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RESUMO 

 

LIMA, A. L. Estudo estrutural e funcional das proteínas spliceossomais U5-15K, U5-

102K, Prp43 de Trypanossoma brucei. 2020. 123 p. Tese (Doutorado em Ciências) – 

Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2020. 

A Tripanossomíase Humana Africana (Human African Trypanosomiasis, HAT), 

popularmente conhecida como Doença do Sono, é causada por um protozoário extracelular 

pertencente ao gênero Trypanosoma presente no continente africano. Apesar dos avanços no 

controle e tratamento da doença, o estudo dos tripanossomatídeos é interessante, pois esses 

organismos possuem mecanismos bioquímicos únicos e conservados entre si como a 

transcrição policistrônica e processamento da maioria do seu pré-RNA mensageiro por trans-

splicing, que podem ser usados de modelo para o estudo de outros tripanossomatídeos. O 

splicing é o processo de retirada de regiões não codificantes do gene dos eucariotos, chamadas 

de íntrons, e subsequente ligação das regiões codificantes, os éxos. O splicing pode ocorrer de 

duas formar cis-splicing e trans-splicing. Tanto no cis quanto no trans-splicing, as reações de 

transesterificação são catalisadas pelo spliceossomo, uma maquinaria dinâmica que se 

rearranja em cada passo da reação através da interação ordenada de cinco ribonucleoproteínas 

(small nuclear ribonucleoproteins, snRNPs) denominadas U1, U2, U4/U6 e U5 e inúmeros 

fatores não snRNPs. Esses complexos são compostos de pequenos RNAs ricos em uridina (U 

snRNAs) ligados a proteínas específicas de cada snRNP e proteínas comuns a todas as 

snRNPs (proteínas Sm). Esse trabalho tem como objetivo o estudo de duas proteínas 

específicas de U5 snRNP, U5-102K e U5-15K, bem como de uma helicase relacionada à 

liberação dos produtos do splicing, a Prp43. A U5-102K é formada por 44 hélices-α sendo 36 

organizadas nas repetições chamadas TRPs. Essa proteína é essencial para a formação do tri-

snRNP U5.U4/U6. Já a U5-15K possui uma estrutura semelhante a de uma tiorredoxina e tem 

uma localização central no tri snRNP U5.U4/U6, participando da estabilização do U6 snRNA 

e sua saída do spliceossomo pode estar relacionada à ativação de um dos complexos formados 

na durante a reação. A Prp43 é uma proteína da família DEAH-box e participa dos passos 

finais do processo de splicing, atuando na liberação do íntron excisado. Esse trabalho teve 

como objetivo a caracterização da atividade de autoclivagem da U5-15K, o estudo de sua 

estrutura terciária, interação com a U5-102K e a identificação dos parceiros de interação da 

U5-102K e da Prp43. Foram realizadas mutações sítio dirigidas na sequência da U5-15K, na 

cisteína 66 e em 4 serinas do C-terminal e os resultados mostram que o resíduo catalítico da 

autoclivagem seja a Ser 126 e o ponto de clivagem a Ala 142 e sugerem que a atividade pode 



 

ocorrer quando a proteína faz parte do complexo B. Os testes de cristalização usando a U5-

15K sem alça e a U5-15K S126A, resultaram em pequenos cristais para a segunda proteína. 

Para a interação entre U5-15K e U5-102K foi expresso o N-terminal da U5-102K, região onde 

a interação das duas proteínas ocorre em humanos e levedura, e sinais da interação foram 

vistos com uso da técnica de DLS. A purificação dos parceiros de interação da U5-102K não 

resultou em novas proteínas identificadas. Os experimentos com a Prp43 resultaram na 

identificação de uma proteína homóloga à NtrI, que em humanos e levedura, faz a ativação da 

atividade da Prp43. 
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ABSTRACT 

 

LIMA, A. L. Structural and functional studies of spliceosomal proteins U5-15K, U5-

102K, Prp43 of Trypanosoma brucei. 2020. 123 p. Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto 

de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2020. 

Human African Trypanosomoasis (HAT), commonly known as Sleeping Sickness, is caused 

by an extracellular protozoan belonging to the genus Trypanosoma spread through African 

continent. Despite the advances regarding control and treatment of the disease, the studies of 

trypanisomatids is of interest because of their unique and conserved biochemical mechanisms 

such as polycistronic transcription and processing of the majority of their pre-mRNA through 

trans-splicing that can be used to study other trypanosomatides. Splicing is the process of 

removal of non-coding regions of eucariotic gens, called introns, and subsequent linking of 

the coding regions, called exons. Splicing may occur in to ways cis-splicing and trans-

splicing. Both in cis and trans-splicing the transesterification reactions are catalyzed by the 

spliceosomo, a dynamic machinery that rearranges itself in each reaction step through ordered 

interactions of five small nuclear ribonucleoproteins (snRNP) called U1, U2, U4/U6 e U5 and 

non snRNP factors. These complexes are composed by small RNAs riches in uridine (U 

snRNAs) bounded to snRNPs specific proteins and proteins common to all snRNPs (Sm 

proteins). This research aims the study of two U5 snRNP specific proteins, U5-102K e U5-

15K, as well as the helicase associated to the release of splicing products, Prp43. U5-102K is 

composed by 44 α-helixes, 36 of which are organized by repetitions called TRPs. This protein 

is essential to tri-snRNP U5.U4/U6 assembly. U5-15K has a tioredoxin like structure and 

locates itself in a central position of tri-snRNP U5.U4/U6, participating in U6 snRNA 

stabilization and its exit may be associated to the activation of a complex formed during the 

reaction. Prp43 is a protein from DEAH-box family and participates in the final steps of 

splicing. The objectives of this research where the characterization of U5-15K self-cleavage 

activity, study of its tertiary structure, study of the interaction between U5-15K and U5-102K 

and the identification of U5-102K and Prp43 partners.  Site-directed mutations were 

performed at U5-15K’s cistein 66 and the 4 serines closest to the C-terminus, the results 

showed that its self-cleavage catalytic residue is the Ser 126 and its cleavage site the Ala 142 

and suggest that this activity can occur when the protein positions itself inside B complex. 

Crystallization tests were made using the truncated U5-15K and U5-15K S126A, what 



 

resulted in small crystals for the second protein. To perform the interaction experiments 

between U5-15K and U5-102K, the N-term of U5-102K, region where the interaction occurs 

in human and yeast, was used and the interaction observed using DLS. The purification of 

interaction partners using U5-102K as bait did not result in new identifications. The same 

experiment, using Prp43 as bait resulted in the identification of a protein homologous to 

human and yeast NtrI that activates Prp43 function on splicing. 
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3, 4, 5, 6 e 7 são as frações de coleta do ÄKTA correspondentes ao pico 

de eluíção do gradiente de concentração de imidazol................................ 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Tripanossomíase Humana Africana (Doença do Sono) 

 

A Tripanossomíase Humana Africana (Human African Trypanosomiasis, HAT), 

popularmente conhecida como Doença do Sono, é causada por um protozoário extracelular 

pertencente ao gênero Trypanosoma presentes no continente africano. O termo Doença do 

Sono abrange doenças causadas por duas subespécies de Trypanossoma brucei, o T. brucei 

gambiense e o T. brucei rhodensiense, que possuem padrões epidemiológicos, distribuição 

geográfica e formas de tratamento distintos. Diferenças essas que são importantes para o 

planejamento do controle das duas formas da doença.
1
 

A forma Gambiense da Doença do Sono é caracterizada por longos períodos 

assintomáticos e é predominante na África central. Já a forma Rhodensiense, que atinge os 

países do sul da África, é mais agressiva e de progressão mais acelerada (Figura 3).
2
 

Além da HAT, algumas espécies de Trypanosoma, T. congolense, T. vivax e T. brucei 

spp, são causadores da Tripanossomíase Animal Africana ou Nagana. Essa forma da doença é 

severa e muitas vezes fatal em animais domésticos, enquanto que em animais selvagens ela 

provoca apenas infecções leves.
3
 

Muito antes da medicina europeia entrar em contato com essa tripanossomíase, já 

existiam relatos de regiões afetadas pela doença no sono. Os primeiros que se tem notícia 

datam de 1200, quando um geógrafo Árabe descreveu seu encontro com uma vila cujos 

habitantes “eram osso e pele e estavam dormindo”. Os sintomas, tanto iniciais quanto 

avançados, são documentados desde o comercio de escravos iniciado no século XVI.
3
 

A Doença do Sono e a Nagana foram consideradas por muito tempo obstáculos para o 

desenvolvimento da África Sub-Sahariana, especialmente da zona rural. Ambas as doença 

reduzem a força de trabalho disponível, limitam a oferta de carne, leite e derivados e 

capacidade de manter lavouras que sustentem a população.
4
 

A proposta de que a transmissão da Nagana era causada pela picada de uma mosca da 

família Glossinidae, conhecida popularmente como Tsétsé, foi feita em 1852 pelo missionário 

escocês David Livingstone
3
 e o T. brucei só foi descoberto como causador da doença em 1895 

pelo patologista escocês David Bruce (Figura 1).
5
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Figura 1 – Missionário e explorador escocês David Livingstone (esquerda) e do patologista escocês responsável 

pela descoberta do T. brucei Sir David Bruce (direita). 

Fonte: STEVERDING
3
. 

 

Apesar desses relatos, a tripanossomíase africana só recebeu atenção do poder colonial 

no início do século 20, quando três grandes epidemias assolaram a África equatorial. A mais 

severa aconteceu na Uganda, na década de 1910. Em menos de 5 anos, 200 mil habitantes, um 

terço da população da região costeira das ilhas do Lago Victoria, haviam morrido devido a 

Doença do Sono.
6
 

Em resposta a essas epidemias, os poderes imperiais da época organizaram expedições 

de cientistas, que contribuíram significativamente para a classificação dos protozoários 

causadores da doença, bem como seu ciclo de vida e forma de transmissão. A partir dessas 

descobertas, e da cooperação da comunidade científica, foram traçados planos para o combate 

da epidemia.
6
 

Na época, as medida de controle se baseavam em separar a população da Tsétsé, 

medida tomada pelos britânicos, que deslocou milhares de pessoas de suas terras e isolou os 

infectados em campos especiais. Os britânicos também promoveram a caça de animais 

silvestres, entendidos como reservatórios do T. brucei e tentaram eliminar o parasita usando 

Atoxylc, a primeira droga usada para tratar a Doença do Sono. Medidas que, contribuindo ou 

não para a redução dos números de casos, foram interrompidas durante a primeira guerra 

mundial e demoraram anos para serem retomados.
6
 

Até os anos 1960, a maioria dos países onde a Doença do Sono é endêmica havia 

conquistado sua independência e sem contar com o suporte financeiro dos colonizadores e 
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com a crescente instabilidade política e econômica, viram as políticas de controle das doenças 

tropicais serem deixadas de lado.
7
 

Na década de 1970, o crescimento no número de casos registrados da Doença do Sono 

foi agravado pela proibição, necessária devido a questões ambientais, de aplicação de alguns 

inseticidas usados no controle do vetor, iniciando a epidemia mais recente, que afetou 

principalmente Angola, Congo, Sudão e Uganda.
7
 

Entre as décadas de 1980 e 1990, o número de casos existentes foi estimado em cerca 

de 300 mil, entretanto, diversos territórios afetados não foram incluídos nas estimativas. Essa 

situação finalmente chamou a atenção de autoridades em saúde nos países afetados e a 

Organização Mundial da Saúde (WHO, World Health Oraganization) coordenou uma 

campanha envolvendo os governos locais e organizações não governamentais parceiras para a 

implementação de medidas de controle da doença (Figura 2).
8-9

 

 

 
Figura 2 – Casos totais de Tripanossomíase Humana Africana reportados a Organização mundial da saúde, de 

1940 a 2013. 

Fonte: FRANCO 
8
 
 

 

Entre essas medidas implementadas se destacam o reforço do tratamento e 

diagnóstico, que contou com a ajuda de companhias farmacêuticas, como a Bayer e Sanofi, 

que trabalhavam com o desenvolvimento de medicamentos contra a Doença do Sono, e 

conscientização da população da zona rural, áreas mais afetadas.
8-9

 

Todos esses esforços culminaram na redução dos casos reportados, sendo que em 2012 

esse número ficou abaixo de 10 mil e em 2016 abaixo de 2500 (Figura 3). A meta da 
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Organização Mundial da Saúde é eliminar a Doença do Sono como um problema de saúde 

pública até 2020 e eliminação da transmissão da doença até 2030
10

. 

 

 

 
Figura 3 –  (A) Distribuição geográfica dos casos reportados da Tripanossomíase Humana Africana de 2012 a 

2016. (B) Representação das áreas de risco, onde as cores mais escuras representam um risco maior 

de contrair a doença e as cores mais claras um risco menor. Dados de 2012-2016. 

Fonte: FRANCO
10
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Os dados mais recentes mostram que a meta de menos de 2000 casos reportados até 

2020 foi atingida, sendo que 2017 o número ficou abaixo de 1500. Entretanto ainda existem 

áreas endêmicas onde a taxa de contágio é superior a 1 caso a cada 10000 pessoas. Essas são 

geralmente áreas de difícil acesso, ou áreas que tiveram epidemias recentes de outras doenças, 

como é o caso da Guiné, que teve o programa de controle da Doença do Sono interrompido 

entre 2014 e 2015 devido aos surtos de ebola.
11

 

Apesar do controle obtido com décadas de vigilância e investimento, mudanças 

climáticas, crescimento populacional, urbanização e mesmo instabilidades políticas e sociais 

podem afetar a distribuição geográfica da Tripanossomíase Humana Africana.
8
 

A temperatura ambiente tem uma grande influência sobre o desenvolvimento da 

Tsetsé e o aumento das médias anuais nas últimas décadas pode mudar a área viável à criação 

desse vetor. Estudos mostram que as taxas atuais do aumento de temperatura podem provocar 

um deslocamento dos criadouros de Tsétsé para o sul e leste africano, expondo milhares de 

pessoas à Doença do Sono.
 12

 

Quanto a crescente urbanização de alguns países africanos, o desmatamento e 

mudança no estilo de vida da população afeta também os hábitos da Tsetsé, que acaba por 

buscar áreas onde a disponibilidade de alimento é maior. O que torna as periferias das áreas 

urbanas particularmente favoráveis para sua proliferação.
13

 

 

1.2 Ciclo de vida e transmissão 

 

Como já foi dito, a tripanossomíase africana é causada por parasitas unicelulares 

pertencentes à família Trypanosomatidae, ordem Trypanosoma, espécies Trypanosoma 

brucei, que vivem no sangue, sistema linfático e espaço intersticial dos órgãos. Tanto na 

doença causada pela subespécie T. brucei gambiense quanto pela subespecie T. brucei 

rhodensiense, o parasita é transmitido por um inseto hematófago do gênero Glossina, 

conhecida popularmente como Tsetsé. Animais selvagens e domésticos servem como 

reservatório do parasita. Nas espécies de Glossina, tanto a fêmea quanto o macho se 

alimentam de sangue e podem carregar o T. brucei (Figura 4).
14
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Figura 4 – Forma do Trypanosoma brucei em esfregaço de sangue de um paciente com Tripanossomíase 

Humana Africana. 

Fonte: KENNEDY 
15 

 

O ciclo de vida do T. brucei tem dois estágios, um envolvendo o hospedeiro 

invertebrado (Tsetsé) e outro envolvendo o hospedeiro mamífero (o homem no caso da 

Doença do Sono e gado e animais silvestres no caso da Nagana). O estágio do ciclo que se 

passa na Tsetsé tem início quando essa se alimenta de um animal contaminado (representado 

com o número 5 na figura 5).
15

  

 
Figura 5 –  Ciclo de vida do Trypanosoma brucei, mostrando a entrada da forma tripomastigota metacíclica 

na corrente sanguínea do hospedeiro mamífero, o desenvolvimento do parasito no organismo do 

hospedeiro mamífero, a ingestão da forma tripomastigota sanguínea pelo inseto vetor e 

desenvolvimento do parasito no organismo do vetor. 

 

Fonte: Adaptada de KENNEDY 
15 
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No intestino da Tsetsé, a forma tripomastigota sanguínea do parasita passa por uma 

série de mudanças anatômicas e bioquímicas dando origem a forma tripomastigota procíclica 

(número 6 na figura 5). Essa forma se multiplica, por divisão binária e deixa o intestino, se 

transformando na forma epimastigota (número 7 na figura 5).
15

 

 

 

Figura 6 –  As 6 principais morfologias dos tripanossomatídeos, sendo a amastigota a forma comum durante a 

fase intracelular no hospedeiro mamífero, a promastigota a forma comum no inseto vetor, a 

tripomastigota a forma sanguínea do hospedeiro mamífero e a forma infectante encontrada no 

inseto vetor. 

Fonte: HAORE 
94

. 

 

A forma epimastigota se aloja nas glândulas salivares do inseto vetor, onde se 

multiplicam e se transformam em tripomastigota metacíclica, altamente infecciosa (número 8 

na figura 5), que é transferida para o hospedeiro mamífero quando esse é picado pela Tsetsé 

(número 1 na figura 5).
15

 

No mamífero, o parasita se transforma em tripomastigota sanguíneo e é transportado 

para outras regiões do corpo (número 2 na figura 5), como nódulos linfáticos, baço, coração, 

fígado, olhos e sistema endócrino, onde se multiplicam (número 3 na figura 5). As células que 

permanecem no sistema sanguíneo são ingeridas pela Tsetsé e continuam o ciclo.
15

 

 

1.3 Sintomas, diagnóstico e tratamento 
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O primeiro sinal da infecção por tripanossomíase africana é o aparecimento de uma 

lesão na região da picada chamada de cancro tripanossomal. Essa lesão se desenvolve de 5 a 

15 dias após a picada.
16

 

O quadro clínico da doença do sono possui dois estágios, um inicial, chamado de 

hemolinfático, e um tardio, encefalítico. Esses estágios variam em duração dependendo da 

subespécie do parasito. No caso da doença do sono causada pelo T. brucei gambiense, a 

transição do primeiro para o segundo estágio pode durar até anos, já na tripanossomíase 

rhodensiense, essa transição é mais rápida, podendo durar alguns meses.
16

 

O estágio inicial ocorre cerca de 1-3 semanas após a picada e é caracterizado por 

episódios de febre, que duram por volta de uma semana, e linfadenopatia generalizada 

(inflamação e inchaço dos gânglios linfáticos). Os sintomas iniciais tendem a ser não 

específicos, como mal-estar, dor de cabeça, perda de peso e fraqueza. O estágio tardio ocorre 

quando o parasita cruza a barreira hematoencefálica e é caracterizado por uma série de 

sintomas que podem variar entre os pacientes. Os sintomas gerais reportados contam com 

anormalidades psiquiátricas (mudança de comportamento, irritabilidade, tendências suicidas, 

etc), motoras, sensoriais e distúrbios do sono.
17

 

Vale ressaltar que o T. brucei possui glicoproteínas de superfície responsáveis pela 

variação antigênica encontrada nas infeções por T. brucei.  Durante o processo infeccioso, há 

alterações no silenciamento dos genes que codificam tais glicoproteínas, o que permite que o 

T. brucei evite a resposta imune do hospedeiro e torna difícil a produção de vacinas.
18

 

É importante que o diagnóstico dessa tripanossomíase seja feito o mais cedo possível, 

uma vez que o tratamento disponível para os estágios avançados possui uma alta toxicidade. 

No caso da doença causada pelo T. brucei rhodensiense, o diagnóstico pode ser feito através 

de um esfregaço do sangue periférico, devido a sua alta parasitemia. No caso do T. brucei 

ganbiense um dos primeiro métodos utilizados foi o teste de aglutinação em cartão (Card 

Agglutination Trypanosomiasis Test, CATT), um teste sorológico rápido desenvolvido em 

1978. Apesar de barato, esse teste apresenta casos de falso positivo, que o tornam ineficiente 

em áreas onde a prevalência da doença é baixa, além de haver limitações para seu uso em 

instalações de saúde em locais remotos devido a ausência de agitadores, energia elétrica e 

refrigeradores.
15,19,20 

Para solucionar os problemas com o CATT, foram desenvolvidos dois testes rápidos 

para diagnóstico da HAT ( Rapid Diagnostic Test, RDT) que detectam anticorpos específicos 

contra duas glicoproteínas  de superfície do T. brucei. Esses testes começaram a ser usados 
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em 2010 e apesar das melhorias, a produção dos antígenos nativos usados ainda é desafiadora 

e depende de processos caros e arriscados. Recentemente foi desenvolvido um RDT que usa 

antígenos recombinantes, se mostrando tão específico quanto os testes anteriores.
95-96 

Esses métodos funcionam para os estágios iniciais da doença. Para o estágio tardio, 

independente da subespécie de T. brucei causadora da doença, o único diagnóstico disponível 

ainda é o exame do fluido cerebroespinhal e uma punção lombar é necessária.
19

  

Já o tratamento da doença do sono, ainda depende em muito de medicamentos 

desenvolvidos anos atrás e que apresentam toxicidade elevada especialmente no estágio 

tardio. Para o estágio inicial da infecção por T. brucei ganbiense, o tratamento consiste na 

administração intravenosa ou intramuscular de Pentamidina. Para o estágio inicial do T. 

brucei rhodensiense, é usada a Suramina, que pode ter como efeitos adversos disfunção renal, 

neuropatia periférica e reação anafilática.
19

 

O único tratamento disponível para estágio tardio da doença do sono causada por T. 

brucei rhodensiense é a administração intravenosa de Melarsoprol, usado desde 1949. Esse 

medicamento é efetivo, mas sua administração é dolorosa e os efeitos adversos incluem uma 

grave encefalopatia reativa pós-tratamento em 5-10% dos pacientes.
19

 

O tratamento do estágio tardio da doença do sono causada pelo T. brucei gambiense é 

menos tóxico que o T. brucei rhodensience e conta com a combinação de dois medicamentos, 

a Eflornitina e o Nifurtimox. A Eflornitina é administrada de forma intravenosa e o 

Nifurtimox oralmente. Recentemente, novos medicamentos foram desenvolvidos para esse 

estágio e ainda estão em fase de teste. Um exemplo é o Fexinidazol, administrado por via oral. 

Testes mostraram que esse medicamento tratou com sucesso 91% dos pacientes, em contraste 

com 98% da taxa de sucesso do tratamento atual.
19,21

 

Tendo em conta os aspectos aqui descritos, se mostra de grande importância o 

desenvolvimento de novos medicamentos, com maior eficácia no tratamento das diversas 

formas e subespécies de T. brucei, e com menores efeitos colaterais, bem como ferramentas 

de diagnósticos mais baratas e que possam ser levadas às áreas carentes. 

 

1.4 Importância do estudo do T. brucei 

 

Além da tripanossomíase africana humana, também são doenças causadas por 

tripanossomatideos a Doença de Chagas, endêmica em 21 países da América Latina, 

incluindo o Brasil, e as leishmanioses, cujos casos estão distribuídos pelo globo, sendo que 

aproximadamente 90% dos registros se concentram em 6 países, que incluem o Brasil
22-23
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A Doença de Chagas é causada pelo Trypanossoma cruzi e a transmissão se dá pelo 

contato com as fezes contaminadas do inseto vetor, os hemípteras do gênero Triatoma, com o 

sangue do hospedeiro mamífero. Já as leishamanioses são causadas por cerca de 20 espécies 

de Leishmania e a transmissão é feita por insetos do gênero Phlebotomus e Lutzomyia. Assim 

como a Doença do Sono, os tratamentos disponíveis são escassos, podem causar efeitos 

adversos graves e estão em uso há quase 50 anos, resultando no surgimento de formas 

resistentes.
22,24

 

Recentemente, uma nova espécie de parasita semelhante aos organismos do gênero 

Crithidia, pertencente à família Trypanosomatidae, foi descoberta em pacientes do estado de 

Sergipe. Estudos indicam que a nova espécie está envolvida com a manifestação atípica 

semelhante à leishmaniose visceral, resistente aos tratamentos usados contra as espécies de 

Leishmania. Além disso, essa descoberta sugere a existência de outros potenciais vetores da 

doença, uma vez que a Crithidia fasciculata, parasita monoxênico de maior semelhança 

genética com a nova espécie, infecta apenas insetos dos gêneros Culex e Anopheles.
25

  

Nos últimos anos houve avanços no controle dessas doenças e uma retomada do 

desenvolvimento de medicamentos, mas seu sucesso ainda depende do conhecimento do ciclo 

de vida do parasita. Devido à conservação dos processos biológicos existente entre os 

tripanossomatídeos e a maior acessibilidade laboratorial, o Trypanosoma brucei é muito 

usado como modelo no estudo dos mesmos. Isso ocorre, pois o cultivo de suas diferentes 

formas é possível in vitro e existem ferramentas genéticas para a caracterização da função de 

proteínas como expressão por indução e silenciamento gênico por interferência do RNA 

(RNAi).
26

 

Além disso, o estudo dos tripanossomatídeos é interessante, pois esses organismos 

possuem mecanismos bioquímicos únicos e conservados entre si como a transcrição 

policistrônica e processamento da maioria do seu pré-RNA mensageiro por trans-splicing, 

objetivo central desse trabalho.
27

 

 

1.5 Splicing do RNA mensageiro 

 

A maior parte do RNA mensageiro (mRNA) dos eucariotos é sintetizada na forma de 

um precursor, pré-mRNA, e deve passar por uma série de modificações antes de ser 

transportada para fora do núcleo para que a tradução ocorra (figura 7). Uma dessas 

modificações é a retirada de regiões não codificantes do gene, chamadas de íntrons, e 
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subsequente ligação das regiões codificantes, os éxos. Esse processo recebe o nome de 

splicing.
28-29

 

 

Figura 7 – Representação gráfica simplificada da síntese proteica em eucariotos, desde a transcrição do DNA em 

pré-RNA mensageiro até a tradução do mRNA maduro em proteína. 

Fonte: NATURE EDUCATION 
66

  

 

De uma forma simplificada, os íntros são delimitados por pequenas sequências 

conservadas na região 5’ (5’ splice site ou 5’ ss), na região 3’ (3’ splice site ou 3’ ss), como 

mostrado na figura 8. Essas regiões, juntamente com o branch site (BS) ou branch point (BP), 

são identificadas pelo spliceossomo durante o processo de splicing. O BS é normalmente 

localizado de 18 a 40 nucleotídeos antes do 3’ss e sua sequência é conservada na levedura 

Saccharomyces cerevisiae e em mamíferos. Em leveduras, essa sequência é altamente 

conservada (UACUAAC) enquanto que em mamíferos ela é degenerada (YNCURAY).
29-30

   

 

 
Figura 8 - Ilustração da posição do sítio de splicing 5’, 3’ (5’SS e 3’SS), flanqueando o íntron, e branch 

point (BP) em uma molécula de pré RNA mensageiro. 

Fonte: Adaptada de WILL
 29

 

 

Em trypanossomatideos, o mapeamento das sequências do BS mostraram que as 

mesmas se encontravam mais distantes do 3’ss se comparadas às encontradas em outros 

organismos e nenhuma sequencia consenso foi determinada.
31

 

 A excisão dos íntrons e a ligação dos éxons ocorrem por meio de duas reações de 

transesterificação, onde o grupamento 2’OH da adenosina do BP, representada por um A na 

figura 8, realiza um ataque nucleofílico no 5’ss, o que resulta na clivagem do sítio 5’ e ligação 
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entre 5’ss e BS, representado pela ligação entre A e p na figura 9. A segunda reação se dá com 

o ataque do 3’ss pelo grupamento 3’OH da porção 5’ do éxon, E1 na figura 9, o que leva á 

ligação da região 5’ de um éxon com a 3’ do éxon adjacente, como mostrado na figura a 

seguir, formando o mRNA maduro e liberando o íntron.
32

 

 

 

Figura 9 – Resultado da primeira (esquerda) e segunda (direita) reação de transesterificação para a formação 

do RNA mensageiro maduro. 

Fonte: Adaptada de WILL 
29

 

  

Quando os éxons a serem unidos fazem parte da mesma molécula de pré-mRNA, o 

processo é denominado cis-splicing e tanto 5’ss quanto 3’ss fazem parte do mesmo íntron. Ao 

final das reações de transesterificação, o íntron é liberado na forma de laço ou lariat. Já o 

trans-splicing é uma reação intermolecular onde a molécula de pré-mRNA é unida a uma 

pequena molécula de RNA chamada spliced leader RNA (SL RNA) e o íntron é liberado na 

forma de um Y (figura 10).
33-34

 

 

 

Figura 10 – Esquema mostrando as principais diferenças entre as moléculas de RNA envolvidas no cis e 

trans-splicing, como os éxons pertencentes ao mesmo pré-RNA mensageiro (passo I) e íntron 

excisado na forma de um laço (passo III) no caso do cis-splicing e a presença do SL RNA (passo 

I) e íntron excisado na forma de Y (passo III) no caso do trans-splicing . 

Fonte: MICHAELI 
34
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O SL RNA, presente em kinetoplastida, dinoflagelados, poríferos, cnidários, 

platelmintos, crustáceos, rotíferos, ctenóforos, quetognatas, nemátodos e urocordados, possui 

de 40 a 140 nucleotídeos dependendo do organismo e uma estrutura muito similar entre si, 

composta de 3 stem-loops. Em tripanossomatídeos a sequência SL possui 39-41 nucleotídeos 

seguidos de um íntron de tamanho variável que pode se dobrar em 2 stem-loops separados por 

uma região de fita simples. A essa região se liga o anel formado pelas proteínas Sm (figura 

11).
35

 

 
Figura 11 – Estrutura secundária do SL RNA, mostrando a localização do 5’ss, no stem-loop I mais 

próximo à extremidade 5’, e do sítio de ligação das proteínas Sm, entre os stem-loops II e III. 

Fonte: Adaptada de LIANG 
35

  

 

Tanto no cis quanto no trans-splicing, as reações de transesterificação são catalisadas 

pelo spliceossomo, uma maquinaria dinâmica que se rearranja em cada passo da reação 

através da interação ordenada de cinco ribonucleoproteínas (small nuclear 

ribonucleoproteins, snRNPs) denominadas U1, U2, U4/U6 e U5 e inúmeros fatores não 

snRNPs.
33-34

  

As snRNPs, por sua vez, são complexos compostos de pequenos RNAs ricos em 

uridina (U snRNAs) ligados a proteínas específicas de cada snRNP e proteínas comuns 

(proteínas Sm, B/B’, D1, D2, D3, E, F e G). Assim como o SL RNA, os snRNAs possuem um 

sítio chamado Sm (AAUUUUUGA), em torno do qual essas proteínas comuns se agrupam, 

formando um anel (Figura 12).
36-38
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Figura 12 – Esquema da formação do complexo U1 snRNP de mamíferos, mostrando o U1 snRNA, as 

proteínas Sm, comuns às snRNPs, ao redor do sítio Sm do U1 snRNA e as proteínas específicas. 

Fonte: WILL 
29 

 

Todas as proteínas Sm contém uma sequência assinatura, o domínio Sm, formado por 

dois segmentos conservados, Sm1 e Sm2, interrompidos por uma região não conservada de 

tamanho variável. Esse domínio também é encontrado nas proteínas LSm (Sm-like) 

associadas ao U6 snRNA (e ao SL RNA) e é essencial para a biogênese e função das snRNPs. 

Essas proteínas fazem parte do sistema de localização nuclear das snRNPs e influenciam na 

integração de algumas proteínas específicas aos respectivos snRNPs.
36-37

 

Em tripanossomatídeos, mais especificamente nas partículas U2 e U4, algumas das 

proteínas Sm  são distintas daquelas encontradas em leveduras e mamíferos. Na partícula U2, 

as proteínas Sm B e D3 são substituídas pela U2-15K (SSm2-1) e U2-16,5K (SSm2-2) 

respectivamente, e na partícula U4, a Sm D3 é substituída pela SSm-4.
34

  

 

1.6 Cis e Trans-Splicing 

 

O cis-splicing tem início quando o snRNA da partícula U1 interage, por pareamento 

de bases, com o 5’ss do íntron. Essa interação é estabilizada pelas proteínas específicas da U1 

snRNP. Ao mesmo tempo, há o reconhecimento da sequência do branch site (BS) por 

pareamento com o snRNA da partícula U2 snRNP. Juntos, os complexos U1-U2 e mRNA 

formam o complexo A. Ao complexo A se associa o complexo U4/U6.U5 tri-snRNP, pré-

formado pelas partículas U4/U6 snRNP e U5 snRNP. Esta associação, complexo A e 

U4/U6.U5 tri-snRNP, resulta no complexo B (figura 13).
39
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Figura 13 – Representação esquemática do cis-splicing, mostrando as snRNPs envolvidas em cada passo, as 

modificações sofridas pelo spliceossomo durante o processo e as alterações no RNA 

mensageiro. 

Fonte: Adaptada de WILL 
29

 ; BERTHRAND 
43

 

 

Na associação do tri-snRNP ao complexo A, i.e., o complexo B, há a formação de uma 

pequena hélice envolvendo a extremidade 3’ do U6 snRNA com a extremidade 5’ do U2 

snRNA (hélice U2/U6 II). Essa interação interrompe a ligação U1/5’ss, permitindo que o 5’ss 

interaja com a sequência conservada (ACAGA box) do U6 snRNA (Figura 13).
40

 

A ativação do complexo B (B
act

) tem início com a dissociação do duplex U4/U6 pela 

helicase Brr2, resultando na liberação de U4. Os complexos NTC (nineteen complex) e NTR 

(nineteen related) são recrutados e o U6 snRNA, livre do U4 snRNA, se associa ao U2 

snRNA formando a hélice U2/U6 I. A helicase Prp2 faz a ativação catalítica desse complexo 

(complexo B*) que por sua vez catalisa a primeira reação de transesterificação (figura 14).
32,41
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Figura 14 – Representação das interações entre U6 snRNA, U2 snRNA e o pré-mRNA (em azul) dentro do 

core catalítico do complexo B*. 

Fonte: VALADKHAN 
40 

 

Nesse passo, a adenosina do branch site (BS-A) ataca nucleofilicamente o 5’SS, 

resultando em um éxon 5’ clivado e um éxon 3’ ligado ao íntron em forma de laço, formando 

o complexo C (Figura 15). Logo após o primeiro passo catalítico, a hélice U2/BS, onde a 

adenosina do BS está ligada covalentemente à extremidade 5’ do íntron, permanece no centro 

do complexo C até ser deslocada para fora do centro catalítico durante a ativação do 

complexo C em C* mediada pela helicase Prp16. O complexo C* catalisa o segundo passo do 

splicing. Em ambos os passos catalíticos, o correto posicionamento das extremidades 3´ e 

5´dos éxons é feita pelo loop I do U5 snRNA.
42-43

  

 

 

Figura 15 – Representação do ataque nucleofílico da adenosina do BS no complexo B*, indicado pela seta 

vermelha, e formação do complexo C. 

Fonte: FICA 
32
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A ligação dos éxons resulta no complexo P, de onde o RNA maduro é liberado pela 

proteína Prp22. Esse passo resulta no complexo ILS. A liberação do íntron em forma de laço é 

feita pela proteína Prp43, e as proteínas Snu144 e Brr2 promovem a desenovelamento do 

snRNA U4/U6, seguido da dissociação do complexo e reciclagem dos componentes 

spliceossomais U2, U5 e U6 (figura 13).
44

 

No SL trans-splicing, a transferência da sequência SL ao pré-mRNA é análoga à 

retirada do íntron no cis-splicing, passando pelas mesmas reações de transesterificação. No 

entanto o pareamento do SL RNA com a extremidade conservada 5’ do U1 snRNA não é 

necessária para a reunião das partículas que compõem o spliceossomo.
45

 

Em nemátodos, foi visto que o SL RNA possui uma estrutura de snRNP, com 

proteínas Sm que formam um anel em torno do sítio Sm e proteínas específicas, como as 

SL175 e SL30. Essas proteínas fazem a ponte entre o 5’ss do SL RNA e o BS do éxon, papel 

que no cis-splicing é desempenhado pelas proteínas da U1 snRNP. Em tripanossomatídeos, 

nenhuma proteína específica do SL RNP foi descoberta, e ainda não se sabe ao certo como o 

SL RNP ativa seu próprio 5’ss. Os passos restantes da reação transcorrem como no cis-

splicing.
46-47

 

 

1.7 As small ribonucleoprotein (snRNPs) 

 

A partícula U1 snRNP humana é formada por um snRNA (U1 snRNA), sete proteínas 

Sm (SmB/SmB’, SmD1, SmD2, SmD3, SmE, SmF e SmG) e três proteínas específicas (U1-

70K, U1-A e U1-C). Já a de levedura possui um snRNA mais complexo e se associa com 

fatores que não foram encontrados em humano (Prp39, Snu71, Prp40, Prp42, Snu56, Nam8, 

Urn1 e Prp5), mas conserva o motivo dedo de zinco (Zinc finger) da U1-C (Yhc1 em 

levedura) e a região 5’ de fita simples do U1 snRNA (Figura 16).
48-49
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Figura 16 – Representação esquemática da partícula U1-snRNP humana, mostrando o anel formado pelas 

proteínas SM representado pelo círculo amarelo, o sítio SM do U1 snRNA selecionados em 

vermelho, as proteínas específicas U1C, em verde, U1 70K, em azul, e U1A, em vermelho, 

interagindo com o U1 snRNA. 

Fonte: MUTO 
49

 

 

Em humanos, o motivo de reconhecimento de RNA (RNA recognition Motif, RRM) 

da proteína U1-A interage com o stem-loop II do U1 snRNA e o RRM da U1-70K interage 

com o stem-loop I. O N-terminal da U1-70K também interagem com as interfaces dos 

subcomplexos formados pelas proteínas SmD2/SmF e SmB/SmD3, estabilizando a interação 

da U1-C com a SmD3. A proteína U1-C, por sua vez, faz o contato da extremidade 5’ do U1 

snRNA e o 5’ss do íntron.
50

  

Em tripanossomatídeos, foram identificadas proteínas específicas da partícula U1 

sendo elas U1-A, U1-C, U1-70K e uma proteína específica do organismo denominada U1-

24K. Essa partícula é necessária para o cis-splicing dos pré-mRNAs que codificam para a 

PAP (poly(A) polymerase) e para uma RNA helicase putativa. 
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Tabela 1 –   Correspondência da nomenclatura das principais proteínas envolvidas no splicing de humano, 

levedura e T. brucei. 
 Humano Levedura Tripanossomatideos 

 

 

 

Proteínas Sm 

SmD1 SmD1 SmD1 

SmD2 SmD2 SmD2 

SmD3 SmD3 SmD3/ Sm16,5K*/ Ssm4** 

SmE SmE SmE 

SmF SmF SmF 

SmG SmG SmG 

SmB SmB SmB/ Sm15K*** 

 

 

 

Proteínas Sm-like 

 (U6-snRNP) 

LSm2 LSm2 LSm2 

LSm3 LSm3 LSm3 

LSm4 LSm4 LSm4 

LSm5 LSm5 LSm5 

LSm6 LSm6 LSm6 

LSm7 LSm7 LSm7 

LSm8 LSm8 LSm8 

 

 

U1 snRNP 

U1-70K U1-70K U1-70K 

U1-A U1-A U1-A 

U1-C U1-C U1-C 

- - U1-24K 

 

U2 snRNP 

U2-A’ Msl1p U2-40K 

U2-B’’ Lea1p U2-B’’ 

 SF3a120 Prp21 SF3a120 

SF3a SF3a66 Prp11 SF3a66 

 SF3a60 Prp9 SF3a60 

 

 

 

SF3b 

SF3b155 Rse1p SF3b155 

SF3b145 Hsh155p SF3b145 

SF3b130 Cus1p SF3b130 

SF3b49 Hsh49p SF3b49 

SF3b14a  SF3b14a 

SF3b14b Rds3p SF3b14b 

SF3b10 Ysf3p SF3b10 

 

 

U4/U6 disnRNP 

15,5K Snu13 15,5K 

61K Prp31 61K 

90K Prp3 90K 

60K Prp4 60K 

 20K - - 

 U6-110p Prp24 - 

 

 

 

 

U5 snRNP 

U5-220K Prp8 U5-220K 

U5-200K Brr2 U5-200K 

U5-116K Snu114 U5-116K 

U5-102K Prp6 U5-102K 

U5-100K Prp28 - 

U5-52K Lin1 - 

U5-40K Snu40 U5-40K 

U5-15K Dib1 U5-15K 

- - Cwc21 

 Prp43 Prp43 Prp43 

   Continua 
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Continuação    

Outros 110K Snu66 110K 

Fatores de Splicing 65K Sad1 65K 

 27K - 27K 

 

 

 

Complexo NTC e NTR 

Prp17 Prp17 Prp17 

Prp18 Prp18 - 

Prp16 Prp16 - 

Prp22 Prp22 - 

Slu7 Slu7 - 

hPrp19 Prp19 Prp19 

- Ntr1 - 

 - Ntr2 - 

 *Proteínas Sm-like encontradas no anel Sm da parícula U2 snRNP, substituindo a proteína SmD3. 

**Proteína Sm-like encontrada no anel Sm da partícula U4 snRNP, substituindo a proteína SmD3. 

*** Proteínas Sm-like encontradas no anel Sm da parícula U2 snRNP, substituindo a proteína SmB. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

A partícula U2 snRNP é composta pelo U2 snRNA, sete proteínas Sm comuns e duas 

proteínas específicas, a U2-A’ e a U2-B”(Msl1p e Lea1p em levedura). Em 

tripanossomatídeos duas das proteínas Sm são distintas, a SmD3 é substituída pela Sm16,5K e 

a SmB pela Sm15K (figura 17). A partícula U2 se associam outros dois subcomplexos: o 

SF3a, formado pelas proteínas SF3a60, SF3a66 e SF3a120, parte da extremidade 3’ do U2 

snRNA, e o SE3b, formado pelas proteínas SF3b130, SF3b155, SF3b145, SF3b49, SF3b14a, 

SF3b14b e SF3b10 (Rse1p, Hsh155p, Cus1p, Hsh49p, Rds3p e Ysf3p em levedura), integrado 

à extremidade 5’ do U2 snRNA.
51-52

    

As subunidades SF3a e SF3b são necessárias para ancorar a partícula U2 snRNP ao 

pré-mRNA. O SF3a faz contato direto com o U1 snRNP através da interação entre a proteína 

SF3a120 e o stem-loop IV do U1 snRNA. Já o SF3b está relacionado à proteção da 

extremidade 5’ do U2 snRNA, até que este esteja pronto para formar a hélice dupla com o U6 

snRNA. Essa proteção provavelmente é feita pelas proteínas SF3b49 e SF3b145.
51-53
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Figura 17 – Comparação entre a partícula U2 de T. brucei (acima) e a de humano (abaixo), mostrando as 

proteínas SM-like 15K e 16,5K, em vermelho, substituindo as proteínas SM D3 e B, a diferença 

de enovelamento dos U2 snRNA dos dois organismos e a interação da proteína U2 40K de T. 

brucei interagindo com as proteínas SM-like, o que não acontece com a U2A’ de humano. 
Fonte: PREUßER 

47 

 

Em S. cerevisiae, o U4/U6 di-snRNP é composto de 2 snRNAs e 18 proteínas: Snu13, 

Prp31, Prp3, Prp4 (15,5K, 61K, 90K, 60K e 20K em humano), sete proteínas Sm que se ligam 

à extremidade 3’ do U4 snRNP e sete proteínas LSm que se ligam à extremidade 3’ do U6 

snRNA. Supõe-se que as proteínas Sm e LSm interagem com os respectivos snRNAs antes da 

formação do complexo U4/U6 snRNA. A proteína Snu13 se liga ao stem-loop 5’ (motivo k-

turn) do U4 snRNA, facilitando a ligação da Prp31 (Figura 18).
54

 

 

Figura 18 – Representação esquemática do U4/U6 di-snRNP de levedura, mostrando as proteínas Prp31 

(azul), Prp 3 (ciano) interagindo com os snRNAs U4 e U6, a proteína Prp4 (vermelha) e Snu13 

(verde) posicionadas próximas ao U4 snRNA e o posicionamento do anel das proteínas Sm 

próximo a porção 3’ do U4 snRNA e do anel LSm próximo a porção 3’ do U6 snRNA. 
Fonte: HARDIN 

54 
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A partícula U5 snRNP, por sua vez, contém proteínas essenciais para a remodelagem 

do spliceosomo durante os passos do splicing e sua composição é altamente conservada de 

levedura à humano. As proteínas comuns entre os dois organismos são Prp8, Snu114, Brr2, 

Prp6, Prp28, Lin1, Snu40 e Dbi1(220K, 116K, 200K, 102K, 100K, 52K, 40K e 15K em 

humanos). Com exceção da 52K (Lin1 em levedura), todas as proteínas estão presentes no tri-

snRNP.
55

 

A ausência da 52K no tri-snRNP U4/U6.U5 sugere que ela esteja associada a sua 

formação, mas que não tenha função no splicing propriamente dito. A deleção da Lin1 em 

levedura não se mostrou letal ao organismo, sugerindo que a função da U5-52K e sua 

hortóloca Lin1 são auxiliares ou redundantes para o processo de splicing.
57

 

Apenas as proteínas Prp8, Sn114 e Brr2 continuam interagindo com o U5 snRNA 

durante os passos catalíticos. As proteínas Brr2 e Snu114 também são as responsáveis pela 

desestabilização, anterior à ativação do spliceosomo, da hélice formada pelo U4 e U6 snRNAs 

(Figura 19).
55-56

 Em T. brucei todas essas proteínas estão presentes, exceto 52K e 100K. 

Também foi descoberta uma proteína chamada Cwc21 que parece ser essencial para o 

primeiro passo do splicing.
58

 

 

Figura 19 – Representação esquemática do U4/U6.U5 tri-snRNP humano, onde os pontos pretos e brancos 

representam interações também observadas em levedura. 

Fonte: LIU 
56
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1.8 U5-15K e U5-102K 

 

Em vertebrados, insetos, fungos, nemátodes e plantas, a ligação entre as proteínas U5-

15K (Dib1 em levedura) e U5-102K (Prp6) é feita pela proteína U5-52K (Lin1), sendo que 

dois domínios distintos da 52K estão envolvidos na interação, o N-terminal, que se liga a 

102K, e o C-terminal, que se liga a 15K
57

. Em T. brucei, as proteínas U5-15K e U5-102K 

interagem fortemente, sem necessidade de uma proteína homóloga a U5-52K.
59

 

A U5-102K é importante para a formação de um U4/U6.U5 tri-snRNP estável através 

da interação dessa proteína com a proteína específica de U4/U6 snRNP Prp31. A estrutura 

atômica do tri-snRNP de S. cerevisae mostra que a proteína super helicoidal Prp6 possui 44 

hélices-α, sendo que 36 estão organizadas em repetições chamadas TRP (Tetra-trico Peptide 

Repeats), e apresenta o C-terminal conservado, responsável por mediar interações com outros 

componentes do spliceosomo. Mutações no N-terminal mostraram que essa região não é 

essencial para a associação do spliceosomo, mas sim para a sua ativação.
60

  

U5-15K é uma proteína altamente conservada entre os eucariotos e sua conexão com o 

splicing foi inicialmente descrita em S. cerevisae como Dib1, onde experimentos mostraram 

sua presença no U4/U6.U5 tri-snRNP. A falha no splicing em levedura, decorrente da deleção 

da Dib1 (homologa de U5-15K em S. cerevisae), confirmou sua essencialidade nesse 

processo,
61

 o que também foi demonstrado em T. brucei.
59

 

A estrutura da U5-15K humana, analisada por Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN)
62

 e difração de raio-X
63

, tem enovelamento semelhante ao das tiorredoxinas, 

caracterizado por quatro fitas β flanqueadas por três hélices-α (figura 20). A partir dessa 

estrutura, foi construído um modelo da U5-15K de T. brucei por homologia (figura 19 c).
64
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Figura 20 – (a) Estrutura resolvida por RMN da U5-15K humana. (b) Estrutura resolvida por difração de Raio-X 

da U5-15K humana. (c) Envelope gerado por SAXS alinhado ao modelo gerado por homologia da 

U5-15 de T. brucei. 

Fonte: ZHANG 
62

; REUTER 
63

; LIMA 
64

 

 

De acordo com o modelo, a estrutura de T. brucei possui uma alça flexível condizente 

com envelope gerado por espalhamento de raio-X a baixo ângulo (SAXS). Alinhando esse 

modelo à estrutura cristalográfica da U5-15K de humano, a alça parece estar em regiões 

importantes para a formação do cristal. Dessa forma, a sua deleção aumentaria as chances de 

obtenção de cristais.
64

  

Também foi visto que a U5-15K de humano possui uma atividade de autoclivagem na 

extremidade C-terminal, inibida por quimostatina, EDTA e ácido 6-hexanóico
65

. Essa 

atividade também foi vista na U5-15K de T. brucei, sendo impedida por inibidores de serino 

ou cisteíno proteases.
64

  

Experimentos usando a sequência de 20 aminoácidos no C-terminal da U5-15K como 

ligação entre VHb (Vitreoscilla haemoglobin) e GST (Glutathione S-Transferase) mostram 

que essas duas proteínas são separadas na presença da U5-15K truncada (hDim11-128), o que 

sugere que a U5-15K é capaz de clivar o mesmo sítio em diferentes contextos e que a região 

central semelhante a tiorredoxina retém a atividade de peptidase.
65

. 

A estrutura do U4/U6.U5 tri-snRNP de levedura, resolvidas recentemente por 

criomicroscopia eletrônica, mostram que a Dib1 tem uma localização central no complexo, 

associando-se ao U5 snRNA, ao pré-mRNA, à proteína Prp31 e ao domínio N-terminal da 

Prp8. Também foi visto que tanto Dib1 quanto Prp8 estão associadas com a estabilização do 

hairpin formado pela parte invariante do U6 snRNA (ACAGAGA) e a ativação do complexo 

catalítico pode ocorrer quando mudanças na conformação da Prp8 expulsam a Dib1 do 

complexo, liberando a sequência ACAGAGA para se ligar ao 5’ss (Figura 21).
67-68
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Figura 21 – Localização da DibI (vermelho) no U4/U6.U5 tri-snRNP de levedura, mostrando as regiões de 

interação com o U6 snRNA (amarelo), Prp8 (azul) e Prp31 (magenta). A área de interação entre a 

DibI e o U6 snRNA está circulada em preto. 

Fonte: NGUYEN 
68

 

 

A posição da cauda C-terminal, que parece interagir com o U6 snRNA no U4/U6.U5 

tri snRNP, e a necessidade da retirada da Dib1 para ativação do complexo B, aliadas ao fato 

de a forma truncada da U5-15K, hDim11-128, agir como dominante negativo da proteína 

selvagem em levedura e a conservação do C-terminal, podem sugerir que a atividade de 

autoclivagem possa ser um ponto de regulação da ativação do complexo catalítico.
62,69

 

 

1.9 Prp43 

 

A Prp43 é uma RNA helicase da família DEAH-box, cuja estrutura cristalográfica 

revelou 6 domínios: domínio N-terminal (NTD), RecA1, RecA2, WH, HB e um domínio C-

terminal (CTD). Os domínios RecA fazem o posicionamento do motivo de ligação de RNA e 

os domínios WH e HB formam um canal que encerra o RNA (Figura 22).
70
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Figura 21 – Estrutura cristalográfica da Prp43 de levedura, com o domínio NTD em azul escuro, RecA1 em 

verde, RecA2 em lilás, WHD em laranja, HBD em azul claro OB em marrom e CTD em vermelho. 

Fonte: HE 
70

 

 

A Prp43 tem como função a liberação do íntron excisado e desmontagem do 

spliceossomo após a finalização da reação. Além disso, experimentos sugerem que ela esteja 

relacionada ao descarte de pré-mRNAs rejeitados pelo spliceossomo. Em humanos, a Prp43 

foi identificada como sendo parte do U2 snRNP, o que levanta a possibilidade de sua atuação 

ter como alvo a interação U2-pré-mRNA.
71

 

Foi observado que, para a ativação completa da Prp43, é necessária a interação do seu 

domínio C-terminal com o motivo G-patch da proteína Ntr1. A associação dessas duas 

proteínas estimula tanto a atividade helicase quanto ATPase da Prp43.
72

 

Em tripanossomatídeos, foi encontrada uma proteína homóloga à Prp43 e mutações 

em suas regiões conservadas resultaram no acúmulo de Y-íntron, indicando sua importância 

também o trans-splicing.
97

 

Tendo em vista o que foi exposto sobre o que se conhece das proteínas envolvidas no 

SL trans-splicing de T. brucei, esse trabalho tem foco em proteínas que participam do 

complexo B, como é o caso da U5-15K e U5-102K e uma proteína que a tua no complexo 

ISL, como é o caso da Prp43, buscando mais informações sobre a função e os parceiros de 

interação dessas proteínas em T. brucei. 
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2 OBJETIVOS 

 

Esse trabalho tem por objetivo estudar as proteínas U5-15K, U5-102K e Prp43 de 

Trypanosoma brucei, com foco no seu envolvimento no trans-splicing, e estudo das proteínas 

U5-15K e U5-102K recombinantes: 

Os objetivos específicos são descritos a seguir: 

1. Investigar as condições de cristalização da proteína U5-15K. 

2. Caracterizar a atividade de autoclivagem da proteína U5-15K, bem como seu 

sítio catalítico. 

3. Estudar a estrutura do subcomplexo formado pelas proteínas U5-15K e U5-

102K. 

4. Estudar as interações entre subcomplexo formado pelas proteínas U5-15K e 

U5-102K e as proteínas pertencentes ao U5.U4/U6 tri snRNP. 

5. Estudar as interações da proteína Prp43. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Análise bioinformática das sequências de aminoácidos das proteínas U5-102K e 

Prp43 

 

A análise dos parâmetros físico-químicos teóricos da proteína U5-102K de 

Trypanosoma brucei foi feita a partir da sua sequência de aminoácidos (XP_829626.1) 

usando a ferramenta PROTPARAM
73

 do servidor ExPASy. 

A predição da estrutura secundária da porção N-terminal da U5-102K foi feita através 

do servidor PSIPRED
74-75

 e a análise de aminoácidos conservados das proteínas U5-102K, 

Prp43 (XP_844789.1) e NtrI (XP_846187.1) foram feitas através do alinhamento múltiplo 

com sequências homólogas, gerado pelo programa ClustalW.
76

 

 

3.2 Manipulação do DNA 

 

3.2.1 Extração do DNA genômico 

 

Para a extração de DNA, 1ml da cultura de T. brucei, forma procíclica, na fase 

logarítimica (5 x 10
6
 células) foi centrifugado a 3000 x g, a 4 ºC por 7 minutos e foi usado o 

kit de extração DNeasy® Plant Mini (50) (QIAGEN). 

 

3.2.2 Clonagem 

 

Os oligonucleotídeos iniciadores usados neste trabalho foram desenhados no programa 

SnapGene Viewer a partir da sequência de DNA das proteínas U5-15K (XM_841996.1), U5-

102K (XM_824533.1) e Prp43 (XM_839696.1). Esses oligonucleotídeos estão representados 

na tabela abaixo. 

Tabela 2 – Nome e sequência dos oligonucleotídeos iniciadores usados nesse trabalho, vetores onde as 

proteínas foram clonadas e enzimas de restrição utilizadas. 

 

Nome  Enzima de 

Restrição 

Vetor Sequência 

15KBglII sense BglII pETDuet-1 5’-AGATCTCATGACGGAGTTGACACGCC-3’ 

15K anti-sense    KpnI pETDuet-1 5’- GGTACCCTAACGGCGTACAGCAGCTG-3’ 

102KBamHI sense BamHI pETDuet-1 5’-GGATCCGATGAGCGCTGCGGCACCTGTC-3’ 

102K anti-sense  NotI pETDuet-1 5’- GCGGCCGCTTACAATTTGATCATTTCC-3’ 

102K AS EagI  EagI pC-PTP-NEO  5’-CGGCCGCAATTTGATCATTTCCACGA-3’  

102K S ApaI ApaI pC-PTP-NEO 5’-GGGCCCTGCTTCAGCAACTTCCTAAG-3’ 

   continua 



52 
 

continuação    

ProtC-Tap3 

  

5’TCGCTAGCAGTAGTTGGAATATCATATTTCCCATCAATAAGACGAGG3’  

  - - 

5’TCGCTAGCAGTAGTTGGAATATCATATTTCCCATCAA

TAAGACGAGG3’ 

N-Term NdeI sense NdeI pETSUMO 5’- CATATGCCTGTCCTTTCCACTAAG-3’ 

N-Term BamHI anti-

sense BamHI pETSUMO 5’- GGATCTAACGAAAGCGTATCCGTCC-3’ 

Prp43 AS EagI EagI pC-PTP-NEO 5’- CGGCCGAGACGAATCATCATCATCATC-3’ 

Prp43 S ApaI ApaI pC-PTP-NEO 5’- GGGCCCGATCAGCGCGGATGCGCCATG-3’ 

Prp43 out - - 5’- ATGGCCGCGATGCTTTTG-3’ 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A amplificação das sequências de interesse foi feita por meio da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR), empregando polimerase termorresistente recombinante de alta precisão 

Phusion (Thermo scientific), nas condições descritas pelo fabricante
90

. O resultado foi 

analisado em gel de agarose 1% com 0,5µgml
-1

 de SyberSafe (Thermo scientific) em tampão 

TAE 1x (8mM Tris-acetato pH 8,0; 0,2mM EDTA). 

Os fragmentos amplificados foram purificados usando o PCR Purification kit (Cellco) 

seguindo as instruções do fabricante e clonados no vetor de clonagem pJET1.2 (Thermo 

scientific). O produto foi transformado em Escherichia coli DH10b competentes como será 

descrito na seção 3.4.2. 

As colônias positivas foram inoculadas em 5mL de meio LB e incubadas a 37ºC por 

aproximadamente 16 horas. O DNA plasmidial foi extraído com o kit Fast-n-Easy Plasmid 

Mini-Prep (Cellco) seguindo as recomendações do fabricante. Os insertos foram digeridos 

com as respectivas enzimas de restrição (tabela 2) e clonados nos vetores de expressão 

compatíveis (tabela 2) com T4 DNA ligase (Thermo scientific) seguindo as recomendações do 

fabricante.
91

 O produto das clonagens foi transformado em E. coli DH10b competente seção 

3.4.2.  

A construção contendo a sequência de DNA codificante para a proteína U5-102K de 

T. brucei no vetor de expressão pET28a foi gentilmente cedida pelo Dr. Marco Tulio A. da 

Silva.   

Após a confirmação da clonagem, as construções pET28a_102K, 

pETDUET_15K_102K e pET SUMO_102k, foram transformadas em cepas de expressão 

seção 3.4.2. 

  

3.3 Mutação sítio dirigida 

 

Nesse trabalho foram realizadas sete mutações sítio dirigidas no gene que codifica a 

proteína U5-15K, sendo seis substituições de aminoácidos específicos por alaninas e uma 
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deleção de 11 aminoácidos da alça flexível compreendida entre as treoninas 36 e 48, e uma 

mutação na sequência da Prp43 para permitir sua inserção no vetor pC-PTP-NEO. Os 

aminoácidos mutados e os pares de oligonucleotídeos usados estão representados na tabela 3. 

Cada mutação foi realizada de forma independente. 

 

Tabela 3 – Nome e sequência dos  oligonucleotídeos iniciadores usados para as mutações sítio dirigidas, região 

mutada das proteínas e nomes dados a elas nesse trabalho. 

 
Número Nome do 

óligonucleoti

deo 

Sítio da 

mutação 

Sequência Nome dado proteína 

mutante 

 

 

1 

15k C66A 

sense 

 

Cisteína 66 

5’-CAAAGGTACGGAAGTATGCCACAATTTATGTTGTG-

3’ 

 

U5-15K C66A 
15k C66A 

anti-sense 
5’-CACAACATAAATTGTGGCATACTTCCGTACCTTTG-3’ 

 

 

2  

15k alça 
sense 

Alça (ácido 
glutâmico 37 

até serina 47) 

5’- 
GTGAAGCGACGACACGCCAAATAGATGAAGTACTTGT

CGCACTCGCACCAAAG-3’ 

 
 

U5-15K sem alça 

15k alça 
annti-sense 

5’- 
CTATTTGGCGTGTCGTCGCTTCACCGTAATGACTGAAG

CGGATAAGTACAAG-3’ 

 

 

 

3 

15k pc sense  
Ponto de 

Clivagem 

(lisina 139 até 
tirosina 143) 

5’- 
GGGAGAAGTGGAGCTGCTGCTGCTGCTTCGGAAAAGA

AATTCACAACAGCTGCTGTACGC-3’ 

 
 

U5-15K pc 

15k pc anti-
sense 

5’- 
GAATTTCTTTTCCGAGCTGCTGCTGCTGCTTCCACTTCT

CCCCGCACGGTACGCTGCGTC-3’ 

 

 

4 

15k S120A 

sense 

 

Serina 120 

5’-CAATTTTGTTGTAGCGGAAGATGAACTGTTATC-3’  

U5-15K S120A 

15k S120A 
anti-sense 

5’-GATAACAGTTCATCTTCCGCTACAACAAAATTG-3’ 

5 15k S126A 

sense 

 

Serina 126 

5’-

GAAGATGAACTGTTAGCCATCGCTGACGCAGCGTAC-3’ 

 

U5-15K S126A 
15k S126A 

anti-sense 

5’-GTACGCTGCGTCAGCGATGGCTAACAGTTCATCTTC-

3’ 

6 15k S137A 
sense 

 
Serina 137 

5’-GTACCGTGCGGGGAGAGCTGGAAAGACGATAG-3’  
U5-15K S137A 

15k S137A 

anti-sense 

5’-CTATCGTCTTTCCAGCTCTCCCCGCACGGTAC-3’ 

7 15k S144A 

sense 

 

Serina 144 

5’-GAAAGACGATAGCATACGCGGAAAAGAAATTC-3’  

U5-15K S144A 

15k S144A 
anti-sense 

5’-GAATTTCTTTTCCGCGTATGCTATCGTCTTTC-3’ 

8 Prp43 A702A 

sense 

 

Alanina 702 

5’-CCGCAATAACGCGGCAGAGAGGGACCAAAATAAAG-

3’ 

 

---  

Prp43A702A 

antisense 

5’-CTTTATTTTGGTCCCTCTCTGCCGCGTTATTGCGG-3’ 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Os pares de oligonucleotídeos, representados pelos números 1, 4, 5, 6, 7 e 8 na tabela 

C, foram desenhados de forma que suas sequências se sobrepusessem perfeitamente (Figura 

23 b), já os pares 2 e 3 possuem uma região de aproximadamente 12 nucleotídeos onde há 

sobreposição apenas com a sequência da proteína alvo
77

 mas não entre os oligonucleotídeos 

(figura 23 a). 
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Figura 23 - Representação gráfica do pareamento de bases e posição dos oligonucleotideos (setas vermelhas) em 

relação DNA circular de interesse. 

Fonte: LIU 
77

 

 

Para as mutações 1, 4, 5, 6, 7 e 8, a PCR foi feita utilizando 45ng de DNA plasmidial 

(pETSUMO_U515K), extraído com o kit Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep (Cellco), 0,3 µl 

oligonucleotídeo sense (0,3 µg.µl
-1

), oligonucleotídeo anti-sense (0,3 µg.µl
-1

), 0,3 µl DNA 

polimerase Phusion e água tipo1 para completar 25 µL de reação. Também foi preparada uma 

reação controle contendo os mesmos reagentes exceto a DNA polimerase. A ciclagem foi 

usada como descrito na tabela 4. Os tempos de extensão das mutações na U5-15K e Prp43 

foram de 8 e 4 minutos respectivamente. 

 

Tabela 4 - Ciclagem da PCR usada para as mutações descritas. 

 

Passo Temperatura (ºC) Tempo 

Desnaturação inicial 98 30 segundos 

Desnaturação  

30 vezes 

98 10 segundos 

Anelamento 62 30 segundos 

Extenção 72 1 minuto por kbase* 

Extenção final 72 10 minutos 

*8 minutos para U5-15K em pET SUMO e 4 minutos para Prp43 em pJET1.2. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Após a PCR, 12,5µl da reação foram digeridos com a enzima de restrição DpnI, a 

37ºC por aproximadamente 16 horas e transformados em E. coli DH10b. Foram escolhidas 

cinco colônias para cada transformação, inoculadas em 5mL de meio LB incubado a 37ºC por 

aproximadamente 16 horas e o DNA plasmidial foi extraído com o kit Fast-n-Easy Plasmid 

Mini-Prep (Cellco), para posterior analise por sequenciamento. 

Para as mutações 2 e 3, foram usados 500ng de DNA plasmidial, 0,3µL de DNA 

polimerase Phusion, 4 µl de oligonucleotídeo (0,3 µg.µL
-1

). Além disso, foram feitas duas 
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reações (ciclagem da tabela 4), uma para cada oligonucleotídeo do par, bem como dois 

controles (reação sem DNA polimerase). Em seguida, 20µl do produto de cada PCR foram 

hibridizados como descrito na tabela 5 e digeridas com a enzima de restrição DpnI, a 37ºC por 

aproximadamente 16 horas. 

 

Tabela 5 – Variação da temperatura para hibridização das fitas de DNA resultantes das mutações 2 e 3 da tabela 

3. 

 

Temperatura (ºC) Tempo 

95 5 minutos 

90 1 minuto 

80 1 minuto 

70 30 segundos 

60 30 segundos 

50 30 segundos 

40 30 segundos 

37 ∞ 

 Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O produto foi transformado em E. coli DH10b e foram escolhidas cinco colônias, 

como citado anteriormente. O DNA plasmidial foi extraído com o kit Fast-n-Easy Plasmid 

Mini-Prep (Cellco) e procedeu-se com o sequenciamento. 

 

3.4 Manipulação das cepas de E. coli  

 

3.4.1 Preparo das células competentes 

 

Foram usadas as cepas DH10b, BL21(DE3), BL21(DE3) codon plus e Rosetta Gami 

B(DE3) de E. coli, sendo que as duas primeiras foram preparadas seguindo o protocolo para 

células ultracompetentes e duas últimas o de eletrocompetentes. 

Para preparar as células ultracompetentes, primeiramente foram preparados dois 

Erlenmeyers (125mL e 500mL) e tubos de ensaio com 5 e 10ml de meio TYM (20gL
-1

 

triptona; 5gL
-1

 extrato de levedura; 5,8gL
-1

 NaCl e 2,5 gL
-1

 MgSO4; pH 7,5). 

Os tubos de ensaio contendo 5ml de meio TYM foram inoculados com E. coli e 

incubados a 37º, sob agitação por aproximadamente 16h. 

No dia seguinte, a cultura foi diluída (1:100) em 10 ml de meio TYM e incubada a 37º, 

150rpm, até atingir uma densidade óptica à 600nm (OD600) entre 0,2 e 0,6, para então ser 

transferida para 40 ml de meio TYM (preparado no erlenmeyer de 125ml) e incubada a 37º, 

150rpm, até atingir OD600 entre 0,5 e 0,9. A cultura foi então transferida para 200ml de meio 
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TYM (preparado no erlenmeyer de 500ml) e incubada a 37ºC, 150rpm, até atingir uma 

OD600 de 0,6.   

As células foram resfriadas rapidamente em gelo e centrifugada a 4000 rpm por 

15minutos a 4ºC e ressuspendidas gentilmente em 100ml de tampão TBF1 (0,03M acetato de 

potássio, 0,05M MnCl2, 0,1M KCl, 0,01M CaCl2 e 15% m/v de glicerol) gelado e esterilizado 

por filtração. 

As células foram novamente centrifugadas, 4000 rpm, 4ºC, por 8 minutos e 

ressuspendidas gentilmente com 10ml de tampão TBF2 (0,01M MOPS pH7, 0,075M CaCl2, 

0,01M KCl e 15% m/v de glicerol) gelado e esterilizado por filtração. 

Dessas células, foram separadas alíquotas de 100µl em microtubos de 1,5ml, 

congeladas em nitrogênio líquido e estocadas a -80ºC. 

Para o preparo das células eletrocompetentes, uma única colônia de E. coli foi 

inoculada em 25ml de meio 2xYT (16gL
-1

 de triptona, 10gL
-1

 de extrato de levedura e 5gL
-1

 

de NaCl, pH7) e incubado por aproximadamente 16horas a 37ºC, sob agitação.  

Desse inóculo, 2,5ml foram transferidos para 250 ml de meio 2xYT e incubados a 

37ºC, 150rpm, até atingir a OD600 entre 0,2 e 0,25. 

As células foram então resfriadas em gelo, transferidas para oito garrafas de 40ml (32 

ml em cada garrafa), centrifugadas a 10000 rpm, 4ºC, por 10 minutos, ressuspendidas em 8ml 

de glicerol 10% estéril e previamente gelado e transferidas para dois tubos (32ml cada).  

Esses tubos foram novamente centrifugados (10000 rpm, 4ºC) por 15 minutos, as 

células foram ressuspendidas em 35ml de glicerol 10% estéril e gelado e centrifugados por 15 

minutos (10000 rpm, 4ºC). 

O sobrenadante foi descartado, as células ressuspendidas com 15ml de glicerol 10% 

estéril e gelado, transferidas para um único tubo e centrifugadas pela última vez por 20 

minutos (10000 rpm, 4ºC). 

O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1ml de glicerol 10%. 

Desses 1ml, 25µl foram diluídos em 10ml de glicerol 10% e a OD600 foi medida. Continuou-

se a adicional 25µl da suspenção de células até uma OD600 de 0,15.  

Essas células foram então aliquotadas em microtubos de 1,5 ml estéreis e congeladas 

em nitrogênio líquido. O armazenamento foi feito a -80ºC. 
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3.4.2 Transformação das bactérias competentes 

 

Para a transformação das cepas quimiocompetentes (DH10b e BL21(DE3)) foram 

usados 20µl da solução de ligação (seção 2.3.2), uma alíquota de 100µl de E. coli competente, 

previamente descongelada, e 80µl de tampão de transformação (100 mM de KCl; 30 mM de 

CaCl2; 50 mM de MgCl2 e 1% de PEG 6000 ou PEG 4000). A adição da reação de ligação e 

do tampão à E. coli foi feita no fluxo laminar para evitar contaminações. Manteve-se essa 

reação em gelo por 30 minutos, em seguida foi dado o choque térmico a 42ºC por dois 

minutos. Foram então adicionados 500µl de meio LB e foi feita a incubação por 

aproximadamente 1 hora a 37ºC, sob agitação.  

Por fim, as células foram decantadas por centrifugação (aproximadamente 10s a 

10000g), ressuspendidas com 100µl do próprio meio contido no microtubo e espalhadas em 

uma placa de Petri contendo 20ml de LB-ágar (10 gL
-1

 triptona; 5 gL
-1

 extrato de levedura; 10 

gL
-1

 NaCl; 1,5% ágar) contendo o antibiótico de seleção pertinente (tabela 6). As placas 

foram incubadas a 37ºC por aproximadamente 16 horas.  

 

Tabela 6 – Relação dos vetores usados nesse trabalho e em que cepas foram transformados e os antibióticos de 

seleção.  

 

Vetor Cepa de E.coli Antibiótico de seleção (concentração) 

pJET1.2  

 

DH10b 

Ampicilina (100 µgml
-1

) 

pET SUMO Canamicina (50 µgml
-1

) 

pET 28a  Canamicina (50 µgml
-1

) 

pETDuet-1 Ampicilina (100 µgml
-1

) 

pc-PTP-neo Ampicilina (100 µgml
-1

) 

pET 28ª  

Bl21(DE3) 

Canamicina (50 µgml
-1

) 

pETDuet-1 Ampicilina (100 µgml
-1

) 

pETSUMO Canamicina (50 µgml
-1

) 

pETDuet-1 BL21(DE3) codon plus Ampicilina (100 µgml
-1

) 

Clorannfenicol (34 µgml
-1

) 

 

pETDuet-1 

 

Rosetta Gami B(DE3) 

Ampicilina (100 µgml
-1

) 

Canamicina (50 µgml
-1

) 

Cloranfenicol (34 µgml
-1

) 

Tetraciclina (12,5 µgml
-1

) 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Após a incubação as colônias foram retiradas com auxílio de uma ponteira de 10µl e 

diluídas em 10µl de meio LB. Dessa solução, 3 µl foram retirados para a realização de uma 

PCR para a confirmação da clonagem. Essa PCR foi realizada com a enzima Taq DNA 

Polymerase recombinante (Thermo Scientific) seguindo as recomendações do fabricante
92

 e a 

visualização foi feita em gel de agarose 1% com 0,5µgml
-1

 de SyberSafe (Thermo scientific). 
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Para a transformação das bactérias eletrocompetentes (BL21(DE3) codon plus e 

Rosetta Gami B(DE3)) foram usados 100µl das células e 20µl de DNA plasmidial. 

A alíquota foi descongelada em gelo e a ela adicionou-se de 1 a 2µg de DNA. As 

células foram então transferidas para uma cubeta de eletroporação (Gene Pulser Cuvette Bio-

Rad). O DNA usado deve ter o mínimo de sal possível, para não estourar as células durante o 

pulso elétrico. A cubeta foi levada a um eletroporador (Gene Pulser® II, Bio-Rad) 

programado para 200Ω, 25µF e 1,7kV. Após o pulso, a constante de tempo deve estar entre 4 

e 4,7ms. 

   Imediatamente após o pulso, foi adicionado 1ml de meio LB na cubeta, para retirada 

das células e transferência para um microtubo de 1,5ml estéril e em seguida o microtubo foi 

levado ao agitador para incubação a 37ºC por aproximadamente uma hora. 

Por fim as células foram plaqueadas em LB sólido com os antibióticos de seleção 

(tabela 6) e incubadas a 37ºC por aproximadamente 16h. 

 

3.5 Manipulação da cepa 427 da forma procíclica de T. brucei 

 

3.5.1 Cultura 

 

Nesse trabalho foi usada a cepa 427 de T. brucei em sua forma procíclica (TbPCF 

427). Seu cultivo foi feito em meio SDM-79
78

, a 26ºC. A manutenção das culturas foi feita em 

garrafas contendo 10ml do meio com repiques de 1:10 uma vez por dia e 1:50 a cada 3 dias, 

dependendo dos experimentos conduzidos.  

 

3.5.2 Transfecção 

 

Para a transfecção foram usados 10 ml (1 x 10
6
-10

7
 parasitos por ml) da cultura de 

TbPCF 427. Essas células foram centrifugadas por 7 minutos a 3000xg, temperatura 

ambiente, o sobrenadante foi descartado e as células ressusspendidas em meio de 

eletroporação (Electroporation Media, EM em ingês) contendo 0,15 mM CaCl2; 120 mM 

KCl; 10 mM K2HPO4; 25 mM Hepes; 2 mM EDTA; 5 mM MgCl2; pH 7,6.  

As células foram novamente centrifugadas por 7 minutos a 3000xg, temperatura 

ambiente e ressuspendidas com 1,5 mL de EM.  À cubeta de eletroporação (Gene Pulser 

Cuvette Bio-Rad), foram adicionados 450µL das células ressuspendidas e 100µL de pc-PTP-

neo_102k e pc-PTP-neo_Prp43 digeridos com BbsI, ambos a uma concentração de 10µg.  
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As cubetas foram submetidas a pulsos de 1,5 kV, 25µF em um eletroporador Gene 

Pulser® II (Bio-Rad) e imediatamente transferidas para uma garrafa com 10 mL de meio 

SDM-79 contendo 20 µgml
-1

 do antibiótico de seleção G418.  

Desses 10ml, 2,5ml foram adicionados a um tubo de plástico contendo 2,5ml de uma 

cultura de TbPDF427 não transfectado e 7,5ml de meio SDM-79. Em seguida, 120µl foram 

distribuídos em 96 poços de uma placa de poliestireno estéril. A placa foi mantida em câmara 

úmida a 26ºC para a seleção dos clones, que foram posteriormente transferidos para garrafas 

de 10 mL com 40 µgml
-1

 G418.  

Para a confirmação da transfecção, 1ml das culturas foi centrifugado a 1000xg por 5 

minutos, as células foram ressuspendidas com tampão de amostra e aplicadas em SDS-PAGE 

10% para que o extrato proteico fosse analisado por Western Blot (seção 3.7). Além disso, 

extraiu-se o DNA genômico de 10 mL de cultura e foi feita uma PCR com os 

oligonucleotídeos iniciadores 102K 5’out e ProtC-Tap3 (tabela 1). 

 

3.6 Obtenção das proteínas recombinantes 

 

3.6.1 Expressão das proteínas em E. coli 

Para a expressão das proteínas recombinantes foram usadas as cepas BL21(DE3), 

BL21(DE3) codon plus e Rosetta Gami B(DE3). As construções que cada cepa recebeu e os 

antibióticos de seleção estão representados na tabela 7. Para todas as colônias, células foram 

inicialmente inoculadas em 5ml de meio LB contendo o antibiótico de seleção correspondente 

e incubados a 37ºC por aproximadamente 16 horas, sob agitação. 

 

Tabela 7 – Vetores transformados nas cepas de expressão e respectivos antibióticos de seleção. 

 

Cepa (E. coli) Construção Antibióticos (concentração) 

 

 

 

 

 

BL21(DE3) 

pET-SUMO_15K C66A Canamicina (50 µgml
-1

) 

pET-SUMO_15k S120A Canamicina (50 µgml
-1

) 

pET-SUMO_15k S126A Canamicina (50 µgml
-1

) 

pET-SUMO_15k S137A Canamicina (50 µgml
-1

) 

pET-SUMO_15k S144A Canamicina (50 µgml
-1

) 

pET-SUMO_15k truncada Canamicina (50 µgml
-1

) 

pET-SUMO_15k PC Canamicina (50 µgml
-1

) 

pET-SUMO_102K N-term Canamicina (50 µgml
-1

) 

pET 28a_102k Canamicina (50 µgml
-1

) 

pET duet_102K_15K Ampicilina (100 µgml
-1

) 

BL21(DE3) codon 

plus  

pET duet_102K_15K Ampicilina (100 µgml
-1

) 

Cloranfenicol (34 µgml
-1

) 

 

Rosetta Gami 

B(DE3) 

 

pET duet_102K_15K 

Ampicilina (100 µgml
-1

) 

Cloranfenicol (34 µgml
-1

) 

Canamicina (50 µgml
-1

) 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Os testes de expressão iniciais foram feitos com aproximadamente 3 colônias 

resultantes das transformações descritas na seção 3.4.2. Nesses testes, 100µl do inóculo inicial 

foi transferido para um tudo de ensaio contendo 10ml de meio LB e o antibiótico 

correspondente. As culturas foram incubadas à 37ºC, sob agitação de 150rpm, por 

aproximadamente 1 hora. Em seguida a temperatura foi reduzida para 20ºC e a expressão da 

proteína de interesse foi induzida com 0,5mM de IPTG quando as culturas atingiram uma 

DO600 de 0,6. Foram recolhidas alíquotas imediatamente antes da indução e depois de 2, 4, 6 e 

16 horas de indução. Essas alíquotas foram centrifugadas por 5 minutos à 10000xg em 

centrífugas de bancada e a células foram ressuspendidas em tampão de amostra (250mM Tris-

HCl, pH6,8; 10% SDS, 30% v/v Glicerol, 10mM DTT, 0,05% w/v Bromofenol Blue) e 

aplicadas em gel SDS-PAGE 15%. 

Para a expressão em maior escala, inicialmente foram feitos dois pré-inóculos de 5ml 

para cada litro de meio LB (autoclavado em erlenmeyer de 2,5L). Esses 10 mL da cultura de 

bactéria foram adicionados ao meio com o antibiótico de seleção correspondente e incubado a 

37ºC, 150rpm, por aproximadamente uma hora. 

Após esse período a temperatura foi reduzida para 20ºC e a expressão das proteínas foi 

induzida pela adição de 0,5 mM de IPTG quando as culturas atingiram a DO600 de 0,6. As 

culturas foram mantidas a 20ºC, 150 rpm por aproximadamente 16 horas. 

 

3.6.2 Lise celular 

 

As células foram centrifugadas por 45 minutos a 4000 rpm, 4ºC e ressuspendidas em 

50ml de tampão. Para as sete mutantes da U5-15K (nomes às quais serão referidas estão na 

tabela 2) o tampão utilizado é composto por 20mM Tris-HCl pH 7,5 ; 100mM NaCl. Para a 

proteína U5-102k expressa com pET 28a, foi usado um tampão composto por 20mM Tris-

HCl pH 7,5 ; 150mM NaCl e um comprimido de inibidor de protease (cOmplete EDTA-free, 

Roche). Para a porção N-terminal da U5-102K foi usado um tampão composto por 50mM 

Tris-HCl pH 7,5 ; 150mM NaCl.  

A lise foi feita por ultrassonicação com 10 ciclos de 30s de pulso ligado intercalados 

por 45s desligado. As células foram mantidas em gelo para que não houvesse um aquecimento 

excessivo e consequente desnaturação das proteínas. 

O lisado foi centrifugado por 45 minutos, a 4ºC, 13000rpm, para a separação das 

proteínas solúveis e insolúveis, sendo a fração solúvel foi submetida a uma cromatografia de 

afinidade para obtenção das proteínas de interesse (seção 3.6.3). 
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3.6.3 Cromatografia de afinidade 

 

Os vetores de expressão em E. coli usados nesse trabalho (pET28a, pETDUET-1 e 

pETSUMO) possuem uma sequência de 6 histidinas (HIS-tag) fusionada a porção N-terminal 

das proteínas de interesse, sendo que esta extensão possui afinidade com íons cobalto (Co
2+

) 

ou níquel (Ni
2+

).  

Para a separação das proteínas recombinantes foi usada uma coluna TALON™ Metal 

Affinity Resin, com íons Co
2+

 imobilizados na resina, acoplada ao sistema ÄKTA explorer10 

(GE). 

A purificação das proteínas expressas em pETSUMO  foi realizada em 3 etapas, a 

cromatografia de afinidade inicial, a clivagem com SUMO protease e retirada do imidazol e 

uma segunda cromatografia por afinidade. 

 

Tabela 8 – Relação das proteínas purificadas e composição do tampão A. 

 

Proteína Recombinante Vetor de expressão Tampão A 

U5-15K truncada  

 

 

 

pETSUMO 

 

 

 

20mM Tris-HCl pH 7,5  

100mM NaCl 

U5-15K pc 

U5-15K C66A 

U5-15K S120A 

U5-15K S126A 

U5-15K S137A 

U5-15K S144A 

U5-102K N-Term 50mM Tris-HCl pH 7,5  

150mM NaCl 

U5-102K pET 28ª 20mM Tris-HCl pH 7,5  

150mM NaCl 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Na primeira etapa (afinidade 1) a coluna foi equilibrada com aproximadamente 5 

volumes de tampão A, que varia para cada proteína, como demonstrado na tabela 8, em 

seguida foi aplicado o sobrenadante proveniente da lise de 1L de cultura de E. coli (seção 

3.6.2). A coluna foi novamente lavada com tampão A, aproximadamente 8 volumes, e 

aplicou-se um gradiente de concentração de imidazol (de 0 a 500mM), a eluição das proteínas 

recombinantes se deu a partir da presença de aproximadamente 150mM de imidazol no 

tampão A. 

A essa fração das proteínas, foram adicionados 1mg de SUMO protease para cada 

10mg de proteína recombinante para a remoção da HIS-tag e proteína de fusão SUMO. 

Durante essa etapa, a proteína foi mantida em gelo por aproximadamente duas horas. O 
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imidazol foi retirado usando uma coluna de dessalinização HiTrap Desalting (GE) acoplada 

ao ÄKTA explorer10 (GE).  

Na terceira e última etapa (afinidade 2) a solução proteica dessalinizada foi novamente 

aplicada em uma coluna TALON™ para a separação das proteína recombinante, agora sem 

HIS-tag, da proteína de fusão SUMO e da SUMO protease, ambas contendo a cauda de 6 

histidinas. 

A proteína U5-102K, expressa com pET28a, foi purificada em duas etapas, uma 

cromatografia de afinidade e uma diálise a 4ºC, por aproximadamente 16h para a retirada do 

imidazol. Essa cromatografia, segue o mesmo protocolo da afinidade 1 mencionada 

anteriormente. 

As proteínas foram concentradas por meio de ultra-filtração em membrana Milipore 

com corte de 10kDa, 2500xg a 4ºC. A concentração de proteína foi determinada utilizando 

espectrofotômetro NanodropTM 1000 (Thermo Scientific).       

 

 

3.7 Western Blot  

 

A técnica de western blot foi usada tanto para a confirmação da expressão (3.6.1) e 

purificação da proteína U5-102K (3.6.3) quanto para a confirmação da transfecção da forma 

procíclica da cepa de T. brucei 427 com pc-PTP-neo_102k e pc-PTP-neo_Prp43 (3.5.2).  

Para isso, foi feita a eletroforese em gel SDS-PAGE 10% das amostras de proteína e 

em seguida a transferência das bandas para uma membrana de nitrocelulose Hybond ECL 

(Amersham Bioscience) usando o sistema Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell 

(Bio-Rad) por 1 hora, 100V e 400 mA em tampão de transferência (2,5mM Tris base; 

19,2mM glicina). A membrana foi corada com Ponceau (0,2%) para confirmar a transferência 

e lavada com PBST (PBS; 0,1% Tween 20).  

Após a retirada do corante, a membrana foi bloqueada por uma hora a temperatura 

ambiente com PBST contendo 5% de leite em pó desnatado. Em seguida, a membrana foi 

lavada e incubada em PBST com 2,5% de leite e o anticorpo primário. Foram feitas três 

lavagens de 5 minutos com PBST e a membrana foi incubada com o anticorpo secundário em 

PBST com 2,5% de leite. A relação dos anticorpos usados, bem como seus títulos e os tempos 

de incubação estão representados na tabela 9.  
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Tabela 9 – Especificações dos anticorpos usados nos Western Blots desse trabalho. 

 

Vetores usados 

nas clonagens 

Anticorpo 

primário 

Título Tempo de 

incubação 

Anticorpo 

secundário 

Título Tempo de 

incubação 

 

pET28a 

Contra cauda de 

histidinas (anti-

HIS) 

 

1:15000 

 

2 horas 

Contra 

camundongo 

 

1:10000 

45 

minutos 

 

PETSUMO 

Contra cauda de 

histidinas (Anti-

HIS 

 

1:15000 

 

2 horas 

Contra 

camundongo 

 

1:10000 

45 

minutos 

pC-PTP-NEO Contra proteína A 1:5000 2 horas Contra coelho 1:5000 1 hora 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Foram feitas três lavagens com PBST e a membrana foi revelada com uma solução de 

luminol (10mM TrisHCl pH8,5; 90 mM ácido p-cumárico em DMSO; 250mM luminol em 

DMSO) e peroxido de hidrogênio usando o aparelho C-Digit (Li-COR) e analisadas com o 

software Image Studio Digts 3.1. 

 

3.8 Caracterização da atividade de autoclivagem da proteína U5-15K 

 

3.8.1 Teste de clivagem das proteínas que sofreram mutação 

 

Para o teste de clivagem, as proteínas U5-15KC66A, U5-15K truncada, U5-15K pc, 

U5-15K S120A, U5-15K S126A, U5-15K S137A e U5-15K S144A foram concentradas até 

aproximadamente 1 mgml
-1

.  As mutantes U5-15KC66A, U5-15K truncada, U5-15K S120A, 

U5-15K S137A e U5-15K S144A concentradas foram separadas em alíquotas de 500µl em 

microtubos de 1,5µl. Dessas alíquotas, quatro receberam inibidores de protease: Leupeptina 

(10µM), quimostatina (6µgml
-1

), EDTA (1mM) e PMSF (2mM ), e uma foi mantida apenas 

no tampão de purificação (tabela 7) como controle da atividade de autoclivagem.  

 Essas microtubos foram mantidos a temperatura ambiente e alíquotas foram retiradas 

de 12 em 12 horas, fervidas com tampão de amostra (188mM Tris HCl pH 6,8; 6% SDS; 30% 

glicerol; 15% β-mercaptoetanol; 0,01% azul de bromofenol), e aplicadas em gel SDS-PAGE 

20%, para a visualização das bandas, o gel foi corado com solução corante (0,2% Coomassie 

brilhant blue R-250;  50% metanol; 10% ácido acético) e descorado com solução de metanol 

(45%) e ácido acético (10%). 

Para as mutantes U5-15K S126A e U5-15K pc, foi realizado apenas o teste com a 

alíquota controle (sem adição de inibidores).  
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3.9 Ensaios de interação entre as proteínas U5-102K e U5-15K 

 

3.9.1 Espalhamento dinâmico de luz (DLS) 

 

Para esse experimento, utilizou-se o equipamento Zetasizer UV (Malvern). As 

amostras das proteínas U5-15K, U5-102K e uma mistura 1:1 das duas proteínas foram 

concentradas até 1 mgmL
-1

 em dois tampões diferentes (50mM Tris HCl, pH7,5; 150mM 

NaCl e 150mM KCl; 20mM Tris HCl; pH7,5; 3mM MgCl2; 0,1%Tween).  Foi usada uma 

cubeta de quartzo para a realização das medidas. A seleção das medidas representativas e o 

cálculo dos raios hidrodinâmicos e estado oligomérico das proteínas foi realizado pelo 

software ZETASIZER. 

 

3.9.2 Gel nativo 

 

Outra análise da formação do subcomplexo entre as proteínas U5-15K e U5-102K foi 

feita por eletroforese em gel nativo 20%. Para isso foram preparados tampões e géis de 

poliacrilamida não desnaturantes (tampão de corrida: 25mM Tris HCl, pH 8,3; 192mM 

glicina; tampão de amostra 2x concentrado: 62,5mM TrisHCl, pH6,8; 25% glicerol; 0,5% 

azul de bromofenol; gel nativo 20%: 20% acrilamida; 120mM Tris HCl, pH 8,8; 0,01% 

persulfato de amônio; 0,1% TEMED) . 

O marcador de massa molecular foi preparado com 2mgml
-1

 de Citocromo C 

(aproximadamente 12,4kDa) e 5mgml
-1

 de albumina bovina (aproximadamente 66kDa). 

Foram aplicadas amostras da U5-15K e U5-102K a 1mgml-1 e uma alíquota da mistura 1:1 

das duas proteínas. A eletroforese foi realizada a 5mA, 4ºC, por aproximadamente 12h.  Para 

a visualização das bandas, o gel foi corado com solução corante (0,2% Coomassie brilhant 

blue R-250; 50% metanol; 10% ácido acético) e descorado com solução de metanol (45%) e 

ácido acético (10%). 

 

 

3.10 Ensaios de cristalização 

 

3.10.1 Fluorimetria diferencial de varredura (DSF) 
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Para os experimentos iniciais de DSF, foram usadas concentrações de 1µM, 2 µM, 4 

µM e 6 µM de U5-15K e U5-15K sem alça em tampão fosfato de potássio (20mM pH 7,4). 

Também foram testadas três concentrações da sonda Sypro Orange (25x, 50x e 75x). As 

medidas foram feitas em duplicada em uma placa de 96 poços no aparelho CFX96™ Real 

Time System (Bio-Rad) e a análise das curvas foi feita com o software BioRad CFX manager. 

A partir das curvas foi calculada a temperatura de desnaturação média (Tm). 

 

3.10.2 Ensaios de cristalização 

 

Os ensaios de cristalização desse trabalho foram feitos com as mutantes U5-15K sem 

alça e U5-15K S126A, em placas de 96 poços, através do método de difusão de vapor.  

Para a U5-15K sem alça na concentração de 3 mgml
-1

 foram utilizados os kits 

comerciais Crystal Screen HT (Hampton Research), MORPHEUS HT, SG1 Screen™ e 

JCSG-plus HT (Molecular Dimensions) e para a U5-15K S126A na concentração de 4 mgml
-1

 

foram utilizados os kits comerciais MORPHEUS HT, SG1 Screen™, BCS Screen™ e JCSG-

plus HT (Molecular Dimensions) e Index HT (Hampton Research).  

Para ambas as proteínas recombinantes, empregou-se a técnica da gota apoiada (sitting 

drop) com auxilio do robô Honeybee 393 (Molecular Dynamics), no caso da U5-15K 

truncada, e pelo robô Crytal Gryphon (Art Robinson Instruments), no caso da U5-15k S126A. 

As placas foram mantidas em uma sala a 17ºC. 

 

3.11 Caracterização dos parceiros de interação das proteínas U5-102K e Prp43 

 

3.11.1 Preparo do extrato proteico (Y4) 

 

Para o preparo de extrato proteico, 4 litros de cultura de TbPCF 427 foram 

centrifugados por 10 minutos a 2700 x g, 2 ºC. O sobrenadante foi descartado e as células 

transferidas para um tubo de plástico de 50ml.  

As células foram novamente centrifugadas por 7 minutos a 2700 x g, 2ºC e o 

sobrenadante foi descartado.  O sedimento foi lavado com 40 mL de tampão Tryps Wash 

(100mM NaCl; 3mM MgCl2; 20mM Tris-HCl pH 7,5) gelado e centrifugadas por 7 minutos a 

2700 x g, 2ºC. Esse procedimento foi realizado mais uma vez, o sobrenadante descartado e as 

células ressuspendidas em tampão de transcrição gelado(150 mM sucrose; 20 mM ácido 
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glutâmico; 20 mM HEPES-KOH pH 7,7; 3 mM MgCl2) em uma razão de 1:1 do volume de 

células.  

As células foram mantidas no gelo por 20-30 minutos, adicionou-se 1µlml
-1

 de DTT 

(1M), leupeptina (10 mgml
-1

) e aprotinina (10 mgml
-1

) e procedeu-se para lise celular por 

pressão em French Press Cell Disrupter (Thermo Electron Corporation). Foram utilizados 6 

ciclos de de 1 minuto cada, com uma pressão de 2.000 psi. 

Alíquotas de 1ml do extrato foram divididas em microtubos de 1,5ml, congeladas em 

nitrogênio líquido e armazenadas a -80ºC. Cada fração foi chamada de Y4. Esse procedimento 

foi realizado tanto paras as culturas transfectadas com pc-PTP-neo_102K quanto pc-PTP-

neo_Prp43. 

 

3.11.2 Purificação em Tandem 

 

A purificação das proteínas de T. brucei usando a técnica de PTP-tag foi feita em dois 

dias.  

No primeiro dia, foram adicionados 100µl de tampão de extração (1,5M KCl; 19,5mM 

Tris HCl pH 7,7; 3mM MgCl2; 0,5mM DTT; 1% Tween 20) a dez microtubos de 1,5 mL 

preveamente gelados. Dez alíquotas de Y4 (seção 3.11.1) foram descongeladas e transferidas 

para esses microtubos, com cuidado para não lizar o núcleo, que foram mantidos em gelo por 

20 minutos, sendo agitados a cada 5 minutos.  

Em seguida, foram centrifugados por 15 minutos a 14000 rpm, 2 ºC e o sobrenadante 

foi transferido para novos microtubos previamente gelados e foram novamente centrifugados 

por 3 minutos à 21.000 x g, temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram reunidos em um 

tubo cônico de 15 mL livre de RNAse. 

Em outro microtubo, foi dissolvido um comprimido de inibidor de protease (cOmplete 

mini EDTA-free da Roche) em 1ml de PA-150 (150mM KCl; 20mM TrisHCl pH 7,7; 3mM 

MgCl2; 0,5mM DTT; 0,1% Tween 20) e 500µl foram adicionados ao sobrenadante, o restante 

foi reservado para uso nas etapas subsequentes.  

Um suporte foi preparado com aproximadamente 260µl de resina IgG Sepharose ™ 

(Amersham Biosciences) equilibrada com 50ml de tampão PA-150. Em seguida, o lisado com 

inibidor de protease foi aplicado à resina,  o suporte foi devidamente fechado  e mantido sob 

agitação branda a 4ºC por aproximadamente 2 horas.  
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Após este período, esperou-se que a resina decantasse, o eluato coletado em um novo 

tubo cônico de 15mL. Foram separados 5 µL  da amostra, adicionou-se 45 µl de tampão de 

amostra, e fervido para desnaturação da proteínas por 5 minutos.  

Adicionou-se 10 mL de tampão PA-150 gelado, o sistema foi novamente devidamente 

fechado e mantido sob agitação branda por 10 minutos a 4ºC. Após decantação da resina 

foram adicionados 15 ml de tampão PA-150. Após estas etapas de lavagem acrescentou-se 

2ml de tampão TEV (1,5 M KCl; 200mM Tris HCl pH 7,7; 15mM MgCl2; 5mM EDTA pH 

8; 10mM DTT; 1% Tween 20) e 300U de ProTEV (Promega). A coluna foi devidamente 

fechada e mantida sob agitação a 4ºC por aproximadamente 16 horas. 

No segundo dia, a coluna foi retirada da agitação e esperou-se que a resina decantasse. 

O sobrenadante foi coletado e 20 µl foram separados e fervidos com 30 µl de tampão de 

amostra. A esse sobrenadante foram adicionados 4ml de PC-150 (150mM KCl; 20mM Tris 

HCl pH 7,7; 3mM MgCl2; 1mM CaCl2; 0,5mM DTT; 0,1% Tween 20), 7,5 µl de CaCl2 1M e 

500 µl da solução de inibidor de protease previamente preparada.  

Enquanto isso, preparou-se uma coluna contendo aproximadamente 260 µl anti-

proteína C Affinity Matrix (Roche), que foi lavada com 50 ml de PC-150 e em seguida foram 

adicionados os 6mL de sobrenadante. O suporte foi devidamente fechado e mantido sob 

agitação por aproximadamente 2 horas a 4ºC.   

A coluna foi então retirada da agitação e esperou-se que a resina decantasse para então 

coletar o novo sobrenadante, 20 µl foram separados e fervidos com 30 µl de tampão de 

amostra. Em seguida, foram adicionados mais 10 mL de PC-150 à resina e o suporte fechado 

foi novamente mantido sob agitação por 10 minutos, a 4ºC.  

Ainda na sala à 4ºC, o suporte foi retirado da agitação, esperou-se que a resina 

decantasse e foram adicionados mais 20 mL de PC-150. Essa lavagem foi repetida mais duas 

vezes. 

O suporte da resina foi então cortado aproximadamente na marca de 1ml e foram 

adicionados 600 µl de tampão de eluição EGTA/EDTA (5mM Tris HCl pH 7,7; 10mM 

EGTA; 5mM EDTA pH 8; 0,01mgml-1 Leupeptina); a coluna foi devidamente fechada e 

agitada por 5 minutos a temperatura ambiente. O eluído foi coletado em um microtubo de 

2ml. Esse procedimento foi repetido duas vezes e o eluído foi armazenado a -80ºC.  

As proteínas do eluído foram concentradas por centrifugação à vácuo até um volume 

de aproximadamente 800 µl e foram adicionados 15 µl de StrataClean™ Resin (Agilent 

Technologies) e agitadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, essa suspenção 
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foi centrifugada por 5 minutos a 3000 x g e o sobrenadante foi separado. À resina foram 

adicionados 30 µL de tampão de amostra e fervida por 5 minutos. 

 

3.11.3 SDS-PAGE 

 

As alíquotas reservadas durante o processo da seção anterior foram aplicadas em SDS-

PAGE 12%, tomando-se o cuidado de não deixar a frente de corrida sair do gel. As placas e 

cuba de corrida foram tratadas com metanol para evitar a contaminação com queratina. O gel 

foi corado com Sypro Ruby20 de acordo com as recomendações do fabricante e as bandas 

correspondentes ao eluato foram cortadas e armazenadas e -20ºC para análise por 

espectrometria de massas. 

 

3.11.4 Espectrometria de massas 

 

A espectrometria de massas e o preparo das amostras analisadas foram realizados no 

Laboratório Especial de Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan em parceria com a Dra 

Júlia Chagas Pinheiro da Cunha. 

 Antes da aplicação das amostras, as bandas previamente cortadas (2.12.3) foram 

descoradas com uma solução contendo 50% de metanol e 5% de ácido acético por 3 horas a 

temperatura ambiente. Em seguida foram desidratadas com acetonitrila 100% por 5 minutos.  

Após esse tempo, adicionou-se 10mM de DTT e os fragmentos de gel foram 

incubados por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 30µl de 

solução de iodoacetamina (50mM iodoacetamina, 100mM bicarbonato de sódio) por 30 

minutos. 

Os fragmentos foram lavados com 100mM de bicarbonato de amônio por 10 minutos e 

novamente desidratados com acetonitrila 100% e hidratados com bicarbonato de amônio. O 

passo de desidratação repetido mais uma vez. A proteólise foi realizada com 50ngµl
-1

 de 

Tripsina (Sigma) em 50mM de bicarbonato de amônio, a 4ºC por aproximadamente 16h. 

No dia seguinte, foi adicionado ácido fórmico 5% até recobrir todo o gel e prosseguiu-

se com incubação por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado
 
e 

adicionou-se solução contendo 50% de acetonitrila e 5% de ácido fórmico por 10 minutos a 

temperatura ambiente. 

As amostras foram secas a vácuo e ressuspendidas com ácido fórmico 0,5% e 

dessalinizadas em uma resina do tipo zip-tip (Milipore). 
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A análise dos fragmentos de proteína vindos da purificação da 102k foi feita em ESI-

TRAP e dos fragmentos da purificação da PRP43 em LTQ-Orbitrap Velos (Thermo 

Scientific) a 1,9kV e 200ºC, em modo de aquisição dependente dos dados, com cobertura de 

200 a 20000m/z e resolução de 3000Da. Os dados foram analizados no Mascot 

(www.matrixscience.com/) e a sequência de proteínas obtidas foram identificadas por busca 

em banco de dados de sequência de T. brucei (TriTrypDB).
 

  

http://www.matrixscience.com/
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Estudo da atividade de autoclivagem 

 

4.1.1 Mutação sítio dirigida 

 

Estudos anteriores
79 

mostraram que a proteína U5-15K de T. brucei apresenta uma 

atividade de autoclivagem na sua porção C-terminal. Essa atividade também foi observada em 

sua homóloga humana
66

 e testes realizados com inibidores de protease mostraram que essa 

atividade é abolida, na proteína de T. brucei, por inibidores de serino e cisteíno proteases.
64,66

 

Partindo dessas informações, foram feitas 4 mutações buscando identificar o resíduo 

potencialmente envolvido na clivagem e inativa-lo. Essas proteínas mutantes foram 

denominadas U5-15K C66A, U5-15K S120A, U5-15K S126A, U5-15K S137A, U5-15K 

S144A, como demonstrado na figura 24. Também foi feita uma mutação para inativação dessa 

atividade alterando a sequência de aminoácidos em torno do possível resíduo de clivagem, 

essa proteína mutante foi denominada U5-15K pc.  

 

 
Figura 24- Modelo estrutural da U5-15K de T.brucei com as serinas mutadas marcadas em vermelho e a cisteína 

em verde, o possível ponto de clivagem em amarelo e C terminal em azul. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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O calculo do ponto de clivagem foi feito por meio de dois experimentos
64

 um para 

definir se ela ocorria no C-terminal ou N-terminal, ilustrado na figura 25, e um para apontar 

aproximadamente em que aminoácido.  

No primeiro experimento, foram coletadas alíquotas da U5-15K purificada, ainda 

fusionada à proteína SUMO, e foi feita a comparação dos tamanhos das bandas dessa 

construção com as da proteína clivada, o que mostrou que a clivagem ocorria no C-terminal.
64

 

No segundo experimento, foi feita a curva do deslocamento das proteínas em SDS-

PAGE 20% em função da massa e a partir dessa curva foi calculada a massa da proteína 

clivada, chegando em um ponto de clivagem aproximadamente em torno da isoleucina 141.
64

 

 

 

Figura 25 – (a) Representação das diferenças de tamanho da proteína clivada, dependendo da posição do ponto 

de clivagem, se próxima ao N ou C terminal. (b) SDS-PAGE 15% do teste de clivagem. Coluna 

1. Marcador de massa molecular, 2. Alíquota da proteína logo após a purificação, 3. Alíquota da 

proteína após 12h após a purificação, 4. 24h após a purificação, 5.36h após a purificação e 6. 48h 

após a purificação. As setas vermelhas indicam a U5-15K não clivada e a U5-15K clivada. A 

diferença de massa das duas bandas indica que a proteína é clivada no C-terminal. 

Fonte: Adaptadas de LIMA 
64

  

 

Para estudar a hipótese da U5-15K possuir potencial de autoclivagem, atividade 

similar a de uma cisteino protease, foi feita a substituição do resíduo Cys66, única cisteína 

presente na proteína, por uma alanina. Se essa hipótese se mostrasse verdadeira, seria pouco 

provável que a autoclivagem desempenhasse algum papel no splicing, uma vez que esse 

resíduo está distante de ponto de clivagem.  

Quanto à possibilidade de U5-15K se comportar como uma serino protease, das 9 

serinas presentes em sua sequência foram escolhidas as serinas 120, 126, 137 e 144, por 

estarem localizadas nas proximidades do ponto de clivagem (figura 24). 
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Para a construção da U5-15k pc, foram dois aminoácidos anteriores à isoleucina 141 e 

dois posteriores, como mostrado nas figuras 24 e 26. Desses 5 resíduos, um era uma alanina 

(Ala 142) e permaneceu sem alterações na proteína mutante. Essas mutações foram realizadas 

como descrito na seção 3.3 desse trabalho.  

 

 
Figura 26 – Localização da isoleucina 141 em amarelo, suposto ponto de clivagem calculado a partir do 

deslocamento das bandas presentes no marcador de massa molecular e da proteína clivada, em um 

gel SDS-PAGE 20%
64

, e dos demais resíduos substituídos por alaninas em vermelho. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

4.1.2 Obtenção das proteínas recombinantes 

 

Os DNAs mutantes foram clonados no vetor pETSUMO e transformados em E. coli 

BL21(DE3), como descrito na seção 3.4.2. Das placas resultantes de clonagem, foram 

escolhidas algumas colônias para a realização dos testes de expressão iniciais, feitos em 5mL 

de meio LB. Como se tratavam de mutações pontuais na sequencia da U5-15K a primeira 

condição de expressão testada foi igual a usada na expressão da proteína nativa descrita na 

seção 3.6.1. 

Para a confirmação da expressão, alíquotas da cultura foram retiradas antes da indução 

com IPTG e depois de aproximadamente 16h da indução, como descrito na seção 3.6.1. A 

análise das proteínas expressas foi feita em SDS-PAGE 15% (figura 27) corado com 

coomassie blue e a confirmação por western blot (seção 3.7) usando anticorpo contra a cauda 

de 6 histidinas (His-Tag).  

Na figura 26 é possível observar um aumento na espessura das bandas indicadas pela 

seta vermelha, pouco acima de 31 kDa, nas 3 culturas após 16 horas da indução com IPTG 
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(colunas 3, 5 e 7), essas bandas também foram marcadas no western blot, indicando a 

expressão das proteínas de interesse.  

 

 

Figura 27 – SDS-PAGE 15% do teste de expressão das mutantes U5-15K S120A, U5-15K S137A e U5-15K 

S144A. 1. Marcador de massa molecular, 2. U5-15K S120A antes da indução com IPTG, 3. U5-15K 

S120A depois de 16h da indução, 4. U5-15K S137A antes da indução, 5. U5-15K S137A 16h depois 

da indução, 6. U5-15K S144A antes da indução, 7. U5-15K S144A após a indução. A seta vermelha 

indica a posição das bandas de expressão das três mutantes. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

A purificação das proteínas mutantes foi feita por cromatografia de afinidade como 

descrito na seção 3.6.3 9, e os cromatogramas estão representados na figura 28. 

Os cromatogramas da figura 28 foram gerados no sistema ÄKTA a partir da medida da 

absorbância da solução que sai da coluna em função do tempo (curva preta) e a curva 

vermelha indica a porcentagem de tampão B (Tampão A com 300mM de imidazol) no tampão 

de eluição. Os primeiros picos a aparecerem, com 0% de tampão B, representam as proteínas 

de E. coli que não tem afinidade pelos íons de cobalto imobilizados na coluna. Após a 

passagem dessas proteínas, lava-se a coluna com tampão A até que não haja proteínas 

presentes no tampão que passa pelo sensor do equipamento.  

Ao aumentar a concentração de imidazol no tampão de eluição (concentração de 

tampão B), a proteína de interesse, que interagem com os íons cobalto através da cauda de 

histidina, é eluída. Esses picos estão indicados pelas setas vermelhas. 
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Figura 28 – Cromatograma das purificações das proteínas U5-15K pc, U5-15KS120A, U5-15K S137A, U5-

15KS144A, U5-15K C66A. A linha preta representa a absorbância a 280nm e a vermelha a 

porcentagem de tampão B no gradiente de imidazol (ponto mais baixo 0%, ponto mais alto 100%). 

Os picos indicados pelas setas vermelhas representam a eluição das proteínas de interesse. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

  

Com base nesses resultados, pode-se dizer que as proteínas mutantes foram eluídas a 

partir de aproximadamente 50% de tampão B no tampão de eluição, o que equivale aa tampão 

A contendo 150mM de imidazol. Após esse passo foi feita a diálise para a retirada do 

imidazol, clivagem da proteína de fusão com SUMO protease e nova afinidade para a 

separação das proteínas de interesse da SUMO e SUMO protease. 
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É normal que a proteína eluída após a primeira etapa de purificação seja acompanhada 

de proteínas expressas normalmente pela E. coli e que tem afinidade pelos íons de cobalto, a 

terceira etapa retêm essas proteínas juntamente com a SUMO e SUMO protease, reduzindo a 

presença de contaminantes na solução final, tornando uma etapa de purificação por exclusão 

de tamanho desnecessária.  

  

4.1.3 Teste de clivagem 

 

Como já mencionado, tanto a U5-15K de humanos quanto a de T. brucei possuem uma 

atividade de autoclivagem. No caso da U5-15K de T. brucei, o início dessa atividade é 

observado após 24 horas de sua purificação a partir de um extrato proteico de E. coli. Ambas 

proteínas tem essa atividade abolida por inibidores de protease como ácido 6-aminoexanóico 

e quimostatina. Diferente da proteína de humanos, a clivagem da U5-15K de T. brucei não foi 

inibida por EDTA.
64,66

 

Com isso em mente, e tendo as proteínas purificadas em mãos, foram iniciados os 

testes de clivagem como descrito na seção 3.8.1. Os resultados são mostrados a seguir (figura 

29). 

(a)  

(b)  (c)  

continua 
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continuação 

(d)  (e)  

(f)  (g)  
Figura 29 – SDS_PAGE 20% dos testes de clivagem (a) da U5-15K não mutada, (b) mutante U5-15K pc, (c) 

mutante U5-15K C66A, (d) mutante U5-15K S137A, (e) mutante U5-15K S144A, (f) mutante U5-

15K S120A, (g) mutante U5-15K S126A. Em todas as figuras, a coluna 1 mostra o marcador de 

massa molecular, a coluna 2 uma alíquota da proteína purificada, 3 uma alíquota 12h após a 

purificação, 4 24h após a purificação, 5 36h após a purificação, 6 48h após a purificação, 60h após a 

purificação e 7 72h após a purificação.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Nos testes feitos com a proteína mutante U5-15K C66A é possível observar que há o 

aparecimento de uma banda de massa inferior a partir de 24h (coluna 4 da figura 29 (c)), 

indicando que a mutação na cisteína 66 não afeta a atividade de autoclivagem. Esse resultado 

demonstrando que a autoclivagem não se assemelha à catálise exercida por uma cisteíno 

protease.  

Resultados similares foram descritos para a U5-15K S120A (surgimento de uma banda 

de massa inferior a da U5-15K na coluna 4 da figura 29 (f)), o que pode ser decorrente da 

posição dessa serina em relação ao ponto de clivagem, ou seja, ela se encontra mais distante e 

fora da área de contato com esse sítio, como pode ser observado na figura 30. 
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Figura 30 – Posicionamento da Ser120, ponto azul identificado com uma seta vermelha, em relação ao C-

terminal clivado, estrutura em vermelho. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

  

Quanto às mutações U5-15K S144A e U5-15K S137A, observou-se que a atividade de 

autoclivagem não foi inativada, além disso, comparando-se as bandas presentes no SDS-

PAGE dessas variantes com as da U5-15K nativa, pode-se notar o aparecimento de uma 

terceira banda. Esse fenômeno é evidente no tempo de 36h para a U5-15K S137A e para os 

tempos de 36h, 48h, 60h e 72h da U5-15K S144A (figura 29 (d) e (e)).  

Dada a posição calculada anteriormente para o ponto de clivagem, Ile 141, o 

aparecimento de novos pontos de clivagem na U5-15K S137A e U5-15K S144A sugere que a 

autoclivagem se dá em uma alanina, especificamente Ala 142, a alanina mais próxima da 

Ile141, de modo que a inserção de novas alaninas ao redor dela permite a clivagem em mais 

de um ponto. Outro fato que corrobora essa afirmação é o arraste de banda no SDS-PAGE 

20% da U5-15K pc. Nessa proteína mutante, 4 novas alaninas são adicionadas ao redor da Ala 

142, resultando em uma variedade de tamanhos de proteínas clivadas, muito próximos uns 

dos outros, o que no SDS-PAGE aparece como uma arraste (figura 29 (b)).  

Somado a isso observamos também o efeito que a quimostatina tem sobre a 

autoclivagem, na proteína selvagem, essa molécula age como um inibidor da atividade 

proteolítica, mas se observarmos os efeitos da sua adição às proteínas mutantes U5-15K 

S137A e U5-15K S144A (figura 31 (a)), notamos o aparecimento de apenas uma banda, ao 

invés de duas como aconteceu no teste anterior. 



79 
 

 

O que permite concluir que a clivagem no ponto original (Ala 142) continua a ser 

inibida pela adição da quimostatina, embora tal inibição não ocorra para os novos pontos de 

clivagem das mutantes. 

 

(a)  

(b)  
Figura 31 – SDS-PAGE 20% do teste de clivagem (a) das mutantes U5-15K S137A, U5-15K S144A e (b)da U5-

15K nativa
64

 na presença de 6 µgmL
-1

 de quimostatina. Onde a coluna 1 representa o marcador de 

massa molecular, a coluna 2 uma alíquota da proteína 12h após a purificação, a 3 24h após a 

purificação, a 4 36h após a purificação, a 5 48h após a purificação, a 6 60h após a purificação, a 7 

72h após a purificação. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Por fim, a mutação presente na U5-15K S126A aboliu a atividade de autoclivagem, 

pois, comparando as bandas no SDS-PAGE com as obtidas na autoclivagem da U5-15K 

selvagem, não há o aparecimento de bandas de menor massa molecular a partir de 24h, como 

é possível observas na figura 29. Isso sugere que a serina 126 seja essencial para a atividade 

de autoclivagem, semelhante à de uma serino protease da U5-15K. 

Considerando que estrutura tridimensional da proteína, usada para a escolha das serina 

candidatas à mutação, é um modelo obtido através das estruturas da U5-15K de humano, é 

possível que haja uma variação na posição do C-terminal da proteína de T. brucei, 

aproximando a serina 126 do sítio de autoclivagem, bem como das serinas 137 e 144, o que 

explicaria o aparecimento dos dois novos sítios de clivagem descritos anteriormente. 

A posição da serina 126 também permite que a autoclivagem aconteça enquanto a U5-

15K faz parte do tri-snRNP e do complexo B. Trabalhos anteriores mostram que a forma 

truncada no C-terminal da U5-15K de humano age como inibidor negativo dominante da 

proteína selvagem em levedura e que há um acúmulo de complexo B na célula
62

, somado a 
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isso o fato de que a U5-15K não está presente no complexo B catalítico, é possível que a 

autoclivagem possua um papel no splicing, mais especificamente na ativação do complexo B 

em B*.  

Para avaliar essa hipótese foram planejados experimentos para a inserção da U5-15K 

S126A em um dos alelos de T. brucei, usando o vetor pC-PTP-puro e a deleção do alelo 

selvagem usando a técnica de nocaute condicional. Essa técnica se baseia na inserção de um 

cassete de expressão, contendo a ORF da proteína de interesse e marcadores de seleção, 

flanqueado pelo loxP em um dos alelos selvagens e sua subsequente deleção dependente de 

Cre recombinase.
93

 

Os oligonucleotídeos foram desenhados e foi dado início às clonagens, estes 

experimentos se encontram em andamento.  

 

4.2 Estudo estrutural da U5-15K 

 

4.2.1 Mutação sítio dirigida 

 

Em trabalhos anteriores
64

, as tentativas de cristalizar a U5-15K de T. brucei a fim de 

determinar sua estrutura terciária foram infrutíferas. Entretanto, análises do modelo gerado no 

servidor SWISS-MODEL
80-84

 e alinhamento entre as sequências da U5-15K de T. brucei e de 

H. sapiens demonstraram a existência de uma alça flexível na proteína de T. brucei. 

Pelo posicionamento das moléculas de U5-15K de humanos na formação do cristal e 

alinhando sua estrutura terciária com o modelo da proteína de T. brucei, foi possível detectar 

que a alça, uma estrutura altamente flexível representada em vermelho na figura 32, se 

encontra em uma região de contato cristalino entre as moléculas, o que impede a formação 

dos cristais. 
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Figura 32 – Alinhamento da U5-15K de T. brucei (ciano) com a U5-15K de humano (vermelho) dentro de sua 

estrutura cristalina (verde). A alça flexível é evidenciada em preto. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Além disso, não é possível descartar que a atividade de autoclivagem, com o passar do 

tempo, diversifica a população de proteínas presentes na solução, fator adicional que dificulta 

a cristalização da proteína de interesse. 

Para contornar o problema da presença de uma região pouco estruturada e muito 

flexível, optou-se pela deleção de 11 aminoácidos compreendidos entre as Treoninas 36 e 48.  

Foi feita uma nova modelagem por homologia da U5-15K truncada, com intuito de 

avaliar se essa deleção poderia ter algum efeito negativo na estrutura terciária da proteína. 

Observando o alinhamento entre as duas estruturas (figura 33) é possível dizer que a deleção 

da alça poderia resultar no acréscimo de um aminoácido na hélice-α que aparece em primeiro 

plano, indicada pelo círculo preto na figura abaixo.  
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Figura 33 – Alinhamento entre os modelos de estrutura terciária das proteínas U5-15K (ciano) e U5-15K 

truncada (verde), com a alça flexível em vermelho. 

Fonte: Elaborada pela autora.  

 

A mutação sítio dirigida foi feita como descrito na seção 3.3 e o DNA mutante foi 

clonado em pETSUMO e transformada em E. coli BL21(DE3) como descrito na seção 3.4.2.  

 

4.2.2 Obtenção da Proteína recombinante 

 

Da mesma forma que já foi descrito para as outras mutantes na seção 4.1.2, foram 

feitos testes iniciais de expressão (resultado não mostrado). Após o teste inicial, a proteína foi 

expressa em 1L de meio LB, como descrito na seção 2.6.1 e purificada por cromatografia de 

afinidade, o pico de eluição da proteína de interesse está indicado pela seta vermelha (figura 

34). 

 

 
Figura 34 – Cromatograma da purificação da U5-15k truncada, com o pico de eluição indicado pela seta 

vermelha. A curva vermelha representa a porcentagem de tampão B no gradiente de imidazol e a 

curva preta a absorbância da amostra a 280nm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Com a proteína pura em mãos foram feitos alguns testes para a verificação do estado 

de enovelamento da proteína. 

 

4.2.3 Fluorimetria diferencial de varredura (DSF) 

 

A fluorimetria diferencial de varredura tem como princípio a diferenciação de uma 

proteína enovelada e uma desenovelada pela exposição das suas regiões hidrofóbicas a uma 

sonda fluorescente hidrofóbica. Durante o desenovelamento térmico da proteína, é possível 

medir os níveis de fluorescência do meio.
85

 

Para uma proteína globular, a curva típica de desenovelamento térmico está 

representada na figura 35, com um mínimo de fluorescência enquanto a proteína se encontra 

enovelada e um máximo de fluorescência quando os bolsões hidrofóbicos estão expostos à 

sonda. 

 

 
Figura 35 – Representação gráfica de uma curva de desenovelamento térmico de uma proteína globular. 

Fonte: Adaptada de NILSEN 
85

  

 

Para avaliar a formação de estrutura terciária da U5-15k truncada, foi realizado o DSF 

como descrito na seção 3.10.1. Também foi feita a comparação da curva resultante com a 

encontrada para a U5-15K selvagem. 
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(a) 

 

 
(b) 

Figura 36 – a) Curva de fluorescência por temperatura das proteínas U5-15K (preta) e U5-15K (vermelha) e b) 

curva da sua derivada em relação à temperatura para a obtenção da temperatura de 

desenovelamento (Tm). 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Foram testadas diferentes concentrações da sonda fluorescente (Sypro Orange) e 

proteína, em duplicata, e a figura 36 apresenta as curvas obtidas com melhor sinal, na menor 

concentração de sonda e 4µM de proteína.  

Na figura 36 (a), é possível observar um aumento de fluorescência por volta de 40ºC, 

quando o desenovelamento da proteína acontece, seguido de uma queda, em uma curva com 

um formato muito semelhante ao da proteína selvagem, o que permite inferir que a U5-15K 

truncada possui uma estrutura terciária globular bem definida. A partir das curvas da figura 36 
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(b) foram calculadas as temperaturas de desenovelamento (Tm) que resultou em 45±1ºC para 

a U5-15K nativa e 41±1ºC para a U5-15K sem alça, mostrando que, embora a proteína 

mutante tenha um enovelamento globular bem definido, a estabilidade térmica é menor sem a 

alça flexível. Apesar disso, a diferença de Tm é inferior a 7ºC o que, segundo a literatura
85

, 

não representa grandes mudanças na probabilidade da proteína formar cristais, no tampão em 

que o experimento foi realizado. 

   

 

4.2.4 Teste de clivagem 

 

Também foi avaliada a influência da alça flexível na atividade de autoclivagem. O 

teste seguiu o mesmo procedimento citado para as demais mutantes usadas nesse trabalho 

(seções 3.8.1 e 4.1.3). 

Na figura 37 (a), pode-se ver o aparecimento de uma banda de massa molecular 

reduzida por volta de 24h, e sua inibição dessa clivagem com a adição de quimostatina, um 

dos inibidores da atividade da proteína selvagem.  

Esse experimento demostra que a atividade de autoclivagem da proteína foi mantida, 

bem como sua inibição por quimostatina, sendo mais um argumento a favor da consideração 

de que a estrutura terciária da U5-15K sem alça é muito semelhante a da U5-15K nativa. 

  

  
(a)                                                                                (b) 

Figura 37 – Gel SDS-PAGE 20% do teste de clivagem da U5-15K sem a alça. A imagem da direita se refere ao 

teste controle e o da direita ao teste da U5-15K truncada na presença de 6 µgmL
-1

 de quimostatina. 

Em ambos géis a coluna 1 possui marcador de massa molecular, 2 alíquota da proteína após a 

purificação, 3 alíquota após 12h da purificação, 4 24h após a purificação, 5 36h após a purificação, 6 

48h após a purificação,7 60h após a purificação. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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4.2.5 Ensaio de cristalização 

 

A partir dos dados obtidos nas seções anteriores (proteína mutante enovelada e com 

atividade de autoclivagem), prosseguiu-se com os ensaios de cristalização. Foram testados os 

kits comerciais Crystal Screen HT (Hampton Research), MORPHEUS HT, SG1 Screen™ e 

JCSG-plus HT (Molecular Dimensions) como descrito na seção 3.10.2. A concentração de 

proteína usada foi de 3mg.mL
-1

, uma vez que concentrações acima dessa resultavam na 

agregação e precipitação da proteína. 

Apesar de se esperar que a deleção de uma região flexível fosse aumentar a 

probabilidade de formação de cristais, estes não foram observados, o que indica que a rede 

cristalina da U5-15K de T. brucei não segue exatamente a obtida nos cristais da U5-15K de 

humano. 

Outra alternativa para a obtenção de cristais seria a realização de ensaios de 

cristalização com uma mutante cuja atividade de autoclivagem estivesse inativada, uma vez 

que, como foi dito no início desta seção, a mudança da população de proteína (clivada e não 

clivada) na solução pode estar prejudicando a formação dos cristais. 

Partindo desse ponto, e tendo em mãos a U5-15K S126A, que como foi visto, não 

possui atividade de autoclivagem, foram realizados novos ensaios de cristalização com os kits 

comerciais Index HT (Hampton Research), MORPHEUS HT, SG1 Screen™, BCS Screen e 

JCSG-plus HT (Molecular Dimensions), como descrito na seção 3.10.2. Para esses ensaios foi 

usada uma concentração de aproximadamente 4mg.mL
-1

. 

Depois de algumas semanas alguns cristais apareceram em algumas condições dos kits 

comerciais MORPHEUS HT, JCSG-plus HT e BCS Screen (figura 38), sendo que a solução 

de cristalização está descrita na tabela abaixo.  

 

 

Figura 38 – Cristal da proteína U5-15K S126A na condição 1 da tabela 10, indicado pela seta vermelha. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Tabela 10 – Soluções de cristalização dos kits comerciais utilizados, que resultaram em cristais promissores. 

Número Kit comercial Solução de cristalização 

 

1 

 

MORPHEUS HT 

0,09M NPS (0,3M Nitrato de Sódio, 0,3M Fosfato de sódio dibasico, 

0,3M Sulfato de amônio)  

0,1M Tampão 3 (0,1M Tris (base)), pH8,5 

37,5% v/v mistura de precipitação 4 (25% v/v MPD; 25% PEG 1000; 

25% w/v PEG 3350) 

 

2 

 

JCSG-plus HT 

0,005M cloreto de cobalto (II) hexahidratado 

0,005M cloreto de cádmio pentahidratado 

0,005M cloreto de magnésio hexahidratado 

0,005M Cloreto de níquel hexahidrato 

0,1M HEPES pH7,5 

12% w/v PEG 3350 

 

3 

 

BCS Screen 

0,2M Acetato de amônio 

0,1M acetato de sódio, pH 4,6 

28% v/v PEG 

5% Etileno glicol 

 

4 

 

BCS Screen 

0,15M Nitrato de amônio 

0,1M MÊS pH 6,0 

20% PEG 

5% v/v Etileno glicol 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 Testes adicionais estão em andamento para a obtenção de cristais maiores e mais 

simétricos. 

 

4.3 Estudo do subcomplexo formado pelas proteínas U5-15K e U5-102K 

 

4.3.1 Purificação dos parceiros de interação 

 

A purificação por afinidade em tandem (tandem affinity purification, TAP) é usada no 

isolamento de complexos proteicos para posterior identificação das proteínas pertencentes a 

eles. Esse sistema foi inicialmente desenvolvido para S. cerevisiae e tem por princípio a fusão 

de uma cauda (cauda PTP) no N- ou C- terminal da proteína de interesse.
86

  

Em T. brucei a cauda PTP é formada por um conjunto de epítopos, sendo o primeiro 

deles derivado da proteína A de Staphylococcus aureus, com capacidade de interagir com 

Imunoglobulina G (IgG). O segundo epítopo e proveniente da Proteína C de humanos, que 

pode ser capturar por anticorpos direcionados para ele, sendo esta interação dependente da 

presença de íons Ca
2+

. Os epítopos estão separados por um sítio de clivagem reconhecido por 

TEV protease (Figura 39).
86

 A purificação da proteína de interesse e seus parceiros de 

interação é feita através de duas cromatografias de afinidade, como descrito na seção 3.11.2. 
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Figura 39 – Desenho esquemático da cauda PTP. 

Fonte: SCHIMANSKI 
86

 

 

Em estudos prévios,
79

 a cauda PTP foi fusionada ao C-terminal da proteína U5-15K de 

T. brucei, o que resultou na identificação da proteína U5-102K. No presente trabalho, a cauda 

PTP foi fusionada a proteína U5-102K usando o vetor pC-PTP-NEO, com o objetivo de 

observar se outras proteínas que participam da partícula U5 snRNP, da partícula U4.U6/U5 tri 

snRNP e complexo B poderiam ser purificadas.  

 

 

Figura 40 – Posição da Prp6 (em vermelho) de levedura no U4/U6.U5 tri snRNP, com o N-terminal cruzando o 

complexo e interagindo com as proteínas Prp8, Prp4, DibI e Prp31. 

Fonte: NGUYEN 
67
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Essa proteína foi escolhida por ser maior do que a U5-15K (120kDa em contraste com 

uma proteína de 17kDa) e por se supor que interage com um numero maior de proteínas e 

complexos, como foi visto nos complexos de humano e levedura.  

Na fugura 40, é possível observar como o N-terminal da Prp6 de levedura permeia a 

região a esquerda do tri snRNP U4/U6. U5, e o C-terminal interagem com a região a direita. 

Além disso, a U5-15K (DibI) deixa o spliceosomo durante a ativação do complexo B, o que 

não ocorre com a U5-102K (Prp6).
67-68

 

Para isso, os oligonucleotídeos foram desenhados para a amplificação de uma porção 

de 617 pares de bases do C-terminal da U5-102K. Também foi desenhado um 

oligonucleotídeo denominado 102k 5’out (tabela 2), que, como o próprio nome indica, está 

posicionada fora dessa região de 617pb. Esse oligonucleotídeo foi usado para se certificar de 

que a cauda PTP foi corretamente inserida no genoma do T. brucei após a transfecção (figura 

41). 

 

 
Figura 41 – a) Mapa do vetor pC-PTP-NEO contendo o C terminal da U5-102K em vermelho e b) inserção da 

cauda PTP no DNA genômico do T. brucei. 

Fonte: Adaptada de SCHIMANSKI 
86

      

 

Essa porção C-terminal da U5-102K foi clonada em pC-PTP-NEO e transformadas em 

E. coli DH10b, como descrito nas seções 3.3.2 e 3.5.2. O DNA plasmidial foi extraído e 

linearizado com a enzima de restrição BbsI. 

O vetor linearizado foi purificado e transfectado em TbPCF 427 como descrito na 

seção 3.6.2. A confirmação foi feita por meio de Western Blot (seção 3.7) com anticorpo 
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primário contra proteína A e uma PCR usando os oligonucleotídeos ProtC-Tap3 

(complementar a proteína C da cauda PTP) e 102K 5’out (tabela 2). Esses resultados podem 

ser vistos na figura 42(a), onde a seta vermelha indica a banda referente à expressão da U5-

102K fusionada com a cauda PTP, e na figura 42(c), onde a seta vermelha indica a banda de 

amplificação do C-terminal da U5-102K entre a posição onde o oligonucleotídio 102K 5’out 

foi desenhado e a proteína C da cauda PTP. 

 

 
Figura 42 – a) Confirmação por western blot da expressão da U5-102K com a causa PTP, onde 1 é o marcador 

de massa molecular, 2 controle positivo do western blot, 3 forma procíclica do T. brucei 427 não 

transfectada e 4 3 forma procíclica do T. brucei 427 expressanto a U5-102K  b) Western blot da 

seleção das colônias positivas, onde 1 é o marcador de massa molecular e 2 a 13 são as 12 colônias 

testadas. c)Eletroforese em gel de agarose da inserção da cauda PTP no gene da U5-102K, onde 1 

é o marcador, 2 3 forma procíclica do T. brucei 427 não transfectada e 3 3 forma procíclica do T. 

brucei 427 expressando a U5-102K. As bandas relativas à proteína U5-102K (a e b) e ao C-

terminal do gene da U5-102K (c) estão indicadas pelas setas vermelhas. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Confirmada a transfecção, foi feita a seleção dos clones como descrito na seção 3.7.2. 

Da placa de 96 poços, foram escolhidas 12 colônias positivas, inoculadas em 10ml de meio 

SDM-79. Essas células foram centrifugadas, suspendidas com tampão de amostra, fervidas 

por 5 minutos e aplicadas em SDS-PAGE 10%. Foi então feito o western blot, como descrito 

na seção 3.7.  

Na figura 42(b), a seta vermelha indica a banda referente a expressão da U5-102K nas 

12 colônias escolhidas, sendo que 11 dessa colônias eram positivas. Desses 11 clones, um 

deles foi escolhido para a expressão em 4L de SDM-79, como descrito na seção 3.5.1. 

Prosseguiu-se com a lise e purificação como descritos nas seções 3.11.1 e 3.11.2 e 

alíquotas de cada etapa de purificação foram aplicadas em SDS-PAGE. As bandas das 

proteínas presentes nessas alíquotas podem ser vistas na figura 43. As bandas referentes às 

proteínas eluídas da coluna com anti-Proteína C foram recortadas e prosseguiu-se como 

descrito na seção 3.11.4.  
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Figura 43 – SDS-PAGE 12% da purificação dos parceiros de interação da U5-102K, onde as coluna 1 e 2 

possuem uma alíquota das proteínas que não se ligaram à coluna, 3 uma alíquota das proteínas eluídas 

da coluna contendo IgG (primeira etapa da purificação), 4 alíquota das proteínas que não se ligaram a 

segunda coluna (anti proteína C), 5 alíquota das proteínas eluídas da coluna contendo anti-proteína C 

(segunta etapa de purificação) e 6 marcador de massa molecular. 

Figura: Elaborada pela autora. 

 

A identificação das proteínas copurificadas foi feita por espectromentria de massas no 

Instituto Butantã, em parceria com a Dra Júlia Cunha, e as identificações estão representadas 

na tabela abaixo. 

 

Tabela 11 – Proteínas identificadas por espectrometria de massas. 

 

Código TritrypDB Score Cobertura Peptídeos Resíduos Massa(kDa) 
Tb427_110175400 U5-102K 342 13% 12 1009 111,8 

Tb427.01.2330 Beta Tubulina 84 9% 3 442 50,3 

Tb427_110023800 TCP-1 subunidade beta 68 4% 2 529 58,4  

Tb427.10.2100 EF-1-alfa 41 1% 1 449 49,5 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Das proteínas identificadas, foram escolhidas apenas as que apresentavam score 

superior a 38. O score das proteínas identificadas é derivado da pontuação dos íons, essa 

pontuação por sua vez é -10log(P), onde P é a probabilidade de a correspondência observada 

seja um evento aleatório.  

As proteínas com maior score, e massa molecular equivalentes às das bandas no SDS-

PAGE 12% estão indicadas na figura a seguir. 
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Figura 44 – A coluna da esquerda se refere à identificação das proteínas purificadas pela técnica de PTP-tag na 

U5-102K e a coluna da direita se refere às proteínas identificadas na purificação pela técnica de 

PTP-tag no C-terminal da U5-15K
79

. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A espectrometria de massa não identificou nenhuma proteína diferente das 

identificadas com a cauda no C-terminal da U5-15K e não foram identificadas proteínas com 

massas moleculares abaixo de 31 kDa, sendo que na figura 44 é possível observar duas 

bandas tênues nessa região. Novas purificações seriam necessárias, partindo de volumes 

maiores de cultura, visando a correta identificação das bandas presentes no gel.  

Alternativamente, a inserção da cauda PTP no N-terminal da U5-102K pode levar a 

identificação de outras proteínas, pois se observarmos a posição do C-terminal da Prp6 no tri-

snRNP de levedura (figura 45) a proteína parece se dobrar seu redor do C-terminal, de forma 

que e cauda PTP adicionada nessa região pode ficar escondida pelo restante de estrutura, ou 

mesmo atrapalhar o enovelamento dessa região, impedindo que as proteínas com a cauda PTP 

participem dos complexos. Essas duas situações dificultariam a purificação do complexo. 
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Figura 45 – Estrutura do U4/U6.U5 tri snRNP de levedura com o C-terminal da Prp6 em evidência (círculo 

azul). 

Fonte: Adaptada NGUYEN 
67

  

 

 

4.3.2 Obtenção da proteína U5-102K recombinante 

 

Para estudar a interação entre U5-15K e U5-102K in vitro, foi necessário obter a U5-

102K recombinante. A abordagem inicial foi utilizar a construção pET28_102K cedida pelo 

Dr. Marco Tulio A. da Silva. Esse vetor foi transformado em E. coli BL21(DE3) e a proteína 

foi expressa como descrito nas seções 3.4.2 e 3.6.1. 

O SDS-PAGE do teste de expressão é mostrado na figura 46, nela é possível observar 

o aparecimento de banda equivalente a massa molecular superior a 97kDa, indicada pela seta 

vermelha. Essa banda aparece apenas após a indução com IPTG e é referente a expressão da 

U5-102K.  
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Figura 46 – SDS-PAGE 10% do teste de expressão da U5-102K, clonada em pET28a. A coluna 1 representa o 

marcador de massa molecular, a coluna 2 uma alíquota 1h após a indução com 0,5mM de IPTG, 3 

2h após a indução, 4 3h após a indução, 5 4h após a indução, 6 16h após a indução e 7 uma alíquota 

antes da indução. A banda de expressão da U5-102K está indicada com a seta vermelha. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Em seguida foi feita a purificação por cromatografia de afinidade, como descrito na 

seção 3.6.3. Foram separadas alíquotas das proteínas solúveis totais, das proteínas que 

passaram pela coluna sem ficarem retidas na resina e alíquotas do pico de eluição do gradiente 

de imidazol. Essas alíquotas foram aplicadas em SDS-PAGE 10% e o resultado é mostrado na 

figura 47. 

 

 
Figura 47 – a) Gel SDS- PAGE da purificação da U5-102K, onde 1 representa o marcador de massa molecular, 

2 as proteínas solúveis totais na amostra, 3 as proteínas que não interagiram com a resina, 4 as 

proteínas que foram eluídas com tempão sem imigdazol e os poços 5, 6, 7, 8 e 9 representam as 

frações de coleta do ÄKTA correspondentes ao pico de eluição no gradiente de concentração de 

imidazol. b) Western blot da purificação da U5-102K onde 1 representa a porção de proteínas que 

não interagiram com a coluna, 2 as proteínas eluídas em tampão sem imidazol  e os poços 3, 4, 5, 

6 e 7 são as frações de coleta do ÄKTA correspondentes ao pico de eluíção do gradiente de 

concentração de imidazol. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A quantidade de bandas de tamanhos distintos que pode ser vista no gel da 

purificação, principalmente nos poços de 5 a 9 (figura 47 (a)) indica que muitas proteínas 
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contaminantes têm a mesma afinidade pela coluna que a U5-102K. O western blot (com 

anticorpo conta a cauda de histidina), feito a partir das mesmas amostras do gel da figura 47 

(a), sugere uma degradação da proteína durante o processo de purificação, que pode ser visto 

pelo aparecimento de uma banda de aproximadamente 35kDa na figura 47 (b), demonstrando 

instabilidade da U5-102K em solução.  

Como estes dois membros spliceossomais foram co-purificados a partir de células de 

T. brucei, se levantou a hipótese que a co-expressão destas proteínas poderia estabilizar U5-

102K. Para tal foi empregando o vetor pET-Duet, cuja principal característica é a presença de 

dois cassetes de clonagem, como mostrado na figura 48. Essas clonagens foram feitas como 

descrito na seção 3.2.2.  

Para separar a U5-102k do vetor de propagação pJET1-2, foi necessária a digestão do 

vetor com a enzima de restrição Eam1105I, uma vez que, por terem aproximadamente o 

mesmo tamanho, não é possível separar a banda do gene da banda do vetor por eletroforese 

em gel de agarose 1%. 

 

 

 
 

Figura 48 – Mapa de vetor pETDuet-1 

Fonte: MANUAL pETDuet 
87

 

 

O vetor de expressão pETDuet-1é um vetor que permite a expressão de duas proteínas 

simultaneamente, sendo uma fusionada a cauda de histidina ao N-terminal e o outra com S-

Tag, peptídeo derivado da ribonuclease A (essa cauda não será usada nesse trabalho).
87

 Uma 
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vez que a co-purificação das proteínas seria realizada por cromatografia de afinidade por íons 

Co2+, decidiu-se por adicionar a cauda da histidia à proteína com menor taxa de expressão. 

Essa medida visa diminuir a quantidade de proteína purificada sem a parceira de interação.  

Baseado nos SDS-PAGE da expressão de U5-15K clonada em pET28a, obtida em 

trabalhos anteriores
79

, e da U5-102K (figura 46), e nos tamanhos das proteínas, 120kDa para a 

U5-102K e 17kDa para a U5-15k, decidiu-se pela clonagem da U5-102K fusionada a cauda 

de histidinas. 

Com as clonagens confirmadas por gel de agarose 1% e sequenciamento dos 

plasmídeos, a construção pETDUET_102K_15K foi transformada inicialmente em E. coli 

BL21(DE)3, como descrito na seção 3.5.2 e foram feitos testes de expressão com diversas 

colônias.   

Como se trata da co-expressão de duas proteínas de tamanhos muito distintos, foi 

necessário aplicar as amostras do teste de expressão em dois SDS-PAGE, um 10% para a 

observação da banda referente à U5-102K e um 15% para a observação da U5-15K (figura 

49). 

a)  

b)  
 

Figura 49 – SDS-PAGE do teste de co-expressão das proteínas U5-15K e U5-102K em pET DUET a) 10% para 

a visualização da U5-102K, onde as setas vermelhas apontam as bandas que podem corresponder 

à expressão da proteína. b) 15% para a visualização da U5-15K, onde a chave vermelha indica a 

região do gel onde a banda de expressão apareceria. Em ambos géis a coluna 1 contem marcador 

de massa molecular, 2 uma alíquota da colônia 1 antes da indução com IPTG, 2 2h após a indução 

e 3 16h após a indução, 5 alíquota da colônia 2 antes da indução, 6 2h após a indução e 7 16h após 

a indução, 8 alíquota da colônia 3 antes da indução com IPTG, 9 2h após a indução e 10 16h após 

a indução. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Na figura 49 (a), podemos ver o aparecimento de duas bandas acima de 97 kDa. Como 

o marcador da massa molecular usado não possui proteínas com massa superior a 97 kDa, não 

é possível afirmar qual das duas bandas realmente corresponderia à U5-102K. Já na figura 49 

(b), não observamos o aparecimento de nenhuma banda de super expressão. 

Foram feitos novos testes de expressão com outras cepas (seção 3.4.2) como E. coli 

Rosetta Gami B(DE3) e E. coli BL21(DE3) codon plus. Também foi feito o western blot 

dessas amostras, com anticorpo contra a cauda de histidina, para a identificação da U5-102K, 

mas não foram observadas bandas de expressão nesses experimentos. Dados os resultados 

negativos, foi definida uma nova estratégia, que será descrita na seção seguinte. 

 

4.3.3 Obtenção do N-terminal da proteína U5-102K 

 

A resolução do tri snRNP de levedura e do complexo B do spliceossomo de humanos 

permitiu visualizar os pontos de interação entre as proteínas homólogas à U-515K e U5-102K 

(figura 50).  

 

a) b)  

Figura 50 – a) Interação entre as proteínas U5-15K (vermelha) e a porção N-terminal da proteína U5-102K (azul) 

no tri snRNP de levedura. b) Interação entre as proteínas U5-15K (verde) e a porção N-terminal 

da proteína U5-102K (vermelha) no complexo B do spliceossomo humano. 

Fonte: Adaptada de NGUYEN 
68

; BERTRAM 
88

 

 

Como pode ser visto na figura 50 (a), a interação entre as duas proteínas no tri snRNP 

de levedura ocorre apena em uma pequena região do N-terminal da Prp6 formada por duas 

hélices alfa compreendidas entre os resíduos 4 e 26. Já no complexo B humano, parece haver 

uma aproximação da hélice alfa entre os resíduos 115 e 135, além da região dos resíduos de 6 

a 26 do N-terminal da U5-102K.
68,88
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Com essas informações em mãos, foi feito o alinhamento dessas sequências com a 

sequência da U5-102K de T. bucei (figura 51) e a predição de suas estruturas secundária 

usando o servidor PSIPRED.  

 

 
Figura 51 – Porção N-terminal do alinhamento das sequências das proteínas U5-102K de T. brucei, U5-102K de 

H. sapiens e Prp6 de S. cerevisiae feito no ClustalW. As regiões de hélice alfa estão grifadas em 

rosa. As regiões de interação com a U5-15K e Dim1 em H. sapiens e S. cerevisiae respectivamente, 

então marcadas em vermelho. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Do alinhamento, podemos observar resíduos conservados na região N-terminal 

marcados em vermelho, apresar de a predição de estrutura secundária não conservar as hélices 

alfa na proteína de T. brucei. Dessa forma, escolhemos a porção entre a prolina 6 e 

fenilalanina 140 para clonagem em pET SUMO e expressão em E. coli (figura 52), como 

citado nas seções 3.2.2 e 3.6.1. Essa região resultaria na expressão de uma proteína um pouco 

menor que a U5-15K, de aproximadamente 15kDa, mas não tão pequena que sua observação 

em SDS-PAGE se tornasse particularmente complicada.  

 

 
Figura 52 – Sequencia de aminoácidos da proteína U5-102K de T. brucei, a região em vermelho indica a 

sequencia do N-terminal referida nesse trabalho como U5-102K N-term. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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O resultado do teste de expressão pode ser visto na figura 53, é possível observar o 

surgimento de uma banda entre 31 e 21 kDa após a indução com IPTG, para as 4 colônias 

testadas. Essas bandas são referentes a expressão do N-terminal da U5-102K e estão 

apontadas pelas setas vermelhas. 

 

 

Figura 53- Gel SDS-PAGE 15 % do teste de expressão em E. coli BL21(DE3) do N-terminal da proteína U5-

102k clonado em pET SUMO, onde a coluna 1 contem marcador de massa molecular, 2 alíquota da 

colônia 1 antes da indução com IPTG, 3 alíquota da colônia 1 16h após a indução, 4 alíquota da 

colônia 2 antes da indução com IPTG, 5 alíquota da colônia 2 16h após a indução, 6 alíquota da 

colônia 3 antes da indução com IPTG, 7 alíquota da colônia 3 16h após a indução, 8 alíquota da 

colônia 4 antes da indução com IPTG, 9 alíquota da colônia 4 16h após a indução e a seta vermelha 

indica a banda de expressão da proteína. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Em seguida foi testada a solubilidade da proteína, como descrito na (seção 3.6.2). O 

resultado pode ser visto na figura 54 (a), onde o gel da esquerda possui o extrato das proteínas 

insolúveis (coluna 1) e solúveis (coluna 2), foi feito o western blot dessas amostras (gel da 

direita, sendo que uma banda é visível na fração solúvel (apontada pela seta vermelha).  
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a)   

 

 

Figura 54 – a) SDS-PAGE 15% do teste de solubilidade do N-terminal da U5-102K e western blot das mesmas 

amostras, onde 1 é a alíquota das proteínas insolúveis, 2 a alíquota das proteínas solúveis, 3 o 

marcador de massa molecular e 4 o controle positivo do western blot feito com anticorpo contra a 

cauda de histidinas, b) SDS-PAGE 15% das frações do ÄKTA correspondentes ao pico da 

purificação por afinidade do N-terminal da U5-102K, onde 1 é o marcador de massa molecular e 2 

a 6 são alíquotas das frações do pico de purificação. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Com a proteína solúvel, foi feita a purificação por cromatografia de afinidade, como 

descrito na seção 3.6.3. A figura 54 (b) mostra as frações equivalentes ao pico de eluição da 

proteína. A U5-102K N-term foi então concentrada por ultra-filtração em membrana Milipore 

sob rotação de 2500 x g a 4ºC até aproximadamente 1mgml
-1

 e usada nos testes de interação 

com a U5-15K. 

 

4.3.4 Ensaios de interação 

 

Para os ensaios de interação, as duas proteínas foram concentradas separadamente até 

aproximadamente 1mgml
-1

. Uma alíquota de cada foi retirada para o cálculo do raio 
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hidrodinâmico a partir da técnica de DLS (seção 3.9.2). Em seguida, alíquotas das duas 

proteínas foram transferidas para um mesmo microtubo na proporção de 1:1 para interação e o 

raio hidrodinâmico foi novamente calculado. A comparação das três curvas está representada 

na figura a baixo. 

 

 
Figura 55 – Distribuição do diâmetro em nanômetros da U5-15K, da U5-102K e da mistura de 1:1 das duas 

proteínas, como assinalado no topo de cada quadro. 

Fonte: Elaborada pela autora  

 

O raio hidrodinâmico (RH) calculado para a U5-15K foi de 19± 2 Å e massa molecular 

de 16±3kDa, 127±4 Å para o N-terminal da U5-102K e 33±4 Å para a mistura das duas 

proteínas e massa molecular de 50±20kDa. A massa e o RH calculados para a U5-15K são 

bem próximos dos valores teóricos e calculados anteriormente
64

, já o valores para o N-

terminal da U5-102K sugerem que a proteína esteja agregada.  
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Além disso, a técnica usada para o cálculo do RH aproxima as partículas a esferas, e se 

levarmos em consideração que o N-terminal da U5-102K humana e Prp6 de levedura é pouco 

estruturado e flexível, é de se esperar que o cálculo do RH para essa proteína seja menos 

preciso. 

Observando os valores calculados para a mistura da U5-15K e N-terminal da U5-

102K, pode-se notar que o RH dobrou, enquanto a massa molecular teórica do heterodímero 

formado pelas duas proteínas (aproximadamente 33 kDa) está dentro do intervalo da massa 

molecular calculada pela técnica de DLS.  

Em paralelo, foi feito um gel de poliacrilamida não desnaturante, para a separação dos 

diferentes complexos proteicos sendo formados. Foram aplicadas amostras da U5-15K, U5-

102K e da mistura, na proporção de 1:1, das duas proteínas. O resultado pode ser observado 

na figura abaixo. 

 

 

Figura 56 – Gel nativo com 20% de poliacrilamida do teste de interação entre U5-15K e o N-terminal da U5-

102K, sendo que a coluna 1 contem o marcador de massa molecular, 2 uma alíquota da U5-15K 

purificada,  3 uma alíquota do N-terminal da U5-102K purificado e 4 uma alíquota da mistura de 1:1 

das duas proteínas. 

Fonte: Elaborada pela autora.  

 

Na coluna onde foi aplicada a amostra da mistura das proteínas, podemos ver uma 

soma das bandas das outras colunas, o que indica que não houve interação entre as duas 

proteínas. Isso pode ter ocorrido porque a U5-102K se encontra em sua maioria agregada. Ou 

a interação não é forte o bastante para não ser quebrada durante a eletroforese.   

Além disso, é possível que a U5-102K N-term, assuma um enovelamento que não é 

compatível com a interação com a U5-15K, dessa forma seria necessário expressar as duas 

proteínas na mesma célula.  
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4.4 Identificação dos parceiros de interação da proteína Prp43 

 

Para a identificação dos parceiros de interação da proteína Prp43, 699 pares de base do 

seu C-terminal foram clonados no pC-PTP-NEO, como descrito nas seções 3.2.2 e 3.4.2. 

Dentro dessa região, existe um sítio de restrição para a enzima EagI, usada para a clonagem 

em pC-PTP-NEO. Por esse motivo foi necessário realizar uma mutação nesse sítio de forma a 

trocar a sequencia de bases do códon da Ala 702 (seção 3.3).  

Na figura 57 (a) é possível ver o aparecimento de uma banda abaixo de 500pb na 

digestão feita antes da mutação, indicada pela seta vermelha. Na figura 57 (b), essa banda não 

aparece, indicando que a construção (pJET_Prp43) possui apenas um sítio de restrição para a 

enzima EagI. 

 
Figura 57 - (a) Digestão do pJET_Prp43 com EagI antes da mutação, a seta vermelha indica a porção que 

codifica o C-terminal digerida . (b) Digestão do pJET_Prp43, proveniente de três colônias, com 

EagI após a mutação sítio dirigida. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Em seguida a sequência do C-terminal foi clonada em pC-PTP-NEO, o vetor foi 

linearizado com a enzima de restrição BspEI e transfectado em TbPCF427, como descrito na 

seção 3.5.2. A transfecção foi confirmada por western blot (seção 3.7), como é possível 

observar na figura 58 com o aparecimento de uma banda entre 140kDa e 100kDa, que não é 

vista na cultura de T brucei não transfectada. 
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Figura 58 – Western blot da confirmação da transfecção da cepa 427 da forma procíclica de T. brucei com pC-

PTP-NEO_Prp43, onde a coluna 1 contem o marcador de massa molecular, 2 uma alíquota de T. 

brucei PCF 427 transfectado, 3 a cepa selvagem de T. brucei PCF 427 e 4 o controle positivo para o 

western blot. A seta vermelha indica a altura da banda da Prp43 com a cauda PTP. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A seleção dos clones foi feita em uma placa de 96 poços e a expressão da Prp43 com a 

cauda PTP foi novamente analisada por western blot. Na figura é possível observar a banda de 

expressão da proteína nos 5 clones testados. 

 

 

Figura 59 – Western blot da seleção dos clones da cepa 427 da forma procíclica de T. brucei transfectado com 

pC-PTP-NEO_Prp43. A coluna 1 contem marcador de massa molecular, a 2 o controle positivo do 

Western blot, feito do extrato proteico da cultura de T. brucei antes da seleção na placa de 96 poços e 

as colunas de 3 a 7 são colônias selecionadas na placa de 96 poços.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Dos clones positivos, foi escolhido um e prosseguiu-se com a cultura de T. brucei em 

4L de meio SDM-79. As células foram lizadas por prensa French e foi feita a purificação dos 

complexos. As alíquotas retiradas durante esse processo foram aplicadas em SDS-PAGE 12% 

e o resultado de cada etapa pode ser analisado na figura a seguir. 
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Figura 60 – SDS-PAGE 12% da purificação dos parceiros de interação da proteína Prp43, onde 1 são as proteína 

purificadas da coluna com anti-proteína C, 2 as proteínas que não interagiram com com a matriz 

contendo anti-proteína C, 3 as proteínas purificadas da coluna contendo IgG, 4 as proteínas que não 

interagiram com a matriz contendo IgG e 5 o marcador de massa molecular. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

As bandas da última etapa de purificação (coluna 1 da figura 60) foram recortadas e 

armazenadas a -20ºC. O cultivo de T. brucei em 4L de SDM-79 e subsequente purificação das 

proteínas foi realizado mais uma vez, como já descrito. Nessa etapa é importante tomar o 

cuidado de colocar as bandas de mesma massa molecular juntas. 

As amostras foram tripsinizadas e dessalinizadas como descrito na seção 3.11.4 e foi 

feita a identificação das proteínas por espectrometria de massas, no Instituto Butantã, em 

parceria com a Dra. Júlia Cunha.  

As proteínas identificadas com score acima de 50, excluindo-se as comumente 

encontradas como contaminantes desse tipo de experimento, como chaperonas, elementos de 

transposição, proteínas ribossomais, fatores de elongação, etc
88

, estão listadas na tabela 12 e 

figura 61. Também foram excluídas da análise proteínas relacionadas com estresse celular por 

escassez de alimento. 
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Figura 61 – Identificação por espectrometria de massas das proteínas co-purificadas com a Prp43. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 
Tabela 12 -  Proteínas identificadas por espectrometria de massas. 

 

Código TritrypDB Score Cobertura Peptídeo

s 

Resíduos Massa 

(kDa) 

Tb427.05.1150 Prp43 733 23% 64 735 85,8 

Tb427.07.5640 
Proteína 

Hipotética 

536 30% 9 271 29,5 

Tb427.01.2330 Beta tubulina 451 19% 11 442 52,3 

Tb427.01.2340 Alfa tubulina 298 19% 9 451 53,1 

Tb427.10.5920 Proteína 

Hipotética 

83 2% 2 791 89,9 

Tb427.03.1140 Proteína 

Hipotética 

64 4% 1 390 44,0 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Das proteínas listadas, foram identificadas duas proteínas hipotéticas associadas ao 

splicing, a Tb427.07.5640 e a Tb427.03.1140. A proteína Tb427.03.1140 possui um domínio 

SURP, sugerido como domínio de ligação com RNA, que está presente em algumas proteínas 

relacionadas ao U2 snRNA. A busca por proteínas homólogas com auxílio do BlastP mostrou 

que pode se tratar de um fator de splicing (FS3a). A interação da Prp43 com proteínas do U2 

snRNP já havia sido mostrada em humano.
71

 

Essa proteína aparece no banco de dados TriTrypDB como sendo uma proteína 

putativa da família SURP, e foi identificada como sendo o fator de splicing SF3a120 em 

estudos que usaram a proteína SF3a60 fusionada com a cauda PTP.
97
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A análise bioinformática da sequência Tb427.07.5640 no servidor ProtParam resultou 

em uma proteína que possui uma massa molecular de 29168 Da e ponto isoelétrico calculado 

de 6,98. Sua composição de aminoácidos se encontra na tabela 13. 

 

Tabela 13 –  Composição de aminoácidos na sequência da U5 -15K em porcentagem.  

 

Resíduo Porcentagem 

(%) 

Resíduo Porcentagem 

(%) 

Resíduo Porcentagem 

(%) 

Ala (A) 8,1 Gly (G) 11,1 Pro (P) 3,7 

Arg (R) 7,4 His (H) 1,8 Sec (U) 0,0 

Asn (N) 3,0 Ile (I) 2,6 Ser (S) 10,3 

Asp (D) 9,2 Leu (L) 4,4 Thr (T) 5,9 

Cys (C) 0,7 Lys (K) 9,2 Trp (W) 1,1 

Gln (Q) 2,6 Met (M) 1,5 Tyr (Y) 1,5 

Glu (E) 7,4 Phe (F) 1,5 Val (V) 7,0 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A análise da sua sequencia no servidor SMART indicou a presença do domínio 

conservado G-Patch entre os resíduos 12 e 58, com e-value de 1,77e
-09

. Esse domínio rico em 

Glicinas é encontrado em proteínas que se ligam em RNA. 

 

 

Figura 62 – Localização de domínio G-Patch pelo servidor SMART. 

Fonte: Elaborada pela autora  

 

Como já foi mencionado, a helicase Prp43 de levedura interage com o complexo NTR, 

mais especificamente uma proteína denominada NtrI, durante os ciclos de splicing. Proteína 

essa que possui o domínio G-patch
72

. Alinhando a sequência de T. brucei com a de levedura, 

com auxílio do ClustalW (figura 63) podemos ver que existe conservação na região do 

domínio G-patch.  

Essa análise também mostra que a Ntr1 de T. brucei é uma proteína menor que a de 

levedura, sendo que não foram identificadas sequências em T. brucei homólogas entre a  

região não alinhada. 
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Figura 63 – Alinhamento entre as sequências da suposta proteína Ntr1 de T. brucei e da Ntr1 de levedura. 

Fonte: Elaborada pela autora  

 

Já o alinhamento entre as possíveis Ntr1 dos trypanosomatídeos mostra que a proteína 

presente e conservada entre esses organismos, sendo que todas elas não menores em relação à 

proteína de levedura (figura 64).  

Essa identificação sugere que os trypanosomatídeos, assim como a levedura, possuem 

um complexo NTR, e não apenas a Prp43, como ocorre em humano. Apesar disso, apenas 

com a nova identificação não é possível afirmar se a Ntr1 de T. brucei tem papel relevante na 

liberação do Y-intron. 
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Figura 64 – Alinhamento entre as sequências das supostas proteínas Ntr1 de T. brucei, T. cruzi e L. major. 

Fonte: Elaborada pela autora  

 

 Mais experimentos são necessários para mostrar que não se trata de um artefato das 

técnicas utilizadas, e que de fato essa proteína tem papel no trans-splicing como o RNA de 

interferência (RNAi). 
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5   Conclusões 

 

Nesse trabalho foram apresentados os resultados da participação da cisteína 66 e das 

quatro serinas mais próximas ao C-terminal da U5-15K na atividade de autoclivagem, da 

caracterização estrutural da U5-15K sem alça, da caracterização dos parceiros de interação da 

U5-102K, da obtenção do subcomplexo formado pelas proteínas U5-15K e U5-102K e da 

caracterização dos parceiros de interação da helicase Prp43. 

O testes de clivagem das proteínas resultantes da mutação individual da cisteína 66, 

das serinas 120, 126, 137 e 144 e de 5 aminoácidos próximos ao ponto de clivagem calculado 

anteriormente mostram que a serina 126  está diretamente ligada à atividade de autoclivagem, 

pode ser o resíduo catalítico, uma vez que a sua substituição por uma alanina inibe a 

atividade.  

As mutantes U5-15K pc,  U5-15K S137A e U5-15K S144A também ajudaram a 

definir o ponto de clivagem da U5-15K. No teste de clivagem dessas mutantes, há o 

surgimento de mais de uma banda de clivagem, mostrando que a adição de alaninas no C-

terminal insere novos pontos de clivagem. Isso sugere que a autoclivagem ocorre em uma 

alanina do C-terminal, mais especificamente a alanina142.  

O resíduo catalítico da autoclivagem ser a serina 126, ao invés da cisteína 66, como 

tinha sido proposto em trabalhos anteriores64, o que permite que a autoclivagem ocorra 

dentro do complexo B, contribuem para a ideia da autoclivagem estar ligada à sinalização 

para a saída da U5-15K e ativação do complexo B.   

A modelagem por homologia da U5-15K permitiu a visualização de uma alça flexível 

que poderia dificultar a cristalização da proteína. Baseado nisso foi traçada a estratégia de 

deleção de 11 aminoácidos da alça flexível para novos ensaios de cristalização. Os 

experimentos de DSF e clivagem da proteína mutante U5-15K truncados mostram que mesmo 

com essa deleção a estrutura globular e a atividade de autoclivagem são mantidas. Apesar da 

proteína mutante possuir uma estrutura termicamente tão estável quanto a da proteína nativa, 

não foram observados cristais nos ensaios de cristalização. Já os ensaios usando a U5-15K 

S126A resultaram em pequenos cristais. O que indica que a autoclivagem é mais relevante 

para a cristalização que a presença da alça flexível e que os pontos de contato pra formação do 

cristal da proteína de T. brucei são diferentes dos da proteína de humano. 

Os experimentos de purificação dos parceiros de interação da proteína U5-102K não 

resultaram em proteínas que já não tivessem sido caracterizadas pela mesma técnica usando a 
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U5-15K como sonda. Isso pode ter ocorrido porque a cauda-PTP no C-terminal da U5-102K 

atrapalha seu enovelamento e entrada na partícula U5/U4.U6 tri-snRNP e complexo B, ou 

pela quantidade de amostra usada para a identificação por espectrometria de massas ter sido 

insuficiente, mais experimentos são necessários. 

Baseado na interação entre Dib1 e Prp6 em levedura, e U5-15k e U5-102k em 

humano, foram desenhados oligonucleotídeos para a expressão de uma porção do N-terminal 

da U5-102K de aproximadamente 15kDa. As tentativas de interação dessa proteína com a U5-

15K resultaram na formação de partículas de 50±20 Å, calculados por DLS, que equivalem ao 

tamanho de um dímero formado por essas duas proteínas. 

 A caracterização dos parteiros de interação da helicase Prp43 mostram que essa 

proteína interage com supostas proteínas de splicing sendo elas um fator de splicing da 

partícula U2 (FS3a120) que contem o domínio SURP, proteína essa que já havia sido 

identificada a partir da marcação da proteína SF3a60
97

, e uma nova proteína que contem o 

domínio G-patch, homóloga à Ntr1 de levedura. Essa proteína está presente e conservada em 

outros tripanossomatídeos, sendo menor que a Ntr1 de levedura e homóloga apenas ao seu N-

terminal. 
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6 Perspectivas futuras 

 

Dadas as conclusões expostas no item anterior, algumas perspectivas de experimento 

se abrem, as principais estão listadas abaixo: 

 Inibição da autoclivagem em T. brucei para avaliar se ela possui uma função 

no processo splicing. 

 Expansão das condições de cristalização usando a U5-15K S126A para 

obtenção de cristais maiores. 

 Nova purificação dos parceiros de interação, usando a cauda PTP no N-

terminal da U5-102K. 

 Análise do efeito do knokdown da NtrI na reação de trans-splicing. 
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