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RESUMO 

Proteínas da família Y-box (YBP) são consideradas reguladores multifuncionais 

da expressão gênica e, geralmente, apresentam dois domínios característicos: um 

altamente conservado de ligação a ácidos nucléicos (CSD - cold shock domain) e um C-

terminal pouco conservado (Tail ou cauda). Vários estudos têm demonstrado o papel de 

algumas YBP na resposta celular ao estresse causado por agentes genotóxicos, na 

capacidade de interagir com lesões e erro de pareamento de bases no DNA, além da 

interação com algumas proteínas das vias de reparo do DNA evidenciando que as YBP 

podem participar nos mecanismos de reparo do DNA. SMYB1 é uma proteína de 

Schistosoma mansoni que apresenta grande similaridade entre seu domínio CSD e 

domínios correlatos em outros membros dessa família de proteínas. S. mansoni, o 

parasito trematódeo responsável pela esquistossomose, exibe um ciclo de vida 

complexo com alternância de fases entre um hospedeiro intermediário e um definitivo, 

que vivem em ambientes diferentes. A caracterização de proteínas envolvidas na 

regulação da expressão gênica é de grande importância para o entendimento dos eventos 

moleculares que controlam mudanças fisiológicas e morfológicas em tais organismos. O 

presente estudo visa ampliar o conhecimento acerca da proteína SMYB1 e sua função 

biológica. Para isso, foram realizados ensaios de localização de SMYB1 em diferentes 

fases do desenvolvimento de S. mansoni, detectando a proteína nos estágios de ovo, 

vermes adultos macho e fêmea, cercária, miracídio e esquistossômulos, sempre no 

citoplasma. A localização citoplasmática da proteína corrobora achados anteriores do 

nosso grupo que mostraram a sua habilidade de interação com moléculas de RNA. A 

interação com mRNAs realizada por outros membros da família YBP é bem 

estabelecida e sugere sua possível função na regulação de eventos pós-transcricionais da 

expressão gênica. O papel de SMYB1 na proteção contra o estresse oxidativo no DNA 

foi também avaliado. Para isso, os protozoários Trypanosoma cruzi heminocaute para o 

gene MSH2 (homólogo de mutS em Eucariotos) e Trypanosoma brucei nocaute para o 

gene MSH2 foram utilizados como modelo e verificamos que SMYB1 é capaz de 

complementar a função desempenhada por MSH2 tanto em T. cruzi quanto em T. 

brucei. As cepas expressando SMYB1 foram mais resistentes ao tratamento com 

peróxido de hidrogênio, sugerindo que a proteína possa reconhecer lesões oxidativas no 

DNA (incluindo a 8-oxoG, que tem sua produção aumentada na presença de peróxido 

de hidrogênio) e ativar uma resposta a essa lesão. 
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RBP16, ortóloga de SMYB1, é uma proteína de ligação a RNA mitocondrial de 

T. brucei cujo domínio cold shock apresenta entre 33% e 38% de identidade com o CSD 

de outras proteínas eucarióticas da família YBP. Assim sendo, outro objetivo deste 

trabalho foi avaliar o papel de RBP16 em parasitos selvagens frente ao tratamento com 

agentes genotóxicos. Ao avaliar o efeito do silenciamento de RBP16 em T. brucei, 

verificamos que seu gene é essencial para o crescimento da forma sanguínea do parasito 

e para a resposta ao estresse oxidativo. No entanto, a diminuição nos níveis da proteína 

não aumenta a sensibilidade das células aos danos causados pela cisplatina e pelo 

metilmetanosulfonato (MMS). Os processos de reparo de DNA são cruciais para o 

sucesso parasitário do T. cruzi e T. brucei e, dessa forma, o maior entendimento dessas 

vias pode levar a uma melhor compreensão da biologia dos tripanossomatídeos e à 

elaboração de novas estratégias para o tratamento das doenças causadas por esses 

parasitos. 
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ABSTRACT 

Y-box binding proteins (YBP) are considered multifunctional regulators of gene 

expression that present two characteristic domains: a highly conserved nucleic acid 

binding domain (cold shock domain, CSD) and a less conserved C-terminal domain (tail 

domain). Several studies have demonstrated the role of some YBP in the cellular 

response to stress caused by genotoxic agents, the ability to interact with injuries and 

DNA mismatch repair, as well as interaction with some proteins of the DNA repair 

pathways showing that the YBP may participate in DNA repair processes. SMYB1 is a 

Schistosoma mansoni protein that presents a CSD highly similar to CSDs from other 

YBP family members. S. mansoni, the etiologic agent of schistosomiasis, is a trematode 

parasite with a complex life cycle that alternates between two different hosts and also 

lives in diverse environments. The characterization of proteins involved in the 

regulation of gene expression is of great importance for the understanding of molecular 

events that control physiological and morphological changes in such organisms. The 

present study aims to increase the current knowledge about the SMYB1 protein and its 

biological function. To this end, immunolocalization experiments were performed in 

different S. mansoni life cycle stages, revealing the presence of this protein in the 

citoplasm of eggs, male and female adult worms, cercaria, miracidia and 

schistosomulae. The citoplasmic localization of SMYB1 is in agreement with previous 

findings from our research group that have shown its ability to interact with RNA 

molecules. The interaction with mRNAs by other YBP members is well-established and 

suggests a possible function in the regulation of post-transcriptional gene expression 

events. The role of SMYB1 in the protection against oxidative stress was also evaluated. 

To reach this goal, we have obtained MSH2 single knockout lines of Trypanosoma 

cruzi MSH2 double knockout lines of Trypanosoma brucei and verified that SMYB1 is 

able to complement the function of MSH2 in both parasites. SMYB1-expressing strains 

were more resistant to hydrogen peroxide treatment, suggesting that this protein may 

recognize oxidative lesions in the DNA (including 8-oxoG, which is increased in the 

presence of hydrogen peroxide) and a response to that injury.  

RBP16, an ortholog of SMYB1, is a mitochondrial RNA binding protein from 

Trypanosoma brucei that contains a CSD 33-38% identical to CSDs of other eukaryotic 

YBPs. Therefore, another aim of this work was to evaluate the role of RBP16 in wild-

type parasites and the behaviour of such organisms in the presence of genotoxic agents. 
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Evaluating the effect of RBP16 silencing in T. brucei, we have verified that this is an 

essential gene for parasite growth and response to oxidative stress. Nevertheless, the 

decreasing of protein levels did not increase cell sensitivity to DNA damages caused by 

cisplatin and metilmetanosulfonate. DNA repair processes are crucial to the parasitic 

success of both T. cruzi and T. brucei and, therefore, a better understanding of the 

mechanisms involved in the repair of damaged DNA may help to explain the biology of 

Trypanosomatids and lead to the development of new strategies for the treatment of 

diseases caused by such parasites. 
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1.1 Doenças tropicais negligenciadas 

As doenças infecciosas tem um significativo impacto na saúde humana sendo em 

sua maioria causadas por parasitos que pertecem as chamadas doenças da pobreza, ou 

doenças tropicais negligenciadas, as quais contribuem para a manutenção do quadro de 

desigualdade social, já que representam forte entrave ao desenvolvimento dos países 

onde ocorrem (Ndjonka et al., 2013). Segundo dados da Organização Mundial de Saúde 

(OMS), mais de um bilhão de pessoas estão infectadas com um ou mais agentes 

causadores destas doenças negligenciadas, o que representa um sexto da população 

mundial (WHO, 2011). Dentre as várias doenças negligenciadas pode-se citar os 

agentes causadores das tripanossomíases, leishmanioses, esquistossomoses, dentre 

outras (Ndjonka et al., 2013).   

 

1.1.1 Esquistossomose e o Schistosoma mansoni 

A esquistossomose é uma doença parasitária tropical crônica e debilitante com 

alto índice de prevalência mundial, atingindo mais de 240 milhões de pessoas em 77 

países dos continentes americano, africano e asiático. Estima-se que aproximadamente 

700 milhões de pessoas residam em áreas endêmicas e estejam expostas aos riscos de 

infecção (WHO, 2012). Assim, essa é considerada a segunda mais importante doença 

parasitária tropical em termos de morbidade e mortalidade, perdendo apenas para a 

malária (Fenwick et al., 2009).  

A esquistossomose é causada por trematódeos digenéticos da família 

Schistosomatidae, gênero Schistosoma, sendo as espécies S. mansoni, S. intercalatum, S. 

japonicum e S. mekongi causadoras da esquistossomose intestinal e a espécie S. 

haematobium causadora da esquistossomose do plexo urinário vesical. Das cinco 

espécies de importância para o homem, somente S. mansoni é endêmica nas Américas, 

ocorrendo principalmente no Brasil, Suriname, Venezuela e Ilhas do Caribe (WHO, 

2012) (Figura 1). No Brasil, existem cerca de 6 milhões de indivíduos infectados e 25 

milhões expostos ao risco de contaminação, distribuídos em uma faixa endêmica que se 

estende do estado do Rio Grande do Norte até Minas Gerais (Carvalho et al., 2008, 

Sales et al., 2009, Brasil, 2011) (Figura 2). 
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Figura 1: Distribuição global da esquistossomose estimada para o ano 2010. Reproduzida de WHO 

(2012). Diferentes tonalidades em azul representam a prevalência da infecção em indivíduos na 

população. 

 

 

Figura 2: Distribuição da esquistossomose de acordo com o nível de prevalência no Brasil. (Fonte: 

Amaral e colaboradores (2006)). 
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O controle da esquistossomose depende quase que exclusivamente do tratamento 

com o fármaco praziquantel. Assim, a quimioterapia baseada nesse fármaco tornou-se 

uma estratégia global no controle da esquistossomose e segundo o guia de 

quimioterapia preventiva da OMS a administração de drogas em massa é a estratégia de 

controle recomendada para o controle da esquistossomose (Zhang et al., 2010). No 

entanto, o uso do praziquantel possui algumas limitações, como baixa eficácia no 

tratamento da esquistossomose mansônica aguda, baixa atividade sobre o S. mansoni na 

forma imatura e falha em tratamentos devido à ocorrência de resistência ou tolerância a 

esses fármacos (Hotez et al., 2010). Além disso, os tratamentos não previnem contra re-

infecções (Bethony and Loukas, 2008, Sturrock, 2001, Fenwick, 2006, Taylor, 2008) e 

não mata formas jovens durante as fases iniciais da infecção (Pica-Mattoccia and Cioli, 

2004). O mecanismo de resistência a essas drogas ainda permanece desconhecido 

(Wang et al., 2012).  

Todos os esquistossomos de interesse médico possuem essencialmente o mesmo 

ciclo de vida, que se caracteriza pela presença de alternância de uma fase sexuada no 

hospedeiro vertebrado, principalmente o homem e uma fase assexuada no hospedeiro 

invertebrado. No Brasil, o principal hospedeiro invertebrado do S. mansoni é o 

caramujo da espécie Biomphalaria glabrata. Durante a fase adulta, os parasitos vivem 

no sistema porta intra-hepático de seu hospedeiro definitivo vertebrado. Com a 

maturação sexual, os vermes adultos migram, acasalados, para as veias mesentéricas 

inferiores. O macho possui um canal ginecóforo longitudinal capaz de abrigar a fêmea 

durante toda a vida adulta. São nas veias mesentéricas inferiores onde ocorre a postura 

dos ovos que, depois de maduros, chegam à luz intestinal e são eliminados junto com as 

fezes do hospedeiro. Os ovos maduros contêm um miracídio já formado em seu interior, 

o qual eclode assim que o ovo atinge a água. O miracídio então penetra em seu 

hospedeiro intermediário, no interior do qual se transforma em esporocisto primário. 

Este, por sua vez, sofre algumas modificações e passa a ser chamado de esporocisto 

secundário, contendo em seu interior cercárias desenvolvidas, ou em desenvolvimento. 

As cercárias emergem dos esporocistos e passam ao meio exterior. Na água, nadam 

ativamente até atingirem o hospedeiro definitivo, onde penetram através da pele ou 

mucosas. No interior do hospedeiro definitivo os parasitos são inicialmente 

denominados esquistossômulos e migram pelo tecido subcutâneo até penetrarem em um 

vaso, quando então são levados até os pulmões e daí para o sistema porta, onde 

amadurecem, fechando o ciclo (Figura 3) (Neves, 2005).  
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Figura 3: Esquema representativo do ciclo de vida de parasitos do gênero Schistosoma. Durante seu 

ciclo de vida, parasitos deste gênero passam por três diferentes ambientes, com seis morfologias distintas. 

Fonte: adaptado de Center for Disease Control (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx). 

 

O primeiro rascunho do genoma do S. mansoni mostrou que este possuia 363 

milhões de bases dispostas em oito pares de cromossomos, sete pares autossômicos e 

um par de cromossomos sexuais (Berriman et al., 2009). A fêmea do parasito é 

heterogamética (ZW) e o macho é homogamético (ZZ), sendo o sexo determinado no 

zigoto por um mecanismo cromossomal. Recentemente com a nova montagem do 

genoma do S. mansoni, o número de genes passou de 11.809 para 10.852 genes 

preditos. O novo genoma apresenta então 364,5 milhões de bases, sendo 86% dessas 

mapeadas nos cromossomos. Esses dados foram obtidos através da união dos dados 

publicados anteriormente, obtidos por sequenciamento de Sanger, e os novos dados 

gerados por sequenciamentos de DNA de nova geração, utilizando vermes adultos 

advindos de um único miracídio (Protasio et al., 2012). Nessa nova avaliação do 

genoma foram identificados eventos de trans-splicing em 11% dos genes preditos, 

assim como possíveis erros de sequenciamento e montagem das sequências. Além disso, 
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a estrutura de 45% dos genes até então descobertos foi refinada utilizando-se dados de 

RNA-Seq, identificando assim novos genes e variantes de splicing (Protasio et al., 

2012). 

O genoma do S. mansoni apresenta ainda regiões de íntrons grandes de 

aproximadamente 1.692 pb (Berriman et al., 2009) e estruturas incomuns denominadas 

de MEGs (Micro Exons Genes). Os MEGs são genes que apresentam pequenos éxons (6 

a 36 pb) que compreendem 75% da sequência codificante, sendo flanqueados por éxons 

convencionais, aumentando a variabilidade dos transcritos por splicing alternativo 

(Berriman et al., 2009, DeMarco et al., 2010). 

O sequenciamento do genoma do S. mansoni trouxe muitas informações que 

podem ser extremamente úteis em estratégias de tratamento, ou de vacinação e que 

servirão como guia para a condução da pesquisa relacionada à esquistossomose nos 

próximos anos. Por exemplo, foram evidenciadas, na análise do genoma do S. mansoni, 

expansões nas famílias das proteases e deficiências no metabolismo de lipídeos 

(Berriman et al., 2009), que podem ser relacionadas diretamente ao ciclo de vida destes 

parasitos.  

 

1.1.1.1 Regulação da expressão gênica em S. mansoni 

Sabe-se que proteínas regulatórias são extremamente importantes para os 

organismos, principalmente aqueles que apresentam ciclos de vida com alternância de 

características morfológicas e fisiológicas em resposta a diferentes ambientes, como é o 

caso de helmintos parasitos. Para completar seu ciclo de vida, o S. mansoni exibe seis 

diferentes fases, cada uma com morfologia e fisiologia características. Desta maneira, o 

parasito representa um sistema biológico interessante e, sobretudo, desafiante, para se 

estudar os processos de regulação da expressão gênica, uma vez que este processo 

garante a adaptação do mesmo às transformações dos ambientes pelos quais ele passa 

(El-Ansary and Al-Daihan, 2005, Jolly et al., 2007, Fantappie et al., 2008).  

Células de eucariotos possuem vários mecanismos para o controle da expressão 

de genes, incluindo o início da transcrição, o splicing do mRNA, a estabilidade do 

mRNA, o início da tradução e eventos pós-traducionais, tais como a estabilidade, 

processamento e modificação química das proteínas (Day and Tuite, 1998, Mata et al., 

2005). Há muitos anos, entretanto, estudos da regulação gênica focavam apenas no 

controle da transcrição através da seleção e ativação de promotores transcricionais. 
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Estudos recentes, no entanto, tem focado nos mecanismos envolvidos na regulação 

gênica pós-transcricional. O controle pós-transcricional é mediado por várias 

combinações de proteínas de ligação ao RNA (RBPs) que determinam o destino dos 

transcritos e regulam coordenadamente subconjuntos específicos de mRNAs. 

Recentemente, com a descoberta dos RNAs pequenos, verificou-se que esses RNAs 

(RNAs pequenos interferentes e os micro RNAs), juntamente com complexos de 

proteínas efetoras, podem atuar na regulação gênica através da inibição da expressão de 

genes, controlando a degradação do mRNA, ou induzindo a repressão da tradução do 

mRNA (Dykxhoorn, 2005, Mata et al., 2005). Recentemente, alguns estudos com o 

parasito S. mansoni buscam por transcritos que estejam relacionados à regulação gênica 

em nível transcricional, pós-transcricional e traducional. O gene SmDicer1, por 

exemplo, é expresso em vários estágios do ciclo de vida do S. mansoni e está 

relacionado ao controle da expressão gênica pós-transcricional (Krautz-Peterson and 

Skelly, 2008). Gomes e colaboradores (2009), ao verificarem o nível dos transcritos de 

SmDicer1 e SmAgo2/3/4 (proteínas relacionadas as vias de miRNA) em cercárias, 

vermes adultos, ovos e esquistossômulos observaram que SmDicer1 e SmAgo2/3/4 são 

diferencialmente expressos durante o desenvolvimento dos esquistossômulos, sugerindo 

uma atuação desses transcritos no controle da expressão gênica durante o ciclo de vida 

do S. mansoni. Já Leutner e colaboradores (2011), ao analisarem o genoma do S. 

mansoni identificaram Smc-GK1, homólogo de cGKs de eucariotos superiores. Smc-

GK1 foi detectado como sendo transcrito de forma gênero-independente em 

esquistossomos adultos e foi observado ocorrência de transcritos de SmcGK1 senso e 

antisenso, o que sugere que a expressão deste gene é controlada em nível pós-

transcricional.  

Em outros estudos que utilizam técnicas de expressão gênica em larga escala, 

como microarranjo e RNA-Seq, foi verificado um padrão de expressão gênica 

diferencial em diversos genes durante as fases de cercárias, esquistossômulos e 

esporocistos, demonstrando que dos 31 genes estudados, envolvidos com o 

desenvolvimento do parasito, 18 foram mais expressos em esporocistos que em 

cercárias e em esquistossômulos (Parker-Manuel et al., 2011, Han et al., 2009). Em uma 

análise inicial do transcriptoma do S. mansoni foi sugerido que os genes 

diferencialmente expressos podem chegar a 1000 em cada estágio (Verjovski-Almeida 

et al., 2004, Verjovski-Almeida et al., 2003), evidenciando que o estudo de proteínas 

envolvidas na regulação gênica em nível de transcrição, pós-transcrição e tradução são 
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importantes para o entendimento dos mecanismos que envolvem tais regulações e para o 

entendimento do ciclo de vida do parasito (Han et al., 2009). 

Muitas publicações têm focado na identificação e caracterização de 

genes/proteínas estágio, sexo, ou tecido específicas, utilizando técnicas como SAGE 

(Serial Analysis of Gene Expression), microarranjos gênicos, proteômica e outras 

técnicas de análise de genes individualmente (Hoffmann et al., 2001, Knobloch et al., 

2002, Sajid et al., 2003, Michel et al., 2003, Chalmers et al., 2008). Como alguns 

exemplos destes genes/proteínas de expressão diferencial, podemos citar: (1) o gene 

codificador de SmPKA-C que parece ser diferencialmente regulado ao longo do 

desenvolvimento do parasito. SmPKA-C é a subunidade catalítica de uma proteína 

quinase dependente de AMP cíclico necessária para a viabilidade de cercárias e pode 

desempenhar papel importante na reprodução de vermes adultos (Swierczewski and 

Davies, 2010); (2) o gene tecido-específico TK4, que codifica para uma tirosina quinase, 

cujos transcritos foram encontrados em todos os estágios de vida do parasito. Nos 

vermes adultos, estes transcritos foram encontrados apenas no parênquima, sub-

tegumento e, principalmente, nos oócitos e espermatócitos, indicando uma possível 

função da proteína no desenvolvimento das células germinativas do parasito (Knobloch 

et al., 2002); (3) outro gene caracterizado foi o SmCB1 (cathepsin B-like endopeptidase 

1), que codifica para uma proteína que está presente apenas no lúmen e gastroderme do 

intestino de vermes adultos (Sajid et al., 2003); (4) o gene codificador da proteína 

SmMef2 (myocyte enhancer factor 2), homólogo aos genes codificadores de proteínas 

conservadas da família Mef2 também foi estudado, sendo demonstrada sua expressão 

em diversas fases do ciclo de vida do S. mansoni, assim como a atuação da proteína 

SmMef2 como um ativador transcricional (Milligan and Jolly, 2012); (5) também o 

nosso grupo caracterizou o gene codificador da proteína SmZF1 que contém dedos de 

zinco. A proteína foi encontrada no núcleo das células nos estágios de cercária, 

esquistossômulo e macho adulto do parasito e ausente em fêmeas adultas, indicando que 

SmZF1 deva ser uma proteína sexo-específica (Drummond et al., 2009).  

Há, entretanto, muito a ser pesquisado, principalmente no que diz respeito a 

processos regulatórios, que levam à ativação ou repressão de genes durante as fases do 

ciclo de vida e da organização geral ou específica de certas partes do genoma. Dessa 

forma, para melhor se entender a regulação gênica em S. mansoni é necessário não só 

identificar fatores de transcrição, coativadores e corepressores, fatores de 

remodelamento da cromatina que controlam esse processo molecular e elementos 
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regulatórios na região promotora de genes (Fantappie et al., 2008), como também 

proteínas relacionadas ao controle pós-transcrional e ao controle traducional, ou até 

mesmo proteínas capazes de atuarem em todos esses eventos. Vários esforços vêm 

sendo empregados com o objetivo de descrever proteínas relacionadas à regulação 

gênica atuantes no parasito, mas muito há ainda a se descobrir, dada a complexidade do 

seu genoma. Diante disso, estudos que visem entender os eventos moleculares que 

controlam as mudanças morfológicas do parasito são de suma importância para o 

entendimento do desenvolvimento da esquistossomose.  

 

1.1.2 Tripanossomíase: família Trypanosomatidae 

Os tripanossomatídeos Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania 

spp. são os agentes causadores da doença de Chagas, tripanossomíase africana (ou 

doença do sono) e leishmanioses, respectivamente. Esses protozoários patogênicos 

afetam aproximadamente 27 milhões de pessoas em países em desenvolvimento nas 

regiões tropicais e subtropicais (Nussbaum et al., 2010). Esses parasitos pertencem à 

ordem Kinetoplastidea, que se caracteriza pela presença de uma única mitocôndria que 

se ramifica por toda a célula. Dentro da mitocôndria está localizado o cinetoplasto, uma 

organela que possui grande conteúdo de DNA (kDNA) e se localiza próximo ao corpo 

basal do flagelo dos tripanossomatídeos. Além disso, os parasitos possuem uma bolsa 

flagelar de onde emerge um flagelo que pode ou não se exteriorizar dependendo da 

forma que o protozoário assume (Figura 4a) (Brisse et al., 2000).  

A região mitocondrial é composta por uma rede de vários milhares de 

minicírculos (30% do DNA da célula) e algumas dezenas de maxicírculos que formam o 

DNA do cinetoplasto (kDNA) (Souza, 2009). A localização do cinetoplasto é 

importante na especificação das formas em que os parasitos podem ser encontrados 

durante o ciclo biológico (Figura 4b). Os minicírculos codificam os gRNAs, que 

modificam os transcritos dos maxicírculos pelo processo de edição. Já os maxicírculos 

são correspondentes ao DNA mitocondrial de eucariotos superiores que codificam os 

rRNAs mitocondriais e as subunidades do complexo respiratório (Souza, 2009).  
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Figura 4: T. cruzi e suas principais formas ao longo do ciclo de vida. A - representação esquemática 

de uma seção longitudinal da forma epimastigota de T. cruzi. B - as principais formas do parasito são 

definidas pelo seu formato, pela presença e adesão do flagelo e pela posição do corpo basal, do 

cinetoplasto e do núcleo. A forma epimastigota é encontrada no vetor e as formas amastigota e 

tripomastigota são encontradas no hospedeiro vertebrado, intra e extracelularmente, respectivamente. 

Adaptado de Docampo e colaboradores (2005). 
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Os cinetoplastídeos apresentam características não usuais relacionadas à 

expressão gênica, possivelmente devido à sua grande divergência em relação aos demais 

eucariotos (Teixeira and daRocha, 2003). A mitocôndria única possui funções 

biológicas importantes para uma resposta rápida a mudanças ambientais e ao ciclo de 

vida desses parasitos (Ammerman et al., 2008). Além disso, esses organismos 

apresentam transcrição policistrônica, regulação da expressão gênica principalmente 

através de mecanismos pós-transcricionais e outros processos biológicos distintos dos 

demais eucariotos (Teixeira and daRocha, 2003). 

Os tripanossomatídeos apresentam um ciclo de vida digenético com alteração de 

fases envolvendo um hospedeiro intermediário, o inseto, e um hospedeiro definitivo, 

podendo ser o homem ou outros mamíferos. Dessa forma, cada estágio do ciclo de vida 

desses parasitos se diferencia por suas capacidades catabólicas e biossintéticas para se 

adaptarem ao ambiente do hospedeiro (Brennand et al., 2011). 

 

1.1.2.1 Doença de Chagas e o Trypanosoma cruzi 

Segundo a OMS, a doença de Chagas acomete 10 milhões de indivíduos e 

representa um risco para uma população de 25 milhões de pessoas da América Latina, 

geograficamente distribuídas desde o México até o sul da Argentina, onde a 

enfermidade tem caráter endêmico (WHO, 2010). No entanto, países não endêmicos, 

como os Estados Unidos e Espanha, vêm apresentando a doença de Chagas como um 

problema de saúde emergente devido ao influxo de imigrantes provenientes de países 

endêmicos (Schmunis, 2007). No Brasil predominam os casos crônicos decorrentes de 

infecções adquiridas no passado, com aproximadamente três milhões de indivíduos 

infectados. A forma aguda da doença tem prevalência bem menor, com 1007 casos 

registrados no período de 2000 a 2010 (Brasil, 2010). 

A transmissão do parasito T. cruzi para humanos ocorre principalmente através 

das fezes contaminadas dos barbeiros hemípteros da subfamília Triatominae, podendo 

ocorrer também por transfusão sanguínea, infecção congênita, ou mais raramente, 

através de transplante de órgãos, acidentes de laboratório e alimentos contaminados 

(Lambrecht, 1965, Prata, 2001). 

O ciclo de vida do parasito alterna-se entre hospedeiros vertebrados, 

principalmente mamíferos, e insetos hemípteros hematófogos, com diferentes estágios 

de desenvolvimento em cada um dos hospedeiros. A infecção é iniciada no momento do 
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repasto sanguíneo, quando as fezes do hospedeiro invertebrado contendo formas 

tripomastigotas do parasito entram em contato com a mucosa dos olhos, nariz, boca ou 

com a pele lesionada, permitindo que as tripomastigotas atinjam a corrente sanguínea. 

No hospedeiro vertebrado, as tripomastigotas infectam células e, em seguida, 

diferenciam-se em formas amastigotas replicativas que se dividem por divisão binária. 

Após vários ciclos de replicação, esses parasitos se diferenciam em tripomastigotas não 

replicativas que emergem do tecido e atingem a corrente sanguínea, onde circulam por 

um tempo antes de penetrar em uma nova célula e reiniciar o ciclo de infecção. O 

hospedeiro invertebrado adquire a forma tripomastigota circulante após o repasto 

sanguíneo de animais (ciclo silvestre) ou homem (ciclo doméstico) infectados. No 

interior do trato digestivo do inseto, as tripomastigotas diferenciam-se em epimastigotas 

replicativas que, em seguida, transformam-se em tripomastigotas metacíclicas que ao 

serem eliminados com as fezes podem dar início a um novo ciclo (Figura 5) (Brener, 

1973, Prata, 2001). 

Figura 5: Ciclo do parasito T. cruzi. O ciclo de vida deste parasito alterna-se entre hospedeiros 

vertebrados, principalmente mamíferos, e insetos Reduvídeos hematófogos da família Triatominae. O 

parasito atinge diferentes estágios de desenvolvimento em cada um dos hospedeiros: formas 

epimastigotas replicativas e tripomastigotas metacíclicos infectivos em vetores hematófagos e formas 

amastigotas intracelulares replicativas e tripomastigotas na corrente sanguínea dos hospedeiros 

mamíferos. Fonte: adaptado de Center for Disease Control (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx). 
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Desde 1970, os medicamentos usados para o tratamento da doença de Chagas 

são benzonidazol ou nurfitrimox (drogas nitroheterocíclicas) que precisam ser ativadas 

dentro do parasito. Esses fármacos atuam nas formas tripomastigotas e amastigotas do 

parasito, o que reduzem consideravelmente os níveis de parasitemia, a gravidade e a 

letalidade na fase aguda da doença. Entretanto, são bem menos eficazes na fase crônica, 

não se obtendo, nesse estágio, sucesso terapêutico em mais de 20 % das pessoas tratadas 

(Cancado, 1999). Dessa forma, notamos que o maior entendimento da biologia do 

parasito é necessário para o desenvolvimento de novas drogas. 

 

1.1.2.2 Doença do Sono e o Trypanosoma brucei 

A doença do sono, ou tripanossomíase africana, é causada pelo agente etiológico 

T. brucei, que causa mortalidade e morbidade generalizada em seres humanos e animais 

na África Sub-saariana, sendo que, aproximadamente um bilhão de pessoas estão 

afetadas com essa parasitose no mundo (Geiger et al., 2011). O T. brucei é classificado 

em três subespécies: T. brucei brucei, T. brucei gambiense e T. brucei rhodesiense. O T. 

brucei brucei não infecta humanos, mas causa a tripanossomíase em animais, levando a 

perdas econômicas de aproximadamente 4,5 bilhões de dólares anuais para a agricultura 

africana. O T. brucei gambiense é responsável pela forma crônica da doença em 

humanos que atinge a África Central e Ocidental, e o T. brucei rhodesiense é 

responsável pela forma aguda da doença em humanos na África Oriental (Hajduk et al., 

1992, Smith et al., 1995, Smith and Hajduk, 1995). O parasito é transmitido pela mosca 

tsé-tsé (Glossina spp.) e persiste no sangue do hospedeiro infectado (Simarro et al., 

2008, Lopez et al., 2011).  

Ao contrário do T. cruzi, que vive intracelularmente, o T.brucei apresenta um 

estilo de vida extracelular, o que leva a uma maior exposição do parasito ao sistema 

imune do hospedeiro. Para escapar da resposta imune mediada por anticorpos, o T. 

brucei utiliza a variação antigênica, que envolve os genes de glicoproteínas de 

superfície variante (ou VSG, Variant Surface Glycoprotein), que são expressas na 

superfície celular (Barry et al., 2005). 

Assim como a doença de Chagas e a esquistossomose, o ciclo biológico do 

parasito causador da doença do sono também envolve a alternância de fases entre um 

hospedeiro vertebrado e um invertebrado. As formas tripomastigotas do T. brucei são 

transmitidas aos seres humanos por meio da picada da mosca tsé-tsé contaminada com o 
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parasito (Njiokou et al., 2006). A forma tripomastigota do T. brucei multiplica-se nos 

fluidos corporais (sangue e fluido extracelular nos tecidos) sem invadir as células e, 

finalmente, se diferencia na forma sanguínea (Matthews, 2005). Após três dias da 

picada, o parasito multiplica-se no sangue, evadindo o sistema imune do hospedeiro 

pelo processo de variação antigênica. As formas metacíclicas e sanguíneas são cobertas 

por uma camada de VSGs, que protege o parasito do ataque do hospedeiro (Barry and 

McCulloch, 2001). Já no hospedeiro intermediário, as formas tripomastigotas 

diferenciam-se em formas procíclicas e sucessivamente elas se diferenciam em formas 

epimastigotas que, ao se multiplicarem nas glândulas salivares do inseto, dão origem às 

formas tripomastigotas metacíclicas, reiniciando-se o ciclo (Figura 6).  

 

 

Figura 6: Ciclo do parasito T. brucei. O ciclo de vida deste parasito alterna-se entre hospedeiros 

vertebrados e insetos (mosca Tse-Tsé). O parasito atinge diferentes estágios de desenvolvimento em cada 

um dos hospedeiros: formas epimastigotas replicativas e tripomastigotas procíclicos infectivos em vetores 

hematófagos e formas tripomastigotas metacíclico e tripomastigota sanguínea na corrente sanguínea dos 

hospedeiros vertebrados. Fonte: adaptado de Center for Disease Control (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx).  

 

A doença do sono evolui em duas fases: na primeira fase (hemolinfática), o 

parasito se prolifera no sangue e na linfa. Durante essa fase, o paciente não desenvolve 

sintomas específicos e, portanto, a doença é difícil de ser diagnosticada. Já a segunda 
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fase é caracterizada pelas desordens neurológicas causadas pela presença dos parasitos 

no sistema nervoso central que cruzam as barreiras sanguíneas do cérebro (Geiger et al., 

2011). A diferenciação de uma forma em outra induz mudanças na superfície do 

parasito, um evento bastante importante para a sua sobrevivência. Além disso, os 

tripanossomas desenvolveram mecanismos que permitem a sua adaptação a mudanças 

ambientais abruptas, nutricionais e de temperatura quando eles passam do hospedeiro 

definitivo (mamífero) para o intermediário (inseto) (Geiger et al., 2011).  

O tratamento da doença do Sono depende do estágio de desenvolvimento desta. 

Para a forma aguda são usados dois medicamentos em sua fase inicial, a pentamidina e a 

suramina, enquanto para o segundo estágio é usado o melarsoprol (Barrett et al., 2007). 

A forma crônica da doença é tratada com pentamidina e melarsoprol para a fase inicial e 

fase secundária, respectivamente. O tratamento da doença é difícil, de custo elevado e 

apresenta efeitos colaterais para o homem. Até o momento, não há profilaxia 

quimioterápica nem métodos específicos e de baixo custo que permitam o diagnóstico 

precoce do parasito em amostras de sangue humano (Geiger et al., 2011).  

 

1.1.3 Genoma e expressão gênica em T. cruzi e T. brucei 

Diversas características em comum dos genomas de T. cruzi e T. brucei foram 

evidenciadas após a publicação do genoma completo desses parasitos. Os genes 

codificadores estão, de forma geral, arranjados em longos clusters de dezenas a centenas 

de genes na mesma fita de DNA (El-Sayed et al., 2005a). O genoma do T. cruzi (da 

cepa híbrida CL Brener) consiste de um genoma haplóide de aproximadamente 55 Mb, 

contendo cerca de 12.000 genes preditos e apresenta como principal característica o fato 

de possuir uma grande porção (50%) de sequências repetitivas. Essas sequências 

repetitivas correspondem a grandes famílias de proteínas de superfície, retrotransposons 

e repetições subteloméricas (El-Sayed et al., 2005b). Já o genoma de T. brucei consiste 

de aproximadamente 26 Mb e contém 9.068 genes preditos, incluindo aproximadamente 

900 pseudogenes, aproximadamente 1.700 genes específicos do parasito e 806 genes 

VSGs na região subtelomérica (Berriman et al., 2005). O genoma nuclear contém um 

número indeterminado de cromossomos pequenos e médios (30 a 700 Kb) (Wickstead 

et al., 2004, Melville et al., 1998) conhecidos por codificar sequências semelhantes as 

regiões subteloméricas dos cromossomos grandes (Bringaud et al., 2002). Os 

cromossomos intermediários e os cromossomos pequenos são encontrados apenas em T. 
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brucei e sua função está exclusivamente relacionada ao processo de variação antigênica 

(Ersfeld, 2011). 

Existem diversos estudos relacionados à caracterização da diversidade genética 

em T. cruzi, tendo em vista que diferentes grupos desse parasito apresentam diferenças 

na taxa de crescimento, constituição antigênica, patogenicidade, suscetibilidade à droga, 

número e tamanho de cromossomos e conteúdo do DNA, além de variação em seu 

aspecto morfológico, podendo apresentar formas delgadas, intermediárias e largas 

(Buscaglia and Di Noia, 2003). Em um primeiro momento, foram sugeridos duas 

principais linhagens, T. cruzi I e T. cruzi II (Zingales et al., 2009, Momen, 1999). 

Entretanto, estudos utilizando genes mitocondriais e nucleares, rDNA 24Sα, dentre 

outros, indicaram a existência de uma terceira linhagem denominada T. cruzi III 

(Augusto-Pinto et al., 2003, de Freitas et al., 2006, Machado and Ayala, 2001, Robello 

et al., 2000). Em 2009, Zingales e colaboradores (Zingales et al., 2009) incluíram 3 

novos grupos, T. cruzi IV, V e VI. Esses grupos incluíram, dentre outras cepas, as cepas 

híbridas que não puderam ser agrupadas em nenhuma das linhagens definidas 

anteriormente e que agora foram classificadas como T. cruzi V e VI. 

Em T. brucei o mecanismo de geração de variabilidade é conhecido como 

variação antigênica. Como mencionado anteriormente, o T. brucei se reproduz 

extracelularmente no hospedeiro mamífero e não possui estágio intracelular, sendo, 

portanto, exposto ao constante ataque da imunidade mediada por anticorpos, que é 

contornado pelas VSGs. Os parasitos, entretanto, expressam um único tipo de VSG de 

cada vez ao longo da infecção. Essa VSG é trocada periodicamente por uma VSG 

imunologicamente distinta, possibilitando a evasão do sistema imune direcionado contra 

a VSG anterior, prolongando a infecção. As VSGs expressas são encontradas em sítios 

de expressão ativa e se localizam próximo aos telômeros. Há mais de 1000 VSGs 

inativas encontradas em regiões internas dos cromossomos, além da VSG expressa. É 

sabido que a recombinação é um dos mecanismos responsáveis pela troca de VSG 

expressa, o que permite a translocação de uma VSG inativa para o sítio de expressão 

ativa. Esse mecanismo permite também a geração de outras VSG ativas a partir de 

VSGs silenciosas ou pseudogenes de VSGs (Machado and Ayala, 2001, McCulloch and 

Horn, 2009, Stockdale et al., 2008).  

A regulação da expressão gênica em tripanossomatídeos ocorre em nível pós-

transcricional. Em tripanossomatídeos, os transcritos primários constituem longas 

sequências de mRNA policistrônicos, nas quais os genes são separados por pequenas 
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sequências intergênicas. Apesar de pertencerem a uma mesma unidade gênica 

transcricional, genes diferentes podem apresentar padrões de expressão diferentes 

graças aos vários mecanismos de controle pós-transcricional presentes nesses 

organismos (Vanhamme and Pays, 1995). Assim, os principais processos pelos quais a 

expressão gênica é regulada nesses parasitos são o trans-splicing e poliadenilação do 

RNA, mecanismos que regulam a meia-vida do RNA e a síntese protéica (Teixeira and 

daRocha, 2003). Ávila e Goldenberg (2010) demonstraram que muitos genes, apesar de 

apresentarem transcrição constitutiva, têm seus mRNAs diferencialmente expressos ao 

longo do ciclo de vida em T. cruzi, mostrando assim um forte indício de que a regulação 

ocorre ao nível pós-transcricional.  

Para se estudar o efeito da expressão gênica em diversos organismos, um método 

bastante utilizado atualmente é o silenciamento por interferência do RNA. Entretanto, 

dentre os tripanossomatídeos, somente o T. brucei apresenta o gene AGO1, bem como o 

ortólogo da Dicer, componentes da maquinaria de RNAi. O silenciamento por 

interferência do RNA é amplamente utilizado em T. brucei para a diminuição da 

expressão gênica (Shi et al., 2006a, Shi et al., 2006b).  

 

1.2 Reparo do DNA  

A manutenção da integridade genômica é crucial para o metabolismo do DNA e 

depende de um correto funcionamento das maquinarias de replicação e reparo 

existentes, além de processos de recombinação (Buermeyer et al., 1999, de Boer, 2002). 

Como sabemos, o DNA está constantemente exposto a danos induzidos por agentes 

endógenos e exógenos. Dentre esses agentes podemos citar: (1) aqueles geradores de 

espécies reativas de oxigênio (peróxido de hidrogênio, por exemplo), que são 

responsáveis por uma das lesões mais comuns sofridas pelo DNA, a produção de 8-oxo-

7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxoG) (Aust and Eveleigh, 1999, DeFedericis et al., 

2006, Slupphaug et al., 2003); (2) o N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina ou MNNG, 

agente metilante altamente mutagênico e carcinogênico, capaz de desencadear uma 

interrupção no ciclo celular e/ou apoptose (Cejka and Jiricny, 2008, Beardsley et al., 

2005); (3) o agente quimioterápico cis-diaminodicloroplatina (também conhecida como 

CDDP ou cisplatina), que induz à formação de adutos de platina na posição N7 de 

purinas do DNA e, se não reparados, podem levar à ativação de vias apoptóticas (Stojic 

et al., 2004); (4) e o agente alquilante metilmetanosulfonato ou MMS, que reage com o 
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DNA provocando metilação em guaninas (para 7-metilguanina) e adeninas (para 3-

metiladenina) (Beranek, 1990, Lundin et al., 2005), o que pode levar ao bloqueio da 

replicação, resultando em parada de ciclo celular na fase S, aberrações cromossômicas, 

apoptose, entre outros (Engelward et al., 1998). Se esses danos gerados no DNA não 

são reparados, eles podem ocasionar mutações e resultar em disfunção celular, incluindo 

proliferação celular não controlada (de Boer, 2002).  

Ao considerarmos a complexidade da molécula de DNA, diferentes tipos de 

lesões com os mais variados graus de severidade podem ser observadas, evidenciando a 

necessidade do reparo. O reparo do DNA é um processo bioquimicamente complexo, o 

qual emprega inúmeras proteínas que auxiliam na remoção de lesões e na manutenção 

da integridade do genoma. Sabe-se que a habilidade de um organismo de se reproduzir 

está fortemente relacionada ao desafio de copiar fielmente o seu genoma, além de 

manter sua estabilidade após sucessivos ciclos de divisão celular (Buermeyer et al., 

1999, de Boer, 2002). Assim, o conhecimento acerca dos mecanismos de reparo de 

DNA é essencial ao entendimento do genoma de um indivíduo afetado ao longo do seu 

tempo de vida e como os processos de reparo de DNA são eficientemente conduzidos, 

através de diferentes caminhos.  

As principais vias relacionadas ao reparo do DNA em eucariotos são o reparo 

por união de extremidades não-homólogas (NHEJ) e o reparo por recombinação 

homóloga (HRR), que lidam com quebras duplas no DNA (DSB); o sistema de reparo 

de erros de pareamento (MMR), o reparo por excisão de nucleotídeos (NER) e o reparo 

por excisão de bases (BER), cujos substratos são bases ou nucleotídeos aberrantes em 

uma das fitas do DNA ou alças de inserção/deleção (InDels); e o reparo por reversão da 

lesão (RL), que não requer molde para a síntese de DNA e tem como função principal a 

remoção de grupos metil anômalos ou dímeros de timina, sem causar quebra na dupla 

hélice (Figura 7). Estas vias operam de maneira coordenada de forma a minimizar o 

dano na informação genética. Como consequência, a perda de um destes mecanismos 

pode levar a um acúmulo de mutações e/ou morte celular (de Boer, 2002, Gill and Fast, 

2007). 
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Figura 7: Danos no DNA, mecanismos de reparo e consequências. Exemplos de agentes que causam 

danos no DNA (porção superior), algumas lesões geradas por estes agentes (porção média) e mecanismos 

de reparo mais relevantes responsáveis por sua remoção ou correção (porção inferior). Consequências: a 

porção superior mostra os efeitos agudos de danos no DNA na progressão do ciclo celular, que resultam 

em atraso nas fases G1, S, G2 e M. A porção média mostra os efeitos agudos no metabolismo de DNA, 

que resultam em morte celular. A porção inferior mostra as consequências em longo prazo de injúrias no 

DNA, que incluem modificações permanentes na sequência de DNA (mutações de ponto, que afetam 

genes individuais, ou aberrações cromossômicas, que envolvem largas porções do cromossomo e podem 

afetar múltiplos genes) e seus efeitos biológicos. Abreviações: cis-Pt e MMC, cisplatina e mitomicina C, 

respectivamente (ambos fazem crosslinking com DNA); (6–4)PP e CPD, fotoproduto 6–4 e dímero de 

ciclobutano pirimidina, respectivamente (ambos induzidos por luz UV). Figura adaptada de Hoeijmakers 

(2001). 

A maquinaria de reparo de DNA, em especial o MMR, é essencial para a 

manutenção da estabilidade do DNA. É importante ressaltar que essas vias não são 

suficientes para reparar todos os danos sofridos pelo DNA, o que de forma sutil permite 

a variabilidade genética (de Boer, 2002, Machado et al., 2006, Elena and Lenski, 2003).  

O reparo de erro de pareamento (MMR) é a via encontrada em procariotos e 

eucariotos para correção de erros de pareamento de bases e alças de inserção/deleção 

(Indels) gerados durante a replicação e recombinação do DNA. Após o reconhecimento 

da lesão e da fita de DNA recém-sintetizada que carrega o erro de replicação, o MMR 
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pós-replicativo excisa o fragmento de DNA danificado, permite a ressíntese de DNA e a 

ligação dos fragmentos (Schofield and Hsieh, 2003, Passos-Silva et al., 2010). 

Em procariotos, a via é iniciada com a presença das proteínas MutS, MutL 

(ambas ATPases) e MutH (endonuclease metil-dependente), que apresentam atividade 

específica para determinadas sequências (Junop et al., 2003). O reconhecimento do erro 

se dá através de um dímero MutS. Em seguida, o dímero MutL interage fisicamente 

com MutS e recruta MutH. A proteína MutH, ativada pelo dímero MutL, é capaz de 

reconhecer a fita recém sintetizada devido à presença de sequências GATC não 

metiladas e dá origem à excisão da base não pareada através de um corte na fita não 

metilada (Golyasnaya and Tsvetkova, 2006). Juntamente com a ação de outras proteínas 

como a UvrD (helicase II) e a SSB (Single-Stranded DNA Binding protein) uma 

sequência de DNA contendo a base incorreta é excisada e, através da ação da DNA 

polimerase III, uma nova fita é sintetizada e o corte selado pela DNA Ligase. 

O conhecimento da via MMR em procariotos permitiu elucidar boa parte dessa 

via em eucariotos. Os homólogos para MutS e MutL, chamados MSH e MLH, 

respectivamente, formam heterocomplexos que exercem funções múltiplas, tais como 

reconhecimento e reparo de erros de pareamento, alças de inserções ou deleções e 

junções de Holliday. Isso evidencia que o MMR em eucariotos apresenta maior 

complexidade que em procariotos (Figura 8).  
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Figura 8: Representação esquemática do sistema de reparo por erros de pareamento (MMR). O 

mecanismo de reparo por erro de pareamento de bases (MMR) consiste de 4 fases consecutivas: (1) 

Reconhecimento e ligação do erro de pareamento ocorre através dos complexos MSH2-MSH6 ou MSH2-

MSH3. MSH2-MSH6 reconhecem o erro de pareamento base-base, insere e deleta de 1 a 2 nucleotídeos 

no loop, enquanto MSH2-MSH3 tem preferência por uma grande inserção-deleção no loop.  A ligação de 

MSH2-MSH6 (ou MSH2-MSH3) recruta o complexo MLH1-PMS2 para formar um complexo ternário. 

O PCNA recruta proteínas MMR para a forquilha de replicação enquanto RFC carrega PCNA. Um corte 

ou gap na fita de DNA específica é suficiente para direcionar o reparo nas direções 5’ ou 3’. PCNA 

parece ser essencial para o direcionamento do MMR na direção 3’ mas não na direção 5’. (2) A excisão é 

realizada pela exonuclease EXO1 (5’-3’) em ambas as direções 3’ e 5’ do DNA. O MMR na direção 5’ 

ocorre de forma direta pela atividade de EXO1, entretanto o MMR na direção 3’ ocorre, de forma 

indireta, ou seja, primeiro a endonuclease PMS2 é ativada pela presença do corte 3’ e estimulada por 

RFC, PCNA e ATP, introduzindo um segundo corte na direção 5’ para que ocorra o reparo e finalmente, a 

EXO1 é ativada. RPA liga-se para proteger a fita simples do DNA durante a excisão e facilitar o reparo 

do DNA. (3) O reparo é realizado pela pol δ. (4) A ligação dos cortes depois da síntese é realizada pela 

LIG1. Adaptado de Jeppesen (2011).  

 

Como podemos notar, o estudo de proteínas relacionadas à via MMR é de suma 

importância para se entender os processos de manutenção da integridade do DNA. Duas 
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proteínas importantes envolvidas nesse processo são MSH1 e MSH2. Essas proteínas 

pertecem à classe MSH, que apresenta seis isoformas (MSH 1-6) (Marsischky et al., 

1996, Fishel and Wilson, 1997, Reenan and Kolodner, 1992, New et al., 1993, Burns et 

al., 1994, Hollingsworth et al., 1995). A importância da proteína MSH1 para a 

manutenção da estabilidade do DNA mitocondrial (mtDNA) já foi descrita em 

leveduras S. cerevisiae e sua mutação causa instabilidade em tais moléculas (Pogorzala 

et al., 2009, Mookerjee et al., 2005). Já a proteína MSH2, presente na maioria dos 

heterocomplexos funcionais, indica um papel central na execução do MMR no DNA 

nuclear de eucariotos (Alani et al., 1997). Além disso, esta proteína parece estar 

envolvida em uma via de proteção do DNA mitocondrial contra o dano oxidativo em T. 

cruzi (Machado-Silva et al., 2008), bem como no controle de danos oxidativos no DNA 

em fibroblastos de embriões de camundongo (Russo et al., 2009). A interação com 

homólogos de MutL e outras proteínas altera a especificidade de MSH2, permitindo que 

ela atue em substratos variados e vias diversas (Furtado, 2009).  

O gene MSH2 já foi caracterizado em tripanossomatídeos. Em T. cruzi, a 

proteína MSH2 possui três isoformas protéicas distintas e cada uma pertencente a um 

haplogrupo de cepas, o que pode gerar variações na eficiência do MMR entre os 

haplogrupos do parasito (Augusto-Pinto et al., 2003). Campos e colaboradores (2010) a 

fim de investigar o papel do MMR em T. cruzi gerou linhagens heminocautes para o 

gene Tcmsh2, o que evidenciou que além do seu papel no MMR, a proteína TcMSH2 

parece exercer uma função MMR independente importante na resposta ao estresse 

oxidativo. Em T. brucei, MSH2 foi estudada juntamente com MLH1 através de 

mutações nesses dois genes, o que resultou em uma diminuição da atividade de MMR 

nuclear (Bell and McCulloch, 2003). Além disso, a MSH2 em T. brucei (TbMSH2) 

parece ter um papel adicional no reparo de dano oxidativo, independente ao MMR 

(Machado-Silva et al., 2008).   

Estratégias de manipulação gênica são de suma importância para entender a 

função gênica em um organismo. Dentre os diversos mecanismos utilizados para 

estudar a função gênica, podemos citar a deleção gênica, a super-expressão, o 

silenciamento, a complementação de mutantes, a inserção de gene repórter e a 

determinação da localização sub-celular da proteína. A utilização de organismos 

nocautes e heminocautes para uma proteína já conhecida como a MSH2 é importante 

para verificar se determinada proteína, no caso proteínas da família Y-box que podem 
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reconhecer lesão no DNA como citado anteriormente, são capazes de complementar a 

função desempenhada por aquelas proteínas com função de reparo já conhecidas.  

 

1.3 Estresse Oxidativo  

Estresse oxidativo pode ser definido como um distúrbio no balanço entre a 

produção de ROS (espécies reativas de oxigênios) e as defesas antioxidantes (Halliwell, 

1994). As consequências desse estresse incluem modificações nas proteínas 

intracelulares, lipídeos e nos DNAs mitocondrial e nuclear (Brierley and Martin, 2013, 

Finkel and Holbrook, 2000). 

ROS são radicais livres (moléculas com um elétron não pareado) derivado do 

oxigênio molecular sendo formados na célula como produtos secundários da respiração 

aeróbica. ROS envolve uma variedade de espécies químicas incluindo o superóxido 

(O2
•-
), radicais hidroxilas (

•
OH) e peróxido de hidrogênio (H2O2), os quais podem ser 

gerados de forma exógena ou intracelular através de várias fontes diferentes (Finkel and 

Holbrook, 2000). A radiação ionizante, luz ultravioleta, toxinas do ambiente, 

quimioterápicos e citocinas inflamatórias são exemplos de processos exógenos 

produtores de ROS (Finkel and Holbrook, 2000). Quanto aos processos intracelulares, a 

maioria é derivado da fosforilação oxidativa mitocondrial, dessa forma, os complexos 

respiratórios doam elétrons para o oxigênio molecular produzindo ânios superóxidos e 

peróxidos (Tobe, 2013). A produção dos radicais superóxidos na mitocôndria ocorrem 

em dois pontos na cadeia transportadora de elétrons: o complexo I (NADH 

desidrogenase) e no complexo III (Ubiquitinona-Citocromo C redutase), sendo que em 

condições metabólicas normais, o complexo III é o principal ponto de produção de ROS 

(Turrens, 1997).  

O superóxido (O2
•-
) e os radicais hidroxilas (

•
OH) são considerados radicais 

livres verdadeiros uma vez que apresentam elétrons não pareados na camada de 

valência, já o peróxido de hidrogênio (H2O2) é definido como um agente pró-oxidante 

não-radical, e apesar de apresentar baixa reatividade, é capaz de gerar dano oxidativo 

uma vez que pode se difundir através de membranas biológicas e gerar o radical 
•
OH 

através das reações de Haber-Weiss (participação do O2
•-
) ou Fenton (catalisada por 

Fe
2+

). O radical 
•
OH é o mais potente oxidante conhecido, apresenta meia-vida curta 

(10
-9

), age no local gerado causando vários danos a macromoléculas ao seu redor como 

aminoácidos, carboidratos, lipídios e ácidos nucléicos (Novo and Parola, 2008). 
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Vários tipos de modificações causadas por ROS ao DNA já foram identificadas,  

sendo estimada a formação de 10000 bases oxidadas por dia por célula de mamífero 

(Lindahl and Wood, 1999). Dentre essas modificações, podemos citar as  lesões de 

bases, sítios AP, lesões de desoxirribose, quebras de fita simples, quebras de fita dupla e 

crosslinks, muitas das quais apresentam propriedades citotóxicas e/ou mutagênicas 

(Cadet et al., 1997, van Loon et al., 2010). Dentre as lesões oxidativas mais comuns no 

DNA pode-se citar a 7,8-dihidro-8-oxoadenina (8-oxoA); uracila glicol; timina glicol; 

5-hidroxicitosina (5-hidroxi-C); 5-hidroxiuracila (5-hidroxi-U); etenoadenina (eteno-A) 

e 4,6-diamino-5-formamidopirimidina (faPy-A) (van Loon et al., 2010). 

 

1.4 Proteínas da Família Y-box 

As proteínas Y-box consistem de uma família de proteínas encontradas na 

maioria dos organismos vivos, com algumas exceções, como em Saccharomyces 

cerevisiae (Evdokimova et al., 2006). São proteínas multifuncionais que se ligam a 

DNA, a RNA e a uma variedade de proteínas. As proteínas Y-box estão envolvidas na 

replicação e reparo do DNA, transcrição, splicing do pré-mRNA e tradução do mRNA 

(Skabkina et al. 2005; Eliseeva et al. 2011) e no reparo de erro de pareamento de bases 

mitocondrial (de Souza-Pinto et al., 2009). Didier e colaboradores (1988) descreveram a 

primeira proteína Y-box em humanos (designada YB-1), capaz de interagir com o 

elemento Y-box presente na região promotora de genes. Tal elemento apresenta em seu 

núcleo a sequência invertida 5’ – CCAAT – 3’, capaz de interagir com diferentes 

famílias de fatores de transcrição (Dorn et al., 1987, Benoist and Mathis, 1990). Foi, 

então, demonstrado o papel da proteína YB-1 humana na regulação negativa da 

expressão do gene do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) classe II, 

HLA-DRA. Desde então, outras proteínas similares a YB-1 foram descritas e formam a 

família de fatores que se ligam ao elemento Y-box e são expressas em diversos tecidos 

humanos, além de estarem presentes em outros organismos (Spitkovsky et al., 1992, 

Adams et al., 1995, Ito et al., 1994, Grant and Deeley, 1993, Tafuri and Wolffe, 1992, 

Skehel and Bartsch, 1994).  

Proteínas Y-box possuem na sua extremidade amino-terminal um domínio 

conservado de ligação a ácidos nucléicos, o domínio de choque frio, do inglês Cold 

Shock Domain (CSD). Este domínio foi assim designado devido à sua semelhança com 

as proteínas de choque frio de Escherichia coli (CspA) e Bacillus subtilis (CspB) 
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(Wistow, 1990). Essas proteínas são expressas quando estas são submetidas a uma 

queda de temperatura (de 37ºC para 10ºC) e são responsáveis pela indução da expressão 

de genes de choque frio (Goldstein et al., 1990, Willimsky et al., 1992) que podem estar 

relacionados a eventos transcricionais, pós-transcricionais e traducionais (Horn et al., 

2007). As estruturas tridimensionais de CspA e CspB já foram determinadas por 

difração de raios-X e por Ressonância Nuclear Magnética, mostrando que elas se 

enovelam como um -barril fechado, composto por duas folhas  antiparalelas 

(Schindelin et al., 1993, Schnuchel et al., 1993, Newkirk et al., 1994, Mihailovich et al., 

2010). O sítio de ligação aos ácidos nucléicos se encontra na superfície da folha  

amino-terminal, onde existe um arranjo de aminoácidos positivos que podem interagir 

com os ácidos nucléicos, juntamente com as cadeias laterais de aminoácidos 

hidrofóbicos (Schindelin et al., 1993). Todos esses resíduos são conservados no 

domínio CSD das proteínas que se ligam ao elemento Y-box. Na sua forma cristalizada, 

CspB forma um dímero que é estabilizado por seis pontes de hidrogênio ligando duas 

fitas  antiparalelas adjacentes (Schindelin et al., 1993). Kloks e colaboradores (2002), 

descreveram a primeira estrutura do domínio CSD de um membro eucariótico da família 

de proteínas Y-box, a proteína YB-1 de humanos. Os resultados demonstraram que as 

propriedades estruturais desse domínio são altamente conservadas de bactérias a 

humanos.  

O domínio carboxi-terminal das proteínas Y-box não é muito conservado entre 

os vários membros da família. Em geral, proteínas Y-box de vertebrados apresentam, 

neste domínio, regiões alternadas de aminoácidos ácidos e básicos, apresentando um 

elevado conteúdo de argininas. Estes últimos estão tipicamente dispostos em 

grupamentos de até quatro resíduos, que são intercalados por regiões acídicas, formando 

o que se supõe ser um zíper de cargas. O zíper de cargas seria então responsável pela 

multimerização destes fatores, o que pode facilitar a interação destas proteínas tanto 

com DNA, quanto com RNA (Ozer et al., 1990, Ito et al., 1994, Wolffe et al., 1992, 

Tafuri and Wolffe, 1992, Wolffe, 1994). No entanto, quando isolados, estes domínios 

interagem fracamente com ácidos nucléicos (Matsumoto and Wolffe, 1998). Em 

invertebrados, tais como Aplysia californica e Drosophila melanogaster, o domínio 

carboxi-terminal não apresenta regiões acídicas e contém múltiplas repetições de 

argininas e glicinas (RGG) (Matsumoto and Wolffe, 1998). O motivo RGG está 

presente em proteínas que interagem com RNA. Alguns autores sugerem que a ligação 
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desse domínio ao RNA ocorre independente da sequência (Burd and Dreyfuss, 1994). Já 

em Caenorhabditis elegans, esse domínio apresenta motivos dedos de zinco, 

característicos de interação com DNA, mas também envolvidos em interações proteína-

proteína. A exata função do domínio carboxi-terminal das proteínas Y-box ainda não é 

conhecida, mas, por ser a região mais distinta entre os vários membros da família, 

acredita-se que este possa ser responsável pelos distintos papéis biológicos desses 

fatores (Matsumoto and Wolffe, 1998). 

As proteínas Y-box são consideradas reguladores multifuncionais de expressão 

gênica e, como tal, participam de uma variedade de funções celulares, tais como 

indução do sistema de reparo de DNA, proliferação celular, resistência a drogas e 

respostas a estresse por sinais extracelulares, além da regulação transcricional, pós-

transcricional e traducional. Algumas dessas funções fazem com que as proteínas Y-box 

sejam importantes na proteção de células, principalmente de mamíferos, contra efeitos 

citotóxicos induzidos pelos danos no DNA (Kohno et al., 2003, Schittek et al., 2007). 

Proteínas pertencentes a essa família podem atuar como um fator de transcrição 

oncogênico que são ativados em resposta a vários estresses genotóxicos (Hyogotani et 

al., 2012). Além disso, essas proteínas vêm sendo utilizadas como fator prognóstico de 

diversos tipos de câncer, sobretudo de mama, ovário, pulmão e osteosarcoma 

(Chatterjee et al., 2008), sendo utilizadas como marcador indicativo de tumores 

malignos (Eliseeva et al., 2011). São também consideradas como um alvo promissor 

para a terapia contra essa doença (Kuwano et al., 2004).  

 

1.4.1 Proteínas Y-box e a Regulação Gênica 

Como já mencionado anteriormente, as proteínas da família Y-box podem 

participar na regulação gênica em nível transcricional, traducional e pós-transcricional. 

Entretanto o mecanismo particular de ação de YB-1 na transcrição gênica ainda não é 

bem estabelecido, embora exista muitos estudos sobre a transcrição de alguns genes 

regulados pelas proteínas da família Y-box. A proteína YB-1 pode ativar ou reprimir a 

transcrição gênica por diferentes vias, podendo interagir diretamente com os elementos 

Y-box e selecionar sequências para regular os genes alvos. Podem atuar mediando a 

expressão gênica de modo independente ao elemento Y-box interagindo com outros 

fatores de transcrição como o p53 (Okamoto et al., 2000), AP-1 (Lasham et al., 2000), 

smad3 (Higashi et al., 2003), além de se ligar a fita única nos promotores, conhecidas 
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como sítios sensitivos (S1), inibindo ou ativando outros fatores de transcrição do DNA 

(Kohno et al., 2003). Dessa forma, as proteínas da família Y-box podem interagir com o 

DNA quando este está associado com outras proteínas (Eliseeva et al., 2011).  

Alguns estudos demonstraram que a proteína YB-1 pode estimular a transcrição 

do gene MDR1 (gene de resistência a multidrogas) que codifica a P-glicoproteína (Stein 

et al., 2001, Toh et al., 1998). Estudos recentes demonstraram que a interação de YB-1 

com o promotor MDR1 é dependente da proteína APE1 formando complexo com a 

histona acetiltransferase p300. Evidenciando que YB-1 regula a transcrição do gene 

MDR1 formando complexo com outras proteínas (Eliseeva et al., 2011). Por outro lado, 

as proteínas Y-box podem inibir a transcrição de genes como o VEGF. YB-1 interage 

com a fita não codificante do DNA e outra proteína Y-box (dbpA) interage com a fita 

codificante do DNA no promotor de VEGF, estabilizando a fita única do promotor 

evitando a interação com outros fatores de transcrição e levando assim a inibição da 

transcrição (Coles et al., 2002, Coles et al., 2005).  

A proteína YB-1 também pode agir como ativador ou inibidor da tradução de 

acordo com a razão entre YB-1/mRNA nas células, entrentanto a maioria dos trabalhos 

enfatizam a inibição desse processo (Kohno et al., 2003). Baixos níveis de YB-1 na 

célula facilita a ligação ao Cap do mRNA e ativa a tradução, enquanto altos níveis de 

YB-1 leva a inibição da interação de proteínas de ligação ao Cap e aumenta a 

estabilidade do RNA levando a inibição do processo de tradução (Evdokimova et al., 

1998). A YB-1 é capaz de inibir a tradução em sistemas de células livres como também 

em culturas celulares de mamíferos (Sakura et al., 1988, Davydova et al., 1997, Minich 

et al., 1990, Evdokimova et al., 1995). A inibição da tradução é observada a priori no 

estágio de iniciação pela associação do mRNA com as subunidades pequenas 

ribossomais de modo que o mRNA é encontrado como um constituinte de mRNPs 

livres. YB-1 estimula a síntese de proteínas somente no estágio de iniciação sem 

nenhum efeito na elongação e terminação do processo de tradução (Evdokimova et al., 

1998). A YB-1 desloca o Fator 4G inicial da tradução em eucariotos (eIF4G) do 

complexo no mRNA (Nekrasov et al., 2003) Assim, o domínio CSD de YB-1 interage 

com o Cap ou com as regiões adjacentes do mRNA, que resulta no deslocamento de 

eIF4F e suas subunidades eIF4G, eIF4A e eIF4B o que leva a inibição da tradução no 

estágio de iniciação (Nekrasov et al., 2003, Bader et al., 2003). Por outro lado, quando 

YB-1 é removida do lisado celular ou altas concentrações de mRNA são encontradas, a 

tradução é interrompida e ao adicionar YB-1 ao lisado celular, ocorre a ativação da 



Introdução 

 

28 

 

tradução (Evdokimova et al., 1998, Minich and Ovchinnikov, 1992, Matsumoto et al., 

1996).  

YB-1 e seus ortólogos podem eficientemente estabilizar os mRNAs prevenindo 

sua degradação em células e lisados celulares. O domínio CSD possui uma função 

crítica na estabilização do mRNA. A elevada razão de YB-1/mRNA promove a 

estabilização do mRNA, que está associada com a liberação do mRNA dos polissomos 

e da parada da sua tradução. A estabilidade do mRNA foi observada nos mRNAS de 

vida curta e de vida longa tal como o mRNA de TNFα (Evdokimova et al., 2001). 

Resumindo, a estabilização do mRNA causada pela ação de YB-1 ocorre por um 

mecanismo independente da desestabilização de elementos ricos em AU (ARE AU-rich 

elements) no 3’ UTR do mRNA porém dependente da razão YB-1/RNA (Eliseeva et al., 

2011). 

 

1.4.2 Proteínas Y-box e o Reparo de DNA 

Nos últimos anos, vários estudos vêm mostrando o papel das proteínas da 

família Y-box na resposta celular ao estresse causado por agentes genotóxicos. 

Inicialmente, proteínas da família Y-box foram caracterizadas como fatores de 

transcrição e como componentes do complexo mRNP, por se ligarem a RNA. Hasegawa 

e colaboradores (1991) mostraram que a proteína YB-1 se liga a uma grande variedade 

de sequências de DNA e essas ligações ocorrem de forma “promíscua”. Além disso, 

eles mostraram que YB-1 tem uma maior afinidade de ligação a DNAs depurinados do 

que a DNAs intactos e o grau de especificidade dessa interação com o DNA é 

influenciada pelo Mg
2+

. A partir dessas observações, foi sugerido por esses autores que 

as proteínas YB-1 podem estar envolvidas também no reparo de DNA.  

Já foi demonstrada a ação de YB-1 na resposta ao estresse celular causado por 

agentes genotóxicos como cisplatina, luz ultravioleta e mitomicina C e a sua interação 

com as DNA glicosilases NTHL1 (proteína de ligação a endonuclease III) e NEIL2 

(uma DNA glicosilase bifuncional capaz de processar lesões, incluindo sítios AP, não 

somente na fita dupla, como também na fita simples do DNA) (Hasegawa et al., 1991, 

Izumi et al., 2001, Ohga et al., 1996, Ise et al., 1999). DNAs glicosilases são enzimas 

importantes na primeira fase do reparo por excisão de bases (BER), reconhecendo 

lesões e catalizando a liberação das nucleobases danificadas. Além disso, elas possuem 

http://nar.oxfordjournals.org.ez27.periodicos.capes.gov.br/search?author1=Susan+L.+Hasegawa&sortspec=date&submit=Submit
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atividade de liase associadas aos sítios apurínicos/apirimidínicos (AP), quebrando a fita 

de DNA danificada no sítio abásico (Dianov and Allinson, 2007).  

Em experimentos in vitro por cromatografia de afinidade e por análises de 

imunofluorescência foi demonstrado que várias proteínas de reparo do DNA podem 

interagir com YB-1, reforçando a hipótese que essa proteína multifuncional está 

envolvida no reparo dos danos no DNA (Gaudreault et al., 2004). O fato de YB-1 

interagir com lesões e erro de pareamento de bases no DNA e atuar nas atividades das 

DNAs glicosilases NEIL2 e NTHL1 evidenciam que esta proteína possa atuar tanto na 

via de reparo por erro de pareamento de bases (MMR) quanto no BER. 

 

1.4.3 A proteína SMYB1 

Durante o programa de sequenciamento e identificação de transcritos de S. 

mansoni pela estratégia de produção de Etiquetas de Sequências Expressas (ESTs), 

foram isolados, de uma biblioteca de vermes adultos, cinco cDNAs que apresentavam 

similaridade ao cDNA codificador da proteína humana YB-1 (Franco et al., 1997a). A 

caracterização desses transcritos revelou que o cDNA completo codifica uma proteína 

de 217 aminoácidos, então designada SMYB1. Seu mRNA está presente em todas as 

fases do ciclo de vida do parasito, sendo sua expressão elevada em vermes adultos 

(Franco et al., 1997b). 

A proteína SMYB1 possui uma massa molecular teórica de 23,9 KDa, com um 

domínio N-terminal (CSD) de 8,14 KDa e um domínio C-terminal (cauda) de 12,9 KDa. 

Seu domínio N-terminal apresenta em torno de 64% de similaridade com domínios de 

choque frio de outros membros da família de proteínas Y-box e é formado por 5 fitas β 

antiparalelas, divididas em 2 folhas β, formando um β-barril fechado (Franco et al., 

1997b). Na superfície das folhas β encontram-se aminoácidos aromáticos e básicos, que 

são os supostos sítios de interação com os ácidos nucléicos. Em estudos de modelagem 

computacional por homologia com CspA e CspB foi demonstrado que o domínio CSD 

de SMYB1 tem uma topologia semelhante a estas proteínas bacterianas, sendo a região 

de ligação a ácidos nucléicos bastante conservada (Figura 9) (Franco et al., 1997b). 
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Figura 9: Modelo estrutural proposto para o domínio CSD da proteína SMYB1 de S. mansoni. O 

desenho mostra 5 fitas  anti-paralelas dispostas em 2 folhas  formando um -barril fechado. Os 

resíduos hidrofóbicos e básicos, supostos sítios de interação com ácidos nucléicos, estão localizados na 

superfície da folha  amino-terminal mostrada em azul (Franco et al., 1997b). 

 

O domínio C-terminal da proteína SMYB1 é extremamente básico, apresentando 

alto conteúdo de arginina (22,9 %) e glicinas (31,2 %). Tentativas de alinhar este 

domínio com outras proteínas Y-box demonstraram uma similaridade muito baixa, o 

que de certa forma não foi surpreendente, uma vez que as regiões carboxi-terminais das 

diversas proteínas Y-box não são muito conservadas. Para esse domínio foi então 

sugerida a formação de um sanduíche de folhas , semelhante ao encontrado na fibroína 

da seda, onde as cadeias laterais das argininas estariam apontadas para fora e os 

hidrogênios das glicinas estariam voltados para a interface do sanduíche. Essa 

disposição é compatível com um domínio de interação inespecífica com ácidos 

nucléicos e, até mesmo, importante para interações com outras proteínas (Franco et al., 

1997b). 

Devido à similaridade de SMYB1 com proteínas Y-box de outros organismos, 

acrescido da importância das mesmas para o controle da expressão gênica, já foram 

realizados, pelo nosso grupo, diversos estudos funcionais com a proteína recombinante 
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MBP-SMYB1. Tais estudos caracterizaram-na como um membro da família de 

proteínas Y-box. Embora a exata função da proteína no parasito não tenha sido ainda 

determinada, deduz-se que ela esteja envolvida em processos de regulação gênica em S. 

mansoni (Valadao et al., 2002). 

Em 2002, Valadão e colaboradores demonstraram por ensaio de mudança de 

mobilidade eletroforética (EMSA) que a proteína SMYB1 é capaz de interagir com 

moléculas de DNA fita dupla e fita simples e a oligonucleotídeos contendo o motivo 

CCAAT. Além disso, a proteína também é capaz de se ligar a moléculas de RNA 

independente da presença do motivo CCAAT. Foi verificado que a interação de 

SMYB1 com DNA ocorre principlamente através do domínio CSD, uma vez que o 

domínio CSD sozinho é suficiente para se ligar ao DNA e reconhecer oligonucleotídeos 

contendo o elemento CCAAT, enquanto que, para o domínio cauda (Tail) é necessário 

uma concentração bastante elevada de proteína para que ocorra tal ligação. Ao comparar 

as interações de SMYB1 com DNA e RNA foi verificado que estas exibem padrões 

distintos, uma vez que os dois domínios separados (CSD e cauda) ligam-se fracamente 

ao RNA, evidenciando que são necessários os dois domínios juntos para uma forte 

ligação ao RNA, enquanto o domínio N-terminal sozinho é suficiente para sua interação 

específica com o DNA (Valadao et al., 2002). 

Foi demonstrado in vivo e in vitro por ensaio de duplo híbrido em leveduras e 

por pull down, respectivamente, que SMYB1 é capaz de interagir com uma proteína 

multifuncional de S. mansoni, a proteína SmPUR-α que é capaz de se ligar a sequências 

ricas em pirimidinas (de Oliveira et al., 2004). SMYB1 também é capaz de formar 

homodímeros e de se ligar com a proteína SmD3 semelhante a proteína de Drosophila 

melanogaster (SmRNP) importante na montagem de complexos de ribonucleoproteínas 

nucleares pequenas (snRNPs) (Valadão, 2002). Estes complexos são formados por 

pequenos RNAs e proteínas específicas (Lehmeier et al., 1990) que podem formar, por 

exemplos, os spliceosomes, onde eles catalizam o processamento dos precursores de 

mRNA. Foi verificado então que SMYB1 é capaz de formar homodímeros (SMYB1-

SMYB1) e heterodímeros (SMYB1-SmPUR-α e SMYB1- SmRNP) e essas interações 

ocorrem através do domínio cauda de SMYB1 (Valadão, 2002). Só para ressaltar, a 

interação de SMYB1 com uma proteína envolvida no processamento do mRNA é 

bastante interessante e pode sugerir que ela participe da maquinaria molecular que 

regula, transporta e estabiliza as moléculas de RNA.  
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1.4.4 A proteína RBP16 

RBP16 é uma proteína de T. brucei de ligação ao RNA mitocondrial, ortóloga de 

SMYB1 e pertencente à família Y-box, sendo capaz de regular a edição e a estabilidade 

do RNA (Hayman and Read, 1999, Pelletier and Read, 2003). A sequência do seu 

cDNA prediz uma proteína com massa molecular teórica de 16 KDa e, além disso, 

indica a presença de três regiões distintas: uma sequência importante de exportação e 

clivagem na mitocôndria, o domínio CSD N-terminal e a região C-terminal rica em 

argininas e glicinas (RGG) (Hayman and Read, 1999). A presença de uma sequência de 

spliced leader no cDNA de RBP16 indica que ela é codificada no núcleo, embora tenha 

sido purificada de vesículas mitocondriais (Hayman and Read, 1999). O seu transporte 

para a mitocôndria ocorre provavelmente por uma via de clivagem do peptídeo 

sinalizador para a sua localização naquela organela (Hayman and Read, 1999).  

O domínio CSD de RBP16 exibe maior similaridade ao domínio CSD de 

proteínas procarióticas (43-46% de identidade) do que proteínas eucarióticas (33-38% 

de identidade). O domínio C-terminal RGG é composto por 57 aminoácidos, sendo 14% 

deles argininas e 32% glicinas. A presença do motivo RGG de ligação a RNA (Burd 

and Dreyfuss, 1994) reforça a capacidade desta proteína de interagir com moléculas de 

RNA (Hayman and Read, 1999). Dessa forma, a extensiva similaridade do domínio 

CSD de RBP16 com proteínas bacterianas de choque frio, proteínas Y-box de 

eucariotos e a presença do motivo RGG no domínio C-terminal define RBP16 como um 

membro da família de proteínas Y-box. A RBP16 foi o primeiro membro dessa família 

de proteínas identificada em protozoários, bem como em organelas (Hayman and Read, 

1999). 

A proteína RBP16 foi inicialmente identificada como uma proteína capaz de se 

ligar a moléculas de RNA mitocondrial, regulando a sua edição e estabilidade (Hayman 

and Read, 1999, Pelletier et al., 2000). Segundo esses autores, a proteína possui alta 

afinidade pela cauda oligo (U) dos RNAs guia (gRNAs). Os RNAs guias são RNAs 

pequenos que modificam a informação genética do RNA cinetoplastídeo pela adição 

e/ou deleção de resíduos de uridina, durante a edição do mRNA mitocondrial em 

tripanossomatídeos (Blum et al., 1990, McManus et al., 2000). Os gRNAs apresentam 

uma âncora na região 5’, uma sequência com a informação dos nucleotídeos que serão 

inseridos e uma cauda oligo (U) na região 3’ (Blum et al., 1990, Stuart and Panigrahi, 

2002). O processo de edição do mRNA inicia pela formação de um duplex formado pela 
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âncora da região 5’ do gRNA e pela sequência da região 3’ do pré-mRNA a ser editado, 

esse duplex (pré-mRNA-gRNA) interage com um complexo multiprotéico que catalisa 

a edição do mRNA. A porção central de cada gRNA contém a sequência da informação 

genética que permite a edição de 25 a 35 nucleotídeos no mRNA pela inserção e/ou 

deleção de resíduos de uridinas (Stuart and Panigrahi, 2002). Em experimentos in vitro, 

foi demonstrado que o domínio CSD de RBP16 é o responsável pela alta afinidade da 

proteína à cauda oligo (U) dos gRNAs. Já o domínio C-terminal exibe baixa afinidade 

por essas regiões, e está relacionado ao anelamento do pré-mRNA com os gRNAs. 

Utilizando experimentos de imunoprecipitação e estudos de crosslinking, Hayman e 

Read (1999) mostraram que RBP16 é capaz de se ligar a aproximadamente 30% dos 

gRNAs totais. 

Foi demonstrado também que RBP16 é capaz de se associar aos rRNAs 9S e 

12S, sugerindo funções regulatórias da expressão gênica mitocondrial. Em especial, 

RBP16 atua na regulação da estabilidade de um subconjunto de mRNAs na mitocôndria 

de T. brucei (Hayman and Read, 1999, Militello et al., 2000, Goulah and Read, 2007). 

Essa habilidade de RBP16 de se ligar a várias classes de RNA sugere o desempenho de 

múltiplas funções na expressão gênica mitocondrial de T. brucei, como tem sido 

evidenciado em proteínas Y-box em outros sistemas (Matsumoto and Wolffe, 1998).  

A proteína RBP16 é também capaz de interagir com outras proteínas. Um 

exemplo é a p22, uma proteína mitocondrial presente em T. brucei similar à proteína 

p32 humana, que é um componente do fator de splicing de pré-mRNA ASF/SF2 

(Krainer et al., 1991, Hayman et al., 2001). Essa função de RBP16 vem ao encontro das 

propriedades de ligação a proteínas desempenhada por membros da família Y-box 

(Matsumoto and Wolffe, 1998).  
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2.1 Objetivo Geral 

O presente estudo visa avaliar o papel da proteína SMYB1 de S. mansoni e do 

seu ortólogo RBP16 de T. brucei na proteção contra o estresse oxidativo em 

tripanossomatídeos. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

1- Imunolocalizar a proteína SMYB1 nas diversas fases do ciclo de vida do 

parasito S. mansoni. 

2- Superexpressar a proteína SMYB1 em clones de T. cruzi heminocautes para o 

gene MSH2 e avaliar o comportamento dos clones frente ao estresse oxidativo. 

3- Expressar a proteína SMYB1 em clones de T. brucei nocautes para o gene 

MSH2 e avaliar o comportamento dos clones frente ao estresse oxidativo. 

4- Realizar o silenciamento pelo mecanismo de RNA de interferência do transcrito 

de RBP16 em parasitos de T. brucei selvagens e avaliar o comportamento dos 

clones frente a agentes genotóxicos. 
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3.1 Ensaios com o S. mansoni  

 

3.1.1 Localização subcelular da proteína SMYB1 nas diversas fases do ciclo de vida 

de S. mansoni por ensaios de imunohistoquímica 

Secções parafinizadas de vermes adultos machos e fêmeas e fígados de 

camundongos infectados com ovos de S. mansoni foram desparafinizadas em três 

banhos de xilol, hidratadas em uma série de banhos de etanol (duas vezes em etanol 100 

% e uma vez em etanol em cada uma das concentrações de 95, 70, 50 e 25 %) e então 

lavadas três vezes com PBS e fixadas com paraformaldeído 4 %. Após isso, foram 

lavadas novamente três vezes com PBS e permeabilizadas com solução de PBS com 0,1 

% de Triton X-100. Logo após, as amostras foram bloqueadas em solução de bloqueio 

((PBS – Tween 0,05 % com 10 % de BSA (Bovine Serum Albumin)) em câmara úmida 

a 4 ºC por aproximadamente 16 horas. Depois de bloqueadas, as amostras foram 

incubadas por 16 horas em câmara úmida com anticorpo de coelho anti-SMYB1 diluído 

1:30 em solução de bloqueio diluída 10 vezes em PBS. Para o controle negativo, o soro 

pré-imune do coelho imunizado para produção do soro anti – SMYB1 foi utilizado 

nestas mesmas condições. As lâminas foram então lavadas por cinco vezes em PBS e 

incubadas por 1 hora em câmara úmida com anticorpo secundário anti-IgG de coelho 

conjugado com Cy-5 (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc.), diluído 1:400 e 

faloidina – Alexa Fluor 488 (Invitrogen) diluída 1:50 para marcação dos filamentos de 

actina, em solução de bloqueio diluída 10 vezes. Após isso, as lâminas foram lavadas 

em PBS e incubadas com iodeto de propídio (20 µg/µL) diluído 1:1500 em solução de 

bloqueio diluída 10 vezes por 10 minutos em câmara úmida. Por fim, mais uma etapa de 

lavagem foi realizada e as lâminas foram montadas utilizando solução de montagem (10 

% Tris HCl 1 M pH 8,0 e 90 % de glicerol). Os anticorpos policlonais anti-

MBP/SMYB1 (anti-SMYB1) utilizados nesse trabalho foram obtidos por Valadão 

(1998). Os vermes adultos e os ovos parafinizados foram gentilmente cedidos pela Dra. 

Cíntia Rezende (Departamento de Bioquímica e Imunologia, ICB – UFMG). 

Além do protocolo acima descrito, que envolveu secções de vermes adultos e 

ovos, outro, denominado whole mount, foi também empregado para os experimentos de 

imunohistoquímica. Este protocolo utiliza amostras dos organismos inteiros e não 

secções dos mesmos e foi utilizado para os estágios de cercária, miracídio e 

esquistossômulo.  
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Para estes experimentos foram utilizados aproximadamente 50 µL de solução 

contendo cercárias, 100 µL de solução contendo miracídios e 100 µL de solução 

contendo esquistossômulos previamente fixados em Omnifix. Os parasitos foram 

incubados com 1 mL de solução permeabilizante (0,1 % Triton X-100, 1 % p/v BSA e 

0,1 % p/v azida sódica em PBS pH 7,4) por 3 horas a 4 º C sob agitação. As amostras 

foram, em seguida, incubadas com o anticorpo anti-SMYB1 diluído 1:60 em solução 

permeabilizante a 4 ºC por aproximadamente 16 horas. Para o controle negativo, o soro 

pré-imune foi utilizado nestas mesmas condições. Procedeu-se com seis lavagens de 15 

minutos cada em solução permeabilizante a 4 ºC e as amostras foram então incubadas 

por 4 horas com anticorpo secundário diluído 1:1000 em solução permeabilizante 

contendo faloidina – Alexa Fluor 488 diluída 1:200. Após isso, a solução foi trocada 

para uma contendo iodeto de propídio diluído 1:5000 em solução permeabilizante na 

qual as amostras foram incubadas por 20 minutos a 4 ºC. Prosseguiu-se com cinco 

lavagens com solução permeabilizante e as lâminas foram montadas utilizando solução 

de montagem. As cercárias, os esquistossômulos e os miracídios utilizados foram 

gentilmente cedidos pela Dra. Marina de Moraes Mourão (CPqRR/FIOCRUZ).  

As fluorescências foram diretamente capturadas em microscópio confocal Carl 

Zeiss LSM 510 META utilizando lentes objetivas de imersão com um aumento de 63x 

no Centro de Microscopia Eletrônica (CEMEL) do ICB/UFMG. As imagens foram 

analisadas com o programa Zeiss LSM Image Examer e capturadas com o auxílio do 

Prof. Dawidson Assis Gomes (Departamento de Bioquímica e Imunologia, ICB – 

UFMG). O programa Photoshop CS3 versão 10.0 foi utilizado para a montagem final 

das figuras. 

  

3.2 Ensaios com o T. cruzi  

 

3.2.1 Superexpressão da proteína SMYB1 em clones de T. cruzi heminocautes para 

o gene MSH2 

 

3.2.1.1 Amplificação do cDNA de SMYB1 e construção do plasmídeo recombinante 

pGEM-SMYB1 

O fragmento de cDNA codificador de SMYB1 foi amplificado através de 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) a partir da biblioteca AW2 de cDNA de vermes 
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adultos produzida pela Rede Genoma de Minas Gerais 

(http://rgmg.cpqrr.fiocruz.br/content/Schistosoma-mansoni-transcriptome-project). A 

amplificação foi realizada utilizando os iniciadores YBfwXbaI (5`-

TCTAGAATGGCGGACACTAGACC-3` e YBrevSalI (5`-

GTCGACGATCAGAGAATTTTAAGCGTC-3`), apresentando sítios para as enzimas 

de restrição XbaI e SalI, respectivamente (o sítio de restrição de cada enzima está 

sublinhado na sequência do iniciador correspondente). A reação de PCR continha 200 

µM de cada dNTP, 0,2 µM de cada iniciador, 1 U de Taq DNA polimerase (Phoneutria) 

em tampão de reação 1B 1x (Phoneutria - 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl pH 8,4, 0,1% 

Triton X-100, 1,5 mM MgCl2), 0,05 U da enzima AccuPrime Pfx DNA Polymerase 

(Invitrogen) e 1 µL de cDNA (proveniente da biblioteca) em um volume final de 10 µL. 

A reação foi realizada em termociclador PT-100 utilizando o seguinte programa: 

- primeira desnaturação a 95 ºC por 6 minutos e 25 ciclos de: 

 desnaturação a 95 ºC por 1 minuto; 

 anelamento dos iniciadores a 58 ºC por 1 minuto; 

 extensão a 72 ºC por 1 minuto;  

- extensão final a 72 ºC por 5 minutos. 

Após a PCR, o produto da amplificação foi avaliado através de eletroforese em 

gel de agarose 1 % corado com brometo de etídio utilizando tampão TAE e o tamanho 

do fragmento gerado foi analisado por comparação com padrão de peso molecular de 1 

Kb (1 Kb Plus DNA Ladder - Invitrogen). O fragmento de interesse de 678 pb foi 

puncionado do gel e purificado utilizando-se o kit Wizard
®
 SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega) conforme especificação do fabricante. O DNA recuperado foi 

ressuspendido em um volume final de 30 µL de água MiliQ autoclavada. Em seguida, 

incubou-se todo o produto da purificação com 200 µM de dATP, 1 U de Taq DNA 

polimerase (Phoneutria) em tampão de reação 1B 1x. Essa etapa foi realizada uma vez 

que a enzima AccuPrime Pfx DNA Polymerase tem atividade exonucleásica 3’ – 5’ 

capaz de remover as deoxiadeninas 3’ terminais dos produtos de PCR. As 

deoxiadeninas são necessárias para a ligação ao vetor pGEM-T, que apresenta 

deoxitimidinas terminais. A reação foi então levada para termociclador PT-100 à 

temperatura de 72 ºC por 20 minutos. Em seguida, a reação foi purificada utilizando-se 

Wizard
®
 SV Gel and PCR Clean-Up System, como descrito acima. 

O amplicon gerado foi então clonado no vetor pGEM-T (Promega) (NCBI gi: 

5701825 e mapa do vetor no Anexo I) conforme instruções do fabricante. A ligação foi 
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realizada durante a noite a 4 ºC. O plasmídeo gerado (pGEM-T-SMYB1) (3 µL da 

ligação) foi usado na transformação de bactérias Escherichia coli DH5α 

eletrocompetentes (60 µL). Para a transformação, as células incubadas com o plasmídeo 

foram submetidas a uma descarga elétrica de 3400 volts por 2,5 milisegundos em 

eletroporador (BioRad). Em seguida foram adicionados 500 µL de meio 2xYT líquido 

(1,6 % p/v bactotriptona, 1,0 % p/v extrato de levedura e 0,5% p/v NaCl) e as células 

foram incubadas por 45 minutos a 37 ºC sob agitação (180 rpm). Uma alíquota das 

células transformadas foi plaqueada em placas de cultura contendo 2xYT ágar (1,6 % 

bactotriptona, 1,0 % extrato de levedura, 0,5% NaCl e 1,5% de ágar) suplementado com 

100 µg/mL de ampicilina. As placas foram então incubadas em estufa a 37 ºC por 

aproximadamente 16 horas. 

Algumas colônias foram escolhidas ao acaso para a verificação da presença do 

inserto através de PCR de colônias. Os clones selecionados foram isolados direto da 

placa (utilizando-se um palito estéril) e inoculados em tubos contendo a mistura da 

PCR. Cada reação continha 200 µM de cada dNTP, 0,2 µM de cada iniciador 

(YBfwXbaI e YBrevSalI), 1 U de Taq DNA polimerase (Phoneutria) em tampão de 

reação 1B (Phoneutria) em um volume final de 10 µL. Foi também produzido um 

controle negativo (sem adição de DNA). As reações de amplificação foram realizadas 

em termociclador PT-100 utilizando o mesmo programa já descrito anteriormente. 

Após a PCR, os produtos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 1% 

em tampão TAE corado com brometo de etídio e o tamanho dos fragmentos gerados foi 

analisado por comparação com padrão de peso molecular de 1 Kb (1 Kb Plus DNA 

Ladder). Para obtenção do DNA plasmidial foram selecionados três clones positivos, os 

quais foram inoculados em tubos contendo 3 mL de meio 2xYT suplementado com 

ampicilina (100 µg/mL). A incubação foi feita por 16 horas a 37 ºC sob agitação a 180 

rpm. Os DNAs plasmidiais foram então purificados utilizando-se o QIAprep Spin 

Miniprep Kit (Qiagen) conforme especificação do fabricante e dosados em 

espectrofotômetro NanoDrop ND-1000.  

Aproximadamente 250 ng de cada plasmídeo foram utilizados para 

sequenciamento em MegaBACE 1000 DNA Sequencer (GE Healthcare), utilizando 10 

pmol do iniciador e 4 µL do kit DYEnamic ET Dye Terminator – MegaBACE (GE 

Healthcare). A qualidade das sequências obtidas foi aferida através dos parâmetros de 

PHRED (Ewing and Green, 1998, Ewing et al., 1998), utilizando a ferramenta PHPH 

(disponível em http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html). As sequências geradas 
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foram alinhadas utilizando os softwares MultAlin (Corpet, 1988) e analisadas conforme 

similaridade com ESTs de S. mansoni, utilizando a ferramenta BLASTN (Altschul et 

al., 1990). 

 

3.2.1.2 Construção do plasmídeo recombinante pROCK-SMYB1 

O plasmídeo recombinante pGEM-T-SMYB1 foi digerido com as enzimas de 

restrição XbaI e SalI (Promega) para liberar o fragmento SMYB1 e o vetor pROCK-

Rev1 (mapa do vetor no Anexo II) foi digerido com as enzimas de restrição XbaI e SlaI 

para retirar o fragmento Rev1 de aproximadamente 1800 pb, deixando as pontas livres 

para a ligação de SMYB1. As condições de digestão foram iguais para os dois vetores, 

sendo utilizados ~2µg de DNA. As digestões foram feitas em tampão D (Promega), na 

concentração especificada pelo fabricante, com 1 U de cada enzima e 1 μg/μL de BSA. 

As reações foram incubadas a 37
o 

C durante a noite. Só para ressaltar, a sequência do 

gene SMYB1 apresenta o sítio da enzima SlaI e por isso a enzima SalI, que gera um 

sítio compatível para a ligação de fragmentos gerados pela digestão com a enzima SlaI, 

foi utilizada para a liberação do gene SMYB1 do vetor pGEM-T. 

As digestões foram visualizadas em gel de agarose 1% em tampão TAE, corado 

com brometo de etídio, utilizando-se, para comparação, os vetores pGEM-T-SMYB1 e 

pROCK-Rev1 não digeridos. O fragmento de interesse de 678 pb (SMYB1) proveniente 

do pGEM-T-SMYB1 e o vetor pROCK digerido proveniente de pROCK-Rev1 (8000 

pb) foram puncionados do gel e purificados utilizando-se Wizard
®
 SV Gel and PCR 

Clean-Up System, conforme especificação do fabricante, sendo, então, ressuspendidos 

em um volume final de 40 µL de água MiliQ autoclavada. A quantificação do DNA foi 

realizada em espectrofotômetro NanoDrop ND-1000.  

A ligação do fragmento correspondente ao cDNA codificador para SMYB1, 

purificado na etapa anterior, ao vetor de superexpressão pROCK foi feita obedecendo-se 

a razão molar fragmento/vetor igual a 3:1. A ligação foi realizada em um volume final 

de 10 µL contendo 6 unidades de T4 DNA ligase (GE Healthcare) em tampão de 

ligação. Foram utilizados ~50 ng de vetor e ~1,8 µg do fragmento para a ligação. A 

reação foi incubada a 16
o 

C por 16 horas. 

O plasmídeo gerado (pROCK-SMYB1) foi usado para transformar bactérias E. 

coli DH5α eletrocompetentes (60 µL). A presença do fragmento foi então verificada por 

PCR de colônias e 3 clones foram selecionados e sequenciados. O protocolo para a 
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transformação, a PCR de colônias, a miniprep e o sequenciamento foram realizados 

conforme descrito no item 3.2.1.1.  

 

3.2.1.3 Transfecção do parasito T. cruzi selvagem e do parasito T. cruzi 

heminocaute para o gene MSH2 

Formas epimastigotas do clone CL Brener selvagem e heminocaute para o gene 

MSH2 (MSH2+/-) (Campos et al., 2010) de T. cruzi, foram cultivadas em meio LIT 

(Liver Infusion Tryptone - liver digest neutralized 5mg/mL, NaCl 4 mg/mL, 

bactotriptose 5 mg/mL, KCl 0,4 mg/mL, NaH2PO4 8 mg/mL, dextrose 2 mg/mL, hemin 

0,2 % 10 mL em NaOH 0,05 M, pH 7,3) contendo 10 % de soro fetal bovino (Cultilab) 

e os antibióticos penicilina (100 U/mL e estreptomicina (100 μg/mL) (Invitrogen). A 

cultura foi mantida a 28ºC em frascos apropriados e em sua fase exponencial de 

crescimento, através de repiques semanais. Para contagem do número de parasitos, esses 

foram diluídos em PBS (0,15 M pH 7,2) contendo eritrosina (4 %) e posteriormente, os 

parasitos vivos foram contados em câmara citométrica de Neubauer.  

A transfecção dos parasitos foi realizada por eletroporação, de acordo com 

protocolo descrito por DaRocha e colaboradores (2004). Para cada transfecção, 100 μg 

do vetor apropriado pROCK-SMYB1 ou pROCK foram linearizados com a enzima 

NotI, precipitados com isopropanol e solubilizados em 50 μL de água miliQ estéril. Os 

parasitos em fase exponencial de crescimento foram lavados em PBS e ressuspendidos 

em tampão de eletroporação (120 mM KCl, 0,15 mM CaCl2, 10 mM K2HPO4, 25 mM 

Hepes, 2 mM EDTA pH 8.0, e 5 mM MgCl2) a uma concentração final de 1 x 10
8
 

células/mL. Em uma cubeta de eletroporação Gene Pulser de 0,2 cm (Bio-Rad), 400 μL 

da suspensão celular foram misturados aos 50 μL da solução de pROCK-SMYB1. Em 

seguida foi aplicado o choque elétrico de dois pulsos de 0,3 kV e 500 μF, com 

intervalos de 30 segundos entre cada pulso utilizando o aparelho Bio-Rad gene pulser. 

As células foram então transferidas para garrafas de cultura contendo 5 mL de meio LIT 

completo onde sofreram seleção por aproximadamente 6 semanas através do cultivo na 

presença dos antibióticos apropriados para cada cultura. Para T. cruzi selvagem 

transfectado com vetor pROCK–SMYB1 e com pROCK vazio foi utilizado 200 μg/mL 

de antibiótico G418, similar a neomicina. Para a cultura de T. cruzi heminocaute 

transfectada com o vetor pROCK-SMYB1 e com o vetor pROCK vazio, além de 200 
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μg/mL de G418 foi utilizado também 200 μg/mL de higromicina, que é a droga de 

seleção dos heminocautes.   

Com a transfecção, foram gerados os seguintes parasitos, utilizados 

posteriormente nesse estudo: selvagem (TcWT), selvagem com o vetor pROCK-

SMYB1 (TcWT-SMYB1), selvagem com o vetor vazio pROCK (TcWT-pROCK), 

heminocaute (TcMSH2+/-), heminocaute com o vetor pROCK-SMYB1 (TcMSH2-

SMYB1) e heminocaute com o vetor pROCK vazio (TcMSH2-pROCK). 

 

3.2.2 Avaliação da expressão do gene SMYB1 em parasitos T. cruzi  

Formas epimastigotas das culturas TcWT, TcWT-SMYB1, TcMSH2 e 

TcMSH2-SMYB1 em fase exponencial de crescimento foram utilizadas para a extração 

de RNA total. A extração de RNA total foi feita através da utilização do TRIzol® 

Reagent (Invitrogen) e do RNeasy® Mini Kit (Qiagen). Os protocolos de ambos foram 

combinados de forma a obter uma amostra mais limpa e de melhor qualidade. 

Aproximadamente 1 x 10
8
 células/mL foram sedimentadas por centrifugação a 3000 

rpm por 10 min a 4
o
C. Os sedimentos obtidos foram lavados em PBS 1X, centrifugados 

e ressuspendidos em 800 µl de Trizol (Invitrogen Life Technologies). Após 5 min de 

repouso à temperatura ambiente, foram adicionados 200 µl de clorofórmio e a solução 

foi novamente deixada em repouso por 3 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, 

foi centrifugada por 15 min a 9000 rpm a 4°C e a fase aquosa superior foi retirada e 

transferida para um novo tubo. Foi então adicionado 1 volume de etanol 75% gelado à 

fase aquosa e a solução resultante foi transferida para a mini coluna do Kit RNeasy Mini 

Kit (Qiagen). Realizou-se então uma centrifugação por 15 min a 9000 rpm a 4°C. Após, 

seguiu-se o protocolo do Kit RNeasy Mini Kit a partir da adição do tampão RW1.  

Após a extração, o RNA foi tratado com DNase I RNase-Free (Invitrogen) de 

acordo com as instruções do fabricante para eliminar qualquer possível contaminação 

com DNA genômico. Para comprovar que o RNA não estava contaminado com DNA 

genômico foi realizada PCR, com volume final de 15 μl, contendo 1 μl do RNA, 1X de 

tampão de reação 10X PCR Buffer, minus Mg, 1,5 mM de MgCl2 50 mM, 0,2 μM de 

cada iniciador GAPDH2fw Forward (5’- CGGTGGACGGTGTGTCGGTG -3’) e 

GAPDH2rev Reverse (5’- CCGTCAGCTTGCCCTGGGTG -3’), 200 μM de cada 

dNTP e 1 unidade de Platinum
®
 Taq DNA Polimerase (Ambion

®
).  

A reação foi realizada em termociclador PT-100 utilizando o seguinte programa: 
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- primeira desnaturação a 95 ºC por 6 minutos e 25 ciclos de: 

 desnaturação a 95 ºC por 1 minuto; 

 anelamento dos iniciadores a 60 ºC por 1 minuto; 

 extensão a 72 ºC por 1 minuto;  

- extensão final a 72 ºC por 5 minutos.  

Após a PCR, o produto da amplificação foi avaliado através de eletroforese em 

gel de agarose 1 % corado com brometo de etídio utilizando tampão TAE e o tamanho 

do fragmento gerado foi analisado por comparação com padrão de peso molecular de 1 

Kb (1 Kb Plus DNA Ladder - Invitrogen).  

Com o intuito de verificar a integridade e qualidade do RNA, 1 μg da amostra 

foi analisado por eletroforese em gel desnaturante de agarose 1% (p/v) (MOPS 1X, 

formaldeído 5%) corado com brometo de etídio. As amostras de RNA foram então 

quantificadas utilizando o espectrofotômetro NanoDrop ND-1000. Um micrograma de 

RNA foi utilizado para a síntese de cDNA, que foi realizada utilizando iniciadores 

oligodT e o kit SuperScript
®

 III First-Strand Synthesis System (Invitrogen) de acordo 

com as instruções do fabricante. 

A amplificação do cDNA codificador da proteína SMYB1 foi realizada 

utilizando os iniciadores YBfwXbaI e YBrevSalI. O protocolo para a PCR foi realizado 

conforme descrito no item 3.2.1.1. 

 

3.2.3 Tratamento dos parasitos T. cruzi com diferentes concentrações de Peróxido 

de Hidrogênio 

Para a curva de sobrevivência, os parasitos WT, TcWT-SMYB1, TcWT-

pROCK, TcMSH2+/-, TcMSH2-SMYB1 e TcMSH2-pROCK com concentração de 1 x 

10
7
 células/mL foram expostas a doses de 50, 75 e 100 μM de peróxido de hidrogênio 

(Sigma) por 20 minutos em PBS. Em seguida, as culturas foram centrifugadas a 3000 

rpm por 10 minutos, ressuspendidas em meio LIT e distribuídas em alíquotas de 1 mL 

em placas contendo 24 poços e mantidos em câmara úmida. Controles foram realizados 

na ausência de H2O2 (100% de sobrevivência). Esse ensaio foi realizado em triplicata e 

após 72 horas a sobrevivência das culturas foi determinada por contagem de células 

vivas em câmara citométrica de Neubauer, na presença do corante vital eritrosina. A 

média dos valores obtidos foi plotada em uma curva de sobrevivência com desvio 

padrão. Para as análises estatísticas foram usados os software GraphPad Prism. 
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3.2.4 Imunolocalização de SMYB1 nos diferentes clones de T. cruzi 

A localização de SMYB1 em formas epimastigotas do clone selvagem (TcWT-

SMYB1) e heminocaute MSH2+/- (TcMSH2-SMYB1) de T. cruzi, tratados (75µM de 

peróxidos de hidrogênio) e não tratados, foi realizada através de imunolocalização com 

anticorpo policlonal anti-MBP/SMYB1 (anti-SMYB1) (Valadão, 1998). Os parasitos 

foram sedimentados por centrifugação e concentrados para 5 x 10
6 

parasitos/mL em 

PBS. Dez microlitros da suspensão celular foram aplicados em lâmina e tratada com 

solução de PBS suplementada com 4% de paraformaldeído durante 20 minutos à 

temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas três vezes com PBS e as células foram 

incubadas com PBS + Triton X-100 0,1% por 5 minutos, lavadas novamente e 

bloqueadas com PBS + BSA 1% por 30 minutos. Anticorpos primários anti-SMYB1 

foram diluídos na proporção 1:60 em PBS + 0,1% de BSA e aplicados na lâmina por 16 

horas. No dia seguinte a lâmina foi lavada e incubada por 1 hora em câmara úmida com 

anticorpo secundário anti-IgG de coelho conjugado com Cy-5 (Jackson 

Immunoresearch Laboratories Inc.) diluído 1:400 em PBS. Após isso, as lâminas foram 

lavadas em PBS e incubadas com DAPI na concentração de 10 μg/mL. As lâminas 

foram então seladas com Vectashield e as imagens capturadas utilizando um 

microscópio de fluorescência Nikon E600 equipado com uma câmera DXM 1200 F. As 

imagens foram analisadas utilizando os Programas Photoshop CS3 versão 10.0 e Image 

J.  

 

3.3 Ensaios com o T. brucei  

 

3.3.1 Expressão da proteína SMYB1 em T. brucei nocaute para o gene MSH2 

 

3.3.1.1 Amplificação do cDNA de SMYB1 e construção do plasmídeo recombinante 

pGEM-SMYB1  

A amplificação do cDNA codificador da proteína SMYB1 foi realizada 

utilizando os iniciadores YBfwEcoRV (5`-GATATCATGGCGGACACTAGACC-3`) e 

YBrevMluI (5`-ACGCGTGATCAGAGAATTTTAAGCGTC-3`), apresentando sítios 

para as enzima de restrição EcoRV e MluI, respectivamente (o sítio de restrição de cada 

enzima está sublinhado na sequência do iniciador correspondente). A reação de PCR 

continha 200 µM de cada dNTP, 0,5 µM de cada iniciador, 1 U de Phusion
®
 High-
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Fidelity Taq DNA Polymerase (New England Biolabs) em tampão de reação HF 5x (1,5 

mM MgCl2) e 2 µL de cDNA (proveniente da biblioteca AW2), em um volume final de 

50 µL. A reação foi realizada em termociclador (TECHNE-TC–3000) utilizando o 

seguinte programa: 

- primeira desnaturação a 98 ºC por 30 segundos e 35 ciclos de: 

 desnaturação a 98 ºC por 10 segundos; 

 anelamento dos iniciadores a 58 ºC por 30 segundos; 

 extensão a 72 ºC por 40 segundos;  

- extensão final a 72 ºC por 10 minutos. 

Após a PCR, a amplificação foi avaliada utilizando eletroforese em gel de 

agarose 1 % em tampão TAE corado com SYBR
®
 Safe (Life Tecnologies) e o tamanho 

do fragmento gerado foi analisado por comparação com padrão de peso molecular de 1 

Kb (1 Kb Plus DNA Ladder - Invitrogen). O fragmento de interesse de 678 pb foi 

puncionado do gel e purificado utilizando-se o Kit Qiaquick gel extraction (Qiagen) 

conforme especificação do fabricante. O DNA recuperado foi ressuspendido em um 

volume final de 30µL de água MiliQ autoclavada. Em seguida, incubou-se todo o 

produto da purificação com 200 µM de dATP, 1 U de Taq Thermo DNA polimerase 

(New England Biolabs) em tampão de reação 1B 1x para adição de deoxiadeninas na 

extremidade 3’ dos produtos de PCR. A reação foi então levada para termociclador 

(TECHNE-TC–3000) sob temperatura de 72 ºC por 20 minutos. Em seguida, a reação 

foi purificada utilizando-se o Kit Qiaquick gel extraction (Qiagen), como descrito 

acima. 

O amplicon gerado foi então clonado no vetor pGEM-T (Promega) (NCBI gi: 

5701825) conforme instruções do fabricante. A ligação foi realizada durante a noite a 4 

ºC. O plasmídeo gerado (pGEM-SMYB1) (3 µL) foi usado na transformação de 

bactérias Escherichia coli DH5α quimiocompetentes (50 µL). Para a transformação, as 

células incubadas com o plasmídeo foram mantidas no gelo por 30 minutos. Em 

seguida, foram submetidas ao choque térmico, com incubação por 30 segundos a 42 ºC 

e incubadas imediatamente no gelo por 2 minutos. Em seguida foram adicionados 250 

µL de meio líquido Luria Broth (LB -  0,5% extrato de levedura, 0,1% triptona, 0,5% 

NaCl pH 7,0) e as células foram incubadas por 1 hora a 37 ºC sob agitação (180 rpm). 

Uma alíquota das células transformadas foi plaqueada em placas de cultura contendo 

meio LB ágar 0,5% extrato de levedura, 1% g triptona, 0,5% NaCl, pH 7.0) e 1,2% ágar 
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(Melford), suplementado com 100 µg/mL de ampicilina. As placas foram então 

incubadas em estufa a 37 ºC por aproximadamente 16 horas. 

Algumas colônias foram escolhidas ao acaso para a verificação da presença do 

inserto utilizando PCR de colônias. Os clones selecionados foram isolados direto da 

placa (utilizando-se um palito estéril) e inoculados em tubos contendo a mistura da 

PCR. Cada reação continha 200 µM de cada dNTP, 0,2 µM de cada iniciador 

(YBfwEcoRV e YBrevMluI), 1,25 U Taq DNA polimerase (New England Biolabs) em 

tampão de reação ThermoPol 1x (10 mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8,8, 0,1% Triton X-

100, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSO4) em um volume final de 25 µL. Foi também 

produzido um controle negativo (sem adição de DNA). A reação foi realizada em 

termociclador (TECHNE-TC–3000) utilizando o seguinte programa: 

- primeira desnaturação a 95 ºC por 30 segundos e 30 ciclos de: 

 desnaturação a 95 ºC por 20 segundos; 

 anelamento dos iniciadores a 58 ºC por 30 segundos; 

 extensão a 72 ºC por 40 segundos;  

- extensão final a 72 ºC por 10 minutos. 

Após a PCR, a amplificação foi avaliada através de eletroforese em gel de 

agarose 1 % em tampão TAE corado com SYBR
®
 Safe e o tamanho do fragmento gerado 

foi analisado por comparação com padrão de peso molecular de 1 Kb (1 Kb Plus DNA 

Ladder - Invitrogen). Para obtenção do DNA plasmidial foram selecionados três clones 

positivos, os quais foram inoculados em tubos contendo 3 mL de meio LB 

suplementado com ampicilina (100 µg/mL). A incubação foi feita por 16 horas a 37 ºC 

sob agitação a 230 rpm. Os DNAs plasmidiais foram então purificados utilizando-se o 

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) conforme especificação do fabricante e a amostra 

quantificada em espectrofotômetro NanoDrop ND-1000.  

O sequenciamento do DNA plasmidial foi realizado através do serviço de 

sequenciamento da University of Dundee (www.dnaseq.co.uk). A qualidade das 

sequências obtidas foi aferida através dos parâmetros de PHRED (Ewing and Green, 

1998, Ewing et al., 1998), utilizando a ferramenta PHPH (disponível em 

http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html). As sequências geradas foram alinhadas 

utilizando os softwares MultAlin (Corpet, 1988) e analisadas conforme similaridade 

com ESTs de S. mansoni, utilizando a ferramenta BLASTN (Altschul et al., 1990). 
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3.3.1.2 Construção do plasmídeo recombinante pRM482-SMYB1 

O plasmídeo recombinante pGEM-SMYB1 foi digerido com as enzimas de 

restrição EcoRV e MulI (New England Biolabs) para liberar o fragmento SMYB1. Da 

mesma maneira, o vetor pRM482 (Proudfoot and McCulloch, 2005) foi digerido com 

essas enzimas para deixar as extremidades livres para a ligação de SMYB1. As 

condições de digestão foram iguais para os dois vetores, sendo utilizados ~2 µg de 

DNA. As digestões foram feitas em tampão apropriado para cada enzima, na 

concentração especificada pelo fabricante, com 1 U de cada enzima e BSA 1 μg/μL. As 

reações foram incubadas a 37
o 
C por 2 horas.  

As digestões do vetor pRM482 e do vetor pGEM-SMYB1 foram analisadas em 

gel de agarose 1% em tampão TAE, corado com SYBR Safe, utilizando-se, para 

comparação, os vetores pGEM-SMYB1 e pRM482 não digeridos. O fragmento de 

interesse de 678 pb (SMYB1) proveniente do pGEM-SMYB1 e o vetor pRM482 

digerido foram puncionados do gel e purificados utilizando-se Kit Qiaquick gel 

extraction (Qiagen), conforme especificação do fabricante, sendo, então, ressuspendidos 

em um volume final de 30 µL de água MiliQ autoclavada. A quantificação da amostra 

de DNA foi realizada em espectrofotômetro NanoDrop ND-1000.  

A ligação do fragmento correspondente ao cDNA codificador para SMYB1, 

purificado na etapa anterior, ao vetor de expressão pRM482 foi feita obedecendo-se a 

razão molar fragmento/vetor igual a 3:1. A ligação foi realizada em um volume final de 

10 µL contendo 6 unidades de T4 DNA ligase (New England Biolabs) em tampão de 

ligação. Foram utilizados ~50 ng de vetor e ~1,8 µg do fragmento para a ligação. A 

reação foi incubada a 16
o 

C por 16 horas. 

O plasmídeo gerado (pRM482-SMYB1) foi usado para transformar bactérias E. 

coli DH5α quimiocompetentes (50 µL). O protocolo para a transformação, a PCR de 

colônias, a miniprep e o sequenciamento foram realizados conforme descrito no item 

3.3.1.1. Os vetores foram então linearizados para a transfecção, precipitados com etanol 

e visualizados em gel de agarose 1% corado com SYBR safe
®
. 

 

3.3.1.3 Transfecção do parasito T. brucei selvagem e do parasito T. brucei nocaute 

para o gene MSH2 

Para a transfecção do parasito T. brucei foi utilizada a forma sanguínea da cepa 

selvagem 427 (Cross, 1975) e da cepa nocaute para o gene MSH2 (MSH2-/-) (Bell et 
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al., 2004). Todas as cepas foram cultivadas na fase logarítmica de crescimento 

(densidade de aproximadamente 1 x 10
6
 células/mL) em meio HMI-9 (hipoxantina, L-

cisteína, ácido pirúvico, timidina, ácido batocuproedisulfônico e β-mercaptoetanol) 

(Invitrogen) (Hirumi and Hirumi, 1994). O meio completo foi preparado pela adição de 

10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina (Invitrogen) ao meio HMI-

9. As células foram repicadas de duas a três vezes por semana e crescidas em estufa a 37 

o
C com 5% CO2. 

A transfecção das formas sanguíneas selvagem e nocaute (MSH2-/-) de T. brucei 

foi realizada por eletroporação com 10 μg dos vetores pRM482 vazio, ou pRM482-

SMYB1. O vetor pRM482 possui o gene de resistência ao antibiótico G418. Células na 

fase logarítmica de crescimento (1 x 10
6
 células/mL) foram centrifugadas e 

ressuspendidas em 100 µL de tampão Amaxa Human T-cell (Lonza). Em seguida, foi 

adicionado o vetor de interesse e a eletroporação foi efetuada, com apenas um pulso, 

utilizando o Gene Pulser II (Bio-Rad) a 1.5 kV e 25 mF de capacitância. Após a 

eletroporação foi realizada uma diluição seriada com a mistura de células e DNAs. Para 

isso, a mistura foi diluída em 30 mL de meio HMI-9, dessa solução pegou-se 3 mL e 

misturou-se com 27 mL de meio HMI-9 e por fim, dessa última mistura, pegou-se 3 mL 

e misturou-se com 27 mL de meio HMI-9. A última diluição foi, então, distribuída em 

placas de 24 poços, colocando-se 1 mL por poço, e realizada a incubação a 37ºC.  

Para a seleção dos transfectados foram adicionadas as drogas seletivas para cada 

cultura após 8 horas da transfecção. Para a cultura selvagem com os vetores pRM482 e 

pRM482-SMYB1 foi adicionado 1,3 μg/mL de G418 e para as culturas nocaute foram 

adicionados 0,5 μg/mL de puromicina, 2,5 μg/mL de blasticidina e 1,3 μg/mL de G418. 

As células foram novamente incubadas a 37ºC por 6 dias, tempo suficiente para que as 

células não resistentes morressem na presença do antibiótico e as células resistentes 

fossem detectadas.  

Com a transfecção, foram gerados os seguintes parasitos, utilizados 

posteriormente nesse estudo: selvagem: TbWT, selvagem com o vetor pRM482-

SMYB1: TbWT-SMYB1, selvagem com o vetor vazio pRM482: TbWT-pRM482, 

nocaute: TbMSH2, nocaute com o vetor pRM482-SMYB1: TbMSH2-SMYB1 e 

nocaute com o vetor pRM482 vazio: TbMSH2-pRM482, 

Para confirmar a transfecção dos clones selecionados, foi realizada a extração de 

DNA utilizando o Kit Dneasy Blood & Tissue (Qiagen) conforme instruções do 

fabricante e realizada PCR conforme descrito no item 3.3.1.1. Após a confirmação, cada 
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linhagem celular foi congelada em nitrogênio liquido. Para isso, estoques foram 

preparados a partir de formas sanguíneas na fase logarítmica de crescimento (densidade 

de aproximadamente 1 x 10
6
 células/ml). Alíquotas de 1 ml de cultura foram preparadas 

adicionando-se glicerol (concentração final 10%). As células foram congeladas a -80ºC 

por 48 h e transferidas para o tanque de nitrogênio líquido, onde foram estocadas. 

Quando necessário, as células foram recuperadas por descongelamento rápido a 37ºC e 

diluídas em 10 ml de meio HMI-9. 

 

3.3.1.4 Avaliação da expressão do gene SMYB1 em T. brucei através de RT-PCR 

Foi realizada a extração do RNA total das culturas WT, TbWT-SMYB1 e 

TbMSH2-SMYB1 utilizando o Kit RNeasy Mini kit (Qiagen) de acordo com as 

instruções do fabricante. Após a extração, o RNA foi tratado com DNase utilizando o 

Kit RNase-Free DNase Set (Qiagen) de acordo com as instruções do fabricante para 

eliminar qualquer possível contaminação com DNA genômico. As amostras de RNA 

foram então quantificadas utilizando o espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 (Thermo 

Scientific). De 0,3 a 1,0 µg de RNA foram utilizados para a síntese de cDNA, que foi 

realizada utilizando o kit Precision picoScript
TM 

Reverse Transcription (Primer Design) 

de acordo com as instruções do fabricante. 

A amplificação do cDNA codificador da proteína SMYB1 foi realizada 

utilizando os iniciadores YBfwEcoRV e YbrevMluI. O protocolo para a PCR foi 

realizado conforme descrito no item 3.3.1.1.  

 

3.3.2 Tratamento dos parasitos com diferentes concentrações de Peróxido de 

Hidrogênio 

Para a curva de sobrevivência, as culturas de TbWT, TbWT-SMYB1, TbWT-

pRM482, TbMSH2, TbMSH2-SMYB1 TbMSH2-pRM482 com concentração de 1 x 

10
5
 células/mL foram expostas a doses de 50, 100 e 200 μM de peróxido de hidrogênio 

(Sigma) por 20 minutos em PBS 1X. As culturas foram centrifugadas a 3000 rpm por 

10 minutos, ressuspendidas em meio HMI-9 e distribuídas em alíquotas de 1 ml em 

placas contendo 24 poços. Controles foram realizados na ausência de H2O2 (100% de 

sobrevivência). Esse ensaio foi realizado em triplicata e após 72 horas a sobrevivência 

das culturas foi determinada por contagem de células vivas em câmara citométrica de 
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Neubauer. A média dos valores obtidos foi plotada em uma curva de sobrevivência com 

desvio padrão. 

 

3.3.3 Silenciamento do transcrito de RBP16 em T. brucei pelo mecanismo de RNA 

de interferência  

 

3.3.3.1 Amplificação do gene RBP16 e construção do plasmídeo recombinante 

pGL2084-RBP16 

Para a amplificação do gene RBP16 foi utilizado DNA genômico da forma 

sanguínea da cepa selvagem 427 (Cross, 1975) de T. brucei. A extração do DNA 

genômico foi realizada utilizando o kit Blood & Cell Culture DNA Mini Kit (Qiagen), 

de acordo com o manual do fabricante. A PCR seguiu o mesmo protocolo do item 

3.3.1.1 com algumas modificações. A temperatura de anelamento utilizada para a 

amplificação do fragmento de interesse foi de 63 ºC. Foram utilizados os iniciadores 

RNAfwRBP16 (5’– 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGATTCGCGCTTCCATAGT-3’) 

e RNArevRBP16 (5’– 

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTCATCGCTGAAGCTCTGGT-3’). 

que apresentam, respectivamente, os sítios de recombinação AttB1 e AttB2 

(sublinhados na sequência dos iniciadores). 

Após a PCR, o produto da amplificação foi avaliado através de eletroforese em 

gel de agarose 1 % em tampão TAE corado com SYBR
®
 Safe e o tamanho do fragmento 

gerado foi analisado por comparação com padrão de peso molecular de 1 Kb (1 Kb Plus 

DNA Ladder - Invitrogen). O fragmento de interesse de 426 pb foi puncionado do gel e 

purificado utilizando-se o Kit QIAquick gel extraction (Qiagen) conforme 

especificaçoes do fabricante.  

O amplicon de RBP16 gerado foi então clonado no vetor pGL2084 (Invitrogen) 

conforme instruções do fabricante. O vetor pGL2084 é uma modificação do plasmídeo 

pRPa do sistema Gateway que apresenta sítios de recombinação AttB (AttB1 e AttB2) 

flanqueando o marcador de seleção (gene ccdB) (mapa do vetor no Anexo IV). Este 

vetor foi desenvolvido para uma rápida geração do stem-loop de RNAi para uso em T. 

brucei.  

A recombinação foi realizada durante 1 hora a 25 ºC. O plasmídeo gerado 

(pGL2084-RBP16) foi usado na transformação de bactérias E. coli DH5α 
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quimiocompetentes de eficiência máxima (Invitrogen). A transformação, seleção dos 

clones positivos e obtenção do DNA plasmidial seguiram o mesmo protocolo descrito 

no item 3.3.1.1. Para verificar a correta integração do inserto de interesse foram 

realizados testes com diferentes enzimas de restrição conforme instruções do fabricante. 

 

3.3.3.2 Transfecção do parasito T. brucei com o vetor para indução do RNAi de 

RBP16 

Para a transfecção foi utilizada a forma sanguínea da cepa 2T1 do parasito T. 

brucei (Alsford and Horn, 2008). O protocolo de transfecção do parasito seguiu os 

mesmos parâmetros descritos no item 3.3.1.3. Para a seleção dos parasitos foram 

utilizados 2,5 µg/mL de Higromicina e 0,5 µg/mL de Fleomicina. Após 7 dias da 

transfecção, 2 clones foram selecionados e cultivados em meio HMI-9 para verificar a 

integração do vetor no parasito sob as seguintes condições: 

1-  Presença dos antibióticos higromicina e fleomicina. Neste caso as células 

deveriam permanecer vivas. 

2- Presença dos antibióticos higromicina, fleomicina e puromicina. Neste caso, 

as células deveriam morrer, o que seria um indicativo da correta integração 

do cassete de RNAi, uma vez que células transfectadas tornam-se sensíveis a 

puromicina. 

3- Presença dos antibióticos higromicina, fleomicina e 1 µg/mL de tetraciclina. 

Para verificar o fenótipo de RNAi, uma vez que o RNAi é induzível pela 

tetraciclina. 

 

3.3.3.3 Curvas de crescimento e de sobrevivência a agentes genotóxicos de 

parasitos T. brucei silenciados para o gene RBP16 

Após a confirmação da integração do vetor, as formas sanguíneas de T. brucei, 

durante a fase logarítmica de crescimento, foram diluídas para a concentração de 5 x 10
4 

células/mL de meio de cultura para a realização de curvas de crescimento e de 

sobrevivência na presença de agentes genotóxicos. As curvas de crescimento e de 

sobrevivência dos parasitos foram realizadas com e sem a presença de tetraciclina.  

O crescimento dos clones foi acompanhado durante 6 dias. No terceiro dia, após 

a contagem, os parasitos foram diluídos para a concentração inicial de 5 x 10
4 

células/mL. A média dos valores obtidos foram plotados em uma curva de crescimento 
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em função do tempo com desvio padrão. Para a curva de sobrevivência, após 24 horas 

de indução do RNAi pela tetraciclina, as culturas foram distribuídas em alíquotas de 1 

ml em placas contendo 24 poços e incubadas a 37 
o
C com 5% CO2.  

Para analisar a sensibilidade ao peróxido de hidrogênio, as células foram 

submetidas às seguintes concentrações de H2O2: 100, 200 e 300 μM (VWR BDH 

Prolabo). Controles foram realizados na ausência de H2O2 (100% de sobrevivência). 

Esse ensaio foi realizado em triplicata e após 72 horas de exposição a esse agente 

genotóxico a sobrevivência das culturas foi determinada por contagem de células vivas 

em câmara citométrica de Neubauer. A concentração de células das culturas tratadas foi 

comparada, em termos percentuais, à densidade das respectivas culturas não tratadas 

crescidas sob as mesmas condições. A média dos valores obtidos foram plotados em 

uma curva de sobrevivência com desvio padrão.  

Para analisar a sensibilidade à cisplatina, células foram submetidas às seguintes 

concentrações da droga: 1, 3 e 5 μM. Controles foram realizados na ausência de 

cisplatina (100% de sobrevivência). Esse ensaio foi realizado em triplicata e após três 

dias de exposição a esse agente genotóxico, os parasitos foram contados utilizando 

câmara citométrica. A média dos valores obtidos foram plotados em uma curva de 

sobrevivência com desvio padrão.  

Para analisar a sensibilidade ao MMS, células foram submetidas a 50, 100 e 200 

μM de MMS em triplicata. Controles foram realizados na ausência de MMS (100% de 

sobrevivência). As amostras foram incubadas a 37 
o
C e o número de células viáveis foi 

determinado após 72 horas de exposição a droga através da contagem de células. A 

média dos valores obtidos foram plotados em uma curva de sobrevivência com desvio 

padrão. 

 

3.3.4 Avaliação da expressão do gene RBP16 em T. brucei 

 

3.3.4.1 Extração de RNA e síntese de cDNA 

Foi realizada a extração do RNA total de cada um dos dois clones (com a 

presença e com a ausência de tetraciclina (1 µg/mL)) em intervalos de 24 horas durante 

3 dias utilizando o kit Rneasy mini kit (Qiagen) de acordo com as instruções do 

fabricante. Após a extração, o RNA foi tratado com DNase utilizando o Kit RNase-Free 

DNase Set (Qiagen) de acordo com as instruções do fabricante para eliminar qualquer 

possível contaminação com DNA genômico. As amostras de RNA foram então 
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quantificadas utilizando o espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). 

De 0,3 a 1,0 µg de RNA foram utilizados para a síntese de cDNA, que foi realizada 

utilizando o kit Precision picoScript
TM 

Reverse Transcription (Primer Design) de acordo 

com as instruções do fabricante, além dos iniciadores oligodT. 

 

3.3.4.2 PCR quantitativa em tempo real  

Para as reações de PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR) foram utilizados 

os iniciadores rtRBP16Fwd (5’–ACGACGCAGACAAGAAGCAA–3’) e rtRBP16Rev 

(5’– CCCCGTTTCCGTTTGAAGA–3’). Para que as quantidades de RNA entre as 

diferentes amostras pudessem ser normalizadas foi utilizado como controle endógeno o 

gene housekeeping de T. brucei GPI8, o qual foi amplificado com os iniciadores 

GPI8fwd (5’-TCTGAACCCGCGCACTTC-3’) e GPI8rev (5’- 

CCACTCACGGACTGCGTTT –3’). As reações de qRT-PCR foram realizadas em um 

volume final de 25 µL contendo 12,5 µL de SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems), 1,0 µL de cada primer (10 nM do estoque), 5,5 µL de água ultrapura 

autoclavada e 5 µL de cDNA sintetizado conforme descrito no item 3.3.4.1 diluído 5 

vezes em água ultrapura autoclavada. As reações foram adicionadas em placas 96 Well 

Optical Reaction Plates (Applied Biosystems) para amplificação dos transcritos, que 

foram realizadas em equipamento ABI Prism 7500 thermocycler (Applied Biosystems). 

As condições para as reações foram de 50
o
C por 2 minutos, 95

o
C por 10 minutos, 

seguidos por 40 ciclos de 95
o
C por 15 segundos e 60

o
C por 1 minuto. Após cada reação 

de amplificação foram realizadas curvas de dissociação a 95ºC por 15 segundos, 

anelamento a 60ºC por 1 minuto, separação das fitas com aquecimento a 95ºC por 15 

segundos com uma rampa de aquecimento de 1% e, finalmente, o resfriamento a 60ºC 

por 15 segundos. As curvas de dissociação dos produtos finais foram avaliadas para a 

confirmação da presença de apenas um amplicon.  

Para a quantificação dos transcritos foi utilizado o método da curva padrão 

relativa. Para a preparação das curvas foi utilizado DNA genômico da cultura selvagem 

WT em uma concentração de aproximadamente 7,8 ng/uL conforme dosagem em 

Nanodrop. A amplificação do DNA utilizado na preparação das curvas padrão foi 

realizada do mesmo modo descrito para a amplificação dos cDNAs.  

As reações foram controladas pelo 7500 Software (Applied Biosystems). As 

leituras foram feitas a cada ciclo e o logaritmo do incremento da fluorescência foi 

plotado contra o número do ciclo. A correção da fluorescência basal foi realizada 
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automaticamente pelo programa. O cálculo da quantificação relativa (RQ) para cada 

uma das condições foi realizado por interpolação na curva padrão relativa utilizando o 

7500 software. Análises estatísticas foram realizadas usando o teste t não pareado para 

comparar os níveis de mRNA das culturas induzidas e não induzidos com tetraciclina, 

nos diferentes dias de coleta. Para as análises estatísticas foram usados o software 

GraphPad Prism. Foram produzidos controles negativos internos para cada 

experimento de qRT-PCR com o objetivo de verificar tanto a presença de potenciais 

contaminações com DNA genômico, quanto a pureza dos reagentes utilizados nas 

reações de qRT-PCR utilizando apenas os reagentes normalmente acrescentados na 

reação, sem a adição de cDNA. Para cada par de iniciadores foram realizadas três 

réplicas técnicas para cada condição analisada bem como para os controles negativos.  
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4.1 A proteína SMYB1 se localiza no citoplasma celular em diversas fases do ciclo 

de vida de S. mansoni 

Em sua dissertação de mestrado, Valadão (1998) verificou o reconhecimento, 

por soro anti-SMYB1, de proteínas com tamanho aproximado à proteína SMYB1 (~24 

KDa) em extratos nucleares e citoplasmáticos de vermes adultos de S. mansoni. A 

verificação da localização da proteína SMYB1 é um passo bastante importante na sua 

caracterização, tendo em vista que a presença no citoplasma de proteínas 

potencialmente reguladoras da expressão gênica é um indício de que elas sejam capazes 

de interagir com RNAs. Diante disso, ensaios de imunohistoquímica, com o objetivo de 

avaliar a presença e localização da proteína SMYB1, foram realizados em amostras de 

diferentes fases do S. mansoni utilizando anticorpos anti-SMYB1.  

Através destes experimentos foi possível detectar a presença da proteína em 

todos os estágios analisados: ovos (Figura 10: A1 – A4), cercárias (Figura 10: B1 – B4), 

miracídios (Figura 10: C1 – C4), vermes adultos fêmeas (Figura 10: D1 – D4), vermes 

adultos machos (Figura10: E1 - E4) e esquistossômulos (Figura 10: F1 – F4). 

Verificamos que SMYB1 está distribuída de forma homogênea no citoplasma do 

parasito nos diferentes estágios analisados. Não foi detectada nenhuma marcação nos 

controles negativos, onde foi utilizado o soro pré-imune (Figura 10: A5, B5, C5, D5, E5 

e F5). A presença da proteína no citoplasma reforça os achados anteriores que 

demonstram a capacidade de SMYB1 de se ligar a RNAs (Valadão, 2002). 
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Figura 10: Localização da proteína SMYB1 nativa nos diversos estágios do ciclo de vida de S. 

mansoni por experimentos de imunohistoquímica. Ovos do parasito presentes no fígado de 

camundongos (A1 – A4), cercárias (B1 – B4), miracídios (C1 – C4), vermes adultos fêmeas (D1 – D4), 

vermes adultos machos (E1 - E4) ou esquistossômulos (F1 – F4) foram incubados com anticorpo  para 

avaliar a localização e presença da proteína SMYB1. As imagens de fluorescência foram obtidas 

utilizando microscópio confocal (Carl Zeiss Axioplan - 510 META) e lente de imersão com aumento total 

de 63x. Em verde estão marcados os filamentos de actina, em azul estão corados os núcleos celulares e 

em vermelho está marcada a proteína SMYB1. A sobreposição das cores azul e vermelha produz uma 

coloração rosa. O soro pré-imune foi utilizado como controle e se mostrou negativo em todas as amostras 

(A5, B5, C5, D5, E5 e F5). 
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 A figura 11 mostra uma imagem ampliada de vermes adultos fêmeas (Figura 

11A) e macho (Figura 11B) mostrando que a proteína SMYB1 encontra-se ao redor dos 

núcleos, evidenciando a sua localização citoplasmática. Além disso, notamos também 

que SMYB1 está acumulada na região subtegumentar em cercárias, miracídios e vermes 

adultos. Enquanto em cercária e esquistossômulos o padrão de distribuição de SMYB1 

no corpo do animal parece ser anterior (Figura 10: B1-B4 e F1-F4), em vermes adultos 

(Figura 12), ovos e miracídios (Figura 10: A1-A4 e C1-C4) a proteína está distribuída 

por todo o corpo dos parasitos. 

 

 

Figura 11: A proteína SMYB1 nativa localiza-se no citoplasma de vermes adultos machos e fêmeas. 

de S. mansoni. Esta figura revela a localização citoplasmática da proteína SMYB1 próximo ao tegumento 

de ambos os parasitos fêmeas (A) e machos (B). As imagens de fluorescência foram obtidas utilizando 

microscópio confocal (Carl Zeiss Axioplan - 510 META) e lente de imersão com aumento de 63x. Em 

verde estão marcados os filamentos de actina, em azul estão corados os núcleos celulares e em vermelho 

está marcada a proteína SMYB1. A região de cada imagem foi aumentada de aproximadamente 2X para 

maiores detalhes na visualização. 
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Figura 12: A proteína SMYB1 apresenta distribuição uniforme ao longo do corpo de vermes 

adultos machos e fêmeas de S. mansoni. Esta figura mostra a localização citoplasmática de SMYB1 

abaixo do tegumento em vermes adultos fêmea (A1-A4) e macho (B1-B4). As imagens de fluorescência 

foram obtidas utilizando microscópio confocal (Carl Zeiss Axioplan - 510 META) e lente de imersão com 

aumento total de 10x. Em verde estão marcados os filamentos de actina, em azul estão corados os núcleos 

celulares e em vermelho está marcada a proteína SMYB1. 

 

4.2 Linhagem de T. cruzi  superexpressando SMYB1 

Baseando-se no fato de que as proteínas da família Y-box podem apresentar 

função no reparo de DNA e levando-se em consideração a importância de estudos que 

visam compreender o reparo por erro de pareamento de bases no DNA, um dos 

objetivos deste trabalho foi investigar o potencial papel de SMYB1 nesse processo. Para 

isso nós empregamos o parasito T. cruzi como organismo modelo. Uma vez que a 

proteína MSH2 participa do reparo por erro de pareamento de bases em T. cruzi 

(Campos, 2009), o parasito heminoucaute para o gene MSH2, além do parasito 

selvagem, foram utilizados neste estudo. Assim, foi possível verificar se a 

superexpressão da proteína SMYB1 é capaz de complementar o fenótipo de 

sensibilidade à água oxigenada apresentado por clones de T. cruzi heminocautes para o 

gene MSH2.  

Com este intuito, o cDNA codificador para SMYB1 foi clonado no vetor 

pROCKneo (DaRocha et al., 2004), capaz de promover superexpressão em T. cruzi sob 

a regulação de um promotor para transcrição de RNA ribossômico. O vetor confere 

resistência ao antibiótico neomicina. Assim, primeiramente foi realizada a amplificação 

do fragmento de cDNA codificador para SMYB1 (678 pb) com os iniciadores 
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YBfwXbaI e YBrevSalI. Após o fragmento de interesse ter sido purificado, foi realizada 

uma subclonagem no vetor pGEM-T. As colônias resultantes foram analisadas por meio 

de PCR de colônias para verificar quais apresentavam o plasmídeo com o fragmento de 

interesse (pGEM-SMYB1). Foram então selecionados 3 clones positivos, os quais 

foram sequenciados. Após a confirmação de que o inserto clonado estava de acordo com 

a sequência do gene SMYB1 depositado no GenBank, foi realizada a digestão do vetor 

pGEM-SMYB1 dos três diferentes clones utilizando as enzimas XbaI e SalI para a 

liberação do inserto de interesse. É importante notar que a sequência do gene SMYB1 

apresenta o sítio da enzima SlaI e por isso a enzima SalI, que gera um sítio compatível 

para a ligação de fragmentos gerados pela digestão com a enzima SlaI, foi utilizada para 

a liberação do gene SMYB1 do vetor pGEM-T. 

Após a digestão dos vetores pGEM-SMYB1, foi realizada a clonagem do gene 

SMYB1 no vetor pROCK. As colônias resultantes foram analisadas por meio de PCR 

de colônias (Figura 13), sendo três clones positivos selecionados e sequenciados. Após 

a confirmação de que o inserto clonado estava de acordo com a sequência do gene 

SMYB1 depositado no GenBank, um clone foi selecionado e usado para a transfecção 

do parasito.  

 

 

Figura 13: PCR de colônias de bactérias transformadas com o plasmídeo pROCK-SMYB1. Gel de 

agarose 1 % corado com brometo de etídio. MP: Marcador de peso molecular 1Kb plus DNA ladder. 

1,2,3, 5 e 6: Amplicons de interesse de aproximadamente 678 pb produzidos a partir de diferentes clones 

bacterianos. 4: Não houve amplificação do inserto. 7: Controle negativo sem a presença de bactérias. 

 

O vetor de superexpressão pROCKneo contendo o gene SMYB1 (pROCK-

SMYB1) e o vetor pROCKneo sem o gene SMYB1 (pROCK), definido aqui como 

vetor vazio, foram então linearizados e utilizados para transfectar, por eletroporação, as 

culturas epimatigotas de T. cruzi WT e MSH2+/-. Como controle, foram também 
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utilizadas culturas eletroporadas na ausência de plasmídeo (Mock). Foram, então, 

gerados os seguintes parasitos: selvagem (TcWT), selvagem com o vetor pROCK-

SMYB1 (TcWT-SMYB1), selvagem com o vetor vazio pROCK (TcWT-pROCK), 

heminocaute (TcMSH2+/-), heminocaute com o vetor pROCK-SMYB1 (TcMSH2-

SMYB1) e heminocaute com o vetor pROCK vazio (TcMSH2-pROCK). 

Todas as culturas foram cultivadas em meio LIT em fase exponencial de 

crescimento. Após a eletroporação, foram mantidas sob seleção em meio LIT contendo 

o antibiótico apropriado para cada cultura transfectada. Após um mês de seleção, 

nenhum parasito foi detectado na cultura Mock, enquanto os parasitos da cultura 

transfectada com os plasmídeos mantiveram seu crescimento. Esse resultado indica a 

provável incorporação do vetor contendo os genes de resistência aos antibióticos 

utilizados e consequentemente do gene SMYB1 pelos parasitos transfectados. Para 

verificar a presença do vetor (pROCK-SMYB1) nos parasitos selvagem e heminocaute, 

foi extraído DNA total desses parasitos e realizada PCR para amplificar o gene de 

SMYB1. Para todas as amostras analisadas foi observado um fragmento com tamanho 

esperado de 678 pares de bases (Figura 14). 

 

 

Figura 14: PCR de DNA total extraído de cepas selvagens e nocautes de T. cruzi transfectadas com 

pROCK-SMYB1. Gel de agarose 1 % corado com brometo de etídio. MP: Marcador de peso molecular 

1Kb plus DNA ladder. 1:Controle negativo (DNA total da cepa selvagem WT). 2 e 3: Amplicons de 

interesse de aproximadamente 678 pb produzidos a partir de parasitos selvagens transfectados com 

pROCK-SMYB1 (TcWT-SMYB1). 4 e 5: Amplicons de interesse de aproximadamente 678 pb 

produzidos a partir de diferentes parasitos heminocautes MSH2 transfectados com pROCK-SMYB1 

(TcMSH2-SMYB1). 6: cDNA de S. mansoni (controle positivo). 

Para verificar a expressão do transcrito da proteína SMYB1 nos parasitos 

transfectados, foi realizada PCR do cDNA sintetizado a partir de RNA extraído de 

culturas TcMSH2-SMYB1 e TcWT-SMYB1. Como controle positivo foram utilizados 
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cDNA de S. mansoni e DNA total da cultura TcWT-SMYB1. Para o controle negativo 

foram utilizados cDNA das culturas TcWT e TcMSH2+/-. Para as duas culturas 

analisadas foi observado o fragmento esperado com tamanho de aproximadamente 678 

pb (Figura 15). 

 

 

Figura 15: PCR de cDNA das cepas selvagens e heminocautes de T. cruzi transfectados com 

pROCK-SMYB1. Gel de agarose 1 % corado com brometo de etídio. MP: Marcador de peso molecular 

1Kb plus DNA ladder. 1 e 2: amplificação do cDNA da cultura TcMSH2+/- (controle negativo). 3 e 4: 

Amplicons de interesse de aproximadamente 678 pb produzidos a partir do cDNA de TcMSH2-SMYB1. 

5 e 6: amplificação do cDNA de TcWT (controle negativo). 7 e 8: Amplicons de interesse de 

aproximadamente 678 pb produzidos a partir de TcWT-SMYB1. 9: amplificação do cDNA de S. mansoni 

(controle positivo). 10: amplificação utilizando DNA total de TcWT-SMYB1 (controle positivo). 

 

4.3 Linhagens de T. brucei expressando a proteína SMYB1 

Assim como para o parasito T. cruzi também foram gerados os plasmídeos 

necessários para a transfecção do T. brucei. Primeiramente, foi gerado o plasmídeo 

pGEM-T-SMYB1 e após seleção por PCR de colônia e confirmação por 

sequenciamento, o amplicon foi então digerido e clonado no vetor de expressão 

pRM482, gerando o plasmídeo pRM482-SMYB1 (Figura 16), necessário para 

transfectar os parasitos. 
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Figura 16: PCR de colônias de bactérias transformadas com o plasmídeo pRM482-SMYB1. Gel de 

agarose 1 % corado com Syber safe. MP: Marcador de peso molecular 1Kb plus DNA ladder. 1,2, 4, 5, 6 

e 7: Amplicons de interesse de aproximadamente 678 pb produzidos a partir de diferentes clones 

bacterianos. 3: Controle negativo sem a presença de bactérias. 

 

Formas sanguíneas da cepa 427 (WT) e cepas nocaute para o gene MSH2 

(TbMSH2-/-) de T. brucei na fase logarítmica de crescimento foram transfectadas, por 

eletroporação, com o vetor linearizado contendo o gene SMYB1 (pRM482-SMYB1) e 

com o vetor linearizado vazio, sem a presença do gene SMYB1. Os parasitos 

eletroporados foram cultivados em meio HMI-9 contendo os antibióticos necessários 

para a seleção dos parasitos TbWT ou TbMSH2-/- contendo os vetores apropriados 

pRM482-SMYB1 ou pRM482. Após 7 dias da transfecção alguns clones foram 

selecionados e cultivados em meio HMI-9. Para verificar a presença do vetor pRM482-

SMYB1 foi realizada PCR a partir de DNA total extraído dos parasitos transfectados. 

Para todas as amostras analisadas foi observado um fragmento com tamanho esperado 

de 678 pares de bases (Figura 17).  
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Figura 17: PCR de DNA total extraído de cepas selvagens TbWT e nocautes TbMSH2 -/- de T. 

brucei transfectadas com pRM482-SMYB1. Gel de agarose 1 % corado com Sybr safe. MP: Marcador 

de peso molecular 1Kb plus DNA ladder. 1, 2, 3, 4 e 5: Amplicons de interesse de aproximadamente 678 

pb produzidos a partir de diferentes parasitos MSH2 nocautes transfectados com pRM482-SMYB1. 6, 7, 

8, 9 e 10: Amplicons de interesse de aproximadamente 678 pb produzidos a partir de diferentes parasitos 

selvagens transfectados com pRM482-SMYB1. 11: Controle negativo sem a presença de DNA. 

 

Para verificar a expressão de SMYB1 nos parasitos transfectados, foi realizada 

PCR a partir do cDNA das cepas transfectadas. O cDNA foi sintetizado a partir de RNA 

extraído das culturas TbMSH2-SMYB1 e TbWT-SMYB1. Como controle negativo foi 

utilizado cDNA sintetizado a partir do RNA extraído da cultura TbWT. Para as duas 

culturas analisadas foi observado o fragmento esperado com tamanho de 

aproximadamente 678 pb (Figura 18). 
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Figura 18: PCR de cDNA das cepas selvagens e nocautes de T. brucei transfectadas com o vetor 

pRM482-SMYB1. Gel de agarose 1 % corado com brometo de etídeo. MP: Marcador de peso molecular 

1Kb plus DNA ladder. 1: amplificação do cDNA da cultura TbWT (controle negativo). 2: Amplicons de 

interesse de aproximadamente 678 pb produzidos a partir da cultura TbWT-SMYB1. 3: Amplicons de 

interesse de aproximadamente 678 pb produzidos a partir da cultura TbMSH2-SMYB1.  

 

4.4 A proteína SMYB1 não afeta o crescimento das cepas de T. cruzi e T. brucei 

A presença de uma proteína heteróloga em um organismo pode interferir no seu 

desenvolvimento, podendo ser tóxica e inibir assim o seu crescimento. Dessa maneira, 

para verificar se a expressão da proteína SMYB1 nas cepas de T. cruzi (TcWT-SMYB1 

e TcMSH2-SMYB1) e T. brucei (TbWT-SMYB1 e TbMSH2-SMYB1) iriam interferir 

em seu desenvolvimento, o crescimento das células foi acompanhado. No caso do T. 

cruzi o acompanhamento foi realizado durante 8 dias consecutivos com contagens das 

células após o segundo, quarto, sexto e oitavo dia (Figura 19A). Já para o T. brucei o 

acompanhamento foi realizado por 4 dias consecutivos com contagem após 24 horas 

(Figura 19B). Os parasitos TcMSH2, TcMSH2-pROCK, TbWT-pRM482, TbMSH2 e 

TbMSH2-pRM482 foram também acompanhados quanto à sua taxa de crescimento. A 

cepa TcWT-pROCK não foi incluída na curva de crescimento, uma vez que já foi 

demonstrado que a presença do vetor pROCK vazio não interfere no crescimento da 

cepa WT (Figura 20, realizada pela aluna de doutorado Isabela Cecília Mendes - Tese 

em preparação). 

Todas as cepas transfectadas (TcWT-pROCK, TcWT-SMYB1, TcMSH2-

pROCK, TcMSH2-SMYB1, TbWT-pRM482, TbWT-SMYB1, TbMSH2-pRM482, 

TbMSH2-SMYB1) apresentaram curvas de crescimento similares à cepa selvagem 

correspondente (TcWT ou TbWT), indicando que a expressão da proteína exógena 

SMYB1 não impediu o crescimento dos parasitos (Figura 19).  
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Figura 19: Curva de crescimento para verificar o efeito da expressão de SMYB1 em cepas de T. 

cruzi e T. brucei. A) Avaliação do crescimento das cepas de T. cruzi selvagem (TcWT), heminocaute 

para MSH2 (TcMSH2), expressando SMYB1 (TcWT-SMYB1 e TcMSH2-SMYB1) e heminocaute com 

o vetor pROCK vazio (TcMSH2-pROCK). Os parasitos foram cultivados em meio LIT em uma 

concentração inicial de 0,5 x 10
7
 células/mL. B) Avaliação do crescimento das cepas de T. brucei 

selvagem (TbWT), nocaute para MSH2 (TbMSH2), expressando SMYB1 (TbWT-SMYB1 e TbMSH2-

SMYB1), nocaute com o vetor pRM482 vazio (TbMSH2-pRM482) e selvagem com o vetor vazio 

(TbWT-pRM482). Os parasitos foram cultivados em meio HMI-9 em uma concentração inicial de 1 x 10
5
 

células/mL. Os valores mostrados nos dois gráficos correspondem à média de um experimento em 

triplicata e seus desvios padrão de cada ponto. 
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Figura 20: Curva de crescimento de cepas de T. cruzi selvagem (TcWT) e transfectadas com os 

vetor vazio pROCKneo (TcWTpROCK). Cepas de T. cruzi selvagem (TcWT), transfectadas com o 

vetor pROCK contendo o gene de seleção para a neomicina (pROCKneo). Os valores mostrados 

correspondem à média de um experimento realizado em triplicata. Dados fornecidos pela aluna de 

doutorado Isabela Cecília Mendes (tese em preparação). 

 

4.5 Efeito da proteína SMYB1 na sobrevivência dos parasitos T. cruzi e T. brucei 

selvagens submetidos a estresse induzido por peróxido de hidrogênio (H2O2) 

Para verificar a atuação de SMYB1 em T. cruzi e T. brucei, as células que 

expressam SMYB1 (TcWT-SMYB1 e TbWT-SMYB1) foram tratadas com peróxido de 

hidrogênio em diferentes concentrações. Como dito anteriormente, o peróxido de 

hidrogênio é responsável por gerar danos oxidativos no DNA, levando principalmente a 

lesões na base e no açúcar do DNA e quebras de fita simples (SSBs). Esse agente 

genotóxico também pode gerar sítios abásicos, crosslinks entre proteínas e DNA, e 

quebras de fita dupla quando duas ou mais modificações se situam próximas e em fitas 

opostas (Slupphaug et al., 2003, Stohl and Seifert, 2006).  

A superexpressão de SMYB1 em cepas selvagens de T. cruzi não influencia na 

sobrevivência do parasito frente ao dano oxidativo causado pelo H2O2 (Figura 21A). O 

tratamento com 100 µM de H2O2 leva a morte tanto das células superexpressando 

SMYB1 como aquelas utilizadas como controle negativo (TcWT, TcWT-pROCK). 

Entretanto, ao avaliarmos a expressão de SMYB1 em cepas selvagens de T. brucei 

verificamos que a presença de SMYB1 torna a cepa mais sensível ao tratamento com 

H2O2 (Figura 21B) quando comparada as controles sem expressão da proteína (TbWT, 
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TbWT-pRM482) isso pode ter ocorrido provavelmente devido a produção de um 

fenótipo de dominância negativa. 

 

 

 

Figura 21: Curva de sobrevivência dos parasitos T. cruzi e T. brucei selvagens expressando SMYB1 

frente ao tratamento com peróxido de hidrogênio. A) Cepas de T. cruzi selvagem (TcWT), 

superexpressando SMYB1 (TcWT-SMYB1) e com o vetor pROCK vazio (TcWT-pROCK) foram 

submetidas as doses de 0, 50, 75 e 100 μM de H2O2 . Os parasitos foram cultivados em meio LIT em uma 

concentração inicial de 1 x 10
7
 células/mL. B) Cepas de T. brucei selvagem (TbWT), expressando 

SMYB1 (TbWT-SMYB1) e com o vetor vazio (TbWT-pRM482) foram submetidas as doses de 0, 50, 

100 e 200 μM de H2O2. Os parasitos foram cultivados em meio HMI-9 em uma concentração inicial de 1 

x 10
5
 células/mL. Os valores mostrados correspondem à média percentual de triplicatas das células 

tratadas em relação às células não tratadas e as barras correspondem ao desvio padrão das triplicatas. 
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4.6 SMYB1 é capaz de complementar a função desempenhada por MSH2 em T. 

cruzi e T. brucei frente ao estresse oxidativo induzido por peróxido de 

hidrogênio (H2O2) 

O dano oxidativo, pode surgir do próprio metabolismo oxidativo endógeno, é 

uma ameaça constante à estabilidade genômica podendo causar graves danos em uma 

célula. As lesões nas bases que podem surgir a partir do dano oxidativo ao DNA, tais 

como a 8-oxoG, se não removidas pelo sistema de reparo por excisão de bases (BER), 

podem ser reconhecidas pelo MMR (Slupphaug et al., 2003). A proteína MSH2 é o 

principal componente da via MMR em organismos eucariotos e já foi demonstrada a sua 

participação nessa via em tripanossomatídeos (Augusto-Pinto et al., 2003, Augusto-

Pinto et al., 2001). Campos (2009) demonstrou que a deleção de um dos alelos de MSH2 

em T. cruzi cepa CL Brener causou sensibilidade das células ao estresse oxidativo 

causado por H2O2. Do mesmo modo, Machado-Silva (2008) demonstrou que cepas de 

T. brucei nocaute para o gene MSH2 também são mais sensíveis ao dano oxidativo 

induzido por H2O2 que parasitos do tipo selvagem. Diante disso, para verificar se a 

proteína SMYB1 seria capaz de complementar a função desempenhada pela proteína 

MSH2 em T. cruzi e T. brucei cepas heminocautes de T. cruzi e nocautes de T. brucei 

para o gene MSH2 expressando a proteína SMYB1 foram submetidas ao tratamento 

com diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio.  

Nossos resultados demonstraram que os mutantes de T. cruzi assim como os 

mutantes de T. brucei expressando a proteína SMYB1 são mais resistentes ao dano 

oxidativo induzido pelo peróxido de hidrogênio do que as cepas mutantes sem a 

presença de SMYB1 (Figura 22). Isso evidencia que a proteína SMYB1 foi capaz de 

complementar a função desempenhada pela proteína MSH2 nesses tripanossomatídeos. 
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Figura 22: Curva de sobrevivência dos parasitos T. cruzi e T. brucei heminocaute e nocaute para 

MSH2 expressando SMYB1 frente ao tratamento com peróxido de hidrogênio. A) Cepas de T. cruzi 

heminocaute (TcMSH2), superexpressando SMYB1 (TcMSH2-SMYB1) e com o vetor pROCK vazio 

(TcMSH2-pROCK) foram submetidas às doses de 0, 50, 75 e 100 μM de H2O2. Os parasitos foram 

cultivados em meio LIT em uma concentração inicial de 1 x 10
7
 células/mL. B) Cepas de T. brucei 

nocautes (TbMSH2), expressando SMYB1 (TbMSH2-SMYB1) e com o vetor vazio (TbMSH2-pRM482) 

foram submetidas às doses de 0, 50, 100 e 200 μM de H2O2. Os parasitos foram cultivados em meio HMI-

9 em uma concentração inicial de 1 x 10
5
 células/mL. Os valores mostrados correspondem à média 

percentual de triplicatas das células tratadas em relação às células não tratadas e as barras correspondem 

ao desvio padrão das triplicatas. 

 

A proteína SMYB1 parece desempenhar funções diferentes em 

tripanossomatídeos quando presente em cepas selvagens e cepas mutantes. Podemos 

notar esse fato pelos resultados apresentados nas Figuras 21 e 22. SMYB1 complementa 
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a função de reparo de DNA exercida por MSH2, podendo sugerir que SMYB1 possa 

participar da via de reparo por erro de pareamento de bases e na resposta ao estresse 

oxidativo, uma vez que MSH2 é o principal componente dessa via em eucariotos. A 

expressão de SMYB1 nas cepas selvagens de T.cruzi não apresenta nenhum efeito nesse 

organismo, uma vez que não houve diferença entre TcWT, TcWT-SMYB1 e TcWT-

pROCK quando submetidos as diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio. 

Entretanto, a presença de SMYB1 em cepas selvagens de T. brucei, parece produzir um 

fenótipo de dominância negativa, o que torna a cepa mais sensível ao tratamento com 

peróxido de hidrogênio, como já salientado anteriormente. 

 

4.7 Localização subcelular da proteína SMYB1 em cepas selvagens e heminocautes 

de T. cruzi 

O estudo da função de um gene pode ser investigado através de diversas formas. 

No presente estudo, procuramos inferir a função do gene SMYB1 no MMR e na 

resposta ao estresse oxidativo utilizando o T. cruzi e o T. brucei como organismos 

modelo. Para isso, analisamos os parasitos expressando SMYB1 por meio de ensaios 

fenotípicos em parasitos selvagens e heminocautes para o gene MSH2 bem como 

analisamos sua localização subcelular no parasito. Os resultados obtidos através das 

curvas de sobrevivência sugerem que SMYB1 complementa a função desempenhada 

pela proteína MSH2 em T. cruzi. Campos (2009) em sua tese, utilizando anticorpo anti-

MSH2 de T. cruzi, demonstrou que a proteína MSH2 de T. cruzi (TcMSH2) está 

localizada de forma homogênea no citoplasma do parasito. Além disso, como mostrado 

na Figura 10, a proteína SMYB1 foi também localizada no citoplasma de células de S. 

mansoni. Ensaios de imunolocalização com o objetivo de avaliar a presença e 

localização da proteína SMYB1 foram realizados em células TcWT-SMYB1 e 

TcMSH2-SMYB1 tratadas e não tratadas com peróxido de hidrogênio, utilizando 

anticorpos anti-SMYB1. Como controle negativo foram utilizadas células TcWT e 

TcMSH2.  

Através destes experimentos foi possível detectar a presença da proteína nas 

cepas TcWT-SMYB1 e TcMSH2-SMYB1 tratadas e não tratadas com peróxido de 

hidrogênio. Verificamos que a proteína SMYB1 está distribuída de forma homogênea 

no citoplasma do parasito (Figura 23). Não foi detectada nenhuma marcação nos 
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controles negativos (TcWT e TcMSH2). A presença da proteína no citoplasma reforça 

os resultados já mostrados de que SMYB1 estaria complementando a função de MSH2.  

Entretanto, não podemos descartar a possibilidade de que SMYB1 esteja localizada na 

mitocôndria, tendo em vista que não usamos um marcador mitocondrial nesse 

experimento. E além disso, apesar de não ser uma análise quantitativa, podemos notar 

uma marcação mais forte nas cepas heminocautes após tratamento com peróxido de 

hidrogênio em relação as cepas não tratadas e as cepas selvagens expressando SMYB1. 

 

 

Figura 23: Localização subcelular da proteína SMYB1 em formas epimastigotas de T. cruzi por 

imunofluorescência. Na figura, estão indicadas as imagens obtidas por contraste de fase, por coloração 

com DAPI e por incubação com anticorpo policlonal anti-SMYB1. A marcação foi realizada utilizando 

anticorpo secundário anti-coelho conjugado com Cy-5. O núcleo e o cinetoplasto foram contra-corados 

com DAPI. 

 

4.8 Silenciamento do transcrito de RBP16 em T. brucei pelo mecanismo de RNA de 

interferência 

Como mencionado anteriormente, outra proteína da família Y-box utilizada 

neste estudo foi a proteína de ligação ao RNA mitocondrial presente em Trypanosoma 
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brucei denominada RBP16, capaz de regular a edição e a estabilidade do RNA na 

mitocôndria (Hayman and Read, 1999). Como já foi demonstrado que proteínas da 

família Y-box são capazes de atuar no reparo de DNA e sabendo-se que SMYB1 foi 

capaz de suprir a ausência de MSH2, desempenhando um papel importante na 

sobrevivência dos parasitos T. cruzi e T. brucei frente ao tratamento com peróxido de 

hidrogênio, nós então resolvemos verificar qual seria o efeito do silenciamanto de 

RBP16 em formas sanguíneas do parasito T. brucei e ainda, qual seria o efeito de 

agentes genotóxicos nesse tripanossomatídeo silenciado para RBP16. Para isso, foi 

amplificado o gene RBP16 a partir de um DNA genômico do parasito usando 

iniciadores com sítios de recombinação AttB1 e AttB2 para ligação e clonagem no vetor 

pGL2084, desenvolvido para uma rápida geração do stem-loop de RNAi para uso em T. 

brucei. A correta clonagem do inserto de RBP16 no plasmídeo foi verificada através 

dos testes realizados com diferentes enzimas de restrição. 

 

4.9 Linhagens de T. brucei contendo o vetor de indução do silenciamento de RBP16 

 Para realizar esse estudo, formas sanguíneas da cepa 2T1 de T. brucei foram 

transfectadas, por eletroporação, com o vetor contendo o gene RBP16 (pGL2084-

RBP16). Os parasitos foram cultivados em meio HMI-9 contendo 2,5 µg/mL de 

higromicina e 0,5 µg/mL de fleomicina para a seleção dos parasitos com o vetor 

integrado em seu genoma. Após 7 dias da transfecção, apenas 2 clones foram 

selecionados e cultivados em meio HMI-9. Para verificar a integração do vetor no 

parasito, os clones selecionados que foram submetidos a tratamentos com o antibiótico 

puromicina morreram, o que indica a correta integração do cassete de RNAi, uma vez 

que células transfectadas tornam-se sensíveis a esse antibiótico. Após essa confirmação 

visual, partimos para o próximo passo que foi a indução do RNAi. Com esse intuito, 

tratamos as células com um 1 µg/mL de tetraciclina, além dos antibióticos de seleção 

higromicina e fleomicina, acompanhamos o crescimento das cepas e coletamos células 

para avaliar a expressão gênica de RBP16 por PCR quantitativa em tempo real. 

 

4.10 Nível de expressão gênica de RBP16 e o efeito do seu silenciamento no 

crescimento T. brucei 

As formas sanguíneas de T. brucei com concentração de 5 x 10
4 

células/mL 

foram utilizadas para a realização da PCR quantitativa em tempo real e da curva de 
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crescimento. A curva de crescimento foi produzida com e sem a presença do indutor de 

RNAi, a tetraciclina. Após a diluição no terceiro dia de contagem apenas as culturas 

com a presença de tetraciclina cresceram, enquanto as culturas sem tetraciclina se 

mantiveram estáveis. Para os ensaios de PCR quantitativa em tempo real foram 

coletadas células nos três primeiros dias de crescimento e para cada dia de coleta foram 

extraídos RNA total dos dois clones selecionados. A análise dos perfis de amplificação 

do transcrito codificador para RBP16 nas amostras utilizadas revelou que RBP16 é 

silenciada após 24 horas de indução com a tetraciclina e que o clone 1 apresentou maior 

eficiência no sileciamento de RBP16 que o clone 2 (Figura 24). Para a normalização da 

quantidade de transcritos de RBP16, o gene housekeeping GP18 foi usado como 

normalizador. Todas as amplificações foram realizadas em triplicata.  
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Figura 24: . PCR em tempo real para verificar o nível de silenciamento do transcrito de RBP16 no 

parasito T. brucei. Gráfico mostrando a quantificação relativa de transcritos de RBP16 em parasitos 

silenciados com relação aos parasitos não induzidos por Tetraciclina (Tet). Para normalização, o gene 

housekeeping GPI8 foi utilizado. 
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Ao analisarmos a curva de crescimento, verificamos que RBP16 parece ser essencial 

para o crescimento e sobrevivência do parasito (Figura 25), pois, após a diluição no 

terceiro dia, as células não retomavam o crescimento que é observado nas células 

normais não silenciadas para RBP16. É sabido que a proteína RBP16 é essencial para o 

crescimento da forma procíclica de T. brucei (Fisk et al., 2009), o que de certa forma é 

um indício de que, para a forma sanguínea, esta proteína também possa ser essencial. 

 

 

Figura 25: Curva de crescimento para verificar o efeito do silenciamento de RBP16 em cepas T. 

brucei. As cepas de T. brucei não silenciadas correspondem aos clones 1 e clone 2 e as cepas silenciadas 

induzidas com tetraciclina correspondem aos clone 1 Tet+ e clone 2 Tet+. Os parasitos foram cultivados 

em meio HMI-9 em uma concentração inicial de 5 x 10
4
 células/mL. No terceiro dia após a contagem, as 

culturas foram diluídas para a concentraçao inicial de 5 x 10
4
 células/mL. Os valores mostrados no 

gráfico correspondem a média de um experimento realizado em triplicata. 

 

4.11 Efeito de RBP16 na sobrevivência do parasito T. brucei frente ao tratamento 

com agentes genotóxicos 

A maioria dos estudos com a proteína RBP16 de T. brucei estão relacionados a 

sua ação na edição e estabilidade do RNA mitocondrial. Em alguns estudos foi 

demonstrado que essa proteína é capaz de interagir não só com RNA, mas também com 

DNA e com proteínas (Krainer et al., 1991, Hayman et al., 2001). Entretanto, em nosso 

estudo quisemos verificar se RBP16 desempenha alguma função nas vias de reparo de 

DNA, tendo em vista que proteínas da família Y-box, como anteriormente mencionado, 
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possuem função nesse mecanismo. Para isso, culturas selvagens e silenciadas para 

RBP16 foram submetidas a tratamentos com diferentes agentes genotóxicos. 

A cisplatina é uma droga amplamente utilizada no tratamento do câncer. Ela 

forma ligações cruzadas intra e entre fitas do DNA, que leva à morte celular se os danos 

não foram adequadamente reparados. As culturas selvagens e com RBP16 silenciadas 

foram submetidas a diferentes concentrações dessa droga, entretanto, não foram 

observadas diferenças na sobrevivência entre as culturas do tipo selvagem e silenciadas 

para RBP16 (Figura 26), indicando que esta proteína não desempenha um papel chave 

no reparo de lesões causadas por esse agente genotóxico no parasito T. brucei. 

 

 

Figura 26: Efeito do tratamento com cisplatina na sobrevivência do parasito T. brucei silenciado 

para RBP16. Formas sanguíneas não silenciadas (clone 1 e clone 2) e silenciadas (clone 1 Tet+ e clone 2 

Tet+) para RBP16, em fase exponencial de crescimento, foram tratadas com 0, 1, 3 e 5 μM de cisplatina. 

Os parasitos foram cultivados em meio HMI-9 em uma concentração inicial de 1 x 10
5
 células/mL. Os 

valores mostrados correspondem à média percentual de triplicatas das células tratadas em relação às 

células não tratadas e as barras correspondem ao desvio padrão das triplicatas. 

 

Outro agente genotóxico utilizado nesse estudo foi o MMS. Como mencionado 

anteriormente, o MMS é um agente alquilante que pode modificar guaninas (para 7-

metilguanina) e adeninas (para 3-metiladenina) (Beranek, 1990, Lundin et al., 2005). 

Além desses danos, o MMS gera quebras de fita simples e quebras de fita dupla, mas 

não se sabe ao certo se ele causa diretamente essas quebras de fitas de DNA, ou se é 

resultado de eventos de reparo de DNA como, por exemplo, o reparo por excisão de 
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base ou pelo colapso da forquilha de replicação (Wyatt and Pittman, 2006). As culturas 

de T. brucei do tipo selvagem e com RBP16 silenciada foram submetidas à diferentes 

concentrações de MMS e, assim como para a cisplatina, não foi observada diferença na 

sobrevivência entre as culturas analisadas (Figura 27). 

 

 

Figura 27: Efeito do tratamento com MMS na sobrevivência do parasito T. brucei silenciado para 

RBP16. Formas sanguíneas não silenciadas (clone 1 e clone 2) e silenciadas (clone 1 Tet+ e clone 2 Tet+) 

para RBP16 foram tratadas com 0, 50, 100 e 200 μM de MMS. Os parasitos foram cultivados em meio 

HMI-9. Os valores mostrados correspondem à média percentual de triplicatas experimentais das células 

tratadas em relação às células não tratadas e as barras correspondem ao desvio padrão das triplicatas. 

 

A contribuição de RBP16 para o reparo de lesões oxidativas no DNA desses 

parasitos também foi avaliada pelo tratamento com peróxido de hidrogênio. O 

silenciamento de RBP16 causou um aumento na sensibilidade ao peróxido de 

hidrogênio das células silenciadas em comparação às células não silenciadas (Figura 

28). Esses dados indicam que RBP16 possui um papel na sobrevivência dos parasitos ao 

tratamento com peróxido de hidrogênio.  
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Figura 28: Efeito do tratamento com H2O2 na sobrevivência do parasito T. brucei silenciado para 

RBP16. Formas sanguíneas não silenciadas (clone 1 e clone 2) e silenciadas (clone 1 Tet+ e clone 2 Tet+) 

para RBP16 foram tratadas com 0, 100, 200 e 300 μM de H2O2. Os parasitos foram cultivados em meio 

HMI-9. Os valores mostrados correspondem à média percentual de triplicatas experimentais das células 

tratadas em relação às células não tratadas e as barras correspondem ao desvio padrão das triplicatas. 
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Para assegurar a precisa utilização da informação genética, a expressão gênica é 

regulada em nível transcricional, bem como em nível pós-transcricional, incluindo os 

processos de splicing, transporte, localização, estabilidade e tradução do mRNA 

(Hallikas et al., 2006, Mata et al., 2005, Keene, 2007). Durante a evolução, a 

maquinaria celular desenvolveu caminhos precisos para discriminar um mRNA de 

outro, permitindo que cada transcrito possa ser estocado, modificado, traduzido ou 

degradado, dependendo da necessidade da célula pelo mRNA, ou pela proteína por ele 

codificada (Vlasova and Bohjanen, 2008). O estudo de proteínas relacionadas à 

regulação da expressão gênica é extremamente importante, uma vez que as 

características adaptativas do organismo resultam de uma ação recíproca entre DNA, ou 

RNA e os aparatos regulatórios que contém proteínas capazes de se ligar a essas 

moléculas (Mata et al., 2005). O conhecimento da forma de atuação de tais proteínas 

nos permite entender como o organismo mantem seu balanço metabólico e sua 

homeostase.  

As proteínas da família Y-box, por serem reguladores multifuncionais da 

expressão gênica, tornaram-se alvo de muitos estudos, pois participam da regulação em 

nível transcricional e traducional (Kohno et al., 2003, Eliseeva et al., 2011). É bem 

conhecido que proteínas desta família participam de quase todos os eventos de 

regulação da expressão gênica (Lyabin et al., 2011) como a transcrição do mRNA 

(Skabkina et al., 2005), splicing (Raffetseder et al., 2003) e o controle da meia vida dos 

transcritos (Evdokimova et al., 2001), assim como tem atuação também no reparo de 

DNA, replicação e recombinação (de Souza-Pinto et al., 2009, Kuwano et al., 2004). 

SMYB1, objeto de estudo desse trabalho, apresenta em sua estrutura os 

domínios CSD e cauda que permitem a interação desta proteína com DNA e RNA, o 

que a torna um candidato importante de atuação na regulação da expressão gênica em S. 

mansoni. Nosso grupo, em estudos anteriores, demonstrou que SMYB1 é capaz de 

interagir com DNA fita simples e fita dupla, com RNAs (Valadao et al., 2002) e com as 

proteínas SmPur-α e SmRNP de S. mansoni, esta última uma proteína importante na 

montagem de complexos ribonucleoprotéicos nucleares pequenos (Valadão 2002 e 

manuscrito apresentado como anexo a este trabalho de Tese). Esses achados sugerem 

que SMYB1 possa estar envolvida na regulação de eventos pós-transcricionais. 

O parasito S. mansoni possui um ciclo de vida bastante complexo, com 

alternância de fases entre formas livres, que vivem na água e formas que vivem no 

interior de dois hospedeiros, vertebrado ou invertebrado. Cada estágio do seu ciclo de 
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vida envolve diversas transformações, tanto morfológicas quanto fisiológicas, 

necessárias para a apropriada adaptação do parasito a estes diferentes ambientes (Neves, 

2005). Assim, a avaliação da presença de uma proteína nas diversas fases do ciclo de 

vida pode nos ajudar a entender melhor a sua função biológica no parasito. Como uma 

importante etapa na caracterização de SMYB1, fizemos experimentos de 

imunolocalização usando anticorpo anti-SMYB1, produzido por Valadão (1998), nos 

diferentes estágios de desenvolvimento de S. mansoni. Mostramos que SMYB1 está 

localizada no citoplasma de células do parasito nos estágios de vermes adultos machos, 

vermes adultos fêmeas, ovos, miracídios, cercárias e esquistossômulos. A presença de 

SMYB1 em todas as fases estudadas do ciclo de vida corrobora achados anteriores em 

que foi demonstrado que o cDNA de SMYB1 estava presente em todas os estágios de 

vida do S. mansoni (Franco et al., 1997b). Na literatura existem vários exemplos de 

genes regulatórios expressos em todas as fases do ciclo de vida do parasito e podemos 

citar aqui alguns destes: o gene codificador da proteína citoplasmática SmPKC1 (um 

membro da família das proteínas quinases C) que, por análise de PCR quantitativa em 

tempo real, foi verificado a sua expressão em todas as fases do parasito (Bahia et al., 

2006); e os genes codificadores das proteínas nucleares SmSMT3C e SmSMT3B 

(envolvidas em modificações pós-traducionais) que foram também encontrados se 

expressando nas fases de ovo, vermes adultos, esquistossômulo e cercária (Cabral et al., 

2008). 

Vários estudos com proteínas Y-box citoplasmáticas demonstraram sua 

habilidade de interagir com moléculas de mRNA e regular sua tradução. Dong e 

colaboradores (2009) mostraram que a proteína humana YB-1, presente no citoplasma 

de células MCF7 derivadas de câncer de mama, liga-se preferencialmente a mRNA com 

alto conteúdo de GC. Em outro estudo, foi demonstrado que a proteína YB-1 é mais 

abundante no citoplasma do que outras proteínas de ligação a RNA e assim ela teria a 

capacidade de estabilizar as moléculas de mRNA, agindo no processo da tradução 

juntamente com PABP (proteína de ligação a cauda poli-A) e estimulando a ligação de 

eIF4F (Fator 4F inicial da tradução em eucariotos) ao mRNA (Svitkin et al., 2009). 

Curiosamente, em outro trabalho foi demonstrado que YB-1 é capaz de se ligar ao seu 

próprio RNA e regular a tradução dela mesma (Skabkina et al., 2005). Outra proteína da 

família das Y-box, a MSY2, predominantemente localizada no citoplasma de células 

germinativas de camundongos, age como um co-ativador da transcrição em células 

germinativas de machos e possui uma função importante na repressão da tradução e 
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armazenamento de mRNAs nas espermátides e oócitos de machos e fêmeas, 

respectivamente (Yang et al., 2006). 

A localização citoplasmática de SMYB1, juntamente com a sua habilidade de se 

ligar a RNA (Valadao et al., 2002) e também de interagir com proteína SmRNP sugere 

uma função de SMYB1 no metabolismo de RNA. Como sabemos, a regulação da 

expressão gênica depende de uma multiplicidade de interações entre proteína-DNA, 

proteína-proteína e proteína-RNA (de Oliveira et al., 2004). Já foi demonstrado também 

que a localização de mRNA nas células é importante para a regulação espacial da 

expressão de genes (Matsumoto et al., 2012). O processo de localização é determinado 

por elementos nos mRNAs e por proteínas que se ligam a eles e as proteínas YB-1 

podem exercer um papel importante neste processo (Matsumoto et al., 2012). A 

localização de SMYB1 em células e nos tecidos de S. mansoni pode dar uma indicação 

sobre o seu papel funcional no parasito.  

Atualmente, o estudo do transcriptoma do parasito em profundidade vem 

permitindo uma análise temporal e quantitativa da expressão gênica que são cruciais 

para explorar diferentes conjuntos de dados e avaliar a biologia do organismo em nível 

molecular (Nahum et al., 2012). A análise do transciptoma do parasito é importante 

também para estudar mecanismos regulatórios pós-transcricionais como o splicing 

alternativo e o trans-splicing (Cheng et al., 2006, Verjovski-Almeida and DeMarco, 

2011, DeMarco et al., 2006, Hastings, 2005). É sabido que os esquistossomos usam 

esses mecanismos para manter seu complexo ciclo de vida. O processamento pós-

transcricional tem sido proposto como um mecanismo de geração de variantes de 

proteínas que pode permitir adaptação do parasito às respostas imunes dos diferentes 

hospedeiros (Nahum et al., 2012). Assim, um compreensivo entendimento dos 

mecanismos celulares e moleculares envolvidos na esquistossomose pode contribuir 

para a intervenção efetiva da doença.  

Diante disso, notamos a importância de se estudar proteínas que interagem com 

ácidos nucléicos. Verjovski-Almeida e colaboradores (2003), ao analisarem o 

transcriptoma de S. mansoni de acordo com as categorias de ontologias gênicas 

relacionadas a processos biológicos, observaram que a categoria de metabolismo de 

ácidos nucléicos foi a segunda mais representativa, perfazendo um total de 12% das 

ESTs analisadas. Esses autores verificaram que, dos 15 domínios protéicos mais 

frequentes, a maioria exercia o papel na comunicação intercelular, ou na regulação 

transcricional. Foi verificado através da metodologia de SAGE que 9,7 % dos genes 
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mais abundantemente expressos (genes que apresentavam mais de 500 tags) em vermes 

adultos pertenciam à categoria de ligantes de ácidos nucléicos (como função molecular 

de ontologias gênicas) (Ojopi et al., 2007). E, além disso, já foi sugerido que proteínas 

envolvidas nos sistemas de replicação, transcrição e reparo do DNA deveriam ser 

estudadas como alvos potenciais de drogas contra o S. mansoni (Han et al., 2009). 

O reparo do DNA envolve a participação de inúmeras proteínas que auxiliam na 

remoção de lesões e na manutenção da integridade do genoma (Kunkel and Erie, 2005). 

A proteína MSH2, o componente central da via de MMR, foi caracterizada em T. cruzi 

(Augusto-Pinto et al., 2001, Augusto-Pinto et al., 2003) e em T. brucei (Bell et al., 

2004) indicando a presença de MMR funcional nesses tripanossomatídeos. Em 

linhagens heminocautes para o gene MSH2 em T. cruzi foi verificado que essas cepas 

são mais susceptíveis ao tratamento com peróxido de hidrogênio em relação a cepas 

selvagens, porém, não foram observadas diferenças significativas frente ao tratamento 

com cisplatina (Campos et al., 2010). Em T. brucei, linhagens nocautes para o gene 

MSH2, também se mostraram mais sensíveis aos danos causados pelas espécies reativas 

de oxigênio do que células selvagens e, além disso, apresentaram aumento da 

instabilidade de microsatélites (fenótipo característico de células nocautes para MSH2 

causado pela deficiência na via MMR) e resistência a MNNG. Entretanto, células 

deficientes em MLH1 não apresentam sensibilidade ao peróxido de hidrogênio, o que 

sugere  que esse fenótipo está relacionado a uma atividade de MSH2 independente de 

outras proteínas do MMR (Machado-Silva et al., 2008). Machado-Silva e colaboradores 

(2008) verificaram que a complementação dos nocautes para MSH2 em T. brucei com o 

MSH2 de T. cruzi é capaz de restaurar o fenótipo de resistência ao peróxido de 

hidrogênio, mas não a completa funcionalidade da via de MMR, o que sugere que a 

resposta aos danos oxidativos gerados no DNA ocorre por uma via independente do 

MMR nos dois parasitos. 

O desenvolvimento de protocolos de transfecção foi fundamental para que a 

função de genes pudesse ser estudada em tripanosomatídeos a partir de estratégias de 

manipulação gênica como a complementação funcional heteróloga e o silenciamento de 

genes, que permite investigar vias metabólicas, como o reparo de DNA, que são 

essenciais para o entendimento da biologia do parasito. Baseando-se nessas estratégias e 

sabendo-se que o reparo de DNA é uma das várias características desempenhada por 

proteínas da família Y-box, decidimos investigar a atividade de SMYB1 e de RBP16 

em tripanossomatídeos. A atividade de SMYB1 foi analisada em organismos selvagens, 
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heminocautes e nocautes para o gene MSH2 em T. cruzi e T.brucei, respectivamente, 

avaliando o envolvimento desses parasitos na resposta ao tratamento com peróxido de 

hidrogênio. 

Esse trabalho demonstrou que a presença do gene SMYB1 não impediu o 

crescimento normal de T. cruzi e T. brucei. SMYB1 por ser um gene exógeno aos 

tripanossomatídeos poderia impedir o seu crescimento e o desenvolvimento normal, o 

que é bastante comum em experimentos in vivo que envolvem ensaios de 

complementação funcional heteróloga. Furtado e colaboradores (2012) ao tentar 

expressar o gene TcOGG1 (gene da 8-oxoguanina DNA glicosilase de T. cruzi) em E. 

coli não obtiveram êxito em seu experimento, uma vez que esse gene foi tóxico para o 

desenvolvimento bacteriano causando a sua morte.  

Em nossos estudos verificamos que SMYB1 foi capaz de complementar a 

função desempenhada por MSH2 em cepas heminocautes e nocautes de T. cruzi e T. 

brucei, quando submetidos ao tratamento com peróxido de hidrogênio. Dessa forma, os 

resultados sugerem que a proteína SMYB1 possa reconhecer lesões oxidativas no DNA, 

incluindo a 8-oxoG que tem sua produção aumentada na presença de peróxido de 

hidrogênio, e na resposta ao estresse oxidativo, desempenhando a mesma função de 

reparo realizada pela proteína MSH2. 

Pestryakov e colaboradores (2012), ao analisarem a interação de YB-1 com 

sítios AP em DNAs fita dupla e fita simples, verificaram que YB-1 tem maior afinidade 

pelos sítios AP do DNA fita simples, suprimindo a atividade da enzima NEIL1. Na 

presença de radiação UV, ou em tratamentos com cisplatina YB-1 liga-se ao elemento 

Y-box presente nos promotores de genes MDR (Multi Drug Resistance) aumentando 

sua expressão (Ohga et al., 1998), além disso, é capaz de interagir com PCNA (Ise et al., 

1999), um componente dos vários sistemas de reparo do DNA (Jonsson and Hubscher, 

1997). Em outro estudo foi demonstrado que YB-1 promove a separação da fita dupla 

de DNA contendo erro de pareamento de base e modificações causadas por cisplatina, 

independente da sequência de nucleotídeos deste DNA. Eliseeva e colaboradores 

(2011), em seu trabalho de revisão, citaram várias proteínas do sistema de reparo que 

interagem com proteínas YB-1 na via BER (PCNA, p53, hNth1, NEIL2, DNA ligase 

IIIα, DNA polymerase β, DNA polymerase δ, WRN, Ku80, MSH2, e APE-1); NER 

(PCNA, p53, DNA ligase IIIα, DNA polymerase δ), reparo por quebra simples (DNA 

ligase IIIα e APE-1), reparo por quebra dupla (WRN e Ku80), MMR (PCNA e MSH2) e 

reparo por recombinação (WRN e MSH2), evidenciando que essas proteínas possam 
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participar de todas as vias de reparo, sendo que elas se ligam com inúmeras proteínas da 

via BER e são capazes de interagir também com a proteína MSH2. Entretanto, ainda são 

necessárias muitas análises in vitro e in vivo para confirmar a interação funcional entre 

proteínas da família Y-box e proteínas de reparo do DNA. 

A superexpressão de SMYB1 em cepas selvagens de T. cruzi não influencia na 

sobrevivência ao dano oxidativo causado pelo H2O2. Entretanto, ao avaliarmos a 

expressão de SMYB1 em cepas selvagens de T. brucei verificamos que a presença de 

SMYB1 torna a cepa mais sensível ao tratamento com H2O2, provavelmente levando à 

produção de um fenótipo de dominância negativa. Como sabemos, a atividade de MMR 

depende da capacidade ATPásica dos heterocomplexos eucarióticos formados pelas 

proteínas MSH2 e MSH6 e pelas proteínas MSH2 e MSH3 (Campos, 2009), assim a 

expressão exógena de SMYB1 pode estar interferindo na formação desses 

heterocomplexos e dificultando a atividade de reparo de DNA causado pelo peróxido de 

hidrogênio e, assim, sensibilizando as células WT de T. brucei. É possível também que 

em células WT, a expressão de SMYB1 promova uma competição com MSH2 pelas 

suas proteínas parceiras, sequestrando-as e interferindo com o reparo das lesões de 

DNA pelo processo de MMR. É importante ressaltar que variações na eficiência de 

outros componentes da via de MMR, bem como de componentes de outras vias de 

reparo de DNA, podem também estar envolvidos na modulação da eficiência do MMR 

em tripanossomatídeos. 

Em resposta à exposição das células aos agentes que causam danos ao DNA, 

como a luz UV e agentes oxidantes, YB-1 desloca do citoplasma para o núcleo (Cohen 

et al., 2010, Koike et al., 1997, Das et al., 2007). Ao translocar do citoplasma para o 

núcleo da célula, a YB-1 ativa a transcrição gênica de várias proteínas protetoras, 

incluindo proteínas que conferem resistência a múltiplas drogas. Quando envolvidas no 

reparo de DNA no núcleo, YB-1 aumenta a resistência das células aos agentes 

xenobióticos e a radiação ionizante (Eliseeva et al., 2011). O nível de expressão de YB-

1 no núcleo tem sido utilizado como um indicador de resistência a drogas em pacientes 

com câncer de mama, ovário e sarcoma sinovial (Bargou et al., 1997, Janz et al., 2002, 

Rubinstein et al., 2002, Yahata et al., 2002, Oda et al., 2003). 

Em nosso trabralho SMYB1 apresentou localização citoplasmática, antes e após 

tratamento com peróxido de hidrogênio em T. cruzi. Tendo em vista que SMYB1 

apresentou localização citoplasmática nas diferentes fases do ciclo de vida do S. 

mansoni, que a maioria das proteínas Y-box apresenta localização citoplasmática e, 
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além disso, que a proteína MSH2 em T. cruzi também apresenta localização 

citoplasmática (Campos, 2009) nossos resultados estão de acordo com o encontrado na 

literatura. No entanto, esperávamos uma localização nuclear ou mitocondrial de 

SMYB1 nos parasitos expostos ao peróxido de hidrogênio, tendo em vista que SMYB1 

complementou a função desempenhada por MSH2, mostrando uma atividade de reparo 

no DNA. Entretanto, nenhum experimento de localização de MSH2 foi realizado após 

tratamento com agentes genotóxicos (Campos, 2009).  

Gaudreault e colaboradores (2004) mostraram que YB-1 transloca do citoplasma 

para o núcleo duas horas após o tratamento com cisplatina. Assim, a localização 

citoplasmática de SMYB1 em T. cruzi não exclui a possibilidade dela ser recrutada para 

o núcleo precocemente e retornar posteriormente ao citoplasma, tendo em vista que a 

localizaçao protéica foi realizada 24 horas após o tratamento com peróxido de 

hidrogênio. Dessa forma, serão necessários experimentos com um tempo menor de 

exposição do parasito à droga. Já para MSH2, alguns trabalhos sugerem que a sua 

translocação para o núcleo é dependente da pré-formação do heterodímero MSH2-

MSH6 no citoplasma (Hayes et al., 2009) e SMYB1, apesar de ter desempenhado a 

função de MSH2, poderia atuar de outra forma no reparo e não necessariamente por 

interação com MSH6. 

Atualmente foi proposta a existência de uma nova via de MMR na mitocôndria 

humana, que incluiu a YB-1 humana como um dos participantes. Extratos mitocondriais 

com diminuição da expressão de YB-1 mostraram significativa redução da atividade de 

reconhecimento de erros de pareamento no DNA e na atividade de MMR. A diminuição 

da expressão de YB-1 também resultou em uma baixa taxa da respiração celular, 

sugerindo uma disfunção mitocondrial. Outro fato interessante em relação à diminuição 

da expressão de YB-1 é que houve um aumento na taxa de mutagênese do mtDNA, o 

que implica que YB-1 pode evitar mutações (de Souza-Pinto et al., 2009). Baseado 

nisso e nos dados encontrados com SMYB1 em T. cruzi e T. brucei resolvemos 

investigar o papel da proteína RBP16 no reparo de DNA. Assim, foram gerados 

parasitos silenciados para o gene RBP16. Apesar do T. cruzi também apresentar um 

ortológo de RBP16, esse experimento foi realizado apenas em T. brucei, pois utilizamos 

o silenciamento por interferência de RNA (RNAi). Essa técnica não pode ser utilizada 

para a diminuição da expressão gênica em T. cruzi, uma vez que esse parasito assim 

como L. major não possuem os componentes da maquinaria de RNAi, o que foi 

evidenciado a partir da publicação da sequência do genoma desses parasitos. Apenas T. 
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brucei apresenta o gene de Ago1, bem como o ortólogo da Dicer (Shi et al., 2006a, Shi 

et al., 2006b).  

O nosso trabalho mostrou que o ortólogo de SMYB1 em T. brucei, a proteína 

RBP16, participa de processos essenciais no parasito, pois a redução de seus níveis leva 

a uma diminuição do crescimento das células da forma sanguínea. Pelletier and Read 

(2003) ao estudar o silenciamento de RBP16 em T. brucei demonstraram que RBP16 é 

essencial para o crescimento de formas procíclicas do parasito e, além disso, verificaram 

fortes evidências que RBP16 apresenta uma função na edição do RNA mitocondrial in 

vivo. A diminuição da expressão de RBP16 em formas procíclicas de T. brucei resultou 

na redução da edição nos níveis de mRNA de apocitocromo b (CYb), o que sugere que 

RBP16 possui uma função essencial na edição do mRNA de CYb (Miller et al., 2006). 

Foi observado também que o silenciamento de RBP16 mediado por RNAi resultou na 

diminuição dos níveis do mRNA da subunidade 4 da desidrogenase do NADH (ND4) e 

do mRNA da subunidade 1 da citocromo oxidase (COI), indicando a importância de 

RBP16 na estabilização dessas duas moléculas de RNAs (Pelletier and Read, 2003). 

Como podemos notar, de acordo com sua natureza multifuncional, RBP16 é 

extremamente importante para ligação a RNAs e, além disso, já foi mostrado in vivo e 

in vitro a associação de RBP16 a ambos mRNA e gRNA, enfatizando sua importância 

na regulação gênica em T. brucei (Goulah and Read, 2007, Hayman and Read, 1999, 

Miller and Read, 2003, Pelletier et al., 2000). RBP16 exibiu atividade no anelamento de 

gRNA com o pré-mRNA e atividade de separação dos RNAs, sendo assim, RBP16 

atuaria na edição e estabilidade de mRNAs mitocondriais específicos, provavelmente 

através da sua capacidade de se ligar a RNA e de modular as interações RNA-RNA 

(Ammerman et al., 2008). Fisk e colaboradores (2009) avaliaram o crescimento das 

formas procíclicas e sanguíneas de T. brucei após o silenciamento do gene de RBP16 e 

dos genes das proteínas MRP1 e MRP2, de forma simultânea e/ou separados. MRP1 e 

MRP2 são proteínas de ligação ao RNA mitocondrial que formam um complexo 

heteromérico que atua na edição do RNA do cinetoplasto (Schumacher et al., 2006). 

Esses autores verificaram que a diminuição da expressão de RBP16 e de MRP1/2 de 

forma simultânea ou separada prejudica o crescimento das formas procíclicas do 

parasito. Já ao analisarem a forma sanguínea não verificaram diferença no crescimento 

das cepas analisadas, o que contrasta com nossos resultados. Em nosso trabalho, 

começamos a curva de crescimento com uma concentração de células de 5x10
4
 

células/mL e após 4 dias, quando as células atigiram a fase estacionária de crescimento, 
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todas essas, silenciadas ou não para RBP16 morreram, uma vez que forma sanguíneas 

de T. brucei quando atingem a fase logarítmica de crescimento tendem a morrer. Por 

isso, três dias após o início da curva de crescimento fizemos uma diluição para o retorno 

à concentração inicial (5x10
4
 células/mL), o que é o comum para esse tipo de 

experimento. Só após essa diluição verificamos que as células silenciadas não 

retomavam o crescimento normal, quando comparadas às células não silenciadas para 

RBP16. 

Demonstramos que a proteína RBP16 atua na resposta a lesões oxidativas no 

DNA causado por peróxido de hidrogênio, mas não atua no reparo de adutos de DNA 

causado pela cisplatina, ou alquilação no DNA promovida pelo MMS, uma vez que as 

formas sanguíneas do parasito com RBP16 silenciada responderam diferentemente ao 

tratamento com agentes genotóxicos, cisplatina, MMS e H2O2. A inclusão de RBP16 na 

família de proteínas Y-box com atividade multifuncional e as diversas propriedades de 

ligação ao RNA sugere múltiplas funções de RBP16 na regulação da expressão gênica 

mitocondrial de T. brucei e, além disso, também podemos associá-la ao reparo de DNA. 

A identificação de RBP16 associada ao reparo de DNA ainda não havia sido estudada, 

sendo que esses achados são importantes para direcionar futuros estudos de RBP16 

relacionados à biologia do parasito. Entretanto, são necessários estudos para verificar se 

o reparo ocorre no núcleo ou na mitocôndria, ou se em ambos locais. A mitocôndria de 

T. brucei é extremamente diferenciada e envolve a expressão gênica através da 

coordenação de múltiplos processos incluindo processamento ribonucleolítico de 

transcritos primários, poliadenilação, estabilidade e edição do RNA (Bhat et al., 1992, 

Militello and Read, 1999, Stuart and Panigrahi, 2002, Lukes et al., 2005) e os 

mecanismos de reparo de DNA estão extremamente interligados com a regulação do 

ciclo celular, transcrição e replicação, os quais usam fatores comuns (Berra et al., 2006), 

evidenciando assim a importância de se estudar o reparo de DNA nesse parasito. 

Os tripanossomatídeos têm que lidar constantemente com espécies reativas de 

oxigênio (ROS, reactive oxigen species) produzidas pelo hospedeiro e por seu próprio 

metabolismo. A produção de ROS faz parte da estratégia microbicida de macrófagos ao 

serem invadidos por microorganismos. Além disso, durante o processo de respiração 

mitocondrial do próprio tripanossomatídeo ânios superóxido, produzidos como produtos 

intermediários, são convertidos a peróxido de hidrogênio espontaneamente ou através 

da ação da enzima superóxido dismutase. Um alto nível de ROS nas células gera danos 

a proteínas, lipídios e ao DNA, eventualmente levando a morte celular (Alzate et al., 
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2007). Como mencionado anteriormente, os tripanossomatídeos possuem uma 

mitocôndria única e por isso deve ser protegida de lesões e mutações no DNA 

genômico. Assim a resistência ao estresse oxidativo é essencial nesses organismos e 

está diretamente relacionada com seu sucesso na infecção e proliferação no hospedeiro. 

Os tripanossomatídeos não possuem as proteínas homólogas as catalases e glutationa 

peroxidase de eucariotos superiores, que convertem o peróxido de hidrogênio em água e 

oxigênio molecular (Alzate et al., 2007), entretanto esses organismos possuem outras 

classes de peroxidases e oxidases alternativas que evitam a produção de ROS. A 

principal via responsável pela remoção de bases oxidadas no DNA é a via do BER, 

entretanto o MMR está envolvido na resposta a dano oxidativo em vários organismos, 

desde bactérias a humanos (Slupphaug et al., 2003, Kovtun and McMurray, 2007). 

Nosso trabalho evidenciou que as proteínas da família Y-box, SMYB1 e RBP16, atuam 

no reparo causado por estresse oxidativo, tendo em vista que a expressão de SMYB1 

tornou as células mais resistentes e que a diminuição da expressão de RBP16 tornou as 

células mais sensíveis na presença de H2O2. É sabido que em outros organismos, o papel 

principal do MMR na resposta a dano oxidativo parece ser o reconhecimento e reparo 

por MMR envolvendo a 8-oxoG, uma das lesões mais citotóxicas e estáveis produzidas 

no DNA por espécies reativas de oxigênio ou após exposição a radiação (Earley and 

Crouse, 1998, Ni et al., 1999, Minowa et al., 2000). Dessa forma, seria interessante 

medir o nível de 8-oxoG produzida em células RBP16 silenciadas para verificar a 

intensidade do reparo que acontece nessas células frente o tratamento com H2O2. 

Ao contrário do que foi descrito para a YB-1 (Hasegawa et al., 1991, Izumi et 

al., 2001, Ohga et al., 1996, Ise et al., 1999), a RBP16 não atua no reparo de DNA 

causado por agentes genotóxicos como a cisplatina e o MMS, o que reforça que RBP16 

possa estar envolvida na via de resposta ao estresse oxidativo e no MMR, assim como 

MSH2. Como mencionado anteriormente, a cisplatina age principalmente através da 

formação de adutos no DNA, especialmente em guaninas adjacentes (Jamieson and 

Lippard, 1999, Ramachandran et al., 2009). Os adutos causam paradas na replicação, 

ativação de checkpoints de ciclo celular com parada prolongada em G2 e, em casos de 

danos severos, morte celular (Ramachandran et al., 2009, O'Brien and Brown, 2006) e o 

agente alquilante MMS reage com o DNA provocando metilação em guaninas (para 7-

metilguanina) e adeninas (para 3-metiladenina) (Beranek, 1990, Lundin et al., 2005), o 

que pode levar ao bloqueio da replicação, resultando em parada de ciclo celular na fase 

S, aberrações cromossômicas, apoptose, entre outros (Engelward et al., 1998). Além de 
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investigar a atividade de RBP16, uma variedade de outras proteínas envolvidas no 

reparo de DNA e outros aspectos não relacionados com estrutura e função dessas 

proteínas poderão ser considerados no futuro. Para verificarmos se a sensibilidade ao 

H2O2 nas cepas com RBP16 silenciada é devida ao MMR, poderíamos analisar a 

sensibilidade dos clones expostos à H2O2 na presença de um inibidor específico dessa 

via de reparo, o cloreto de cádmio (CdCl2). O cádmio, um conhecido carcinógeno 

humano, quando presente em baixas concentrações (na ordem de micromolares), é um 

inibidor específico da via de reparo de erros de pareamento em leveduras e em extratos 

de células humanas (Jin et al., 2003) e esse efeito também foi visto em linhagens 

celulares derivadas de fibrosarcoma humano (Slebos et al., 2006). Em altas 

concentrações, é também inibidor de outras vias de reparo, como BER e NER, 

possivelmente por deslocamento de íons zinco nos motivos “dedos de zinco” de 

proteínas como fpg, OGG1, XPA e PARP (Hartwig and Schwerdtle, 2002, Beyersmann 

and Hartwig, 2008). É importante ressaltar que as vias de reparo não ocorrem 

separadamente, cada vez mais estudos indicam haver sobreposição entre elas, com 

algumas proteínas chave fazendo a conexão.  

Os tripanossomatídeos durante o seu ciclo de vida deparam com eventos que 

podem levar ao aparecimento de lesões no DNA (Bogdan and Rollinghoff, 1999). 

Assim, verificamos que os processos de reparo de DNA são cruciais para o crescimento 

do T. cruzi e do T. brucei. Dessa forma, o maior entendimento das vias de reparo de 

danos no DNA pode levar a uma melhor compreensão da biologia dos 

tripanossomatídeos, bem como à elaboração de novas estratégias para o tratamento das 

doenças causadas por esses parasitos. 
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 A localização citoplasmática de SMYB1 nos diferentes estágios de 

desenvolvimento do S. mansoni corrobora achados anteriores de que esta 

proteína estaria envolvida no metabolismo de RNA e no controle pós-

transcricional da expressão gênica, sendo uma proteína importante na biologia 

do parasito.  

 

 A complementação funcional da deficiência de MSH2 em T. cruzi e T. brucei 

(forma sanguínea) por SMYB1 sugere que esta proteína possa atuar no 

mecanismo de reparo do DNA em resposta ao estresse oxidativo. No entanto, a 

expressão de SMYB1 em células selvagens de T. brucei da forma sanguínea 

promove um fenótipo de dominância negativa, com interferência no crescimento 

das céluas deste parasito, já em T. cruzi, a superexpressão de SMYB1 não levou 

a qualquer efeito danoso no crescimento deste. 

 

 A proteína RBP16 atua na resposta a lesões oxidativas no DNA causado por 

peróxido de hidrogênio, mas não atua no reparo de adutos de DNA causado pela 

cisplatina, ou alquilação no DNA promovida pelo MMS. 
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 Verificar a localização da proteína SMYB1 nos parasitos T. brucei WT-SMYB1 

e MSH2-SMYB1 submetidos e não submetidos ao tratamento com peróxido de 

hidrogênio.  

 

 Avaliar a interação de SMYB1 com parceiros de MSH2 e com RBP16 pelo 

sistema de duplo híbrido e pull down, ou por co-imunoprecipitação. 

 

 Verificar o número de lesões no DNA mitocondrial provocados por peróxido de 

hidrogênio em células normais e silenciadas para RBP16. 

 

 Verificar a complementação funcional do nocaute de RBP16 por SMYB1 em T. 

brucei. 

 

 Medir o nível de 8-oxoG produzida em células RBP16 silenciadas para verificar 

a intensidade do reparo que acontece nessas células frente o tratamento com 

H2O2. 

 

 Analisar o crescimento dos parasitos silenciados para RBP16 após exposição à 

H2O2 e ao CdCl2, de forma a comprovar o envolvimento desta proteína na via do 

MMR.  
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Anexo I: Mapa do vetor pGEM-T. 
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Anexo II: Mapa do vetor pROCKneo. O gene SMYB1 foi clonado no sítio de gene 

Rev1.  
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Anexo III: Montagem do vetor para complementação de SMYB1 em T. brucei. O 

vetor pRM482 e pGEM-T com SMYB1 foram digeridos com as enzimas MluI e EcoRV 

e posteriormente ligados (Adaptado de Gomes 2010). 
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Anexo IV: Mapa do vetor pGL2084.  
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SUMMARY

SMYB1 is a Schistosoma mansoni protein highly similar to members of the Y-box binding protein family. Similar to other
homologues, SMYB1 is able to bind double- and single-stranded DNA, as well as RNAmolecules. The characterization of
proteins involved in the regulation of gene expression in S. mansoni is of great importance for the understanding of
molecular events that control morphological and physiological changes in this parasite. Here we demonstrate that SMYB1
is located in the cytoplasm of cells from different life-cycle stages of S. mansoni, suggesting that this protein is probably
acting in mRNA metabolism in the cytoplasm and corroborating previous findings from our group that showed its ability
to bind RNA. Protein–protein interactions are important events in all biological processes, since most proteins execute
their functions through large supramolecular structures. Yeast two-hybrid screenings using SMYB1 as bait identified a
partner inS. mansoni similar to the SmD3 protein ofDrosophila melanogaster (SmRNP), which is important in the assembly
of small nuclear ribonucleoprotein complexes. Also, pull-down assays were conducted using immobilized GST-SMYB1
proteins and confirmed the SMYB1-SmRNP interaction. The interaction of SMYB1 with a protein involved in mRNA
processing suggests that it may act in processes such as turnover, transport and stabilization of RNA molecules.

Key words: Schistosoma mansoni, two-hybrid, SMYB1, RNA metabolism.

INTRODUCTION

Schistosoma mansoni is one of the 3 major species
from the genus Schistosoma that cause schistosomia-
sis, a worldwide disease that, according to the World
Health Organization, affected at least 243 million
people in 2011 (WHO, 2013). Due to its complex
life cycle, the parasite can be considered as a
challenging biological system to study regulation
of gene expression (El-Ansary and Al-Daihan,
2005; Jolly et al. 2007; Fantappie et al. 2008).
Thus, characterization of the proteins involved in
the control of gene expression is of utmost impor-
tance and this is corroborated by the growing number
of publications in this field (Lu et al. 2006; Wu et al.
2007, 2008; Wu and Loverde, 2008; Drummond
et al. 2009; Bitar et al. 2012). Also, the functional
characterization of these proteins could lead to the

identification of new potential drug targets in the
parasite. Interestingly, proteins that participate in
mRNA processes (such as splicing) are being studied
as targets for anti-cancer drugs (Allemand et al. 2007,
reviewed by Rymond, 2007 and van Alphen et al.
2009).
The Y-box binding proteins (YBPs) were orig-

inally described in humans for their ability to bind to
the Y-box element present in promoters of HLA
class II genes (Didier et al. 1988). The binding site
for the human YB-1 was determined as being the
DNA sequence 5′ –CTGATTGGCCAA – 3′, that
presents an inverted CCAAT box (underlined)
(Mathis et al. 1983; Saito et al. 1983; Dorn et al.
1987). This sequence is also present at the promoter
region of several other genes (Sakura et al. 1988;
Lipson et al. 1989; Pearson et al. 1991; Goldsmith
et al. 1993; Sommerville and Ladomery, 1996; Nie
et al. 2009). YBPs are found in many eukaryotes,
but absent in the budding yeast Saccharomyces
cerevisiae (Evdokimova et al. 2006). The YBPs
contain a highly conserved nucleic acid-binding
domain, named the cold-shock domain (CSD)
which, although not involved in the cold shock

* Corresponding author: Departamento de Bioquímica e
Imunologia, Instituto deCiências Biológicas, Universidade
Federal de Minas Gerais –UFMG, Avenida Antônio
Carlos 6627, Belo Horizonte, MG, 31270-010, Brazil.
E-mail: gfrancoufmg@gmail.com
† Both authors contributed equally to this work.

1085

Parasitology (2013), 140, 1085–1095. © Cambridge University Press 2013
doi:10.1017/S0031182013000413



response in eukaryotes, possesses great similarity to
bacterial cold-shock proteins (Wistow, 1990). In
addition to the CSD, proteins from this family have
a variable C-terminal TAIL domain consisting of
alternate regions of predominantly basic or acid
amino acids, which are responsible for either nucleic
acid-binding or protein–protein interactions (re-
viewed by Matsumoto and Bay, 2005).

YBPs are DNA- and RNA-binding proteins that
present properties of a nucleic acid chaperone, and
also interact with a great variety of other proteins
(reviewed by Eliseeva et al. 2011). Although the
YBPs were first characterized as transcription factors
binding to the Y-box element, various articles
associate these proteins with other functions such as
translational regulation, DNA repair and pre-mRNA
splicing (reviewed by Eliseeva et al. 2011; reviewed
by Kohno et al. 2003). In this context, YBPs are
pleiotropic proteins capable of coupling transcrip-
tional and translational regulation. Furthermore,
these proteins are often related to proliferation and
transformation of eukaryotic cells (reviewed by
Matsumoto and Wolffe, 1998), being also correlated
with tumour size, degree of invasion, lymph node
metastasis and poor prognosis in certain cancer types
(reviewed by Kohno et al. 2003).

Prior studies from our group identified an
S. mansoni cDNA encoding a 217 amino acid protein
homologous to the human YB-1, which was named
SMYB1 (Franco et al. 1997). Using protein com-
parative modelling we suggested that the N-terminus
of SMYB1 folds as a closed β-barrel in a similar
conformation to the Escherichia coli (CspA) and
Bacillus subtilis (CspB) cold-shock proteins (Saito
et al. 1983; Sakura et al. 1988; Lipson et al. 1989;
Pearson et al. 1991; Sommerville and Ladomery,
1996). However, the C-terminal domain differs from
other YBPs as there are abundant arginine and
glycine residues, which probably result in a β-pleated
conformation of this domain. We have previously
shown that SMYB1 is capable of binding to single-
and double-stranded DNA sequences and, in par-
ticular, to oligonucleotides containing the CCAAT
motif (Valadão et al. 2002). Moreover, the protein
binds to RNA as well, but independently of the
presence of the CCAAT motif (Valadão et al. 2002).
We also demonstrated that SMYB1 is able to interact
both in vivo and in vitro with the multi-functional
protein SmPUR-α, acting synergistically to bind
preferentially to pyrimidine-rich sequences (de
Oliveira et al. 2004).

According to Kohno et al. (2003), the pleiotropic
functions of YBP proteins result from a diverse range
of molecular interactions, and the elucidation of these
interactions is crucial for a further understanding of
the YBPs functions. We report herein the identifi-
cation of a novel SMYB1-interacting partner, as well
as the cellular localization of SMYB1 in different
stages of the parasite life cycle.

MATERIALS AND METHODS

Immunolocalization of the SMYB1 protein

Anti-SMYB1 specific antibodies. Polyclonal rabbit
serum was produced against preparations of recom-
binant MBP-SMYB1. Rabbits were inoculated
three times, at 15-day intervals with 250 μg of
MBP-SMYB1. Recombinant proteinwas formulated
with Freund’s adjuvant (Complete Freund’s adju-
vant for the first immunization and Incomplete
Freund’s adjuvant for the subsequent injections).
Fifteen days after the last inoculation, rabbits were
exsanguinated and the serum containing anti-
SMYB1 antibodies was collected. Pre-immune
serum was obtained before the first immunization.

Schistosoma mansoni immunohistochemistry assays.
Schistosoma mansoni stages of the adult worm, egg,
schistosomulum, miracidium and cercaria were used
in immunohistochemistry assays. Adult worms were
recovered from perfused mice, separated into adult
male and female worms and then fixed with dimethyl
sulfoxide (DMSO)-methyl alcohol (1:5) solution.
Schistosoma mansoni eggs present in fragmented
livers of experimentally infected mice were fixed
with DMSO-methyl alcohol (1:5) solution. Fixed
adult male and female worms and fragments of livers
were processed for Paraplast (Sigma, St Louis, MO,
USA) embedding and histopathological sections
were cut using a microtome at 5 μm. Lung-stage
schistosomula were prepared according to the meth-
od of Harrop and Wilson (1993). Cercariae were
obtained fromBiomphalaria glabrata by exposing the
infected snails to light for 2 h to induce shedding of
parasites.

Sections of Omnifix (AnCon Genetics Inc.,
Melville, NY, USA) fixed, Paraplast-embedded
adult male or female worms and livers containing
S. mansoni eggs were deparaffinized using xylol,
hydrated with an ethanol series, washed in PBS and
then incubated in a blocking solution (0·05% Tween
20, 10% (w/v) BSA (bovine serum albumin) in PBS,
pH 7·2) overnight at 4 °C. Samples were reacted
for 1 h with either the anti-SMYB1 or a control,
pre-immune rabbit serum, both diluted 1:30 in 10×
diluted blocking solution. Sections were then washed
in PBS and reacted for 1 h with a goat anti-rabbit
IgG-Cy-5 conjugate (1:400 – Jackson Immunore-
search Laboratories Inc., West Grove, PA, USA) in
10× diluted blocking solution, which also contained
Alexa Fluor 488 phalloidin (1:100 – Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) to stain the actin microfila-
ments. Afterwards, samples were washed, incubated
for 10min with propidium iodide (1:3000 – Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) in 10× diluted
blocking solution to stain the nuclei and were then
washed with PBS.

For experiments using Omnifix-fixed cercariae,
miracidia and lung-stage schistosomula, a
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whole-mount protocol was chosen. Samples were
first treated with a permeabilizing solution (0·1%
Triton X-100, 1% (w/v) BSA and 0·1% (w/v) sodium
azide in PBS, pH 7·4) for 3 h at 4 °C under constant
agitation. Subsequent immunostaining steps used
the same solution and conditions. Samples were
incubated overnight with the anti-SMYB1 antibody
(1:60), washed five times and reacted for 4 h with the
goat anti-rabbit IgG-Cy-5 conjugate, diluted 1:1000
in a solution containing Alexa Fluor 488 phalloidin
(1:200). Samples were then incubated for 20minwith
propidium iodide (1:5000), washed once more and
prepared with a mounting solution (90% glycerol,
10% Tris-HCl 1 M, pH 8·0).
The fluorescence images were captured with a

Carl Zeiss LSM 510 META confocal microscope
using a 63× oil-immersion objective lens in the
Center of Electron Microscopy (CEMEL-ICB/
UFMG). Images were analysed with Zeiss LSM
Image Browser software and edited with Adobe
Photoshop CS. All research protocols involving mice
used in the course of this study were reviewed and
approved by the local Ethics Committee on Animal
Care at Universidade Federal de Minas Gerais
(CETEA –UFMG # 043/2008).

Yeast two-hybrid assays

Plasmid construction. The cDNA encoding the
full-length SMYB1 protein, as well as the cDNA
fragments encoding its CSD and TAIL domains,
were PCR amplified using as template the clone
SMPAC89, obtained from an S. mansoni adult worm
cDNA library (Mathis et al. 1983). Amplifications
were performed in a 100 μL final volume containing
50 ng of template DNA, 0·2 pmol/μL of each primer
Y-boxFwd 5′ –CTGGAATTCACAATGGCGG-
ACACTAGAC – 3′ and Y-boxRev 5′ –GACCT-
GCAGTCAAAATGCATATTTGATTACG – 3′,
CSDFwd 5′ –CTGGAATTCATGGAAGAGCG-
TGTCAAAGG – 3′ and CSDRev 5′ –GACCTG-
CAGTTAAGGGCCT GTCACTTCGGA – 3′ or
TailFwd 5′ –CTGGAATTCGGCAGTGTCTAC-
GCAGCTTT – 3′ and TailRev 5′ –GACCTGCA-
GACGTTTCTCAGTATTTGATCAGAGA – 3′
(the Fwd andRev primers containedEcoRI andPst I
restriction enzyme sites, respectively), 2 mM MgCl2,
200 μM dNTPs and 5U of Taq DNA polymerase
(Phoneutria, Belo Horizonte, Brazil) in the appro-
priate buffer (50 mM KCl, 10mM Tris-HCl, pH 9·0
and 0·1% Triton X-100). The fragments obtained
after PCR amplification (SMYB1, CSD orTAIL), as
well as the expression vectors pGAD424 (Clontech,
Mountain View, CA, USA), pGBT9 (Clontech) and
pAS2.1 (Clontech) were double digested with EcoRI
and Pst I enzymes (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
The digested DNAs were then purified using a
GeneClean Kit (BIO101, La Jolla, CA, USA) and

used to generate the following constructs:
pGAD-SMYB1, pGAD-CSD and pGAD-TAIL;
pGBT-SMYB1, pGBT-CSD and pGBT-TAIL;
and pAS-SMYB1. Ligation products were used
to transform the E. coli DH5a strain and the
rescued plasmids were sequenced using 10 pmol
of appropriate primers (ADFwd 5′ –CAGG-
GATGTTTAATACCACATC – 3′ and ADRev
5′ –GCACAGTTGAAGTGAACTTGC – 3′ from
constructions with pGAD vector, and BDFwd
5′ –TCATCGGAAGAGAGTAG – 3′ from con-
structions with pGBT vector), 4 μL of DYEnamic
ET Dye Terminator Kit (GE Healthcare Life
Sciences, Uppsala, Sweden) and 200 ng of DNA.
The sequencing products were analysed in the
MegaBACE 1000 DNA Sequencer (GE Healthcare
Life Sciences). The pGAD-SmPUR-α construct was
available (Fantappie et al. 2000).

Protein–protein interaction assays. To assess
protein–protein interactions involving SMYB1 and
its domains, a yeast two-hybrid assay was used,
in which the transcription of the LacZ and His3
reporter genes was examined (Matchmaker-
Clontech). To perform this , competent yeast strains
Y190 (MATα, trp1-901 his3Δ200, leu2-3, 112 ura3-
52 ade2-101, gal4, gal80,URA3::GAL1-lacZ,
LYS2::GAL1-HIS3) were prepared using the
Frozen-EZ Yeast Transformation II kit (Zymo
Research, Orange, CA, USA) following the manu-
facturer’s instructions. The strains were then co-
transformed with 2 μg of different pair combinations
of the constructs pGAD-SMYB1, pGAD-CSD or
pGAD-TAIL and pGBT-SMYB1, pGBT-CSD or
pGBT-TAIL in order to determine protein–protein
interactions. The plasmid pair pVA3-pTD1was used
as a positive control. Co-transformants were selected
onto SD/-Leu -Trp -His (synthetic dextrose growth
medium lacking leucine, tryptophan and histidine)
containing 25mM 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT, a
HIS inhibitor-competitor used to suppress back-
ground growth). The plates were incubated at 30 °C
for 6 days and checked each day for growth. On day 7,
selected colonies were restreaked onto SD/-Leu-
Trp-His containing 25 or 35mM 3-AT. Histidine
prototroph clones were transferred onto nitrocellu-
lose membrane and permeabilized by freeze/thaw
cycles (liquid N2/37 °C). β-galactosidase activity
assay was performed by overlaying the filters on
Whatman 3MM paper soaked in Z buffer (60 mM

Na2HPO4·7H20, 40mM NaHPO4.H20, 10mM KCl,
1 mM MgSO4·7H2O, 35mM β-mercaptoethanol)
containing 1mg of X-gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-D-galactopyranoside). The filters were
incubated at 30 °C for approximately 6 h to develop
the blue colour.

Library screening. The pAS-SMYB1 construct was
used as bait for the screening of an S. mansoni adult
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worm cDNA library previously cloned into the pAD-
GAL4-2 activation domain vector (Stratagene, La
Jolla, CA, USA). The competent yeast strain Y190
was co-transformed with 10 μg of pAS-SMYB1 and
40 μg of pAD-GAL4-2 vector. Co-transformants
were selected onto SD/-Leu-Trp plates to test the
transformation efficiency and onto SD/-Leu-Trp-
His plates containing 25mM 3-amino-1,2,4-triazole
to test the activation of His3 gene transcription. The
plates were incubated at 30 °C for 6 days. On day 7,
selected colonies were restreaked onto SD/-Leu-Trp-
His plates containing 25mM 3-amino-1,2,4-triazole.
Histidine prototroph clones were assayed for
β-galactosidase activity by a filter assay, as detailed
previously. Positive clones for the two assays were
grown in liquid YPDmedium (2% peptone, 1% yeast
extract, 2% glucose, pH 7·0) and the binding and
activation domain plasmids were isolated using the
Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep Kit (Zymo
Research, Orange, CA, USA). The plasmids were
used to transform E. coli TOP10 cells (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) and then were rescued
and sequenced using 10 pmol of the appropriate
primers (ADFwd and ADRev, described above).
The sequencing products were identified by NCBI
BLAST searches (Altschul et al. 1990). To confirm
the results, the isolated plasmids were then co-
transformed with the pAS-SMYB1 plasmid into
strains Y190 and PJ69-4A (MATa trp1-901 leu2-3,
112 ura 3-52 his 3-200gal 4Δgal80ΔLYS2::GAL1-
HIS3GAL2-ADE2met2::GAL7-lacZ – kindly pro-
vided by Dr Philip James, University of Wisconsin
Medical School). After transformation, PJ69-4A
yeast cells were spread onto SD/-Leu -Trp -His;
SD/-Leu -Trp -ADE and SD/-Leu -Trp -His -ADE
containing 2mM 3-AT. To investigate which part of
the SMYB1 protein was involved in the interaction,
pGBT-CSD or pGBT-TAIL were co-transformed
with pAD-vectors isolated by screening into the
Y190 strain.

Pull-down assays

Cloning, expression and purification of recombinant
GST proteins. The complete coding region of
SMYB1 was PCR amplified using as template a
pGAD/SMYB1 construct (described above). Am-
plification was performed as depicted in the section
‘Plasmid construction’ using the primers Y-boxFwd
and Y-boxRev. The fragments obtained after PCR
amplification were cloned into predigested pGEX
4T-1 (GE Healthcare Life Sciences) as described in
that same section. Isolated plasmids were sequenced
using the MegaBACE 1000 DNA Sequencer (GE
Healthcare Life Sciences), 10 pmol of each primer
(pGEXFwd 5′ –GTAAAACGACGGCCAGTG-
GGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG – 3′ and
pGEXRev 5′ –CAGGAAACAGCTATGACCCG-
GGAGCTGCATGTGTCAGAGG – 3′), 4 μL of

DYEnamic ETDye Terminator Kit (GEHealthcare
Life Sciences) and 200 ng of DNA. Escherichia coli
clones harbouring the empty pGEX 4T-1 plasmid
(negative control) or the pGEX-SMYB1 construct
was used for expression of the fusion proteins,
induced by 0·6 mM IPTG (isopropyl-β-D-thiogalac-
topyranoside). The expression protocol was main-
tained for 4 h at 30 °C. Cells were then harvested by
centrifugation at 4000 g for 20min, resuspended in
lysis buffer (25 mM Tris-HCl, pH 8·0, 1 mM EDTA,
10% glycerol, 50 mMNaCl, 0·1%TritonX-100, 1 mM

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 10 μM leu-
peptin and 75 μM aprotinin) and sonicated. The
supernatant fraction, containing the soluble proteins,
was collected after centrifugation at 20000 g for
25min at 4 °C and filtered through a 0·45 μM filter.
The GST and GST-SMYB1 proteins were then
purified by passage over glutathione-Sepharose 4B
beads (Pharmacia, Uppsala, Sweden) in binding
buffer (25mM Tris-HCl, pH 8·0, 1 mM EDTA,
50mM NaCl, 10% glycerol). GST fusion proteins
were eluted by addition of 10mM reduced gluta-
thione in 50mM Tris-HCl, pH 8·0. Protein samples
were analysed on 10% SDS-PAGE gels and visual-
ized by Coomassie blue staining.

Construction of plasmids used in transcription-
translation in vitro assay. The fragments containing
either the SMYB1 complete coding region or the
portions coding for the CSD and TAIL domains
were removed, using the restriction enzymes Eco RI
and Bgl II, from the vectors pGAD/SMYB1,
pGAD/CSD and pGAD/TAIL (described above),
respectively, and cloned into pCITE-4a-c(+)
(Novagen, Darmstadt, Germany), forming the con-
structs pCITE-SMYB1, pCITE-CSD and pCITE-
TAIL. The cDNA fragments isolated in yeast
two-hybrid screening using pAS-SMYB1 as a bait
(described above) were removed from pAD-GAL4-2
activation domain vector using the restriction en-
zymes EcoRI andXho I and cloned into pCITE-4a-c
(+). The constructs were used to transform E. coli
TOP 10 strains (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
and 200 ng of each rescued plasmid were sequenced
using the MegaBACE 1000 DNA Sequencer (GE
Healthcare Life Sciences) and 10 pmol of each primer
(pCITEFwd 5′ –CGAACGCCAGCACATGGAC-
A – 3′ or pCITERev 5′ –CAGGAAACAGCTATG-
AC GCTAGTTATTGCTCAGGC – 3′). Plasmids
showing the correct sequence were used in down-
stream pull-down experiments.

In vitro binding studies by pull-down assay. The
GST, GST-SMYB1 and GST-SmPUR-α (available
from Fantappie et al. 2000) proteins were, individu-
ally, immobilized in gluthatione-Sepharose 4B resin.
For each reaction, 150 μL of resin was centrifuged at
12000 g and the pellet, containing the resin, was
washed 3 times with PBS buffer 0·015 M, pH 7·2.
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After the last wash, the resin was incubated with
approximately 10 μg of the appropriate protein for
2 h. The resin was then washed 3 times with PBS, to
remove the non-binding proteins, and used in the
pull-down assays. The cDNA inserts cloned into
pCITE-4a-c(+) were transcribed and translated
using the Single Protein System (Novagen) following
the manufacturer’s protocol for 35S methionine
incorporation.
Physical association of proteins was tested by the

GST pull-down assay. For this, 10 μL of each of the
35S labelled products were added to the suspension
of gluthatione Sepharose beads immobilized with
appropriate GST-fusion proteins (GST-SMYB1 or
GST-TAIL) in 200 μL final volume of binding
buffer (25mM Tris-HCl, pH 8·0, 50mM NaCl, 10%
glycerol, 1 mM EDTA, 0·1% NP 40). After overnight
mixing (4 °C), the protein-complexed beads were
washed extensively with binding buffer in order to
remove non-bound proteins and were then boiled
with 50 μL of SDS loading buffer. Proteins were
separated by 12% SDS-PAGE and detected by
autoradiography.

RESULTS

SMYB1 is mainly localized in the cytoplasm of
S. mansoni cells

It has been shown that SMYB1 is able to bind both
DNA and RNA molecules (Valadão et al. 2002) and,
like othermembers of this group, it can be involved in
transcriptional or post-transcriptional regulation
mechanisms. Aiming to better understand SMYB1
functions we verified its subcellular localization
throughout S. mansoni life-cycle stages.
We carried out in situ immunohistochemistry

experiments using an anti-SMYB1 antibody on
S. mansoni samples from various life-cycle stages.
The results show that SMYB1 is present in the
cytoplasm of cells from eggs (Fig. 1 A1–A4), cercariae
(Fig. 1 B1–B4), miracidia (Fig. 1 C1–C4), adult
female (Fig. 1 D1–D4) and male (Fig. 1 E1–E4)
worms, as well as in the schistosomula lung stage
(Fig. 1 F1–F4). Supplementary Fig. 1S (in Online
version only) shows a higher magnification image of
male and female adult worms showing PI-stained
nuclei surrounded by cytoplasmic labelled protein.
Furthermore, it is interesting to note that the protein
is accumulated in the subtegumental region in
cercariae, miracidia and adult worms (see Sup-
plementary Fig. 1S to observe this localization in
male and female adult worms).While in cercariae and
schistosomula the SMYB1 pattern of distribution
seems to be anterior; in adult worms, miracidia and
eggs the protein seems to be distributed all over the
parasite body. Supplementary Fig. 2S shows the
whole body of male and female worms demonstrating
that there is no specific anterior or posterior

distribution of the protein in adult worm bodies.
No staining was observed in the negative controls
(Fig. 1 A5, B5, C5, D5, E5 and F5) in which only the
rabbit pre-immune serum was used.

The SMYB1 TAIL domain is responsible for
protein–protein interactions

The CSD of SMYB1 is 64% identical to the cold-
shock domain of othermembers of the Y-box binding
protein family and shows 43% similarity to the E. coli
(CspA) and 40% similarity to the B. subtilis (CspB)
cold-shock proteins. The crystal structure of CspB
reveals the formation of a homodimer stabilized by
6 hydrogen bonds linking 2 adjacent β4 strands (Saito
et al. 1983). Sequence analyses ofS. mansoni SMYB1
revealed some structural characteristics that permit
the dimerization interface required for protein–
protein interaction as occurs in the B. subtilis CspB
(Schindelin et al. 1993).
To determine whether SMYB1 is capable of

forming stable homo- and heterodimers, and to
elucidate protein domains responsible for these
interactions, we first performed in vitro pull-down
assays using GST affinity chromatography. In order
to perform the experiments, SMYB1 and its CSD or
TAIL domains were translated in vitro and labelled
with 35S. These proteins were then incubated with
GST (negative control), GST-SMYB1 or GST-
SmPUR-α immobilized on glutathione-Sepharose
beads. After washing, proteins retained on the beads
were separated by 12% SDS-PAGE and detected by
autoradiography.
As shown in Fig. 2, SMYB1 was able to form a

homodimer (Fig. 2, lane 1) and this interaction
seemed to be via its TAIL domain (Fig. 2, lane 3).
The CSD domain alone was not able to interact with
the entire SMYB1 protein (Fig. 2, lane 2). As shown
in Fig. 2, lane 4, it was confirmed that SMYB1 was
able to interact with SmPUR-α (a single-stranded
DNA/RNA binding protein), as previously reported
(deOliveira et al. 2004).Again, these interactionswere
mediated by the TAIL domain of SMYB1 (Fig. 2,
lane 6), and the CSD domain was not involved in the
interaction between SMYB1 and SmPUR-α (Fig. 2,
lane 5). Negative controls, using only immobilized
GST, were not able to retain any of the labelled
proteins (Fig. 2, lanes 7–9).
We next tested whether the homodimer

formation could be confirmed in vivo by yeast
two-hybrid assays. Yeast cells co-transformed
with pGBT-SMYB1/pGAD-SMYB1 or pGBT-
SMYB1/pGAD-CSD showed neither β-galactosi-
dase activity nor histidine prototrophism (Fig. 3,
sections 2–5). Nonetheless, when yeast cells were co-
transformed with pGBT-SMYB1/pGBT-TAIL, a
strong β-galactosidase activity was observed (Fig. 3
sections 6 and 7), comparable to that obtained with
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the positive control pVA3/pTD1 (Fig. 3, section 1),
which encodes the interacting proteins p53 and
SV40.

SmRNP is a novel SMYB1-interacting partner

In order to identify novel potential S. mansoni
proteins capable of forming heterodimers with
SMYB1, a yeast two-hybrid screening of an adult
worm cDNA library was performed. The full-length
SMYB1was used as a bait protein fused to the GAL4

DNA-binding domain (pAS-SMYB1), and the
library was fused downstream of the GAL4-
activation domain. An initial screen for growth on
selective medium yielded 42 positive colonies. Of
these, however, only 19 showed β-galactosidase
activity. These clones were rescued and the cDNAs
sequenced for subsequent BLAST search at NCBI.
After the BLAST analysis, only 2 out of the 19 clones
were considered with potential biological relevance
in terms of SMYB1 interaction. These clones had
significant similarity with theHomo sapiens Ring box

Fig. 1. Native SMYB1 displays cytoplasmic localization in various life-cycle stages of Schistosoma mansoni. Fixed
parasites were incubated with a rabbit anti-SMYB1 antibody, and then with a Cy-5-conjugated anti-rabbit IgG in a
solution containing Alexa Fluor 488 phalloidin to stain actin microfilaments. Samples were incubated with propidium
iodide to visualize cell nuclei. Fluorescent images were obtained using a 63× oil-immersion objective lens and confocal
microscopy (Carl Zeiss LSM 510 META). Images were analysed with the Zeiss LSM Image Browser software and
edited with Adobe Photoshop CS. To help distinguish the individual fluorescence signals, the original fluorescence
colours were digitally modified. In the figure, fluorescence from Cy-5 is shown in red, propidium iodide in blue and
phalloidin-Alexa fluor 488 in green. For adult male worms a phase-contrast image is also presented. The following
developmental stages were assayed: egg (A1–A4), cercaria (B1–B4), miracidium (C1–C4), adult female (D1–D4) and
male (E1–E4) worms, and schistosomulum (F1–F4). Rabbit pre-immune serum was used as a control and was negative
in all samples (A5, B5, C5, D5, E5 and F5). Bars = 20mm.
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protein 1 (Rbx1) andwith theDrosophilamelanogaster
SmD3 ribonucleoprotein. The S. mansoni SMYB1-
interacting proteins were named SmRingBOX
(SmRbx) and SmRNP, accordingly.

The other clones obtained were considered as ‘false
positives’, which are very frequent in two-hybrid
library screening. These false positive clones include
proteins that interact with the bait in a partially
specific manner (i.e. they will appear specific for the
bait vs a small number of negative controls, but on
subsequent analysis they will be found to interact
with many partners) (Bruckner et al. 2009). Other
false positives have been found to induce changes in
themetabolic functioning of yeast, resulting in bias of
the reporter assays used in the two-hybrid system
(Serebriiskii et al. 2000).
To investigate which part of SMYB1 is involved

in the interaction with SmRbx or SmRNP,
the isolated plasmids coding for these proteins
(pAD-SmRbx or pAD-SmRNP) were co-
transformed with plasmids encoding SMYB1, CSD
and TAIL (pAS-SMYB1, pGBT-CSD and pGBT-
TAIL, respectively) into the yeast strain Y190.
After transformation, the yeasts containing the
pAS-SMYB1/pAD-SmRNP and pGBT-TAIL/
pAD-SmRNP grew on selective medium and were
still blue on β-galactosidase assay (Fig. 4, sections 2
and 4). With this result we can conclude that the
TAIL is the domain of the protein responsible for
these protein–protein interactions. However, when
assaying for SMYB1/SmRbx interactions, none of
the constructs grew on selective media (Fig. 4,
sections 5–7), which led us to conclude that SmRbx

Fig. 2. The ability of SMYB1 to form homodimers and
heterodimers with SmPUR-α. Autoradiogram showing
the results of the pull-down assay performed in vitro to
verify protein–protein interaction. GST-SMYB1,
GST-SmPUR-α or GST were immobilized in a
gluthatione-Sepharose 4B resin. After washing steps, the
resin was incubated with SMYB1, CSD or TAIL
labelled proteins. Non-bound proteins were removed and
the bound ones were separated by 12% SDS-PAGE.
Detection was performed by autoradiography.
1-GST-SMYB1/SMYB1; 2-GST-SMYB1/CSD;
3-GST-SMYB1/TAIL; 4-GST-SmPUR-α/SMYB1;
5-GST-SmPUR-α/CSD; 6-GST-SmPUR-α/TAIL;
7-GST/SMYB1; 8-GST/CSD; 9-GST/TAIL.

Fig. 3. The ability of SMYB1 to form homodimers in
vivo using the yeast two-hybrid assay. X-gal filter lift
assay with the yeast strain 190 transformed with the pairs
of vectors: 1- pVA3 (p53)/pTD1 (SV40); 2 and 3- pGBT-
SMYB1/pGAD-SMYB1; 4 and 5- pGBT-CSD/ pGAD-
SMYB1; 6 and 7- pGBT-TAIL/pGAD-SMYB1.
Co-transformed cells were plated on SD/-Leu -Trp -His
containing 25mM 3-AT.

Fig. 4. Evaluation of the interaction of SMYB1 and its
CSD and TAIL domains with the proteins SmRNP and
SmRbx in vivo using the yeast two-hybrid assay. X-gal
filter lift assay with the yeast strain 190 transformed with
the pairs of vectors: 1-pVA3(p53)/pTD1 (SV40);
2-pAS-SMYB1/pAD-SmRNP; 3-pGBT-CSD/pAD-
SmRNP; 4-pGBT-TAIL/pAD-SmRNP; 5-pAS-
SMYB1/pAD-SmRbx; 6-pGBT-CSD/pAD-SmRbx;
7-pGBT-TAIL/pAD-SmRbx. Co-transformed cells were
plated on SD/-Leu -Trp -His containing 25mM 3-AT.
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is a false-positive result of the library screening. The
positive control of these experiments was able to grow
on selective media, as well as to show a blue colour on
the β-galactosidase assay (Fig. 4, lane 1).

We next tested whether we could reproduce these
interactions in vitro by GST pull-down assays. To
perform this, the cDNAs coding to SmRNP and
SmRbx were cloned into pCITE-4a-c(+) and tran-
scribed and translated using the Single Protein
System (Novagen). The labelled SmRNP and
SmRbx were then incubated with GST-SMYB1 or
GST (negative control) immobilized on glutathione-
Sepharose beads. After washing, proteins retained on
the beads were separated by 12% SDS-polyacryl-
amide gel electrophoresis and detected by autoradiog-
raphy. Our pull-down data showed that SMYB1
could bind in vitro only to SmRNP (Fig. 5, lane 1),
but not to SmRbx (Fig. 5, lane 3), confirming the
results obtained with the two-hybrid assays. The
GST protein alone showed no interaction with any of
the assayed proteins (Fig. 5, lanes 2 and 4).

DISCUSSION

It has been demonstrated already that, similar to
other YBP proteins, SMYB1 is able to bind single-
and double-stranded DNA, as well as RNA (Valadao

et al. 2002). Also, it was demonstrated that SMYB1
can form a heterodimer with SmPUR-α, a DNA-
binding protein (Fantappie et al. 2000).

The cellular localization of a protein is valuable
information that can help to improve the knowledge
about its biological functions. Thus, as an important
step in SMYB1 characterization, we conducted
immunohistochemistry analyses using an anti-
SMYB1 antibody on different parasite developmen-
tal stages. We were able to show that SMYB1 is
localized in the cytoplasm of S. mansoni adult female
and male worms, eggs, miracidia, cercariae and
schistosomula cells. The protein is present in all
stages of the parasite life cycle studied, confirming
previous results obtained by our group (Franco et al.
1997) showing that the SMYB1 cDNA could be
found in cDNA pools from different life-cycle stages.
Also, a search for cDNAs annotated as Y-box binding
protein at the UniGene database from NCBI
retrieved sequences from the following S. mansoni
library sources: adult, schistosomule larvae, miraci-
dia, sporocyst, egg, cercariae and an unknown
developmental stage. These data together suggest
that SMYB1 might play important roles during all
life-cycle stages. Also, its cytoplasmic localization,
together with its ability to bind RNA (Valadao et al.
2002), suggests a function in RNA metabolism.

It has already been shown that mRNA localization
in the cell context is important for the spatial
regulation of gene expression (Matsumoto et al.
2012). The localization process is determined by
elements in the mRNA molecules and by proteins
that bind them. YB-1 proteins may exert an
important role in this process (Matsumoto et al.
2012). As such, SMYB1 localization on S. mansoni
cells and tissues may give a hint to its role for parasite
development. The presence of the protein very near
to the tegument in adult wormsmay suggest an action
on the translational regulation of tegument proteins.

The modulation of gene expression depends on a
multitude of interactions between protein–DNA,
protein–protein and protein–RNA (de Oliveira
et al. 2004). It is well known that YBPs participate
in almost all events of storing, reproduction and
expression of genetic information (Lyabin et al.
2011), such as DNA repair (Kuwano et al. 2004; de
Souza-Pinto et al. 2009), replication, recombination,
mRNA transcription (Skabkina et al. 2005), splicing
(Raffetseder et al. 2003) and post-transcriptional
events that control the half-life of transcripts
(Evdokimova et al. 2001).

Several studies with cytoplasmic YBPs demon-
strated their ability to interact with mRNA mol-
ecules. Dong et al. (2009) showed that the human
protein YB-1 of MCF7 breast cancer cells binds
preferentially to mRNA with a high GC content.
Interestingly, YB-1 is able to bind to its own mRNA
(Skabkina et al. 2005). Other YBP, MSY2 (a mouse
germ cell protein), is predominantly localized in

Fig. 5. The ability of SMYB1 to form a heterodimer
with SmRNP. Autoradiogram showing the result of
the pull-down assay performed in vitro to verify
protein–protein interaction. GST-SMYB1 or GST was
immobilized in a gluthatione-Sepharose 4B resin. After
washing steps, the resin was incubated with SmRNP- or
SmRbx-labelled proteins. Non-bound proteins were
removed and the bound ones were separated by 12%
SDS-PAGE. Detection was performed by
autoradiography. 1- GST-SMYB1/SmRNP; 2- GST/
SmRNP; 3- GST-SMYB1/SmRbx and 4-GST/SmRbx.
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the cytoplasm and plays an important role in the
translational repression and storage of paternal and
maternal mRNAs in spermatids and oocytes, respect-
ively (Yang et al. 2006).
Protein–protein interactions are important

events in all biological processes, since most proteins
execute their functions through large supramolecular
structures. Thus, several techniques have been
developed and are currently available to demonstrate
the formation of protein homo- or heterodimers. We
used GST pull-down and yeast two-hybrid assays to
test the interactions of SMYB1 with its putative
protein partners and showed that SMYB1 is able to
form homodimers via the TAIL domain. This result
is in agreement with Izumi et al. (2001) who showed,
by pull-down and co-immunoprecipitation assays,
that the human YB-1 protein ofMCF7 cells is able to
form homodimers, with the TAIL domain being the
mediator of the homodimerization.
Although the YBPs have a conserved N-terminal

domain responsible for nucleic acid interactions, the
C-terminal (the TAIL domain) of these proteins is
distinct and can perform protein as well as DNA and
RNA interactions (Izumi et al. 2001). Thus, the
different functions of many YBPs may be mediated
by protein–protein interactions performed by their
C-terminal domain. It has been demonstrated by
independent studies that YB-1 can interact with the
highly conserved zinc finger transcription factor
CTCF (Chernukhin et al. 2000), Fragile X mental
retardation RNA-binding protein (Ceman et al.
2000), tumour suppressor p53 (Okamoto et al.
2000), actin (Ruzanov et al. 1999) and with the
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
(Shnyreva et al. 2000). Each one of these complexes
exerts different functions in the cellular context.
Aiming to increase our knowledge on SMYB1

functions in the parasite, we focused on finding its
potential partners. Heterodimer formation with
SmPUR-α, that had already been shown by de
Oliveira et al. (2004), was confirmed herein. We
extended these studies and showed that the inter-
action between SMYB1 and SmPUR-αwasmediated
by the TAIL domain of SMYB1, once again high-
lighting the importance of this domain for protein-
protein interactions. It is important to note that
SMYB1–SmPUR-α and SMYB1–SMYB1 inter-
actions could not be detected on the yeast two-hybrid
assays, although they were confirmed by the pull-
down experiments. This can be explained by the fact
that the yeast two-hybrid conditions used in this
work were very stringent, allowing the detection of
very strong interactions only. It can also be specu-
lated that these interactions would form in vivo only
in a given physiological condition. PUR-α proteins
are known to bind to several regulatory sequences
present in both DNA and RNA and are involved
in many events associated with gene transcription,
RNA processing and transport and translation

(Murray et al. 1992; Zambrano et al. 1997; Kelm
et al. 1999). SmPUR-α interacts with specific regions
of the schistosome female p14 gene promoter and
activates transcription of the HIS3 reporter gene.
Additionally, the nucleic acid-binding domain of
SmPUR-α possesses a high degree of similarity with
the human PUR-α (Fantappie et al. 2000). Also the
human counterpart of SmPUR-α strongly interacts
with YB-1 and is able to increase its ability to bind
target DNA oligonucleotides (Safak et al. 1999).
We searched for other SMYB1 partners by

screening a S. mansoni cDNA library using a yeast
two-hybrid assay. This attempt resulted in the
identification of two proteins, SmRNP and SmRbx,
possibly able to interact with SMYB1. To confirm
these interactions, the plasmids coding for SmRNP
and SmRbx were isolated and used in other two-
hybrid experiments. Also, pull-down assays were
conducted using the immobilized GST-SMYB1
protein. Both analyses confirmed the SMYB1–
SmRNP, but not SMYB1–SmRbx interaction.
SmRNP is an S. mansoni protein similar to the
SmD3 protein from D. melanogaster, which can
form small nuclear ribonucleoprotein complexes
(snRNPs) (Lehmeier et al. 1990). These complexes
are formed by small RNAs and specific proteins
(Lehmeier et al.1990) andcanconstitute, for example,
the spliceosomes, where they catalyse the processing
of mRNA precursors. SMYB1 interaction with a
protein involved in mRNA processing is very inter-
esting and can suggest that it is a constituent of
molecular machineries that regulate, transport and
stabilize RNA molecules.
Interestingly, once again the TAIL seems to be the

responsible domain for the SMYB1–SmRNP inter-
action. Like other proteins that bind RNA, the
SMYB1TAIL domain contains 20 RG (arginine and
glycine) repetitions, from which three are RGG
(Franco et al. 1997). Such repetitions are also found
in other YBPs such as DjY1, described in theDugesia
japonica planarian (Salvetti et al. 1998) and ApY1, a
RNA-binding protein identified in the Aplysia
californica mollusc (Skehel and Bartsch, 1994).
The work described herein showed that

SMYB1 is present in the cytoplasm of cells of
almost all S. mansoni stages. Importantly, we showed
that SMYB1 is able to form homodimers (SMYB1–
SMYB1) as well as heterodimers (SMYB1–SmPUR-
α and SMYB1–SmRNP), and that the TAIL domain
mediates these interactions. In conclusion, our work
provided new findings towards a better understand-
ing of the roles of SMYB1 in S. mansoni cell biology,
but future studies are still required to unequivocally
address the roles of SMYB1 in RNA metabolism.
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