interesse depende da presença da enzima T7 RNA polimerase (pET System 

Manual 2001. http://www.novagen.com).  

Experimentos de expressão do gene em estudo foram feitos na cepa de E. coli BL21(DE3) 

pLysS. Inóculos de cada colônia transformante foram feitos em 5 mL de meio LB com 50 �g/mL de 

kanamicina. A cultura foi incubada a 37ºC, 200 rpm até atingir densidade ótica (D.O.) a 600nm igual a 

0,6 e induzida com uma concentração final de IPTG (Isopropyl �-D-1-thiogalactopyranoside - 
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Invitrogen) a 1 mM por 16 a 18 horas. Antes da adição de IPTG foi retirada uma alíquota de 1 mL 

desse cultivo como controle não induzido. A cultura foi centrifugada a 4.000 g por 20 min, a 4ºC e o 

sedimento ressuspenso em tampão de lise (50mM de Tris-HCl pH8,0; 300mM de NaCl; 10mM de 

imidazol; 2mM de DTT; 2 mM de PMSF). As amostras foram submetidas a ultrasonicação pulsada (1 

min sonicação/30 seg pausa), mantendo-se sempre em gelo para evitar aquecimento, no aparelho 550 

Sonic Dismembrator (Fisher Scientific). Após a lise celular, foi realizada nova centrifugação a 4.000 g 

por 20 minutos separando-se a fração solúvel (sobrenadante) da insolúvel (sedimento), sendo que o 

sedimento foi ressuspenso em tampão de lise descrito anteriormente. 

A expressão e solubilidade das proteínas foram observadas através de SDS-PAGE a 15% 

revelado com 0,010% de Comassie Brilhant Blue R-250 e por Western Blotting utilizando anticorpo 

monoclonal contra a cauda de histidina da proteína recombinante como controle positivo. 

 

3.8.2) Purificação das proteínas recombinantes 

A purificação das proteínas foi realizada utilizando o cromatógrafo Äkta FPLC (Amersham 

Biosciences), seguindo as especificações do fabricante. A coluna XK16 (Amersham Biosciences) 

preenchida com 5ml de volume de resina foi lavada com 10 mL de água destilada para retirar o tampão 

de conservação (etanol 20%). Em seguida, ligou-se o níquel na coluna após passagem de 5 mL (1 

volume de coluna) de uma solução de 0,1M de NiSO4. A coluna foi lavada com de tampão de ligação 

(20mM de NaH2PO4 (Merck), 0,5M de NaCl, 10 mM de imidazol (USB)) até a estabilização da 

condutância e absorbância, indicando equilíbrio da coluna. Aplicou-se a amostra de proteína e a coluna 

foi lavada com 25mL (5 volumes de coluna) de tampão de ligação. Para U5-15K recombinante, as 

proteínas com interação com o níquel foram purificadas em gradiente linear de 20-100 mM de imidazol 

(20 mM de NaH2PO, 0,5 M de NaCl, 100 mM de imidazol). Após a purificação a coluna foi re-

equilibrada com tampão de ligação. As frações coletadas de acordo com o cromatograma foram 

analisadas em gel de SDS-PAGE corado pelo Comassie Brilhant Blue R-250 (Gibco) a 0,010%. 
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As frações de interesse foram reunidas e submetidas à diálise em membrana com poro de 

seleção de 12-16.000 Da (Inlab) em 1L de tampão PBS (10mM fosfato pH 7.4, 2,7mM KCl, 140mM 

NaCl), por uma noite a 4 ºC.  

 

3.9) Produção de anticorpos policlonais em coelhos 

 Para indução da produção de anticorpos foram utilizados coelhos jovens, inoculando-se 200 �g 

de proteína dializada com adjuvante completo de Freud (Bacto) por via intradérmica. Após 15 e 30 dias 

da primeira inoculação, novas doses idênticas de proteína foram injetadas com adjuvante incompleto de 

Freud (Bacto) pela mesma via. Amostra de sangue da orelha do animal foi colhida antes do inicio das 

inoculações (soro pré-imune).  

 

3.10) Manipulação de RNA 

3.10.1) Análise da ligação aos snRNAs pela reação de extensão de iniciadores (Primer Extension) 

Essa reação consiste na utilização de um oligonucleotídeo marcado radioativamente, específico 

para cada snRNA a ser analisado, em uma reação com transcriptase reversa. Com isso, foram obtidas 

fitas simples de DNA complementar ao RNA que podem ser observadas após eletroforese e 

autorradiografia. 

 

3.10.1.1) Marcação Radioativa de oligonucleotídeos 

A marcação radioativa dos oligonucleotídeos específicos (tabela 4) para cada snRNA foi 

realizada misturando-se 14,3�l água deionizada; 2�l tampão da T4 PNK 10X (Fermentas); 2�l oligo 

100ng/�l; 1,2�l [�-32P] ATP (Perkin Elmer >200 �Ci); 0,5�l T4 PNK 10 U/�l (Fermentas). A reação foi 

incubada por 30 min a 37ºC e purificada por gel filtração (ProbeQuant G-50 Micro Columns – 

Amersham Biosciences). Adicionou-se 150�l de água deionizada para acertar a concentração para 

1ng/�l. 
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Tabela 4: Oligonucleotídeos utilizados na reação de primer extension. 

snRNA de interesse Seqüência do oligonucleotídeo 

U1 snRNA 5’-AGCACGGCGCTTTCGTGATG-3’ 

U2 snRNA 5’-ACAGGCAACAGTTTTGATCC-3’ 

U4 snRNA 5’-TACCGGATATAGTATTGCAC-3’ 

U5 snRNA 5’-CCGCTCGAGGACACCCCAAAGTTT-3’ 

U6 snRNA 5’-GGGAGAGTGCTAATCTTCTC-3’ 

SL RNA 5’-CGACCCCACCTTCCAGATTC-3’ 

 

 

3.10.1.2) Imunoprecipitação com IgG sepharose para obtenção do RNA total 

Utilizou-se o mesmo procedimento usado no item 3.7.2: cerca de 60�l de IgG-sepharose (30μL 

do volume somente de resina) foram equilibrados com 800�l de tampão PA-150 (substituindo KCl por 

NaCl), centrifugando 3.000xg/30 seg/2vezes. Após a retirada do sobrenadante, a resina foi incubada 

com 100�l do extrato e 300�l de tampão PA-150 por 1h/4ºC/ sob rotação lenta. Após centrifugação a 

3.000xg/30 seg, o sobrenadante foi retirado e a resina lavada 5 vezes com 800�l de tampão PA-150, 

centrifugando a 3.000xg/30 segundos a cada lavagem. O RNA total presente nas preparações foi 

extraído utilizando o reagente TRIZOL (Invitrogen) de acordo com as especificações do fabricante.  

 

3.10.1.3) Extensão de iniciadores (Primer Extension) 

Misturou-se 10�l de RNA (obtido conforme item anterior), 2�l tampão de PCR (Invitrogen), 

2μL de MgCl2 25mM e 3�l dos oligonucleotídeos (oligos) marcados (volume total). Para cada amostra 

foi realizada uma reação contendo os oligos de U2, U4, U6 e SL (reação A) e outra contendo os de U1 

e U5 (reação B). Os tubos foram incubados por 5 min a 70oC e 5 min em gelo. Foram adicionados 2�l 

DTT 0,1M; 1�l dNTP (Invitrogen) 10mM e 0,5�l transcriptase reversa (Superscript II – Invitrogen) e a 

reação foi incubada por 60 min a 42oC. Os produtos da reação foram precipitados com 60�l etanol 

100% e 2,5�l NaAc 3M, pH 7,0, centrifugando 16.000xg/10 min/TA, secos e ressuspensos em 10�l de 
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tampão de amostra contendo formamida (0,025% xylene cyanol, 0,025% azul de bromofenol em 

formamida deionizada). De cada produto foram aplicados 5�l em PAGE 8% - 7M uréia e analisados no 

equipamento Typhon Trio-Variable Mode Imager (GE Healthcare). 

 

3.10.2) Reação de RT-PCR utilizando o kit 3’ RACE System for Rapid Amplification of cDNA 

Ends 

A reação de RT-PCR foi feita com 5μg de RNA total extraído a partir de parasitas induzidos em 

diferentes tempos de indução com doxaciclina. O kit 3’ RACE (Invitrogen) foi utilizado de acordo com 

as especificações do fabricante, em duas condições de trabalho, padrão e modificada. Na condição 

padrão foi empregada a quantificação do mRNA de U5-15K, onde o cDNA foi sintetizado utilizando o 

iniciador Adapter Primer (tabela 5) presente no kit, e a PCR utilizou os oligonucleotídeos U5-15K 

direto e AUAP (tabela 5), de acordo com o ciclo a seguir: 

94ºC 2 mim e 30seg  
94ºC 45 seg 
56ºC 45 seg 
72ºC 1 min 

21X 

72ºC 5 min  
4ºC Tempo indeterminado  

 

 Para a condição modificada, utilizou-se 200ng do reagente de Random Hexamer Primer (tabela 

5 - Fermentas) com intuito de amplificar RNA ainda não processados, em substituição ao Adapter 

primer. O protocolo original também foi alterado em relação aos tempos de incubação, utilizando-se 5 

minutos a 25ºC, 50 minutos a 42ºC e 15 minutos a 70ºC, para síntese do cDNA.  

Diferentes condições foram empregadas para análise funcional de alterações nas reações de cis 

e trans-splicing ao longo dos tempos de indução com doxaciclina. Para avaliação da reação de cis-

splicing foram utilizados os iniciadores CS1 e CS2 (tabela 5) na reação de PCR, utilizando cDNA 

obtido com Random Hexamer Primer, de acordo com as condições a seguir:  
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94ºC 2 mim e 30seg  
94ºC 45 seg 
53ºC 45 seg 
72ºC 1 min 

35X 

72ºC 5 min  
4ºC Tempo indeterminado  

 

 Para reação de trans-splicing foram empregados nas reações de PCR os iniciadores TS1 e TS2 

(tabela 5) para formas não processadas, e TS3 e TS4 (tabela 5) para formas processadas de �-tubulina, 

utilizando cDNA obtido com Random Hexamer Primer, de acordo com as condições a seguir: 

94ºC 2 mim e 30seg  
94ºC 45 seg 
56ºC 45 seg 
72ºC 1 min 

21X 

72ºC 5 min  
4ºC Tempo indeterminado  

 

Como controle de reação foi amplificado o transcrito de 7 SL RNA, utilizando os inciadores 

7SL1 e 7SL2 (tabela 5), de acordo com AMBRÓSIO et al. 2009.  

 

Tabela 5: Iniciadores utilizadas nas reações de RT-PCR 

Adapter Primer 5’ – GGC CAC GCG TCG ACT ACT AGT ACT TTT TTT TTT TTT TTT T – 3’ 

U5-15K direto 5’ GGAATTCCATATGGCCGAGGTAAAGCTCC 3’ 

AUAP 5’ – GGC CAC GCG ACT AGT AC –3’ 

Random Hexamer Primer 5’ – NNNNNN – 3’ 

CS1 5’ - GTG CAG CGG CAC TCC CAA AAC – 3’ 

CS2 5’ - CGT TAA AAC AGA TGG ACA AAT C – 3’ 

TS1 5’ - GTA AGT GGT GGT GGC GTA AG – 3’ 

TS2 5’ – GGC TAT CTG CAT CCA CAT TG – 3’ 

TS3 5’ – GCC TAC CAC GAG CAA CTC TC – 3’ 

TS4 5’ GTA CTA TAT TGA TGC GTG ACG C – 3’ 

7SL1 5’ – TTG CTC TGT AAC CTT C – 3’ 

7SL2 5’ – TCT ACA GTG GCG ACC TCA AC – 3’ 

 

O diagrama a seguir demonstra esquematicamente os locais de anelamento dos iniciadores 

empregados na análise funcional das reações de cis e trans-splcing (figura 15).  
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Figura 15: Representação esquemática das regiões de anelamento dos iniciadores empregados na 
análise funcional das reações de cis e trans-splicing. CS1 e CS2 ligam-se ao éxon do transcrito de Poli 
A Polimerase não processado (Pré-PAP) e processado (PAP); TS1 e TS2 anelam-se no exón e íntron, 
ainda não processados do transcrito de �-tubulina (Pré- �-tub). Para avaliação do processamento do de 
�-tubulina, TS3 se liga em outra região do éxon de �-tubulina, enquanto TS4 anela-se tanto no SL éxon 
quanto no éxon de �-tubulina (�-tub). E,éxon; I, íntron. 
 

3.11) Imunolocalização de U5-15K e U5-102K fusionadas ao PTP-tag 

Centrifigou-se 2x106 parasitas PTP-tag positivos (fase log) a 600g/10 min, sendo o sedimento 

lavado 2 vezes com 1ml de PBS 1X, pH 7,4 (Sigma – tabletes) gelado e em seguida os parasitas foram 

ressuspensos em 100�l de PBS 1X gelado. Lamínulas de 12 mm de diâmetro foram colocadas em cada 

poço de uma placa de 24 poços, pipetando-se 25 �l da suspensão de parasitas sobre cada lamínula, 

incubando por 15 min/TA para a adesão. Em seguida, adicionou-se gentilmente 1 ml de solução de 

paraformaldeído 4% em PBS 1X para fixação, incubando a placa por 15 min/4oC. Após 2 lavagens com 

1ml de PBS 1X gelado, foi adicionado 1ml de solução Triton X-100 0,1% em PBS 1X gelado, 

incubando-se por 10 min/TA. Após 4 lavagens com 1ml de PBS 1X gelado (5 min cada lavagem), as 

lamínulas foram incubadas por 1h/TA com 200�l de solução de bloqueio (1% fish gelatin (Sigma); 

0,02% NaN3 (Sigma); PBS 1X/ 0,05% Tween 20 q.s.p.), seguido de incubação, pelo mesmo período, 
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com 200�l do anticorpo primário anti-proteína A de coelho (Sigma, P3775, diluição 1:40.000) diluído 

em solução de bloqueio. Após 6 lavagens com 1ml de PBS 1X/Tween 20 0,05% gelado (5 min cada), 

adicionou-se 200�l de solução de bloqueio contendo o anticorpo secundário Alexa 594 (Invitrogen, 

A11072, diluído 1:400) e DAPI 1mg/ml (Sigma - diluído 1:200), incubando por 1h/TA. As lamínulas 

foram então lavadas 6 vezes com 1ml de PBS 1X/Tween 20 0,05% gelado (5 min cada) e montada em 

lâmina de vidro com glicerina tamponada. 
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4) RESULTADOS 

4.1) Anotação e data mining do genoma do T. cruzi 

A recente anotação do genoma do T. cruzi revelou seqüências putativas identificadas como 

proteínas específicas de snRNPs (El-Sayed et al. 2005). Duas proteínas específicas de U5 snRNP foram 

anotadas com pesos de 18,3 e 17,5 kDa, respectivamente (7579.t00014 - Spliceosomal U5 snRNP-

specific protein, putative e 4773.t00009 - Spliceosomal U5 snRNP-specific protein, putative – Tabela 

6), embora análises posteriores reveleram tratar-se da mesma proteína, sendo que aquela com menor 

peso molecular tem uma sequência parcial.  

O Data mining é conhecido por mineração ou prospecção de dados, onde os genes expressos 

revelados por um projeto genoma, podem ser comparados a outros presentes em genomas recém 

concluídos, podendo ser comparados além das sequências nucleotídicas e de aminoácidos, domínios e 

motivos conservados, compartimentos sub-celular, entre outras características (SOUZA; SILVA, 

2002). 

Em células HeLa, além das proteínas Sm, foram identificadas 9 proteínas específicas, com 

massas moleculares de 15, 40, 52, 100, 102, 110, 116, 200 e 220 kDa  (ACHSEL et al. 1998). Análises 

de data mining realizadas no nosso laboratório, utilizando como molde as sequências acima 

mencionadas, identificaram mais três sequências de proteínas específicas de U5 snRNP de HeLa, além 

da proteína 220K já descrita anteriormente em T. brucei (CROSS et al. 1993).  

As seguintes proteínas humanas apresentaram identidade com genes encontrados em T. cruzi: 

U5 snRNP-associated 102 kDa protein; U5 snRNP-specific protein 116 kDa WD-repeat protein 57 

(Prp8-binding protein - U5 snRNP-specific 40 kDa protein), sendo possível nesta última identificar 

também a presença do domínio repetitivo conservado WD-40, descrito no respectivo membro de HeLa 

(ACHSEL et al. 1998). Este dados estão apresentados na Tabela 6. 
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Tabela 6: Sequências identificadas na anotação e data mining do genoma de T.cruzi 

Proteína identificada Peso molecular em 

kDa estimado 

Número de 

aminoácidos 

Ponto isoelétrico 

(pI) estimado 

Porcentagem de identidade 

com a seqüência molde 

Data mining 

U5 snRNP-associated 102 kDa protein 109.892 994 6,82 14 

U5 snRNP-specific protein, 116 kDa) 

(U5-116 kDa) (Elongation factor Tu 

GTP binding domain protein 2 

104.606 960 5,15 29 

WD-repeat protein 57 (Prp8-binding 

protein) (hPRP8BP) (U5 snRNP-

specific 40 kDa protein) 

34.345 323 6,23 22 

Anotação 

Spliceosomal U5 snRNP-specific 

protein 
18.062 162 6.96 58 

 

4.2) Análises de seqüência do gene de U5 snRNP-specific 40 kDa protein 

 Dados recentes obtidos por AMBRÓSIO e colaboradores (2009) descreveram a proteína acima 

citada como sendo específica do complexo U5 snRNP (U5-40K), devido ao seu grau de ligação com o 

U5 snRNA. A ORF de U5-40K de T. cruzi apresenta 973 nucleotídeos, 982 em T. brucei e 1.344 em L. 

major, apresentando 62% de identidade entre T. brucei e T. cruzi, e 36% entre T. brucei e L. major. 

Programas de predição de domínios identificaram o domínio conservado WD REPEATS REGION Trp-

Asp (WD) entre as posições 24-111 e 200-241 em T. brucei, 86-108 e 197-230 em T. cruzi e 141-177 e 

147-229 em L. major (Figura 16).  

O alinhamento múltiplo de seqüências de aminoácidos de U5-40K demonstra que o domínio 

WD-repeat apresenta vários aminoácidos conservados e que provavelmente a anotação do genoma de 

L.major não tenha identificado corretamente a metionina inicial desta proteína, embora esta hipótese 

ainda não tenha sido comprovada experimentalmente (Figura 16, quadrado em vermelho).  

Os domínios repetitivos WD são em geral curtos, com cerca de 40 aminoácidos, que 

freqüentemente terminam com o dipeptídeo triptofano – ácido aspártico (WD). Geralmente proteínas 

que contêm este domínio possuem entre 4 a 16 subunidades WD repetitivas, formando uma estrutura 
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beta circularizada presente em diversas proteínas eucarióticas envolvidas em diferentes processos 

celulares. Dentre as funções destas proteínas destacam-se a transdução de sinais e regulação da 

transcrição, ciclo celular e apoptose. Uma função comum das proteínas WD é coordenar a associação 

de complexos multiprotéicos, uma vez que as unidades repetitivas são capazes de formar uma estrutura 

rígida que permite a interação de diferentes proteínas. Exemplos desta classe de proteínas são o fator de 

transcrição TAF II e ubiquitina ligase E3 (LI & ROBERTS 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Alinhamento múltiplo da seqüência de aminoácidos de U5-40K em tripanosomatídeos. Em 
preto, estão representados todos os aminoácidos idênticos alinhados; em cinza escuro, somente quando 
um aminoácido não está alinhado; e em cinza claro quando dois aminoácidos não estão alinhados. T. 
brucei (Tb11.01.2940), T. cruzi CL Brener (Tc00.1047053508831.70), L. major (LmjF28.2960) e L. 
infantum (XP_001470343); o quadrado em vermelho indica a provável metionina inicial de U5-40K de 
L. major. 
 

WD-repeat domain 

WD-repeat domain 

WD-repeat domain 
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4.3) Análises de seqüência do gene de U5 snRNP-specific protein 116 kDa 

 A ORF de U5 snRNP-specific protein 116 kDa (U5-116K) mostra-se altamente conservada 

desde tripanosomatídeos até o homem, apresentando em 2.883 nucleotídeos em T. cruzi, 2.925 em T. 

brucei;  e 3.048 em L. major e L. infantum. A identidade em relação às sequências de aminoácidos 

varia de 68% em T. cruzi e T. brucei, até 47% entre T. cruzi e L. major. Análises das seqüências de U5-

116k em tripanosomatídeos demonstram que esta proteína possui domínios relacionados àqueles 

encontrados no fator de elongação (EF-2), exceto pela presença de um domínio N-terminal ácido de 

134 resíduos, rico em aminoácidos ácidos, ácidos aspártico e glutâmico, que representam 25,72% e 

5,19%, respectivamente, do tamanho do domínio em questão (Figura 17).  

  O domínio conservado EF-G foi identificado em U5-116K de tripanosomatídeos (Figura 17), e 

sua função está relacionada à ligação e clivagem de GTP, e normalmente encontrado em proteína 

envolvidas de elongação, como por exemplo, EF-2. Este domínio apresenta cinco motivos bem 

caracterizados (G1 a G5), que se mostram conservados entre U5-116K de diferentes tripanosomatídeos 

(Figura 17). Também foi possível observar a presença do domínio EF-G C-terminal (EFG_C), que está 

descrito como sendo pertencente à proteína EF-2 e em alguns casos pode estar envolvido na resistência 

a tetraciclina (FABRIZIO et al. 1997). 
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Figura 17: Alinhamento múltiplo da seqüência de aminoácidos de U5-116K de tripanosomatídeos. Em 
preto estão representados todos os aminoácidos idênticos alinhados; em cinza escuro, somente quando 
um aminoácido não está alinhado; e em cinza claro quando dois aminoácidos não estão alinhados. T. 
brucei (Tb11.01.7080), T. cruzi CL Brener (Tc00.1047053509267.50), L. major (LmjF32.2200) e L. 
infantum (LinJ32_V3.2350).  
 

4.4) Análises de sequência do gene de Spliceosomal U5 snRNP-specific protein 

A ORF de Spliceosomal U5 snRNP-specific protein (U5-15K) de T. cruzi possui 498 

nucleotídeos e se apresenta altamente conservada entre os tripanosomatídeos analisados. Por tratar-se 

do gene com maior grau de similaridades com uma proteína específica de U5 snRNP, U5-15K foi a 

proteína escolhida para realização dos experimentos de imunoprecipitação, com intuito de obter-se as 

demais proteínas participantes de U5 snRNP.  

EFG_C  

EFG_C  
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Como a cepa de T. cruzi utilizada nos experimentos de clonagem do gene de U5-15K foi a cepa 

Y, as pequenas diferenças encontradas quando das comparações de sequências são devidas ao fato de 

que no projeto genoma do T. cruzi foi usada a cepa CL Brener (Figura 18). A conservação entre outros 

tripanosomatídeos varia de 42 a 72% de identidade em relação à seqüência de nucleotídeos (Figura 18 e 

Tabela 7) e de 36 a 76% em relação à seqüência de aminoácidos, como demonstrado na Figura 19 e 

Tabela 7. Observou-se que T. cruzi possui maior identidade com T. vivax (nucleotídeos, 72% e 

aminoácidos, 76%); em relação ao T. congolense apresenta identidade de 69% na seqüência de 

nucleotídeos e 70% na de aminoácidos e, com T. brucei, 67% para nucleotídeos e 72% para 

aminoácidos. Inesperadamente U5-15K de L. major apresenta uma ORF maior, com 655 nucleotídeos, 

ocasionando uma identidade de apenas 42% em relação à seqüência de nucleotídeos e de 36% para 

seqüência de aminoácidos.    
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Figura 18: Alinhamento múltiplo da seqüência nucleotídica de U5-15K de tripanosomatídeos. Em 
preto, estão representados todos os nucleotídeos idênticos alinhados; em cinza escuro, somente quando 
um nucleotídeo não está alinhado; e em cinza claro quando dois nucleotídeos não estão alinhados. T. 
cruzi Y, seqüenciado neste trabalho; T. cruzi CL Brener (XM_809155), T. brucei (XM_841996.1), T. 
congolense (congo1030g10.p1k_10), T. vivax (Tviv1269f08.q1k_2) e L. major (LmjF23.0650). As 
seqüências do gene de U5-15K dos três últimos organismos foram obtidas em www. genedb.org. 
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Figura 19: Alinhamento múltiplo da seqüência de aminoácidos de U5-15K de tripanosomatídeos. Em 
preto estão reapresentados todos os aminoácidos idênticos alinhados; em cinza escuro, somente quando 
um aminoácido não está alinhado; e em cinza claro quando dois aminoácidos não estam alinhados. 
T.cruzi Y, seqüenciado neste trabalho, T.cruzi CL Brener (Tc00.1047053508045.79), T.brucei 
(Tb927.8.2560), T. congolense (congo1030g10.p1k_10), T. vivax (Tviv1269f08.q1k_2) e L. major 
(LmjF23.0650). A seqüência do gene de U5-15K dos três últimos organismos foram obtidos em www. 
genedb.org. O traço indica a presença do domínio consevado Dim1. 

 

O domínio conservado Dim1 (Mitosis protein DIM1) foi identificado entre os aminoácidos 53-

157 na seqüência de T. cruzi. Presente em tiorredoxinas, este domínio é altamente conservado e está 

presente em organismos de diversos reinos. Tiorredoxinas são conhecidas como doadoras de 

hidrogênio para ribonucleotídeo redutase, uma enzima essencial para produção de 

deoxiribonucleotídeos para replicação do DNA. Tiorredoxinas e glutaredoxinas são pequenas proteínas 

que contem um sítio ativo com atividade redutora, responsável pela transferência de elétrons a partir de 

duas proteínas com grupos SH para formação de pontes de dissulfeto (HOLMGREN 1989). 
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A partícula de U5 snRNP contém várias proteínas envolvidas em atividades catalíticas 

mediando diversos rearranjos conformacionais no spliceossomo. O isolamento, caracterização e 

resolução da estrutura da proteína humana U5-15K revelou alto grau de conservação e a presença de 

um dobramento semelhante ao observado em tioredoxinas. Entretanto, U5-15K apresenta atividade 

dissulfeto isomerase estritamente necessária para a ocorrência do splicing in vivo (REUTER et al. 

1999). 

 

4.5) Clonagem, purificação e sequenciamento de U5-15K 

 Para obtenção do produto de PCR utilizado na clonagem utilizou-se DNA genômico de T. cruzi 

recém extraído. Após a padronização da reação (Figura 20 - A), o produto foi purificado, para retirada 

de bases não incorporadas e iniciadores e, quantificado (Figura 20 - B). Em seguida, procedeu-se com a 

reação de ligação no vetor de clonagem pGEM-T (Promega) e a observação dos clones positivos foi 

feita através de uma reação de PCR utilizando os iniciadores M13 universais, como demonstrado na 

Tabela 7: Porcentagem de identidade entre membros de U5-15K de tripanosomatídeos.  
Células cinza escuro representam identidade absoluta entre as seqüências de aminoácidos; células cinza claro, 
identidade entre seqüência de aminoácidos conservativos (resíduos com características físico-químicas semelhantes) 
e células não sombreadas, identidade entre seqüências de nucleotídeos. 

 T. cruzi Y 
T. cruzi CL 

Brener 
T. brucei T. congolense T. vivax L. major 

98 72 70 76 36 
T. cruzi Y - 

98 78 80 83 45 

73 70 77 36 T. cruzi CL 

Brener 
98 - 

78 80 84 45 

81 72 36 
T. brucei 67 66 - 

89 81 43 

70 35 
T. congolense 69 68 74 - 

83 43 

35 
T. vivax 72 71 69 66 - 

43 

L. major 49 49 43 43 41 - 
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Figura 20 - C. Após sequenciamento dos clones positivos, os mesmos foram utilizados para sub-

clonagem de U5-15K  em vetor de expressão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado por brometo de etídio. Painel A: Produtos de 
PCR amplificados com iniciadores U5-15K específicos. PM, Peso Molecular 1 kb plus (Invitrogen); 2, 
U5-15K; 3, controle negativo. Painel B: Produto de PCR purificado. PM. Peso Molecular 1 kb plus; 2, 
produto de U5-15K  purificado. Painel C: PM, Peso molecular 1 kb plus; clones positivos, produtos de 
PCR obtidos após a clonagem em pGEM-T.  A seta indica o clone escolhido para experimentos futuros 
 

4.6) Sub-clonagem de U5-15K em vetor de expressão pET28a 

 O clone 1, apresentado na figura 20, obtido na clonagem em pGEM-T foi digerido com as 

enzimas de restrição Nde I e BamH I, cujos sítios de clivagem foram inseridos nos iniciadores 

específicos. O produto da digestão foi purificado e ligado ao vetor pET28a previamente digerido com 

as enzimas citadas e o DNA plasmidial extraído das colônias novamente digerido com as enzimas de 

restrição confirmando os clones positivos. Os clones que liberaram o fragmento em torno de 500 bp 

foram considerados positivos, prosseguindo-se com os experimentos de expressão. 
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4.7) Expressão da proteína recombinante U5-15K  em vetor pET28a(+) 

 Os clones foram transformados em BL21 (DE3) pLys competentes e as colônias selecionadas 

foram processados para confirmação da expressão da proteína de interesse, e os dados estão 

apresentados na Figura 21-A. A. Mesmo após a sonicação para verificar a solubilidade da proteína, a 

banda de interesse não ficou evidente (Figura 21 – B). Na tentativa de isolar a proteína recombinante, a 

fração solúvel foi purificada em coluna de afinidade com níquel com capacidade de ligar a cauda de 

histidina (dados não mostrados). Como diversas bandas em torno de 21kDa foram observadas, foi 

necessário adquirir o anticorpo monoclonal anti-His, que detecta a cauda de histidina na proteína 

recombinante, para realização de um Western Blotting capaz de indicar a presença da proteína de 

interesse (Figura 21 - C). Neste experimento foi possível observar que U5-15K estava presente na 

fração solúvel e insolúvel, sendo utilizada a fração solúvel para purificação da proteína.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Eletroforese em gel SDS-PAGE (15%) corado por Comassie Brilhante R-250. Painel A: 
Teste de expressão de U5-15K recombinante. 1, amostra não induzida (sem IPTG); 2, indução por 2 
horas com 0,1 mM de IPTG; 3, indução por 2 horas com 1 mM IPTG, 4, indução por 16 horas com 0,1 
mM IPTG, 5, 1 mM IPTG. Painel B: Teste de solubilidade da proteína U5-15K recombinante. 1, 
Amostra não induzida. 2, Fração solúvel; 3, Fração insolúvel. Painel C: Western blotting da fração 
insolúvel (1) e solúvel (2) utilizando anticorpo monoclonal anti-His.  
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4.8) Purificação da proteína recombinante U5-15K  por cromatografia de afinidade e produção 

de anticorpos policlonais anti U5-15K em coelhos. 

 A proteína U5-15K recombinante foi induzida em grande volume de meio de cultura (3.000 

mL), as bactérias tiveram suas membranas lisadas por ultra-som e a fração solúvel obtida foi submetida 

a ensaios de purificação por cromatografia de afinidade, utilizando coluna com sulfato de níquel 

(Figura 22 - Painel A). A proteína purificada foi quantificada e inoculada em coelho; após a segunda 

injeção de proteína, sangue da orelha do animal foi retirado e o soro obtido foi testado para observar a 

produção de anticorpo policlonal anti-U5-15K. Observou-se que o soro coletado apresentou reatividade 

até o título de 1:500, como demonstrado na Figura 22 – Painel B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 22: Painel A: Eletroforese em SDS-PAGE (15%) corado por Comassie Blue R-250 
demonstrando a purificação de U5-15K recombinante, a partir da fração solúvel. 1, Peso molecular em 
kDa; 2-9, Frações eluídas em gradiente linear de 20-100mM de imidazol. A seta indica a proteína U5-
15K recombinante purificada. Painel B: Western Blotting da proteína U5-15K recombinante com 
anticorpo policlonal obtido em coelho. 1, soro pré-imune diluído 1:20 (antes da inoculação de U5-15K 
recombinante); 2, soro de coelho contendo anti-U5-15K  diluído 1:20; 3, 1:100; 4, 1:500. A seta indica 
a reação contra a proteína U5-15K. 
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4.9) Detecção da proteína U5-15K em tripanosomatídeos 

 Para detectar a presença de U5-15K nativa, proteínas de extrato nuclear de T. cruzi e de extrato 

total dos três tripanosomatídeos (T. cruzi, T. brucei e L. major) (Figura 23 – Painel A) foram obtidas 

para realização da técnica de Western Blotting utilizando anticorpo policlonal anti-U5-15K 

previamente produzido (Figura 23 – Painel B).  

Os resultados permitiram observar a presença de banda em torno de 21kDa, indicativa da 

presença da proteína U5-15K no extrato nuclear de T. cruzi até diluição 1/100 do soro. Banda idêntica 

também apareceu nos extratos totais dos três tripanosomatídeos testados, confirmando os dados obtidos 

no data mining. Além disso, estes dados indicavam que o anticorpo obtido poderia ser utilizado na 

técnica de imunoprecipitação, na tentativa de capturar o complexo protéico de U5 snRNP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 23. Detecção da proteína nativa em tripanosomatídeos com anticorpo anti-U5-15K. Painel A: 
Eletroforese em SDS-PAGE (15%) corado por Comassie Blue R-250 de extrato nuclear de T. cruzi 
(cepa Y), 1 e 2, duas culturas diferentes do parasita). PM, peso molecular em kDa. Painel B: Western 
Blotting do extrato nuclear com anticorpo policlonal anti-U5-15K. 1 a 3, diluições do soro 1:20, 1:100 
e 1:500, respectivamente; 4, controle positivo (proteína recombinante purificada e soro diluído 1:100). 
A seta indica a reação contra a proteína U5-15K. Painel C: Western Blotting do extrato total de 
diferentes tripanosomatídeos utilizando o anticorpo anti-U5-15K (diluição 1/100); 1, T. cruzi; 2, L. 
major; 3, T. brucei; 4, controle positivo (proteína U5-15K recombinante purificada e soro diluído 
1:100). 

17 21 

1 2 3 4 

A B 

PM 1 2 

14 4

21,5 

31,0 

45,0 

66,2 
97 4 1 2 3 4 

~21kD
a 

C 



 68 

 

Os resultados da figura anterior revelaram, também, que a proteína U5-15K de L. major 

apresenta o mesmo peso molecular dos homólogos dos outros tripanosomatídeos, sugerindo, portanto, 

que a sequência extra anotada no N-terminal provavelmente se deve a erros de erros no 

sequenciamento ou na anotação do referido genoma (Figura 19, sequência no retângulo). 

 

4.10) Imunoprecipitação com anticorpo policlonal anti- U5-15K 

Uma vez testada a capacidade do anticorpo anti-U5-15K de reconhecer a proteína nativa, 

prosseguiu-se com os experimentos de imunoprecipitação. Esta técnica, entretanto, não foi capaz de 

detectar novas proteínas participantes do complexo de U5 snRNP (Figura 24).  

REUTER et al. (1999) elucidaram a estrutura de uma proteína chamada U5-15K de humanos, 

ortóloga de U5-15K de T. cruzi, e descreveram a dificuldade na reação de imunoprecipitação desta 

proteína, provavelmente devido à inacessibilidade dos anticorpos, sugerindo a presença desta proteína 

em um core central do complexo U5 snRNP, que também deve estar presente em tripanosomatídeos.  
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Figura 24: Eletroforese em SDS-PAGE (15%) corado por Comassie Blue R-250 da reação de 
imunoprecipitação do extrato nuclear de T. cruzi com anticorpo policlonal anti-U5-15K. 1, Fração não 
ligada; 2, Fração precipitada  com soro pré-imune; 3, Fração não ligada; 4, Fração precipitada  com 
anticorpo U5-15K; 5, Fração não ligada da proteína U5-15K recombinante; 6, Fração precipitada da 
proteína recombinante U5-15K com anticorpo U5-15K; 7, Proteína recombinante U5-15K. A seta 
indica a proteína recombinante U5-15K. 
 

4.11) Clonagem de U5-15K em pC-PTP-NEO para realização da técnica de PTP-tag. 

Objetivando a obtenção das outras proteínas presentes no complexo U5 snRNP foram 

desenhados iniciadores específicos para clonagem de U5-15K no vetor pC-PTP-NEO, uma vez que a 

imunoprecipitação não foi capaz de purificar estas proteínas de interesse.  

Este vetor foi gentilmente cedido pelo Prof Dr Arthur Günzl, University of Connecticut Health 

Center, EUA. Esta metodologia descrita por SCHIMANSKI et al. (2005), utilizando T. brucei como 

modelo, emprega a produção in vivo da proteína alvo a ser estudada, fusionada ao PTP-tag, e após a 

transfecção e integração do vetor recombinado, os parasitas positivos são selecionados com geneticina 
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(G418) e confirmados através de PCR e Western Blotting. Essa metodologia permite a purificação de 

proteínas que estejam interagindo com a proteína alvo ou que participem de um complexo in vivo para 

posterior identificação das mesmas por espectrometria de massa.  

Inicialmente foi necessário a clonagem do gene de U5-15K de T. brucei em pGEM-T easy, com 

intuito de confirmar a seqüência de interesse e observar possíveis mutações que pudessem interferir do 

prosseguimento dos experimentos (Figura 25 – Painel A). Após confirmação das seqüências dos clones 

positivos, procedeu-se com a digestão usando enzimas de restrição específicas, cujos sítios de restrição 

foram inseridos nos iniciadores, conforme descrito em Materiais e Métodos (Tabela 2) (Figura 25 – 

Painel B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado por brometo de etídio. Painel A: Produto de 
PCR amplificado com iniciadores U5-15K-PTP específicos. PM, Peso Molecular 1 kb plus (Invitrogen) 
em nucleotídeos; 1, amplificação de U5-15K-PTP; 2, controle negativo. Painel B: Digestão de um 
clone positivo de U5-15K-PTP em pGEM-T easy. PM, Peso Molecular 1 kb plus (Invitrogen) em 
nucleotídeos; 1, Produto da digestão. As setas indicam a banda desejada. 
 

O produto da digestão foi purificado e clonado no vetor pC-PTP-NEO e a construção 

transfectada em T. brucei (cepa 427), prosseguindo-se com os experimentos de obtenção das outras 

proteínas presentes no complexo U5 snRNP. O vetor pC-PTP-NEO contendo a sequência que codifica 
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para U5-15K (do ATG ao stop códon) fusionada ao PTP na porção C-terminal inseriu-se no genoma do 

parasita para a produção da proteína e, após diluições seriadas, alguns clones foram isolados. Para a 

verificação da inserção correta da seqüência alvo no genoma, realizou-se a reação de PCR com 

oligonucleotídeos U5-15K-PTP 5’out e protC-TAP3’, que resultou na presença de uma banda de 550 

pb, como esperado (Figura 26 – Painel A). O mesmo clone também foi analisado para a produção da 

proteína contendo o tag utilizando Western Blotting com anticorpo anti-proteína A (Fig. 26 – Painel B). 

Neste experimento, foi observada a banda de aproximadamente 34kDa (17 kDa de U5-15K + 19 kDa 

do tag PTP), demonstrando que o parasita expressou a proteína corretamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 26: Painel A - Eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado por brometo de etídio dos produtos 
de PCR amplificados com iniciadores U5-15K-5’out e protC-TAP3’: 1, T. brucei cepa 427; 2, T. brucei 
transfectado com U5-15K; 3, controle negativo. Painel B - Western Blotting do extrato nuclear revelado 
com o anticorpo anti-Proteína A (diluição ½.000): 1, T. brucei cepa 427 (não transfectada); 2, T. brucei 
transfectado com U5-15K-PTP tag. A seta indica o produto de PCR. 
 

 Após confirmação da expressão da proteína de fusão, o extrato nuclear proveniente de uma 

cultura de T. brucei transfectado, foi testado em relação à capacidade da proteína A presente na cauda 

da proteína de fusão de ligar-se à resina de IgG-Sepharose. Este teste foi importante, pois norteou os 

experimentos seguintes, tais como a purificação total da técnica de PTP-tag e elucidação das proteínas 

envolvidas no complexo U5 snRNP.  
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U5-15K fusionada à cauda do PTP-tag demonstrou alto grau de ligação à resina contendo IgG, 

como apresentado na figura 27 – Painel A. O controle negativo desta reação indicou a incapacidade do 

anticorpo secundário anti-IgG de coelhos em reconhecer a IgG imobilizada na resina (Figura 27 – 

Painel A, linha 4).   

 Experimentos de extensão de iniciadores (primer extension) foram empregados para demonstrar 

qual RNA estrutural estava associado à imunoprecipitação acima mencionada (Figura 27 – Painel B), 

como resultado da interação do RNA com a proteína U5-15K, mesmo que de forma indireta. Como 

controle de reação foi utilizado extrato nuclear de T. brucei transfectado, onde se visualiza a presença 

de todos os RNAs estruturais envolvidos com a reação de trans-splicing (Figura 27, Painel B, linhas 3 e 

4).  

Os resultados mostram a presença de U5 snRNA associado à proteína em estudo, aumentando o 

conjunto de informações a respeito da mesma (Figura 27, Painel B, linha 2). Entretanto, em menor 

escala, observou-se também a presença de SL RNA e U2 e U4  snRNAs (Figura 27, Painel B, linha 2), 

que ocorreu por co-purificação com U5 snRNP, uma vez que estas partículas participam de outros 

complexos, como o complexo A, onde estão presentes U1, U2, U4, U5 e U6 snRNP no cis-splicing e 

provalvelmente SL snRNP, no trans-splicing, e os complexos B, B* e C, com U2, U5 e U6 snRNPs.  

 Tratamento com nucleases (DNase I e RNase H) demonstraram que os RNAs estruturais são 

essenciais para estabilidade de proteínas de trans-splicing na ribonucleoproteína, como esperado 

(Figura 27, Painel C). O tratamento do extrato nuclear de T. brucei transfectado com RNAse H, causou 

insolubilidade de grande quantidade de proteínas, devido provavelmente à perda de interações 

essenciais para estabilidade do complexo. U5-15K tornou- se insolúvel, demonstrando que U5 snRNA 

é de suma importância para sua estabilidade (Figura 27, Painel C, linha 5), embora não tenha sido 

possível determinar se ocorreu interação direta entre esta proteína e o RNA estrutural. Entretanto, o 

tratamento com DNase I demonstrou que U5-15K não possui interação com DNA ou complexo multi-

protéico dependente de DNA (Figura 27, Painel C, linha 3). Como controle foi utilizada uma proteína 
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específica de U2 snRNP (U2-40K), que apresenta comportamento idêntico àquele observado para U5-

15K (Figura 27, Painel C). 

 

 

 

 

Figura 27: Painel A - Western Blotting da imunoprecipitação com IgG-Sepharose com anticorpo anti-
Proteína A (diluição 1:2.000); 1, Input, extrato nuclear de T. brucei transfectado; 2, Sobrenadante (não 
ligado); 3, Imunoprecipitação; 4, Controle negativo, apenas IgG-Sepharose. Painel B: Eletroforese em 
PAGE 8% - 7M uréia contendo os produtos da reação de Primer extension; 1 e 2, Produtos da reação 
da proteína U5-15K, 3 e 4, Controles positivos, extrato nuclear de T. brucei transfectado. Painel C: 
Western Blotting com extrato nuclear de T. brucei transfectado tratado com nucleases, utilizando 
anticorpo anti-U5-15K (U5-15K) e anti-U2-40K (U2-40K). 1, Extrato nuclear de T. brucei 
transfectado; 2, sobrenadante (DNase I); 3, Precipitado (DNAse I); 4, Sobrenadante (RNase H); 5, 
Precipitado (RNAse H); 6, Controle (DNase I), sobrenadante de extrato nuclear mantido a 25ºC; 7, 
Controle (DNase I) precipitado de extrato nuclear mantido a 25ºC; 8, Controle (RNAse H), 
sobrenadante de extrato nuclear mantido a 37ºC; 9, Controle (RNAse H) precipitado de extrato nuclear 
mantido a 37ºC.  
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4.12) RNA de interferência 

 A descoberta do RNAi em T. brucei ocorreu inesperadamente e simultaneamente com os 

achados feitos em Caernorhabditis elegans, em que os parasitas transfectados com vetores de 

expressão de proteínas apresentavam fenótipos com várias alterações morfológicas, incluindo múltiplos 

núcleos e cinetoplasto. Observações mais profundas demonstraram que um grampo de RNA 

semelhante a 5’-UTR de �-tubulina era o elemento responsável pelo fenótipo constatado. Transfecções 

com RNA dupla fita construída com T7 RNA polimerase geravam parasitas com as mesmas 

características anteriormente citadas (HANNON 2003). Atualmente, o mecanismo de RNAi constitui 

uma poderosa ferramenta no estudo da biologia molecular de parasitos tripanosomatídeos, permitindo a 

interferência específica de genes endógenos. Devido à natureza deste tipo de silenciamento (pós-

transcricional e dominante), este mecanismo de interferência constitui-se em uma técnica 

particularmente útil para o silenciamento da expressão gênica em organismos diplóides, onde o 

knockout tradicional de genes alvo seria altamente dispendioso e, no caso de genes essenciais, 

praticamente impossível. Por outro lado, os estudos realizados através deste mecanismo em T. brucei, 

permitiram extrapolar os resultados obtidos para outras espécies de tripanosomatídeos, nas quais a 

maquinaria de silenciamento por RNA de interferência, não é competente, como por exemplo, em T. 

cruzi (SANCHES 2007).  

 Para verificar o efeito do silenciamento específico do gene U5-15K foram feitas curvas de 

crescimento de células induzidas e não induzidas com doxaciclina. Para os quatro clones selecionados 

foi possível observar que após o terceiro dia de indução, a cultura apresenta uma queda de crescimento 

que se acentua até o sétimo dia. (Figura 28). Análises da transcrição do gene de U5-15K, após indução 

(clone E3 com doxaciclina), demostraram redução no nível de mRNA específico a partir de 24 horas e 

atingindo o máximo de inibição após 72 horas (Figura 29, painel A). Estes dados sugerem que o gene 

U5-15K é essencial para parasita, uma vez que sua ausência causa forte redução no crescimento normal 

do parasito.  



 75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28: Curvas de crescimento de quatro clones (A2, C5, E3 e H6) U5-15K RNAi positivos durante 
7 dias de indução. 
 

4.13) Avaliação da participação de U5-15K no cis e trans-splicing 

 Após confirmação da redução do número de transcritos específicos de U5-15K, as mesmas 

células induzidas com doxaciclina foram empregadas na avaliação da proteína em questão nas reações 

de cis e trans-splicing.   

Uma reação de RT-PCR semi-quantitativa demostrou que ao longo da indução com doxaciclina 

observa-se redução no nível de trancrito processado de �-tubulina (banda de aproximadamente 750 pb - 

� tub) e acúmulo da forma não-processada (banda de aproximadamente 150 pb - pré- � tub), 

confirmando a participação de U5-15K na reação de trans-splicing (Figura 29 – painel A). Reações de 

primer extension utilizando os oligonucleotídeos direcionados para SL, U1, U2, U4, U5 e U6 snRNAs 

corroboram este dado, uma vez que foi possível observar discreto acúmulo de SL RNA, demonstrando 

que com a reação inibida este importante componente não foi consumido (Figura 29 - painel B). O 

nível de U5 snRNA não se alterou ao longo da indução, indicando que mesmo que a proteína em 
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questão participe na reação de trans-splicing, sua ausência não altera a estrutura do complexo U5 

snRNP a ponto de ocorrer instabilidade no RNA estrutural associado a esta partícula (Figura 29 - painel 

B). Para os demais snRNAs não houve redução no número de moléculas,  podendo utilizá-los como 

controles da reação de primer extension (Figura 29 – Painel B). 

 Em relação ao cis-splicing, a participação de U5-15K foi verificada utilizando uma reação de 

RT-PCR, cujos iniciadores foram direcionados para o gene da Poli A polimerase (PAP), previamente 

descrito por MAIR et al (2000) como sendo um processado por cis-splicing. Os iniciadores sintetizados 

para esta reação foram capazes de se ligar nos exóns, flanqueando o único intron encontrado neste 

gene. Ao longo do tempo de indução com doxaciclina foi possível observar acúmulo de transcritos não 

processados de PAP (banda de aproximadamente 780 bp), e pequena redução no nível de transcritos, 

principalmente com 72 horas de indução (banda de aproximadamente 130 bp), confirmando que U5-

15K também participa na reação de cis-splicing em tripanosomatídeos (Figura 29 – Painel A). Estes 

resultados demonstram que a partícula de U5 snRNP, a exemplo do que foi observado em mamíferos e 

leveduras, é essencial também em tripanosomatídeos para a correta execução das reações de cis e trans-

splicing.   
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Figure 29: Análises funcionais de U5-15K. Painel A: Análise por RT-PCR semi-quantitativa de 
transcritos específicos de U5-15K, 7SL RNA (como controle quantitativo de reação), transcrito de  
tubulina não processado (Pre tub), transcrito de tubulina processado (tub), transcrito de Poli A 
Polimerase não processado (Pre-PAP) e transcrito de Poli A Polimerase processado durante 0, 24, 48 e 
72 horas de indução com doxaciclina.  Painel B: Eletroforese em PAGE 8% - 7M uréia contendo os 
produtos da reação de primer extension a partir de cultura de U5-15K RNAi positiva 
 

4.14) Imunolocalização U5-15K em T. brucei. 

A imunolocalização com o anticorpo anti-proteína A, dirigido para o tag PTP, demonstrou que 

U5-15K apresenta-se concentrada no núcleo do parasito, como esperado, por se tratar de uma proteína 

envolvida com splicing, processamento nuclear (Figura 30). 
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Figura 30: Imunolocalização da proteína U5-15K fusionada ao PTP-tag com anticorpo anti-proteína A 
(vermelho) e DAPI (azul). Controle negativo: cepa de T. brucei 427. 
 

4.15) Análise da sequência do gene de U5 snRNP-associated 102kDa protein 

 A ORF de U5 snRNP-associated 102kDa protein (U5-102K) mostrou-se altamente conservada 

entre os tripanosomatídeos, apresentando 2.985 nucleotídeos em T. cruzi e 3.030 T. brucei. Em L. 

major, a entrada com identidade com U5-102K trata-se de um sequência parcial ou eventualmente 

tratou-se de um erro de anotação para este gene.  A identidade em relação à sequência de aminoácidos 

variou de 59% em T. cruzi e T. brucei, até 42% entre T. cruzi e T. vivax (Figura 31). Análises de 

seqüência de U5-102K em tripanosomatídeos sugerem, embora com baixa identidade, a presença do 

domínio N-terminal chamado de PRP1 splicing factor, presente no fator de splicing Prp1, proteína 

provavelmente não envolvida somente no splicing, mas também na exportação de RNAs para o 

citoplasma e progressão do ciclo celular (URUSHIYAMA et al. 1997). 
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Figura 31: Alinhamento múltiplo da seqüência de aminoácidos de U5-102K de tripanosomatídeos. Em 
preto estão representados todos os aminoácidos idênticos alinhados; em cinza escuro, somente quando 
um aminoácido não está alinhado; e em cinza claro quando dois aminoácidos não estão alinhados. T. 
cruzi CL Brener (Tc00.1047053507041.40), T. brucei (Tb11.01.7330), T. vivax (tviv866f09.q1k_5). As 
sequências foram obtidas no site www. genedb.org.  
 

4.16) Clonagem de U5-102K em pC-PTP-NEO para realização da técnica de PTP-tag 

 Após clonagem do gene de U5-102K de T.brucei em vetor pGEM-T easy e sequeciamento, o 

mesmo foi sub-clonado no vetor PC-PTP-NEO (dados não mostrados). Após linearização, a construção 

U5-102K/pC-PTP-NEO foi transfectada na cepa 427 de T. brucei, e os clones obtidos foram analisados 

para verificar a correta inserção do gene de interesse no genoma do parasita (Figura 32 – Painel  A e 

B). Os oligonucleotídeos U5-102K 5’out e U5-102K-s foram empregados para confirmação dos clones 

positivos, e a observação de uma banda entre 700 e 1.000 bp indicou os clones positivos (Figura 32 – 

A). Através da técnica de Western Blotting utilizando o anticorpo anti-Proteína A foi possível observar 

uma banda em torno de 140kDa (109kDa de U5-102K + 19kDa da cauda do PTP), indicando a 

expressão da cauda do PTP fusionada ao gene de interesse (Figura 32 – B).  

Após confirmação da expressão da proteína de fusão, o extrato nuclear proveniente de uma 

cultura de T. brucei transfectado, foi testado em relação à capacidade da proteína A presente na cauda 

da proteína de fusão ligar-se à resina de IgG-Sepharose. A proteína de interesse fusionada à cauda do 

PTP-tag demonstrou capacidade de ligação a resina contendo IgG, como apresentado na figura 32 – 

Painel C. Experimentos de primer extension utilizando a imunoprecipitação com IgG-Sepharose, 

indicaram que U5-102K possui interação com U5 snRNA, sugerindo que esta proteína provavelmente 

participa do complexo U5 snRNP (Figura 32 – Painel D – canaleta 2). A exemplo do observado para 

U5-15K, também se verificou co-purificação dos complexos U2 e U4 snRNP, uma vez que estas 

partículas participam de diferentes complexos (spliceossomo) durante a reação de splicing, como o 

complexo A (U1, U2, U5, U4/U6 snRNPs) e o complexo B, B* e C (U2, U5 e U6 snRNPs), conforme 

demonstrado na figura 32, Painel D, canaleta 1.   
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Figura 32 - Painel A: Eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado por brometo de etídio dos produtos 
de PCR (U5-102K); 1, T. brucei transfectado com U5-102K (clone B5); 2, T. brucei transfectado com 
U5-102K (clone E2).O controle negativo (cepa 427 não transfectada) está apresentado na figura 22. 
Painel B: Western Blotting do extrato nuclear com anticorpo anti-Proteína A (diluição ½.000); 1, T. 
brucei transfectado com U5-102K-PTP-tag; 2, T. brucei cepa 427 (não transfectado). Painel C: Western 
Blotting da imunoprecipitação com IgG-Sepharose utilizando o anticorpo anti-Proteína A (diluição 
1:2000); 1, Input, extrato nuclear de T. brucei transfectado; 2, Sobrenadante após a imunoprecipitação; 
3, Precipitado. Painel D: Eletroforese em PAGE 8% - 7M uréia contendo os produtos da reação de 
primer extension: 1 e 2, proteína U5-102K, 3 e 4, controle positivo, extrato nuclear de T. brucei 
transfectado 
 

4.17) Imunolocalização U5-102K no T. brucei. 

 Como esperado, a imunolocalização da proteína com o anticorpo anti-proteína A, dirigido para 

o tag PTP, demonstrou que U5-102K apresenta-se concentrada no núcleo da célula, resultado 

compatível com proteínas envolvidas na reação de trans-splicing, processamento nuclear (Figura 33). 
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Figura 33: Imunolocalização da proteína U5-102K fusionada ao PTP- tag com anticorpo anti-proteína 
A (vermelho) e DAPI (azul). Controle negativo desta reação esta demonstrado na figura 27. 
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5) DISCUSSÃO 

O objetivo inicial do projeto era obter as proteínas específicas do complexo U5 snRNP, a partir 

da reação de imunoprecipitação com o anticorpo policlonal produzido em coelhos para a proteína 

específica U5-15K de T. cruzi. Embora tenha sido possível imunoprecipitar a proteína U5-15K 

recombinante com o anticorpo correspondente não se observou diferenças entre as bandas da 

imunoprecipitação. Portanto, foi necessário buscar-se novas estratégias para obtenção das proteínas 

específicas e foram concentrados os esforços no uso de transfecção de T. brucei, tanto para utilização 

da técnica de RNAi quanto de PTP-tag, uma vez que ambas já estavam sendo padronizadas no 

laboratório. Portanto, novos experimentos estão sendo desenhados para a obtenção de mais proteínas 

específicas do complexo U5 snRNP, e embora U5-15K esteja melhor caracterizada para atuar com 

“isca”, U5-102K também poderá ser empregada neste propósito.  

Devido ao alto grau de conservação observado no processo de trans-splicing, é provável que as 

proteínas identificadas como componentes específicos das ribonucleoproteínas de T. brucei possuam 

homólogos nos outros tripanosomatídeos, como Leishmanias e T. cruzi. Como anteriormente, 

demonstrado U5-15K apresenta alto grau de similaridade de seqüências, confirmado pela reação do 

extrato de total de diferentes tripanosomatídeos com o anticorpo anti-U5-15K produzido a partir do 

homólogo de T. cruzi. 

Análises de bioinformática similares àquelas utilizadas para o gene de U5-15K permitiram 

indicar a presença de genes homólogos das proteínas U5-40K, U5-116K e U5-102K em 

tripanosomatídeos. Tais inferências detectaram a presença de domínios conservados nestes membros, 

como o domínio repetitivo WD40 em U5-40K; os domínios de Elongation Factor (EG-F C e N-

terminal) em U5-116K e o domínio de PRP1 splicing Factor em U5-102K. 

REUTER et al (1999) elucidaram a estrutura de uma proteína chamada U5-15K de humanos, 

ortóloga de U5-15K de tripanosomatídeos, e descreveram sua incapacidade de ser imunoprecipitada, 

devido a uma provável inacessibilidade dos anticorpos a esta proteína. Assim, nossos achados sugerem 
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a presença desta proteína em core central do complexo U5 snRNP também em tripanosomatídeos. 

Entretanto, quando utilizada a técnica de PTP-tag, os dados demonstraram que devido ao tamanho 

menor da cauda composta por duas proteínas A e uma proteína C (aproximadamente 19kDa), foi 

possível imunoprecipitar a proteina U5-15K, mesmo que esta seja integrante do core central do 

complexo. A imunoprecipitação utilizando IgG-Sepharose foi empregada para avaliar quais RNAs 

estruturais estavam associados ao complexo que U5-15K participa, observando-se a presença do RNA 

estrutural U5 snRNA, como esperado, o que indica mais uma vez que esta proteína realmente participa 

do complexo U5 snRNP.  

Em menor grau, U2 e U4 snRNAs e SL RNA foram também observados, confirmando a co-

purificação dos seus respectivos complexos com o complexo U5 snRNP, uma vez que é bastante 

provável a interação entre esses complexos durante a reação de trans-splicing (STEVENS & JOHN 

ABELSON 1999). Resultados similares foram observados com a proteína U5-102K, onde se observou 

além de U5 snRNA a presença de U2 e U4 snRNAs. 

Tratamento com duas diferentes nucleases (DNAse I e RNAseH) sugeriram que o complexo de 

U5-15K é RNA dependente, pois se observa perda  da estabilidade (insolubilidade) quando o extrato 

nuclear de T. brucei foi tratado com RNAse H. Por outro, não se observaram diferenças na estabilidade 

quando o mesmo extrato foi tratado com DNAse I. Entretanto, quando U5-15K foi silenciada no 

parasita, a ausência da proteína não ocasionou instabilidade do RNA estrutural, sugerindo que a 

proteína em questão não deve estar diretamente ligada a ele. Instabilidade de proteínas associadas a 

snRNAs causam degradação do mesmo, como observado para LSm2, onde células de RNAi positivas 

para transcrito deste gene ocasionou redução no nível de U6 snRNA ao longo da indução com 

doxaciclina (AMBRÓSIO et al. 2009). 

Dados obtidos em experimentos de RNAi demonstraram que U5-15K é uma proteína essencial 

para T. brucei, conforme observado pelas curvas de crescimento. Como T. cruzi e Leishmanias não 

possuem os mesmos mecanismos de RNAi ativos e baseado na conservação na reação de trans-splicing 
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ntre esses tripanosomatídeos, os resultados obtidos possivelmente podem ser extrapolados para estes 

parasitas, demonstrando o papel importante de U5-15K nos tripanosomatídeos. Mutantes de 

Schizosaccharomyces pombe, que apresentam mutações no gene Dim1, homológo a U5-15K de 

tripanosomatídeos, apresentam inibição de mitose e ausência de divisão nuclear quando as células são 

submetidas a temperaturas restritivas. A deleção de Dim1 ocasiona um fenotipo letal para a levedura, 

com parada do ciclo cellular em G2; letalidade que pode ser revertida pela superexpressão do 

homológo mDim1 de ratos (BERRY et al. 1999).   

Os resultados da reação de RT-PCR possibilitaram confirmar a queda no nível de transcritos de 

U5-15K após indução dos clones RNAi positivos com doxaciclina. Durante os experimentos de 

indução não foi observado um padrão de alteração morfológica dos parasitos, embora tenha sido nítida 

a redução no número total dos mesmos (dados não mostrados).  

Análises funcionais utilizando clones positivos de U5-15K RNAi confirmam a participação 

desta proteína na reação de trans-splicing, uma vez que experimentos utilizando RT-PCR semi-

quantitativa demonstraram redução no nível de processamento do gene de �-tubulina, fato também 

confirmado pelo acúmulo de SL RNA observado na reação de Primer extension. Como esperado, U5-

15K também participa da reação de cis-splicing, uma vez que ocorre acúmulo da forma não processada 

do gene de Poli A polimerase ao longo do tempo de indução com doxaciclina. Foi observada uma clara 

correlação entre o decréscimo dos transcritos U5-15K e redução nas reações de cis e trans-splicing, 

confirmando a importância desta proteína nos dois processos. O mesmo comportamento foi observado 

para U5-Cwc21 (AMBRÓSIO et al. 2009), sugerindo a presença de elementos comuns na reação de cis 

e trans-splicing em tripanosomatídeos. Portanto, novos experimentos são necessários para apontar 

possíveis diferenças entre os tipos de processamento.   

Estas informações geram novos questionamentos a serem respondidos futuramente, como por 

exemplo: quais proteínas interagem com U5-15K durante o processamento; como ocorre esta interação; 
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qual o papel específico deste membro ao longo da reação de splicing, e como se comportam as demais 

proteínas do complexo na ausência de U5-15K? 

Os resultados da imunofluorescência indireta, utilizando anticorpos obtidos para a cauda do 

PTP, corroboraram os dados mostrados anteriormente, indicando a localização de U5-15K e U5-102K 

no núcleo do parasito, como já esperado para proteínas participantes da reação de trans-splicing. 

Grandes esforços foram empregados para a padronização da transfecção de cepas de T. brucei 

no laboratório, e certamente estas técnicas poderão ser empregadas para caracterização de outras 

proteínas, adensando o número de informações disponíveis, não somente sobre o processamento de 

splicing, mas também a respeito da interação e funcionalidade dessas proteínas, auxiliando deste modo, 

na compreensão da relação hospedeiro-parasita nas tripanosomíases.  
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6) CONCLUSÕES 

 1) As ferramentas de bioinformática empregadas foram capazes de identificar quatro proteínas 

específicas do complexo U5 snRNP  (U5-15K, U5-40K, U5-102K e U5-116K), indicando parâmetros 

importantes como peso molecular estimado, ponto isoelétrico teórico, identidade entre diferentes 

tripanosomatídeos e presença de domínios conservados em cada membro estudado;  

 2) O anticorpo anti-U5-15K foi capaz de reconhecer a proteína nativa de 17kDa no extrato total 

de diferentes tripanosomatídeos e no extrato nuclear de T.cruzi; 

 3) O soro policlonal de U5-15K foi empregado na realização da técnica de imunoprecipitação, 

entretanto, este experimento não foi capaz de detectar novas proteínas participantes do complexo de U5 

snRNP; sugerindo que esta proteína encontra-se no core central da partícula;  

 4) Os genes de U5-15K e U5-102K de T. brucei foram convenientemente clonados no vetor pC-

PTP-NEO e após transfecção foram obtidos clones, confirmados por PCR e Western Blotting e a 

Imunoprecipitação com IgG sepharose identificou o U5 snRNA associado a cada uma das proteínas; 

 5) O gene U5-15K clonado no vetor pLEW100 gerou clones RNAi positivos. Curvas de 

crescimento de quatro clones RNAi induzidos demonstraram que U5-15K foi essencial para 

sobrevivência dos parasitas, sendo a queda do mRNA específico confirmada por RT-PCR; 

6) Experimentos funcionais demonstraram que U5-15K participa tanto da reação de cis como de 

trans-splicing; 

 7) Imunolocalização utilizando Imunofluorescência Indireta identificou U5-15K e U5-102K 

como proteínas nucleares.  
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