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RESUMO 
O parasita Trypanosoma brucei é o agente causal da Tripanossomíases Africana 

(doença do sono) em humanos e ‘nagana’ em animais, cujo impacto 

socioeconômico é devastador nos paises sub-Saharianos da África. Atualmente, 

as terapias existentes contra esta doença são insatisfatórias, devido a sua 

toxicidade e ao surgimento de linhagens resistentes. Tripanosomatídeos contem 

uma simples mitocôndria, o kinetoplasto, cujo código genético desvia do código 

universal, onde o códon de parada UGA é usado como códon para Trp. Um 

simples tRNATrp(CCA) codificado no núcleo, decodifica o códon canônico Trp, 

usado para a tradução dos genes nucleares e mitocondriais. O evento de 

editoramento “C”por “U” na posição 34 do tRNATrp(CCA) muda o anticódon de 

CCA para UCA, permitindo a decodificação do códon de parada UGA para Trp, 

nos genes mitocondriais. No genoma de Leishmania e Trypanosoma, foram 

identificados dois genes nucleares para Triptofanil-tRNA sintetases (WARSs), 

uma citoplasmática (WARS1)  e outra mitocondrial (WARS2). Com o propósito 

de validar a WARS mitocondrial de tripanosomatídeos, como um potencial alvo 

farmacológico, foi realizado o silenciamento gênico (RNAi) de ambos genes 

WARSs de T. brucei. Nas condições testadas, a expressão do dsRNA gerou  um 

potente silenciamento, levando ao desenvolvimento de um fenótipo 

caracterizado por alterações morfológicas, drástica inibição do crescimento, 

redução nos níveis de oxigênio consumido (somente na TbWARS2) e morte 

celular. A eficiência e especificidade do silenciamento foram estimadas por PCR 

quantitativo e foram evidenciadas significativas modificações na quantidade de 

mRNA específico para as TbWARSs. 



  

ABSTRACT 
The parasitic Trypanosoma brucei is the causative agent of African 

Trypanosomiasis (sleeping sickness) in humans, and nagana in animals and is 

responsible for heavy socioeconomic losses in most countries of sub-Saharan 

Africa. Therapy against sleeping sickness is unsatisfactory because the toxicity 

and arising of the drug resistant parasites. Trypanosomatids contain a single 

mitochondrion, the kinetoplast, whose genetic code deviates from the universal 

code where a UGA stop codon is used as a Trp codon. A single nuclear-encoded 

tRNATrp(CCA), that can decode the canonical Trp codon, is used by both the 

nucleus and mitochondria genes. A “C” to “U” editing event at position 34 of 

tRNATrp(CCA) changes the anticodon from CCA to UCA allowing the decoding of 

the UGA stop codon to Trp from the mitochondrial genes. We have identified 

two different nuclear-encoded tryptophanyl-tRNA-synthetase (WARSs) genes 

(one cytoplasmic (WARS1) and the other to the kinetoplast (WARS2)) in both 

Leishmania and Trypanosoma cells. With the purpose to validate the 

mitochondrial WARS enzymes of trypanosomatids, as potential drug targets, we 

performed gene silencing (RNAi) experiments with both WARSs forms from T. 

brucei. In the conditions tested, the expression of dsRNA from a dual promoter 

system generated potent RNA silencing, leading to clear phenotypes 

characterized by morphologic alterations, severe growth inhibition, reduction in 

the levels of oxygen consumed (only TbWARS2) and cellular death. The 

efficiency and specificity of silencing were estimated by quantitative PCR and 

significant modifications of the specific amount of TbWARSs mRNA were 

evidenced.  
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1. INTRODUÇÃO 

A qualidade de vida de milhões de pessoas é comprometida pela infecção 

de parasitas protozoários. Os tripanosomas, transmitidos por dípteros 

(Glossinia) para humanos e animais de pastagem na região da África Meridional 

(Trypanosoma brucei) ou pelos insetos reduviídeos em áreas da América 

Central e do Sul (Trypanosoma cruzi), causam doenças debilitantes e letais. 

Atualmente, o tratamento destas enfermidades tropicais é insatisfatório, 

caracterizado pela disposição de poucos medicamentos, os quais são geralmente 

ineficazes, produzindo sérios efeitos colaterais e requerendo, em muitos casos a 

aplicação de altas doses, hospitalização ou outros inconvenientes para seu uso. 

Por esta razão, a pesquisa de novos alvos farmacológicos e o desenvolvimento de 

inibidores mais específicos e eficazes se faz obrigatório.  

Com o propósito de validar a enzima envolvida na via de tradução, 

Triptofanil-tRNA Sintetase como um alvo para o desenho de inibidores, foi 

realizado o silenciamento específico da forma citoplasmática e mitocondrial 

desta enzima , mediante a interferência específica do mRNA (RNAi).  

Nas secções seguintes desta introdução, se apresenta uma descrição de 

alguns aspectos teóricos relevantes para esta pesquisa. Na primeira seção se 

aborda a família dos tripanosomatídeos e as características únicas da biogênese 

destes parasitos. A ênfase central é feita sobre o Trypanosoma brucei e a doença 

por ele causada, a Tripanosomíase Africana.   
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Nas seções 1.2 a 1.5, são descritos os tRNAs, sua estrutura, mecanismos 

de processamento, controle de qualidade, transporte e aminoacilação. Em 

seguida são tratados aspectos gerais importantes das aminoacil-tRNAs 

sintetases (aaRSs) e seus mecanismos de discriminação do substrato. 

Finalmente, é apresentado um tópico especial sobre as Triptofanil-tRNA 

Sintetases (TrpRSs/WARSs), tema central desta pesquisa. 

Na última seção, 1.6, é feita uma breve exposição sobre o processo de 

silenciamento gênico em T. brucei, através de RNA de Interferência (RNAi). 

Esta ferramenta de manipulação genética foi utilizada neste trabalho para a 

validação das enzimas WARSs como alvo farmacológico.  

1.1. Tripanosomatídeos 

A família Trypanosomatidae compreende um grande grupo de parasitas 

flagelados, responsáveis por uma série de doenças, tais como, a Tripanosomíase 

Africana em humanos (Doença do Sono) e Nagana em animais (Trypanosoma 

brucei spp) e a Tripanosomíase Americana (Doença de Chagas) em humanos 

(Trypanosoma cruzi). Esta família também inclui a Leishmania spp, que é o 

agente etiológico de diferentes tipos de Leishmanioses em humanos e animais e 

Crithidia spp, um parasita exclusivo de insetos.  

Estes eucariontes unicelulares residem extracelularmente no sangue e 

nos tecidos; ou intracelularmente, nas células do músculo liso. Como parasitas, 

eles se diferenciam durante seu complexo ciclo celular para se adaptar as 

numerosas condições nutricionais e desafios imunológicos.  
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Os tripanosomatídeos possuem propriedades genéticas, bioquímicas e 

estruturais incomuns. Estas características específicas podem ser exploradas 

como formas de combater as doenças por eles causadas. 

1.1.1 Tripanosomíase Africana Humana 

As Tripanosomíases Africanas são um conjunto de doenças letais se não 

tratadas, transmitida por dípteros do gênero Glossinia (Figura 1). Essas moscas, 

TseTse, na língua setswana (Botswana), foram identificadas pela primeira vez 

no delta do rio Okavando (Botswana), onde são endêmicas. As Tripanosomíase 

Africanas são causadas por parasitas da espécie Trypanosoma brucei (T. b. 

rhodesiense e T. b. gambiense). Estes parasitas (T. b. brucei e T. congolense, T. 

simiae e T. vivax), além de comprometer a saúde humana, também afetam a 

saúde animal sendo responsáveis pela doença de ‘Nagana’ em gado e animais de 

caça (ver Figura 2). 
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Figura 1. Mosca Tsetse, vetor transmissor da Tripanosomíase Africana. (Ohio-State University, 
College of Biological Sciences Http://www.biosci.ohio-state.edu/~parasite/home.html) 

 

  

Figura 2. Patologias causadas pelo Trypanosoma brucei. De esquerda para direita: 
Tripanosomíase Africana Humana e Nagana em gado (http://www.who.int/en/). 

1.1.1.1 Etiopatologia 

Os sintomas da Tripanosomíase Africana dependem do hospedeiro e da 

sub-espécie do tripanosoma. Na fase inicial da infecção por T. b. gambiense, a 

presença do parasito na corrente circulatória provoca uma estimulação maciça 

da resposta humoral, sendo característica a lise das células do hospedeiro, 

mediada pelo complemento (ver Figura 3). Esta hemólise provoca 

subseqüentemente anemia; dano vascular (principalmente nos rins); dores 

musculares e articulares; linfoadenopatia (Sinal de Winterbottom); edema; 

febre e enfraquecimento. A segunda fase, conhecida como fase neurológica, 

começa quando o parasita atravessa a barreira hemato-encefálica e infesta o 

Sistema Nervoso Central (SNC), levando ao aparecimento dos sinais e sintomas 

característicos da doença: confusão, distúrbios sensoriais e perda de 
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coordenação. O distúrbio no ciclo do sono, o qual da o nome à enfermidade, é a 

característica mais significativa da Tripanosomíase Africana. Sem tratamento 

esta doença é fatal, e se o paciente não é tratado antes de instalada a segunda 

fase, os danos neurológicos são irreversíveis, mesmo depois do tratamento. A 

longa e assintomática primeira fase da doença por T. b. gambiense, é um dos 

fatores que contribuem à dificuldade no diagnóstico e tratamento. 

 

 

Figura 3. Formas sangüíneas de T. brucei num esfregaço de sangue periférica humana (Ohio 
State University, College of Biological Sciences) 
 

No caso da infecção causada pelo T. b. rhodesiense, não há os sintomas 

de comprometimento do SNC ou coma, provavelmente devido a que a morte do 

paciente acontece antes que estes possam ser desenvolvidos.  

1.1.1.2 Epidemiologia e Distribuição Geográfica  

A Doença do Sono tem um impacto devastador sobre a saúde humana, 

por ano são reportados mais de meio milhão de casos e 70,000 mortes. Este 

parasita também infecta gado e animais de caça, causando a doença de 

‘Nagana’, restringindo o desenvolvimento agrícola e contribuindo ao 
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empobrecimento das áreas afetadas. Nos últimos trinta anos, falhas nas 

medidas de controle e no tratamento tem exacerbado o impacto desta patologia, 

sendo a maior causa de morte em algumas partes de África, superando inclusive 

a HIV/AIDS em algumas províncias da Angola, Congo e Sudão do Sul 

(http://www.who.int/en/).  

 A Doença do Sono ameaça mais de 60 milhões de pessoas em 36 paises 

do continente africano. Somente três a quatro milhões destas pessoas 

encontram-se atualmente sob programas de vigilância epidemiológica, com 

exames regulares ou acesso a centros de saúde. A falta de recursos das 

populações em risco leva a que muitas pessoas morram por causa da doença, 

antes de serem diagnosticadas (http://www.who.int/en/).  

 Em 1999, foram comunicados aproximadamente 45,000 casos, mas a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), calcula que a população afetada por ano 

seja dez vezes maior, devido ao sub-diagnóstico. Estima-se que o número real 

esteja entre 300,000 a 500,000 novos casos, e 100,000 incapacitados por ano. 

O custo da doença é de aproximadamente 1,6 milhões de DALYs (Disability 

Adjusted Life Years). Este índice é uma medida que compreende o conceito dos 

potenciais anos de vida que uma pessoa perde devido à morte prematura 

(incluindo os anos perdidos de vida saudável, em virtude de estado de saúde 

precária ou incapacidade). Um DALY equivale a um ano de vida saudável 

perdido e ao custo da doença medido pela diferença entre o status atual de 

saúde e a situação ideal, livre da doença ou incapacidade 

(http://www.who.int/en/).  
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Foram identificados três grandes epidemias de Tripanosomíase Africana 

no último século: uma entre 1896 e 1906 (principalmente em Uganda e Congo); 

uma em 1920 em vários paises Africanos e uma última que teve inicio em 1970 e 

que se prolonga até hoje. A epidemia de 1920 foi contida com sucesso e a 

enfermidade praticamente desapareceu entre 1960-1965. Depois deste período, 

falhas no sistema de vigilância epidemiológica levaram ao reaparecimento da 

doença em forma endêmica nos últimos trinta anos (http://www.who.int/en/). 

 Segundo a OMS (http://www.who.int/en/), os paises afetados são 

classificados em quatro categorias de acordo à prevalência da doença, sendo que 

em cada pais a distribuição espacial da doença é muito diversa, encontrando-se 

focos e micro-focos (ver Figura 4 e 5): 

paises epidêmicos: Angola, República Democrática do Congo e Sudão; 

paises altamente endêmicos: Camarões, República de África Central, Chad, 

Congo, Costa de Marfim, Guine, Moçambique, Uganda e República Unida de 

Tanzânia; 

paises pouco endêmicos: Benin, Burkina Faso, Guine Equatorial, Gabon, Kenia, 

Mali, Togo e Zâmbia;  

paises de status epidemiológico desconhecido: Botswana, Burundi, Etiópia, 

Libéria, Namíbia, Nigéria, Ruanda, Senegal e Serra-Leoa.  

O T. b. gambiense encontra-se principalmente distribuído na África 

Ocidental (oeste do vale do grande Rift), Congo, Camarões e Angola. A 

ocorrência da morte acontece geralmente entre seis meses e 6 anos, senão 

tratada. É transmitido de humano para humano através do vetor Glossina 

palpalis, cujos reservatórios são os rios, lagos e poços. Nesta variedade da 
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doença, os animais domésticos têm pouca importância epidemiológica. O T. b. 

rhodesiense é o agente etimológico da Tripanosomíase Africana Oriental região 

dos grandes lagos: Tanzânia, Moçambique, Quênia e Uganda. Esta variedade da 

Tripanosomíase Africana, afeta de forma significativa os animais domésticos 

como: antílopes, gazelas e gado. O vetor de transmissão é a mosca hematófaga 

Glossina morsitans (ver Figura 4 e 5).  

 

Figura 4. Distribuição espacial da Tripanosomíase Africana Humana. Regiões da África Sub-
Sahariana afetadas pela Tripanosomíase Africana do Oeste (em cinza), causada pela sub-espécie 
T. b. gambiense e pela Tripanosomíase Africana do Este (laranja), causada pela sub-espécie T. b. 
rhodesiense (http://www.who.int/en/).  
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Figura 5. Comparação da distribuição geográfica das áreas infestadas pela mosca Tsetse (verde) 
e as áreas de criação de gado (roxo) no continente africano, mostrando os efeitos devastadores 
da doença de ‘Nagana’ sobre a criação de gado (http://www.who.int/en/).  

1.1.1.3 Controle 

O controle da doença se dá principalmente por vigilância epidemiológica 

das populações de alto risco, acoplado ao tratamento das pessoas infectadas, 

além da redução no número de moscas Tsetse.   

1.1.1.4 Tratamento 

Se a infecção é diagnosticada na fase inicial, as chances de cura são altas. 

O tipo de tratamento depende da fase da doença: Inicial ou Neurológica 

(http://www.who.int/en/) (ver Figura 6).  
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Tratamento na Fase Inicial:  

• Suramina: Descoberta em 1921, e usada no tratamento da fase inicial da 

infecção por T.b. rhodesiense. Apresenta freqüentes efeitos indesejáveis.  

• Pentamidine: Descoberta em 1941, e usada para o tratamento da fase 

inicial da infecção por T.b. gambiense. Apesar de uns poucos efeitos 

indesejáveis é bem tolerada pelos pacientes.  

Tratamento na Fase Tardia (ou neurológica):  

• Melarsoprol: Descoberta em 1949. Atualmente, é o único fármaco 

disponível para o tratamento do estágio avançado da Doença do Sono, 

independente da sub-espécie causal. É o último derivado arsenical 

existente. Seu uso implica severos efeitos indesejáveis, incluindo: 

encefalopatia, freqüentemente fatal (3-10% dos casos), deixando, nos 

casos de sobrevivência, graves seqüelas neurológicas. Adicionalmente, 

existe uma considerável resistência ao medicamento, chegando até 30% 

em algumas partes da África Central.   

• Eflornitina: Descoberta em 1990. Constitui a única alternativa existente 

para o tratamento com o melarsoprol. Eficiente somente contra o T.b. 

gambiense. Sua aplicação requer um regime estrito e de difícil aplicação. 

Sua produção cessou em 1999. 
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Figura 6. Fármacos utilizados para o tratamento da Tripanosomíase Africana Humana. 

1.1.2 Trypanosoma brucei 

1.1.2.1 Ciclo de vida 

Os parasitos protozoários são organismos extremamente bem adaptados 

a seu ambiente, tendo co-evoluído com seu hospedeiro mamífero devido a sua 

necessidade constante de evitar a sua resposta imune. Possuem um ciclo de vida 

complexo e são freqüentemente transmitidos entre hospedeiros mamíferos 

através de vetores artrópodes, nos quais também freqüentemente tem de 

enfrentar condições hostis. A variedade destas condições enfrentadas por estes 

parasitos significa que um simples organismo deve exibir uma alta 

adaptabilidade e uma diferenciação rigorosamente programada, requerendo 

uma modulação coordenada de muitos processos biológicos básicos.  
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O T. brucei é transmitido entre os hospedeiros mamíferos pela Tsetse, 

Glossina spp, na qual se estabelece inicialmente no intestino e logo migra para 

as glândulas salivares permitindo a transmissão para um novo hospedeiro 

mamífero durante sua alimentação (Figura 1). No novo hospedeiro, o parasito 

sobrevive livre na corrente sangüínea, sendo capaz de evadir a resposta humoral 

através de sua variação antigênica (McCulloch, 2004), implicando a expressão 

seqüencial de Glicoproteínas Variáveis de Superfície (VSGs, Variable Surface 

Glycoproteins) antigenicamente distintas, as quais estão ancoradas à 

membrana de superfície pelo glicosilfosfatidilinositol (GPI).   

Nas formas sangüíneas (Slender), o kinetoplasto é localizado na 

extremidade posterior da célula. Estas proliferam, sendo substituídas por 

formas Stumpy, não proliferativas, na medida em que o número de parasitas 

aumenta (Matthews et al., 2004). Isto tem duplo propósito: primeiro, o 

acúmulo de formas não proliferativas limita o incremento no número de 

parasitas e, talvez, contribua para prolongar a sobrevida do hospedeiro (e 

conseqüentemente a probabilidade de transmissão da doença); segundo, a 

interrupção da divisão celular das formas Stumpy na fase G1, assegura que as 

mudanças morfológicas, que acontecem depois da transmissão para Tsetse, 

possam ser coordenadas com a reentrada no ciclo celular.  

Após a sua entrada no vetor hematófago, no intestino da mosca são 

geradas as formas procíclicas proliferativas que mudam a sua maneira de 

geração de energia, antes baseada exclusivamente na glicólise, para um sistema 

baseado na respiração mitocondrial. Para este propósito, é requerida uma 

elaboração estrutural e uma ativação metabólica da organela. As formas 
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procíclicas, substituem sua coberta de VSG por uma superfície menos densa 

composta por prociclinas, as quais são ancoradas também ao GPI (Roditi e 

Liniger, 2002). O kinetoplasto é também re-posicionado para uma localização 

sub-terminal. 

Depois da proliferação no intestino, o parasito migra para as glândulas 

salivares. A forma epimastigota gerada ali, se prende à parede da glândula 

através da elaboração da membrana flagelar. Depois de subseqüentes 

multiplicações, o parasito pára novamente sua divisão celular, readquirindo sua 

coberta de VSG, para assim poder ser liberado dentro do lúmen da glândula 

salivar, onde ele se fixa como forma epimastigota. Esta forma é proliferativa e 

sua fixação à glândula é feita através do seu flagelo. Eventualmente, a partir dos 

epimastigotes são geradas as formas metacíclicas, não proliferativas, 

preparando-se, de esta forma, para recomeçar o ciclo de infecção num novo 

hospedeiro mamífero (Figura 7).  

 

 

 



  

   26

 
 
Figura 7 . Ciclo de vida do Trypanosoma brucei (Matthews, 2005). 

1.1.2.2 Morfologia 

A célula do Trypanosoma é alongada e possui um citoesqueleto de 

microtúbulos altamente polarizado, definindo a forma celular que permanece 

intacta através do ciclo celular (Sherwin e Gull, 1989). As organelas de cópia 

simples no parasito (e.g. cavidade flagelar, flagelo, kinetoplasto, mitocôndria e 

núcleo) estão posicionadas em forma precisa dentro do citoesqueleto e 

encontram-se concentrados entre a extremidade posterior e o centro da célula 

(Figura 8).  
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Figura 8. Arquitetura celular do tripanosoma.  Representação simplificada da localização das 
principais estruturas da célula do tripanosoma (Matthews, 2005). 

 

A mobilidade do tripanosoma é dependente do seu flagelo simples, o qual 

possui uma estrutura axonemal convencional associado com uma vareta 

paraflagelar (Vaughan e Gull, 2003), uma estrutura semi-rígida encontrada nos 

kinetoplastídeos e euglenoides, que contribui para a mobilidade do parasito 

(Bastin et al., 1998). O flagelo dos tripanosomas se origina no corpo basal que, 

por sua vez, encontra-se ligado através da membrana mitocondrial ao genoma 

mitocondrial, o qual compreende uma massa de DNA concatenado, chamada de 

kinetoplasto. Em T. brucei foi visualizado um complexo tripartida, consistindo 

de um grupo de ligamentos conectando o corpo basal à membrana externa da 

mitocôndria e a um segundo grupo de filamentos no interior da mitocôndria, 

que liga o kDNA à região correspondente na membrana interna (Gull, 2003). 

Esta série de filamentos fornece laços de guia através dos quais a segregação do 

genoma mitocondrial é ligada à replicação e segregação do corpo basal e do 
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flagelo. De esta forma, os fármacos que desmancham o citoesqueleto, inibem a 

segregação do corpo basal e do kinetoplasto (Gull, 2003).  

1.1.2.3 Geração de Energia 

Em todos os tripanosomatídeos, muitas das enzimas glicolíticas 

encontram-se compartimentalizadas em organelas específicas, os glicossomos 

(Opperdoes e Borst, 1977). Estas organelas também contem o sistema de 

enzimas típicas dos peroxisomas, e sua biogênese é similar e homóloga a estas 

organelas (Clayton et al., 1995).  

Nas formas sangüíneas de T. brucei, a produção de ATP é inteiramente 

dependente da glicólise, com a glicose como a fonte de energia preferencial, e a 

frutose, manose e o glicerol como substratos alternativos. Neste parasito, as 

enzimas glicolíticas são particularmente abundantes, representando mais de 

90% do conteúdo protéico do glicossomo (Misset et al., 1986). Nas formas 

sangüíneas, a mitocôndria possui um papel menor no metabolismo energético, e 

o ciclo de Krebs esta ausente, assim como, muitos dos complexos da cadeia 

respiratória (Bienen et al., 1981). Porém, é errôneo considerar que a 

mitocôndria nas formas sangüíneas não é funcional. Fundamentalmente, ela 

possui uma oxidase de alternativa (exclusiva dos tripanosomas) codificada no 

núcleo, a qual mantém o balanço do potencial redox glicossomal e glicolítico 

através do desvio do glicerol 3-fosfato para diidroxiacetona-fosfato (Clarkson et 

al., 1989). A mitocôndria também possui uma ATPase que gera o gradiente de 

prótons transmembrana usando ATP. Como mínimo as formas sangüíneas 

devem ter o aparato requerido para a importação de proteínas e metabólitos 
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chave desde citosol para a mitocôndria, sendo a perda de proteínas 

mitocondriais letal para esta forma do parasito (Schnaufer et al., 2001).  

Nas formas procíclicas, a mitocôndria é metabolicamente mais ativa e 

contém mais enzimas (Brown et al., 1973), sendo essencial para a geração de 

ATP, o funcionamento do ciclo de Krebs e da cadeia de transporte de elétrons.  

1.1.2.4 A Mitocôndria 

Em contraste com a maioria dos eucariontes, que possuem centos de 

mitocôndrias individuais, os tripanosomatídeos estão constituídos por uma 

única mitocôndria que abarca todo o comprimento celular, o kinetoplasto 

(Simpson, 1972). A estrutura mais incomum do kinetoplasto é seu DNA, 

denominado de DNA kinetoplasto ou kDNA. Na célula o kDNA aparece como 

uma estrutura tipo disco facilmente observável (Figura 8).  

A mais saliente diferença morfológica entre os diversos estágios do ciclo 

de vida do tripanosoma é a localização do kinetoplasto relativa à extremidade 

posterior da célula (Figura 9). Nas formas sangüíneas, o kinetoplasto situa-se 

próximo à extremidade posterior da célula, e cada kinetoplasto filho permanece 

em esta região através do ciclo celular até a citocinese. Por outro lado, nas 

formas procíclicas (encontradas no intestino do vetor), o kinetoplasto se localiza 

entre o núcleo e a parte a parte posterior da célula. Nos epimastigotes (formas 

encontradas na glândula salivar da mosca), o kinetoplasto é anterior ao núcleo 

central (Figura 9). As razões para que estas mudanças morfológicas aconteçam 

durante o ciclo celular dos tripanosomatídeos são desconhecidas, mas é 

provável que um incremento no comprimento do flagelo ao longo da célula 
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ajude à mobilidade das formas sangüíneas, enquanto que no epimastigota, o 

flagelo anterior maior ajudaria a incorporação de substrato (Matthews, 2005). 

 
Figura 9. Mudanças na posição do kinetoplasto durante o ciclo de vida do tripanosoma. De cima 
para baixo: Forma Sangüínea, Forma Procíclica e Epimastigota. O esquema mostra a posição do 
kinetoplasto com relação ao núcleo e à parte posterior da célula (Matthews, 2005). 

1.1.2.4.1 DNA Kinetoplasto (kDNA) 

Tipicamente, o número de proteínas codificadas no genoma mitocondrial 

é reduzido e, no caso dos tripanosomas, este número não supera as 18 proteínas 

em total. Este limitado grupo de proteínas é essencial para a viabilidade celular 

destes parasitos. Nos tripanosomas, a síntese protéica requer processos únicos 

ou que apresentam diferenças significativas com outros organismos. Muitos 

genes representam ORFs (Open Reading Frame) incompletas e sua transcrição 

inicial tem de ser remodelada através da editoração do RNA, para sua conversão 

em transcritos traduzíveis. A tradução mitocondrial também apresenta 

características exclusivas. Os ribossomos são constituídos por rRNAs 

extremamente curtos (os menores conhecidos) e trabalham somente com tRNAs 

importados do citoplasma. Adicionalmente, a organização topológica do 
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genoma da mitocôndria requer uma elaborada maquinaria de replicação 

envolvendo topoisomerases.  

O kineoplasto possui muitas características incomuns a outros sistemas 

biológicos. Ele é composto por dois tipos de DNA circular denominados de 

maxicírculos e minicírculos. Os maxicírculos (~50 cópias/kinetoplasto, ~10% da 

massa do kinetoplasto), contêm dois genes codificantes para RNA ribossomal 

(rRNA) e 18 genes codificantes para proteínas de mitocôndria (Simpson, 1987). 

Aproximadamente 12 dos genes codificantes para proteínas (dependendo da 

espécie) são ditos “criptogenes”, cujos transcritos são editados em variadas 

extensões, por inserção e deleção de uridinas (Sollner-Webb, 1996; Alfonzo et 

al., 1997). Por outro lado, os minicírculos (~10,000 cópias/kinetoplasto, ~90% 

da massa do kinetoplasto) codificam para os RNAs guia (guide RNA - gRNA), 

envolvidos na mediação do processo de edição (Blum e Simpson, 1990). Estes 

RNAs atuam como moldes através dos quais os transcritos do maxicírculo são 

pós-transcricionalmente editados. Uma extensa editoração de RNA é uma 

característica única dos parasitos kinetoplastídeos, os quais requerem para isto, 

de um complexo multiprotéico chamado de editosoma (Madison-Anteucci et al., 

2002). Nos tripanosomas, a editoração de RNA é requerida tanto para as formas 

procíclicas como para as formas sangüíneas (Schnaufer et al., 2001). Este 

processo é regulado pelo estágio de desenvolvimento, por exemplo, o mRNA da 

subunidade II da citocromo oxidase é editada para uma correta fase de leitura 

nas formas procíclicas (Feagin e Stuart, 1988). Nenhum tRNA é codificado no 

genoma mitocondrial, nem dos maxicírculos nem dos minicírculos (Simpson et 

al., 1989). 
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O genoma mitocondrial tem uma discreta e periódica Fase S e Fase G2 

que é coordenada com a replicação do genoma nuclear e a segregação. Existem 

várias características incomuns no ciclo celular do tripanosoma. O primeiro é a 

estrita regulação da posição da organela durante a divisão celular (Figura 9). O 

segundo, é que a citocinese não depende da culminação da mitose nuclear: a 

interrupção da mitose, por fármacos ou por qualquer outro tipo de perturbação, 

gera células que tem kinetoplasto, mas carecem de núcleo (chamados de zooids) 

(Ploubidou et al., 1999).  

1.1.2.5 Genoma Nuclear 

Como no genoma mitocondrial, o genoma nuclear dos tripanosomas é de 

alta complexidade: o T. brucei contem onze cromossomos ‘megabase’e mais de 

100 cromossomos ‘minibase’ de ~50 kb. Estes minicromossomos carregam um 

amplo repertório de genes VSG (Wickstead et al., 2004). A organização gênica 

dos cromossomos megabase é caracterizada por genes policistrônicos com 

seqüências promotoras upstream distantes, ainda não identificadas. Estes 

arranjos de genes não estão organizados em operons, senão que genes que são 

diferencialmente expressos através do ciclo de vida, podem estar adjacentes. A 

expressão gênica estágio-regulada é quase exclusivamente controlada ao nível 

pós-transcricional, através da estabilidade do mRNA e de sua tradução (Clayton, 

2002), assim como pelo processamento diferencial do RNA (já que nos 

tripanosomatídeos todos os genes sofrem trans-splicing; somente tem sido 

identificado um gene com um íntron em cis (Mair et al., 2000)). 
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1.2 tRNAs 

As moléculas de RNA transportador (tRNA) são ubíquas em todos os 

sistemas vivos, mas as populações de tRNAs variam nas diferentes espécies 

(Muto et al., 1990). A principal função do tRNA é carregar o aminoácido ativado 

ao ribossomo para participar da síntese de polipeptídeos. Durante este processo, 

a específica aminoacil-tRNA sintetase (aaRS), catalisa a transferência do 

aminoácido cognato á extremidade universal 3’-CCAOH na posição 2’ ou 3’ de 

uma espécie especifica de tRNA (Figura 10). Esta especificidade esta baseada na 

identidade dos elementos sobre o tRNA reconhecidos pela aaRS.  

 

Figura 10. Representação esquemática de um tRNA precursor (esquerda) e sua forma madura 
(direita), o aminoacil-tRNA. Os círculos coloridos representam os nucleotídeos: partes do tRNA 
maduro (verde); seqüências 5’e 3’(púrpura); íntron (azul); anticódon (vermelho). As posições de 
várias modificações no tRNA são indicadas na molécula de tRNA canônico mostrada à direita 
(Hopper e Phizicky, 2003). 
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1.2.1. Estrutura do tRNA 

Todos os tRNAs existentes na natureza possuem um comprimento que 

varia entre 72 a 95 resíduos e tipicamente adquirem uma estrutura secundaria 

em forma de trevo (Figura 10). Os tRNAs possuem um número de nucleotídeos 

que são conservados em relativamente as mesmas posições em todas as 

moléculas de tRNAs. Duas regiões críticas destas moléculas são o anticódon, o 

qual interage com o códon do mRNA, e o braço aceptor, onde o aminoácido é 

ligado. Em muitos tRNAs, os resíduos do anticódon agem como os principais 

elementos de identidade (Hou et al., 1989). O reconhecimento entre o códon e o 

anticódon estabiliza a ligação do tRNA aminoacilado ao ribossomo e acelera a 

reação de aminoacilação, indicando uma importante contribuição do ajuste 

induzido para a seleção do substrato. Os resíduos do anticódon são os 

nucleotídeos 34 ao 36, os quais reconhecem os 61 códons codificando os 20 

tipos de aminoácidos que formam proteínas. Os outros três códons de parada, 

no código universal, tem sido descritos por codificar para aminoácidos 

canônicos ou novos. A primeira exceção identificada foi que o códon de parada 

UGA codificava para Trp em algumas espécies de Mycoplasma (Jukes, 1985). O 

códon UGA também tem sido identificado por codificar o aminoácido de 

número 21, a selenocisteína (Chambers et al., 1986). Em arqueas, foi 

identificado o aminoácido de número 22, a pirrolisina, codificado por um outro 

códon de parada, o UAG (Srinivasan et al., 2002). Todos estes casos são 

caracterizados porque os tRNAs carregam um anticódon aberrante, o qual 

reconhece o códon de parada no mRNA.  
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No tRNA o nucleotídeo 73 não pareado que se encontra somente a três 

posições do sítio de ligação do aminoácido é definido como a base 

discriminadora. Este nucleotídeo é crucial na identidade do tRNA. 

1.2.2 Processamento dos tRNA 

O papel fundamental do tRNA requer que tRNAs maduros sejam 

reconhecidos pelas aaRSs (para a adição do aminoácido cognato na sua 

extremidade 3’);  pelo EF-1α (para a formação do complexo ternário aa-tRNA -  

GTP - EF-Tu) e pelos elementos do ribossomo para permitir a ligação, a síntese 

peptídica e a translocação. Mas, para o cumprimento deste papel todos os 

tRNAs transcritos sofrem um extensivo processamento.   

O processamento do tRNA requer cinco passos:  

1) remoção da extremidade 5’ pela RNase P, a qual geralmente, requer 

um complexo ribonucleoproteína;  

2) remoção da extremidade 3’ pela ação combinada de endo- e 

exonucleases;  

3) adição da seqüência CCA. Em eucariotes, muitas eubactérias e 

algumas arqueas, muitos dos genes de tRNAs carecem da cauda 3’-CCAOH (Bult 

et al., 1996; Smith et al., 1997). Nestes organismos, a geração da seqüência da 

extremidade 3’ CCA do tRNA é catalisada pela enzima adicionadora de CCA 

(ATP/CTP:tRNA nucleotidiltransferase) que acrescenta três nucleotídeos 

consecutivos na ordem C, C, e A (Yue et al., 1996). Esta enzima constitui uma 

das poucas polimerases conhecidas que sintetiza uma seqüência determinada 

sem a utilização de molde; 
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(4) splicing de íntrons em alguns tRNAs de muitos (senão todos) os 

eucariontes e algumas arqueas por uma endonuclease, que remove os íntrons, e 

uma ligase que junta os éxons; e 

 5) numerosas modificações do tRNA em múltiplos resíduos (ver 

Figura 10, direita). A principal característica dos tRNAs é sua diversidade e 

prevalência de bases modificadas pós-traducionalmente. Todos estes 

nucleotídeos modificados são derivados dos nucleosídeos normais que formam 

o RNA. Estas modificações são agora vistas como componentes do 

processamento que interagem com a tradução e a influenciam em múltiplos 

níveis, afetando o transporte nuclear e a estabilidade do tRNA.  

A especificidade do substrato pode prover uma explicação para o 

ordenamento de alguns dos passos da biogênese do tRNA.  As enzimas que 

modificam C para m5C, e U para ψ, na alça do anticódon do tRNA, requerem 

pré-tRNA contendo íntron, e estes passos devem acontecer previamente ao 

splicing. Contrariamente, outras modificações usam tRNAs com splicing como 

substratos, e as modificações resultantes ocorrem somente depois do splicing 

(Grosjean et al., 1997).  Por outro lado, como as atividades biosintéticas do 

tRNA parecem ser espacialmente organizadas com várias localizações diferentes 

citosólicas e sub-celulares, é provável que estas restrições celulares sejam uma 

contribuição principal  na ordem preferencial do processamento do tRNA 

(Hopper e Phizicki, 2003). 
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1.2.3 Editoração do tRNA 

Evidencias obtidas na década passada com os kinetoplastídeos, 

indicaram que a seqüência de nucleotídeos de regiões codificantes dos mRNAs 

podia ser modificada pós-transcricionalmente pela edição do mRNA. Desta 

forma a editoração permite que a seqüência de aminoácidos presente numa 

proteína não seja sempre um reflexo direto da informação codificada no 

genoma. 

Este processo não é exclusivo do mRNA, experimentos recentes tem 

descoberto muitos exemplos de mecanismos equivalentes nos tRNAs, muitos 

dos quais são surpreendentes. Um dos mecanismos mais incomuns do 

processamento do tRNA parece ser a reconstrução da extremidade 5’ do tRNA 

mitocondrial na Acanthamoeba castellanii (Lonergan e Gray, 1993). Por outro 

lado, tRNAs mitocondriais podem ser editados na extremidade 3’ de duas 

formas independentes de molde.  

Vários tipos de animais, tais como lesmas terrestres, galinhas e lulas, 

parecem ter evoluído um mecanismo que formalmente corresponde à 

poliadenilação, para o preenchimento da extremidade do braço aminoacil-

aceptor até a posição discriminadora (Figura 10, direita), presumivelmente 

depois do processamento do precursor de tRNA (Tomita et al., 1996).  

Diversas classes de editoramento tem sido descritas também em tRNAs 

mitocondriais. Recentemente, análises dos tRNAs mitocondriais da centopéia 

Lithobius forficatus mostraram que todos, com exceção de um dos seus 22 

genes de tRNAs, requeriam de um aparente editoramento dependente de molde 

para o preenchimento no braço aminoacil-aceptor e a base A do braço 
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discriminador. Presumivelmente, esta reação requer uma RNA polimerase 

dependente de RNA (Lavroy et al., 2000).  

 O mais prevalente destes eventos, envolve a alteração de C por U, 

correspondente à provável deaminação de citidina. Este tipo de editoração tem 

sido observado em um tRNAHis de marsupial (Janke e Paabo, 1993) e em plantas 

(Marechal-Drouard et al., 1993), e parece, em vários casos, ser requerido para o 

processamento do correspondente tRNA (Marechal-Drouard et al., 1996). O 

editoramento C por U também acontece em tripanosomatídeos (Leishmania e 

T. brucei), onde este fenômeno ocorre somente quando o tRNA é importado 

para a mitocôndria (Alfonzo et al., 1999).  Editoramento de inserção clássico de 

C e U, tem sido também observado num número de tRNAs mitocondriais de 

Physarum polycephalum e Didymium nigripes (Antes et al., 1998).  

1.2.3.1 Editoração de tRNAs guiado por gRNAs 

Este fenômeno é caracterizado pela inserção e deleção de uridinas em 

sítios determinados do RNA. Em contraste a outros processos de editoramento, 

que acontecem pela modificação de bases (deaminação, etc.), este mecanismo 

envolve a hidrólise e religação de pontes fosfato nos RNAs. Os sítios de 

editoramento são especificados em trans por moléculas de RNA guia (gRNAs), 

as quais fornecem a informação para a reação de processamento através do 

pareamento de bases com o RNA a editar. De esta forma, os gRNAs constituem 

uma espécie de molde para a editoração (Blum et al., 1990).  

A editoração de RNA guiada por pequenos RNAs moldes ou RNAs guia 

(gRNAs), foi inicialmente descrita em pré-mRNAs mitocondriais de 

kinetoplastídeos (Blum et al., 1990). Estes gRNAs são codificados nos mini-
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círculos do genoma mitocondrial destes protozoários e participam da editoração 

de muitos dos genes codificados nos maxicírculos. Esta editoração é essencial 

para a expressão de muitos genes mitocondriais.  

Um novo elo do processamento do tRNA é a modificação de tRNA 

mediada por gRNA. Um gene de tRNATrp de euriarquea possui dentro do seu 

íntron um motivo RNA guia, C/D box, especificando sua própria 2’-O-metilação  

em duas posições (d’Orval et al., 2001). Em eucariontes e algumas arqueas, este 

motivo especifica a ligação da fibrilarina, e junto com seqüências adjacentes de 

RNA que pareiam com o RNA alvo, dirige a 2’-O-metilação em sítios dentro da 

região pareada (Smith e Steitz, 1997).   

 

1.2.4 Importação do tRNA: Citoplasma para a 

Mitocôndria 

Análises de seqüência de um grande número de genomas mitocondriais, 

têm mostrado que em muitos organismos, um número variável de genes de 

tRNA estão ausentes. Esta predição não é totalmente aplicável devido a que, a 

editoração do tRNA e as variações nos mecanismos de reconhecimento de 

códons, providenciam caminhos alternativos para compensar uma putativa 

perda de genes de tRNA. A perda de genes é compensada pela importação do 

correspondente tRNA citosólico (Schneider e Marechal-Drouard, 2000). A 

importação de tRNA mitocondrial é predita por ocorrer em muitos protozoários 

e plantas, assim como em alguns fungos e uns poucos invertebrados, e foi 

experimentalmente confirmada em Saccharomyces cerevisiae (Tarassov e 

Martin, 1996) e em várias espécies de protozoários (Hancock e Hajduk, 1990; 
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Simpson et al., 1989) e plantas (Dietrich et al., 1992). Em muitos casos somente 

um sub-conjunto de tRNAs são importados e alguns genes de tRNA 

mitocondriais tem sido mantidos (Schneider, 2001).  

A importação de tRNA para a mitocôndria é um evento comum entre 

organismos eucariontes e ocorreu cedo na evolução. O número de espécies de 

tRNAs importados é extremamente variável e acima de tudo, não guarda 

correlação com a posição filogenética do organismo. De forma interessante, 

espécies estreitamente relacionadas podem se diferenciar completamente na 

importação de tRNA. Este fato sugere que, devido a que a perda de genes é 

provavelmente irreversível, a importação de tRNA tem uma origem polifilética. 

(Schneider e Marechal-Drouard, 2000). Por exemplo, S. cerevisiae importa 

unicamente dois tRNAs (tRNALys e tRNAGln), ainda que seu genoma 

mitocondrial codifica todos os tRNAs necessários para a tradução da organela 

(Tarassov e Martin, 1996); enquanto que, uma variedade de parasitas 

protozoários importa todos os seus tRNAs mitocondriais.  Desta forma, para 

alguns organismos, a importação de tRNAs desde o citosol é essencial. Em 

termos quantitativos, os tRNAs importados representam  somente uma pequena 

fração (~5%) do total celular. 

Todos os tRNAs que são importados para a mitocôndria são do tipo 

citosólicos e eucarióticos, significando que um mesmo gene codifica para um 

tRNA envolvido na tradução citosólica, assim como na mitocondrial. Porém, 

alguns  tRNAs podem adquirir modificações adicionais nos seus nucleotídeos 

depois de sua importação (Schneider et al., 1994). Genomas mitocondriais usam 

um código genético diferente ao universal (como por exemplo, tRNAs que 
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inserem aminoácidos em resposta a códons de parada). O correspondente tRNA 

importado deve ser inibido de participar na síntese protéica citoplasmática. De 

fato, a editoração de tRNA e eventos de modificação de tRNA acontecem no 

interior da mitocôndria, ativando alguns dos tRNAs importados (Schneider e 

Marechal-Drouard, 2000).  

O S. cerevisiae contem dois diferentes tRNALys codificados no núcleo, dos 

quais, somente um é importado ao interior da mitocôndria (Tarassov e Martin, 

1996). S. cerevisiae importa, para o interior da mitocôndria, 3-5% do total de 

um simples tRNA citosólico, o tRNACUU LYS. Este tRNA é primeiro aminoacilado 

pela Lisil-tRNA Sintetase citosólica. A adição do aminoácido no citoplasma 

altera a conformação do tRNA, permitindo os subseqüentes passos de 

importação mitocondrial (Entelis et al., 1998). O tRNA carregado é co-

importado através de uma proteína poro de importação usando o precursor 

mitocondrial da Lisil-tRNA Sintetase como carregador (mesmo que esta 

proteína não aminoacila o tRNA que transporta). Análises identificaram que os 

principais determinantes da importação no tRNALys de leveduras, são o 

primeiro par de bases do braço aceptor e o anticódon (Figura 11). 

Adicionalmente, a competência da importação esta correlacionada com a ligação 

a um fator solúvel de importação. Embora o precursor mitocondrial da Lisil-

tRNA Sintetase é um fator crucial para a importação em leveduras, existem 

evidencias de que aminoacil-tRNA sintetases (aaRSs) não cumprem o mesmo 

papel em outros sistemas. Em T. brucei, um mutante não carregado de tRNATyr  

conseguiu ser efetivamente importado (Schneider et al., 1994), argumentando 
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contra um possível papel crucial das aaRSs na importação de tRNA, mas não as 

excluindo totalmente.  

A Figura 11, mostra diferentes elementos estruturais determinantes da 

importação mitocondrial de tRNAs codificados no núcleo  provenientes de 

distintas espécies de organismos (Schneider e Marechal-Drouard, 2000). 

 

Figura 11. Determinantes da importação mitocondrial de tRNAs codificados no núcleo. 
Representação esquemática de determinantes chave de tRNAs codificados no núcleo de 
Tetrahymena pyriformis, S. cerevisiae, L. tarentolae e T. brucei. tRNAs específicos do citosol 
ou importados são mostrados em verde ou azul, respectivamente. Variantes de tRNA com 
domínios ou nucleotídeos de sua diferencialmente localizada contraparte são apresentados em 
cores misturadas. Para T. brucei, o precursor dimérico de tRNA é mostrado em azul, e o tRNALeu 
maduro sugerido para permanecer no citosol é mostrado em verde. Os anticódons e pares de 
nucleotídeos que contribuem como sinal de importação são indicados. Em S. cerevisiae, o 
tRNALys aminoacilado é mostrado devido a que o resíduo de lisina foi evidenciado como 
requerido para a importação ( Schneider e Marechal-Drouard, 2000). 
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1.2.4.1 Importação Mitocondrial de tRNA em Tripanosomatídeos 

O número e identidade dos tRNAs importados são altamente variáveis, 

embora até o momento, os únicos organismos identificados como importadores 

obrigatórios de todos os seus tRNAs mitocondriais são os protozoários da 

ordem kinetoplastidea, o Trypanosoma e a Leishmania (Hancock e Hajduk, 

1990; Simpson et al., 1989). 

A importação mitocondrial de tRNA em T. brucei, diferentemente de 

outros organismos como S. cerevisiae ou plantas, não é específica. Todos os 

tRNAs são parcialmente importados dentro da mitocôndria, com exceção do 

tRNA iniciador, tRNAMet-i, que é o único tRNA específico do citosol. Este último 

tRNA tem uma alta homologia com o tRNA tipo elongador, tRNAMet-e, o qual é 

eficientemente importado para a mitocôndria. Ambos tRNAs são aminoacilados 

pela mesma aminoacil-tRNA sintetase (Tan et al., 2002). 

Alguns estudos concluíram que somente pré-tRNAs com extensões 5’ são 

importados, enquanto outros, pelo contrário mostraram que esta extensão não é 

importante, suportando o modelo de que unicamente tRNAs maduros são 

importados (Yermovsky-Kammerer e Hajduk 1999; Tan et al., 2002). Se de fato, 

pré-tRNAs são importados in vivo, estes devem ter um mecanismo de escape, ao 

processamento e aos mecanismos de controle de qualidade do núcleo, para que 

possam ser exportados ao citosol com extensões 5’e 3’ intactas. Recentemente, 

Sherrer et al., (2003) evidenciaram que seqüências 5’ upstream das regiões 

codificantes de tRNA, influenciam a localização de tRNAs em T. brucei.  Através 

de análises de seqüência, foi identificado um dinucleotídeo altamente 

conservado dentro de uma seqüência motivo também conservada, a 
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YGG(C/A)RRC. Esta seqüência é similar com o motivo previamente descrito em 

tRNAs e em moléculas competentemente importadas em Leishmania 

(Bhattacharyya et al., 2002). A remoção deste motivo do precursor do tRNALeu 

diminui significativamente sua importação in vitro e in vivo, indicando que esta 

seqüência flanqueadora 5’ esta envolvida na manutenção da abundância e 

distribuição celular do tRNALeu (Sherrer et al., 2003).  

In vitro, sistemas de importação de tRNA em T. brucei (Yermovsky-

Kammerer e Hajduk, 1999) e em dois espécies de Leishmania (Rubio et al., 

2000; Adhya et al., 1997), evidenciaram dependência de ATP externo e 

provavelmente interno, assim como de componentes do gradiente eletroquímico 

de prótons (Rubio et al., 2000; Yermovsky-Kammerer e Hajduk, 1999). 

Nenhum dos ensaios em Leishmania ou T. brucei requer a adição de fatores 

citosólicos, o que indica um mecanismo de importação diferente ao descrito 

para leveduras (Schneider e Marechal-Drouard, 2000). 

Por outro lado, a identidade dos determinantes da importação de tRNAs 

nos  tripanosomatídeos (T. brucei, Leishmania) permanece controversa. A alça 

do braço D parece contribuir como um sinal, como demonstrado num estudo in 

vitro de importação do tRNATyr de L. tropica (Mahapatra et al., 1998). 

Adicionalmente, em experimentos in vivo e in vitro realizados em L. tarentolae, 

foi substituída a alça do braço D do tRNAGln (um tRNA exclusivo do citosol), 

pela correspondente alça do tRNAIle importado. Esta substituição levou a uma 

localização mitocondrial parcial do resultante tRNA (Rubio et al., 2000). 

Porém, o experimento reverso, onde o tRNAIle (importado) carregava a alça do 

braço D do citosólico tRNAGln, não desencadeio o resultado esperado (Lima e 
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Simpson, 1996). Por outro lado, ainda não esta claro que elemento de seqüência 

dentro da alça do braço D esta presente no tRNA importado, mas não nos 

tRNAs exclusivamente citosólicos (Suyama et al., 1998).  São necessários 

estudos posteriores esclarecendo por completo quais os determinantes da 

importação mitocondrial, assim como os fatores proteináceos que interagem 

com ditos elementos, tanto em tRNAs de plantas como de tripanosomatídeos. 

1.2.4.2 O tRNATrp  Mitocondrial de Tripanosomatídeos  

Os tripanosomatídeos possuem uma organização do genoma 

mitocondrial característica. O código genético do kinetoplasto (mitocôndria) 

difere do código universal em que o códon de parada UGA é usado como códon 

para o Triptofano (Trp). Adicionalmente, o genoma mitocondrial destes 

organismos carece dos genes que codificam para os tRNAs da organela 

(Simpson et al., 1989), sendo que todos os tRNAs utilizados pela célula 

(tradução citoplasmática e mitocondrial) são codificados no núcleo. Os tRNAs 

mitocondriais precisam ser importados desde o núcleo, através de um 

mecanismo ainda não completamente elucidado. Vale a pena salientar que, um 

simples tRNATrp (CCA), nuclearmente codificado e que decodifica o códon 

canônico de Trp (UGG), é usado para a tradução tanto dos genes nucleares 

quanto dos genes mitocondriais. Um processo de editoração do tRNATrp na 

posição 34 (C por U) permite  que o códon de parada UGA seja decodificado 

como Trp, na mitocôndria, mudando seu anticódon de CCA para UCA (Alfonzo 

et al., 1999) (Figura 12 e 13). Este mecanismo de editoramento, que é restrito ao 

kinetoplasto, permite a leitura dos dois tipos de códons Trp presentes no 

genoma mitocondrial, o UGG (canônico) e o UGA (Alfonzo et al., 1999). Esta 



  

   46

descoberta abre uma nova perspectiva de investigação da seletividade das aaRSs 

pelos tRNAs. 

 

Figura 12. Editoramento do tRNATrp(CCA) para tRNATrp(UCA). 
 

 

Figura 13. Descrição do mecanismo de importação do tRNATrp(CCA) de origem nuclear desde o 
citoplasma para a mitocôndria (adaptado de Alfonzo et al., 1999). 
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1.3 Aminoacil-tRNAs (aa-tRNAs) 

Os aminoacil-tRNAs (aa-tRNAs) são moléculas simples cujo propósito 

principal é servir como substratos no processo de tradução. Na síntese protéica, 

estas moléculas são tRNAs maduros que possuem um aminoácido esterificado 

na extremidade 3’ do ácido nucléico. Os 20 diferentes tipos de aa-tRNAs são 

sintetizados por 20 diferentes aminoacil-tRNA sintetases (aaRSs), das quais há 

duas classes nos organismos eucariontes, uma para cada aminoácido (aa) do 

código genético usado na tradução citoplasmática ou organelar (Ibba e Söll, 

2000). Os tRNAs situam-se no centro da expressão gênica, eles interpretam o 

código genético, fornecendo uma interfase entre as trincas do mRNA e o 

correspondente aminoácido nas proteínas. A síntese dos aminoacil-tRNAs afeta 

diretamente a fidelidade da tradução, a expansão do código genético, e até 

mesmo, providencia uma ligação tangível com o metabolismo primário. Desta 

forma, a síntese dos aminoacil-tRNAs é o mais importante fator no 

estabelecimento dos limites, dentro dos quais, o código genético é interpretado.  

1.3.1 Tipos de aa-tRNAs 

 Os aa-tRNAs tipicamente encontrados nas células podem ser divididos 

em três tipos principais, como mostrado na Tabela 1.  

1.3.1.1 Substratos da Tradução Ribossomal 

  É o maior grupo, constituído por moléculas de tRNA corretamente 

pareadas com seu aminoácido cognato. Entre elas se encontram:  



  

   48

a) os tRNAs elongadores canônicos. Sintetizados usualmente em forma direta 

pela correspondente aaRS (O’Donoghue e Luthey-Schulten, 2003) e 

subsequentemente (após conferir sua exatidão), entregues aos ribossomos, 

pelos fatores de elongação Tu (EF-Tu) (LaRiviere et al., 2001). Da mesma 

forma, os aa-tRNAs iniciadores em arquaea e eucariontes são produzidos 

diretamente pela Metionil-tRNA sintetase (MetRS), e então, ligados a fatores de 

iniciação que fazem sua entrega aos ribossomos. Em bactérias e organelas, os 

Met-tRNAfMet sintetizados pelas MetRS, devem ser previamente formilados por 

uma específica formilase antes de sua utilização no inicio da sínteses protéica; 

b) os elongadores não-canônicos, tais como o selenocisteinil-tRNASec, que 

decodifica o códon de parada UGA como selenocisteina (Sec).  

1.3.1.2 Substratos da Tradução Incorretamente Acilados 

É o segundo major tipo de aa-tRNAs encontrado nas células, e está 

constituído por tRNAs, cujo aminoácido esterificado na extremidade 3’ no se 

correlaciona com a seqüência anticódon, como definido no código genético. Este 

grupo compreende: aqueles deliberadamente sintetizados pela célula como 

precursores para as modificações pré-traducionais e aqueles resultantes dos 

erros cometidos pelas aaRSs. O processo de correção feito pelas aaRSs e pelos 

EF-Tu,  garante que a fidelidade da síntese protéica celular não seja 

comprometida pela geração destes substratos.    

1.3.1.3 Substratos Não-Traducionais Corretamente Carregados 

Compreende aa-tRNAs tais como o precursor de porfirinas Glu-tRNAGlu 

(Schauer et al., 2002); os precursores da parede peptidoglicana, Gly-tRNAGly 
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(Bumsted et al., 1968) e Ser-tRNASer (Petit et al., 1968); e o Lys-tRNALys, 

precursor de Lisil-fosfatidilglicerol (Lennarz et al., 1966). 

Tabela 1. Aminoacil-tRNAs encontrados em células bacterianas (Ibba e Söll, 2004) 

Aminoacil-tRNA Padrões de Interação Função 
Número de conjuntos de 
aa-tRNAs ou espécies 

tRNA 
Substratos da Tradução    
aa-tRNAs Elongadores 
Canônicos  EF-Tu/EF-1α Síntese Protéica 20 

aa-tRNAs Iniciadores Fatores de Iniciação Síntese Protéica fMet-tRNAfMet 
aa-tRNAs Elongadores Não-
Canônicos 

Outros Fatores de 
Elongação (i.e. SelB) Síntese Protéica Sec-tRNASec 

    
Substratos da Tradução 
Incorretamente Acilados 

   

aa-tRNAs Deliberadamente 
Não-Cognatos  
 

Via das Modificações 
Pré-Traducionais Píntese Protéica 

4 (Asp-tRNAAsn Glu-
tRNAGln, Met-tRNAfMet, 
Ser-tRNASec) 

aa-tRNAs Erradamente Não-
Cognatos  
 

Aminoacil-tRNA 
Sintetases 
D-aminoácido Deacilases 

Aminoácidos 
Livres 

Vários 
 
D-Tyr-tRNATyr e outros 

    
Substratos Não-Traducionais    
aa-tRNAs Elongadores 
Canônicos 

Biosíntese de Porifirinas 
Síntese de 
Lisilfosfatidilglicerol 

Macromoléculas 
Não-Protéicas 

Gly-tRNAGly,  Ser-tRNASer  
 
Lys-tRNALys 

1.3.2 Controle de Qualidade dos aa-tRNAs 

Uma variedade de estratégias de controle de qualidade é empregada pela 

célula, para assegurar que somente um de cada 104 códons seja erradamente 

traduzido, mesmo que altas taxas de erros em determinados códons possam ser 

toleradas (Min et al., 2003). Adicionalmente ao pareamento códon-anticódon 

(Ogle et al., 2003), existem três mecanismos de controle de qualidade da 

tradução: especificidade da seleção de substrato pela aa-tRNA sintetase; 

discriminação de EF-Tu e exclusão desde o ribossomo. 

1.3.2.1 Especificidade da Seleção de Substrato pela aa-tRNA Sintetase 

As aaRSs possuem diversas estratégias de reconhecimento molecular, 

que permitem a síntese dos aa-tRNAs corretos, a partir do pareamento de 



  

   50

particulares aminoácidos e tRNAs existentes na célula (Ibba e Soll, 2000). Este 

procedimento inclui uma variedade de diversos mecanismos de edição, 

designados para garantir que aminoácidos incorretamente ativados ou aa-

tRNAs erradamente carregados, sejam hidrolisados (Nureki et al., 1998). 

Particularmente, algumas aaRSs contêm regiões protéicas (domínios de edição) 

com capacidade para efetuar dita reação de hidrólise (Lin et al., 1996). 

Recentemente, tem-se demonstrado que a especificidade pelo aminoácido é 

incrementada pela existência de diversos alelos sintetase. Estes grupos de 

sintetases, com sutis diferenças em especificidade por moléculas fora do grupo 

de aminoácidos canônicos, servem para excluir análogos de aminoácidos da 

tradução (Jester et al., 2003) e para prover resistência contra inibidores 

análogos de aminoácidos (Brown et al., 2003).  

1.3.2.2 Discrimação do EF-Tu 

A rotina de detecção de erros na tradução indica que, apesar dos esforços 

das sintetases, alguns tRNAs incorretamente carregados são capazes de 

ultrapassar a primeira barreira do controle de qualidade. Desta forma, o 

seguinte passo na síntese de proteínas, a associação de aa-tRNAs com fatores de 

tradução, é usado como um ponto adicional de controle. Embora a 

discriminação de EF-Tu não é absoluta (Min et al., 2003), esta pode distinguir 

entre o tRNA precursor não-cognato  e outras espécies de tRNA incorretamente 

carregadas (LaRiviere et al., 2001).  

Os aa-tRNAs são entregues ao ribossomo (Sítio A) onde é realizado o 

reconhecimento e seleção do tRNA. Estes aa-tRNAs são entregues formando um 

complexo ternário com o fator de elogação Tu-GTPase (EF-Tu) ligado ao GTP.  
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EF-Tu incrementa a taxa e fidelidade da seleção do tRNA. Quando o complexo 

ternário (EF – Tu – GTP - aa-tRNA) entra no ribossomo, se liga inicialmente à 

subunidade 50S através de interações proteína-proteína. Depois, o códon e o 

anticódon se pareiam dentro do sítio A da subunidade 30S. A interação do 

cognato aa-tRNA com o ribossomo incrementa a taxa de hidrólise do GTP pela 

EF-Tu até 5X104 (Rodnina e Wintermeyer, 2001).  Quando a hidrólise acontece, 

EF-Tu-GDP adotam uma conformação com uma baixa afinidade pelo aa-tRNA 

(Rodnina et al., 2000), permitindo à extremidade 3’do tRNA acomodar-se 

dentro do centro peptidil-transferase (PTC) da subunidade 50S. Neste lugar, 

uma ligação petídica é formada entre os aminoácidos dos tRNAs adjacentes ao 

sítio P e A.  

Em suma, o aa-tRNA é entregue ao sítio A do ribossomo pelo EF-Tu 

(através de sua passagem por estados intermediários de  reconhecimento do 

códon e de ativação da GTPase), antes que o aa-tRNA atinja o estado da 

acomodação completa. A fidelidade da tradução é alcançada usando 

mecanismos cinéticos e estéricos na seleção inicial, e verificação depois da 

hidrólise do GTP. Nestes dois passos, a fidelidade é grandemente incrementada 

pelas diferenças na movimentação do tRNA cognato e semi-cognato. Este 

processo é promovido pela interação códon-anticódon sobre a subunidade 30S, 

favorecendo a formação de contatos estabilizantes com a subunidade 50S 

(Blanchard et al., 2004). 

1.3.2.3 Exclusão desde o Ribossomo 

Por último, tem sido sugerido que o ribossomo, por si só, deva também 

prover algum grau de seletividade pelos aa-tRNAs cognatos (Wolfson et al., 
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2001). É sabido que a seleção do tRNA pelo ribossomo é significativamente mais 

exata do que o esperado pela termodinâmica do pareamento códon-anticódon 

em solução. A fidelidade da discriminação é de um erro a cada 1000-10000 

aminoácidos corretamente incorporados nas proteínas (Parker, 1989). A ligação 

ao sitio A é um processo não-equilibrado que é conduzido pela hidrólise 

irreversível do GTP e a formação da ligação peptídica, de forma tal que, a 

estabilidade dos complexos formados, não é efetiva para a discriminação. Por 

outro lado, a grande diferença de ajuste e da taxa de ativação da GTPase, a qual 

é 65 vezes maior com substratos corretos que com os incorretos, é suficiente 

para explicar o elevado nível de discriminação por parte do ribossomo (Rodnina 

et al., 2005).  

1.3.3 aa-tRNAs em Trypanosoma brucei: Organização 

Genômica e Expressão 

Baseados no projeto genoma de T. brucei foram identificados 

aproximadamente todos os genes de tRNA de tripanosomatídeos preditos. A 

Tabela 2 mostra o resultado do estudo feito por Tan et al. (2002), onde foram 

identificados 50 genes de tRNAs de tripanosomas, representando 40 diferentes 

espécies de isoaceptores (Tan et al., 2002).   
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Tabela 2. Padrão potencial de reconhecimento de códons de tRNAs isoaceptores 
preditos desde o genoma de T.brucei (Tan et al., 2002).  
aa No.genes a 

(anticódon predito) 
Anticódonb Códonc aa No.genes a 

(anticódon predito) 
Anticódon b Códon c 

Ala 1 (AGC) 
 
1 (UGC) 
1 (CGC) 

IGC 
IGC 
UGC igc 
CGC ugc 

GCU 
GCC 
GCA 
GCG 

 1(UAG) 
1(CAG) 
 
1(CAA) 
 
3(CUU) 

UAG 
CAG uag 
? 
CAA 

CUA 
CUG 
UUA 
UUG 
 
 
 

Arg  3(ACG) 
 
1(UCG) 
 

ICG 
ICG 
UCG icg 

CGU 
CGC 
CGA 

Lys  2(UUU) 
3(CUU) 

UUU 
CUU 
Uuu 
 

AAA 
AAG 

 1(CCU) 
1(UCU) 

CCU ucg 
UCU 
ucu 
 

CGG 
AGA 
AGG 

Met 
(i e e)e 

1+2 (CAU) 
 

CAU AUG 

Asn   
2(GUU) 
 

Guu 
GUU 

AAU 
AAC 

Phe   
1(GAA) 

Gaa 
GAA 

UUU 
UUC 

Asp  
 
 
Cys 

 
1(GUC) 
 
 
1(GCA) 

Guc 
GUC 
 
gca 
GCA 

GAU 
GAC 
 
UGU 
UGC 

Pro 1(AGG) 
 
1(UGG) 

IGG 
IGG 
UGG igg 
ugg 
 

CUU 
CCC 
CCA 
CCG 

Gln  
 
 
Glu 

1(UUG) 
 
 
1(UUC) 
2(CUC) 

UUG 
uug 
 
UUC 
CUC uuc 

CAA 
CAG 
 
GAA 
GAG 

Ser  1(AGA) 
 
1(UGA) 
1(CGA) 
 
1(GCU) 
 

IGA 
IGA 
UGA iga 
CGA uga 
gcu 
GCU 

UCU 
UCC 
UCA 
UCG 
AGU 
AGC 

Gly  
2(GCC) 
1(UCC) 
1(CCC) 

Gcc 
GCC 
UCC 
CCC 

GGU 
GGC 
GGA 
GGG 

Thr 1(AGU) 
 
1(UGU) 
1(CGU) 
 

IGU 
IGU 
UGU igu 
CGU 
Ugu 
 

ACU 
ACC 
ACA 
ACG 

His   
1(GUG) 

Gug 
GUG 

CAU 
CAC 
 

Trp  
 
Tyr 

 ? 
 
Gua 

UGG 
 
UAU 

Ile  
 
1(UAU) 

? d 
? 
UAU 

AUU 
AUC 
AUA 

 
 
Val 

1(GUA) 
 
2(ACC) 
 

GUA 
 
IAC 
IAC 

UAC 
 
GUU 
GUC 

Leu 1(AAG) 
 

IAG 
IAG 

CUU 
CUC 

 1(UAC) 
1(CAC) 

UAC iac 
CAC uac 

GUA 
GUG 
 

a Número de genes não redundante de isoaceptores indicados por genoma  haplóide de T. brucei. 
bAnticódon predito para decodificar os códons listados na última coluna. Posição Wobble A presumida como pós-
transcricionalmente convertida a I; casos onde mais de um anticódon decodifica um simples códon, o segundo é 
indicado em minusculas. 
c Códon lido pelo anticódon da coluna anterior. 
d Aparentes isoaceptores perdidos. 
e Ambos iniciador  (i) e  elongador (e) tRNAMet   foram encontrados. 
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A maioria dos genes de tRNAs  em T. brucei são policistrônicos e 

possuem pequenas seqüências intergênicas. Estes genes podem estar orientados 

em ambas as direções (Inokuchi e Yamao, 1995).     

  As quantidades de diferentes tRNAs isoaceptores são geralmente muito 

diversas. Em muitos organismos as quantidades de tRNAs são tipicamente 

adaptadas às necessidades da célula (Dong et al., 1996; Kanaya et al., 1999), o 

que é refletido pela correlação positiva entre a abundância dos tRNAs 

individuais e a freqüência dos correspondentes códons que são usados em 

proteínas abundantes, como as ribossomais. Esta característica também se 

aplica ao T. brucei, no qual a abundância relativa dos tRNAs variam num fator 

de 116 e é correlacionada com o uso de códons. Em alguns procariontes e em 

muitos eucariontes, um importante componente regulador da concentração de 

tRNA intracelular é a dosagem gênica (Kanaya et al., 1999). Em T. brucei, 

somente 8, dos 40 genes isoaceptores, são encontrados em mais de uma cópia 

no genoma haplóide e não há aparente correlação entre o número de cópias e a 

abundância de tRNAs. Desta forma, a regulação da abundância de tRNAs em T. 

brucei não pode ser explicada pela dosagem gênica (Tan et al., 2002). 

1.4 Aminoacil-tRNA sintetases 

A tradução da informação genética em proteínas é essencial para o 

apropriado funcionamento bioquímico da célula. A fidelidade da tradução do 

mRNA num polipeptídeo depende da exatidão de dois processos, o 

reconhecimento dos códons do mRNA pelos anticódons do tRNA (Yarus e 

Smith, 1995) e a síntese de tRNAs aminoacilados (Ibba et al., 1997). Os tRNAs 
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aminoacilados são sintetizados quando um aminoácido é esterificado na 

extremidade 3’ de um tRNA (Ibba e Soll, 2000). A aminoacilação de tRNAs 

acontece através de um mecanismo de dois passos. O primeiro passo envolve a 

formação de um complexo estável aaRS-aminoaciladenilato, seguidamente, a 

adenosina da extremidade 3’ do tRNA ligado à enzima reage com o 

aminoaciladenilato, conduzindo a esterificação do tRNA e à liberação do AMP. 

A ligação do tRNA acontece na presença de uma poliamina ou um cátion 

divalente, geralmente o magnésio (Figura 14). 

 
Figura 14. Reação de aminoacilação (Ibba e Söll, 2000). 
 

Esta reação é catalisada pelas Aminoacil-tRNA Sintetases (aaRSs, EC 

6.1.1). As aaRSs são uma família de enzimas onde, geralmente, cada membro é 

capaz de ligar um aminoácido particular ao correspondente tRNA. Estas 

enzimas são responsáveis pela seleção específica dos aminoácidos na 

aminoacilação do tRNA e  cumprem um papel principal na alta fidelidade da 

leitura do código genético (Schimmel, 1987). A exatidão da síntese de aa-tRNAs 

é dependente da especificidade das aaRSs, ou seja, da sua habilidade para 

discriminar entre vários substratos (Fersht et al., 1986). Esta especificidade é 

devida à intricada série de contatos dos seus aminoácidos com as bases dos 

tRNAs correspondentes assegurando que somente o tRNA compatível seja 
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selecionado de um amplo conjunto celular de candidatos semelhantes. Neste 

processo contribuem diversos fatores (Secção 1.3.2) que aumentam a 

estabilização do estado de transição do apropriado complexo tRNA-aaRS, assim 

como pela presença de antideterminantes em certos tRNAs que inibem a 

interação com aaRSs não específicos (Giege et al., 1998). A especificidade da 

seleção do tRNA, também depende das extensões  N- e C-terminal, 

principalmente encontradas nas sintetases de eucariontes (Ibba e Soll, 2000). 

Enquanto a especificidade das aaRSs pelos seus respectivos aminoácidos, esta é 

determinada pela discriminação da cadeia lateral dos mesmos, além de uma 

propriedade de revisão intrínseca que elimina os aminoácidos não cognatos 

(Jakubowski e Goldman, 1992).   

1.4.1 Aminoacilação 

Certas aaRSs previnem potenciais erros na sínteses protéica através da 

desacilação de tRNAs mal-carregados. Por exemplo, isoleucil-tRNA sintetase e 

valil-tRNA sintetase podem desacilar Val-tRNAIle e Thr-tRNAVal, 

respectivamente. Os sítios de edição, destas duas classes de aaRSs, têm um grau 

inerente de plasticidade para o reconhecimento do substrato. A habilidade para 

se adaptar a diferenças sutis em tRNAs mal-carregados pode ser importante 

para a alta precisão da aminoacilação (Nordin e Schimmel, 2002). 

Em muitos tRNAs, as bases que fazem os contatos específicos com as 

aaRSs cognatas estão localizadas principalmente em duas regiões: o laço 

anticódon e o braço aceptor. Alguns desses contatos estão relacionados com a 

identificação do tRNA, mas outros não. Em E.coli, somente 17 das 20 sintetases 
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usam alguma ou todas as bases do anticódon para o reconhecimento específico 

(Saks et al., 1994). A ligação do correto aminoácido ao cognato tRNA também 

implica que pelo menos uma aaRS esta presente para cada aminoácido. Porém, 

existem algumas notáveis exceções, como em alguns organismos ou organelas 

que carecem de atividade GlnRS. Nestes casos o Gln-tRNAGln é formado pela 

trasamidação de um glutamato mal-carregado para tRNAGlu (Schon et al., 

1988). Outras exceções são os Methanococcus (Hamann et al., 1999), os quais 

não codificam para uma CysRS. Estes organismos utilizam ProRS para a 

formação de Cys-tRNA (Lipman et al., 2000), constituindo em realidade uma 

enzima dual prolil-cisteinil-tRNA sintetase.  

Todas as moléculas de tRNA formam uma estrutura similar em L, o que 

permite que elas possam interagir, ao mesmo tempo, com as enzimas que 

processam o tRNA e com as proteínas do aparato de síntese protéica. Embora, 

eles precisam ser diferenciados pelas aaRS para serem corretamente 

aminoacilados (Schimmel, 1989). Os elementos de identidade são geralmente 

localizados no final do braço aceptor, no anticódon (Giege et al., 1998) e em 

alguns poucos pares de bases nos braços T e D (McClain e Nicholas, 1987). Em 

muitos casos os elementos de identidade de um tRNA tem sido conservados 

através da evolução (Fechter et al., 2001).  

1.4.2 Características das aaRS 

Tipicamente, em procariontes existem 20 enzimas aaRSs, uma para cada 

aminoácido (Carter, 1993; Martinis e Schimmel, 1996; Ryan et al., 2001). Em 

eucariontes, a síntese de proteínas acontece não só no citoplasma, mas também 
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em organelas tais como as mitocôndrias e cloroplastos (Marechal-Drouard et 

al., 1993). Exceto em algumas algas, todas as aaRSs são codificadas por genes 

nucleares e importadas pós-traducionalmente aos seus respectivos 

compartimentos. Isto é, em eucariontes comumente existem dois genes 

codificando para diferentes proteínas com a mesma atividade de aminoacilação, 

com uma proteína localizada no citoplasma e outra na mitocôndria ou nos 

cloroplastos. Cada enzima aminoacila o tRNA isoaceitante dentro do seu 

respectivo compartimento celular.  

Uma aaRS pode reconhecer seu tRNA cognato por um número limitado 

de resíduos de nucleotídeos (determinantes de identidade) distribuídos dentro 

da estrutura do tRNA. Estudos funcionais (Francklyn et al., 1992) e estruturais 

(Rould et al., 1989), têm demonstrado que os elementos estruturais críticos da 

identidade do tRNA, muitas vezes se encontram dentro do braço aceptor, 

incluindo a base discriminatória (N73), e na alça anticódon ou, menos 

freqüentemente, na alça variável (Schimmel, 1989; Giege et al., 1998). De fato, 

alguns oligonucleotídeos helicais de RNA que possuem o braço aceptor, mas que 

carecem da trinca anticódon, são aminoacilados pelas aaRSs (Schimmel et al., 

1993).  

Embora o código genético é essencialmente o mesmo para todos os 

organismos, uma dada sintetase de uma espécie, freqüentemente não acila seu 

cognato tRNA de outra espécie, especialmente se esta é filogeneticamente 

distante (Shiba et al., 1994). Sendo que o braço TψC do tRNA é uma adição mais 

recente à molécula, este poderia ser usado pela aaRS e o mRNA, para distinguir 

uma espécie de tRNA da outra (Alexander e Schimmel, 2001).  
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1.4.3 Tipos de aaRSs 

Estudos estruturais e funcionais das aaRSs tem demonstrado que estas 

enzimas estão compostas de distintos domínios com papeis claramente 

definidos no reconhecimento do substrato e na sua catálise (Cusack, 1995). A 

estrutura das aaRSs consiste de dois domínios que interagem com os dois 

domínios na estrutura secundaria do tRNA: a alça do braço aceptor TψC e a alça 

do braço do anticódon (Schimmel et al., 1993).  

Devido a que estas enzimas catalisam a mesma reação química (Arnez e 

Moras, 1997), tem se suposto que todas elas tenham ancestralidade comum com 

diferenças somente no domínio catalítico. De acordo com a arquitetura dos 

motivos estruturais no seu domínio catalítico, estas enzimas podem ser 

agrupadas em duas classes diferentes (Eriani et al., 1990), mas, a origem 

comum destas enzimas continua a ser um enigma (Ibba et al., 1997) e cada 

grupo tem evoluído desde um progenitor diferente (Carter, 1993; Eriani, et al., 

1995; Nagel e Doolittle, 1995).  

As duas classes de enzimas contrastam na orientação do tRNA ancorado 

ao sítio ativo. As enzimas da classe I ligam o aminoácido ativado ao grupo 

2’hidroxil da ribose do aceptor final e as da classe II o fazem a extremidade 

3’hidroxil (com exceção da fenil-alanil tRNA sintetase, a qual acila a 2’OH) 

(Fraser e Rich, 1975). Esta diferença é devida a que cada classe de enzimas 

utiliza lados opostos para sua interação com o tRNA (Figura 15). As aaRSs de 

classe I ancoram o tRNA pelo sulco menor, com o laço variável voltado para o  

solvente e as aaRSs classe II o fazem pelo sulco maior do tRNA com o laço 

variável voltado para a enzima (Ruff et al., 1991). Estudos estruturais mostram 
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que as enzimas da classe I contêm um enovelamento tipo Rossmann de ligação 

de nucleotídeos, composto por folhas-β e hélices-α alternantes no seu sítio ativo. 

Esta estrutura possui motivos altamente conservados tais como o pentapeptídeo 

KMSKS e as 11 seqüências aminoácidos-específicas que terminam em HIGH 

(Ludmerer e Schimmel, 1987). Em contraste, as enzimas da classe II têm sete 

folhas-β com três hélices-α construindo uma estrutura tipo barril (Leberman et 

al., 1991; Ruff et al., 1991). Estas enzimas da classe II são dímeros obrigatórios. 

Todas as aaRSs se encaixam dentro de um destes dois grupos.   

 

 

Figura 15. Aminoacil-tRNA sintetases. Ambas as enzimas de classe I (A) e II (B) estão mostradas 
ligadas ao seu tRNA (em verde). O ATP ligado esta indicado em vermelho. A: Gln-tRNA 
sintetase de E. coli, uma típica aaRS monomérica de classe I. B: Asp-tRNA sintetase de levedura, 
uma típica aaRS dimérica de classe II (Lehninger Principles of Biochemistry 3rd Ed.) 

 

As aaRSs das classes I e II podem ser divididas subseqüentemente em 

três subclasses (a, b, c). Estas subclasses mostram uma tendência para 

reconhecer aminoácidos que são quimicamente relacionados: 

• Classe Ia: reconhece aminoácidos que tem cadeias laterais alifáticas não 

polares (Ile, Leu, Val) e cadeias polares contendo enxofre (Met e Cys) e 

Arg. 

A B 
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• Classe Ib: reconhecem aminoácidos com cadeias laterais carregadas (Glu 

e Lys) e derivados (Gln). 

• Classe Ic: reconhecem aminoácidos com cadeias laterais aromáticas (Tyr 

e Trp). 

• Classe IIa: reconhecem aminoácidos com cadeias laterais alifáticas (Ala e 

Pro), polares (His, Ser e Thr) e Gly.  

• Classe IIb:  reconhecem aminoácidos com cadeias laterais carregadas 

(Asp e Lys) e seus derivados (Asn). 

• Classe IIc: reconhecem aminoácidos com cadeias laterais aromáticas 

(Phe). 

É amplamente sabido, que as seqüências das aaRSs podem variar de 

forma extrema, mesmo entre proteínas da mesma classe. Um exemplo disto, é a 

pouca similaridade entre as seqüências de IleRS, LeuRS, ValRS e MetRS, todas 

pertencentes à classe I das aaRSs (Carter, 1993). Independente da classe de 

aaRS, as modernas sintetases têm adquirido domínios apêndice para assegurar 

o reconhecimento do anticódon. Tal organização multi-domínios pode ter 

fornecido uma forma eficiente de especificidade por tRNAs através da evolução, 

enquanto a função catalítica destas enzimas foi rigorosamente mantida (Ruan et 

al., 2001). 

1.5. As Triptofanil-tRNA Sintetases 

A triptofanil-tRNA sintetase (TrpRS ou WARS, EC 6.1.1.2.), que 

reconhece especificamente o Trp e seu tRNA cognato, representa talvez a adição 

mais recente ao código genético. Esta é uma aaRSs da clase I, que junto com a 
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tirosil-tRNA sintetase, constituem a subclasse Ic.  A estrutura primaria de 

enzimas que são específicas para um tipo de aminoácido é usualmente 

conservada (Nagel e Doolittle, 1995). Porém, a TrpRS humana contém domínios 

N- e C-terminais que não são encontrados no seu correspondente homólogo em 

leveduras. Estes domínios lhe conferem atividade proteína-kinase 

(autofosforilação) e são únicos entre a família das aaRSs (Elizarov et al., 1997). 

Esta característica especial das TrpRSs humanas tem permitido pensar nas 

TrpRSs de microrganismos patogênicos, como possíveis alvos para a 

quimioterapia. 

A TrpRS é composta por duas subunidades idênticas. A unidade 

monomérica da TrpRSs do B. stearothermophilus tem 328 aminoacidos e 37 

kDa, constituindo a menor subunidade catalítica de todas as aaRSs conhecidas. 

Devido a isto, tem sido considerada como uma candidata ideal para estudos de 

estrutura-função, constituindo a máxima aproximação existente ao aparato 

catalítico mínimo para a ativação de aminoácidos (Ilyin et al., 2000). A enzima 

ativa é dimérica, embora o monômero possua um aparato catalítico intacto para 

a aminoacilação. A segunda subunidade no dímero é requerida para o 

reconhecimento do anticódon CCA do tRNATrp (Figura 16). O monômero da 

TrpRS possui dois domínios separados (Figura 17 Direita): o enovelamento 

Rossmann, onde podem ser distinguidas três regiões funcionais: o sitio de 

ligação a ribose, a triptofano e a pirofosfato (PPi) (Figura 17 Esquerda); e uma 

folha β altamente enrolada que traz três ‘seqüências assinatura’ características 

para ambas as aaRss (TrpRS e TyrRS) da classe Ic: TIGN, KMSKS e GXDQ, que 
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juntas configuram o aparato catalítico (Carter, 2004). A Figura 16 mostra a 

estrutura da TrpRS de Bacillus subtilis e a sua putativa ligação com tRNATrp. 

 

Figura 16. Putativa ligação do tRNATrp  com a TrpRS de B. subtilis.  Os dois tRNATrp aparecem 
coloridos de vermelho e amarelo. As subunidades da TrpRS de B. subtilis aparecem coloridas de 
azul e verde. O motivo em branco é o AMP e o púrpura é o Trp. A ligação do tRNA ocorre através 
da interface dimérica. Cada molécula de tRNA interage através de um dímero, o braço aceptor 
do tRNA com formato de L liga o domínio 108-122 numa subunidade e o loop anticódon liga o 
domínio 234-238 na outra subunidade (Jia et al., 2002). 
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Figura 17. Esquerda-Esquema Ribbon mostrando o sítio de ligação do triptofano da TrpRS de B. 
stearothermophilus. Em destaque se apresentam as relações estruturais envolvidas na 
determinação da especificidade (Carter, 2004). Direita- Esquema Ribbon de dois domínios do 
monômero da TrpRS, localizando as assinaturas catalíticas, TIGN no N-terminal da hélice A, 
GXDQ no N-terminus da hélice E, e KMSKS no C-terminal do enovelamento de Rossmann. 
Estes sítios compreendem os subsítios de ligação a adenosina e a pirofosfato (Ilyin et al., 2000). 

 

As aaRSs são freqüentemente guiadas por múltiplos elementos de 

identidade no seu tRNA cognato. No caso da TrpRS cada tipo de enzima dos 

vários domínios biológicos, exibe uma determinada preferência em relação á 

N73.  As simples substituição no tRNATrp de B. subtillis da base discriminatória 

G73 pela A73 conservada em eucariotes, confere a este a capacidade de ser 

carregado com Trp pela TrpRS eucariótica (Xue et al., 1993; Guo et al., 2002), 

mas perde muita da sua reatividade com a TrpRS bacteriana. No tRNATrp de 

eucariotes (humanos e bovinos) e de arqueobactérias, a base A73 também é o 

principal elemento de identidade (Xu et al., 2001; Guo et al., 2002). Segundo 

análises cinéticas, N73 no tRNATrp contribui principalmente na estabilização 

do estado de transição durante a síntese do triptofanil-tRNA (Ibba et al., 1999; 
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Guo et al., 2002). Estes resultados indicam que a N73 é o principal elemento de 

identidade nos três domínios biológicos. 

Por outro lado, uma simples mudança da seqüência formadora de uma 

micro-hélice no braço aceptor (C1-G72 para G1-C72), inibe a aminoacilação pela 

TrpRS (Schimmel et al., 1993). Adicionalmente, os nucleotídeos do anticódon 

são importantes elementos de identidade em muitos tRNAs. No B. subtillis, os 

três nucleotídeos do anticódon são cruciais para o reconhecimento do tRNATrp 

pela aaRS cognata (Xue et al., 1993).  

Dezessete aminoácidos são idênticos nas TrpRSs de todas as espécies 

bacterianas conhecidas (Carter, 2004) (Figura 18). Somente nove destes 

resíduos invariáveis parecem ser conservados em todas as TrpRSs eucarióticas e 

doze são conservados em todas as TrpRSs de arqueas. A assinatura KMSKS não 

tem sido observada nas TrpRSs de eucariontes e arqueas, predominando neste 

caso, a KMSAS. A ausência de esta segunda lisina no sitio ativo das enzimas 

eucarióticas, sugere diferenças significativas no mecanismo catalítico, o que 

permitiu que Ribas de Pouplana et al., (1996) propuseram que estas duas 

enzimas eram uma só e que divergiram na separação das linhagens de 

eucariontes e procariontes, evoluindo em forma independente em cada 

linhagem, para formar duas enzimas diferentes com a mesma especificidade de 

aminoácido e de tRNA. As TrpRSs mitocondriais de eucariontes, pertencem à 

linhagem bacteriana, pelo qual são altamente interessantes para o desenho de 

fármacos, através da exploração de suas diferenças com suas homólogas 

citoplasmáticas.  
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Figura 18. Aminoácidos invariantes na seqüência das TrpRSs (Carter, 2004). 
 

As TrpRSs de procariontes e eucariontes possuem diferenças 

significativas entre elas, até mesmo nas seqüências motivo altamente 

conservadas no sitio ativo, pelo qual, formam grupos completamente distintos. 

A identidade de seqüências entre estes dois grupos de enzimas é muito fraca, 

exceto dentro das regiões envolvidas na ativação de aminoácidos. Esta 

característica é de grande interesse para a área médica, já que, os sítios ativos 

das enzimas eucarióticas e procarióticas são diferentes o suficiente para que, as 

TrpRSs bacterianas, sejam um alvo atrativo no desenho de fármacos (Kanamaru 

et al., 2001). Além disso, as TrpRSs de eucariontes superiores possuem um 

domínio amino-terminal adicional, o qual em humanos cumpre, 

aparentemente, uma função endócrina (Fersht et al., 1986).  

1.6. RNA de Interferência  

O RNA de interferência (RNAi) é um processo celular no qual a presença 

de um RNA de dupla fita (dsRNA) dispara a degradação por homologia de RNAs 

de cadeia simples (mRNAs) da mesma seqüência, ocasionando o silenciamento 

gênico. O RNAi pertence à família de processos de Silenciamento Gênico Pós-
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Transcricional (PTGS). Estes mecanismos PTGSs foram primeiramente 

descritos em plantas e fungos, onde a expressão de transgenes ou infecções por 

vírus ativavam uma via que silenciava genes exógenos e genes endógenos da 

mesma seqüência, através da formação de pequenos RNAs complementares ao 

alvo de silenciamento (Baulcombe, 1999). Anteriormente, Guo e Kemphues 

(1995), tinham descrito o mecanismo de RNA de interferência em 

Caenorhabditis elegans e Fire et al., (1998) determinaram que o dsRNA fora o 

fator que desencadeante do fenômeno de silenciamento. Desde então, o RNAi 

tem sido reportado em tripanosomas (Ngo et al., 1998), Drosophila (Kennerdell 

e Carthew, 1998), planaria (Sánchez Alvarado e Newmark, 1999), hidra 

(Lohmann et al., 1999) e mamíferos (Wianny e Zernicka-Goetz, 2000), entre 

muitos outros organismos. O RNAi, e processos relacionados, provavelmente 

evoluíram como mecanismos de defesa contra a expressão de RNAs aberrantes 

provenientes de transgenes e vírus.  

O modelo do mecanismo molecular do RNAi tem sido desenvolvido a 

partir de estudos realizados em C. elegans, Drosophila e plantas. Depois que 

Baulcombe demonstrou que a via do RNAi era ativada pela presença de 

dsRNAs, estudos feitos por Zamore et al., (2000) mostraram que pequenas 

moléculas de dsRNA (chamadas de small interference RNAs –siRNAs) eram 

formadas a partir do dsRNA iniciador do silenciamento. Posteriormente, estes 

siRNAs foram encontrados associados com o complexo aceptor de RNAi, o RISC 

(RNA-induced silencing complex), ratificando seu papel como participantes 

diretos nesta via de silenciamento (Hammond et al., 2000). Componentes 

isolados do complexo RISC têm sido identificados como pertencentes à família 
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de proteínas Argonauta, envolvidas em mecanismos de PTGS (Tabara et al., 

1999). 

 Bernstein et al., (2001), mostraram que uma classe de enzimas da 

familia RNase III ribonucleases, reconhece especificamente dsRNAs e os corta 

produzindo siRNAs de uma maneira ATP – dependente. Estas enzimas, 

denominadas de DICERs são evolutivamente conservadas em todos os 

organismos que possuem RNAi. Elas possuem dois domínios RNase III, um 

motivo de ligação ao dsRNA, um domínio helicase e uma região homologa com 

a família de proteínas Argonauta. As DICERs funcionam como um dímero 

antiparalelo que forma dois tipos de siRNAs (de ~21 e ~25 pb (Hannon, 2002)). 

Hamilton et al., (2002), propuseram que estas dois espécies de siRNA estão 

envolvidas em diferentes aspectos do silenciamento, sendo os siRNA curtos (~21 

pb), os condutores da degradação do mRNA, enquanto que os longos (~25 pb), 

estão envolvidos no silenciamento sistêmico e a metilação de DNA. Este último 

processo faz parte da família processos de Silenciamento Gênico Transcricional 

(TGS), que a diferença dos PTGS, é herdado. 

Em resumo, no interior da célula, as moléculas de dsRNA são detectadas 

por um mecanismo de vigilância ainda não caracterizado. Os dsRNAs são, 

então, clivados pelas enzimas DICERs, e fragmentos de siRNA de ~22 pb, são 

formados. Estes fragmentos servem como moléculas molde que dirigem a 

clivagem de RNAs de fita simples que sejam complementares (Elbashir et al., 

2001). Depois desta clivagem inicial, o RNA de fita simples é completamente 

degradado. Geralmente, este RNA de fita simples é o mRNA, e sua degradação 
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leva ao silenciamento da expressão gênica do produto por ele codificado (Figura 

19).  

 

Figura 19. Modelo atual para a degradação de mRNA via RNA de interferência. Dímeros 
antiparalelos de enzimas DICERs clivam dsRNAs para formar siRNAs, de uma forma ATP-
dependente. siRNAs são incorporados no complexo RISC, que os guia para a degradação 
específica do mRNA alvo (Denli e Hannon, 2003).  

 

Em C. elegans, foi observada uma das características mais 

extraordinárias do RNAi. Pequenas quantidades de dsRNA por célula causam 

silenciamentos com até 100% de penetrabilidade (Fire et al., 1998), indicando 

que alguns aspectos do silenciamento, são amplificados. Em plantas e em C. 

elegans, foi identificado o envolvimento de uma RNA polimerase dependente de 
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RNA (RdRPs), neste processo de amplificação. Esta enzima atua tanto na 

conversão de RNAs aberrantes em dsRNA detonadores do silenciamento, como 

na amplificação do silenciamento iniciado por quantidades muito pequenas de 

dsRNA (Cogoni e Macino, 1999). 

1.6.1 Funções do RNAi na natureza 

A existência de um potente mecanismo de silenciamento gênico, 

disparado por dsRNAs, leva ao questionamento do papel biológico deste tipo de 

resposta. Em muitos organismos, a principal fonte de dsRNAs são os RNAs 

virais. Os RNAs virais formam dsRNAs intermediários, durante a replicação, 

que podem disparar a resposta de RNAi. Extensos estudos têm confirmado o 

papel do RNAi na defesa antiviral (uma excelente revisão pode ser encontrada 

em Voinnet (2001)).  

Um outro papel natural atribuído ao RNAi, é o de mecanismo conservado 

de resposta contra ácidos nucléicos invasores, comportando-se como um tipo de 

sistema imune de ácidos nucléicos. Napoli et al., (1990), forneceram uma das 

primeiras evidencias sobre este fenômeno. Com a finalidade de incrementar a 

cor de flores petúnias, introduziram genes para a expressão da pigmentação. 

Mas surpreendentemente, a inserção de transgenes downstream de um forte 

promotor causou a formação de manchas sem pigmentação nas plantas 

transformadas. Neste caso, não somente o transgene, como também o lócus 

endógeno foi silenciado. Ao analisar o loci transgene, foi descoberta uma alta 

percentagem de inversões repetitivas na sua seqüência, as quais podem formar 

alças de RNA durante a sua transcrição. Estas observações levaram à hipótese 
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de que estes RNAs aberrantes, formados principalmente durante a transcrição 

em altas taxas, talvez propiciem não somente a terminação prematura da 

transcrição, senão como também, devem ser reconhecidos por proteínas 

especializadas que disparam a via de RNAi.  

Além dos ácidos nucléicos exógenos, existem abundantes elementos 

parasitas endógenos, que devem ser rigorosamente controlados para manter a 

estabilidade do genoma. Em alguns casos, o controle de estes elementos 

genéticos móveis tem sido associado ao RNAi, particularmente em C. elegans 

(Tabara et al., 1999).  

Por outro lado foi observada a indução de mudanças na cromatina 

induzidas por dsRNA. Estas mudanças consistiam na metilação de seqüências 

homologas a vírus em plantas infectadas (Wessenegger et al., 1994). Este 

silenciamento é do tipo TGS. Em Saccharomyces pombe a maquinaria de RNAi 

foi implicada na formação de heterocromatina (com elementos repetitivos) nas 

regiões centroméricas e na manutenção da estabilidade do genoma (Volpe et al., 

2002). 

A Figura 20 esquematiza os múltiplos papeis cumpridos pelo mecanismo 

de RNA de interferência na natureza. São mostradas as diferentes fontes de 

dsRNA que podem levar a diversos tipos de silenciamento. 
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Figura 20. dsRNAs de diferentes origens produzem diversos tipos de silenciamento através da 
maquinaria de RNA de interferência na natureza (modificado de Denli e Hannon, 2003). 

1.6.2 RNAi em Trypanosoma brucei 

 O RNAi em T. brucei foi descoberto por acaso por Ngo e colaboradores 

em 1998, quando um plasmídeo, carregando uma repetição invertida de uma 

seqüência da extremidade 5’de um gene da α-tubulina (TUB), foi transfectado 

em células procíclicas de T. brucei. As células transfectantes desenvolveram 

uma dramática alteração morfológica, chamada de fenótipo FAT. Eles 

demonstraram que a transcrição da inversão repetida de (TUB) era requerida 

para a indução do fenótipo FAT, sugerindo que a formação de um alça na 
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estrutura do mRNA (dsRNA), é o iniciador do mecanismo de interferência da 

expressão do gene da TUB. 

 Atualmente, o mecanismo de RNAi constitui uma poderosa ferramenta 

no estudo da biologia molecular de parasitos tripanosomatídeos, permitindo a 

interferência específica de genes endógenos. Devido à natureza deste tipo de 

silenciamento (pós-transcricional e dominante), este mecanismo de 

interferência constitui uma técnica particularmente útil para o silenciamento da 

expressão gênica em organismos diplóides, onde o knockout tradicional de 

genes alvo seria altamente dispendioso (duplo knockout) e, no caso de genes 

essenciais, impossível. Por outro lado, os estudos realizados através deste 

mecanismo em T. brucei, permitem extrapolar os resultados obtidos para outras 

espécies de tripanosomatídeos, nas quais a maquinaria de silenciamento por 

RNA de interferência, não é competente.  
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2. OBJETIVOS 

Nesta pesquisa, dois genes que codificam para as Triptofanil-tRNA 

sintetases (WARSs) de Tripanosoma brucei, foram caracterizados e estudados, 

com o intuito de validar estas enzimas de tripanosomatídeos como potenciais 

alvos para o desenvolvimento de fármacos. Foram realizados experimentos de 

silenciamento gênico pós-transcricional, através da expressão de RNA de 

interferência (RNAi). Estes ensaios foram aplicados para as duas formas de 

WARS presentes em Trypanosoma brucei, citosólica (TbWARS1) e 

mitocondrial (TbWARS2). A geração de células mutantes condicionadas de 

RNAi, induzíveis com tetraciclina (TbWARS1 e TbWARS2), junto com o 

cuidadoso seguimento das propriedades dos fenótipos celulares, gerados em T. 

brucei, forneceram evidências sobre as funções destas aaRSs na biologia celular 

do parasito, assim como, permitiram a validação destas enzimas como alvos. 

Estes resultados poderão ser empregados para a descoberta de inibidores para o 

desenvolvimento de agentes terapêuticos contra a Doença do Sono e outras 

doenças causadas por tripanosomatídeos, como a Leishmaniose e a Doença de 

Chagas. 

Os objetivos específicos desta pesquisa são descritos a seguir. 

Caracterizar os genes correspondentes as enzimas Triptofanil-tRNA 

Sintetases, citoplasmática (TbWARS1) e mitocondrial (TbWARS2), de 

Trypanosoma brucei. 
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Estabelecer a cultura, em meio definido, de células de T. brucei no 

Laboratório de Biologia Celular e Molecular, do Grupo de Cristalografia do 

IFSC. 

Desenhar experimentos específicos de RNA de interferência para cada 

um dos genes TbWARSs de T. brucei. 

Obter linhagens celulares estáveis de T.brucei transfectadas com o vetor 

de RNAi, o pZJM.  

Analisar o efeito fenotípico do silenciamento gênico das enzimas 

TbWARS1 e TbWARS2, sobre a viabilidade das células de T. brucei, através de 

curvas de crescimento, microscopia (de luz e de fluorescência) e determinação 

do consumo de oxigênio.  

Determinar a especificidade e eficiência do silenciamento dos genes 

TbWARSs, usando técnicas de avaliação da expressão gênica semi-quantitativas 

(RT-PCR) e quantitativas (PCR em Tempo Real). 

Validar as enzimas WARSs de Tripanosomatídeos como alvos para o 

desenho de inibidores. 
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3.MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Materiais 

3.1.1 cDNA e Plasmídeos 

Os DNAs moldes para os ensaios com as WARSs de Trypanosoma brucei 

(TbWARS1 (Gene Bank Accession Number AC093543.8) e TbWARS2 (Gene 

Bank Accession Number AC091701.3)) foram amplificados a partir do DNA 

genômico.   

Para os ensaios de RNAi foi utilizado o vetor pZJM, que contem um 

duplo promotor T7, flanqueando um fragmento do gene da α-Tubulina (o qual é 

substituído pelo gene de interesse). Este plasmídeo permite a expressão de um 

RNA de dupla fita (dsRNA), da região entre os promotores induzidos por 

tetraciclina. A presença dos dois promotores permite que a transcrição aconteça 

nas duas direções, sendo que, tanto a fita senso quanto a anti-senso servem 

como molde para a T7 RNA polimerase (Figura 21).  O gene repórter de 

resistência à Fleomicina presente neste vetor, permite a seleção das células 

transfectantes. Adicionalmente, a presença de uma seqüência espaçadora de 

rDNA, permite a inserção deste vetor em forma estável em regiões não 

transcritas do genoma do parasita (Wang et al., 2000).  
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Figura 21. Esquema do vetor de RNAi pZJM (Wang et al., 2000). No esquema inferior uma 
amplificação da região de clonagem, donde o gene da α-Tubulina é substituído pelo gene de 
interesse, flanqueada por dois promotores T7 induzidos por tetraciclina. Neste esquema o vetor 
encontra-se linearizado pela ação da endonuclease NotI na região de rDNA. 
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Como vetor de clonagem em bactéria, foi utilizado o vetor de clonagem 

pCR 2.1 TOPO da Invitrogen, um sistema altamente eficiente para inserção 

direta do produto de PCR em um vetor plasmidial “ativado” (com uma 3’ timina 

ancorada), através de uma reação catalisada pela enzima topoisomerase I, sem 

requerer ligases ou procedimentos pós-PCR. Este vetor tem na sua seqüência 

sítios para diversas enzimas de restrição o que facilita a passagem para vetores 

de expressão (Manual de instruções TOPO TA Cloning – Invitrogen). 

3.1.2 Oligonucleotídeos Iniciadores 

A Tabela 3 apresenta os oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a 

caracterização gênica dos genes TbWARSs, assim como para sua amplificação e 

clonagem para os ensaios de RNAi e PCR quantitativo. 
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Tabela 3. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para ensaios de caracterização 
gênica, RNAi, amplificação por PCR e PCR quantitativo. 

Nome 
Oligonucleotídeo Seqüência 5’- 3’ Descrição Tm 

SL1-RNA AACTAACGCTATATAAGTATCA
GTTTCTGTACTTTATTG 

Primer senso extremidade 5’da fita molde 
do gene ‘Spliced Leader’ 
 

62,0 

TbWARS1Rev-150 ACGGAGGAAATGATGCGGTT Primer anti-senso  da região 130 a 150 do 
putativo gene TbWARS1 
 

57,8 

TbWARS1Rev-110 ATCCGTTCCAGCAATGCCTC Primer anti-senso  da região 90 a 110 do 
putativo gene TbWARS1 
 

58,4 

TbWARS1For1050 ACAATAACGGCCATCACGAA Primer senso da região 1050 a 1070 do 
putativo gene TbWARS1 
 

55,1 

TbWARS1For980 CGCGCGAGTGAAGAAGGAGT Primer senso da região 980 a 1000 do 
putativo gene TbWARS1. 
 

59,0 

TbWARS2Rev-100 CATTATCACCACTGCTATTA Primer anti-senso  da região 80 a 100 do 
putativo gene TbWARS2 
 

52,4 

TbWARS2Rev-170 GTCACAACATCGTCGTCTTT Primer anti-senso  da região 150 a 170 do 
putativo gene TbWARS2 
 

54,9 

TbWARS2For1301 TGAAGAGCTTAGCCGCAGAT Primer senso da  região 1301 a 1321 do 
putativo gene TbWARS2 
 

54,1 

TbWARS2For1241 ACGAGATGGTTGGGGAGGTA Primer senso da região 1241 a 1261 do 
putativo gene TbWARS2 
 

55,4 

TbWARS1RevHindIII TCAAGCTTTCACTGGGTTGCCG
CCTTCTTCGCTG GAC 

Primer anti-senso  extremidade 3’ do gene 
TbWARS1, com adição no 5’de um sítio de 
restrição para HindIII 
 

69,9 

TbWARS2RevHindIII CTAAGCTTCTATGCCATAATGT
TGCGCACCTCCG TAAA 

Primer anti-senso  extremidade 3’ do gene 
TbWARS2, com adição no 5’de um sítio de 
restrição para HindIII 
 

64,5 

TbWARS2ForXhoI TACTCGAGATGCGCCGGGCTT
CACATGTTTGCACG TC 

Primer senso extremidade 5’ do gene 
TbWARS2, com adição no 5’de um sítio de 
restrição para XhoI 
 

69,6 

TbWARS1ForXhoI CGCCTCGAGATGACTGAAGCC
GTTGTAACACCGTG GTCT 

Primer senso da extremidade 5’ do gene 
TbWARS1, com adição no 5’de um sítio de 
restrição para XhoI 

69,3 
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3.2 Métodos 

3.2.1 Isolamento e Manipulação de Ácidos Nucléicos 

3.2.1.1Extração do DNA Genômico  

O DNA genômico, desde formas procíclicas (PCF) de T. brucei 2913, foi 

isolado pelo método de extração com tampão salino, como descrito por 

Belloffato e Cross (1989), mas sem o uso do homogenizador. 

3.2.1.2 Extração do RNA Total 

O RNA Total foi extraído a partir de 5 a 50×10E7 células (culturas não 

induzidas ou induzidas), usando o método do Trizol (Life Technologies) de 

acordo com as instruções do fabricante. A concentração de RNA foi determinada 

por espectrofotometria de UV a 260 nm, e a qualidade do RNA foi conferida por 

análise de gel como descrito por Sagerström e Sive (1996). A integridade do 

RNA foi confirmada pela visualização das bandas de rRNA 18 S e 28 S rRNA 

usando a coloração de brometo de etídeo.  

3.2.1.3 Análise de  mRNA específico 

Amostras de RNA Total foram utilizadas como molde para amplificação 

do mRNA, utilizando primers específicos. Posteriormente, ensaios de RT-PCR 

foram realizados para a obtenção do cDNA, utilizado o kit One Step RT-PCR da 

Qiagen, de acordo com as instruções do fabricante. A quantidade de mRNA foi 

estimada a priori através de densitometria em gel de agarose 2%. A 

quantificação do mRNA foi realizada por PCR em Tempo Real (QPCR), usando 
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o kit Absolute QPCR SYBR Green Mix (Abgene Advanced Biotecnologies 

Limited) como descrito anteriormente (Yin et al., 2001).  A quantificação do 

transcrito foi realizada no equipamento Rotor Gene Real Time PCR (Corbett 

Research – Uniscience), gentilmente cedido pela Profa. Dra. Heloisa Sobreiro 

Selistre de Araújo do Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular da 

Universidade Federal de São Carlos.  

3.2.2 Caracterização dos genes TbWARS1 e TbWARS2 

A caracterização gênica dos dois genes de TbWARSs foi realizada por 5’ e 

3’ RACE-PCR. Para esse ensaio, foram utilizados como oligonucleotídeos senso: 

oligo (dT) e o primer Splice Leader (Campbell, et al., 1984), junto com 

oligonucleotídeos anti-senso (internos) derivados da seqüência gênica dos genes 

depositada no NCBI. O RNA total do T. brucei foi isolado e usado como molde 

para as reações de RT-PCR. Uma reação de PCR foi acoplada e o cDNA obtido 

na reação anterior foi utilizado como molde. A síntese do cDNA a partir do 

mRNA de cada um dos genes foi otimizada utilizando temperaturas entre 45-

55oC durante tempos que variaram entre 30 min e uma hora. Já a reação de 

PCR, acoplada ao RT, foi otimizada variando o número de ciclos (entre 25-40) e 

a temperatura de anelamento (entre 50 – 60 oC por 30 seg). O resultado da PCR 

foi verificado em gel de agarose 2% e revelado com brometo de etídeo (BrEt). A 

banda resultante foi purificada através do kit Wizard SV Gel e PCR Clean-up 

System (Promega) e utilizada para clonagem direta no vetor pCR 2.1 TOPO, 

para seu seqüênciamento. Para a caracterização do gene TbWARS1 foram 

utilizados os seguintes oligonucleotídeos internos específicos: TbWARS1Rev-
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150, TbWARS1Rev-110, TbWARS1For1050, TbWARS1For980; e para a 

caracterização do TbWARS2 os primers internos específicos: TbWARS2Rev-

100, TbWARS2Rev-170, TbWARS2For1301, TbWARS2For1241. 

As ORF’s completas dos genes das WARSs,  citoplasmática e 

mitocondrial, de T.brucei (TbWARS1 e TbWARS2, respectivamente) foram 

amplificados por PCR a partir do DNA genômico. Para a amplificação de 

TbWARS1 foram utilizados como par de primers: TbWARS1ForXhoI (senso) e 

TbWARS1RevHindIII (anti-senso); e para TbWARS2, o par de primers: 

TbWARS2ForXhoI (senso) e TbWARS2RevHindIII (anti-senso). A reação de 

PCR foi realizada por 20 - 25 ciclos com TM entre 55 - 60oC. Os produtos da 

PCR foram chamados de TbWARS1 e TbWARS2 de acordo com o par de 

primers utilizados. O resultado da PCR foi verificado em gel de agarose 1% - 

BrEt. As bandas resultantes foram purificadas e clonadas no vetor pCR 2.1 

TOPO, com fins de seqüênciamento. 

3.2.3 Construção dos plasmídeos 

3.2.3.1 Construções no Vetor de Clonagem 

Com o objetivo de conferir a seqüência dos insertos a serem utilizados 

para as diversas clonagens, foi realizado um passo prévio de clonagem no vetor 

pCR 2.1 TOPO. Produtos das PCR individuais, purificados e frescos foram 

utilizados como insertos nas reações de clonagem no sistema. O vetor e o inserto 

foram colocados na reação em uma proporção molar de 1:4, respectivamente, 

junto com as sais (NaCl 200mM e MgCl2 10mM) e a topoisomerase I do kit 

TOPO Cloning Reaction (Invitrogen). A reação foi incubada por 5 minutos a 
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temperatura ambiente. Depois deste tempo, este material foi utilizado para a 

transformação de células quimicamente competentes de E.coli DH5α. Cerca de 

10-50 µL das células transformadas foram plaqueadas em placas seletivas de LB 

Agar com 50 µg/mL de Kanamicina e 40 µL de X-Gal 40 mg/mL. As colônias 

recombinantes foram duplamente selecionadas através de crescimento seletivo 

e por screening White/Blue sem IPTG. As colônias brancas foram selecionadas e 

analisadas por lise alcalina e submetidas a ensaio de restrição. A correta 

seqüência dos insertos foi conferida pelo Seqüenciamento de DNA. Os 

plasmídeos dos clones, cuja seqüência foi corretamente verificada foram 

extraídos por lise alcalina e digeridos com as enzimas de restrição específicas 

(cujos sítios de restrição foram incluídos nos primers) para servirem como 

insertos nos posteriores ensaios de subclonagem no vetor de RNAi, pZJM.   

3.2.3.2 Construções de Plasmídeos para RNAi 

 Para os ensaios de RNAi foram utilizados como insertos os DNAs 

correspondentes às ORF’s completas (~1.2 Kb).dos dois genes WARSs de 

T.brucei (TbWARS1 e TbWARS2). Cada um dos genes foi amplificado por PCR, 

a partir do DNA genômico, usando um par de primers gene específicos, 

desenhados com os sítios para as enzimas de restrição XhoI e HindIII, para 

primer senso e anti-senso, respectivamente. Para TbWARS1: 

 (5’-CGCCTCGAGATGACTGAAGCCGTTGTAACACCGTG GTCT-3’) senso  

e (5’-TCAAGCTTTCACTGGGTTGCCGCCTTCTTCGCTG GAC-3’) anti-senso; 

 e para TbWARS2: 



  

   84

 (5’-TACTCGAGATGCGCCGGGCTTCACATGTTTGCACG TC-3’) senso e (5’-

CTAAGCTTCTATGCCATAATGTTGCGCACCTCCG TAAA-3’) anti-senso. 

O produto de PCR foi clonado no vetor pCR 2.1 TOPO e a seqüência dos 

insertos foi conferida para a posterior subclonagem no plasmídeo de RNAi 

pZJM (Wang et al., 2000). Para a reação de clonagem foi utilizado o vetor pZJM 

digerido com as enzimas XhoI e HindIII . A ocorrência da dupla digestão foi 

conferida pela liberação de um produto de 600pb, correspondente ao gene da α-

Tubulina. O vetor linearizado pela reação de restrição com XhoI e HindIII, e o 

inserto, submetido ao mesmo tratamento, foram utilizados para a reação de 

ligação em uma relação molar de 1:4. A reação catalisada pela DNA ligase foi 

incubada a 4oC durante 8 horas. A diferença de outros vetores de RNAi, a 

clonagem neste vetor consiste em um único passo de ligação, já que a presença 

do duplo promotor T7 (flanqueando o inserto), permite a síntese do dsRNA. 

Todos os passos da clonagem (amplificação, digestão, quantificação, ligação, 

etc.), foram acompanhados no gel de agarose 1% e revelados com Brometo de 

Etídeo 10mg/mL. A quantificação do DNA no gel de agarose foi feita por 

densitometria com auxilio do programa Kodac Digital Science 1D. Cerca de 5 µL 

da reação de ligação foram utilizados para transformar células altamente 

competentes da linhagem de propagação E.coli DH5α. As colônias 

recombinantes foram selecionadas em meio LB-Kanamicina 30µg/mL, e logo 

submetidas a lise alcalina para extração do plasmídeo e análise de restrição com 

XhoI e HindIII. As seqüências dos insertos e a correta direção de leitura foram 

conferidos pelo Seqüenciamento de DNA. As duas construções obtidas com o 

vetor pZJM (pZJM-TbWARS1 e pZJM-TbWARS2) foram isoladas e utilizadas 
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para a transfecção de células de T.brucei 2913 para os posteriores ensaios de 

RNAi. 

3.2.4 Cultura Celular do Trypanosoma brucei 

Para os experimentos de RNA de interferência foram utilizadas células 

procíclicas de Trypanosoma brucei 2913, gentilmente doadas pelo Prof. Dr. 

David Campbell do Microbiology Immunology Molecular Genetics, University 

of California, Los Angeles. Esta linhagem 2913 carrega inserida no genoma os 

genes para expressão constitutiva da T7 RNA polimerase (Wirtz al., 1998) e do 

repressor de tetraciclina (Wirtz al., 1999), indispensáveis para a expressão 

induzida do dsRNA a partir do vetor pZJM. 

As células 2913 de T. brucei foram crescidas no meio de Cunningham 

(Cunningham, 1977) suplementado com Soro Fetal Bovino completo (SFB) 10% 

fetal, 15 µg/ml de G418 e 50 µg/ml de higromicina B, para manutenção 

respectiva da estabilidade intracelular da T7 RNA polimerase e do repressor de 

tetraciclina na construção de DNA (Figura 22). As culturas foram mantidas a 

temperatura constante de 26oC. 

A Tabela 4 apresenta os reagentes do complexo meio de Cunningham. 
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Figura 22. Meio de cultura para Trypanosoma brucei. Garrafas com meio de cultura 
Cunningham’s  adicionado com Soro Fetal Bovino 10% e com os antibióticos:  G418 15 µg/mL, 
Higromicina 50 µg/mL e Fleomicina 2.5 µg/mL. À direita, meio não crescido apresentado a 
típica coloração vermelha. À esquerda, meio crescido por 48 horas evidenciando a típica 
mudança de cor de vermelho para amarelo. Indicador do meio vermelho de fenol. 
 
 



  

   87

Tabela 4. Composição do meio para cultura in vitro de PCF de T.brucei  
Meio Cunningham’s (SM) 

Reagente 
Sais Inorgânicas 

KCl 
MgCl2.6H2O 
MgSO4.7H2O 
NaH2PO4.1H2O 
Água miliQ q.s.p. 70 mL 
CaCl2.2H2O 

Açúcares e Ácidos orgânicos 
D – Glicose 
D-Fructose 
Sucrose 
Ácido L-Málico 
Ácido α-Cetoglutárico 
Ácido Fumárico 
Ácido Succínico 
cis-Aconitato  
Piruvato de Sódio 100 mM 

Aminoácidos 
β-Alanina 
DL-Alanina 
L-Arginina 
L-Asparagina.1H2O 
Ácido L-Aspartico 
L-Cisteina-HCL.1H2O 
L-Cistina 
Ácido L-Glutámico 
L-Glutamato 
Glicina 
L-Histidina 
DL-Isoleucina 
L-Leucina 
L-Lisina 
DL-Metionina 
L-Fenilalanina 
L-Prolina 
DL-Serina 
L-Taurina 
DL-Treonina 
L-Triptofano 
L-Tirosina 
DL-Valina 

Aditivos 
BME Vitaminas (100X) 
Penicilina-Estreptomicina (100X) 
Vermelho de Fenol (0,5%) 
Soro Fetal Bovino (SFB) 10% 
G418 (50 mg/mL) 15µ/mL 
Higromicina (50 mg/mL) 50µ/mL 
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3.2.5 Transformação de Células 

3.2.5.1 Transformação de Células de Bactérias  

Para estes ensaios foram utilizadas células quimicamente competentes de 

Escherichia coli da linhagem DH5α (Gibco) que permite a propagação do 

plasmídeo. Estas células foram preparadas a partir de monoculturas na fase 

logarítmica de crescimento (D.O.600 entre 0,4-0,6). Foi empregada uma solução 

de CaCl2 50 mM estéril para o preparo da membrana das células para a 

transformação através da técnica de choque térmico (Sambrook et al., 1989). 

3.2.5.2 Transfecção de Células de Parasitas 

Para este procedimento foram utilizadas células de Trypanosoma brucei 

da linhagem 2913, forma procíclicas (PCF) albergando integrados no genoma os 

genes para a T7 RNA polimerase e o repressor de tetraciclina. A transfecção de 

células de T. brucei com as construções de DNA foi realizada por eletroporação 

como descrito anteriormente (Wang et al., 2000). Para os ensaios de 

transfecção foram utilizadas células ‘saudáveis’, crescidas no meio apropriado e 

mantidas em fase log de crescimento. Um volume de meio, correspondente a 

aproximadamente 1 x 10E8 células, foi centrifugado 10 min a 2000 rpm e o 

precipitado foi coletado e lavado em 2 mL de Meio de Eletroporação - ME (75% 

Cytomix : 25% Sucrose-Tampão Fosfato) (Van den Hoff et al., 1992) (Tabela 5). 

Após uma nova centrifugação o precipitado foi ressuspendido em 0,45mL do 

mesmo tampão contendo 20 µg do DNA (vetor pZJM linearizado com NotI). A 

Eletroporação foi feita em uma cuveta de 0,4 cm (BioRad Electroporation 

cuvvette),  usando o eletroporador Gene Pulser (BioRad) com os seguintes 
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parâmetros: dois pulsos de 1,5 kV de voltagem, 25 microF de capacitância e 400 

ohms de resistência  com 10 seg de intervalo entre os pulsos. O volume final da 

cuveta não deve ultrapassar 0,55 mL.  

Tabela 5. Soluções do Meio de Eletroporação (ME) para transfecção (Van den Hoff et 
al., 1992).  

Cytomix  
Estoque 500 mL Concentração Final 
KCl 4,47 g 120 mM 
CaCl2 150 mM 0,5 mL 0.15 mM 
K2HPO4 (anidro) 0,87 g 10 mM 
HEPES (livre de ácido) 2,97 g 25 mM 
EDTA 0,5 mM, pH 8 2 mL 2 mM 
MgCl2 1M 2,5 mL 5 mM 
Água miliQ q.s.p. 500 mL  
O pH final deve ser ajustado para 7,6 com KOH. Esterilizar por filtração. 

Sucrose-Tampão Fosfato 
Estoque 500 mL Concentração Final 
Sucrose 47,41 g 277 mM 
KxPO4 0,5M pH 7,4* 7 mL 7 mM 
MgCl2 1M 0,5 mL 1 mM 
Água miliQ q.s.p. 500 mL  
* Feito por titulação de KH2PO4 0,5 M com K2HPO4 0,5M. O pH final deve ser ajustado para 7,4 
com K2HPO4 0,5M. Esterilizar por filtração. 

 

As células foram transferidas para 5 mL de meio Cunningham’s,  

suplementado com antibióticos e SFB, imediatamente após a eletroporação e 

incubadas a 26°C. A cultura transfectada foi mantida sem o agente de seleção 

específico para pZJM (Fleomicina) durante as seguintes 24 h, com o objetivo de 

permitir a estabilização das células. Após a adição de 2,5 µg/mL de Fleomicina 

no meio, culturas foram diluídas em forma seqüencial para a obtenção de uma 

população clonal. As culturas foram estabilizadas durante 5-15 dias antes do 

inicio dos ensaios de RNAi. Quando as culturas alcançaram uma taxa de 

crescimento comparável com a do controle não transfectado, se deu inicio a 

indução das culturas com Tetraciclina (1,5 µg/mL). Como controle, células não 

transfectadas 2913 foram crescidas na presença de Fleomicina. Para a indução 
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da síntese do dsRNA, as células foram incubadas em meio adicionado com 

tetraciclina (1,5 µg/ml) por 24h. Durante a indução do RNAi, as células foram 

lavadas e diluídas a fase log diariamente e incubadas novamente em meio fresco 

com tetraciclina. Como controles foram usadas: 1) culturas transfectadas em 

ausência de tetraciclina (não-induzida - NI) e 2) culturas tipo selvagem 2913 

não transfectadas na presença e ausência de tetraciclina. Os experimentos de 

indução do RNAi foram realizados com culturas estáveis em fase log de 

crescimento e seu fenótipo celular foi analisado até que a morte celular foi 

evidenciada e confirmada pelo não crescimento das culturas induzidas em meio 

fresco sem tetraciclina. Os resultados de RNAi foram analisados por triplicata 

em experimentos independentes.   

3.2.6 Demanda de Oxigênio (D.O.) 

O monitoramento do consumo de oxigênio por parte das células de T. 

brucei foi realizado no Laboratório de Saneamento-EESC da USP, sob a 

supervisão do Prof. Dr. Luis Antônio Daniel, utilizado um oxímetro digital 

Digimed DM4.  Este medidor de oxigênio consiste em uma célula eletrolítica, 

com um Cátodo de platino e um Ânodo tubular de prata separado por um molde 

epóxico.  Ambos encontram-se imersos em eletrólitos e o conjunto esta isolado 

por uma membrana gás permeável de teflon (PTFE).  

Para a determinação do oxigênio dissolvido aplica-se um potencial de 

polarização diferencial entre o ânodo e o cátodo. O oxigênio da amostra difunde 

através da membrana, reduzindo no cátodo e criando uma oxidação no ânodo. A 

corrente resultante é proporcional ao oxigênio presente. A Demanda Bioquímica 
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de Oxigênio (DBO) é usada para determinar a carga microbiana aeróbia de uma 

solução ou a capacidade de consumo de oxigênio dos mesmos. Isto significa que 

a DBO é a quantidade de oxigênio necessário para a oxidação biológica 

mitocondrial.  

Antes das medições, o oxímetro foi calibrado com simulação de 100% de 

umidade, nas condições de teste (893m de altitude e temperatura de 23οC). A 

concentração de oxigênio é expressa em partes por milhão (ppm) ou mg/L. A 

taxa (ppm) foi calculada assumindo que o conteúdo de oxigênio da água 

saturada com ar é de 0,276 mM a 28 °C (de acordo com as instruções do 

fabricante). Medidas de D.O. foram feitas de culturas de T.brucei  crescidas no 

meio Cunningham’s, nas condições anteriormente descritas, até fase log de 

crescimento.  A concentração de células de todas as amostras foi ajustada para 1 

x 10E6 cel/mL. Imediatamente antes do ensaio, 30 mL de cada cultura foram 

transferidas para um tubo de vidro (10cm de comprimento e 3cm de largura), 

especialmente desenhado para medidas de D.O., com encaixe perfeito do 

eletrodo para impedir a entrada de gases atmosféricos. As medidas foram 

coletadas durante 600 seg, tempo no qual a variação da concentração de 

oxigênio dissolvido cessou nas culturas analisadas. Esta medida foi 

acompanhada durante 30 minutos em células controle de T.brucei 2913.  

3.2.7 RT-PCR semi-quantitativo  

O cDNA dos genes específicos (TbWARS1 e TbWARS1) foi gerado a partir do 

RNA total extraído das diversas linhagens celulares. Para este ensaio foram 

usados pares de primers específicos: SL1-RNA - TbWARS1Rev-110 e SL1-RNA - 
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TbWARS2Rev-100, descritos anteriormente, para a amplificação de fragmentos 

5’UTR dos genes TbWARS1 e TbWARS1, respectivamente. Os ensaios acoplados 

de transcrição reversa e PCR foram realizados com o Kit One Step RT-PCR da 

Qiagen. Para cada 50 µL de reação foram usados 100 ng de RNA total e os 

ensaios foram realizados de acordo com as instruções do fabricante. Os ciclos de 

temperatura para o RT-PCR foram os seguintes: 

• Transcrição reversa a 50 °C por 30 min, desativação da transcriptase 

reversa e ativação da Taq DNA polimerase  a 95 °C por 15 min, 35 ciclos 

de PCR a 95°C por 30 seg, 48 °C por 30 seg e 68 °C por 1 min,  e um 

passo final de polimerização de 68 °C por 10 min. 

Os produtos do RT-PCR foram semi-quantificados por análise densitometria 

em gel de agarose 2%. 

3.2.8 PCR quantitativo (Real Time PCR) 

A quantidade de transcrito dos genes de interesse foi determinada 

usando o método de PCR em Tempo Real. Os fragmentos de cDNAs dos genes 

TbWARS1 e TbWARS1, foram gerados como descritos anteriormente (método 

semi-quantitativo RT-PCR) mas simplesmente com transcrição reversa sem 

acoplamento do PCR. A quantificação foi feita no aparelho de PCR em tempo 

real Rotor Gene Real Time PCR (Corbett Research – Uniscience). O principio 

básico deste método é a determinação do Ct (Threshold Cycle), que é o número 

de ciclos no qual o produto do PCR atinge um limiar de fluorescência detectável 

ou ciclo de aparecimento de fluorescência ótima para medição. O Ct é 

inversamente proporcional à quantidade de DNA. O fluorôforo utilizado foi o 
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SYBR Green (Corbett Research – Uniscience), um corante que liga diretamente 

DNA de dupla fita - dsDNA (genômico, plasmidial e cDNA). A detecção direta 

do produto de PCR é monitorado pela medida do incremento da fluorescência 

causado pela ligação do SYBR Green ao dsDNA.  Com a finalidade de superar os 

possíveis erros que possam ter sido gerados durante a amplificação, a GAPDH 

glicosomal (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase - um gene constitutivo que 

participa da glicólise glicosomal) foi utilizada como gene constitutivo. GAPDH 

glicosomal de T. brucei foi amplificada usando como par de oligonucleotídeos: 

 5`-CCTCGGGAATGAGATTGATGTCGTTGCTGT-3`, como primer senso; 

5`-CACATACTCCACACCAAGCTTTCCC-3’, como anti-senso. 

Esta normalização é feita com o objetivo de corrigir as flutuações de 

fluorescência causadas pelos erros de concentração no volume de amostra. A 

normalização é determinada pela divisão da emissão de intensidade do corante 

da amostra pela emissão da referencia passiva, para obter uma razão definida 

como Rn (reporte normalizado) para uma determinada reação, assim: 

DR n = (R n + ) – (R n – ),  

 
onde, 

DR n= Magnitude do sinal gerado no PCR.  

R n + = Intensidade da emissão do SYBR Green (PCR com molde) 

R n –= Intensidade da emissão passiva do SYBR Green (PCR sem 

molde) 

O valor Ct é o ciclo no qual acontece o primeiro incremento 

estatisticamente significativo na DRn ou seja, o sinal (Intensidade de 
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Fluorescência Normalizado) aumenta associado com um crescimento 

exponencial do produto de PCR.  

Para este ensaio foi utilizado kit Absolute QPCR SYBR Green Mix da 

Abgene Advanced Biotecnologies Limited.  Como moldes foram utilizados os 

cDNAS gerados por RT simples (sem acoplamento do PCR) de amostras de RNA 

Total isolado de culturas de T.brucei-TbWARS1 e 2, induzidas e não induzidas 

com tetraciclina. A reação foi montada por duplicata e seguindo as instruções do 

fabricante. A quantidade relativa de transcritos gênicos, normalizada com 

respeito à GAPDH de cada amostra, foi calculada usando ABI PRISM 7700 

Sequence Detection System (User Bulletin 2, Applied Biosystems). Os DRn 

normalizados obtidos para cada linhagem celular transfectante foi dividida 

pelos DRn normalizados da célula tipo selvagem, para obter uma mudança nos 

níveis de transcrito relativa à célula controle (selvagem).  

3.2.9 Curvas de Crescimento 

As curvas de crescimento foram obtidas durante um período de 11 dias, 

com amostragem em diversos pontos após a indução do RNAi. As células foram 

fixadas em formaldeídeo 4% (v/v): PBS (NaCl 150 mM, Tampão Fosfato de 

Sódio 5 mM, pH 7,3). A contagem das células foi realizada através de um 

hemocitómetro.  

3.2.10 Morfologia Celular 

Para a análise da morfologia celular, as culturas não induzidas e as 

induzidas por tetraciclina foram examinadas a diferentes intervalos de tempo 

depois da indução do RNAi, por microscopia ótica de células vivas e por 
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fluorescência de células vitais e fixadas. Foram implementadas diversas técnicas 

de coloração:  

a) DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol): para a observação do DNA nuclear e do 

DNA kinetoplasto.  Este corante forma um complexo fluorescente com o DNA 

de dupla fita, mostrando uma fluorescência específica para as bases pareadas 

AT, AU e IC. Quando DAPI liga ao DNA, sua fluorescência é fortemente 

aumentada. Para esta coloração, as células crescendo no meio específico foram 

centrifugadas e lavadas uma vez em PBS contendo Triton X 0.1% (para 

incrementar a permeabilidade da membrana) e incubada 10 min no gelo. O 

precipitado lavado foi ressuspendido então em Paraformaldeido 4% tamponado 

com PBS contendo 75 ng/ml DAPI (Sigma) para uma concentração de 5000 

cel/µl. Após um minuto, 10 µl desta suspensão foram colocados entre uma 

lamina e uma lamínula. A morfologia dos núcleos celulares foi observada 

usando um microscópio de fluorescência (Nikon) em uma longitude de onda de 

excitação de 350 nm. Foram considerados núcleos de fenótipo normal aqueles 

com fluorescência forte e homogênea. Núcleos apoptóticos podem ser 

identificados pela cromatina condensada na periferia da membrana nuclear ou a 

morfologia totalmente fragmentada dos corpos nucleares.  A integridade do 

DNA do kinetoplasto também foi conferida através desta coloração. A 

porcentagem dos diferentes fenótipos foi constatada para cada 150 células 

observadas. 

b) Mitotracker: A mitocôndria de tripanosomas vivos foi visualizada através de 

um corante vital sensível ao potencial redox, o MitoTracker Red CMXRos (λEm 

579nm e λEx 599nm da Molecular Probe), um derivado de X-rosamina (Figura 
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23). Células em fase log de crescimento foram incubadas com 100 nM de 

Mitotracker Red CMXRos a 28oC por 5 min em SMGHP, e logo lavadas com 

meio fresco e incubadas novamente, sem corante, por 20 min.  

Embora corantes fluorescentes tradicionais para mitocôndria, tais como 

tetrametilrosamina e rodamina 123, sejam rapidamente absorvidos pela 

mitocôndria funcional, eles são facilmente lavados da célula, uma vez acontece a 

perda do potencial de membrana na mitocôndria. Esta característica limita o 

uso de estes corantes em experimentos que requerem que as células sejam 

tratadas com aldeídos fixadores ou outros agentes que afetem o estado 

energético da mitocôndria.  O fluorôforo MitoTracker Red CMXRos, da 

Molecular Probe (Em 579nm Ex  599nm), é um corante seletivo de mitocôndria 

que é concentrado por mitocôndrias ativas e bem retidas durante o processo de 

fixação da célula. 

 
Figura 23. Reação intracelular do  MitoTracker. Quando o Mitotracker penetra no interior de 
células que estão respirando ativamente, acontece a sua oxidação e  seqüestro no interior da  
mitocôndria, donde reage com os grupos tiol das proteínas e peptídeos para formar um 
conjugado aldeído  fixado. 
 

c) DAPI-RED: Esta metodologia foi desenvolvida para esta pesquisa.  

Para tal fim, células lavadas com PBS e fixadas em paraformaldeído 4% (v/v) : 

PBS foram coradas com DAPI 60 µM DAPI e Mitotracker Red CMXRos 5µM. A 
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percentagem de anomalias morfológicas (número de núcleos, kinetoplastos e 

formas) foi determinado em 150 células. 

3.2.11 Análises Estatísticas 

A significância dos dados obtidos a partir dos ensaios de PCR em Tempo 

Real foi determinada pelo método de controles aplicando o teste-t pareado 

sobre dados lineares 2-∆Ct (Livak and Schmittgen, 2001) usando o software 

(Statistica, Statsoft, Tulsa, OK). O t de Student é utilizado para testar a 

significância de uma única media comparada com uma dada media hipotética 

(controle), ou seja, a media das diferenças entre pares. Considerando como 

hipótese nula que no há diferença como resultado do tratamento, então, os dois 

membros de um par devem dar o mesmo valor da variável medida com P = 1. 

Valores de P próximos a zero serão considerados significativos, onde, valores 

próximos a um, serão considerados diferenças não significativas entre os pares. 

Este teste de significância também foi usado para dar precisão ás análises dos 

dados obtidos a partir das medidas de Demanda de Oxigênio e Curvas de 

Crescimento.  

3.2.12 Seqüenciamento de DNA 

Os ensaios de seqüenciamento de DNA foram realizados pelo método 

de nucleotídeos de terminação, utilizando um seqüenciador automáticos ABI 

Prism 377 DNA Sequencer da Perkin Elmer. As concentrações dos primers 

foram ajustadas para 5 pmoles/µL e do DNA para 120 ng/µL.  
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3.2.13 Eletroforese em Gel de Agarose 

Os procedimentos que envolvem DNA foram acompanhados por 

eletroforese de gel de agarose 1% e reveladas com brometo de etídeo 10 

mg/ml (Sambrook et al., 1989), com o auxilio de transiluminador UV a 302 

nm. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Caracterização dos genes TbWARS1 e 

TbWARS2 

Os genes das enzimas, citoplasmática (TbWARS1) e mitocondrial 

(TbWARS2), de Triptofanil-tRNA Sintetases de T. brucei, foram caracterizados 

por 5’ e 3’ RACE-PCR, utilizando para a obtenção do 5’UTR e 3’UTR, primers 

senso desenhados com base na seqüência do Spliced-Leader e do poliA, 

respectivamente. Como primers anti-senso foram utilizados oligonucleotídeos 

desenhados a partir de seqüências internas conhecidas destes dois genes. A 

Figura 24A mostra um gel de agarose 2% com o produto do ensaio de 5’RACE-

PCR para os dois genes, amplificados com o par de primers SL-RNA e 

TbWARS2+100, para o gene da TbWARS2; e o par SL-RNA e TbWARS1+110 

para o gene TbWARS1. 

Estes experimentos permitiram obter as seqüências 5’ e 3’ UTR, assim 

como, as ORFs completas destes genes.  Através da clonagem e seqüenciamento 

dos fragmentos amplificados, e com o auxílio de alinhamentos, foi obtida a 

seqüência aberta de leitura destes dois genes. Sendo a ORF completa de 

TbWARS1 correspondente a 1170 pb e a de TbWARS2 de 1422 pb (Figura 24B). 
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Este dado permitiu o desenho de novos primers para a amplificação das ORFs 

para os ensaios de RNA de interferência (RNAi). 

A B 

 

 
Figura 24. Caracterização dos genes TbWARSs por RACE-PCR. A-Gel de agarose 2%. Produto 
de RT-PCR de fragmentos dos genes TbWARS1 e 2.  M) Marcador de peso molecular 50 pb DNA 
Ladder da Invitrogen. 1) Fragmento da TbWARS2 amplificado com os primers SL-RNA e 
TbW2+100. 2) Fragmento da TbWARS2 amplificado com os primers SL-RNA e TbW2+170. 3) 
Fragmento da TbWARS1 amplificado com os primers SL-RNA e TbW1+110. 4) Fragmento da 
TbWARS1 amplificado com os primers SL-RNA e TbW1+150. B- Gel de agarose 1% do produto 
de amplificação por PCR das ORFs completas de: 1) TbWARS1 e 2) TbWARS2 de ~1,2 kb. M- 
Marcador de peso molecular High Mass DNA Ladder da Invitrogen. 

4.2 Cultura Celular do Trypanosoma brucei 

A cultura acelular de PCF de T. brucei 2913 foi estabelecida por primeira 

vez no nosso laboratório. As células controle 2913 selvagens foram colocadas 

para crescer no meio SM suplementado. Devido à falta de incubação em CO2, 

estas células apresentaram um crescimento inicial diminuído e insuficiente para 

os experimentos de transfecção e indução do RNAi. A adição de cis-aconitato ao 

meio, melhorou a taxa de crescimento e concentrações de 1-3x10E7 foram 

atingidas, com duplicação do número de parasitas a cada 8h. Valores ótimos 

para os passos subseqüentes de transfecção e indução do dsRNA. Os parasitas 

foram mantidos vitais durante dois meses de cultura contínua, com diluição 1:10 
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e troca de meio a cada dois dias. Depois deste período, foi necessário o inicio da 

cultura com células mantidas em nitrogênio liquido. A morfologia celular das 

culturas selvagens permaneceu normal, com poucas anomalias e com presença 

de células em evidente replicação (Figura 25A). A morte celular espontânea 

aconteceu aos 60 dias de cultura contínua, sendo observadas no meio, múltiplas 

anomalias celulares (Figura 25B). 

A B 

Figura 25. Cultura de T.brucei PCF2913 crescendo em meio Cunningham's (SMGH) - SFB10%. 
Imagens de contraste de fase. A- Morfologia de células crescidas em meio fresco. Célula em 
citocinese. B-Morfologia de células em cultura velha após de 90 horas de incubação sem 
mudança de meio. A maior parte das células apresentam alterações morfológicas. Na foto 
observam-se células gigantes e células ovais. 
 

4.3.RNAi de TbWARS1 e TbWARS2 

4.3.1 Desenho dos Experimentos 

Para garantir a especificidade dos ensaios de RNAi, análises de 

seqüências criteriosos devem ser feitos para a escolha adequada dos fragmentos 

a serem clonados. Através da utilização do software Blast (Blast 2 Sequences 

Results Version Blastn 2.2.10), foi realizada uma busca de fragmentos 

homólogos de 17 pb ou mais, entre cada uma das TbWARSs com outros genes 
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de T. brucei. As seqüências de DNA dos genes TbWARS1 e TbWARS2 não 

apresentaram similaridade de seqüência significativa com outros genes de T. 

brucei, que pudessem interferir com a especificidade do ensaio de RNAi. Mesmo 

entre as duas sintetases a identidade de seqüência foi de 57%, mas sem a 

presença comum de fragmentos significantes (>17 pb). Por esta razão as ORFs 

completas de cada um dos genes WARSs foram utilizadas, sem risco de 

comprometer a especificidade do silenciamento. 

Por outro lado, as seqüências dos genes destas sintetases, foram 

analisadas com o software NEBcutter 2.0, para a determinação de possíveis 

sítios de restrição para as enzimas Xho I, Hind III e Not I. Em nenhum dos 

casos foram encontrados sítios para estas enzimas, dentro das seqüências dos 

genes, o que permitiu a progressão da clonagem das ORF’s completas dentro do 

vetor de RNAi pZJM. As enzimas Xho I e Hind III, são as únicas com sítios na 

região de clonagem do vetor, e a Not I permite a linearização do plasmídeo na 

região de rDNA para a transfecção estável. 

4.3.2 Mutantes condicionados para RNAi 

Para avaliar o efeito do silenciamento e validar os genes WARSs como 

alvos farmacológicos, ensaios de knockdown foram realizados utilizando a 

tecnologia do RNA de interferência (RNAi) em células de T. brucei. Com este 

propósito, duas construções foram realizadas usando o pZJM (Wang et al., 

2000) como plasmídeo de RNAi e como insertos, clonados entre promotores T7 

flanqueadores, foram inseridas as ORFs completas de cada um dos genes de 

TbWARS. As construções resultantes foram denominadas de pZJM-TbWARS1 e 
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pZJM-TbWARS2, para os genes citoplasmático e mitocondrial, 

respectivamente. Estes plasmídeos, que geram um dsRNA intramolecular, 

foram usadas separadamente para transformar células PCF de T. brucei da 

linhagem 2913 (Wirtz et al., 1999), gerando dois mutantes condicionados, cuja 

expressão de dsRNA foi induzível pela adição de tetraciclina, a TbWARS1 e a 

TbWARS2. Como controle, foram utilizadas células 2913 sem a construção no 

pZJM. 

As células transfectantes TbWARS1, apresentaram-se instáveis e a morte 

celular espontânea aconteceu, 12-14 dias após cultura contínua. Análises 

morfológicas de microscopia sugerem que a morte celular provavelmente foi 

decorrente de uma resposta apoptótica, mas esta avaliação precisa ser 

confirmada, através de análises específicas. Contrariamente, os mutantes 

TbWARS2, mostraram-se estáveis e com morfologia normal, mesmo depois de 

dois meses de cultura contínua. Resultados estes, similares aos obtidos com as 

células selvagens 2913.  

Posteriormente, a indução da resposta de RNAi foi realizada sobre 

culturas ‘saudáveis’, capazes de atingir valores de 1-3x10E7 células/mL e de 

duplicar seu número, em períodos de 8-12 horas. No caso das células TbWARS1, 

os experimentos de indução da dsRNA começaram no dia quinto após a 

transfecção. Para esta linhagem celular, somente um de cada três ensaios de 

transfecção resultou em células apropriadas para a progressão do RNAi. Nas 

células TbWARS2, os experimentos de indução da dupla fita foram começados 

aos 7 dias após a transfecção, quando as células apresentaram as condições 

ótimas de experimentação. Estas linhagens transfectantes evidenciaram perda 
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de viabilidade após serem estocadas em nitrogênio líquido, por isso, cada um 

dos três experimentos independentes de RNAi foram feitos sobre células recém 

transfectadas.   

4.3.3.Efeitos Fenotípicos do RNAi 

4.3.3.1 Efeito sobre o Crescimento Celular  

Para monitorar o efeito sobre o crescimento celular do silenciamento 

individual de cada uma das TbWARSs, foram realizadas curvas de crescimento 

de células transfectadas com ou sem indução com tetraciclina. Como referência 

foram realizadas curvas de crescimento das células 2913 não transfectadas e das 

células não induzidas das duas linhagens transfectantes.  

O crescimento das células transfectantes foi inibido depois da indução do 

RNAi com tetraciclina. A expressão do RNAi contra o gene da enzima 

citoplasmática, TbWARS1, resultou numa rápida e severa redução do 

crescimento das culturas transfectantes. Comparado com o crescimento da 

cultura controle não transfectada, estas células apresentaram uma diminuição 

de 84%, 4h depois da indução, com rápido declínio e morte em 24h (Figura 26).   

Por outro lado, umas poucas horas (6h) depois da indução do knockdown  

de TbWARS2, as culturas mostraram uma inibição do crescimento de 79% 

(relativa ao controle), sendo evidente a morte celular depois de 72h(Figura 26).  

Ambas as linhagens transfectantes mostraram cessação total do crescimento, 

sendo este efeito mais rapidamente manifestado em culturas induzidas de 

TbWARS1 (24h), que nas correspondentes de TbWARS2 (72h) (Figura 26). 
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Estas culturas não apresentaram recuperação, mesmo depois de serem lavadas e 

refrescadas em meio novo sem tetraciclina, confirmando a morte celular.  

 

Figura 26. Curvas de crescimento de células de T. brucei 2913 induzidas com tetraciclina (linha 
tracejada) e não induzidas (linha cheia). A cada 24 horas as culturas foram diluídas para fase 
logarítmica de crescimento (aprox. 1x10E6) e induzidas novamente com tetraciclina. 

 4.3.3.2 Efeito do RNAi sobre a Expressão Gênica Específica  

Para determinar a especificidade do ensaio de RNAi e a percentagem de 

sua especifica inibição, foi realizado RT-PCR Semi-quantitativo e PCR em 

Tempo Real (QPCR) a partir de células de T. brucei 2913, induzidas ou não com 

tetraciclina.  

A expressão do dsRNA de TbWARS1 levou a uma depleção total do 

mRNA específico, a níveis não detectáveis no gel de agarose do RT-PCR Semi-

quantitativo (Figura 27). A análise quantitativa de mRNA (QPCR) revelou que 

os níveis do transcrito estavam reduzidos mais de 16 vezes nas células 

induzidas, um dia depois da indução.  
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Figura 27. RT-PCR e QPCR de mRNA de culturas de TbWARS1 e 2. 2913: Células controle não 
transfectadas. UI: Células de TbWARS1 ou 2 não induzidas. I-24h, I-48h e I-72h: células de 
TbWARS1 ou 2 depois de  24, 48 e 72 horas, respectivamente. O gene da GAPDH foi usado como 
controle e seu transcrito é mostrado para comparação. A quantificação foi feita por Análises 
Densitométrico de Banda dos ensaios RT-PCR Semi-quantitativo e por QPCR.  

 

A expressão do dsRNA de TbWARS2, a partir do sistema de duplo 

promotor T7, também causou uma eficiente degradação do RNA cognato, 

levando a um decréscimo de ~3 vezes (Figura 27) às 48h e completo 

silenciamento às 72h de indução (quantidades de mRNA não foram detectáveis 

no ensaio de RT-PCR Semi-quantitativo e QPCR, com níveis  <13 vezes (Figura 

27)). Estes resultados confirmaram a eficiência do silenciamento das TbWARSs, 

pela expressão de dsRNA intramolecular sobre seus alvos específicos, 

evidenciado por RT-PCR e QPCR, depois de 24h e 72h para TbWARS1 e 2, 

respectivamente. Os níveis do transcrito destas sintetases não foram alterados 

significativamente nas linhagens não induzidas e nem nas células controle não 

transfectadas. Os níveis do transcrito controle (GAPDH glicosomal) 

permaneceram inalterados em todas as culturas analisadas (induzidas, não 

induzidas e controle). Adicionalmente, os níveis de mRNA de TbWARSs não-

alvo, não foram afetados (Figura 27).  
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Nas culturas não-induzidas de TbWARS1, a expressão do mRNA 

específico foi ligeiramente reduzida (0,014 vezes) quando comparada com os 

níveis das células 2913 não transfectadas (Figura 27).  

Estes resultados demonstram que os ensaios de RNAi para TbWARSs: (i) 

podem inibir efetivamente a replicação de culturas de formas procíclicas de T. 

brucei; (ii) o efeito de knockdown nos níveis de mRNA é seqüência específica, e 

(iii) o resultado de RNAi é efetivo e leva a morte celular, poucos dias após a 

indução de células em cultura.  

4.3.3.3 Efeito sobre a Morfologia Celular  

Com o propósito de descrever o fenótipo e avaliar as alterações 

morfológicas decorrentes da interrupção dos genes das Triptofanil-tRNA 

Sintetases (WARSs), foram realizadas e implementadas diversas técnicas de 

coloração celular. Para a análise da integridade do DNA nuclear e mitocondrial 

(kinetoplasto), assim como para determinar o número de estruturas presentes 

nas células, o corante específico para DNA, DAPI, foi utilizado. Por outro lado, a 

vitalidade celular foi determinada através do uso do corante seletivo para 

mitocôndria, Mitotracker. Adicionalmente, foi implementada uma coloração, 

misturando os corantes DAPI e Mitotracker, sobre células fixadas, com a 

finalidade de observar, ao mesmo tempo, número de núcleos, número de 

kinetoplastos e morfologia celular, permitindo sua associação. Através desta 

coloração, chamada de DAPI-RED, foi também possível visualizar o número de 

flagelos, mas de uma forma menos específica. 

Como controles, foram utilizadas células não transfectadas e 

transfectadas, mas, não-induzidas. A morfologia das células de culturas não 
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induzidas apareceu normal nas análises de microscopia de luz (contraste de fase 

– PC) e de fluorescência, DAPI, DAPI-RED e Mitotracker (Figuras 28-A1 e 29-

B1).  

 
Figura 28.  Imagens de contraste de fase. A1- Células de TbWARS1 não induzidas. As setas 
indicam N: núcleo; F: flagelo. A2- Células de TbWARS1 após 24 h de incubação com tetraciclina. 
As setas indicam uma célula com vários flagelos. A3- Células de TbWAR2 após 48h de indução 
de RNAi. 
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Figura 29. B-Morfologia celular, DNA kinetoplasto e DNA nuclear de células de mutantes 
condicionadas de TbWARS1 e 2, após diferentes períodos de incubação com tetraciclina PC: 
Imagens de Contraste de Fase. DAPI-UV: Imagens de Fluorescência de células coradas com 
DAPI visualizada com luz visível e UV. DAPI-RED: Imagens de Fluorescência de células coradas 
com Mitotracker Red CMXRos e DAPI e visualizadas no canal de DAPI (UV). Mitotracker: 
Imagens de Fluorescência de células coradas com o corante sensível a potencial, Mitotracker 
Red CMXRos, em células vivas. B1- Células de morfologia normal de culturas de TbWARS2 não 
induzidas. B2- Células anormais de TbWARS2 24 h após indução, com o núcleo dividido antes 
do kinetoplasto. B3- Célula esférica de TbWARS1 24 h após a indução. B4- Zooid característico 
de culturas de TbWARS2 48h após a indução. B5- Célula multinucleada de culturas de 
TbWARS1 24 h após a indução.  
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A distribuição celular foi determinada a diferentes intervalos de tempo a 

partir do inicio da indução do dsRNA, sobre 150 células observadas em campos 

contínuos. A distribuição celular induzida pelo knockdown das TbWARSs, 

assim como o das células controle, é apresentada na Tabela 6. As células foram 

classificadas em duas categorias de acordo com o número de kinetoplastos (K) e 

núcleos (N), observados por célula: 

células normais: constituído por células com um núcleo e um kinetoplasto 

(1K1N) ou com dois kinetoplastos e um ou dois núcleos (células em divisão 

celular) (2K1N/2K2N); e 

células anormais: compreende células com um número anormal de 

kinetoplastos ou núcleos. 

Tabela 6- Morfologia de células de T. brucei após a indução do RNAi.  
Normal Anormal 

1K1N 2K1N 2K2N 1K0N 2K0N 0K2N 1K2N 0K0N 1K3N Esferas Células 
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) 

T.b2913 controle 83 11 3 3       

TbWARS1           
Não-induzida 79 11 3 3  2 2    
Induzida 24 h 9 2 3 3  3 3 3 41 33 
TbWARS2           
Não-induzida 78 12 2 4  2 2    
Induzida 24 h 51 13 5 9 5 6 2 8 1  
Induzida 48 h 48 8 6 16 4 2 6 8 2  
Induzida 72 h 21 4 19 43 4 4 2 1 2  
K: kinetoplasto 
N: núcleo  
T.b. 29-13:  Células controle selvagens de T. brucei 2913. 
TbWARS1: Células de T. brucei 2913 transfectadas com pZJM-TbWARS1.  
TbWARS2: Células de T. brucei 2913 transfectadas com pZJM-TbWARS2 

 

Células arredondadas classificadas como ‘esferas’ foram encontradas com 

exclusividade nas culturas induzidas de TbWARS1 (Figura 29-B3). Nas culturas 

controle selvagem, a população foi constituída principalmente (90-94%) de 
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células com um kinetoplasto e um núcleo (1K1N), e em forma minoritária, por 

células em divisão (2K1N - 2K2N) (Figura 25A), como apresentado na Tabela 6. 

Na linhagem de TbWARS1 com indução do RNAi, a citocinese foi 

aparentemente bloqueada e a morfologia celular foi afetada (Tabela 6). Depois 

de 24h de incubação com tetraciclina, a maioria das células (41%) tornaram-se 

gigantes com múltiplos núcleos, kinetoplastos e flagelos (Figura 28-A2 e Figura 

29-B5). Uma porção significativa da população (33%) apresentou forma 

arredondada (Figura 28-A2 e Figura 29-B3). A Figura 30 apresenta uma 

imagem geral da cultura de TbWARS1 após 24h de indução, onde abundantes 

detritos e anomalias celulares podem ser observados.  

 

 
Figura 30. Morfologia de células T. brucei TbWARS1 induzidas. Imagens de contraste de fase 
após 24h de indução com tetraciclina (1,5 µg/mL). Abundantes detritos celulares, indicadores de 
morte, são evidentes. As células apresentam variados fenótipos, sendo predominante a presença 
de células arredondadas ‘esferas’ e de células gigantes multinucleadas. 
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Por outro lado, o knockdown de TbWARS2 resultou numa série de 

anomalias morfológicas.  Após 24 h pós-RNAi, uma porção de células (36%) 

apresentou anomalias na sua morfologia (Figura 31) quando comparada com 

células não tratadas, cuja percentagem de anomalias foi inferior a 10% (Tabela 

6). Às 48h de indução foi observado um padrão heterogêneo de morfologia 

celular, porém, em todas as culturas induzidas a diferentes intervalos de tempo, 

a anomalia mais comum foi a presença de formas zooid (Figura 29-B4), 

caracterizadas pela presença de um ou dois flagelos, um kinetoplasto e a 

ausência de núcleo.  

 

 
 
Figura 31. Morfologia de células T. brucei TbWARS2 induzidas com tetraciclina. Imagens de 
contraste de fase às 48 horas de indução. Evidenciam-se abundantes detritos no meio e células 
agregadas de morfologia alterada.  
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Na Figura 29, são mostrados alguns dos tipos representativos de células 

encontrados nas células knockdown de TbWARS1 e 2: a) células com bloqueio 

na replicação do kinetoplasto (Figura 29-B2), nas quais a replicação do núcleo 

ocorre, mas sem a duplicação do kinetoplasto; b) células com dois núcleos e sem 

kinetoplastos nem flagelos, cuja forma é quase redonda (Figura 29-B3); c) 

zooids (Figura 29-B4) com dois flagelos; d) células multinucleadas com um 

kinetoplasto e três núcleos (Figura 29-B5). Nesta imagem, o núcleo, o 

kinetoplasto, o flagelo e a morfologia celular foram observados através de 

imagens DAPI-UV (coloridas com DAPI e visualizadas com luz visível e UV) e 

imagens de DAPI-RED (coloridas com Mitotracker e DAPI e visualizadas com 

UV) e a atividade mitocondrial foi revelada com Mitotracker em células vivas. 

4.3.3.4 Efeito Mitocondrial do RNAi de TbWARS2 

A coloração Mitotracker foi utilizada com a finalidade de determinar as 

alterações sofridas pela mitocôndria em decorrência da indução do RNAi de 

TbWARS2 (gene da sintetase mitocondrial). A fluorescência do corante vital 

Mitotracker somente é disparada depois de sua entrada no interior de células 

respirando ativamente, onde é oxidado à correspondente espécie fluorescente 

específica de mitocôndria. Interessantemente, diferentes potenciais 

eletroquímicos, através da membrana mitocondrial, produzem um característico 

padrão de coloração, para formas procíclicas induzidas e não induzidas (Figura 

32). Um típico padrão reticular é visível no interior de células não-induzidas 

(excluindo a região do núcleo), as quais se mostram significativamente alteradas 

depois do tratamento com tetraciclina (Figura 32, C a F). Células induzidas 

apresentaram um decréscimo na capacidade de retenção do corante por parte 
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da mitocôndria, principalmente, depois de 72h (Figura 32, E-F), indicando uma 

dramática perturbação da função metabólica.  

 
Figura 32. Avaliação da Função Respiratória de células de TbWARS2. Acumulação de corante 
sensível ao potencial redox (Mitotracker) em formas procíclicas de T.brucei TbWARS2. PC: 
Imagens de contraste de fase. Mitotracker: Imagens de florescência de células coradas com 
Mitotracker Red CMXRos. A-B: Células de TbWARS2. C-D: Células de TbWARS2 48 h depois da 
indução com tetraciclina. E-F: Células de TbWARS2 72 h depois da indução. TbWARS2-RNAi 
induz visíveis alterações no potencial eletroquímico através da membrana mitocondrial 
produzindo uma diminuição progressiva no padrão de coloração das células induzidas. 

 

Com o intuito de aprofundar nestas observações, foi medida a capacidade 

de consumo de oxigênio por parte das células, e assim poder ter uma avaliação 
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quantitativa da função mitocondrial. A medida do oxigênio demandado 

(Demanda de Oxigênio, D.O.) por parte de um número conhecido de células, é 

um fiel indicador da vitalidade celular e da função mitocondrial. Os resultados 

obtidos nas células tratadas com tetraciclina, em diferentes intervalos de tempo 

(0, 24, 48 e 72 horas), foram comparados com os resultados de D.O. de células 

não transfectadas 2913 (controle). A Tabela 7 apresenta os dados coletados para 

cada tipo de amostra (controle e induzida, a diferentes intervalos de tempo), em 

cada um dos experimentos (1, 2 e 3). A D.O. é calculada pela diferença no 

consumo de oxigênio num intervalo determinado de tempo (600 segundos), no 

qual se apresenta variação significativa (ou alguma variação, neste caso) da taxa 

de oxigênio medido. As culturas controle foram submetidas ao teste durante 30 

minutos, e somente nos primeiros 10 minutos foi constatada atividade 

respiratória. Depois deste tempo, a variação das medições foi nula. Uma 

explicação possível para este resultado poderia ser que as condições do teste 

(falta de troca de gases atmosféricos leva ao consumo do oxigênio presente no 

tubo) alteram a vitalidade das células procíclicas de T. brucei, as quais são 

completamente dependentes da respiração aeróbia (função mitocondrial) para 

sua produção de energia. As amostras provenientes de culturas tratadas com 

tetraciclina durante três dias, não apresentaram variação nos níveis de oxigênio 

consumido, durante 600 segundos.  

 
 
 
 
Tabela 7. Ensaio de Demanda de Oxigênio. Dados comparativos do consumo de 
oxigênio demandado por células de T.brucei tipo selvagem (2913) e células 
transfectantes TbWARS2 não induzidas (NI) e induzidas (24h e 48h de indução com 
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tetraciclina). 1,2 e 3: são os resultados obtidos de experimentos independentes feitos 
por triplicata para cada tipo de amostra.  
 

Tempo TbWARS2
(seg) I - 48 horas

Ensaio 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 7,2 7,4 7,2 7,1 7,4 7,5 6,3 7,1 7,6 6,7 7,3 7,7

15 5,6 5,7 5,6 5,6 5,8 5,9 5,5 6,3 6,8 6 6,7 7
30 5,1 5,1 5,1 5 5,2 5,3 4,8 5,5 6,0 5,9 6,6 6,891
45 4,8 4,8 4,7 4,8 5,0 5,1 4,7 5,4 5,9 5,8 6,5 6,785
60 4,7 4,7 4,6 4,7 4,9 4,9 4,6 5,3 5,9 5,7 6,4 6,6
75 4,6 4,6 4,6 4,6 4,8 4,9 4,6 5,3 5,8 5,7 6,4 6,6
90 4,4 4,4 4,4 4,5 4,6 4,8 4,5 5,2 5,6 5,7 6,4 6,6

120 4,4 4,4 4,4 4,4 4,5 4,7 4,4 5,1 5,5 5,6 6,2 6,5
180 4,2 4,2 4,2 4,3 4,4 4,6 4,3 5,0 5,5 5,6 6,2 6,5
240 4,1 4,1 4,1 4,2 4,3 4,5 4,3 5,0 5,5 5,5 6,1 6,4
300 4,1 4,1 4,1 4,2 4,3 4,4 4,3 5,0 5,6 5,5 6,1 6,4
360 4,1 4,0 4,0 4,2 4,3 4,4 4,4 5,1 5,5 5,5 6,1 6,4
420 4 4,0 4,0 4,1 4,2 4,4 4,3 5,0 5,5 5,5 6,1 6,4
480 4 4,0 4,0 4,1 4,2 4,3 4,3 5,0 5,5 5,5 6,1 6,4
540 4 4,2 4,0 4,1 4,2 4,3 4,3 5,0 5,5 5,5 6,1 6,4
600 4 4,2 4,0 4,1 4,2 4,3 4,3 5,0 5,5 5,5 6,1 6,4

Dados ensaios de DO em  ppm 

Controle
TbWARS2

NI
TbWARS2
I - 24 horas

2913

 

A Tabela 8 apresenta os resultados da análise estatística (media e desvio 

padrão (DS)) calculados a partir dos dados coletados de D.O. As medidas 

obtidas, a partir de experimentos independentes feitos por triplicata, 

apresentaram estabilidade, caracterizada por um baixo desvio padrão. 

 
Tabela 8. Análises Estatísticas dos dados obtidos, a partir do ensaio de Demanda de 
Oxigênio. Dados comparativos do consumo de oxigênio demandado por células de 
T.brucei tipo selvagem (2913) e células transfectantes TbWARS2 não induzidas (NI) e 
induzidas (24h e 48h de indução com tetraciclina). DS: Desvio Padrão. 
 
Parâmetro Tempo 2913 TbWARS2 TbWARS2 TbWARS2

(seg) Controle NI I - 24 h I - 48 h
Media 600 3,24 3,23 2,12 1,21
DS 0,064 0,064 0,017 0,019
% 600 100 99,68 65,34 37,41
DS 1,980 1,986 0,516 0,589  
 

A Figura 33 apresenta um gráfico de barras com a representação dos 

dados da Tabela 8. A taxa de respiração foi significativamente afetada (uma 

diminuição de 64,31%) às 48h pós-indução, resultados compatíveis com a 
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alteração na fluorescência da mitocôndria, descrita anteriormente e com a 

redução de quase três vezes na expressão do mRNA de TbWARS2 (Figura 27). 

Depois de 72h, a demanda de oxigênio (D.O.) por parte das células tratadas não 

foi detectada.  

 
Figura 33. Avaliação da Função Respiratória pela Demanda de Oxigênio (DO) de Células de 
TbWARS2. C: Células controle de T. brucei 29-13. UI: Células de TbWARS2 Não induzidas. I-
24h e I-48h: TbWARS2 24h e 48h após a indução, respectivamente. As 72h a D.O foi não 
detectável neste ensaio.  

 

A análise quantitativa do mRNA das culturas de TbWARS2 induzidas, 

sugerem que o decréscimo na demanda de oxigênio (Figura 33) e a redução do 

potencial mitocondrial (Figura 32), ocorreram como conseqüência da redução 

do transcrito do gene TbWARS2 (Figura 27). De acordo com estes resultados, 

pode se concluir que, talvez, pequenas mudanças na expressão desta sintetase 

mitocondrial, decorrente da indução da interferência (RNAi) específica, podem 
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disparar extensas e rápidas alterações na função mitocondrial e no potencial 

redox. Adicionalmente, no terceiro dia pós-indução, a completa eliminação do 

mRNA de TbWARS2 nas células knockdown, foi compatível com a perda total 

de sua atividade respiratória (Figura 33) e do seu potencial de membrana 

mitocondrial (Figura 32).   

De acordo com o anterior, podemos sugerir que, a não síntese da enzima 

TbWARS2, pode resultar na perda de outras proteínas da síntese mitocondrial, 

levando a perda do potencial redox mitocondrial, e conseqüentemente, da 

capacidade respiratória a essencialmente a mesma taxa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. DISCUSSÃO  

As Aminoacil-tRNA Sintetases são enzimas essenciais que estabelecem a 

ligação entre aminoácidos e tRNA, acoplando, de esta forma, o código genético 
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ao aminoácido específico. A inibição das aaRSs em organismos patogênicos, 

resulta em depleção das espécies de tRNAs carregados (aminoacilados) o que 

leva ao eventual colapso da síntese de proteínas e crescimento celular (Kim et 

al., 2003). Devido ao seu papel central na tradução, o desenvolvimento de 

inibidores que discriminem entre enzimas de bactérias, parasitas ou fungos dos 

seus homólogos humanos, poderia fornecer um meio de desenvolvimento de 

agentes contra estes microrganismos. Por tudo isso, estas enzimas tem sido 

reconhecidas como promissórios alvos de uma nova geração de antibióticos com 

alta seletividade (Schimmel et al., 1998).  

Por outro lado, doenças tropicais, tais como as causadas por parasitas 

tripanosomatídeos (Doença do Sono, Chagas e Leishmaniose), têm emergido 

nos últimos anos com altas taxas de morbi-mortalidade e impactos 

socioeconômicos devastadores. Estas enfermidades, típicas dos paises mais 

pobres do mundo, não oferecem incentivos para o desenvolvimento de novos 

antibióticos por parte da indústria farmacêutica. Evidência disto é a crise 

contínua, na qual se encontra imerso o tratamento farmacológico destas 

doenças. Desde 1975 até 1999, somente 13 novos fármacos foram desenvolvidos 

contra todas as doenças tropicais existentes (http://www.who.int/en/). 

Atualmente, todas as grandes companhias farmacêuticas descontinuaram a 

pesquisa no campo destas doenças infecciosas. As prováveis causas disto são: o 

baixo retorno econômico e o alto investimento necessário para colocar uma 

nova droga no mercado. A situação atual fica ainda mais preocupante pela 

emergência de linhagens patogênicas multi-resistentes aos fármacos existentes.  

Isto se junta, com a pobre taxa de sucesso, característica dos medicamentos 
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contra as doenças tropicais (devido à complexidade biológica dos seus agentes 

etiológicos) e, como conseqüência, nos anos recentes estas doenças infecciosas 

tem ressurgido, inclusive as já controladas no passado, tais como a 

Tripanosomíase Africana, hoje principal causa de morte de algumas regiões da 

África Sub-Sahariana (http://www.who.int/en/).  

 O fato de que as sub-espécies patogênicas de T. brucei  se tornem 

imunes aos principais fármacos anti-infectivos, além da alta toxicidade dos 

mesmos, significa que a luta contra a infecção por estes agentes é ainda mais 

difícil. A melhor estratégia para superar estes obstáculos é o descobrimento de 

novos alvos, por parte das instituições sem animo de lucro. Neste campo, as 

aminoacil-tRNA Sintetases constituem uma promissora plataforma para o 

desenvolvimento de novos compostos que não tenham resistência cruzada para 

outros antimicrobianos clássicos.  

A relação filogenética, características estruturais e mecanismos de 

reação de estas enzimas constituem a base teórica para desenhar vários 

compostos que poderão inibir especificamente as aaRS alvo. Segundo Kim et al., 

(2003), estas enzimas apresentam vantagens sobre outras proteínas, como alvos 

para antibióticos, por varias razões mencionadas a seguir. 

a) Durante um longo período de evolução, elas acumularam uma ampla 

variedade de diversidades estruturais que podem ser exploradas para desenhar 

inibidores espécie-seletivos. 

b) Quase todos os organismos contêm um grupo de diferentes aaRSs que estão a 

cargo de 20 aminoácidos naturais. Cada aaRS pode ser utilizada como alvo 

individual para ensaios com inibidores.  
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A exclusiva inativação de um RNA particular é vital no processo de 

validação gênica de um determinado alvo, e uma característica crucial para o 

sucesso do RNAi, como ferramenta em biologia molecular, é sua especificidade. 

Nesta pesquisa uma abordagem genética baseada no RNA de interferência foi 

utilizada, em combinação com um número de técnicas bioquímicas, para avaliar 

as funções canônicas e não-canônicas das WARSs em T. brucei. O RNAi 

induzível permite a obtenção de dados acerca do requerimento de um gene 

particular para o crescimento celular e, pode ser utilizado para visualizar o 

fenótipo que origina a morte celular.  

A metodologia de RNA de interferência oferece amplas vantagens para o 

silenciamento gênico de genes em tripanosomatídeos, quando comparada com o 

knockout. Devido a que estes parasitas são diplóides, um knockout completo 

requer uma dupla deleção gênica usando dois diferentes marcadores de seleção 

(Ray e Hines, 1995). Esta característica dificulta as condições de cultura (já 

complexas) e a estabilização pós-transfecção destes parasitos. Adicionalmente, 

se o knockout homozigótico de um gene é altamente deletério, clones com este 

genótipo podem não ser obtidos, já que células hemizigotas, precisam sofrer 

uma segunda transfecção e resistir a um segundo marcador de seleção. Já o 

RNA de interferência age pós-transcricionalmente e interfere de forma 

dominante na expressão gênica, sendo particularmente útil em organismos 

diplóides, como o T. brucei que pode possuir múltiplas cópias de alguns genes. 

Neste contexto, experimentos de RNAi induzível, diferentemente do knockout, 

oferecem informação sobre o que acontece às células no inicio da depleção dos 

níveis de uma proteína essencial.  
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Atualmente, existem quatro métodos de expressão de dsRNA em T. 

brucei: a) RNA senso e anti-senso podem ser sintetizados in vitro, anelados e 

eletroporados no interior do T. brucei (Ngo et al., 1998). A durabilidade do 

efeito do silenciamento gerado por este método é limitada (>20 h) e pode não 

ser suficiente para causar a depleção das correspondentes proteínas e gerar o 

fenótipo de muitos genes. Adicionalmente, devido ao tempo e o custo requerido 

para a síntese do dsRNA, este método se constitui na abordagem menos 

desejável entre os disponíveis; 

b) clonagem de um gene alvo ou fragmento dentro de um vetor de expressão em 

T. brucei, como uma repetição invertida (Wang et al., 2000). Para estabilizar o 

plasmídeo um fragmento de DNA espaçador é inserido entre o DNA repetido. 

Quando transcrito, o RNA forma uma estrutura em alça que ativa a via de RNAi. 

A maior desvantagem deste método, é que múltiplos passos de clonagem são 

requeridos para a construção do plasmídeo.  

c) o terceiro método envolve o uso de plasmídeos carregando um duplo 

promotor sobre lados opostos do gene alvo (Wang et al., 2000). RNAs senso e 

anti-senso, gerados desde a seqüência localizada entre os dois promotores, 

anelam para formar o dsRNA. A principal vantagem deste sistema é que a 

construção do vetor é feita num simples passo de clonagem. Dois promotores 

tem sido utilizados para este propósito, promotores rRNA e T7. O promotor T7 é 

muito mais forte que o rRNA, mas sua utilização só pode ser feita sobre células 

transgênicas expressando T7 RNA polimerase de forma constitutiva (Wirtz et 

al., 1998). A principal desvantagem desta metodologia é que nenhum destes 

promotores é mantido episomalmente, como resultado, o silenciamento por 
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RNAi não é mantido por longos períodos de tempo, dificultando a geração de 

fenótipos a partir de genes que codificam proteínas de vida media longa. Este 

problema tem sido superado pela geração de vetores, duplo promotor, que se 

integram ao DNA genômico de forma estável (Wang et al., 2000). Atualmente, 

existem vetores com duplo promotor T7 induzíveis por tetraciclina, que se 

integram à região espaçadora rDNA do genoma, permitindo a interferência de 

genes cujos produtos são altamente estáveis. Um destes sistemas, muito usado 

atualmente, é o pZJM, criado por Wang et al., (2000); 

d) por último, Bastin et al., (2000) criaram um método de geração de RNAi pela 

inserção de um promotor na orientação oposta de um determinado gene. Não 

fica claro se esta abordagem funciona somente para genes de copia simples. Esta 

técnica pode ser útil para criar fenótipos por perda de função randômica para 

screens genéticos.  

Neste trabalho, como vetor de RNA de interferência foi escolhido o 

pZJM. Este vetor permite a transfecção permanente de células procíclicas de T. 

brucei. Este tipo de transformação celular, evita os problemas de variabilidade 

inter-experimental e o alto consumo de DNA e outros materiais, decorrente da 

transfecção transiente.  Em tripanosomas, devido a que somente uma pequena 

fração das células transientes (geralmente, 2% ou menos) expressam o produto 

de interesse, é muito difícil obter suficiente produto de RNA para a sua 

quantificação (Wirtz et al., 1994). Na transfecção permanente, para promover a 

integração do DNA no genoma, o vetor é linearizado por digestão com enzimas 

de restrição dentro de seqüências idênticas ao proposto sítio de integração (Eid 

e Sollner-Webb, 1991), permitindo a recombinação homóloga. Para obter o 
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máximo nível de expressão, o plasmídeo deve ser inserido numa região 

silenciosa do genoma, tal como o DNA ribossomal espaçador (rDNA). No caso 

do pZJM, um fragmento de ~600pb de rDNA com o sitio de restrição para NotI, 

propicia esta integração.  

Um incremento adicional da expressão gênica numa ordem de magnitude 

é obtido pela inserção de seqüências promotoras para a T7 RNA polimerase de 

bacteriófagos.  O pZJM é um sistema plasmidial caracterizado pela formação de 

duplas fitas de RNA, através da inserção do gene a silenciar, entre dois duplos 

promotores T7. Este sistema oferece vantagens obvias de alta penetrabilidade 

do fenótipo de silenciamento, mas, por outro lado pequenos ‘vazamentos’ do 

sistema podem ser altamente deletérios, principalmente quando se trata de 

genes centrais para o funcionamento celular.   

Um benefício adicional do pZJM, para a indução do RNAi, é o fato de ser 

um sistema induzível, que possibilita o estudo completo de fenótipos 

decorrentes da interferência de genes essenciais, cujo silenciamento é letal. Este 

sistema plasmidial, induzível por tetraciclina, precisa ser transfectado em 

células de T. brucei transgênicas, que expressam o repressor tet de forma 

constitutiva. Os níveis de expressão podem ser regulados em quatro ordens de 

magnitude pela variação nas quantidades de tetraciclina no meio. Para os 

nossos estudos, várias concentrações foram testadas, sendo atingidas as 

melhores condições de experimentação com 1,5 µg/mL de tetraciclina. 

Para a validação das WARSs de tripanosomatídeos como alvo, foi 

escolhido o T. brucei devido à competitividade do seu sistema de interferência. 

Este trabalho foi desenvolvido sobre formas procíclicas do parasito, devido à 
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maior praticidade nas técnicas de cultura, quando comparado com às formas 

sangüíneas. Mas, porque validar uma enzima mitocondrial como alvo 

farmacológico, se as formas sanguíneas de T. brucei dependem exclusivamente 

da glicólise para a produção de energia? Por muito tempo, a mitocôndria das 

formas sanguíneas foi considerada sem função, mas, recentes experimentos de 

RNAi, permitiram esclarecer este erro. Em formas sangüíneas de T. brucei, o 

silenciamento de uma proteína que participa na tradução mitocondrial, levou ao 

desenvolvimento de um fenótipo letal, confirmando a essencialidade da 

mitocôndria e dos genes da síntese protéica da organela, na vitalidade deste 

estágio de desenvolvimento (Schnaufer et al., 2001). Desta forma, os efeitos do 

silenciamento gênico feitos sobre enzimas da tradução mitocondrial em formas 

procíclicas, podem também ser extrapolados para as formas sangüíneas do 

parasito.  

Os experimentos de RNAi com pZJM requerem a utilização de formas 

procíclicas de T. brucei 2913, as quais carregam no seu genoma os genes do 

repressor de tetraciclina e da T7 RNA polimerase (expressos em forma 

constitutiva). Com este propósito, foi estabelecida no nosso laboratório a cultura 

acelular do T. brucei 2913. Este tipo de cultura apresenta um alto grau de 

dificuldade devido à quantidade de reagentes utilizados para preparar o meio e 

a os cuidados constantes por ela requeridos. Hoje em dia, o meio disponível 

para a cultura deste tripanosoma, o Cunningham’s (Cunningham, 1977), é 

extremamente complexo e caro, o que constitui uma grande dificuldade prática, 

no estudo deste parasita. Outros meios existentes, não permitem a realização de 
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experimentos de transfecção e de RNAi, com a mesma taxa de sucesso. 

Trabalhos neste sentido constituem uma área aberta de pesquisa. 

Para o desenho dos experimentos de RNAi, as seqüências de ácidos 

nucléicos dos dois genes, citoplasmático e mitocondrial, foram identificadas 

individualmente, e os resultados apontaram que nenhum deles apresentava 

significativa identidade com outros genes do T. brucei. A identidade entre as 

seqüências de DNA das duas TbWARSs foi de 57%, mas não foram encontrados 

fragmentos com o tamanho e a similaridade suficientes para causar 

interferência cruzada do RNAi sobre o outro RNA. De fato, as seqüências de 

aminoácidos também não apresentaram homologia relevante. Devido à não-

significativa identidade com outros genes e a que longos dsRNAs elevam a 

especificidade e a eficiência do knockdown por RNAi em T. brucei (LaCount et 

al., 2000), foram escolhidas as seqüências das ORFs completas destes genes 

para a construção dos plasmídeos de RNAi. A transfecção destes vetores não 

altera o crescimento celular ou a morfologia das formas procíclicas de T. brucei 

antes da indução com tetraciclina. Os resultados indicam que, depois do inicio 

dos ensaios específicos de RNAi, os níveis de mRNAs codificando para as 

TbWARSs individuais, foram reduzidos significativamente nas formas 

procíclicas.  

Nos ensaios de RNAi, a TbWARS1 parece cumprir um papel mais crítico 

na vitalidade do T. brucei, já que, suas células transfectantes apresentaram-se 

mais instáveis e morreram depois de duas semanas de cultura continua. Este 

fenômeno pode ser explicado por um pequeno ‘vazamento’ do sistema de duplo 

promotor T7, que causa alterações no crescimento celular, efeitos que quando 
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acumulados, levam à eventual morte celular das linhagens não induzidas, 

devido à função essencial da TbWARS1 na replicação do T. brucei. Em 

contraste, as células não induzidas de TbWARS2 permaneceram completamente 

saudáveis depois de dois meses de cultura contínua.  

Estes knockdowns da expressão gênica foram altamente específicos. 

Somente, a espécie simples designada para a interferência, foi diminuída, 

enquanto que, os níveis de mRNA da outra TbWARSs permaneceram 

inalterados em cada caso. A rápida taxa, na qual o fenótipo mutante foi 

desenvolvido, após a expressão da dupla fita de RNA contra os genes sintetases, 

indica que talvez, estas proteínas possuem uma vida média curta ou que são 

requeridas em altas quantidades para o correto funcionamento da tradução 

celular. Nas células TbWARS1 – RNAi, a morte celular aconteceu em apenas um 

dia e o aparecimento das anomalias morfológicas começou 9h após a incubação 

com tetraciclina. As principais anomalias na morfologia celular foram células 

gigantes multinucleadas e células esféricas, sugerindo inibição da citocinese 

com progressão do ciclo celular. 

 Na linhagem TbWARS2, após a indução da síntese do dsRNA pela adição 

de tetraciclina, foi evidenciado um significativo decréscimo na taxa de 

crescimento às 48h do inicio do tratamento, com completa cessação do 

crescimento e morte ao terceiro dia. Adicionalmente, uma variedade de 

fenótipos mutantes apareceu 24h após a indução. Estas alterações morfológicas 

incluíram células mini-tripanosomas que careciam de núcleo (zooids), células 

com alteração no número de núcleos e flagelos, entre outras anomalias.  
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A depleção do gene mitocondrial, TbWARS2 resultou no acúmulo de 

zooids, sugerindo um bloqueio da mitose sem a inibição da segregação do 

kinetoplasto, o qual lidera a citocinese e a progressão da divisão celular, gerando 

células filhas anucleadas com kinetoplasto (Ploubidou et al., 1999). O ciclo do 

kinetoplasto pode, por si só, conduzir as formas procíclicas à divisão celular, um 

fenômeno não observado em outros eucariontes. Sugerindo que existe um 

vazamento no mecanismo de regulação do ciclo celular em tripanosomas (Tu e 

Wang, 2004). 

 A eficiência e especificidade do silenciamento foi estimada por RT-PCR 

Semi-quantitativo, onde ficou evidente uma expressiva redução dos níveis 

específicos do mRNA de TbWARS2. Resultados compatíveis com o observado 

através da coloração das células com o corante sensível ao potencial de 

membrana, Mitotracker. Células induzidas mostraram significativa diminuição 

na sua capacidade de seqüestro do corante, indicando perda do potencial 

eletroquímico através da membrana mitocondrial do parasito. Estes efeitos 

pleiotrópicos são consistentes com um papel essencial destas enzimas no 

processo de tradução organelar. Na ausência da triptofanil-tRNA sintetase 

mitocondrial, muitas proteínas sintetizadas na mitocôndria, seriam 

inapropriadamente traduzidas, o que poderia explicar a variedade de efeitos 

encontrados nas células knockdown.  Estes resultados indicam que um 

potencial efeito no metabolismo respiratório, pode ser o detonante do processo 

de morte celular.  
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Nossos resultados mostram claramente, o papel central que as enzimas 

WARS1 e 2 cumprem na viabilidade celular, validando estas proteínas como 

alvo para o desenvolvimento de inibidores.  
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6. CONCLUSÕES  

Foi estabelecida a cultura em meio definido do T. brucei 2913 no nosso 

laboratório. 

As ORFs completas dos genes que codificam para as enzimas Triptofanil-

tRNA Sintetases, citoplasmática (TbWARS1) e mitocondrial (TbWARS2), de T. 

brucei, correspondem a 1170 e 1422 pb, respectivamente. 

Através da análise por PCR quantitativo foi determinada a alta 

especificidade do silenciamento gênico das TbWARSs, mediante RNA de 

interferência, acontecendo redução unicamente da espécie de mRNA alvo.  

Os fenótipos dos mutantes condicionados de RNAi foram desenvolvidos 

rapidamente, após a expressão da dupla fita de RNA contra os genes sintetases, 

indicando que talvez, estas proteínas possuem uma vida média curta ou que são 

requeridas em altas quantidades para o correto funcionamento da tradução 

celular.  

Nas células TbWARS1, a morte celular aconteceu 24h após a indução do 

dsRNA. As principais anomalias na morfologia celular foram células gigantes 

multinucleadas e células esféricas, sugerindo inibição da citocinese com 

progressão do ciclo celular. 

 Nas células TbWARS2, a completa cessação do crescimento e morte 

aconteceu às 72h após a indução. A depleção do específico mRNA de TbWARS2, 

resultou no acúmulo de células filhas anucleadas com kinetoplasto, sugerindo 
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um bloqueio da mitose sem a inibição da segregação do kinetoplasto (que lidera 

a citocinese e a progressão da divisão celular). As TbWARS2 induzidas 

mostraram perda do potencial eletroquímico através da membrana 

mitocondrial. Estes efeitos deletérios são consistentes com um papel essencial 

destas enzimas no processo de tradução organelar. Estes resultados indicam que 

um potencial efeito no metabolismo respiratório, pode ser o detonante do 

processo de morte celular.  

Os efeitos do silenciamento gênico evidenciam o papel central que as 

enzimas triptofanil-tRNA sintetases, citoplasmática e mitocondrial,  

desempenham na viabilidade celular, validando estas proteínas como alvo para 

o desenvolvimento de novos inibidores.  
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