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RESUMO 
 

O mecanismo de RNA de interferência (RNAi) é um 
sistema pós-transcricional de silenciamento gênico com ampla 
distribuição nos organismos eucariotos. Os pequenos RNA 
(siRNA e miRNA) são considerados moléculas chaves nesse 
mecanismo, os quais são gerados pela proteína Dicer. A 
presença desse sistema parece não seguir um padrão de 
distribuição filogenético e a sua evolução ainda não foi 
compreendida. Entre os protozoários, o mecanismo de RNAi está 
muito bem caracterizado em Trypanosoma brucei, entretanto é 
ausente em Trypanosoma cruzi e em muitas espécies de 
Leishmania. O Trypanosoma rangeli não possui vários 
componentes da maquinaria de RNAi, tornando-a não funcional. 
Entretanto, o gene que codifica para a Dicer- Like2 (DCL2) foi 
encontrado completo em seu genoma, enquanto os demais 
genes codificantes para as outras proteínas da maquinaria estão 
truncados (pseudogenes). No presente estudo realizamos a 
caracterização do gene DCL2 de T. rangeli (TrDCL2), o qual 
apresentou-se como cópia única no genoma do parasito, 
possuindo uma janela aberta de leitura com 2.667 pb que 
codifica para uma proteína de 889 aminoácidos (±100 kDa). 
Foram reveladas diferenças nas sequências aminoacídicas da 
TrDCL2 entre as cepas KP1(+) e KP1(-) de T. rangeli e devido 
uma mudança na fase de leitura não é possível identificar os 
domínios RNAse III nas cepas KP1(-). O gene TrDCL2 é 
transcrito nas cepas KP1(+), sendo que os níveis de mRNA não 
apresentam alterações significativas durante o processo de 
diferenciação celular in vitro do parasito. Visando a avaliação da 
atividade enzimática e análise da presença e níveis proteicos, 
realizamos a expressão heteróloga de dois fragmentos e da 
proteína TrDCL2 inteira. Um dos fragmentos foi utilizado para a 
produção de um antissoro policlonal anti-TrDCL2. Este antissoro 
reconheceu uma proteína do tamanho esperado (±100 kDa) nos 
extratos proteicos totais das formas epimastigotas e 
tripomastigotas de T. rangeli. Os ensaios de imunofluorescência 
indireta, utilizando o mesmo antissoro, revelaram uma 
distribuição difusa da proteína pelo citoplasma de ambas as 
formas do parasito. A TrDCL2 é expressa em algumas cepas do 
T. rangeli, entretanto a determinação do seu papel biológico 
neste parasito ainda permanece a ser elucidada. 
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ABSTRACT 
 

The interference RNA mechanism (RNAi) is a system of 
post-transcriptional gene silencing with wide distribution in the 
eukaryotes. Small RNA (siRNA e miRNA) are considered key 
molecules in this mechanism, which are generated by Dicer 
protein. The presence of this system seems not follow a pattern 
of phylogenetic distribution and its evolution is still not 
understood. Between trypanosomatids, the RNAi mechanism is 
well described in Trypanosoma brucei, but is absent in 
Trypanosoma cruzi and some Leishmania species. Trypanosoma 
rangeli does not have many components of RNAi machinery, 
making it not functional. However, the Dicer-Like2 (DCL2) coding 
gene was fully encountered in its genome, while the other genes 
of this machinery are truncated (pseudogenes). In the present 
study, we have realized the characterization of DLC2 gene of T. 
rangeli (TrDCL2),  which presented a single copy in the parasite 
genome, having an open reading frame with 2.667 bp that 
encodes a protein with 889 amino acids (±100 kDa). Differences 
in aminoacidic sequences were revealed between strains KP1(+) 
and KP1(-) of T. rangeli and due to a change in the reading phase 
it was not possible to identify RNAse III domains in the KP1(-) 
strains. TrDCL2 gene is transcripted in the KP1(+), the mRNA 
levels do not show significant alterations during the process of 
cellular differentiation in vitro. Aiming the evaluation of the 
enzymatic activity and the analysis of the presence of the protein 
and its levels, we realized the heterologous expression of two 
fragments and the whole protein TrDCL2. One of the fragments 
was used to produce a polyclonal antiserum anti-TrDCL2. This 
antiserum recognized a protein with the expected size (±100 kDa) 
in the total protein extracts of the epimastigotes and 
trypomastigotes of T. rangeli.  Imunofluorescence assays, using 
the same antiserum, revealed a diffuse distribution of the protein 
in the cytoplasm in both forms of the parasite. The TrDCL2 is 
expressed in some strains of T. rangeli, but the determination of 
its biological role in this parasite still needs to be elucidated. 
 
Keywords: DICER-LIKE2, RNA interference, Trypanosoma 
rangeli 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 O Trypanosoma rangeli 

1.1.1 Descrição e ocorrência 

O Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli (TEJERA, 1920) 
é um protozoário hemoflagelado, pertencente à Ordem 
Kinetoplastida. Este parasito possui ciclo de vida heteroxênico, 
sendo capaz de infectar insetos triatomíneos, mamíferos 
silvestres e domésticos, incluindo seres humanos (GRISARD et 
al., 1999).  

A sua distribuição geográfica é sobreposta a do 
Trypanosoma cruzi (Figura 1), agente etiológico da doença de 
Chagas, e abrange as Américas Central e do Sul. Ao 
compartilhar hospedeiros invertebrados e mamíferos existem 
evidências de infecções únicas e mistas nestes hospedeiros 
(AFCHAIN et al., 1979; GRISARD et al., 1999). Diferentemente 
do T. cruzi, o T. rangeli não é considerado patogênico ao 
hospedeiro mamífero, entretanto, sua infecção incorre em uma 
série de efeitos patogênicos para seus insetos vetores, em 
especial do gênero Rhodnius nos quais determina dificuldades 
nos processos de hematofagia e ecdise, que podem levar o 
inseto à morte (ANEZ; EAST, 1984).  

A coexistência do T. rangeli e do T. cruzi pode, em 
especial, acarretar em problemas epidemiológicos uma vez que 
estes parasitos compartilham cerca de 60% da sua constituição 
antigênica solúvel, o que incorre em uma reatividade sorológica 
cruzada que pode levar a diagnósticos falso-positivos para a 
doença de Chagas (AFCHAIN et al., 1979). As consequências 
deste fato seriam o tratamento desnecessário de pacientes, além 
de acarretar um elevado custo socioeconômico e determinar 
estimativas epidemiológicas errôneas. 
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Figura 1. Distribuição geográfica da doença de Chagas e registros 
de ocorrência do Trypanosoma rangeli. Mapa das Américas Central e 
do Sul, mostrando a sobreposição geográfica da doença de Chagas 
humana (sombreado) e dos registros de ocorrência comprovada do T. 
rangeli em humanos, triatomíneos ou animais silvestres (pontos) 
(GRISARD; STEINDEL, 2005). 

1.1.2 Aspectos moleculares do Trypanosoma rangeli 

A principal característica dos parasitos da Ordem 
Kinetoplastida é a presença de uma mitocôndria única que 
contém uma região rica em DNA, denominada cinetoplasto 
(kDNA). O cinetoplasto contém moléculas de DNA dupla-fita 
circulares denominadas de maxicírculos e de minicírculos, os 
quais se encontram concatenados e representam cerca de 20-25 
% do DNA total da célula (STUART, 1983).  

O T. rangeli apresenta uma particularidade na 
organização dos seus minicírculos de kDNA, sendo os mesmos 
divididos em três classes: KP1, KP2 e KP3 que diferem quanto 
ao tamanho (1,6 - 1,8 kb) e à sua sequência. Os minicírculos 
KP1 apresentam apenas um bloco de sequências conservadas 
(BSC), enquanto os KP2 contêm dois BSC e os KP3 com quatro 
BSC (VALLEJO et al., 2002) (Figura 2).  

 

 
Figura 2: Representação das regiões conservadas nos minicírculos de 
Trypanosoma rangeli caracterizando KP1, KP2 e KP3. Fonte: Adaptado 
de Vallejo et al. (2002). 
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Estudos com diferentes cepas de T. rangeli revelaram um 

polimorfismo genético constituído pela presença ou ausência do 
minicírculo tipo KP1. Com base nesta característica foram 
definidos dois principais grupos genéticos para as cepas de T. 
rangeli. As cepas denominadas KP1(+) são representadas por 
aquelas que contêm os três tipos de minicírculos (KP1, KP2 e 
KP3), e as cepas KP1(-) contém exclusivamente os minicírculos 
tipos KP2 e KP3 (VALLEJO et al., 2002). 

Estudos de Urrea e colaboradores (2005) demonstraram 
que estes dois grupos genéticos são diretamente correlacionados 
com as espécies do inseto vetor pelo qual são preferencialmente 
transmitidos. Os parasitos isolados de Rhodnius prolixus eram do 
grupo KP1(+) e isolados de R. colombiensis e Panstrongylus 
megistus eram do grupo KP1(-) sugerindo a ocorrência de um 
processo de co-evolução do T. rangeli com as espécies de 
vetores nos locais de transmissão das cepas do parasito.  

Outros estudos ainda sugerem que possa ter ocorrido 
uma separação geográfica, pois cepas dos parasitos isoladas de 
Honduras, da Venezuela, do sudeste do Brasil e da Colômbia 
são classificadas como KP1(+), enquanto que outras cepas 
isoladas da Colômbia, do sul do Brasil e do Panamá foram 
classificadas como sendo do grupo KP1(-) (VALLEJO et al., 
2003). 

1.1.3 Ciclo de vida 

O T. rangeli apresenta duas formas biológicas bem 
definidas durante o seu ciclo de vida, a forma epimastigota 
proliferativa com 45 a 56 μm de comprimento, e a tripomastigota 
sanguínea apresentando tamanho variando entre 26 a 34 µm, 
com uma membrana ondulante bem desenvolvida, além de 
apresentar um cinetoplasto pontual e subterminal (GUHL; 
VALLEJO, 2003).  

O ciclo biológico do T. rangeli inicia quando o inseto vetor 
ingere as formas tripomastigotas sanguíneas presentes na 
circulação do hospedeiro mamífero durante o repasto alimentar. 
No trato digestivo do inseto, os parasitos diferenciam-se em 
formas epimastigotas que se dividem e, após aderir ao epitélio do 
intestino médio, atravessam esta barreira e alcançam a 
hemocele. Uma vez na hemolinfa, as formas epimastigotas 
multiplicam-se livremente e migram para a glândula salivar do 
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inseto onde penetram e realizam o processo de 
metaciclogênese, o qual consiste na diferenciação para a forma 
infectante do parasito, a forma tripomastigota metacíclica (Figura 
3) (GRISARD; STEINDEL, 2005). 

Ainda que formas tripomastigotas do parasito tenham 
sido observadas no sangue de humanos e animais domésticos e 
silvestres, os dados acerca do ciclo de vida no hospedeiro 
mamífero são escassos, permanecendo controversa a 
capacidade de multiplicação intracelular do T. rangeli (EGER-
MANGRICH et al., 2001; MOLYNEUX, 1973; OSORIO et al., 
1995; STEINDEL, 1993; TANOURA et al., 1999; URDANETA-
MORALES; TEJERO, 1985). 

 

 

Figura 3: Representação esquemática do ciclo biológico do 
Trypanosoma rangeli no hospedeiro invertebrado. A infecção do 
triatomíneo ocorre pela ingestão de formas tripomastigotas sanguíneas 
durante o repasto (A), sendo as formas tripomastigotas e epimastigotas 
predominantes no intestino médio (B). Formas epimastigotas curtas se 
dividem no intestino médio e podem invadir a hemocele (C), onde se 
dividem de forma livre como epimastigotas longos. Alguns parasitos 
podem invadir hemócitos (D), sendo desconhecida a capacidade de 
multiplicação no interior desta célula. As formas epimastigotas longas 
aderem e penetram na glândula salivar (E) diferenciando-se em seu 
interior em tripomastigotas metacíclicos (F) infectantes que são 
inoculados com a saliva durante o repasto sanguíneo. Fonte: (STOCO 
et al., 2014). 
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Dentre as características próprias do T. rangeli que 

permitem sua diferenciação em relação ao T. cruzi destaca-se o 
seu desenvolvimento no inseto vetor, em especial, a capacidade 
de invasão da hemocele e o desenvolvimento das formas 
infectantes dentro das glândulas salivares, possibilitando a 
transmissão do parasito pela picada, ao invés da transmissão 
contaminativa (pelas fezes) como ocorre para o T. cruzi 
(MACHADO et al., 2001).  

Devido aos seus ciclos biológicos heteroxênicos e 
complexos, os tripanosomatídeos passam por diversas 
alterações metabólicas e morfológicas as quais estão 
relacionadas à ativação ou repressão de importantes vias 
metabólicas, sendo estas coordenadas por um padrão de 
expressão gênico distinto.  

 

1.2 Regulação da expressão gênica de tripanosomatídeos 

A transcrição gênica nos tripanosomatídeos difere da 
maioria dos eucariotos, sendo seus genes transcritos em 
unidades policistrônicas, ou seja, os genes são organizados em 
conjuntos e ficam distribuídos nos cromossomos em longos 
grupos policistrônicos ou PTU (Polycistronic Transcript Units) 
(TEIXEIRA, 1998). Essas unidades policistrônicas se 
assemelham aos operons presentes nos procariotos, entretanto, 
não codificam proteínas com funções relacionadas entre si, como 
ocorre nestes organismos (MARTÍNEZ-CALVILLO et al., 2010).                                                                                                                                   

O processamento dos transcritos é feito por trans-splicing 
e poliadenilação para originar os RNA mensageiros (mRNA) 
maduros. O trans-splicing é o processo de adição de uma 
sequência extremamente conservada de 39 nucleotídeos 
denominada sequência líder (spliced leader, SL) ou mini-exon na 
extremidade 5’ de cada transcrito. Há evidências de que a SL 
confere estabilidade ao mRNA, impedindo a sua degradação e 
auxilia na interação do mRNA maduro com os ribossomos 
(CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003).  

A poliadenilação, que também ocorre nos eucariotos 
superiores, consiste de um acréscimo na sua extremidade 3’ do 
mRNA de uma sequência composta por cerca de 30 resíduos de 
adenina (cauda poli-A) (ARAÚJO; TEIXEIRA, 2011; LANDFEAR, 
2003). O fato de que genes presentes na mesma unidade 
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policistrônica apresentam diferentes níveis de mRNA 
processados, evidencia que a regulação da expressão gênica 
ocorre em nível pós-transcricional, como por exemplo, na 
estabilização e processamento do mRNA (CLAYTON, 2002) e na 
regulação da tradução (SMIRCICH et al., 2015). Deste modo, é 
possível observar em tripanosomatídeos que a expressão de 
alguns genes pode manter-se constante ou aumentar, mesmo 
com a redução na quantidade dos seus transcritos (ABUIN et al., 
1999; RECINOS; KIRCHHOFF; DONELSON, 2001). 

Um dos mecanismos de controle pós-transcricional é o 
silenciamento de mRNA mediado por RNA de interferência 
(RNAi), mecanismo este presente em grande parte dos 
eucariotos. Este mecanismo está envolvido em vários aspectos 
da regulação da expressão gênica, notadamente na regulação 
dos níveis de mRNA (CERUTTI; CASAS-MOLLANO, 2006), 
sendo de extrema importância tanto para a resposta aos 
estímulos externos quanto para a manutenção da homeostase do 
organismo. 
 

1.3 Mecanismo de RNA de interferência (RNAi)  
RNAi é uma mecanismo de silenciamento gênico mediado 

por um RNA dupla fita (dsRNA) que desencadeia a degradação de 
um transcrito (BOSHER; LABOUESSE, 2000; FIRE, 1999; SHARP, 
1999). As proteínas desta maquinaria realizam o reconhecimento e 
a degradação específica dos mRNA de acordo com sua sequência 
nucleotídica. Dessa maneira, desempenha tanto a função de 
proteção contra um material genético exógeno formado por RNA 
dupla fita (vírus e transgenes), quanto de regulação da expressão 
de genes endógenos, incluindo transposons (HANNON, 2002; 
ULLU; TSCHUDI; CHAKRABORTY, 2004). 

As primeiras observações do silenciamento gênico pós-
transcricional mediado por RNAi foram relatados em plantas do 
gênero Petúnia (NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990). 
Entretanto, somente em 1998 o mecanismo de ação do RNAi foi 
elucidado em estudos com o nematódeo Caenorhabditis elegans 
(FIRE et al., 1998).  

 Sabe-se hoje que o mecanismo de RNAi é composto 
minimamente por um conjunto de proteínas: a Dicer, uma RNAse do 
tipo III; e pelo complexo RISC (RNA-Induced  Silencing  Complex), 
um conjunto de nucleases cujo componente catalítico é a enzima 
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Argonauta, sendo que esta enzima é responsável pelo 
reconhecimento e clivagem do mRNA (HANNON, 2002).  

 O processo de degradação via o mecanismo de RNAi pode 
ser dividido em duas fases: i) a fase de iniciação e ii) a fase efetora. 
Na fase de iniciação, uma longa molécula de RNA dupla fita 
(dsRNA) é clivada pela enzima Dicer em curtos RNA de 20 a 30 nt, 
denominados siRNA. Na fase efetora, os siRNA produzidos são 
ligados ao complexo RISC que os transforma em RNA simples fita 
(ssRNA). Esse ssRNA servirá então de sequência guia que se ligará 
aos mRNA de sequência complementar determinando sua clivagem 
ou a supressão da tradução (RAND et al., 2005).  

A descoberta desse mecanismo proporcionou uma poderosa 
técnica experimental, sendo extremamente versátil na era pós-
genômica, pois permite a realização de experimentos de 
silenciamento pontual de genes ou estudos em larga escala de 
genômica funcional, permitindo mapear, por exemplo, a inter-
relação dos diferentes componentes de vias regulatórias 
intracelulares (HANNON; ROSSI, 2004). 

1.4 RNAi em tripanosomatídeos 
Trypanosoma brucei foi o primeiro protozoário para o qual 

se descreveu o mecanismo de RNAi funcional (NGO et al., 
1998). Com a possibilidade de silenciamento gênico via RNAi, 
este organismo rapidamente tornou-se um modelo de escolha 
para estudos visando avaliar o efeito da redução da expressão 
proteica e para estudos da funcionalidade de genes em 
tripanosomatídeos (ULLU; TSCHUDI; CHAKRABORTY, 2004).  

Entretanto, a presença do mecanismo RNAi funcional não 
segue um padrão de distribuição filogenética entre os 
tripanosomatídeos (LYE et al., 2010). Evidências sugerem que a 
ausência desta maquinaria ocorreu, por vezes, de forma 
independente no decorrer da linhagem eucariótica e ao menos 
duas vezes na linhagem dos tripanosomatídeos. Um destes 
eventos de perda do mecanismo de RNAi ocorreu no ramo que 
leva ao Trypanosoma cruzi e o outro após a divergência do 
subgênero Viannia, dentre as espécies de Leishmania (Figura 4). 
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Figura 4. Árvore filogenética dos tripanosomatídeos representando 
a retenção ou a perda da função da maquinaria de RNAi. Símbolos + 
ou - indicam a pressuposta presença e/ou a perda de maquinaria de 
RNAi durante a evolução e em vermelho são as espécies sem a 
maquinaria de RNAi (LYE et al., 2010).  

 
O mecanismo de RNAi em tripanosomatídeos foi melhor 

caracterizado em T. brucei. Este parasito possui cinco proteínas 
que participam da via de RNAi: a Argonauta ou AGO1 (TbAGO1), 
a Dicer-like1 (TbDCL1), a Dicer-like 2 (TbDCL2) e dois fatores de 
interferência denominados TbRIF4 e TbRIF5 (ULLU; TSCHUDI; 
CHAKRABORTY, 2004). 

A isoforma TbDCL1 localiza-se no citoplasma e é 
responsável por processar dsRNA exógenos, enquanto que a 
TbDCL2 possui uma localização nuclear e processa os dsRNA 
endógenos, originários principalmente dos retrotransposons, 
denominados Ingi e SLACS, ou dos transcritos repetidos, CIR147 
repeats (chomosome inteRNAl repeats) (PATRICK et al., 2009). 
A abundância de moléculas de siRNA representando esses 
retrotransposons sugere que RNAi em tripanosomas seja um 
mecanismo constitutivo (housekeeping) para silenciar transcritos 
codificados por retrotransposons (DJIKENG et al., 2001) (Figura 
5). 
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 Figura 5. Representação do mecanismo de RNAi em Trypanosoma 
brucei. As enzimas Dicer-like (DCL2 ou DCL1) realizam o 
processamento de longos RNA dupla fita (dsRNA) derivados de 
transcritos de retrotransposons e sequências repetitivas em siRNA 
dupla fita no núcleo e no citoplasma, respectivamente. A proteína 
Argonauta (AGO1) degrada uma das fitas do siRNA e realiza 
modificações para formar o complexo de silenciamento induzido por 
RNA (RISC). Adaptado de Kolev (2011). 
 

Em contraste com o T. brucei, o T. cruzi não possui 
nenhum dos genes referentes ao mecanismo de RNAi 
(DAROCHAOTSU et al., 2004). Desta forma, a via clássica de 
silenciamento por RNAi não existe neste parasito. Todavia, 
GARCIA-SILVA e colaboradores (2010) demonstraram uma 
possível rota alternativa de silenciamento gênico associado à 
proteína AGO/PIWI. Esta é uma proteína semelhante à proteína 
Argonauta exceto pela ausência do domínio PAZ. Neste parasito 
foi então demonstrada uma relação da expressão desta proteína 
com a presença de pequenos RNA derivados de RNA 
transportadores (tRNA). 

Os fragmentos de tRNA podem ser divididos em duas 
subfamílias de acordo com seu tamanho e biogênese. Um 
subgrupo é representado por fragmentos de ± 28- 36 
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nucleotídeos (nt) gerados por anticódon nucleases em bactérias, 
T2 RNAse em levedura e por angiogenina em humanos. O 
segundo subgrupo é composto por fragmentos de RNA de ± 20- 
22 nt que são gerados pela Dicer ou RNAse Z em eucariotos 
superiores (HAUSSECKER et al., 2010).  

A partir do sequenciamento do genoma do T. rangeli 
(STOCO et al., 2014) foi sugerido que este parasito não possui o 
mecanismo de RNAi ativo. No T. rangeli foram identificados 
ortólogos aos cinco genes que codificam os componentes da 
maquinaria de RNAi descrita em T. brucei. Entretanto, à exceção 
da Dicer-like2 (DCL2), que revelou um padrão de conservação 
no domínio RNAse III, e similaridade ao gene DCL2 de T. 
congolense e T. brucei, as demais sequências (AGO, DCL1, 
RIF4 e RIF5) apareceram como pseudogenes, uma vez que 
apresentam alterações nas fases de leitura  acarretando na 
presença de códons de parada prematuros. Além destes genes, 
também foi encontrado no genoma do T. rangeli o gene que 
codifica para a AGO-PIWI, descrito até o momento em todos os 
tripanosomatídeos.  

A funcionalidade da via clássica de silenciamento por 
RNAi neste parasito foi ainda testada experimentalmente através 
de duas abordagens: 1) a utilização de dois diferentes siRNA 
direcionados ao gene eGFP (utilizando parasitos transfectados 
com o plasmídeo pTEXeGFP) e através da utilização de um 
plasmídeo que produz um dsRNA de sequência correspondente 
ao gene da alfa-tubulina. Entretanto, nos dois casos não houve 
redução nos níveis de mRNA e proteicos das proteínas 
correspondentes, bem como alteração no fenótipo dos parasitos 
(STOCO et al., 2014). 

Diferentemente da total ausência dos genes da via de 
RNAi no genoma do T. cruzi, o T. rangeli mantém 4 pseudogenes 
e um gene completo que codifica para a DCL2, entretanto a 
explicação do porquê desta manutenção e de uma possível 
função desta proteína permanece a ser investigado. Estudos com 
linhagens de células knock-out de T. brucei demonstraram que a 
atividade da DCL2 de gerar pequenos RNA independe da 
presença das proteínas AGO e DCL1 (BEST et al., 2005). Sendo 
assim, mesmo não possuindo todas as proteínas necessárias 
para funcionamento da maquinaria clássica de RNAi, o T. rangeli 
pode possuir a DCL2 ativa, ainda que a sua atividade possa 



33 
 

estar relacionada a uma rota metabólica distinta da via de 
silenciamento gênico por RNAi.  

 Apesar do T. cruzi não possuir o mecanismo de RNAi, foi 
descoberta a presença de pequenos RNA derivados de tRNA 
que apresentam diferentes funções metabólicas neste parasito 
(GARCIA-SILVA et al., 2010). Isso nos fez questionar sobre a 
presença dos pequenos RNA em T. rangeli e sobre as possíveis 
vias da sua biossíntese. No caso do T. cruzi ainda não se sabe 
como são produzidos os pequenos RNA derivados de tRNA, 
entretanto, em T. rangeli essa biossíntese poderia estar 
relacionada com a proteína TrDCL2. 

 

 1.5 Proteína Dicer 
1.5.1 Classificação e descrição 

A Dicer é uma endoribonuclease pertencente à 
superfamília das enzimas tipo RNAse III encontradas em 
procariotos e eucariotos que apresentam especificidade em 
degradar RNA dupla fita (dsRNA) (NICHOLSON, 1999). 

A classificação das enzimas RNAse III proposta por 
Blasczczyk e colaboradores (2001) divide as enzimas em três 
classes: a Classe I, que inclui a enzima homóloga Rnt1p de 
bactérias e de leveduras; a Classe II que compreende as 
proteínas Drosha; e a Classe III que contém a proteína Dicer. A 
separação das proteínas Drosha e Dicer em classes distintas foi 
baseada principalmente pelas diferenças na organização dos 
domínios das proteínas que eram até então conhecidas. 

Com a descoberta de proteínas Dicer ditas “primitivas” 
em eucariotos unicelulares como Giardia intestinalis e T. brucei 
(MACRAEZHOU et al., 2006; SHI; TSCHUDI; ULLU, 2006) foi 
observado que a complexidade e a organização dos domínios 
eram distintas, e que estes já não seriam mais critérios distintivos 
das proteínas Drosha e Dicer. Sendo assim, foi proposta uma 
nova classificação das enzimas RNAse III por Jaskiewicz e 
Filipowicz (2008), dividindo as mesmas em duas classes: a 
Classe I compreendendo as enzimas com um único domínio 
RNAse III que formam homodímeros; e a Classe II que alberga 
as enzimas que contenham dois domínios catalíticos de RNAse 
III e atuam como monômeros. 

Em relação à distribuição taxonômica a classe I está 
presente em bactérias e fungos, que além do único domínio 
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RNAse III possuem o domínio de ligação ao RNA dupla – fita, 
dsRBD (duble-stranded RNA-Blinding Domain) e a enzima Rnt1p 
de levedura também tem uma extensão na região N-terminal que 
parece ser importante na dimerização do domínio RNAse III 
(LAMONTAGNE; TREMBLAY; ABOU ELELA, 2000). A classe II 
inclui as proteínas Drosha e Dicer, sendo a Dicer encontrada em 
plantas, metazoários, em alguns protozoários (ATAYDE; 
TSCHUDI; ULLU, 2011) e helmintos (KRAUTZ-PETERSON; 
SKELLY, 2008) enquanto que a Drosha está presente apenas 
em animais (JASKIEWICZ; FILIPOWICZ, 2008).  

As proteínas da classe II além de possuírem dois 
domínios RNAse III, apresentam variações em relação à 
composição dos domínios que envolvem distintas atividades: 
dsRBD, ATPase/ helicase, PAZ (Piwi/ Argonauta/ Zwille) e 
DUF283 (domínio com função desconhecida). A Figura 6 
apresenta as variações de organização estrutural das classes I e 
II de RNAse III em diferentes organismos. 

 
Figura 6. Classificação das enzimas RNAse III em relação à sua 
composição estrutural. Classe I contém ortólogos de RNAse III de 
bactérias e fungos e a classe II contém as proteínas Dicer e Drosha. 
Estão destacados os domínios e suas organizações nas proteínas da 
família RNAse III (JASKIEWICZ; FILIPOWICZ, 2008). 
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Nessa figura pode-se observar que a Dicer possui 

múltiplos domínios na maioria dos eucariotos superiores, sendo 
que os eucariotos inferiores possuem uma organização estrutural 
menos complexa. Os domínios PAZ, dsRBD e RNAse III estão 
envolvidos na interação e na clivagem do dsRNA. O domínio 
helicase/ATPase da Dicer de C. elegans e em uma das duas 
Dicer de Drosophila sp. está relacionado à produção de siRNA 
quando estimulado por ATP (BERNSTEIN et al., 2001; KETTING 
et al., 2001). Entretanto, as Dicer de G. intestinalis, Dictyostelium 
discoideum e T. brucei são desprovidas do domínio ATPase, 
indicando que o mesmo não é necessário para a sua atividade 
(MACRAEZHOU et al., 2006; MARTENS et al., 2002; SHI; 
TSCHUDI; ULLU, 2006). 

 A ocorrência de isoformas da Dicer é variável, sendo que 
em mamíferos, Drosophila spp., leveduras e nos protozoários G. 
lamblia e Toxoplama gondii apenas uma isoforma é observada, 
enquanto que Arabidopsis thaliana e T. brucei quatro e duas 
isoformas são encontradas respectivamente (ATAYDE; 
TSCHUDI; ULLU, 2011; PATRICK et al., 2009). Algumas das 
isoformas da Dicer podem desempenhar funções diferentes, 
como por exemplo, a Dicer1 de Drosophila spp. é essencial no 
processamento do pré-miRNA enquanto que a Dicer2 é 
requerida para a produção de siRNA neste organismo (LEE et 
al., 2004).  

A localização subcelular da Dicer difere nos distintos 
organismos e pode estar relacionado com a função que cada 
isoforma desempenha. Em plantas, as isoformas DCL1, DCL3 e 
DCL4 estão localizadas no núcleo o que condiz com as suas 
funções relacionadas com a manutenção da estabilidade DNA 
genômico, enquanto isso a DCL2 está localizada no citoplasma e 
desempenha a função de proteção contra dsRNA exógeno 
(HIRAGURI et al., 2005). Em T. brucei a isoforma TbDCL2 se 
encontra no núcleo e é essencial para iniciar a o mecanismo de 
RNAi endógeno, enquanto que a TbDCL1 é expressa no 
citoplasma e desempenha uma função de proteção contra RNA 
exógenos (PATRICK et al., 2009).  
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1.5.2 Função da Dicer 

A proteína Dicer é responsável pelo processamento de 
dsRNA em pequenos RNA com tamanhos em torno de 20 pb que 
podem pertencer a duas classes: pequenos RNA de 
interferência, também chamado de siRNA (do inglês: small 
interfering RNAs) ou micro RNA (miRNA).  

Os siRNA são provenientes de longos dsRNA que 
contêm uma sequência específica complementar a um mRNA 
que será o alvo a ser clivado pelo mecanismo de RNAi. A 
segunda classe de pequenos RNA, os miRNA, são gerados pela 
Dicer a partir de um longo RNA simples fita (ssRNA) que forma 
um loop mantendo uma estrutura de dupla fita, denominado de 
pré-miRNA. A função de alguns miRNA atualmente conhecidos 
tem relação direta com o crescimento e desenvolvimento de 
diferentes espécies de plantas e animais (ABRAHANTE et al., 
2003; LLAVE et al., 2002; PALATNIK et al., 2003). 

Os produtos gerados pela Dicer podem ser identificados 
pela clivagem característica das enzimas do tipo RNAse III, as 
quais geram produtos com um fosfato livre na extremidade 5’, 
uma hidroxila e a extensão de 2 nt não pareados na extremidade 
3’ (ATAYDE; TSCHUDI; ULLU, 2011).  

Além do seu papel específico em clivar o dsRNA, a Dicer 
também interage diretamente com outras proteínas da 
maquinaria de RNAi, possuindo papel fundamental no 
acoplamento dos siRNA na proteína Argonauta, sendo descrito 
que o domínio PIWI da Argonauta se liga diretamente no domínio 
RNAse da Dicer para transferir os siRNA (LIU et al., 2003). 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

Recentemente foi descrito por nosso grupo de pesquisa a 
inatividade do mecanismo de RNA de interferência (RNAi) no T. 
rangeli (Stoco et al., 2014). Entretanto, a análise detalhada do 
genoma do parasito revelou a presença de pseudogenes 
ortólogos a quatro dos cinco componentes da maquinaria de 
RNAi clássica descrita em T. brucei. O quinto gene apresenta-se 
completo e corresponde ao gene que codifica para a proteína 
Dicer-like 2 (DCL2). Entretanto a manutenção dos pseudogenes 
e a presença da janela aberta de leitura do gene DCL2 em T. 
rangeli nos fez questionar sobre a real existência da proteína e 
seu possível papel neste parasito. 

O fato do T. rangeli não possuir o mecanismo de RNAi 
funcional, não exclui a possibilidade de encontrar neste parasito 
pequenos RNA com funções regulatórias assim como ocorre em 
T. cruzi (GARCIA-SILVA et al., 2010). A origem desses pequenos 
RNA em T. cruzi ainda é desconhecida, pois nenhum dos genes 
que codificam proteínas que possuem a função de gerar 
pequenos RNA como a Dicer, Angiogenina e T2 RNAse  foram 
encontrados no seu genoma (GARCIA-SILVA et al., 2010).  

Em contrapartida, supomos que a manutenção da DCL2 
em T. rangeli deve ter relação com a biossíntese de diversos 
pequenos RNA. Sendo assim, a caracterização molecular e 
funcional da TrDCL2 torna-se fundamental para tentarmos 
elucidar o seu papel. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar a conservação do gene Dicer-like 2 em diferentes cepas 
do Trypanosoma rangeli isoladas de regiões geográficas distintas 
e analisar a expressão da proteína no parasito. 
 
3.2 Objetivos específicos 

 

 Identificar e analisar comparativamente a sequência 
aminoacídica da proteína TrDCL2 em diferentes cepas de T. 
rangeli isoladas de regiões geográficas distintas e 
pertencentes aos diferentes grupos genéticos; 

 Determinar o número de cópias da TrDCL2 no genoma do T. 
rangeli; 

 Avaliar os níveis de transcritos e proteicos da TrDCL2 em 
formas epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli; 

  Determinar a citolocalização da TrDCL2 em formas 
epimastigotas e tripomastigotas do T. rangeli; 

 Identificar os pequenos RNA existentes neste parasito. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Material biológico e cultivos celulares  
Foram utilizadas neste estudo formas epimastigotas de T. 

rangeli das cepas descritas na tabela 1. As formas epimastigotas 
foram cultivadas através de passagens semanais a 27°C em 
meio LIT (Liver Infusion Tryptose), suplementado com 10 % de 
soro bovino fetal (SBF), 50 unidades/ml de penicilina e 50 µg/ml 
de estreptomicina.  

As formas tripomastigotas da cepa Choachí de T. rangeli 
utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir de modificações 
no protocolo descrito por Koerich et al. (2002). Inicialmente, 1,2 x 
10

8
 formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento 

em meio LIT foram lavadas duas vezes em PBS (Tampão salina 
fosfato, pH 7,4) e transferidos para garrafas de cultura celular de 
25 cm

2
 sem filtro contendo 15 ml de meio DMEM pH 8,0 (do 

inglês Dulbecco's Modified Eagle Medium) (1 g/l glicose, 6 mM L-
glutamina e 5 % SBF).  

O processo de diferenciação foi acompanhado através da 
quantificação dos tripomastigotas por contagem direta em 
câmara de Neubauer e da visualização em microscópio óptico 
após a coloração dos parasitos pelo método de Giemsa. Os 
tripomastigotas foram coletados após oito dias de cultivo, quando 
a porcentagem de tripomastigotas foi superior a 95 %.  
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Tabela 1. Cepas de Trypanosoma rangeli utilizadas no presente estudo, 

incluindo suas classificações quanto à presença ou ausência de 
minicírculos tipo KP1, a origem geográfica e os hospedeiros dos quais 
foram isoladas. 

 

 
 

4.2 Isolamento do DNA total de T. rangeli  
Formas epimastigotas em fase exponencial de 

crescimento foram centrifugadas a 3.000 x g e lavadas duas 
vezes com PBS pH 7,4. Em seguida, ao volume dos parasitos 
sedimentados foram adicionados cerca de quatro vezes de 
tampão de lise (100 mM Tris-HCl pH 7,4, 10 mM NaCl, 25 mM 
EDTA pH 8,0, 1 % SDS) acrescido de Proteinase K (100 µg/ml) e 
mantidos por 12 horas a 37ºC. As etapas subsequentes foram 
realizadas através do método de fenol-clorofórmio, de acordo 
com protocolo padrão de Sambrook e Russell (2001). 

4.3 Dosagem do DNA  
As amostras de DNA extraídas foram dosadas e 

avaliadas quanto à sua pureza através de espectrofotometria nos 
equipamentos BioPhotometer

®
 (Eppendorf) e/ou Pico100 

(Picodrop), observando-se a absorbância a 260 e a 280 nm, além 
das relações 260/280 nm e 260/230 nm. As amostras extraídas 
também foram visualizadas em gel de agarose 1 % corado com 
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brometo de etídio (1 µg/ml) para comparação com padrões de 
DNA de concentração conhecida. 

4.4 Sequenciamento do gene TrDCL2 
Inicialmente, o gene TrDCL2 foi amplificado via PCR a 

partir do DNA genômico das cepas de T. rangeli (Tabela 1), 
utilizando-se os iniciadores Dcl2_F1 (5`- CAT GCA AGC ACA 
CAA AGA CC – 3’) e Dcl2_R3 (5’- CGA CGC ACA ACC ACA 
AGA AG -3’) em um termociclador Veriti

®
 Thermal Cycler 

(Applied Biosystems
®
). O produto da amplificação foi visualizado 

através de resolução por eletroforese em gel de agarose 1 % 
corado com brometo de etídio. A banda referente ao gene 
TrDCL2 foi excisada do gel e purificada utilizando o kit GFX™ 
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) e o produto 
purificado foi dosado através de espectrofotometria no 
equipamento Pico100 (Picodrop). 

Face ao tamanho do gene TrDCL2 e visando obter um 
sequenciamento de alta qualidade, as reações foram realizadas 
utilizando-se iniciadores previamente desenhados que são 
dirigidos a diferentes posições (Figura 7) dentro no gene, sendo: 
Dcl2_F1 (5`- CAT GCA AGC ACA CAA AGA CC -3`), Dcl2_F2 
(5`- CAG GTG CTG TCA CAG TTT AG -3’), Dcl2_R1 (5`- CCC 
TCA CAA CGC TCA TAC C -3’), Dcl2_F3 (5`- TGA CCT GGG 
CGT TGT GTG T -3’), Dcl2_R2 (5`- TGC TCA CAT AGA GCG 
GAA CA – 3’) e Dcl2_R3 (5`-  CGA CGC ACA ACC ACA AGA 
AG -3’). 

 

 Figura 7. Representação esquemática da estratégia de 
sequenciamento do gene TrDCL2.  A barra azul representa o quadro 
aberto de leitura do gene TrDCL2. As setas amarelas indicam os 
iniciadores senso e as azuis os iniciadores anti-senso. 

Após a amplificação e purificação, o sequenciamento do 
gene TrDCL2 das diferentes cepas de T. rangeli, descritas na 
tabela 1, foi realizado no equipamento Applied Biosystems

®
 3500 

Genetic Analyzer seguindo-se os protocolos sugeridos pelo 
fabricante. Resumidamente, foram utilizados na reação de 
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sequenciamento 5 pmol de um dos seis iniciadores acima 
descritos (Figura 6) e aproximadamente 200 ng do produto da 
PCR, sendo a reação efetuada nas seguintes condições 
térmicas: 95°C por 25 segundos, seguidos de 35 ciclos de 
desnaturação a 95°C por 15 segundos, ligação dos iniciadores a 
55°C por 30 segundos e extensão a 60°C por 80 segundos. 
Posteriormente, os produtos marcados foram precipitados para 
retirada dos nucleotídeos e iniciadores não incorporados 
utilizando 2,5 µl de 125 mM de EDTA e 25 µl de etanol absoluto. 
Após centrifugação a 2.880 x g por 45 minutos a 20°C os 
produtos precipitados foram lavados por cinco minutos nas 
mesmas condições de centrifugação com 150 µl de etanol 70 %. 
Antes da injeção no sequenciador em condições padrão, os 
produtos foram eluídos em 10 µl de formamida.  

4.5 Análise das sequências obtidas  
As sequências geradas foram analisadas quanto à sua 

qualidade através do pacote Phred/Phrap/Consed 
(http://www.phrap.org), utilizando-se um valor mínimo de Phred 
igual a 25. A confirmação da identidade dos fragmentos foi 
realizada através do programa BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (ALTSCHUL et al., 1997).  

As sequências preditas de aminoácidos a partir das 
sequências gênicas da TrDCL2 foram obtidas utilizando-se 
programa Translate do pacote Expasy (www.expasy.org), e seus 
preditos tamanhos moleculares e pontos isoelétricos foram 
estimados com o programa ProtParam 
(http://web.expasy.org/protparam/). Para a análise dos domínios 
foi utilizado o programa Conserved Domain Search Service (CD-
Search) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). 

As sequências aminoacídicas de TrDCL2 das distintas 
cepas do parasito foram comparadas através de alinhamento 
realizado no programa ClustalW, e uma árvore filogenética foi 
criada utilizando-se os métodos de Minimal Evolution e 
Neighbour-joining, com modelo de Poisson e análise por 
Bootstrap (1000 replicatas) através do programa MEGA, versão 
MEGA

® 
6.06

 
(http://www.megasoftware.net).  
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4.6 Determinação do número de cópias da TrDCL2 do 
genoma através de Southern Blot 

O DNA genômico de T. rangeli (20 µg) foi digerido com 
diferentes enzimas de restrição (PstI, NsiI, KpnI e EcoRI) em 
reações contendo 60 unidades de cada enzima e seus tampões 
próprios em volume final de 15 µl. As reações foram mantidas a 
37°C por três horas e os fragmentos resultantes resolvidos em 
eletroforese em gel de agarose 0,8 % em tampão TBE a 5 
volts/cm. O gel foi então corado com brometo de etídio e os 
resultados digitalmente registrados. 

Na sequência, o gel foi imerso em uma solução de 
depurinação (250 mM HCl) durante 10 minutos sob agitação, 
lavado uma vez em água ultrapura estéril e em seguida imerso 
em uma solução de desnaturação (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH) 
durante 25 minutos em temperatura ambiente. O gel foi lavado 
novamente com água ultrapura estéril e imerso em uma solução 
de neutralização (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris) por 30 minutos sob 
agitação, sendo este procedimento repetido por mais 15 minutos 
após troca da solução. A transferência do DNA para a membrana 
de Nylon (Sigma) foi realizada através de capilaridade de acordo 
com protocolos padrão (SOUTHERN, 1975). 

Após a transferência o DNA foi fixado na membrana 
através de exposição à luz ultravioleta (Energia 1.200 J) em um 
aparato UV Cross Linker® (GE Healthcare) e posteriormente a 
membrana foi mantida durante uma hora a 42 °C em tampão de 
hibridização (0,5 M NaCl, 5 % agente bloqueador diluído em ECL 
Gold Hybridization Buffer

®
) (GE Healthcare). A sonda utilizada 

correspondente ao gene TrDCL2 foi obtida através de 
amplificação via PCR e marcada pelo kit ECL Direct Nucleic Acid 
Labelling and Detection System

®
 (GE Healthcare) conforme 

especificações do fabricante. A sonda em tampão de hibridização 
foi adicionada à membrana e mantida por 16 horas sob agitação 
suave a 42°C, sendo posteriormente lavadas três vezes com o 
tampão de lavagem primário (SSC 0,5X, 0,4% SDS, 6M Uréia) 
por 15 minutos a 42°C e duas vezes com o tampão de lavagem 
secundário (SSC 2X) por cinco minutos. Em seguida, a detecção 
dos produtos de hibridização foi realizada através da adição do 
reagente ECL sobre a membrana e após cinco minutos a mesma 
foi exposta a um filme radiográfico para a detecção de 
quimioluminescência, sendo o filme revelado em um processador 
de filmes SRX 101A (Konica Minolta). 
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4.7 Amplificação e clonagem do gene TrDCL2  
A amplificação do gene TrDCL2 via PCR visando sua 

clonagem e expressão heteróloga utilizou três abordagens 
distintas baseadas em diferentes iniciadores e utilizando o DNA 
genômico da cepa D3493 de T. rangeli. Para tanto, utilizando a 
sequência do gene TrDCL2 descrito por STOCO et al. (2014) e o 
programa Primer Select (Lasergene

®
) foram desenhados três 

pares de iniciadores visando à amplificação da ORF completa de 
TrDCL2 (2.682 pb) e de dois fragmentos, sendo um de 406 pb 
que contêm os dois domínio RNAse III (RNAse IIIa e RNAse IIIb) 
denominado de TrDCL2-DOM e um fragmento de 485 pb que 
não inclui a porção do gene que contém tal domínio denominado 
de  TrDCL2-FRAG (Figura 8). 

 

Figura 8. Representação esquemática do gene TrDCL2 e dos dois 
fragmentos escolhidos para a expressão heteróloga em E. coli. 
Barra azul representa a ORF completa de TrDCL2, destacando-se os 
domínios RNAse IIIa e RNAse IIIb (azul claro), e a barra verde e a 
laranja representam os fragmentos TrDCL2-DOM e TrDCL2-FRAG, 
respectivamente. A tabela mostra os iniciadores utilizados para a 
amplificação do gene íntegro (TrDCL2_completo) e dos fragmentos 
(TrDCL2_DOM e TrDCL2_FRAG). 

 As reações de amplificação foram realizadas utilizando-
se 50 ng do DNA total da cepa D3493 de T. rangeli, 10 pmol de 
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cada um dos dois iniciadores, 200 μM de dNTP e 1 unidade de 
Taq DNA polimerase (Invitrogen) em seu tampão apropriado. 
Utilizaram-se as seguintes condições térmicas: desnaturação do 
DNA a 95°C durante cinco minutos seguido de 30 ciclos com as 
etapas de desnaturação (95°C por 1 minuto), ligação dos 
iniciadores à sequência alvo (58°C por 50 segundos) e 
elongamento da cadeia de DNA (72°C por dois minutos para o 
gene completo e 45 segundos para os fragmentos), sendo a 
amplificação realizada em um termociclador Veriti

®
 Thermal 

Cycler (Applied Biosystems
®
). Os resultados da PCR foram 

visualizados através de resolução dos produtos por eletroforese 
em gel de agarose 1 % corado com brometo de etídio.  

Os produtos de amplificação foram diretamente ligados 
ao plasmídeo pGEM-T-Easy (Promega) conforme as instruções 
do fabricante. Os produtos das reações de ligação foram 
transformados em Escherichia coli DH5-α cálcio-competente. 
Para tal, o DNA resultante da ligação foi adicionado a um tubo 
contendo as bactérias competentes e mantido durante 30 
minutos em gelo. Após esse tempo, foi realizado um choque 
térmico a 42°C por 45 segundos seguindo-se uma rápida 
incubação em gelo por dois minutos. Em seguida foram 
adicionados 300 µl de meio SOC (2% triptona; 0,5 % extrato de 
levedura; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM MgCl2; 10 mM 
MgSO4; 20 mM glicose) às células transformadas e o 
crescimento da cultura foi realizado sob agitação de 250 rpm por 
1 hora a 37°C. Decorrido o tempo, as células foram plaqueadas 
em meio LB-Ágar contendo ampicilina (100 μg/ml), X-Gal (20 
μg/ml) e IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo- 40 μg/ml). As 
placas foram então mantidas a 37°C por 16 horas. 

Os clones positivos foram selecionados com base na 
coloração das colônias (azul/branco). A comprovação da 
presença dos insertos nos clones recombinantes foi realizada 
através da amplificação dos fragmentos esperados diretamente 
da colônia de bactérias, utilizando os iniciadores específicos de 
cada inserto, descritos na figura 7. Os clones positivos foram 
inoculados em 10 ml de meio LB com 100 µg/ml de ampicilina e 
as culturas foram crescidas sob agitação de 250 rpm a 37°C por 
16 horas. Estas culturas bacterianas foram utilizadas para mini-
preparações de plasmídeos por lise alcalina (Mini-Prep) 
conforme descrito por Sambrook e Russel (2001). 
Posteriormente esses plasmídeos foram sequenciados e a 
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identidade dos insertos clonados foi confirmada conforme 
descrito no item 4.5. 

 

4.8 Expressão in vitro e purificação de DCL2 recombinante 
A ORF completa de TrDCL2 e os fragmentos 

(TrDCL2_DOM e TrDCL2_FRAG) que estavam clonados no 
plasmídeo pGEM-T-Easy foram submetidos à digestão com 
enzimas de restrição específicas (BamHI e NdeI) para a 
liberação dos insertos, assim como o vetor de expressão 
pET14b. Devido a semelhança de tamanho entre o inserto 
referente à ORF completa de TrDCL2 (± 2.800 pb) e o plasmídeo 
pGEM-T-Easy (3.015 pb) foi necessário a utilização de mais uma 
enzima de restrição (ScaI) a qual possui um único sítio de 
clivagem dentro do vetor, dessa maneira foi possível diferenciar 
as bandas no gel de agarose.  

Os produtos das digestões foram visualizados através de 
gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo, e as bandas 
com tamanhos de aproximadamente 2.800 pb, 406 pb e 485 pb 
referentes aos insertos da ORF completa, TrDCL2_DOM e 
TrDCL2_FRAG, respectivamente foram excisadas do gel e 
purificadas utilizando o kit GFX

TM
 PCR DNA and Gel Band 

Purification (GE Healthcare), de acordo com as especificações 
do fabricante.  

Após a purificação, esses insertos foram sub-clonados no 
vetor de expressão pET14b (Novagen). A clonagem neste vetor 
permite a adição de uma cauda de seis histidinas (His-Tag 6x), a 
qual facilita o processo de purificação por cromatografia de 
afinidade e a identificação por Western blot. Os clones contendo 
os insertos foram transformados em células competentes E. coli 
BL21 (DE3) pLysS para a ORF completa e em E. coli BL21 (DE3) 
Codon plus para os dois fragmentos. Para a expressão 
heteróloga, uma colônia de cada foi utilizada para um pré-inóculo 
em 10 ml de meio LB suplementado com 100 µg/ml de ampicilina 
e 34 µg/ml de cloranfenicol, sendo este mantido sob agitação a 
37 °C por 16 horas. Uma diluição de 1:100 do pré-inóculo foi 
realizada em 300 ml do mesmo meio e mantida sob agitação 
constante a 37 °C até atingir uma densidade óptica (DO) de 0,6. 
Neste momento, foi adicionado o IPTG na concentração final de 
1 mM, prosseguindo-se com diferentes tempos (3, 6 e 12 horas) 
e temperaturas (15, 27 e 37 °C) de cultivo sob agitação. As 



49 
 

bactérias foram coletadas por centrifugação a 4.000 x g por 10 
minutos a 4°C. O sedimento celular foi suspenso em PBS pH 7,4 
e submetido à lise por sonicação (Ultrasonic dismembrator, 
FISHER) em gelo, utilizando-se dez pulsos de 30 segundos. Em 
seguida o lisado foi centrifugado a 14.000 x g por 30 minutos a 
4°C, sendo coletado o sobrenadante (fração solúvel) e o 
sedimento foi suspenso em SDS 10% (fração insolúvel). As 
frações coletadas foram analisadas quanto à expressão da 
proteína por gel SDS-PAGE 10 %, seguido de Western blot 
utilizando um anticorpo monoclonal contra a cauda de histidina 
(anti-His•Tag

®
). 

A proteína recombinante TrDCL2-FRAG, destinada à 
produção do antissoro, foi purificada a partir da fração insolúvel 
por cromatografia de afinidade, usando uma resina de níquel (Ni-
NTA, Qiagen) conforme os as instruções do fabricante. Para as 
lavagens e eluições da proteína foi utilizado o tampão B (100 mM 
NaH2PO4, 8 M Uréia, 10 mM Tris-HCl) em diferentes pH 
(lavagens: pH 6,0 e eluição: pH 4,0). Uma vez eluída a proteína 
foi dialisada duas vezes a 4°C em tampão de diálise (100 mM 
Tris-HCl, pH 8,5; 500 mM NaCl; 0,5 mM EDTA; 20 % glicerol; 
5mM DTT), sendo que a última diálise foi realizada no mesmo 
tampão contendo glicerol 40 %. Posteriormente, a proteína 
purificada e as etapas de purificação também foram avaliadas 
por gel SDS-PAGE 10 %, e Western blot conforme descrito 
acima. 

 

4.9 Transfecção dos parasitos 
Devido à dificuldade encontrada em expressar a proteína 

TrDCL2 completa utilizando o sistema bacteriano, nós testamos 
em paralelo um sistema de expressão heteróloga em um 
protozoário filogeneticamente relacionado, bem como a 
expressão homóloga no próprio T. rangeli. 

Os ensaios de transfecção foram realizados com 
Leishmania tarentolae e com o T. rangeli utilizando o vetor 
pLEXSY2-Neo (Jena Bioscience) contendo o gene TrDCL2. 
Basicamente, 2 x 10

6
 parasitos foram lavados duas vezes em 

PBS pH 7,4, adicionados de 70 μl do tampão de eletroporação 
1X (90 mM NaPO4 pH 7,3; 5 mM KCl; 50 mM HEPES pH 7,3; 
0,15 mM CaCl2) e foram 10 μl do tampão de eletroporação 3X 
(270 mM NaPO4 pH 7,3; 15 mM KCl; 150 mM HEPES pH 7,3; 
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0,45 mM CaCl2) utilizando 20 μg do DNA plasmidial. Todo o 
volume desta suspensão foi transferido para cubetas de 
eletroporação de 0,2 centímetros (cm) de abertura e submetido à 
eletroporação no aparelho Nucleofector

®
 (Lonza) utilizando-se o 

programa U-33. Após um único pulso, os parasitos foram 
transferidos para tubos contendo 2 ml de meio LIT 10% SBF. 
Após 48 horas a 27 

°
C, as culturas foram acrescidas de G-418 

(Geneticin) (Sigma-Aldrich) em uma concentração inicial de 15 
μg/ml. Os parasitos foram então mantidos em fase exponencial 
de crescimento através de repiques semanais em meio LIT 10 % 
SBF e 50 μg/ml de G-418.  

4.10 Imunização de camundongos e obtenção de antissoro 
anti-TrDCL2 

Neste trabalho, foram utilizados camundongos BALB/c 
oriundos do Biotério Setorial do Departamento de Microbiologia, 
Imunologia e Parasitologia (MIP/UFSC) da UFSC. Os 
procedimentos de produção de antissoros policlonais foram 
realizados na observância dos preceitos estabelecidos pelo 
Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA, tendo 
sido aprovados pela Comissão de Ética em Uso de Animais da 
UFSC (Processo CEUA: 23080.025618/2009-81).  

 Para a produção de soro policlonal anti-TrDCL2, foram 
imunizados três camundongos machos BALB/c com 50 µg da 
proteína TrDCL2-FRAG purificada e dialisada. Foram realizadas 
cinco inoculações por via subcutânea com intervalo de 15 dias, 
sendo que na primeira inoculação a proteína foi emulsificada em 
adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich) e as demais em 
Alu-Gel S (hidróxido de alumínio 1,3%) (Sigma-Aldrich). Após a 
quinta inoculação a resposta imunológica dos camundongos 
frente à proteína TrDCL2-FRAG foi verificada através de ensaio 
de Western blot. O antissoro foi obtido através da coleta de 
sangue por punção cardíaca dos camundongos previamente 
anestesiados com Cetamina 10 % / Cloridrato de Xilazina 2 %). 
O sangue coletado foi refrigerado por 30 minutos para formação 
de coágulo e, em seguida, centrifugado a 800 x g por 10 minutos 
para separação do soro, o qual foi aliquotado e armazenado a -
80 °C. 
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4.11 Avaliação do antissoro por Western Blot 
Para os ensaios de Western blot foram utilizados os 

extratos proteicos totais de formas epimastigotas e 
tripomastigotas de T. rangeli (cepa Choachí), formas 
promastigotas de L. tarentolae e epimastigotas de T. rangeli 
transfectadas com o vetor pLESXY contendo o gene TrDCL2, o 
fragmento proteico TrDCL2-FRAG e o lisado de  E. coli (DE3) 
pLysS não transformada. Os extratos proteicos foram obtidos 
através da lise dos parasitos e bactérias em tampão de lise (50 
mM NaCl; 200 mM Tris-HCl pH 8,0; 1 % Triton X-100) aquecido a 
100 °C e homogeneizados em vórtex. Em seguida adicionou-se 
um coquetel de inibidores de proteases (10 mM E-62; 2 mM 1,10-
fenantrolina; 4 mM pepstatina A; 1 mM fenilmetilsulfonilfluoreto). 
As concentrações proteicas foram estimadas pelo método de 
Bradford (1976). 

 Os extratos proteicos totais (50 µg) e a proteína 
recombinante (10 µg) foram aquecidos a 95 °C durante cinco 
minutos e resolvidos por eletroforese em gel de poliacrilamida 
desnaturante (SDS-PAGE 10%). Após a resolução, as amostras 
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Hybond-
ECL – GE Healthcare) e a transferência ocorreu em aparato 
específico contendo tampão de transferência (25 mM Tris; 192 
mM glicina; 20% metanol) durante 2 horas a 100 V em gelo.  

Após a transferência, a membrana foi bloqueada em 
solução contendo 5 % de leite desnatado em tampão de “blotting” 
(150 mM de NaCl; 25 mM Tris - HCl pH 7,4; 1 % Tween 20) por 1 
hora à temperatura ambiente. Decorrido este tempo, a 
membrana foi lavada (cinco vezes) durante cinco minutos com o 
mesmo tampão e mantida por 90 minutos em temperatura 
ambiente com o antissoro contra o fragmento da proteína 
TrDCL2 na diluição 1:150 (v/v) em tampão de “blotting” contendo 
2% de leite desnatado. Posteriormente, a membrana foi 
igualmente lavada e mantida durante 60 minutos com o anticorpo 
secundário anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase 
(Sigma-Aldrich) na diluição de 1:10.000 (v/v). A membrana foi 
novamente lavada cinco vezes com tampão de “blotting” e 
adicionada do reagente ECL (GE Healthcare) durante cinco 
minutos. Em seguida a membrana foi exposta a um filme 
radiográfico por 20 minutos e o filme foi revelado utilizando o 
processador automático de filmes SRX 101A (Konica/Minolta).  
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4.12 Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo 
real (qPCR) 

4.12.1 Extração de RNA total 

A extração de RNA foi realizada nos tempos 0 (T0 – 
formas epimastigotas), quarto dia (T4 – formas intermediárias) e 
oitavo dia (T8 – formas tripomastigotas) da diferenciação celular 
in vitro da cepa Choachí de T. rangeli. Os parasitos foram 
coletados e lavados duas vezes em PBS pH 7,4 (3.000 x g por 
10 minutos), sendo imediatamente homogeneizados 
vigorosamente em 1 ml do reagente Trizol

®
 (Invitrogen). As 

amostras foram armazenadas a -80 C até o momento do uso.  
Após o descongelamento, as amostras foram mantidas 

por cinco minutos à temperatura ambiente antes da extração do 
RNA total. Em seguida, adicionou-se 200 μl de clorofórmio 98 % 
(Merck) às amostras, as quais foram agitadas por 15 segundos, 
mantidas à temperatura ambiente por dois minutos e, então, 

centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4 C. A fase aquosa 
resultante foi transferida para um tubo novo, onde foi acrescida 
de 500 μl de isopropanol (Merck) e novamente submetida à 

centrifugação a 12.000 x g por 20 minutos a 4 C. O 
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1 ml de 
etanol 75 % gelado, através de centrifugação a 7.500 x g por 

cinco minutos a 4 C. Novamente, o sobrenadante foi descartado 
e o precipitado contendo o RNA total foi seco, invertendo-se os 
tubos sobre papel por aproximadamente 10 minutos à 
temperatura ambiente. O RNA total foi então solubilizado em 20 
μl de água ultrapura livre de nucleases. A fim de eliminar 
qualquer DNA contaminante inadvertidamente purificado durante 
o processo de extração de RNA, este foi então tratado com 
DNAse I na razão de 1 unidade por μg de RNA extraído durante 
15 minutos à temperatura ambiente, na presença de tampão 
recomendado pelo fabricante. A inativação da enzima ocorreu 
por adição de EDTA na concentração final de 2,5 mM e 

aquecimento a 65 C por 10 minutos. Após este tratamento, as 
amostras tiveram suas concentrações e purezas avaliadas em 
um espectrofotômetro BioPhotometer (Eppendorf), observando-
se as relações de absorbância 260/280 nm e 260/230 nm, sendo 

imediatamente armazenado a -80 C até o uso.  
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4.12.2 Reação de transcrição reversa (RT-PCR) 

  A reação de transcrição reversa (RT-PCR) foi conduzida 

utilizando 1 μg do RNA total a 37 C por 50 minutos na presença 
de 200 unidades da enzima transcriptase reversa M-MLV 
(Invitrogen), 200 μM de dNTP (Invitrogen), 10 pmoles do iniciador 
OligodT-Anchor direcionado à cauda poli(A) ( 5’– GAC CAC GCG 
TAT CGA TGT CGA CT16 –3’), 10 mM de DTT (Invitrogen) e 40 
unidades do inibidor de ribonucleases RNAseOUT™ (Invitrogen), 
em tampão recomendado pelo fabricante. A inativação da reação 

ocorreu por 15 minutos a 70 C, sendo o DNA complementar 

(cDNA) obtido armazenado a -20 C até a realização da qPCR. 

4.12.3 Reação em cadeia da polimerase quantitativa em 
tempo real (qPCR) 

Para utilização como molde na qPCR, o cDNA obtido foi 
diluído cinco vezes em água ultrapura livre de nucleases. As 
reações foram realizadas em placas de 96 poços AB-C (Axygen) 
utilizando-se o reagente Maxima

®
 SYBR Green/ROX qPCR 

Master Mix (Thermo Scientific), 0,3 μM dos iniciadores Dcl2_F3 e 
Dcl2_R2 (descritos no item 5.6) em um volume final de 10 μl. As 
mesmas condições de amplificação foram utilizadas para as 
amplificações dos genes de referência a partir dos iniciadores 
descritos no trabalho de Prestes (2013) representados na tabela 
2. 

 
Tabela 2. Sequência dos iniciadores para os genes de referência 
(GAPDH, HGPRT e RNA 60S) e o tamanho dos produtos amplificados 
por cada par de iniciadores (PRESTES, 2013). 

 

Gene Sequências dos iniciadores 
(5’- 3’) 

Tamanho do 
produto (pb) 

GAPDH GCGACACCAGCATCAAAGAG 
 CTGTGCTCACAAGTTCCTCG 

 

102 

HGPRT TGACATCCGCCACAGCATTG 
CGAGCAACACAACGGTCTTC 

 

137 

RNA 60S CGATGAAGCTCAAGTGGACC 
CGGTTGTACTTGACGGGAAC 

113 
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 As placas foram vedadas com o selante óptico 
MicroAmp

®
 Optical Adhesive Film (Applied Biosystems) e 

analisadas em um equipamento ABI Prism
®
 7900HT Sequence 

Detection System (Applied Biosystems) do Laboratório 
Multiusuário de Estudos em Biologia (LAMEB–UFSC). As 
reações tiveram início com uma etapa de desnaturação a 95°C 
por 10 minutos, seguida por 40 ciclos contendo uma etapa de 
desnaturação (95°C por 15 segundos) e uma etapa de ligação 
dos iniciadores e extensão (60°C por um minuto). Ao final, foi 
incluída uma etapa para obtenção da curva de dissociação (95°C 
por 15 segundos, 60°C por 15 segundos e, novamente, 95°C por 
15 segundos). Em cada placa adicionou-se um controle negativo 
para cada par de iniciadores, composto por todos os reagentes 
necessários à amplificação, à exceção do DNA molde.  

A eficiência da qPCR com cada par de iniciadores foi 
calculada através da diluição seriada 1:2 de amostras de 
misturas de cDNA dos três pontos coletados ao longo da 
diferenciação celular in vitro (epimastigotas - T0, intermediários - 
T4 e tripomastigotas -T8). A inclinação da reta, obtida a partir da 
função entre o Cq (ciclo de quantificação, do inglês, Cycle 
quantification) e cada ponto da diluição, foi aplicada à equação: E 
= 10e

-/slope 
– 1. 

Nesta equação, E representa a eficiência da qPCR e 
slope é o valor de inclinação da reta. O valor de E é obtido como 
fração de uma unidade.  

Foi verificado se havia contaminação dos iniciadores por 
produtos inespecíficos através da curva de dissociação. Esta 
curva avalia à temperatura em que se dissociam os fragmentos 
de DNA dupla fita presente na reação. A representação da curva 
de dissociação é um gráfico, onde cada pico indica uma 
temperatura onde houve dissociação de DNA, portanto a 
presença de vários picos pode indicar a contaminação dos 
iniciadores. 

4.12.4 Análise dos resultados e análises estatísticas 

Os experimentos de qPCR foram realizados utilizando-se 
triplicatas biológicas e técnicas, sendo os resultados 
posteriormente analisados pelo software SDS 2.4 (Applied 
Biosystems). Para avaliar a variação relativa nos níveis de cada 
transcrito entre as amostras analisadas, utilizou-se o método da 
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quantificação relativa (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), 
comparando o Cq apresentado para cada gene alvo à média 
geométrica dos Cq de três genes de referência (GAPDH, HGPRT 
e RNA60S), escolhendo-se aqueles com menor variância interna.  

O programa RefFinder 
(http://fulxie.0fees.us/?type=reference) foi utilizado para a 
escolha do melhor gene de referência entre os três genes 
selecionados previamente: GAPDH, HGPRT e RNA60S. Para 
cada gene foi calculado um índice de estabilidade que leva em 
consideração a variação dos valores de Cq entre as diferentes 
condições. Assim, quanto menor o valor do índice de 
estabilidade, menor a variação de expressão do gene de 
referência entre as condições experimentais. 

Os cálculos necessários para obtenção dos valores de 
abundância relativa foram realizados em planilha do Excel 
(Microsoft Office), através das seguintes equações:  

Equação 1: Cq = Cq (gene alvo) - Cq (gene de 
referência) 

Equação 2: Cq  = Cq (amostra) - Cq (calibrador) 

Equação 3: QR = 2e
-Cq

 
Nestas equações o calibrador é a amostra a partir da qual 

as demais serão comparadas. Entretanto, quando se compara a 
expressão gênica entre as formas biológicas, como estamos 
pretendendo nesse estudo, não é possível determinar qual 
amostra seria um bom calibrador, desta forma utilizamos apenas 

o Cq. Consequentemente, o QR que é o valor de quantificação 

relativa foi calculado utilizando apenas o Cq das amostras. 
As análises estatísticas, bem como a confecção dos 

gráficos (valor de abundância de mRNA no eixo y e amostras no 
eixo x), foram realizadas no programa Prism 5.0 (GraphPad). Foi 
utilizado o teste estatístico Análise de Variância (ANOVA) de 
uma via, seguida do teste de comparação múltipla de Tukey. 
Valores de p menores que 0,01 foram considerados 
estatisticamente significantes. 

4.13 Imunolocalização por microscopia óptica  
O ensaio de imunofluorescência indireta foi realizado com 

formas epimastigotas e tripomastigotas da cepa Choachí de T. 
rangeli. Os parasitos mantidos em meio LIT foram coletados por 
centrifugação a 3.000 x g por 10 minutos e lavados duas vezes 

http://fulxie.0fees.us/?type=reference
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em PBS pH 7,4. A concentração de parasitos foi ajustada para 5 
x 10

6 
células/ml, e aproximadamente 100 μl da suspensão celular 

foram depositados em lamínula de vidro (13 cm diâmetro), 
seguido de fixação com paraformaldeído 4% diluído em PBS 
durante cinco minutos. Após três lavagens de cinco minutos com 
PBS, foi feita a permeabilização dos parasitos com 0,5 % Nonidet 
40 (NP40) durante cinco minutos à temperatura ambiente. Os 
possíveis sítios inespecíficos para o antissoro foram bloqueados 
em solução de bloqueio (5% leite desnatado diluído em PBS-
Tween 0,1%) durante 16 horas a 4°C. O antissoro anti-TrDCL2 
produzido conforme o descrito no item 4.10 foi adicionado na 
concentração de 1:100 (v/v) sobre os parasitos fixados nas 
lamínulas, sendo mantidos durante uma hora à temperatura 
ambiente. Após três lavagens de cinco minutos em PBS, o 
anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado a 
Alexa-fluor 488 (Molecular Probes) foi diluído 1:1.000 (v/v) em 
tampão de bloqueio e mantido sobre as lamínulas por 15 minutos 
ao abrigo da luz. Após três lavagens de cinco minutos em PBS-
Tween 0,1% as lamínulas foram coradas com 1 μg/ml de 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) por cinco minutos, lavadas 
novamente (3 vezes) com PBS durante cinco minutos e 
montadas de forma invertida com o reagente Hydromount 
(National Diagnostics) sobre lâminas de vidro. As análises foram 
realizadas em microscópio óptico de fluorescência Olympus – 
Bx40–FL (Olympus) e digitalmente registradas. 

4. 14 Clonagem e identificação dos pequenos RNA 
A clonagem dos pequenos RNA foi realizada conforme 

descrito por Pfeffer e colaboradores (2005) com algumas 
modificações. Inicialmente foi realizada a extração do RNA total 
de formas epimastigotas de T. rangeli cepa Choachí utilizando o 
reagente Trizol

®
 (Invitrogen) conforme as especificações do 

fabricante.  
 Os pequenos RNA foram obtidos a partir de 300 µg de 

RNA total por separação eletroforética em gel desnaturante de 
poliacrilamida 15% e corado em brometo de etídio. Os 
fragmentos entre 18-30 nt foram excisados do gel em cubos de 
1cm

3
 e transferidos para tubos de 2 ml. Para recuperar os 

pequenos RNA do gel foram adicionados 2-3 volumes de NaCl 
0,3 M, incubado a 4°C por 12 horas sob agitação constante e 
centrifugado a ≥3,500 X g, 4°C.  
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Em seguida, o sobrenadante contendo os siRNA foi 
precipitado pela adição de 2 µg/ml de glicogênio, 3 volumes de 
etanol absoluto e incubado a -20°C por 12 horas. Após este 
período, a amostra foi centrifugada por 30 minutos a 3500 x g a 
4°C. Descartou-se o sobrenadante e o precipitado contendo os 
pequenos RNA foi eluído com 24 µl de água livre de RNAse. 
Esses pequenos RNA foram utilizados como molde para a 
síntese de cDNA e estes por sua vez foram utilizados na 
clonagem no vetor pGEM-T Easy Vector® (Promega). 

Para realizar a transcrição reversa, foram sintetizados 
adaptadores que continham nucleotídeos de RNA em uma 
extremidade para ligar nos pequenos RNA e na outra 
extremidade continham nucleotídeos de DNA para que houvesse 
um local de reconhecimento dos iniciadores utilizados na reação 
de transcrição reversa. Além disso, para facilitar a posterior 
clonagem foram adicionados sítios de restrição enzimáticos 
EcoRI e PstI.  

As ligações dos pequenos RNA com os adaptadores foram 
realizadas com a adição de 10 pmol do adaptador 3’ (P rUrUrU 
CTA TCT GCA GAC TGT idT) tampão de ligação 10X (0,1 M 
MgCl2, 0,1 M 2-mercaptoetanol, 0,5 M Tris HCl pH 7.6, 1 mg/ml 
BSA, 2 mM ATP) e 6 µl de DMSO 50% aquoso. O RNA foi 
desnaturado a 90°C por 30 segundos e rapidamente transferido 
para um banho de gelo por 20 segundos. Em seguida foi 
adicionado 1 µl de T4 ligase e incubado por 1h a 37°C.  

Os produtos da ligação foram submetidos à eletroforese em 
gel de poliacrilamida 15% e os fragmentos entre 30 e 60 nt foram 
excisados e purificados como descrito anteriormente. Na amostra 
purificada foi adicionado o e adaptador da extremidade 5’ (TGG 
GAA TTC CTC ACT rArArA) e os mesmos passos anteriores 
foram repetido, entretanto os fragmentos excisados do gel, dessa 
vez, possuíam entre 50 e 80 nt, devido a adição dos 
adaptadores. 

Após a purificação, os pequenos RNA foram utilizados na 
reação de transcrição reversa a qual foi conduzida a 37°C por 50 
minutos na presença de 15 pmol/µ do iniciador para transcrição 
reversa (RT- 5’- GAC TAG CTG GAA TTC GCG GTT AAA -3’), 
200 µM de dNTP, 200 unidades da enzima transcriptase reversa 
M-MLV (Invitrogen) em tampão recomendado pelo fabricante. A 
inativação da reação foi realizada durante 15 minutos a 70 °C. 
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 Após a síntese de cDNA pela RT-PCR, foi prosseguindo a 
sua amplificação pela reação de PCR convencional utilizando 
iniciadores que continham com os mesmo sítios de enzimas de 
restrição contidos nos adaptadores (EcoRI e PstI). Na reação 
foram utilizados 10 μl de cDNA como molde, 200 µM dNTP, 1 
unidade da Taq polimerase (Invitrogen), 10  pmol  dos iniciadores 
PCR 5′   (5’- CAT GGG AAT TCC TCA CTA AA -3’) e PCR  3′ (5’- 
TAC AGT CTG CAG ATA GAA A -3’) durante 20 ciclos de 45 
segundos a 94°C, 1 minutos a 50°C e 1 minuto a 72°C.  

Todos os produtos de PCR obtidos foram visualizados em 
géis de poliacrilamida não desnaturante e corados pelo brometo 
de etídio. As bandas com tamanho entre 59-65 nt que 
correspondentes ao produto da ligação amplificados com a 
presença dos pequenos RNA, forma retiradas do gel e 
novamente purificadas e eluídas em 85 μl de água livre de 
RNAse.  

O produto da purificação foi submetido à digestão com as 
enzimas de restrição EcoRI e PstI durante 4 horas a 37°C.  Após 
este período, foram adicionados 200 μl de tampão TE 1X (10 mM 
Tris-HCl, pH 8; 1 mM EDTA, pH 8) e 300 μl da mistura fenol/ 
clorofórmiol álcool isoamílico na proporção 25:24:1. Em seguida, 
foi homogeneizado no vortex por 10 segundos e centrifugado por 
10 minutos a 16000 x g em temperatura ambiente. A fase 
superior foi removida para um novo tubo e foram adicionados 
300 μl de clorofórmio/álcool isoamílico na proporção 21:1, 
homogeneizado no vortex por 10 segundos e centrifugado por 3 
minutos a 16000 x g em temperatura ambiente. Em seguida, o 
DNA foi precipitado por adição de 1/20 volumes de acetato de 
sódio 4 M, pH 5,2, glicogênio (2 μl/ml) e  2,5 volumes de etanol 
absoluto. A mistura foi realizada por inversão e incubada por 1 
hora em gelo. Passado este período, o DNA foi recuperado por 
centrifugação de 15 minutos a 16000 x g, 4°C. O precipitado foi 
lavado com 1 ml de etanol 80% e centrifugado imediatamente por 
5 minutos a 16000 x g, 4°C. Após a total remoção do etanol, o 
precipitado foi eluído em 8 μl de água livre de RNAse.  

Para uma maior eficiência da clonagem foi realizada a 
concatenação do DNA digerido. Para tal, foi adicionado 1 μl do 
tampão da enzima T4 ligase e 1 μl da enzima T4 ligase., 
incubado por 1 hora em temperatura ambiente. A reação foi 
interrompida por adição de 40 μl de TE 1X e o DNA foi purificado 
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utilizando o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE 
Healthcare). 

Os fragmentos purificados foram ligados ao plasmídeo  
pGEM-T (Promega) previamente digerido com as enzimas EcoRI 
e PstI. 

Os produtos dessa ligação foram utilizados na 
transformação de células competentes E. coli DH5-α. Os clones 
foram selecionados através de PCR utilizando iniciadores 
dirigidos às sequencias M13 presentes no vetor e as colônias 
positivas, tiveram o seu DNA plasmidial extraído por lise alcalina 
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001) para posterior sequenciamento.  

Análise e a comparação das sequencias obtidas foi 
realizada utilizando-se informações obtidas a partir dos bancos 
de dados públicos GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html), GeneDB 
(http://www.genedb.org/genedb/tcruzi/index.jsp) e TcruziDB   
(http://tcruzidb.org/tcruzidb/), além do próprio genoma do T. 
rangeli.  
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5. RESULTADOS 

5.1 Análises in silico das sequências do gene DCL2 de T. 
rangeli (TrDCL2) 

Recentemente foi descrito por nosso grupo de pesquisa a 
presença de um ortólogo do gene DCL2 de T. brucei no genoma 
do T. rangeli (STOCO et al., 2014). O gene TrDCL2 apresenta 
uma janela de leitura (ORF) de 2.667 pb que codifica para uma 
proteína de 889 aminoácidos, com massa molecular de 
aproximadamente 100 kDa e ponto isoelétrico de 5,58. A 
proteína predita apresentou similaridade em nível de 
aminoácidos de 38% com Trypanosoma grayi 
(XP_009313726.1), 32% com T. brucei gambiense 
(XP_011772052.1), 31% com T. brucei brucei (XP_843717.1) e 
29% com Trypanosoma congolense (CCC89630.1).  

A sequência do gene TrDCL2 foi utilizada para desenhar 
iniciadores específicos para PCR, sendo que os produtos 
amplificados apresentaram o tamanho esperado de 
aproximadamente 2.900 pb em todas as cepas descritas na 
tabela 1 (Figura 9). 

 
Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1% corada pelo brometo 
de etídio, revelando os produtos de amplificação via PCR do gene 
TrDCL2 das diferentes cepas do Trypanosoma rangeli. PPM - 
Padrão de Peso Molecular (DNA de Fago Lambda digerido com HindIII); 
DNA genômico das cepas de T. rangeli: SC-58; SC-61; PIT10; C23; 
5048; TRE; B450; R1625; H9; H14; Macias; Palma-2; Choachí; D3493; 
San Agustín; 1545; CN - Controle Negativo (Sem adição de DNA).  

Os produtos de PCR gerados foram purificados e 
sequenciados, e após identificação da região codificante e 
predição das sequências aminoacídicas estas foram alinhadas 
juntamente com as proteínas de T. brucei brucei, T. brucei 
gambiense, T. congolense e T. grayi (Figura 10). 
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                      10       20        30        40        50        60        70        80        90       100                   

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

1545         ------------------------------------------------------MNVGKMARIHSELWSHMPLAKESRARGYATPDTDVFVTGSKWKQRL  

B450         ------------------------------------------------------INVGKMARIHSELGSHMPLAKESRARGYATPDTDVFVAGSKWKQRL  

D3493        ------------------------------------------------------MNVGKMARIHSELWSHMPLAKESRARGYATPDTDVFVTGSKWKQRL  

H9           ------------------------------------------------------MNVGKMARIHSELWSHMPLAKESRARGYATPDTDVFVTGSKWKQRL  

H14          ------------------------------------------------------MNVGKMARIHSELWSHMPLAKESRARGYATPDTDVFVTGSKWKQRL  

Macias       ------------------------------------------------------MNVGKMARIHSELWSHMPLAKESRARGYATPDTDVFVTGSKWKQRL  

Palma2       ------------------------------------------------------MNVGKMARIHSELWSHMPLAKESRARGYATPDTDVFVAGSKWKQRL  

R1625        ------------------------------------------------------MNVGKMARIHSELWSHMPLAKESRARGYATPDTDVFVAGSKWKQRL  

San_agostin  ------------------------------------------------------MNVGKMARIHSELWSHMPLAKESRARGYATPDTDVFVTGSKWKQRL  

Choachi      ------------------------------------------------------MNVGKMARIHSELWSHMPLAKESRARGYATPDTDVFVTGSKWKQRL  

SC58         ------------------------------------------------------MNVGKMARIHSELWSHVSLAKESRARGYATPDADVFVAGSKWKQRL  

SC61         ------------------------------------------------------MNVGEMARIHSELWSHVSLAKESRARGYATPDADVFVAGSKWKQRL  

PIT10        ------------------------------------------------------MNVGEMARIHSELWSHVSLAKESRARGYATPDADVFVAGSKWKQRL  

Tbb_Dcl2     MIFGEDIGPQDSVAVSCGSTNMVNDTPKEALVLQRRGRWVMKLAVALFLSGKDLQSEGELSIMHSEIWSYAALGNEAVRRGYVPLGTPVAGAQSVWKRKL  

Tbg_Dcl2     MIFGEDIEPQDSVAVSCGSTNMVNNTPKEALVLQRRGRWVMKLAVALFLSGKDLQSEGELSIMHSEIWSYAALGNEAVRRGYVPLGTPVAGAQSVWKRKL  

Tc__Dcl2     MLSSEEGNAHLSESNRQHTSANLSKTPQESTVRCRRGRWVIKLALALFLSGKELHTEGKLAAFHGEIWSYELLGREALRRQYVPPDTRPKAAQNVWKEKI  

Tg_Dcl2      ------------MSASDNECFHSEKKRSPNVVASRRGRWVVKLALALFLSRQGITEAGELSRIHSELWRHDFLGEESLVRGYAPPGTDLFAAESIWKQLL  

 

                     110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

1545         GIMWLKEGFGACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPLVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

B450         GIMWLKEGFGACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPLVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

D3493        GIMWLKEGFGACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPLVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

H9           GIMWLKEGFGACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPLVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

H14          GIMWLKEGFGACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPLVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

Macias       GIMWLKEGFGACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPLVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

Palma2       GIMWLKEGFGACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPLVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

R1625        GIMWLKEGFGACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPLVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

San_agostin  GIMWLKEGFGACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPLVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

Choachi      GIMWLKEGFGACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPLVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

SC58         GIMWLREGIEACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPIVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

SC61         GIMWLKEGFEACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPIVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

PIT10        GIMWLKEGFEACVAELEPYFQREFLKLQEQTEPQEQVDITTAWTS-DDPSAECRADIEACTTVASPIVSPLALVGFER----QLARLFVAVLTFTR-CPR  

Tbb_Dcl2     GELWLEKGFEPCMIQLEPYFQQEFERLLAKGILKPQSGTEKD-SNCSAVRPVDTPEPARLSSRNNGAVEEFAKP---------LASLYEASLRYLRNVGM  

Tbg_Dcl2     GELWLEKGFEPCMIQLEPYFQQEFERLLAKGILKPQSGTEKD-SNCSAVRPVDTPEPARLSSRNNGAVEEFAKP---------LASLYEASLRYLRSVGM  

Tc__Dcl2     GAMYVDGGFEACVRDLNPYFEREFNRIQKKAEEERQITADTANTVACHAQVADATHSVGGFSSGSTVDSALVKY---------FAKLYSDALRCVRGVKC  

Tg_Dcl2      GRMWLKSGFDACEAALEPYFKKKYNEYRQHEAQERQLRDANECAEPVHDPVELSDTTEANAAGAGPAPMPAASASIDKPLLEQLTKLYQNAVQYARQVQF  

 

                     210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

1545         NLKELKQGWFSATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGEAAEHTEAWMPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFCWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

B450         NLKELKQGWFYATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGEAAEHTEAWMPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFCWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

D3493        NLKELKQGWFSATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGEAAEHTEAWMPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFCWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

H9           NLKELKQGWFSATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGEAAEHTEAWMPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFCWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

H14          NLKELKQGWFSATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGEAAEHTEAWMPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFCWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

Macias       NLKELKQGWFSATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGEAAEHTEAWMPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFCWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

Palma2       NLKELKQGWFSATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGEAAEHTEAWMPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFCWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

R1625        NLKELKQGWFSATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGEAAEHTEAWMPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFCWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

San_agostin  NLKELKQGWFSATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGEAAEHTEAWMPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFCWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

Choachi      NLKELKQGWFSATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGEAAEHTEAWMPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFCWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

SC58         NLKELKQGWFSATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGAAAEHTEAWLPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFYWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

SC61         NLKELKQGWFSATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGAAAEHTEAWLPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFYWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

PIT10        NLKELKQGWFSATAILQHLQCNDYG-RVKSNDGAAAEHTEAWLPTTPEQLVSLLLRLNVLRRLQFYWGSRVKGAPAKTAG-----------DVWVRAAWA  

Tbb_Dcl2     KTTASTNGWVSAEELYSYLKDRKHSLIVKVPDDIVSECDVLP--TTPARLLVVLSQLDLIGRLQFRWERSSKVDGKRDGERMSLGDEQVECSVSVRAAWA  

Tbg_Dcl2     KTTASTNGWVSAEELYSYLKDRKHSLIVKVPDDIVSECDVLP--TTPARLLVVLSQLDLIGRLQFRWE--SKVDGKRDDERMSLGDEQEECSVSVRAAWA  

Tc__Dcl2     NDGAEG-GWVAAGDLFASVSAHKAGYMMKASAIAEVERSTLPFPTTPSGLVNVLSKLDLLGRFQFRRLCGAESEPTGEANGGAAAEGLQEEKYSIRAAWA  

Tg_Dcl2      AASQCSQGWIPAEELFAHLQGDKCD-CLHDDG--VAHAEAVQLPTTPWQLIASLRSLDLLGRLQFSQATDAVTAAGEAETGVGE-------TWRVRAVWA  

 

                     310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

1545         HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDFWPSQVKDHGGRTRSDFRPFLLLVSVSLLCQG----YERCEGMAWDTVLAANKITSNSAF  

B450         HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDFWPSQVKDHGGRTRSDFRPFLLLVSVSLLCQG----YERCEGMAWDTVLAANKITSNSAF  

D3493        HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDFWPSQVKDHGGRTRSDFRPFLLLVSVSLLCQG----YERCEGMAWDTVLAANKITSNSAF  

H9           HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDF-PSQVKDHGGRTRSDFRPFLLLVSVSLLCQG----YERCEGMAWDTVLAANKITSNSAF  

H14          HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDFWPSQVKDHGGRTRSDFRPFLLLVSVSLLCQG----YERCEGMAWDTVLAANKITSNSAF  

Macias       HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDFWPSQVKDHGGRTRSDFRPFLLLVSVSLLCQG----YERCEGMAWDTVLAANKITSNSAF  

Palma2       HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDFWPSQVKDHGGRTRSDFRPFLLLVSVSLLCQG----YERCEGMAWDTVLAANKITSNSAF  

R1625        HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDFWPSQVKDHGGRTRSDFRPFLLLVSVSLLCQG----YERCEGMAWDTVLAANKITSNSAF  

San_agostin  HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDFWPSQVKDHGGRTRSDFRPFLLLVSVSLLCQG----YERCEGMAWDTVLAANKITSNSAF  

Choachi      HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDFWPSQVKDHGGRTRSDFRPFLLLVSVSLLCRG----YERCEGMAWDTVLAANKITSNSAF  

SC58         HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDFWQSQVKDHGGCTLSDFRPFLLLVPVSLLCQG----YERCEGMAWDTVLAANKVTSNSAF  

SC61         HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDFWQSQVKDHGGCTLSDFRPFLLLVPVSLLCQG----YERCEGMAWDTVLAANKVTSNSAF  

PIT10        HYARRIGDEVFESHPLLPLEQVLSQFSSAVEFYDYIEHVDFWQSQVKDHGGCTLSDFRPFLLLVPVSLLCQG----YERCEGMAWDTVLAANKVTSNSAF  

Tbb_Dcl2     HKDSSLASKVVSDHPKMALEKALEIFSPCREIYDFVESVERWEVAAKLHG-REIPTFRPFLMLAVGDSIRAR-----IPKDPVRRAAALLASKVTTKSAF  

Tbg_Dcl2     HKDSSLASKVVSDHPKMALEKALEIFSPCREIYDFVESVERWEATAKLHG-REIPTFRPFLMLAVGDSIRAR-----IPKDPVRRAAALLASKVTTKSAF  

Tc__Dcl2     HKDSFMAQAVLSSHPMMTLKEAIDKFGRGKRLYDFVESLDRWRAELTKGG-RSVPVFRPFLLLAVGDVIESR-----ITGDCTQQAATLLSNKVVGGSAF  

Tg_Dcl2      HRDAAVSADVLISHPLMSLRRALSLLAPGTACYEFVEDIERWRRAVQKHGGRQVFAVHSFFRIVPGDALLHRGDANNDNKEETLWAAALAANNVTSKSAF  

 

                     410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

1545         VRVWKTFINLHRQRRVRVVHPLPYSSAASGSPDEGVLLLLLSEMDSDVITRSSKGTKYIRAEALYGDGVSTEITVEALRLLNQKECEGSACTDNNVKSDI  

B450         VRVWKTFINLHRQRRVRVVHPLPYSSAASGSPDEGVLLLLLSEMDSDVITRSSKGTKYIRAEALYGDGVSTEITVEALRLLNQKECEGSACTDNNVKSDI  

D3493        VRVWKTFINLHRQRRVRVVHPLPYSSAASGSPDEGVLLLLLSEMDSDVITRSSKGTKYIRAEALYGDGVSTEITVEALRLLNQKECEGSACTDNNVKSDI  

H9           VRVWKTFINLHRQRRVRVVHPLPYSSAASGSPDEGVLLLLLSEMDSDVITRSSKGTKYIRAEALYGDGVSTEITVEALRLLNQKECEGSACTDNNVKSDI  

H14          VRVWKTFINLHRQRRVRVVHPLPYSSAASGSPDEGVLLLLLSEMDSDVITRSSKGTKYIRAEALYGDGVSTEITVEALRLLNQKECEGSACTDNNVKSDI  

Macias       VRVWKTFINLHRQRRVRVVHPLPYSSAASGSPDEGVLLLLLSEMDSDVITRSSKGTKYIRAEALYGDGVSTEITVEALRLLNQKECEGSACTDNNVKSDI  

Palma2       VRVWKTFINLHRQRRVRVVHPLPYSSAASGSPDEGVLLLLLSEMDSDVITRSSKGTKYIRAEALYGDGVSTEITVEALRLLNQKECEGSACTDNNVKSDI  

R1625        VRVWKTFINLHRQRRVRVVHPLPYSSAASGSPDEGVLLLLLSEMDSDVITRSSKGTKYIRAEALYGDGVSTEITVEALRLLNQKECEGSACTDNNVKSDI  

San_agostin  VRVWKTFINLHRQRRVRVVHPLPYSSAASGSPDEGVLLLLLSEMDSDVITRSSKGTKYIRAEALYGDGVSTEITVEALRLLNQKECEGSACTDNNVKSDI  

Choachi      VRVWKTFINLHRQRRVRVVHPLPYSSAASGSPDEGVLLLLLSEMDSDVITRSSKGTKYIRAEALYGDGVSTEITVEALRLLNQKECEGSACTDNNVKSDI  

SC58         VRVSKTFINLHRQRRVRVS-----IRCRTAAPQAGPLTRGYCCCYVRWILTSSRGQ--VRERSTFELRPCTVMGCLPKSLWGHYVCSTRRSARGARAPLT  

SC61         VRVSKTFINLHRQRRVRVS-----IRCRTAAPQAGPLTRGYCCCYVRWILTSSRGQ--VRERSTFELRPCTVMGCLPKSLWGHYVCSTRRSARGARAPLT  

PIT10        VRVSKTFINLHRQRRVRVS-----IRCRTAAPQAGPLTRGYCCCYVRWILTSSRGQ--VRERSTFELRPCTVMGCLPKSLWGHYVCSTRRSARGARAPLT  

Tbb_Dcl2     LSVSRSFLGLHLQRPVCVVHSNIFEGGAMHLRQTAGHGQPPRGVLLLHLSDIVYNAISNVDTKRGALFVKSEILYCGDASSVRSESIKSLCLETEEPKTC  

Tbg_Dcl2     LSVSRSFLGLHLQRPVCVVHSNIFEGGAMHLRQTAGHGQPPRGVLLLHLSDIVYNAISNVDTKRGALFVKSEILYCGDASSVRSEPIKSLCLETEEPKTC  

Tc__Dcl2     LPIHEHFLNMHEECRVHVVHSHFVNGVGAVPFEAAPGGESCGVVFLLPVSEIPVGNVLKNSENPQILYVKGEALYG--EAQLRGVPLDALCLEAGEHSLG  

Tg_Dcl2      VRISPTFLERHLDRCVRVVCQ-----EPDMPSAAAALLLPLGEILQQFVRRPGPDMSIVHAAVLYGDGTSPDITVEALRVG-ETSANAEENEEGTKHGVN  

 

                  

 

KP1(-)  

KP1(+) 

KP1(-)  

KP1(+) 

KP1(-)  

KP1(+) 

KP1(-)  

KP1(+) 

KP1(-)  

KP1(+) 
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                     510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

1545         GSSSSGDGAQLCRFTWQLTQLCGQARATELSSKDDEVKNGKTDKDNRLETQSLIYFDIEAALRCLRFVAAEASDAFAAYGEFDLGVVCSRWLAVGSS---  

B450         GSSSSGDGAQLCRFTWQLTQLCGQARATELSSKDDEVKNGKTDKDNRLETQSLIYFDIEAALRCLRFVAAEASDAFAAYGEFDLGVVCSRWLAVGSS---  

D3493        GSSSSGDGAQLCRFTWQLTQLCGQARATELSSKDDEVKNGKTDKDNRLETQSLIYFDIEAALRCLRFVAAEASDAFAAYGEFDLGVVCSRWLAVGSS---  

H9           GSSSSGDGAQLCRFTWQLTQLCGQARATELSSKDDEVKNGKTDKDNRLETQSLIYFDIEAALRCLRFVAAEASDAFAAYGEFDLGVVCSRWLAVGSS---  

H14          GSSSSGDGAQLCRFTWQLTQLCGQARATELSSKDDEVKNGKTDKDNRLETQSLIYFDIEAALRCLRFVAAEASDAFAAYGEFDLGVVCSRWLAVGSS---  

Macias       GSSSSGDGAQLCRFTWQLTQLCGQARATELSSKDDEVKNGKTDKDNRLETQSLIYFDIEAALRCLRFVAAEASDAFAAYGEFDLGVVCSRWLAVGSS---  

Palma2       GSSSSGDGAQLCRFTWQLTQLCGQARATELSSKDDEVKNGKTDKDNRLETQSLIYFDIEAALRCLRFVAAEASDAFAAYGEFDLGVVCSRWLAVGSS---  

R1625        GSSSSGDGAQLCRFTWQLTQLCGQARATELSSKDDEVKNGKTDKDNRLETQSLIYFDIEAALRCLRFVAAEASDAFAAYGEFDLGVVCSRWLAVGSS---  

San_agostin  GSSSSGDGAQLCRFTWQLTQLCGQARATELSSKDDEVKNGKTDKDNRLETQSLIYFDIEAALRCLRFVAAEASDAFAAYGEFDLGVVCSRWLAVGSS---  

Choachi      GSSSSGDGAQLCRFTWQLTQLCGQARATELSSKDDEVKNGKTDKDNRLETQSLIYFDIEAALRCLRFVAAEASDAFAAYGEFDLGVVCSRWLAVGSS---  

SC58         MRATSVAAAAATGLSSAASRGSSLNFVGRHARRSVQKTMKKMVKLTRIIGGHSLSFTLTSKLR------SDACGSLLLRPQTRLRCMASLTWALCVPGGW  

SC61         MRATSVAAAAATGLSSAASRGSSLNFVGRHARRSVQKTMKKMVKLTRIIGGHSLSFTLTSKLR------SDACGSLLLRPQTRLRCMASLTWALCVPGGW  

PIT10        MRATSVAAAAATGLSSAASRGSSLNFVGRHARRSVQKTMKKMVKLTRIIGGHSLSFTLTSKLR------SDACGSLLLRPQTRLRCMASLTWALCVPGGW  

Tbb_Dcl2     TEPPS--TSALLFARLAEKSITFNVPAESPRVSSPTLANRILTLKRPTPTTNATEFLCGLRSLSHGMGNFAREAFFKKWIEDILALLRARNNRNGSD---  

Tbg_Dcl2     TEPPS--TSALLFARLAEKSITFNVPAESPRVSSPTLANRILTLKRPTPTTNATEFLCGLRSLSHGMGNFAREAFFKKWIEDILALLRARNNRNGSD---  

Tc__Dcl2     GDGASGGVGAVQSCRIAVKEVVLDLPVEPQVSGSPALVNSNVFDEKTDTELDPAVWLQHLRYISQRLLLVTKESFCKEWLEGIFDSYKE--DKSCED---  

Tg_Dcl2      GGVNNTAPCCLTPQFIQLEGLTTVDDKSTEATTIDVAALPNVVHFDAAEARSLLRFTMR-----------ECALAANAMRAIPLATLCSRWLAGSAA---  

 

                     610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

1545         -LPSCLANGNNLTATLSAVDAFAAPSLIWPCMRCSDGAVPYGRQVAMKELRVELRAG---TFVPLYVSSQRQKQPFTVYFAQRTLAGVNGGAPLATTPMV  

B450         -LPSCLANGNNLTATLSAVDAFAAPSLIWPCMRCSDGAVPYGRQVAMKELRVELRAG---TFVPLYVSSQRQKQPFTVYFAQRTLAGVNGGAPLATTPMV  

D3493        -LPSCLANGNNLTATLSAVDAFAAPSLIWPCMRCSDGAVPYGRQVAMKELRVELRAG---TFVPLYVSSQRQKQPFTVYFAQRTLAGVNGGAPLATTPMV  

H9           -LPSCLANGNNLTATLSAVDAFAAPSLIWPCMRCSDGAVPYGRQVAMKELRVELRAG---TFVPLYVSSQRQKQPFTVYFAQRTLAGVNGGAPLATTPMV  

H14          -LPSCLANGNNLTATLSAVDAFAAPSLIWPCMRCSDGAVPYGRQVAMKELRVELRAG---TFVPLYVSSQRQKQPFTVYFAQRTLAGVNGGAPLATTPMV  

Macias       -LPSCLANGNNLTATLSAVDAFAAPSLIWPCMRCSDGAVPYGRQVAMKELRVELRAG---TFVPLYVSSQRQKQPFTVYFAQRTLAGVNGGAPLATTPMV  

Palma2       -LPSCLANGNNLTATLSAVDAFAAPSLIWPCMRCSDGAVPYGRQVAMKELRVELRAG---TFVPLYVSSQRQKQPFTVYFAQRTLAGVNGGAPLATTPMV  

R1625        -LPSCLANGNNLTATLSAVDAFAAPSLIWPCMRCSDGAVPYGRQVAMKELRVELRAG---TFVPLYVSSQRQKQPFTVYFAQRTLAGVNGGAPLATTPMV  

San_agostin  -LPSCLANGNNLTATLSAVDAFAAPSLIWPCMRCSDGAVPYGRQVAMKELRVELRAG---TFVPLYVSSQRQKQPFTVYFAQRTLAGVNGGAPLATTPMV  

Choachi      -LPSCLANGNNLTATLSAVDAFAAPSLIWPCMRCSDGAVPYGRQVAMKELRVELRAG---TFVPLYVSSQRQKQPFTVYFAQRTLAGVNGGAPLATTPMV  

SC58         RAPPCRVALPMGTTWRPLYPPWMRLLRRRLFCHACDAATALCRTAARWRRSFELSSGRGCLCSALCEQPAAKTAFYGVLCAAHAGWRERRRTVGHHADGA  

SC61         RAPPCRVALPMGTTWRPLYPPWMRLLRRRLFCHACDAATALCRTAARWRRSFELSSGRGCLCSALCEQPAAKTAFYGVLCAAHAGWHERRRTVGHHADGA  

PIT10        RAPPCRVALPMGTTWRPLYPPWMRLLRRRLFCHACDAATALCRTAARWRRSFELSSGRGCLCSALCEQPAAKTAFYGVLCAAHAGWRERRRTVGHHADGA  

Tbb_Dcl2     -RSNSCRTPTEKVLSITPDCVYTDFSLIIAGKQKKDNSRPPGLRSLSKELINGIAEG---GCDPLYIKSKQEGT-IVVYFQSTVSDERDVTEIFFSSPLL  

Tbg_Dcl2     -RSNSCRTPTEKVLSVTPDCVYTDFSLIIAGKQKKDNSRPPGLRSLSKELINGIAEG---GCDPLYIKSKQEGT-IVVYFQSTVSDERDVTEFFFSSPLL  

Tc__Dcl2     -VSKMITN----ALSGSFEYAHSSLSLLVPRGGTGMRLSQKGQPPL-ETLTNAAGRG---ECDPLYISANRQRQ-VVVYFHADSPWGADQ-ETVQQTVLL  

Tg_Dcl2      ---------VQNWASASAAGEFDALSIVLPCKRCSTGSALHGRAAAIKQLRAELRAG---HFGPVRASAEHKQQLFTVYFEASPNGDENSAKALPMTPML  

 

                     710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

1545         LLRPQRTVDVRQTAPVSESEKAIPRPRAALVLSYISLQDDECGDGAVFIATELSEEDEARYRGDRDYEDIHPDEDNHSDGEGGALRWSAVIVDEWELEAA  

B450         LLRPQRTVDVRQTAPVSESEKAIPRPRAALVLSYISLQDDECGDGAVFIATELSEEDEARYRGDRDYEDIHPDEDNHSDGEGGALRWSAVIVDEWELEAA  

D3493        LLRPQRTVDVRQTAPVSESEKAIPRPRAALVLSYISLQDDECGDGAVFIATELSEEDEARYRGDRDYEDIHPDEDNHSDGEGGALRWSAVIVDEWELEAA  

H9           LLRPQRTVDVRQTAPVSESEKAIPRPRAALVLSYISLQDDECGDGAVFIATELSEEDEARYRGDRDYEDIHPDEDNHSDGEGGALRWSAVIVDEWELEAA  

H14          LLRPQRTVDVRQTAPVSESEKAIPRPRAALVLSYISLQDDECGDGAVFIATELSEEDEARYRGDRDYEDIHPDEDNHSDGEGGALRWSAVIVDEWELEAA  

Macias       LLRPQRTVDVRQTAPVSESEKAIPRPRAALVLSYISLQDDECGDGAVFIATELSEEDEARYRGDRDYEDIHPDEDNHSDGEGGALRWSAVIVDEWELEAA  

Palma2       LLRPQRTVDVRQTAPVSESEKAIPRPRAALVLSYISLQDDECGDGAVFIATELSEEDEARYRGDRDYEDIHPDEDNHSDGEGGALRWSAVIVDEWELEAA  

R1625        LLRPQRTVDVRQTAPVSESEKAIPRPRAALVLSYISLQDDECGDGAVFIATELSEEDEARYRGDRDYEDIHPDEDNHSDGEGGALRWSAVIVDEWELEAA  

San_agostin  LLRPQRTVDVRQTAPVSESEKAIPRPRAALVLSYISLQDDECGDGAVFIATELSEEDEARYRGDRDYEDIHPDEDNHSDGEGGALRWSAVIVDEWELEAA  

Choachi      LLRPQRTVDVRQTAPVSESEKAIPRPRAALVLSYISLQDDECGDGAVFIATELSEEDEARYRGDRDYEDIHPDEDNHSDGEGGALRWSAVIVDEWELEAA  

SC58         AASSAHRRREADGARVGERKSDPPPPRSFGAVVHPARRR-VWGRGSLHCHGAEGGRGAVSWQGLRGHSPRRGSQRRGRRGVALVGGDRRVGVGGGKTDSG  

SC61         AASSAHRRREADGARVGERKSDPPPPRSFGAVVHPARRR-VWGRGSLHCHGAEGGRGAVSWQGLRGHSPRRGSQRRGRRGVALVGGDRRVGVGGGKTDSG  

PIT10        AASSAHRRREADGARVGERKSDPPPPRSFGAVVHPARRR-VWGRGSLHCHGAEGGRGAVSWQGLRGHSPRRGSQRRGRRGVALVGGDRRVGVGGGKTDSG  

Tbb_Dcl2     LLRSSYTVGDNEGKQTEEETSVANHRSALFLRVDKSSDS----------FAEGDTFRSLTVVELDREQKKVAEALRSDCNTEVTLRSVELCVDEWCLEVL  

Tbg_Dcl2     LLRSSYTVGDNEGKQTEEETSVANHRSALFLRVDKSSDS----------FAEGDTFRSLTVVELDREQKKVAEALRSDCNTEVTLRSVELCVDEWCLEVL  

Tc__Dcl2     FLSSSQWEPPGADEESGAKLSVDGRTAVLLLPSKAQRKN----------GAGGDFFRTRTAVELSVAQQSDAEAMYGICGSTGSLRSVELLVDELAFEVL  

Tg_Dcl2      LLLP---RHALDVGTHAETDSDGLARRCRAVLVVPFNRD------------GNNSENSEGMKSYVAVGLSEEEALRCRENGGELLQSVEVLVDEWVLNAS  

 

                     810       820       830       840       850       860       870       880       890       900          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

1545         KPIAEVVEREFMLPLERSLCTPNPACR-FHNFPVEVQDALLQSLRMQLLLAVTPQLNEKLEYVGDAILDFVVAQDKLSIWTAGRIVSESSNRRFVSYLPE  

B450         KPIAEVVEREFMLPLERSLCTPNPACR-FHNFPVEVQDALLQSLRMQLLLAVTPQLNEKLEYVGDAILDFVVAQDKLSIWTAGRIVSESSNRRFVSYLPE  

D3493        KPIAEVVEREFMLPLERSLCTPNPACR-FHNFPVEVQDALLQSLRMQLLLAVTPQLNEKLEYVGDAILDFVVAQDKLSIWTAGRIVSESSNRRFVSYLPE  

H9           KPIAEVVEREFMLPLERSLCTPNPACR-FHNFPVEVQDALLQSLRMQLLLAVTPQLNEKLEYVGDAILDFVVAQDKLSIWTAGRIVSESSNRRFVSYLPE  

H14          KPIAEVVEREFMLPLERSLCTPNPACR-FHNFPVEVQDALLQSLRMQLLLAVTPQLNEKLEYVGDAILDFVVAQDKLSIWTAGRIVSESSNRRFVSYLPE  

Macias       KPIAEVVEREFMLPLERSLCTPNPACR-FHNFPVEVQDALLQSLRMQLLLAVTPQLNEKLEYVGDAILDFVVAQDKLSIWTAGRIVSESSNRRFVSYLPE  

Palma2       KPIAEVVEREFMLPLERSLCTPNPACR-FHNFPVEVQDALLQSLRMQLLLAVTPQLNEKLEYVGDAILDFVVAQDKLSIWTAGRIVSESSNRRFVSYLPE  

R1625        KPIAEVVEREFMLPLERSLCTPNPACR-FHNFPVEVQDALLQSLRMQLLLAVTPQLNEKLEYVGDAILDFVVAQDKLSIWTAGRIVSESSNRRFVSYLPE  

San_agostin  KPIAEVVEREFMLPLERSLCTPNPACR-FHNFPVEVQDALLQSLRMQLLLAVTPQLNEKLEYVGDAILDFVVAQDKLSIWTAGRIVSESSNRRFVSYLPE  

Choachi      KPIAEVVEREFMLPLERSLCTPNPACR-FHNFPVEVQDALLQSLRMQLLLAVTPQLNEKLEYVGDAILDFVVAQDKLSIWTAGRIVSESSNRRFVSYLPE  

SC58         GRAVYAAARAQRVHAQPGVPFPQLSCGGARRTAAKSADAAYPGG------DAAAKREARICWRRHSGLCRGPGAVNLDGRTHRRVFQQAS------CLLS  

SC61         GRAVYAAARAQRVHAQPGVPFPQLSCGGARRTAAKSADAAYPGG------DAAAKREARICWRRHSGLCRGPGAVNLDGRTHRRVFQQAS------CLLS  

PIT10        GRAVYAAARAQRVHAQPGVPFPQLSCGGARRTAAKSADAAYPGG------DAAAKREARICWRRHSGLCRGPGAVNLDGRTHRRVFQQAS------CLLS  

Tbb_Dcl2     VPLEKVVEEYIFAPIKQCLYGRGNSESPFLLLSEADQAKLEQSLMEQLLLAVTPVKNEALEYLGDAVLDFVVAQEKLNSWTGGPIVDATCNASLAKCLFP  

Tbg_Dcl2     VPLEKVVEECIFAPIKQCLYGRGNSESPFLLLSEADQAKLEQSLMEQLLLAVTPVKNEALEYLGDAVLDFVVAQEKLNSWTGGPIVDATCNASLAKCLFP  

Tc__Dcl2     TPITDIVDTMLLAPVKRSLSSGKDATLPFLSLPVEARATIIQSLRQYLLMAVQPLINETLEFLGDAVLDFVVAQETLNTWGGGPVAEATSNIQLGRSLPL  

Tg_Dcl2      PSIVDVVEREFITPVEHSLRLP-PAPLVFNELPEEQQTSLLQSLRQQLQLAITPGKNEALEYLGDAVLDFVAAQEKLAEWSHGPVVKSTSNAVLARQLPE  

 

                     910       920       930       940       950       960       970       980       990               

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

1545         VITHHLRLVWHIGNEKRKADVVEALFGAVVMALWVIPYSG-------------VARGPLSAAGRLPFTCVLQVVRELMSVLHVVATS--------  

B450         VITHHLRLVWHIGNEKRKADVVEALFGAVVMALWVIPYSG-------------VARGPLSAAGRLPFTCVLQVVRELMSVLHVVVT---------  

D3493        VITHHLRLVWHIGNEKRKADVVEALFGAVVMALWVIPYSG-------------VARGPLSAAGRLPFTCVLQVVRELMSVLHVVVT---------  

H9           VITHHLRLVWHIGNEKRKADVVEALFGAVVMALWVIPYSG-------------VARGPLSAAGRLPFTCVLQVVRELMSVLHMATTT--------  

H14          VITHHLRLVWHIGNEKRKADVVEALFGAVVMALWVIPYSG-------------VARGPLSAAGRLPFTCVLQVVRELMSVLHVAATS--------  

Macias       VITHHLRLVWHIGNEKRKADVVEALFGAVVMALWVIPYSG-------------VARGPLSAAGRLPFTCVLQVVRELMSVLHVVVT---------  

Palma2       VITHHLRLVWHIGNEKRKADVVEALFGAVVMALWVIPYSG-------------IARGPLSAAGRLPFTCVLQVVRELMSVLHVVVT---------  

R1625        VITHHLRLVWHIGNEKRKADVVEALFGAVVMALWVIPYSG-------------IARGPLSAAGRLPFTCVLQVVRELMSVLHVVVT---------  

San_agostin  VITHHLRLVWHIGNEKRKADVVEALFGAVVMALWVIPYSG-------------VARGPLSAAGRLPFTCVLQDVRELMSVLHVVVT---------  

Choachi      VITHHLRLVWHIGNEKRKADVVEALFGAVVMALWVIPYSG-------------VARGPLSAAGRLPFTCVLQVVRELMSVLHVVVT---------  

SC58         TRGHHPPLKVGVAYQEAESGCCGPVWGCCDGAMGDSLQRR-------------LQGPTVGRGPPSVHVCIAGCEGTDECAPGGCDVX--------  

SC61         TRGHHPPLKVGVAYQEAESGCCGPVWGCCDGAMGDSLQRR-------------LQGPTVGRGPPSVHVCIASGAGTDECAPRGCDVX--------  

PIT10        TRGHHPPLKVGVAYQEAESGCCGPVWGCCDGAMGDSLQRR-------------LQGPTVGRGPPSVHVCIAGCAGTDECAPRGCDVX--------  

Tbb_Dcl2     QLRNYFEMKLGISNQKRQADMVEAIFGAVAMALWVIPRRKVLESSTDTTVTGGGGGETPAAGGLLPFAALLSVTKALMDALNITTQ---------  

Tbg_Dcl2     QLRNYFEMKLGISNQKRQADMVEAIFGAVAMALWVIPRRKVLESSTDTTVTGSGGGETPAAGGLLPFAALLSVTKALMDALNITTQ---------  

Tc__Dcl2     PLIRYYELKFKITNKKRHADTVEAIFGALAMVLWVIPFR--------------DEGKHTADG-PLPFSVLQCVTRDLMTALGICAQAETEPSDQP  

Tg_Dcl2      ELCEYLSVVYNISGRKQRADVVEALFGAVAMALWVIPRSA-------------AANRAAG---LLPFAVVLRAVRALAGALEIALI---------  
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Figura 10 - Alinhamento múltiplo das sequências de aminoácidos 
de DCL2 das cepas de Trypanosoma rangeli e outros 
tripanosomatídeos filogeneticamente relacionados.  As sequências 
analisadas foram de Trypanosoma brucei brucei (Tbb_Dcl2), 
Trypanosoma brucei gambiense (Tbg_Dcl2), Trypanosoma congolense 
(Tc_Dcl2), Trypanosoma grayi (Tg_Dcl2) e as cepas de T. rangeli 
KP1(+) (1545, B450, D3493, H9, H14, Macias, Palma 2, R1625, San 
Agustín, Choachí) e KP1(-) (SC58, SC61, PIT10). Os aminoácidos em 
preto são conservados nas sequências e as setas são os resíduos de 
lisina (K) e ácido glutâmicos (E) importantes para a atividade catalítica. 
Retângulo indica família ribonuclease, os aminoácidos em lilás mostram 
o domínio RNAse IIIa (ExxGD) e em verde o domínio RNAse IIIb 
(DxxE). 

 
É possível observar no alinhamento que a sequência de 

DCL2 de T. rangeli possui em todas as cepas um encurtamento 
de 64 aminoácidos na região N-terminal em comparação com os 
outros tripanosomatídeos analisados.  

Além disso, ao analisar o alinhamento das cepas de T. 
rangeli, observa-se um padrão de conservação dentre das cepas 
de um mesmo grupo genético: KP1(+) ou KP1(-). Entretanto 
quando comparamos as sequências das cepas KP1(+) em 
relação às sequências das cepas KP1(-) observa-se uma 
conservação na porção N-terminal (± 340 aa) e uma perda total 
de conservação a partir deste ponto nas KP1(-). Ao analisar as 
sequências de nucleotídeos utilizadas para a predição das 
sequências de aminoácidos observa-se a deleção de um 
nucleotídeo na posição 1.027 pb que implica na alteração da 
janela de leitura correta.  

Apesar da ausência dos resíduos de aminoácidos na 
porção N-terminal em comparação aos demais 
tripanosomatídeos, nas sequências das cepas KP1(+) pode-se 
observar as assinaturas dos domínios RNAse IIIa (ExxGD) e 
RNAse IIIb (DxxE) característicos da proteína Dicer (CONRAD; 
RAUHUT, 2002; POMPEY; FODA; SINGH, 2015), assim como 
os resíduos de Lisina (K

916
)
 
e Ácido glutâmico (E

922
) descritos 

como sendo importantes para a atividade catalítica. Devido à 
alteração na janela de leitura nas sequências das cepas KP1(-), 
estes domínios e resíduos não foram encontrados.   

Em função da presença dos domínios RNAse IIIa e 
RNAse IIIb podemos classificar a DCL2 de T. rangeli sendo uma 
proteína pertencente à família das enzimas RNAse III Classe II 
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de acordo com a nova classificação proposta por Jaskiewicz e 
Filipowicz (2008). Utilizando como base o esquema proposto por 
Pompey e colaboradores (2015), realizamos a comparação da 
estrutura dos domínios RNAse III da DCL2 de T. rangeli com as 
demais proteínas da Classe I e II que contém domínios ortólogos 
(Figura 11). 

 
 

Figura 11. Esquema representando os domínios das proteínas 
RNAse III e suas classes. Destaque em vermelho para a DCL2 de 
Trypanosoma rangeli proposta neste trabalho. Adaptado de Pompey et 
al. (2015). 

 

A partir do alinhamento das DCL2 foram construídas 
duas árvores filogenéticas utilizando os métodos de Neighborn 
joining (Figura 10) e Minimum Evolution (dado não mostrado). 
Em ambas as árvores foi possível visualizar a formação de dois 
clados com alto valor de bootstrap: um contendo as proteínas de 
todas as cepas de T. rangeli e o outro formado pelas sequências 
dos outros tripanosomatídeos incluídos na análise. Dentro do 
clado formado pelas cepas de T. rangeli podemos observar uma 
nítida separação entre as cepas KP1(+) e KP1(-) também 
suportada por alto valor de bootstrap. 

A DCL2 de T. grayi ficou localizada mais próxima do 
clado formado pelas cepas de T. rangeli do que do clado formado 
pelos tripanosomas africanos (T. brucei brucei, T. brucei 
gambiense e T. congolense) (Figura 12). 

Classe	II

Classe	I

Enzimas	RNase	III
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Figura 12: Árvore filogenética elaborada com as sequências de 
aminoácidos das DCL2 de diferentes cepas de Trypanosoma 
rangeli e de outros tripanosomatídeos filogeneticamente 
relacionados gerada através do programa MEGA 6.06

® 
pelo método de 

Neighbour-joining com análise por Bootstrap (1000 replicatas). 

 

5.2 Caracterização da organização genômica da TrDCL2 
A análise da organização genômica do gene TrDCL2 por 

Southern blot (Figura 13) utilizando como sonda o produto de 
PCR referente ao gene TrDCL2, revelou um padrão compatível 
com um gene de cópia única. 

A digestão do DNA genômico da cepa Choachí de T. 
rangeli com as enzimas PstI, NsiI e KpnI revelou somente a 
geração de dois fragmentos de 789/2.130 pb, 1.835/1.084 pb e 
1.914/1.005 pb, respectivamente (Figura 11). A confirmação que 
o gene DCL2 de T. rangeli está presente no genoma como cópia 
única foi feita pela digestão com a enzima EcoRI, que não possui 
o sítio de clivagem dentro do gene, tendo sido detectada apenas 
uma única banda. 

Este resultado confirmou as análises in silico, no qual 
uma busca via Blast nos dados do genoma do T. rangeli, 
utilizando a sequência do gene obtida pelo sequenciamento 
resultou em apenas uma sequência com identidade de 99% 
(dado não mostrado). 
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Figura 13. Caracterização da organização genômica do gene DCL2 
de Trypanosoma rangeli por Southern Blot. (A) Digestão do DNA 
genômico de T. rangeli com as enzimas PstI (789/2.130pb), NsiI 
(1.835/1.084 pb), KpnI (1.914/1.005 pb) e EcoRI (2.919 pb); DNA 
genômico não digerido. (B) Mapa de restrição do gene identificando os 
sítios de restrição das enzimas utilizadas e a sonda representada em 
laranja. 

 

5.3 Avaliação dos níveis de transcrição da TrDCL2 em 
formas epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli 

Inicialmente, foi realizada a validação dos iniciadores 
para as análises por qPCR, tanto para o gene-alvo (senso 
TrDcl2F3 e anti-senso TrDcl2R2 – seção 4.4),  quanto para os 
genes de referência: GAPDH, HGPRT e RNA 60S (seção 
4.12.3). Sendo assim, o cálculo da eficiência média da qPCR 
com cada par de iniciadores foi de aproximadamente 104% para 
TrDCL2, 99% para GAPDH, 95% para HGPRT e 96% para RNA 
60S. Como este cálculo exige eficiências semelhantes, com no 
máximo 10 pontos percentuais de diferença entre os pares de 
iniciadores dos genes-alvo e dos genes de referência, os 
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resultados obtidos estão de acordo com o requerido para calcular 
os valores de abundância relativa. 

 As curvas de dissociação dos produtos de amplificação 
de TrDCL2 apresentaram apenas um pico, em temperaturas 
próximas a 84°C, confirmando a ausência de dímeros e de outros 
produtos inespecíficos. Este resultado foi confirmado com a 
resolução do produto da qPCR em gel de poliacrilamida 10% 
onde observamos a formação de um produto único com tamanho 
esperado de aproximadamente 250 pb (Figura 14). 

 

 
 
Figura 14. Testes representativos da especificidade dos iniciadores 
F3 / R2 na detecção de transcritos do gene TrDCL2 de 
Trypanosoma rangeli. (A) Curva de dissociação mostrando a 
ausência de contaminantes. (B) Eletroforese em gel de 
poliacrilamida 10% corado pelo brometo de etídio do produto da 
reação de qPCR.1- Padrão molecular 100 pb (Promega), 2- Produto de 
amplificação obtido com os iniciadores F3/R2. 

 
Conforme o resultado obtido através da análise utilizando 

o RefFinder e as recomendações do MIQE (Minimum information 
for publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) 
(BUSTIN et al., 2009) a maior estabilidade para normalização foi 
a obtida a partir da média geométrica dos três genes de 
referência utilizados: GAPDH, HGPRT e RNA 60S. Após a 
normalização, não foi evidenciada qualquer alteração significativa 
(p<0,01) nos níveis de transcritos do gene TrDCL2 durante o 
processo de diferenciação celular in vitro do T. rangeli (Figura 
15). 
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Figura 15: Perfil de abundância de mRNA do gene TrDCL2 de 
Trypanosoma rangeli durante o processo de diferenciação in vitro. 
A abundância de mRNA foi analisada em formas epimastigotas (T0), 
intermediárias (T4) e tripomastigotas (T8) de T. rangeli durante a 
diferenciação celular in vitro utilizando como referência a média 
geométrica dos valores de Cq dos genes GAPDH, HPGRT e RNA 60S. 
Os resultados foram obtidos por ensaio de qPCR e representam a 
média dos Cq e o desvio padrão do das triplicatas.  

 

5.4 Amplificação e clonagem do gene que codifica para 
TrDCL2 de T. rangeli. 

A amplificação da ORF completa de TrDCL2 para a 
expressão heteróloga foi realizada através da técnica de PCR 
utilizando os iniciadores especificamente desenhados 
(TrDCL2_completoF e TrDCL2_completoR) descritos na seção 
4.7. Esses iniciadores foram testados nas diferentes cepas de T. 
rangeli e observamos um produto de amplificação do tamanho 
esperado de 2.900 pb em quase todas as cepas testadas (Figura 
16).  
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Figura 16. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo 
brometo de etídio revelando os produtos de amplificação via PCR 
do gene da TrDCL2 em diferentes cepas de Trypanosoma rangeli 
utilizando os iniciadores desenhados para clonagem direcional do 
gene em vetores de expressão. PPM- Padrão de Peso Molecular 
(DNA de Fago lambda digerido pela HindIII), CN- Controle negativo da 
reação (Sem adição de DNA).  

Dentre as cepas para as quais obteve-se amplificação do 
gene TrDCL2, escolhemos a cepa D3943 do grupo KP1(+) para 
prosseguir com a clonagem e posterior expressão heteróloga em 
função da intensidade e da pureza do produto amplificado obtido. 
Além disso, nas análises in silico a predição aminoacídica da 
proteína TrDCL2 nas cepas KP1(-) apontou uma possível 
inatividade da proteína devido à ausência de resíduos 
importantes na atividade catalítica.  

Após clonagem inicial em vetor pGEM T- easy os clones 
positivos foram selecionados e após extração plasmidial uma 
dupla digestão foi realizada com as enzimas NdeI e BamHI (para 
excisão do gene TrDCL2) e outra digestão com a enzima ScaI 
para clivagem do vetor (± 3.000 pb) em função do tamanho 
semelhante do inserto (± 2.800 pb). 

Após a purificação e sub-clonagem da banda 
correspondente ao gene TrDCL2 em vetor de expressão pET14b 
passamos aos testes de expressão heteróloga descrito no tópico 
a seguir. 
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5.5 Expressão heteróloga da proteína TrDCL2 recombinante 
Anteriormente a expressão, fizemos uma predição de 

códons raros das sequências dos fragmentos pelo programa 
Rare Codon Calculador – RaCC 
(www.nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/) que nos identificou a 
Arginina, Leucina, e Prolina como códons raros presentes. Sendo 
assim, optamos tentar expressar a proteína TrDCL2 nas 
linhagens E. coli BL-21 (DE3) Codon plus e Rosetta  que são 
capazes de codificar esses códons raros encontrados. Além 
disso, testamos a E. coli BL-21 Arctic Express que é capaz de 
expressar a proteína de interesse em baixas temperaturas (15°C) 
favorecendo o processo de dobramento da proteína e aumenta a 
probabilidade de produzir uma proteína solúvel. 

Inicialmente testamos a expressão da proteína, utilizando 
diferentes concentrações de IPTG (1; 0,5; 0,30; 0,15 mM) e 
temperaturas (37, 27, 15 °C), não obtendo-se sucesso em 
nenhuma condição testada. 

Com o propósito de aumentar as chances de expressão 
utilizando um protozoário relacionado foram realizados testes de 
expressão da proteína TrDCL2 em L. tarentolae, sendo que este 
não apresenta os genes relacionados ao mecanismo de RNAi 
(REAL et al., 2013). O gene TrDCL2 foi introduzido na L. 
tarentolae através de uma transfecção epissomal utilizando o 
vetor pLEXSY. A transfecção foi confirmada via PCR utilizando 
os iniciadores do inserto, evidenciando-se uma banda com 
tamanho esperado de ± 2.800 pb (Figura 17). 

 

 
 

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo 
de etídio confirmando a presença do gene TrDCL2 em Leishmania 
tarentolae pós-transfecção via PCR utilizando os iniciadores 



71 
 

desenhados para clonagem direcional do gene no vetor de 
expressão pLEXSY. PPM- Padrão de Peso Molecular (DNA de Fago 
lambda digerido pela HindIII); pLEXSY + DCL2- lisado celular de L. 
tarentolae transfectada com o vetor contendo o gene TrDCL2; pLEXSY- 
lisado celular de L. tarentolae transfectada somente com o vetor; CN- 
Controle negativo da reação (sem adição de DNA). 

 
  Ainda que confirmada a presença do vetor e do inserto 

nos parasitos transfectados por PCR, não foi possível confirmar a 
expressão da proteína TrDCL2 por ensaio de Western blot. 
Entretanto, foi possível observar a transcrição do gene TrDCL2, a 
partir da detecção do seu mRNA através de RT-PCR (Figura 18).  

 
Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo 
de etídio confirmando a transcrição do gene TrDCL2 via PCR da 
transcrição reversa do RNA total de Leishmania tarentolae. PPM- 

Padrão de Peso Molecular (DNA de Fago lambda digerido pela HindIII); 
1- RNA total de L. tarentolae pós-transfecção; 2- CN- Controle negativo 
da reação (sem adição de cDNA). 

 
Juntamente com a transfecção em L. tarentolae foi 

realizada a transfecção em T. rangeli, nas mesmas condições. 
Entretanto, observamos que depois da segunda semana pós 
transfecção os parasitos transfectados não estavam mais viáveis. 
Este experimento foi repetido três vezes e o resultado obtido foi o 
mesmo, sendo assim cogitamos que a superexpressão da 
proteína TrDCL2 possa inviabilizar a sobrevivência do parasito. 

O fracasso das tentativas de expressar a proteína 
TrDCL2, poder estar relacionado ao seu grande tamanho (100 
kDa), o que dificultaria a expressão heteróloga em sistema 
heterólogo, principalmente bacteriano. Pensando nisso, optou-se 
por expressar dois pequenos fragmentos da proteína, um 
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contendo os domínios RNAse III denominado TrDCL2-DOM e 
outro fora desta região , denominado de TrDCL2-FRAG. O 
primeiro foi construído com o intuito de testar a atividade RNAse 
III e o segundo fragmento foi pensado como uma alternativa para 
a produção de um antissoro policlonal. 

Fizemos novamente a predição de códons raros das 
sequências dos fragmentos e observamos que mesmo reduzindo 
o tamanho alguns códons raros permaneceram. Sendo assim, 
optamos por expressar os fragmentos da proteína em E. coli 
BL21 (DE3) Codon plus. A expressão de ambos os fragmentos 
foi obtida com a indução de 1 mM de IPTG em todas as 

temperaturas (37, 27,15 C) e tempos testados (3, 6 e 18 h) 
(Figura 19). 

 

 

Figura 19. Análise de expressão dos fragmentos TrDCL2-DOM e 
TrDCL2-FRAG em Escherichia coli BL21(DE3) Codon plus. A1 e A2 
- Geis de poliacrilamida SDS-PAGE 12 % corado com Coomassie blue 
das frações insolúveis dos lisados de bactéria. B1 e B2 - Western blot 
utilizando anticorpo monoclonal anti-His•Tag

®
. Indução da expressão 

utilizando 1 mM de IPTG em diferentes temperaturas (37, 27 e 15 °C) e 
tempos (3, 6 e 12 h). PPM- Padrão de peso molecular: Protein Precision 
Plus Dual Color (Bio-Rad). 

 

Até o momento obtivemos a expressão de ambas as 
proteínas TrDCL2 DOM e FRAG apenas na fração insolúvel das 
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bactérias. A proteína TrDCL2-FRAG destinada à produção do 
antissoro foi expressa e purificada da fração insolúvel por 
cromatografia de afinidade (Figura 20). Após a purificação, a 
proteína recombinante foi dialisada e quantificada pelo método 
de Bradford, sendo utilizado o eluato (E6) para a imunização de 
camundongos Balb/C conforme o descrito no item 4.10.  

 
 

Figura 20.  Etapas da purificação do fragmento da proteína TrDCL2 
(TrDCL2-FRAG) por cromatografia de afinidade. A- Gel de 
poliacrilamida SDS-PAGE 12 % corado com Coomassie blue. B- 
Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-His•Tag

®
. Padrão de 

peso molecular: Protein Precision Plus Dual Color (Bio-Rad) (PM), 
controle não induzido (CNI); fração total pré purificação (T); fração 
insolúvel total (I), proteínas que não aderiram à resina (FT), lavagens 
(L1, L2, L3), eluições (E1, E2, E3, E4, E5, E6). 

 
Entretanto, para a proteína TrDCL2-DOM destinada para 

o teste enzimático de atividade RNAse, a expressão na fração 
insolúvel é um problema uma vez que requer a denaturação 
proteica no processo de purificação, o que modifica a sua 
estrutura e pode determinar a perda da sua atividade. Sendo 
assim, novas estratégias estão sendo elaboradas com vistas à 
expressão da proteína TrDCL2-DOM de forma solúvel.  

A dificuldade de expressar a proteína TrDCL2 inteira 
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também poderia estar relacionada a uma possível ação tóxica 
para as bactérias, visto que se trata de uma RNAse. Buscamos 
solucionar estes problemas realizando a expressão de dois 
fragmentos distintos da proteína, como já descrito, mas também 
realizando a expressão da proteína inteira em E. coli BL21(DE3) 
pLysS, cepa recomendável para proteínas consideradas tóxicas 
para essas bactérias, pois controla melhor a expressão basal da 
proteína que poderia levar a perda do plasmídeo e baixo 
crescimento celular. 

Com base nessas premissas, obtivemos sucesso na 
expressão da proteína TrDCL2 inteira (± 100 kDa) na fração 
insolúvel da bactéria E. coli BL21(DE3) pLysS, induzida com 1 

mM de IPTG em todas as temperaturas (37, 27, 15C) e tempos 
testados (3, 6 e 18 h). Entretanto, não obtivemos expressão na 
fração solúvel da bactéria. A confirmação foi realizada através de 
Western blot utilizando o anticorpo monoclonal anti-His•Tag

® 
que 

revelou uma banda de tamanho esperado (± 100 kDa) em SDS-
PAGE apenas na fração insolúvel (Figura 21). 

 

 
 

Figura 21. Análise da expressão da proteína recombinante TrDCL2 
em Escherichia  coli BL21(DE3) pLysS. A e C- Géis de poliacrilamida 
SDS-PAGE 10% corados com Coomassie blue da fração solúvel e 
insolúvel extrato proteico bacteriano, respectivamente. B e D- Western 
blot utilizando anticorpo monoclonal anti-His•Tag

®
. Indução da 

expressão heteróloga com 1mM de IPTG em diferentes temperaturas 
(37, 27 e 15°C) e tempos (3, 6 e 12h).  PPM- Padrão de peso molecular 



75 
 

Protein Precision Plus Dual Color (Bio-Rad); CNI - Controle não 
induzido. 

   
Até o presente momento, estamos também buscando 

otimizar a expressão da proteína TrDCL2 na fração solúvel 
visando à realização dos testes de atividade. 

5.6 Avaliação do antissoro policlonal -TrDCL2-FRAG 
Como obtivemos a expressão primariamente do 

fragmento da proteína TrDCL2-FRAG, este foi purificado e 
utilizado na inoculação de três camundongos BALB/c para induzir 
a produção do antissoro policlonal. 

Os antissoros produzidos foram testados isoladamente 

contra extratos proteicos totais (50 g) de formas epimastigotas 
da cepa Choachí de T. rangeli. A detecção de uma banda do 
tamanho esperado nos extratos totais e da proteína 
recombinante (rTrDCL2) foi obtida em dois dos três antissoros 
produzidos (1 e 3) testados na diluição de 1:100. Dentre estes, o 
antissoro 3 apresentou uma detecção mais intensa que o 
antissoro 1, entretanto apresentou a detecção forte de uma 
banda inespecífica de aproximadamente 75 kDa (Figura 22). 
Desta forma, utilizamos o antissoro 1 nos experimentos de 
detecção da expressão em diferentes formas do T. rangeli e nos 
experimentos de citolocalização dos sítios de expressão da 
TrDCL2. 

 
 

Figura 22. Reconhecimento da proteína TrDCL2 em extrato proteico 
total da forma epimastigota de Trypanosoma rangeli utilizando os 
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antissoros policlonais -TrDCL2-FRAG. A- Gel SDS-PAGE 10% 

corado com Coomassie blue da fração proteica total (50 g) de 
epimastigota de T. rangeli. B- Western blot utilizando o antissoros 1 e 3, 

na concentração 1:100. PPM- Padrão de peso molecular: Protein 
Precision Plus Dual Color (Bio-Rad). 

 

O antissoro -TrDCL2-FRAG foi testado também contra o 
extrato proteico total das formas tripomastigotas de T. rangeli 
(cepa Choachí), formas epimastigotas de T. rangeli da cepa 
D3493 (KP1+), formas epimastigotas de T. rangeli da cepa SC58 
(KP1-)e da bactéria E. coli BL21 (DE3) pLysS sem o plasmídeo. 
Observa-se na figura 23 o reconhecimento da TrDCL2 tanto em 
epimastigotas da cepa D3493 quanto nas formas tripomastigotas 
da cepa Choachí, permitindo inferir que a proteína TrDCL2 é 
expressa nas duas formas biológicas do T. rangeli. A ausência 
no reconhecimento da TrDCL2 na cepa SC58 condiz com a 
análise in silico dessa proteína nas cepas de T. rangeli KP1(-) na 
qual previa a sua não expressão. 

 
 

Figura 23. A proteína TrDCL2 está presente em epimastigotas e 
tripomastigota de Trypanosoma rangeli. Western blot utilizando o 

antissoro -TrDCL2-FRAG e extratos proteicos totais de: 1) forma 
tripomastigota da cepa Choachí de T. rangeli; 2) forma epimastigota da 
cepa D3493 de T. rangeli; 3) forma epimastigota da cepa SC58; 4) 
lisado celular de Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS. PPM- Padrão de 
peso molecular: Protein Precision Plus Dual Color (Bio-Rad). Flecha 
indica a banda com o tamanho esperado para a proteína TrDCL2. 

 

5.7 Ensaios de citolocalização dos sítios de expressão da 
TrDCL2 por imunofluorescência  

Após a confirmação do reconhecimento da proteína 

TrDCL2 pelo antissoro -TrDCL2-FRAG nos extratos proteicos 
dos parasitos tornou-se possível a realização do ensaio de 
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imunoflourescência para investigar a citolocalização da proteína. 
Observamos em um único ensaio preliminar que tanto em 

formas epimastigotas quanto em formas tripomastigotas houve 
um reconhecimento difuso da TrDCL2 no citoplasma dos 
parasitos permeabilizados, com uma maior intensidade da 
fluorescência próxima ao núcleo e ao longo do flagelo aderido ao 
corpo do parasito (Figura 24). Devido à utilização de um 
antissoro policlonal que revelou o reconhecimento inespecífico 
de algumas proteínas não-alvo nos ensaios de Western blot, faz-
se necessário à purificação desse antissoro visando a realização 
de novos ensaios. 
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Figura 24. Citolocalização da TrDCL2 em formas tripomastigotas e epimastigotas de Trypanosoma rangeli 

por imunofluorescência utilizando o soro policlonal -TrDCL2-FRAG. 1) As imagens representam micrografias 

da expressão da TrDCL2 e ; 2) Núcleo e cinetoplasto corados com reagente DAPI e 3) campo claro. As barras de 
aumento representam 10 µm. 
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5.8 Clonagem e identificação dos pequenos RNA 
Antes de avaliar uma possível relação da proteína TrDCL2 

com síntese de pequenos RNA em T. rangeli, era preciso verificar, 
primeiramente, a existência desses pequenos RNA no parasito e 
posteriormente realizar as identificações. 

Na separação do RNA total por eletroforese em gel de 
poliacrilamida desnaturante, pudemos observar a existência de 
população de pequenos RNA com tamanho entre 20 a 30 nt (Figura 
25).  

 

Figura 25. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 15% 
corado com brometo de etídio evidenciando uma população de 
pequenos RNA provenientes da separação do extrato de RNA total 
da cepa Choachí de T. rangeli. 1)PPM- Padrão de peso molecular 

(oligonucleotídeos sintetizados com tamanho conhecido); 2) Extrato de 
RNA total (300 ug). 

Entretanto, é necessário verificar se esses pequenos 
RNA não são apenas produtos de degradação. Para tal, 
recortamos do gel a região entre 20 à 30 nt e prosseguimos a 
clonagem conforme descrito na seção 4.14. Após a extração dos 
pequenos RNA do gel, adicionamos separadamente os 
adaptadores nas extremidades 5’ e 3’(Figura 26). Esses 
adaptadores contêm sequências específicas que são 
reconhecidas pelos iniciadores dirigidos à reação de transcrição 
reversa dos pequenos RNA em cDNA. 
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Figura 26. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 15% 
corado com brometo de etídio evidenciando a ligação dos 
adaptadores aos pequenos RNA. A - Produto da ligação do adaptador 
na extremidade 5’ nos pequenos RNA; B -Produto da ligação do 
adaptador na extremidade 3’ nos pequenos RNA que já continham o 
adaptador 5’. PPM- Padrão de peso molecular (oligonucleotídeos 
sintetizados com tamanho conhecido). 

 Podemos avaliar na figura acima que ocorreu a ligação 
entre os adaptadores e aos pequenos RNA devido ao aumento 
do seu tamanho em ralação a população inicial que tinha entre 
20-30 nt. O produto dessas ligações foi utilizado na reação de 
transcrição reversa e os cDNA resultantes dessa reação foram 
observados em gel de poliacrilamida não desnaturante (Figura 
27). 
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Figura 27. Eletroforese em gel de poliacrilamida não desnaturante 
15% corado com brometo de etídio mostrando os cDNA obtidos da 
transcrição reversa dos pequenos RNA. PPM- Padrão de peso 
molecular (oligonucleotídeos sintetizados com tamanho conhecido). 

Os iniciadores utilizados na reação de transcrição reversa 
possuíam sítios de restrição para as enzimas EcoRI e PstI para 
facilitar a clonagem no vetor. Portanto, tanto os cDNA quanto o 
vetor pGEM T- easy foram digeridos com essas enzimas de 
restrição. Anterior a ligação, foi realizada a concatenação dos 
cDNA para otimizar a clonagem. O produto da ligação foi 
utilizado na transformação de células competentes E. coli DH5-α. 
As colônias crescidas foram analisadas por PCR de colônia 
utilizando iniciadores dirigidos às sequencias M13 presentes no 
vetor e revelou bandas com diferentes tamanhos. As bandas com 
249 pb correspondem ao vetor vazio (sem a presença de cDNA), 
os produtos contendo um único cDNA possuem ± 260 pb e os 
produtos equivalentes ou maiores que 400 pb contêm pelo 
menos três sequencias de cDNA (Figura 28). 
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Figura 28. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% dos produtos 
da PCR de colônia para verificar os clones com os siRNA. PPM- 
Padrão de peso molecular 100pb (promega). 

Foram analisadas aproximadamente 90 colônias por PCR 
de colônia e algumas colônias que apresentaram um produto 
equivalente 300 pb ou maior foram submetidas a extração 
plasmidial e o DNA plasmidial obtido foi preparado para o 
sequenciamento.  Até o momento, foram sequenciadas 12 
colônias, entretanto, não conseguimos identificar nenhuma 
sequência referente aos pequenos RNA. Encontramos apenas as 
sequências dos adaptadores, mas, sem a presença de uma 
sequência entre eles.  

Entretanto, daremos continuidade nos sequenciamentos 
das demais colônias selecionadas, além de construir novas 
bibliotecas de cDNA referentes aos pequenos RNA. Pensando 
em outra estratégia para a identificação dos pequenos RNA, nós 
enviamos amostras do RNA total para a análise através do 
sequenciamento de RNA (RNAseq) em colaboração com o prof. 
João Marques na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) 
e em Cambridge, UK. 
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6. DISCUSSÃO  
 
A proteína Dicer é um dos componentes essências no 

mecanismo de RNA de interferência e desempenha um papel 
fundamental na biogênese de pequenos RNA (miRNA e siRNA) 
que são moléculas chaves para o silenciamento gênico através 
da via de RNAi. Pertencente à família das enzimas RNAse III, 
essa proteína tem como principal característica a presença do 
domínio RNAse III, mas pode variar quanto à presença de outros 
domínios (DExH RNA helicase/ATPase, DUF283, PAZ, dsRBS) e 
quanto a sua massa molecular (135 até 200 kDa) (BERNSTEIN 
et al., 2001; CARMELL; HANNON, 2004; CERUTTI; CASAS-
MOLLANO, 2006). 

Embora a Dicer já tenha sido descrita e caracterizada em 
diversos protozoários tais como: T. brucei, L. braziliensis, 
Entamoeba histolytica, Toxoplasma gondii, entre outros, em cada 
uma dessas espécies apresenta características distintas, 
tornando-se necessário o estudo particular dessa proteína para 
uma dada espécie. Nesse sentido, nosso estudo foi baseado no 
fato de até o presente momento, não haver relato na literatura 
descrevendo a proteína Dicer em T. rangeli e tampouco sobre a 
presença dessa proteína em organismos deficientes do 
mecanismo de RNAi. Além disso, encontramos indícios da 
presença de uma população de pequenos RNA no T. rangeli que 
podem ou não ter relação com a atividade da TrDCL2. 

As sequências de nucleotídeos e de aminoácidos obtidas 
para o gene TrDCL2 de T. rangeli revelaram uma janela aberta 
de leitura 2.667 pb que codifica para uma proteína com 889 
aminoácidos (100 kDa), mostrando-se semelhante a DLC2 de T. 
brucei (Tb927.3.1230) o qual possui uma proteína de 2.844 pb 
(104 kDa) (PATRICK et al., 2009).  

As análises dos domínios da proteína TrDCL2 revelaram 
a presença apenas de dois domínios RNAse III em sequência 
(RNAse IIIa e RNAse IIIb), assim como o descrito para as 
proteínas  DCL1 e DCL2 de T. brucei (PATRICK et al., 2009; 
SHI; TSCHUDI; ULLU, 2006). Esses domínios são responsáveis 
por clivar o RNA dupla fita e a distância entre eles são críticas 
para a geração dos dois nucleotídeos desemparelhados na 
região 3’, característico dos produtos clivados por enzimas 
RNAse III.  

Os resíduos de lisina e ácido glutâmico estão descritos 
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na literatura como fundamentais para a atividade enzimática, 
estando envolvidos no mecanismo de clivagem do RNA dupla fita 
rompendo a ligação fosfodiéster (DU et al., 2008; PATRICK et al., 
2009). Estes resíduos foram encontrados somente na TrDCL2 
das cepas KP1(+) de T. rangeli. Em contraste, as cepas KP1(-) 
apresentaram uma conservação na porção inicial (± 340 aa) e 
uma perda total de conservação a partir deste ponto devido à 
deleção de um nucleotídeo (G

1027
) o que determinou a alteração 

da janela aberta de leitura (ORF) correta e a consequente não 
codificação para os resíduos essenciais à atividade enzimática. 
Dessa forma, a inatividade da proteína TrDCL2 nas cepas KP1(-) 
de T. rangeli poderia causar a ausência da sua expressão, o que 
foi confirmado pelos ensaios de Western blot. 

 As diferenças nas sequências da DCL2 entre as cepas 
KP1(+) e KP1(-) de T. rangeli foram evidenciadas quando 
realizamos a análise filogenética, revelando a formação de dois 
clados distintos intraespecíficos separando as cepas KP1(+) das 
KP1(-) de cada grupo genético (Figura 10). Este resultado reforça 
a variação genética encontrada entre as cepas de T. rangeli, já 
demonstrado por diversos autores (GRISARD; CAMPBELL; 
ROMANHA, 1999; PUERTA et al., 2009; VALLEJO et al., 2002). 

O número de cópias gênicas da Dicer varia muito entre 
os organismos e não guarda clara relação taxonômica ou 
evolutiva. Enquanto nos vertebrados e em Schizosaccharomyces 
pombe a Dicer é codificada por um gene de cópia única, em 
outros organismos como Drosophila melanogaster, Neurospora 
crassa e T. brucei existem duas cópias, chegando a quatro 
cópias como no caso de Arabidopsis thaliana (HANNON; ROSSI, 
2004). 

Em T. rangeli confirmamos existir uma cópia do gene 
TrDCL2 no genoma através da técnica de Southern blot. 
Entretanto, quando foi realizada a busca pelos demais 
componentes do mecanismo de RNAi no genoma do T. rangeli 
encontrou-se um pseudogene da DCL1 (STOCO et al., 2014). 
Dessa forma, inferimos que o T. rangeli deve ter possuído duas 
cópias do gene DCL (DCL1 e DCL2), mas que ao longo da 
evolução do organismo, o gene DCL1 deve ter perdido sua 
funcionalidade a partir de uma mutação que o tornou um 
pseudogene.  

A natureza não funcional do pseudogene TrDCL1 pode 
estar relacionado ao fato de que em alguns organismos a DCL1 
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está envolvida principalmente na biogênese de miRNA, 
entretanto presença de miRNA em protozoários ainda é incerta 
(ATAYDE; TSCHUDI; ULLU, 2011; GRIMSON et al., 2008), ao 
passo que a DCL2 produz principalmente os siRNA que são 
abundantemente encontrados nos protozoários (TSCHUDI et al., 
2012; ULLU; LUJAN; TSCHUDI, 2005; ZHANG; DYER; 
ROSENBERG, 2002). 

Sabe-se que a proteína DCL2 de Drosophila spp. possui 
um papel essencial na defesa contra infecções por vírus de RNA 
(GALIANA-ARNOUX et al., 2006) e, curiosamente, a DCL2 foi 
subsequentemente perdida nas linhagens que desenvolveram 
estratégias antivirais alternativas, como nos vertebrados 
(MUKHERJEE; CAMPOS; KOLACZKOWSKI, 2013). Em termos 
evolutivos, a perda de funcionalidade do gene DCL1 de T. rangeli 
e do gene DCL2 dos vertebrados pode estar relacionado à 
presença de outras vias de controle da expressão gênica não 
sendo a atividade desses produtos gênicos essenciais à 
regulação e/ou sobrevivência celular desses organismos. 
Estando menos sujeitos a pressão seletiva para a manutenção 
de sua funcionalidade, estes genes podem ter acumulado 
mutações que levaram à sua perda de função. 

Os resultados da qPCR revelaram que não houve 
diferenças significativas nos níveis de transcrição gene TrDCL2 
durante o processo de diferenciação celular in vitro de formas 
epimastigotas em formas tripomastigotas do T. rangeli. 
Entretanto, não podemos afirmar que estes parasitos possuam o 
mesmo nível de expressão proteica, pois, nos tripanosomatídeos 
não há uma relação direta entre os níveis de transcritos com os 
níveis de expressão proteica. Isso se deve à falta de um controle 
específico durante a transcrição e eventos pré e pós-
transcricionais (DAROCHASILVA et al., 2004; TEIXEIRA, 1998).  

Uma alternativa que podemos realizar para avaliar a 
expressão do gene seria através de ensaios de Western blot 
utilizando um gene normalizador com expressão constitutiva para 
comparar a intensidade das bandas pelo programa ImageJ. A 
junção dos métodos de qPCR e Western blot nos daria um 
resultado mais fidedigno. 

Com o intuito de produzir um antissoro contra a proteína 
TrDCL2 realizamos a sua expressão heteróloga. Para tal, 
diversos métodos e sistemas de expressões foram testados. A 
princípio utilizamos o sistema bacteriano (E. coli) devido às 
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vantagens relacionadas à fácil manipulação, rápido crescimento, 
reprodutibilidade e taxas de produção elevadas. Entretanto, esse 
sistema apresenta algumas desvantagens como a incapacidade 
de realizar algumas modificações pós-traducionais e as proteínas 
são expressas geralmente na fração insolúvel em corpos de 
inclusão (BANEYX, 1999).  

O sistema de expressão em protozoários (L. tarentolae e 
T. rangeli) também foi testado, mas sem sucesso na expressão 
da proteína. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que 
os tripanosomatídeos realizam transcrição do tipo policistrônica e 
não fazem a maturação de todos os transcritos, portanto apenas 
a presença do mRNA não garante que ele seja traduzido. 
Entretanto, há a possibilidade de que houve a transcrição, a 
geração do mRNA maduro e a expressão da proteína, porém a 
cauda de histidina pode estar oculta devido ao dobramento da 
proteína ou possa ter sido clivada, não sendo possível sua 
detecção com o anticorpo monoclonal anti-His•Tag

®
 em ensaios 

de Western blot. 
Uma vez que a massa molecular de uma proteína é outro 

fator limitante na expressão em sistema procarioto e a TrDCL2 
possui aproximadamente 100 kDa, seu tamanho pode ter sido 
um impeditivo para a expressão no sistema E. coli BL21(DE3) 
Codon plus. Face aos resultados negativos, optamos por realizar 
a expressão de fragmentos da proteína (TrDCL2-DOM com 406 
pb e TrDCL2-FRAG com 485 pb), utilizando a mesma cepa de E. 
coli, tendo obtido sucesso com essa estratégia. Na literatura, a 
maioria dos trabalhos descritos para expressão heteróloga de 
Dicer utilizou o sistema de expressão de Baculovirus (bac-to-bac) 
(MACRAELI et al., 2006; PODOLSKA et al., 2014) e relataram 
dificuldades de expressão no sistema bacteriano (MA et al., 
2012). 

Outro fator a ser considerado nos sistemas procariotos é 
a possível toxidade dos produtos de expressão heteróloga para 
as bactérias. Nesse sentido, existem relatos de toxidade das 
proteínas da família RNAse III, as quais causam danos celulares 
e inviabilizam o crescimento bacteriano (LEHRER et al., 1989; 
ZHANG; DYER; ROSENBERG, 2002). No caso específico da 
TrDCL2, observamos que a mesma somente foi expressa na 
cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS que possui maior resistência à 
proteínas tóxicas pois, contém o gene da T7 RNA polimerase 
controlada pelo promotor lacUV5 no seu DNA cromossômico e 
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pelo gene T7 lisozima encontrado no plasmídeo pLysS. Quando 
é adicionado o IPTG no meio ele induz a expressão da T7 RNA 
polimerase, que por sua vez induz a altos níveis de expressão da 
proteína de interesse que está sob controle do promotor T7 no 
vetor de expressão, que neste caso era o pET14b. A T7 lisozima 
suprime a atividade da T7 DNA polimerase, o que reduz a 
expressão basal da proteína de interesse. Sendo assim, a 
presença de T7 lisozima mantém a expressão proteica mais 
controlada o que diminui seus níveis aumentando a tolerância de 
E. coli à toxicidade que proteínas heterólogas possam apresentar 
(pET System Manual by Novagem). 

Com base em todos os testes realizados com as 
diferentes linhagens bacterianas, conseguimos expressar dois 
fragmentos da TrDCL2 (TrDCL2-FRAG e TrDCL2-DOM) assim 
como a proteína completa. O fragmento TrDCL2-FRAG foi 
utilizado na produção de um antissoro policlonal com o intuito de 
determinar a expressão proteica e a citolocalização da proteína 
TrDCL2 no T. rangeli. Apesar de termos conseguido a expressão 
do fragmento TrDCL2-DOM, o qual será utilizado na avaliação da 
atividade do domínio catalítico em estudos futuros, optamos por 
não prosseguir com os mesmos neste momento em função de 
termos obtido a expressão da TrDCL2 completa. 

O antissoro anti-TrDCL2-FRAG foi capaz de reconhecer 
um polipeptídeo de cerca de 100 kDa na fração total de proteínas 
de formas epimastigotas e tripomastigotas do T. rangeli, sendo 
compatível como tamanho esperado para a TrDCL2. Uma vez 
que o antissoro policlonal anti-TrDCL2-FRAG não se revelou 
mono-específico, tendo reconhecido outras proteínas, estamos 
testando métodos visando purificar este antissoro policlonal, 
como por exemplo, a purificação por afinidade do soro imune 
(ESPINDOLA et al., 2000). Uma segunda alternativa que 
estamos considerando é a produção de um novo antissoro 
utilizando a proteína TrDCL2 completa, uma vez que moléculas 
maiores tendem a ser mais imunogênicas e podem ter um 
número maior de epítopos específicos.   

Apesar desses processos a realizar, utilizamos o 
antissoro policlonal anti-TrDCL2-FRAG em um ensaio preliminar 
de citolocalização no qual observamos um padrão de 
reconhecimento difuso no citoplasma, não nos permitindo 
concluir uma citolocalização para TrDCL2 em função do 
reconhecimento inespecífico observado nos ensaios de Western 
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blot. Além disso, este resultado difere da localização da DCL2 de 
T. brucei que se encontra no núcleo e se assemelha com o 
padrão de citolocalização da TbDCL1 também encontrada no 
citoplasma (PATRICK et al., 2009). 

 Especula-se que a localização subcelular das isoformas 
da proteína DCL estaria relacionada com a sua função, por 
exemplo, a DCL2 de T. brucei que se encontra no núcleo e está 
envolvida na manutenção da estabilidade genômica frente à 
retrotransposons e transcritos repetidos, já a DCL1 encontrada 
no citoplasma atua no controle de dsRNA exógeno. (PATRICK et 
al., 2009).  

Entretanto, nos organismos que possuem apenas uma 
isoforma da proteína DCL, como no caso da Giardia lamblia 
(SARAIYA; WANG, 2008) e de mamíferos (BILLY et al., 2001), 
está proteína encontra-se apenas no citoplasma. Visto que T. 
rangeli possui apenas uma Dicer o resultado encontrado não 
difere do que ocorre com outros organismos com uma única 
única Dicer.  

Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram a 
presença do gene TrDCL2 no genoma T. rangeli, assim como 
demonstrou pela primeira vez a presença da proteína TrDCL2 
nesse parasito. Este fato nos faz questionar sobre a 
funcionalidade dessa proteína em um parasito que não possui o 
mecanismo de RNAi.  

Sabendo que a função da DCL em organismos com o 
mecanismo de RNAi funcional está relacionada com a síntese de 
pequenos dsRNA nos faz pensar na hipótese de que a DCL2 de 
T. rangeli possa ter mantido esta função, entretanto, os 
pequenos dsRNA é que desempenhariam uma função diferente, 
ou seja, não seriam utilizados como um guia para encontrar e 
mRNA alvo do silenciamento, mas estariam relacionadas a 
outras funções regulatórias. Como exemplo podemos citar os 
pequenos dsRNA originados da clivagem de RNA transportador 
encontrados no T. cruzi que parece estar relacionado com a 
regulação da expressão gênica (GARCIA-SILVA et al., 2010). 

Entretanto a origem desses pequenos RNA em T. cruzi 
ainda é desconhecida, pois nenhum dos genes que codificam 
para proteínas que possuem a função de gerar pequenos RNA 
como a DICER, Angiogenina e T2 RNAse foram encontrados no 
seu genoma (GARCIA-SILVA et al., 2010), provavelmente este 
parasito utiliza uma via alternativa para gerar seus pequenos 
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RNA. 
 Em mamíferos a proteína Dicer é responsável pela 

síntese tanto dos siRNA, relacionados ao mecanismo de RNAi, 
quanto dos pequenos dsRNA originados da clivagem de RNA 
transportador que estão relacionados a diferentes funções que 
não envolvem o mecanismo de RNAi (COLE et al., 2009). Dessa 
maneira supomos que o T. rangeli também possa utilizar a 
proteína TrDCL2 para gerar os seus pequenos dsRNA.  

A caracterização molecular e confirmação da presença 
da proteína TrDCL2 em T. rangeli demonstradas neste trabalho 
abrem novas perspectivas em relação a sua função e uma 
possível relação com pequenos dsRNA desse parasito.  
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7. CONCLUSÕES 
 

 O gene TrDCL2 das cepas de T. rangeli KP1(+) 
apresentaram uma janela aberta de leitura com 
2.667 pb, codificando para uma proteína com 889 
aminoácidos (100 kDa) enquanto que as cepas 
KP1(-) apresentaram códons de parada ao longo 
das sequências. A análise comparativa das 
sequências de aminoácidos da TrDCL2 revelou a 
presença dos dois domínios conservados (RNAse 
IIIa e RNAse IIIb) e dos resíduos lisina e ácido 
glutâmico somente as cepas de T. rangeli KP1(+). 
As diferenças entre as cepas KP1(+) e KP1(-) de 
T. rangeli definiu a separação das mesmas em 
uma análise filogenética; 

 A análise do gene TrDCL2 por Southern blot 
apontou um padrão simples de clivagem, 
sugestivo de cópia única; 

 Os níveis de transcritos do gene TrDCL2 da cepa 
Choachí KP1(+) de T. rangeli não mostraram 
alterações significativas durante o processo de 
diferenciação celular in vitro de formas 
epimastigotas à forma tripomastigotas. Houve 
reconhecimento de uma proteína do tamanho 
esperado (± 100 kDa) pelo antissoro policlonal α-
TrDCL2-FRAG nos extratos proteicos totais em 
ambas as formas. Mas, nos extratos da cepa 
SC58 de T. rangeli não houve esse 
reconhecimento o que indica a ausência da 
expressão nas cepas KP1(-) como previsto nas 
análises in sílico; 

 Os resultados preliminares da imunofluorescência 
indireta apontam a distribuição da  TrDCL2 pelo 
citoplasma de forma difusa tanto em formas 
epimastigotas quanto em formas  tripomastigotas 
de T. rangeli.  

 Foi encontrada uma população de pequenos RNA 
(20-30 nt) em T. rangeli cepa Choachí, entretanto 
a identificação deles ainda não foi concluída neste 
trabalho. 
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Assim, este trabalho revelou pela primeira vez a 

presença da proteína TrDCL2 na cepa Choachí de T. rangeli 
tanto na forma epimastigota quanto na tripomastigota, assim 
como a presença de uma população de pequenos RNA. 
Entretanto uma possível relação entre a proteína TrDCL2 e os 
pequenos RNA ainda precisa ser investigada. Os resultados 
obtidos neste trabalho nos indica que essa proteína possa ter 
alguma função biológica no T. rangeli, apesar desse parasito não 
apresentar o mecanismo de RNAi. 
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8. PERSPECTIVAS 
Embora o mecanismo de RNAi não esteja ativo no T. 

rangeli, a caracterização molecular realizada neste trabalho da 
proteína DCL2, que é remanescente desse mecanismo, 
possibilitará novos estudos sobre a sua atividade enzimática e o 
possível papel que desempenha neste parasito.  

Com esse intuito, poderá ser feita a avaliação da 
atividade da proteína recombinante TrDCL2 obtida neste 
trabalho, assim como da proteína endógena dos extratos 
proteicos totais de T. rangeli, avaliando a sua capacidade de 
gerar pequenos RNA. 

Além disso, abre a possibilidade de explorar os siRNA 
existentes nesse parasito e talvez correlacionar a função da 
TrDCL2 com a biossíntese dos siRNA. Para tal, continuaremos 
com os ensaios de identificação dos siRNA e  além disso, já 
enviamos amostras de RNA total de T. rangeli para a realização 
do RNAseq em colaboração com o prof. João Marques na 
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e em Cambridge, 
UK. 

Por fim, esses estudos poderão auxiliar uma melhor 
compreensão do comportamento do mecanismo de RNAi durante 
a evolução dos tripanosomatídeos.  
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