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RESUMO

PAVANI, R. S. Caracterizacdo da interacdo RPA-1-telomero em Trypanosoma
cruzi. 2014. 87 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia da Relacdo Patdgeno-
Hospedeiro) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&do Paulo, S&o
Paulo, 2014.

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, afligindo
diversas regibes do mundo, com foco principal na América Latina. Apesar dos
avancos, aproximadamente oito milhdes de pessoas estdo infectadas com essa
enfermidade. O estudo da biologia molecular desse parasito podera facilitar o
descobrimento de novas terapias, bem como auxiliar na compreenséo da evolugéo
molecular dos organismos eucariontes. O complexo telomérico, responsavel pela
integridade e estabilidade gendmica, € formado pela interacdo de DNA com
proteinas, que sdo responsaveis pela manutencdo e protecado desses terminais. O
complexo RPA de eucariotos compreende um heterotrimero, formado pelas
proteinas RPA-1, RPA-2 e RPA-3 que cumpre diversas fungbes vitais na ceélula,
sendo uma peca fundamental na replicacéo, reparo e recombinacéo. Nos teldmeros
de mamiferos e leveduras, este complexo estd envolvido principalmente com a
replicacdo e reparo de DNA. As proteinas que interagem e protegem a fita simples
presente nos teldbmeros de eucariotos s&o consideradas RPA-like devido a
similaridades estruturais com componentes do complexo RPA. A auséncia de
homologos destas proteinas no genoma de T. cruzi nos fez investigar se o proprio
complexo RPA poderia cumprir fungdes diferenciadas nos terminais cromossémicos.
O complexo RPA nunca foi estudado em T. cruzi e pouco se sabe sobre a biologia
molecular dos teldmeros neste organismo. A proteina RPA-1 € a principal
responsavel pela ligacdo do trimero nas diversas regides do DNA. Assim, este
trabalho teve como objetivo caracterizar a interagcdo TcRPA-1 — teldmero e se iniciou
com a produgao e purificagdo da RPA-1 recombinante e anticorpos contra essa
proteina. Ensaios de dicroismo circular mostraram que a rTcRPA-1 purificada estava
corretamente enovelada e mudava ligeiramente de conformacdo com a adicao de
oligonucleotideo com a sequéncia da fita rica em G telomérica. Através de ensaios
de EMSA, foi confirmada a interacdo in vitro da rTcRPA-1 com as sequéncias
teloméricas simples fita e especificidade pela fita rica em G telomérica. Através de
ensaios de ChIP e FISH/IF na forma replicativa epimastigota, foi confirmada a
interacado in vivo dessa proteina com o teldbmero durante todo o ciclo celular, isto é,
mesmo nas fases onde n&do ocorre replicacdo do DNA. Mais que isto, RPA-1
interage com teldmero também na forma de vida néo replicativa tripomastigota. A
auséncia de homoélogos de proteinas que interagem com o overhang telomérico em
tripanosomas, a interacdo especifica RPA-1-telbmero, e a sua presenga nos
teldomeros da forma de vida néo replicativa, bem como as peculiaridades estruturais
da RPA-1, levam-nos a propor que essa proteina cumpre um papel distinto daquele
descrito para eucariotos, podendo estar envolvida com a protecdo dos teldmeros
neste organismo.

Palavras-chave: Teldmeros. Trypanosoma cruzi. RPA-1. Doenga de Chagas.



ABSTRACT

PAVANI, R. S. Characterization of RPA-1-telomere interaction in Trypanosoma
cruzi. 2014. 87 p. Masters Thesis (Biology of Host-Pathogen Interaction) - Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2014.

Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, afflicting several
regions of the world, with a primary focus in Latin America. Despite advances,
approximately eight million people are infected with this disease. The study of the
molecular biology of this parasite may facilitate the discovery of new therapies as
well as assist in understanding the molecular evolution of eukaryotic organisms. The
telomeric complex, responsible for the genomic integrity and stability, is formed by
the interaction of DNA with proteins that are responsible for maintaining and
protecting these terminals. The eukaryotic RPA complex comprises a heterotrimer,
formed by RPA-1, RPA-2 and RPA-3, that fulfills several vital functions in the cell,
being a fundamental player in DNA replication, repair and recombination. In
mammals and yeast, the RPA complex is mainly involved with replication and repair
in telomeres. In eukaryotes, the telomere overhang binding proteins are considered
RPA -like due to structural similarities with components of the RPA complex. The
absence of homologues of these proteins in the T. cruzi genome lead us to
hypothesize that the RPA complex itself could fulfill different functions in
chromosome terminals of these organisms. The RPA-1 protein is primarily
responsible for the binding of the trimer into different regions of DNA. The RPA
complex has never been studied in T. cruzi and little is known about the molecular
biology of telomeres in this organism. This study aimed to characterize the TcCRPA-1-
telomere interaction and started with the production and purification of recombinant
TcRPA-1 and antibodies against this protein. Circular dichroism showed that the
purified rTcRPA-1 was in correct fold, and had some little conformational
modifications with the addition of G -rich overhang sequence. Through EMSA
assays, we confirmed the in vitro interaction of rTcRPA-1 with single-stranded
telomeric sequences and specificity for the sequence present in telomeric G
overhang. Through ChIP and FISH / IF assays in replicative epimastigote form, we
confirmed the in vivo RPA-1-telomere interaction even in non-S phase of the cell
cycle. Moreover, in trypomastigote non-replicative lifeform RPA-1-telomere
interaction was also detected. The absence of homologous proteins that interact with
telomeric overhang in trypanosomes, the specific RPA-1-telomere interaction, and
the presence of this protein in tripomastigote telomeres, as well as structural
peculiarities of the RPA-1, lead us to hypothesize that this protein may be involved in
telomere protection in T. cruzi.

Keywords: Telomeres. Trypanosoma cruzi. RPA-1. Chagas disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 Complexo Telomérico

Teldmeros sdo complexos DNA-proteina localizados na extremidade dos
Cromossomos eucaridticos e sdo responsaveis pela protecdo destas extremidades
contra degradacéo, recombinacgéo e fusdo com outros cromossomos. Esta estrutura
€ essencial para a completa replicacdo do DNA durante a divisdo celular e esta
associada a varios processos importantes como controle do niamero de divisbes
celulares, envelhecimento celular, regulacdo da transcricdo de genes adjacentes,
além da manutencdo da integridade gendmica e da arquitetura nuclear (CHAN;
BLACKBURN, 2004; DMITRIEV et al., 2003).

O DNA telomérico é constituido por repeticbes 5-TTAGGG-3' altamente
conservadas em uma ampla gama de organismos eucariéticos. Devido a alta
presenca de guanosinas nessas repeticbes, a fita de DNA que contém essa
sequéncia € denominada fita G telomérica e sua sequencia complementar, rica em
citosinas é chamada de fita C telomérica (PALM; DE LANGE, 2008). Além da regido
de dupla fita, o DNA telomérico termina com uma protrusdo 3’ de fita simples
denominada “3’ G-overhang”, por conter a sequéncia da fita G (Figura 1.1, A).

O overhang telomérico serve como substrato para elongacdo dos telémeros
pela enzima telomerase. Esta enzima reconhece o overhang telomérico com a
ponta 3" livre e adiciona repeticdes teloméricas a essa regido para alongar o
tamanho do telébmero. Apdés a sintese da fita G pela telomerase, a fita C
complementar é sintetizada pela maquinaria de replicacdo convencional da célula
(STEWART et al., 2012; WU; TAKAI; DE LANGE, 2012).

A protrusdo “3° G-overhang” também pode assumir conformagdes
secundarias como t-loops (invasdo da fita simples na fita dupla formando uma
estrutura em laco) ou G-quadruplexes de fita simples (“G-quartet” ou G4 DNA)
observadas em humanos, leveduras e Trypanosoma brucei (Figura 1.1, B e C).

A formacéo destas estruturas e as proteinas que interagem com os teldmeros
auxiliam na protecdo do DNA telomérico, como sera discutido adiante. Aléem disso,
estas estruturas também participam no controle negativo do acesso da telomerase

ao DNA telomérico, auxiliando na regulacdo da atividade desta enzima (CHAN;
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BLACKBURN, 2004; GILSON; GELI, 2007; GRIFFITH et al, 1999; MUNOZ-
JORDAN et al., 2001; SMOGORZEWSKA,; DE LANGE, 2004).

A

Regido Regido telomérica
subtelomérica de fita dupla

Protrusdo 3°'G
overhang

s

(oo\ﬂ'

N N TN
aeipl . LoopZ W Loop3

e————3—0]
[ G-tracts

Figura 1.1- Estrutura do DNA telomérico e possiveis estruturas

secundarias formadas.

Em A, esquema representativo da organizacdo do DNA no telémero. Em B, estrutura do t-loop, em C, estrutura G
quadruplex (CAPRA et al., 2010; DE LANGE, 2004; PALM; DE LANGE, 2008).

O tamanho dos teldmeros é diferente entre os organismos. O DNA telomérico
fita dupla em S. cerevisae e S. pombe possui aproximadamente 300pb, enquanto
em mamiferos possui de 5-15kb (BONETTI et al., 2013). O tamanho da protrusdo G
overhang também varia, em S. cerevisae essa regidao contém 12-14nt, podendo
aumentar de 30-100nt no fim da fase S (LARRIVEE; LEBEL; WELLINGER, 2004;
WELLINGER; WOLF; ZAKIAN, 1993). Em mamiferos, o overhang €& 30-500nt mais
longo e parece aumentar no fim da fase S, comeco da fase G2 do ciclo celular (CHAI
et al., 2006; DAI et al., 2010). O encurtamento dos teldbmeros, quando ultrapassa o
limiar aceitavel pela célula, dispara uma resposta a danos no DNA nessa regiao,
levando a célula a senescéncia (DI FAGAGNA et al., 2003; HERBIG et al., 2004).

1.2 Proteinas que interagem com os telémeros

As proteinas interatoras dos teldomeros apresentam diversas funcgdes, entre as
principais, podemos citar a funcdo de protecdo dos terminais: i - contra ataques

nucleoliticos, ii - contra a maquinaria de reparo, que reconheceria essa regido como
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quebra de dupla fita e no auxilio no controle do recrutamento e do término da
atividade da telomerase (CHEN; REDON; LINGNER, 2012; LIU et al., 2014,
LONGHESE, 2008; LATRICK; CECH, 2010).

O complexo de proteinas que interage com os teldmeros varia entre 0s
diferentes organismos, como mostrado na figura 1.2 (MARTINEZ; BLASCO, 2011;
PALM; DE LANGE, 2008). Ao longo deste topico, focaremos nas proteinas que
interagem com o overhang telomérico, que possuem maior importancia para o
entendimento do trabalho. Estas proteinas interagem com o DNA telomérico via
seus dominios Ob-fold, que consistem em um arranjo de folhas B formando uma
estrutura de B-barril que se envolve em torno do DNA simples fita (BOCHKAREYV;
BOCHKAREVA, 2004; LOAYZA et al., 2004)) e compartilham a caracteristica de
possuir afinidade pela fita G telomérica. As semelhancas estruturais e organizacao
dos dominios Ob-fold destas proteinas classificam-nas como RPA-like, devido a
similaridades em relacdo ao complexo RPA ou a algum de seus componentes (GAO
et al., 2007; GIRAUD-PANIS et al., 2010; MYIAKE et al., 2009; PRICE et al., 2010;
SUN et al., 2009).

a Vertebrates TIN2 C S.cerevisiae

Rif2 Stn1/Ten1
. ( Cdc13

12-14nt

<50nt(?)

Figura 1.2- Proteinas interatoras dos telémeros em diferentes organismos.
Proteinas constitutivas dos teldmeros nos diferentes organismo (PALM; DE LANGE, 2008)

Os telébmeros de mamiferos e leveduras sdo os mais bem estudados. Em
mamiferos, foi descrito um complexo de proteinas nomeado shelterin (Shelter =
escudo) que € responsavel pela protecdo e estabilidade da regido telomérica (DE
LANGE, 2005, PALM; DE LANGE, 2008). Esse complexo € composto por proteinas
que interagem com a dupla fita telomérica, TRF-1, TRF-2 e RAP-1, proteinas que
interagem com a simples fita telomérica POT1 e sua interatora TPP1 (forma um
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heterodimero com POT1, mas ndo liga diretamente o DNA) e a proteina TIN2, que
apesar de nao ligar diretamente o DNA telomérico, interage com TRF-1, TRF-2 e
TPP1, estabilizando estes complexos. Parece assim que TPPl é o elo de
comunicacdo entre as proteinas que interagem com a dupla e simples fita
teloméricas (YE et al., 2004).

O heterodimero POT1-TPP1 é responsavel tanto pela prote¢do do telomero,
guanto pelo recrutamento da telomerase (TEJERA et al., 2010; XIN et al., 2007). A
proteina POT1 possui forte afinidade pela fita G telomérica, e se liga ao overhang
utilizando um dominio OB-fold (LOAYZA et al., 2004). A proteina TTP1 interage
diretamente com a subunidade catalitica da telomerase e € responsavel pelo seu
recrutamento. A presenca do complexo POT1-TPP1 aumenta a processividade da
telomerase durante a extenséo dos teléomeros (LATRICK; CECH, 2010). A auséncia
de POT-1 deixa os teldmeros desencapados, ativando a resposta a danos no DNA
via ATR, induzindo recombinagdo homologa aberrante nos terminais cromossémicos
(WU et al., 2006).

Outro complexo de proteinas descrito na literatura que interage com 0s
teldmeros é chamado de complexo CST. Ele foi descoberto primeiramente em
Saccharomyces cerevisae, onde € composto por 3 proteinas: Cdcl3, Stnl e Tenl.
Este complexo é considerado um heterotrimero telébmero-especifico RPA-like (figura
1.3),também chamado de t-RPA, por possuir semelhancas estruturais com o0s
componentes do trimero (RPA-1,RPA-2 e RPA-3), que sera discutido adiante (GAO
etal., 2007; LEWIS et al., 2012).

O complexo CST (Cdcl3, Stnl, Tenl) interage com o overhang telomérico,
estando envolvido com protecdo e replicacdo dessa regido (LUE et al., 2013).
Quando apenas Cdcl3 esta ligada ao overhang, essa proteina tem a capacidade de
interagir com a subunidade Est 1 da telomerase e promover seu recrutamento. Apos
o telébmero estar elongado, as proteinas Stnl e Tenl se ligam a Cdcl13, formando o
trimero CST e retiram a telomerase do telémero, recrutando a maquinaria de
replicagdo responséavel pela sintese da fita C complementar (CHURIKOV et al.,
2013). Além disso, o trimero CST formado nos telémeros tem a fungcédo de protecao
destes terminais contra o reconhecimento pela maquinaria de reparo. A auséncia de
Cdc13 nos telomeros dispara uma reposta de checkpoint, provocando uma parada
no ciclo celular (LONGHESE, 2008).
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A principio, o0s pesquisadores achavam que o complexo CST era
caracteristico e restrito a leveduras de brotamento, porém foram encontrados
homoélogos de Stnl e Tenl (nomeados STN1 e TEN1) em Schizosaccharomyces
pombe e depois em plantas e mamiferos (MIYAKE et al., 2009; SUROVTSEVA et
al., 2009). Uma proteina com baixa homologia de sequéncia a Cdcl3, chamada
CTC1, forma o trimero com STN1 e TEN1, formando o complexo CST desses
organismos (CHEN; REDON; LINGNER, 2012; MYIAKE et al., 2009). Em humanos,
o complexo CST, chamado de hCST, é um terminador da atividade da telomerase.
Sua ligacdo aumenta em late S/G2, coincidindo com o tempo em que a telomerase
se desliga do telébmero. Este complexo interage com POT1-TPP1 e com DNA da fita
G nascente nos teldmeros, inibindo a ligacdo da telomerase e, consequentemente, a
continuacédo do elongamento dos teldmeros. Apos o desligamento da telomerase, 0
complexo hCST recruta a maquinaria de replicacdo para elongar a fita C
complementar (CHEN; REDON; LINGNER, 2012). Mutantes de CTC-1 em células de
mamifero que n&o conseguiam formar o complexo CST resultaram em disfungéo
telomérica, fusdo de cromossomos, aumento da formacdo do G-overhang e
diminuigdo da ligagdo da Polimerase a a STN1, sugerindo que este complexo é

essencial para a manutencao telomérica nestas células (GU et al., 2013).

Pol1  Esti ssDNA

RD [LL0B27.|OB3(DED)IROBA C  Cdci3

N[ 085 | [WHIIGH C Stn1

L OB6_|C Tent

RPA70

RPA32

RPA14

Figura 1.3 Semelhanca de organizacdo de dominios dos complexos CST e
RPA.

Os dominios Obfold estdo representados pela sigla OB e as areas sombreadas indicam os dominios
responsaveis pela interacdo entre as subunidades do complexo (SUN et al., 2011).
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Além das proteinas constituintes dos teldmeros, outras proteinas interagem
com essa regido e, além disso, possuem também funcgbes extra teloméricas como,
por exemplo, o complexo RPA, proteinas da maquinaria de reparo como Ku70/80,
entre outras. Os mecanismos que regulam as interacfes teldbmero-proteinas ainda
ndo sdo totalmente conhecidos, porém modificagcbes pOs traducionais como
fosforilag6es e ubiquitina¢cdes sdo cruciais para o acumulo de certas proteinas nos
telomeros durante alguma fase especifica do ciclo celular (AUBERT; LANSDORP,
2008).

1.3 Complexo RPA

O complexo RPA é composto pelas subunidades proteicas RPA-1, RPA-2 e
RPA-3 (figura 1.4), e apresenta multiplas fun¢cdes no metabolismo do DNA,
participando das maquinarias de replicacdo, reparo, recombinacéo, transcricdo, além
de estar envolvida no mecanismo de checkpoint- parada do ciclo celular frente ao
dano de DNA (FANNING; KLIMOVICH; NAGER, 2006; SMITH; ZOU; ROTHSTEIN,
2000; WOLD, 1997). Este complexo é conservado evolutivamente entre o0s
eucariotos e interage com o DNA via dominios OB-fold, que interagem com DNA
simples fita (BOCHKAREV; BOCHKAREVA, 2004).

O complexo RPA foi inicialmente identificado e purificado como um fator
proteico necessario para iniciacdo e elongamento da replicacdo do DNA do virus
SV-40 (WOLD;KELLY, 1988). Com o avanco dos estudos na area de replicacao, foi
descoberto que o complexo RPA tem por funcdo estabilizar a simples fita de DNA
durante a replicacdo, além de estimular a atividade das polimerases alpha, delta e
epsilon (FANNING; KLIMOVICH; NAGER, 2006; OAKLEY; PATRICK, 2010; WAGA,
STILLMAN; 1994).

A maior subunidade do complexo RPA, é a RPA-1 (ou RPA70, de acordo com
seu tamanho em kiloDaltons), que contém 4 dominos OB-fold: RPA-1 70N, RPA-1 A,
RPA-1 B e RPA-1 C (Figura 1.4). O dominio RPA1-70N interage fracamente com o
DNA simples fita, porém €& responsavel pela interacdo desta subunidade com a
maquinaria de reparo de DNA e resposta de checkpoint, interagindo com proteinas
como ATRIP, RAD9, p53, Mrell, entre outras. Esse dominio também €& o
responsavel pela interacdo do complexo com fatores de transcricdo e com a

maquinaria de replicacdo, estimulando a atividade da DNA polimerase alfa
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(FANNING; KLIMOVICH; NAGER, 2006, JACOBS et al., 1999). Os dominios RPA-1
A e RPA-1 B séo os principais responsaveis pela interacdo da RPA-1 com o DNA
simples fita (BOCHKAREVA et al., 2001). J4 o dominio RPA-1 C, presente na regido
C-terminal da RPA-1, € responsavel pela trimerizacdo do complexo RPA, além de
possuir motivo de ligagdo ao zinco, que foi ainda pouco estudado (BOCHKAREVA et
al., 2002; OAKLEY; PATRICK, 2010).

A RPA-2 (ou RPA32) possui varios sitios de fosforilacdo, envolvidos no
controle de sua regulacdo nas diferentes maquinarias da qual a RPA participa. O
padrdo de fosforilagbes varia, sendo diferente quando o complexo RPA esta
envolvido na replicagdo ou no reparo. A RPA-2 hiperfosforilada ndo co-localiza com
centros de replicacdo e tem a afinidade reduzida pela polimerase alpha primase
(ANANTHA, SOKOLOVA; BOROWIEC; 2008; FANNING; KLIMOVICH; NAGER,
2006; VASSIN; WOLD; BOROWIEC, 2004).

A RPA-2 também possui sitios de interacdo com proteinas e interage
diretamente com proteinas de reparo como Uracil-DNA glicosilase, XPA, Rad9, entre
outras (FANNING; KLIMOVICH; NAGER, 2006). Células em que a RPA-2 selvagem
foi substituida por RPA-2 mutante nos sitios de fosforilacdo por ciclinas CDK séo
defeituosas no reparo de quebra de dupla fita que ocorrem durante a intérfase. Além
disso, fosforilagbes em sitios especificos da RPA-2 estimulam novas fosforilacdes
em outros sitios (ANANTHA; VASSIN; BOROWIEC, 2007).

A subunidade RPA-3 (ou RPA14) ainda é pouco estudada e parece estar
envolvida na trimerizacdo e estabilidade do complexo RPA (CAVERO; LIMBO;
RUSSEL, 2010). As subunidades RPA-2 e RPA-3, apesar de ndo serem necessarias
para a atividade de ligacdo de RPA-1 ao DNA, sao extremamente importantes para
as fungbes biolégicas do complexo, pois contém regides de interacdo do complexo
RPA com outras proteinas (HENRICKSEN; UMBRICHT; WOLD, 1994)

RPA32

1 43 71 200 270
AGLEEEUED
Zn //' 1
I L L I
1 110 181 200 300 422 436 616

RPA14
1 121

RPA70

Figura 1.4 Organizacao estrutural de dominios do complexo RPA.
O Complexo RPA de mamiferos (RPA-1,RPA-2,RPA-3). O heterotrimero consiste em 6 dominios OB-fold ( 70N,
A, B, C na RPA-1, D na RPA-2 e a subunidade RPA-3 consiste num unico OBfold) caracteristicos por sua forte
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interacdo com o DNA simples fita e um dominio winged helix turn helix (Hth). As subunidades sdo conectados
por links flexiveis. Os dominios OBfolds sdo (BOCHKAREV; BOCHKAREVA, 2004)

O complexo RPA é uma peca fundamental em resposta de reparo a danos no
DNA, participando no reparo de excisdo de nucleotideos (MER et al., 2000;
TSAALBI-SHTYLIK et al., 2014), reparo por excisdo de bases (evidéncias de
interagcdo com glicosilases) (MER et al.,, 2000; PARKER et al.,, 2001), reparo
mismatch (GENSCHEL; MODRICH, 2009; RAMILO et al., 2002), reparo em quebra
de dupla fita de DNA e recombinagdo (DA SILVEIRA et al., 2013; MUNCH et al.,
2014; YAJIMA et al., 2013).

A participacdo do complexo RPA nos principais processos do metabolismo
do DNA evidencia sua importancia para a manutencao e viabilidade do DNA e,

consequentemente, da célula eucaridtica.

1.4 Complexo RPA nos telémeros

Nos teldmeros de mamiferos e leveduras, além do papel de replicacédo
(aumento da ligacdo RPA-teldbmero na fase S), ja esta bem descrito o papel da RPA
na sinalizacdo de danos na regido telomérica (CHAI et al., 2006; VERDUN;
KARLSEIDER, 2006; LUCIANO et al., 2012). A perda das proteinas POT-1 em
mamiferos ou Cdcl13 em S. cerevisae (Figura 1.5), resulta em um acumulo aberrante
do complexo RPA nessa regido, dando inicio ao recrutamento da maquinaria de
reparo, disparando a via ATR, seguido do bloqueio do ciclo celular (FLYNN;
CHANG; ZOU, 2012; LONGHESE, 2008).

Em leveduras, o complexo RPA esta envolvido diretamente com a
manutencao telomérica. Em S. cerevisae, Schramke et al. em 2004 propuseram um
modelo onde RPA esta diretamente envolvida com o recrutamento da subunidade
Estl da telomerase para os teldbmeros. Neste contexto, RPA, Cdcl3, Estl e o
overhang telomérico formam um complexo que ativa a telomerase. Recentemente,
foi demonstrado que, aléem do papel de recrutamento e ativacdo da telomerase, 0
complexo RPA interage com TLC1 (RNA da telomerase de leveduras) via RFA-1
(Replication Factor-1, nome da RPA-1 neste organismo) e facilita a atividade desta
enzima na elongagdo dos teldmeros de leveduras de fissdo e de brotamento
(LUCIANO et al., 2012).
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Em leveduras, mutantes de RFA-1 resultam em encurtamento telomérico
(SMITH et al., 2000; KIBE et al., 2007). Além disso, mutac¢des na regido N-terminal
de RFA-2 (RPA-2 de leveduras), que possui multiplos sitios de fosforilacdo, resultam
em encurtamento telomérico severo e diminuicdo da associacdo do complexo RPA
com a subunidade Estl da telomerase, sugerindo que fosforilagbes podem ser
importantes no papel desta proteina na modulacdo do tamanho do telémero
(OAKLEY; PATRICK, 2010; SCHRAMKE et al., 2004).

Em células de humanos, foi demonstrado que RPA também possui a
capacidade de modular a atividade da telomerase in vitro e a0 mesmo tempo
aumentar sua processividade (RUBTSOVA et al., 2009). O papel da RPA no auxilio
da telomerase parece ndo estar restrito apenas ao seu recrutamento e atividade,
pois foi demonstrado que o complexo RPA de humanos consegue desfazer
estruturas G-quadruplex in vitro que poderiam bloquear o acesso da telomerase aos
telomeros (QURECHI et al., 2012; RAY et al., 2014). De acordo com seu papel na
manutencdo do teldmero, foi demonstrado que mutantes de RPA em células
cancerigenas levam ao encurtamento telomérico (KOBAYASHE et al., 2010).

Apesar dos avangos no estudo da RPA com os teldmeros, ainda ndo se sabe
ao certo de que forma o complexo RPA consegue distinguir sua interagdo com 0s
teldbmeros para manutencéo telomérica tradicional na célula ou para sinalizar danos
nessa regido resultando numa resposta de checkpoint, com a consequente parada
do ciclo celular. Provavelmente modificacdes pos traducionais como fosforilacbes

podem ser um dos pontos chave para essa questao.
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Figura 1.5 - Envolvimento da proteina RPA em resposta a quebra de dupla fita

de DNA e danos no telémero

Em A, quebra de fita dupla de DNA (Double strand break — DSB), em C e D, resposta a danos nos teldmeros
desencapados ou com danos fisicos. Em ambos os casos, a proteina RPA esta envolvida no recrutamento da
magquinaria de reparo, sinalizando uma resposta de checkpoint.(LONGHESE, 2008).

1.5 Trypanosoma cruzi - Doenca de chagas

Neste trabalho, utilizamos como modelo de estudo de telébmeros o
tripanossomatideo T. cruzi, agente etioldgico causador da doenca de Chagas.

Os tripanossomatideos sédo protozoarios flagelados que pertencem a familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida. Esta ordem € caracterizada pela presenca
do cinetoplasto, organela auto replicavel que contém o DNA da mitocondria (LOPES
et al., 2010; WHO, 2010).
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A Doenca de Chagas aflige principalmente paises da América Latina, porém um
aumento substancial no nimero de casos na América do Norte, Europa e Ocidente
tem sido reportado. Estima-se que aproximadamente 8 milhfes de pessoas estejam
infectadas no mundo (WHO, 2010).

Sao mais de cem espécies responsaveis pela transmissdo natural da infeccéo
pelo Trypanosoma cruzi, intervindo diretamente na sua veiculacdo no ambiente
domiciliar ou participando na manutencdo da enzootia chagasica. Sua circulacéo
ocorre entre insetos vetores (Triatominae, Hemiptera, Reduviidae), que sdo 0s
hospedeiros invertebrados, e animais silvestres, animais domésticos e 0s seres
humanos, os quais sdo os hospedeiros vertebrados. A sua presenca no planeta
remonta ha mais de 150 milhdes de anos, dotado de grande diversidade genética
(WHO, 2010).

O Trypanosoma cruzi possui formas de vida nédo replicativas (tripomastigotas)
e replicativas (epimastigotas e amastigotas). A infeccdo pelo T. cruzi comeca com
tripomastigotas metaciclicos sendo liberados nas fezes e urina do vetor. Essa forma
de vida atinge a corrente sanguinea através de cortes na pele e na mucosa
causados pela picada do triatomineo, invadindo diferentes tipos de células do
hospedeiro mamifero. Uma vez no citoplasma, tripomastigotas se diferenciam em
amastigotas nao-flagelados, que se replicam por divisdo binaria e diferenciam-se em
tripomastigotas sanguicolas. Apds lisar a célula hospedeira, 0s tripomastigotas
podem circular na corrente sangiinea e infectar outros tecidos ou podem ser
ingeridos por triatomineos durante sua alimentagdo em um hospedeiro infectado e
assim um novo ciclo se inicia (Figura 1.6). Nos ultimos anos, uma série de trabalhos
vém reportando também o papel da infeccéo oral no ciclo de vida de T. cruzi, onde
organismos vertebrados se infectam através da ingestdo de barbeiros contaminados
(YOSHIDA, 2008).

Os tripanossomatideos possuem certas peculiaridades em sua biologia
molecular. Esse protozoario apresenta 41 pares de cromossomos, € seu genoma
possui um tamanho haploide estimado de 60Mb e cerca de 12.000 genes. Pelo
menos 50% do genoma de T. cruzi € sequéncia repetitiva (EL-SAYED et al., 2005).
A maioria dos genes sdo organizados em arranjos policistrénicos, com RNAs
mensageiros sofrendo principalmente trans-splicing (LIANG et al., 2003; MARTINEZ-
CALVILLO et al., 2010). Além disso, os tripanossomatideos possuem diferencas

significativas na replicacao e reparo do seu DNA em relagcéo a outros eucariotos (EL-



30

SAYED et al., 2005; ELIAS; NARDELLI; SCHENKMAN; 2009; GODOQOY et al., 2009,
PASSOS-SILVA et al., 2010).

A doenca de Chagas causa cerca de 40.000 novas infec¢des por ano, nao
existem vacinas disponiveis e poucas drogas anti-parasitarias sao eficientes no
tratamento da fase aguda da doenca (LOPES et al., 2010; OPS, 2006). O estudo
dos teldmeros desse parasita podera facilitar o descobrimento de novas terapias e
desenvolvimento de drogas antiparasitarias. Como o0s tripanosomas divergiram
muito cedo da linhagem eucarionte, o conhecimento da biologia destes parasitas

auxilirh sobretudo no entendimento do processo evolutivo da célula eucarionte.

Triatomine Bug Stages Human Stages

Triatomine bug takes a blood meal
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Figura 1.6 Ciclo de vida de T. cruzi
(Center for Disease Control and Prevention, CDC, 2011).

1.6 Regido subtelomérica e teldmeros em tripanossomatideos

Os telbmeros de tripanossomatideos ainda foram pouco explorados, porém a
regido adjacente ao teldbmero, chamada regido subtelomérica, foi e vem sendo
mostrada como importantissima na regulacdo da expressdo de proteinas de
superficie.

A regido subtelomérica de T. brucei possui diversos genes que codificam

diversas glicoproteinas variantes de superficie (VSG), importantes na evasao do



31

sistema imune do hospedeiro. A variagcdo antigénica requer a expressao de apenas
um unico VSG por vez pela RNA polymerase |. Desde a sua descoberta, o controle
de expressao e silenciamento das VSGs tem sido alvo de muitos estudos e diversas
proteinas parecem estar envolvidas nessa regulacdo (DRESSEN; LI; CROSS, 2007,
GLOVER et al., 2013; PANDYA; SANDHU; LI, 2013; POVELONES et al., 2012). Em
T. cruzi, a forma de vida tripomastigota expressa proteinas relacionadas com a
invasao celular e evasao da resposta imune do hospedeiro. Os genes que codificam
essas proteinas sdo divididos em grandes familias, como por exemplo, a
superfamilia das Trans-Sialidase (TS) e a DGF-1 (Dispersed gene family-1). A regido
subtelomérica em T. cruzi é enriquecida de (pseudo)genes TS e DGF-1, além de
genes de retrotransposons, sugerindo que essa regido pode sofrer constantes
recombinacdes e estar envolvida com a geracdo de novas variantes de proteinas de
superficie (BARROS et al.; 2012; KIM et al., 2005).

Apesar da divergéncia evolutiva, os teléomeros de tripanosomatideos, incluindo T.
brucei e T. cruzi, sdo constituidos pelas mesmas sequéncias encontradas em
vertebrados 5TTAGGG3 e sao replicados pela telomerase (CANO et al.,, 1999;
MUNOZ; COLLINS, 2004). Em T. cruzi, a telomerase apresenta propriedades
especificas e sua atividade foi verificada entre as diferentes formas de vida do
parasito, ndo sendo identificada porém na forma de vida tripomastigota sanguicola
(MUNOZ; COLLINS, 2004).

Na regido telomérica de tripanossomatideos, algumas bases timina séo
substituidas por uma base nitrogenada peculiar chamada base J, descoberta em
1993 em T. brucei. A presenca da base J ndo é exclusivamente telomérica, &
encontrada também em outras sequéncias repetitivas, porém o telémero € a regiao
de maior concentracdo dessa base peculiar. Estudos recentes demonstram que a
base J esta envolvida no controle do término da transcricdo, e, além disso, que a
auséncia dessa base é fatal para Leishmania (GOMMERS-AMPT et al., 1993; VAN-
LUENEN et al., 2012).

Pouco se sabe em relacdo a formacédo de estruturas secundéarias nos telébmeros
de tripanossomatideos, tendo sido apenas evidenciado a presenca de t-loops em T.
brucei, com um tamanho bem menor daqueles descritos em mamiferos (MUNOZ-
JORDAN et al., 2001).

Muito pouco se sabe sobre os telébmeros de T. cruzi. Freitas-Junior et al.

mostraram em 1999 que o tamanho dos telébmeros nesse organismo varia entre
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cepas diferentes, possuindo alta heterogeneidade, desde 500pb até 10kb. Porém
ainda ndo ha na literatura estudos que comparam o tamanho dos teldbmeros entre as
diferentes formas de vida deste parasito.

As proteinas constitutivas dos teldmeros de tripanossomatideos ainda nao foram
completamente desvendadas. Até 0 momento, encontraram uma proteina homoéloga
a TRF-2 de mamiferos, descrita inicialmente em T. brucei e depois em Leishmania
amazonensis responsavel pela manutencdo da dupla fita telomérica. Curiosamente,
apesar da conservacdo de dominios, a TbTRF possui 41,5kDa e a LaTRF possui
82,5kDa. A auséncia de TbTRF resulta em perda do overhang e parada no
crescimento do T. brucei (DA SILVA et al., 2010; LI; ESPINAL; CROSS, 2005).

Foi identificada também uma proteina homéloga a proteina RAP-1 (interatora da
TRF) que é importante para a manutencao da estabilidade telomérica. Além disso,
essa proteina esta envolvida com o silenciamento dos genes que codificam as VSGs
(PANDYA et al., 2013; YANG et al., 2009).

Apesar da identificacdo destas proteinas, ndo foi identificado no genoma dos
tripanossomatideos nenhum homologo de proteinas ligantes de simples fita
telomérica conhecidas como Cdcl13, POT1 ou TEBP (PAVANI et al., in preparation).
Estudos em Leishmania amazonensis pelo grupo da Dra. Maria Isabel Cano
encontraram inicialmente trés proteinas que interagem com a simples fita telomérica
rica em G in vitro, sdo elas LaRbp38, LaRPA-1 e uma terceira proteina nao
identificada (FERNANDEZ et al., 2004). Porém a funcdo destas proteinas nos

teldbmeros e na sua manutencao in vivo continua sendo uma questao em aberto.

1.7 RPA-1em tripanosomatideos

Existem pouquissimos estudos em relagdo ao complexo RPA de
tripanossomatideos. A Unica proteina que foi estudada do complexo RPA nestes
organismos é a subunidade RPA-1.

Apesar da conservacdo de dominios Obfold, a proteina RPA-1 de
tripanossomatideos possui diferencas em relacdo a RPA-1 de outros eucariotos. A
principal diferenca esta na auséncia do dominio 70N (figura 1.7, A), responsavel pela
interacdo do complexo RPA com proteinas da maquinaria de replicacdo, reparo e
recombinacdo (NETO et al., 2007; XU et al., 2008).



33

Apesar da auséncia deste dominio, estudos recentes vém demonstrando uma
possivel relacdo da RPA-1 de Leishmania em resposta a danos no DNA. A acéo do
complexo 911 (Rad9, Husl e Radl) descrita em eucariotos depende de sua
interacdo com o complexo RPA (WU; SHELL; ZOU, 2005). Em Leishmania major,
ensaios de imunofluorescéncia mostraram que apds o tratamento com hidroxiuréia
em células superexpressoras de LmHus1, ocorre uma redistribuicdo desta proteina
no ndcleo e pontos de co-localizacdo com a LmRPA-1, sugerindo que as duas
proteinas estdo agindo em processos metabolicos similares no DNA. Apesar de
encontrarem um aumento de LmRPA-1 ligada a cromatina em células tratadas com
hidroxiuréia, os autores ndo evidenciaram redistribuicdo nuclear da LmRPA-1 em
ensaios de imunofluorescéncia, e, apesar dos esforcos com a utilizacdo de
diferentes protocolos, ndo conseguiram comprovar interacéo estavel entre LmHusl e
LmRPA-1 (DAMASCENO; NUNES; TOSI, 2013).

A quebra de dupla fita de DNA é induzida por fleomicina e dispara a via Tell
(homéloga a ATM) em leveduras (NAKADA et al., 2003). Em diversos eucariotos, as
guebras de dupla fita sdo reparadas por recombinacdo homdloga (HR) com a
participacdo de RPA e RAD51 (STAUFER; CHAZIN, 2004). Em Leishmania
amazonensis, ap6s a inducdo de dano com fleomicina, ha um aumento na
quantidade de RAD51 no nucleo, porém nao houve diferencas na quantidade de
LaRPA-1. Porém, ensaios de imunoprecipitacdo realizados com Anti-LaRPA-1
demonstraram que esta proteina imunoprecipita RAD51 em células controle, e ha
um aumento da quantidade de RAD51 imunoprecipitada em células com dano
induzido. Esse resultado sugere que a LaRPA-1 e RAD51 participam da resposta de
recombinacdo homologa (DA SILVEIRA et al., 2013).

Em relacdo aos teldbmeros, apenas a subunidade RPA-1 do trimero RPA foi
identificada interagindo com a fita G do teldbmero in vitro em Leishmania
amazonensis (FERNANDEZ et al., 2004). Anos depois, foi confirmada a interagéo da
LaRPA-1 in vivo com os teldbmeros em L. amazonensis, porém a funcdo desta
proteina nos teldomeros ainda néo foi elucidada (NETO et al., 2007).

Ja foi também analisado o papel de LaRAD51 e LaRPA-1 nos telémeros de L.
amazonensis em resposta a danos com fleomicina. Curiosamente, foi observado
através de ensaios de FISH/IF que apés a inducdo de dano, ha um aumento da
quantidade de LaRPA-1 nos telébmeros, ndo acompanhado de LaRADS51.
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Adicionalmente, o anti-RAD51 ndo imunoprecipitou a sequencia telomérica nas
células controle e tratadas (DA SILVEIRA et al., 2013).

Através de ensaios de dicroismo circular e modelagem, foi observado que a
proteina LaRPA-1 interage com o DNA telomérico via dominio Obfold A, enquanto a
RPA-1 de eucariotos superiores interage com o DNA pelos Obfolds A e B, devido a
diferencas de residuos de aminoacidos presentes no linker que conecta os dois
dominios. O Obfold putativo RPA-1C, responsavel pela interacdo da RPA-1 com os
outros componentes do trimero em outros eucariotos, mostrou-se estruturalmente
muito diferente na LaRPA-1 em comparacdo com a RPA-1C de eucariotos
superiores. Além disso, dos 20 residuos descritos importantes para a interacdo da
RPA-1 com a RPA-2, apenas 2 sdo conservados, sugerindo que talvez o complexo
RPA (RPA-1,RPA-2, RPA-3) nem seja formado em tripanossomatideos, porém
evidéncias experimentais ainda sdo necessarias para a confirmacéo desta hipétese
(PAVANI, in preparation).

RPA-1
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Figura 1.7 - Estrutura da proteina RPA-1 de tripanossomatideos

Em A, comparacdo da RPA-1 de vertebrados com a RPA-1 de tripanossomatideos, que ndo possui o dominio
70N. Os pontos de interrogagdo indicam a presenca de Obfolds que ndo possuem funcdo descrita. Em B,
esquema da interagdo do dominio 70N da proteina RPA-1 com a maquinaria de reparo via ATR (XU et al.,2008).

Todas as proteinas ligantes de simples fita teloméricas possuem similaridades
estruturais com o complexo RPA ou seus componentes, sendo chamadas de RPA-
like. Nao foi encontrado nenhum homologo destas proteinas no genoma de
tripanossomatideos e a proteina RPA-1 de tripanossomatideos possui diversas
peculiaridades em relagdo a RPA-1 de outros eucariotos. A somatoéria destas
informacdes nos levou a hipotetizar que a proteina RPA-1 possa estar envolvida na

protecdo dos telomeros de tripanossomatideos. Para investigar esta hipotese, este
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trabalho visou verificar e caracterizar a interagdo RPA-1-teldbmero em T. cruzi, ja que

o complexo RPA neste parasito nunca foi estudado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
Caracterizar a interacdo da proteina TcRPA-1 com os teldbmeros em

Trypanosoma cruzi

2.2 Objetivos Especificos
- Expressar e purificar a proteina rTcRPA-1
- Caracterizar a interacdo rTcRPA-1-telébmero in vitro através de ensaios de
EMSA
- Caracterizar a ligacdo TcRPA-1-teldbmero in vivo através de ensaios de
FISH/IF e ChIP
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Epimastigotas

A forma epimastigota de T. cruzi (cepa Y) foi mantida em meio LIT
complementado com soro bovino fetal 10 % e hemina 0,1 % (10 mg/mL dissolvida
em 0,1 M de trietanolamina) a 28 °C (SCHENKMAN et al., 1994).

3.1.1 Meio lit

Para 1 litro de meio LIT contendo 10% de soro fetal bovino foram dissolvidos

em agua Milli-Q os componentes conforme tabela abaixo.

Tabela 3.1- Componentes do meio LIT

Componentes do meio Quantidade

NaCl 49

KCI 0,49

Na2PO4 8,09

Triptose 5009

Infusdo de Figado 509

Hemina 1 mL de solucéo
10mg/mL em
trietanolamina 0,1M

O volume foi acertado para 900 mL de agua Milli-Q e entdo autoclavado.
Antes de sua utilizacdo foram adicionados 100 mL de soro fetal bovino, 20 mL de

glicose 20% e antibidticos (133mg de streptomicina e 59mg de penicilina).

3.2 Tripomastigota

Células LLC-MK2 (célula de rim de macaco rhesus - Macaca mulatta) foram
mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium- Invitrogen) com 10%

de soro fetal bovino & 37 °C na presenca de 5% de CO,. Em garrafa de 150cm? foi



38

adicionado 2x10° células LLC-MK2 em 40 mL de meio. Apés dois dias estas células
foram infectadas com 10’ tripomastigotas e entdo mantidas & 37°C na presenca de
5% de CO; por 7 dias, sendo que no quinto dia o meio de cultura foi trocado. Nos 5°
e 6° dias, o sobrenadante de cultura foi coletado, centrifugado a 350 x g por 5
minutos e entdo incubados por no minimo 1 hora a 37°C na presenca de 5% de CO,
para permitir que as formas tripomastigotas migrem para o sobrenadante. Os
tripomastigotas foram coletados desprezando cerca de 5ml do fundo do tubo e entéo

centrifugados por 10 minutos a 3220 x g.

3.3 Extrac&do de DNA gendmico dos parasitas

Para a extracdo de DNA gendmico, 108 células foram lisadas em 150 pL de TELT
(50 mM tris-HCI pH 8,0; 62,5 mM de EDTA; 4% TRITON X-100; 2,5 M LiCly) e
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Ao lisado foi adicionado 150 uL de
fenol equilibrado com Tris 0,1 M pH 8,0 e incubado por 5 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, foi centrifugado a 20.000 x g por 10 minutos e a fase aquosa
superior foi coletada. A esta fase, foi adicionado 150 uL de cloroféormio e apos
homogeneiza¢cédo foi centrifugado a 20.000 x g por 10 minutos. A fase superior
aguosa foi coletada e o DNA presente foi precipitado com o dobro de volume de
etanol absoluto gelado. Apd6s centrifugar a 20.000 x g por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o pellet de DNA foi lavado com 500 yL de etanol 70%
gelado e novamente centrifugado por 5 minutos a 20.000 x g. O DNA foi
ressuspenso em 100 yL de TE 1X (Tris-HCI 10 mM; 1 mM EDTA; pH 8,0) contendo
20 pyg/mL de RNAse A e incubado por 15 minutos a 37 °C.

3.4 Preparo de Bactérias Termocompetentes (Escherichia coli)

Uma colbnia de E. coli DH5-a ou BL21 DE3 RP cédon plus recém plaqueada
em LB-agar sem antibidético ou na presenga de 30 upg/mL de cloranfenicol,
respectivamente, foi inoculada em 3 mL de LB liquido (com ou sem cloranfenicol,
para BL21 DE3 RP codon plus e E. coli DH5-a, respectivamente) e incubada por 16
horas a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm. Este pré-inéculo foi adicionado em 250 mL
de LB (na presenca ou auséncia de cloranfenicol) e incubado sob as mesmas

condi¢cbes até atingir DOsso entre 0,35 e 0,6. Estas bactérias foram incubadas no
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gelo de 10 a 60 minutos, centrifugadas a 1.800 x g por 15 minutos sob refrigeracao e
o pellet foi ressuspenso em 1/3 do volume original em FB (100mM KCI; 50 mM
CaCl,.2H,0; 10% glicerol (m/V); 10 mM acetato de potassio; pH 6,2) filtrado e
gelado. Apos incubacao de 10 a 60 minutos no gelo as bactérias foram novamente
centrifugadas e o pellet foi ressuspenso em 1/12,5 do volume original em FB, em

seguida foram feitas aliquotas de 200 pL e estas estocadas a -80 °C.

3.4.1 Transformacdo de Bactérias Competentes por Choque Térmico

Em tubo de transformagéo foi adicionado 200 yL de bactéria competente (E. coli
DH5-a ou BL21 DE3 RP cd6don plus) juntamente com o DNA a ser transformado, 100
ng no caso de vetor fechado (com ou sem inserto) ou 0 volume total de uma reacéo
de ligacao vetor-inserto. O tubo foi incubado no gelo por 30 minutos e em seguida
incubado por 1 minuto a 42 °C e colocado imediatamente no gelo por 5 minutos. Ao
tubo foi adicionado 1 mL de LB liquido, seguindo-se com incubacdo a 37 °C sob
agitacdo de 180 rpm por 1 hora. As bactérias cultivadas neste meio foram
plaqueadas em LB-4gar contendo o antibidtico de selecdo, incubadas em estufa a

37 °C por cerca de 16 horas.
3.5 Amplificagcédo, clonagem e subclonagem da TcRPA-1

3.5.1 Amplificagao por PCR e clonagem no vetor TOPO

O fragmento que codifica a proteina RPA-1 de T. cruzi (n° acesso do
GenBank XM_813926.1) foi amplificado por PCR utilizando-se DNA gendémico do
parasito e o par de iniciadores RPA-1-pET-F e RPA-1-pET-R (tabela 3.2). O
fragmento foi clonado no vetor de clonagem pCR 2.1 — TOPO (Invitrogen), seguido

de transformacao em bactérias Escherichia coli DH5a.

Tabela 3.2- Primers utilizados para amplificagdo do fragmento TcRPA-1

Nome do primer Sequencia
TcRPA-1-pET-F 5 GCTAGCCAACACCCGAGC &
TcRPA-1-pET-R 5 AAGCTTTTACAAATAGGCCTC 3

Os nucleotideos marcados em verde sao os sitios de restricdo para as enzimas de restri¢ao.
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3.5.2 PCR

Na amplificacdo por PCR foram utilizados 300 ng de DNA gendmico de
Trypanosoma cruzi (cepa Y), 2,5 mM de cloreto de magnésio, tampado contendo
sulfato de amonia (tampédo 10x de Taq polimerase — Kit Fermentas), 10 pmol de
cada primer, 0,4 mM de dNTPs e 2U de Taq DNA polimerase (Fermentas).

O programa de amplificacao foi feito com temperatura de 94 °C por 3 minutos
para separacdo da dupla fita de DNA, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30
segundos, temperatura de anelamento 49,6°C (primers TcCRPA-1-pET-F e TcRPA-1-
PET-R) por 30 segundos e 72 °C por 30 segundo para a sintese da sequéncia de
nucleotideos. Ao final dos 35 ciclos as amostras foram submetidas a 72 °C por 10

minutos.

3.5.3 Subclonagem do fragmento TcRPA-1 no vetor de expressao pET-28 (a+)

Para a subclonagem em vetor pET-28(a+), os DNAs plasmidiais e o vetor
pET- 28(a+) foram digeridos com 2 enzimas de restricdo, respectivamente Nhel e
Hindlll. Para tal, 10ng de DNA plasmidial foram submetidos a dupla digestdo com
1pl de cada enzima Nhel e Hindlll (Fermentas), ambas Fast Digest, utilizando-se 1
ML de tampé&o para 10 pL volume final. Essa reacéo foi incubada por 1 hora a 37°C.
Apés a digestdo, a reacdo foi inativada a 60°C por 10 minutos e as amostras foram
submetidas a um gel 1% de agarose e excisadas para purificacdo através do Kit
Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Thermo Scientific). O mesmo procedimento foi
feito para o vetor pET-28(a+) vazio.

Em seguida foram feitas as ligagdes entre o DNA digerido purificado e o vetor
pET-28(a+), com a utilizacdo de aproximadamente 78ng de DNA de cada inserto e
100ng do vetor, 1 pyL de tampao e 1 yL de T4 DNA ligase (Invitrogen). A reacao de
ligacéo ficou a 4 °C overnight.

Os produtos de ligacéo foram transformados em bactérias competentes E. coli
DH5a e plagueados em LB solido suplementado com 50 ug de Kanamicina, ja que o
vetor apresenta resisténcia a essa droga. Para verificar o sucesso da clonagem
algumas coldnias foram selecionadas e seus plasmideos extraidos por lise alcalina.

Os plasmideos foram submetidos a dupla digestdo com as mesmas enzimas e as
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colonias contendo o inserto foram selecionadas. Posteriormente foi feita a extragao

do DNA plasmidial por lise alcalina das colonias selecionadas.

3.5.4 Lise Alcalina

Diversas colonias de bactérias cultivadas em placa de LB-agar foram
semeadas em 2 mL de LB liquido contendo o antibi6tico de selecao e incubadas por
16 horas a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm. Estas bactérias foram centrifugadas por
5 minutos a 7000 x g e o pellet foi ressuspenso em 100 yL de solugéo | (0,9% de
glicose [m/V]; 25 mM tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA). Em seguida foi adicionado
200pL de solugao Il (1% SDS; 0,2M NaOH) para a lise destas bactérias. Apos
incubar por 5 minutos a temperatura ambiente, 200 yL da solugao lll (1,88M acetato
de potassio e 11,2% de acido acético glacial) para neutralizar a reacao de lise foram
adicionados. O lisado foi incubado no gelo por 10 minutos e entdo centrifugado a
20000 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi entdo recolhido e o DNA foi
precipitado com 300 uL de isopropanol. Apés nova centrifugagdo de 20000 x g por
10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 100 yL de etanol
70% gelado e centrifugado por 5 minutos a 20000 x g. O sobrenandante foi
novamente descartado e o pellet de DNA, apos secar, foi ressuspenso em 50 uL de

agua Milli-Q contendo 10 ug/mL de RNAse A e incubado por 30 minutos a 37 °C.

3.6 Expressdao das proteinas recombinantes rTcRPA-1

ApoOs a subclonagem, os plasmideos recombinantes foram utilizados para
transformar bactérias competentes E. coli DH5a. Esses transformantes foram
plagueados em Meio LB solido, contendo 50ug/mL de Kanamicina. Para os ensaios
de expressado, esses recombinantes foram utilizados para transformar bactérias
competentes E. coli BL21 DE3 RP codon plus. Os transformantes foram plaqueadas
em meio LB sélido contendo 50ug/mL de Kanamicina e 50ug/mL de cloranfenicol.

Foram realizados ensaios preliminares de expressdo em pequena escala (2
mL de cultura), seguidos de eletroforese SDS/PAGE para observacdo do momento
em que a bactéria expressa melhor a proteina recombinante (Mini-indug&o).

Para os ensaios em grande escala (500 mL de cultura), uma colonia

transformante de cada mutante foi selecionada e pré-inoculada em 50 mL de meio
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LB liquido suplementado com os antibiéticos mencionados. Apds 16h, os pré-
in6culos foram depositados em 500 mL de meio LB liquido suplementado com
antibioticos e incubados a 37 °C por aproximadamente 2 horas até atingir ODssp,
qguando a expressao das proteinas foi induzida com 1 mM de IPTG e as culturas
foram mantidas a 37 °C sob agitacao por 24 horas de acordo com o observado na
mini-indugéo.

Em seguida, as células foram submetidas a centrifugacéo a 10.000rpm por 15

minutos a 4 °C e o pellet foi armazenado no freezer -80 °C.

3.7 Purificacdo da proteina rTcRPA-1

O pellet proveniente da expressdo em bactérias competentes foi ressuspenso
em tampao de lise (50mM Tris-HCI pH8,0, 50mM NaCl, 10mM EDTA).

O DNA das amostras foi quebrado mecanicamente no gelo utilizando-se
sonicacdo (3 repeticbes de 8 vezes de 15 segundos cada com intervalos de 30
segundos), e os extratos foram centrifugados a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C
para a obtencéo dos corpusculos de incluséo.

Apbs a lise e lavagens dos pellets, estes foram ressuspensos em tampao (20
mM Gilicina pH 10,0, 20 mM NacCl), e as proteinas foram desnaturadas na presenca
de 7M de ureia e 1ImM B-mercaptoetanol.

Para a purificacdo da proteina rTcRPA-1, as solucbes contendo a proteina
desnaturada com uréia foram primeiramente submetidas a cromatografia por troca
ibnica fracionadas em coluna Q- sepharose previamente equilibrada com tampéao A
(20mM Glicina, 20mM NacCl, 7M Ureia, 71pL/L de B-mercaptoetanol, solucdo em pH
10) e as proteinas foram eluidas em gradiente constante de tampdo B (20mM
Glicina, 1M NacCl,, 7M Ureia, 71 pL/L de B mercaptoetanol, solu¢cdo em pH 10). Apds
a eluicdo da proteina nesta coluna, as fracdes que continham rTcRPA-1 foram
visualizadas em gel 10% SDS-PAGE corado com Coomassie e os eluatos foram
agrupados para serem fracionados em coluna HisTrap HP (GE Healthcare)
carregada com NiSO4 e equilibrada em Tampéao de equilibrio e lavagem (20 mM
Tris-HCI; 0,5 M NaCl; 7 M Ureia; 71 puL/L de B mercaptoetanol, solucdo em pH 7,0).

As fracbes contendo a proteina recombinante foram eluidas em concentracéo
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constante de tampé&o de eluicdo (20 mM Tris-HCI, 0,5 M Imidazol; 0,5 M NaCl; 7 M
Ureia; 71 pL/L de B-mercaptoetanol, solu¢do em pH 7,0).

As fracbes de rTcRPA-1 coletadas na coluna Histrap HP, foram dialisadas
overnight em tampéao de dialise (20 mM Tris-HCI, 20 mM NacCl, pH 7,0) na presenca
de heparina 1ug/mL. A heparina serve como um aditivo do tipo chaperona artificial,

para permitir o perfeito renovelamento das proteinas (LIRA et al., 2007).

3.8 Producéao do Anti-RPA-1

A producao de anticorpo policlonal foi realizada em colaboracdo com o Dr.
Osvaldo Augusto Sant’Anna do laboratério de Imunoquimica do Instituto Butantan. A
proteina recombinante rTcRPA-1 foi dialisada contra PBS1x para a realizacdo das
imunizagdes. Para a imunizagdo foram utilizados camundongos geneticamente
selecionados para alta resposta (linhagem HIll), de 2 a 3 meses de idade. A
imunizacao foi feita com 2ug de rTcRPA-1 em mesoporous silica SBA-15 (MERCURI
et al.,, 2006), via subcutanea em volume final de 200 pyL. Uma segunda dose foi
realizada 90 dias depois do mesmo modo que a primeira dose. Amostras de sangue
foram coletadas em diferentes periodos apds as imunizacdes por meio do plexo

venoso retro-orbital e o soro foi armazenado a -20 °C.

3.9 Ensaio de ELISA

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100ng de peptideo/pocgo. Os
peptideos foram solubilizados em 50% metanol e entdo distribuidos nos 96 pocos da
placa. Estas placas foram mantidas abertas a temperatura ambiente overnight a fim
de permitir total evaporacdo do metanol e fixagdo do peptideo nos pogos da placa.

As placas sensibilizadas com a proteina rTcRPA-1 foram entdo bloqueadas
por pelo menos 2 horas com PBS/BSA 3% (100uL/pog¢o) em camara Uumida a
temperatura ambiente. Em seguida foi feita diluicdo seriada em PBS/BSA 3% anti
TcRPA-1 e soro pré imune. Os anticorpos diluidos foram incubados nas placas
previamente bloqueadas por 2 horas a temperatura ambiente em camara umida. Em
seguida foram feitas 4 lavagens consecutivas com PBS/ Tween 20 0,1% e entdo as
placas foram novamente incubadas por 2 horas a temperatura ambiente em camara

Umida com anticorpo secundario conjugado a peroxidase diluido 1:500 em PBS/BSA
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3%. Apos 4 lavagens com PBS/Tween 20 0,1% as placas foram incubadas com
50uL/pogo de substrato (10ug/mL de 3°,3',5°,5’ tetrametilbenzidine e 0,01% de
peréxido de hidrogénio) por 30 minutos a temperatura ambiente. A reacao foi parada
com 50uL de 1M H,SO,. A leitura das placas foi feita com comprimento de onda de
450nm.

3.10 Western Blotting

As amostras de proteinas foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida 10% e transferidas para membrana de nitrocelulose (Amersham
Hybond™ ECL™ - GE HealthCare), sob 180V por 50 minutos. Para imunodeteccéo
das proteinas recombinantes foi utilizado como anticorpo primario antiTcRPA-1.
Como anticorpo secundario foi utilizado anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase (Sigma). A membrana foi corada com solugdo de Ponceau para
visualizacdo das bandas proteicas. Posteriormente, a membrana foi lavada com
agua Milli-Q para retirada de excesso de corante e incubada em PBS (phosphate
buffered saline) com 5% de leite em pé desnatado por 1 hora a temperatura
ambiente para bloquear interacfes inespecificas entre o anticorpo e membrana.
Apods o bloqueio, a membrana foi lavada com PBS e incubada por 1 hora com o
anticorpo primario (1:1000) em PSB/Tween-20 0,05%. O excesso de anticorpo na
membrana foi removido por trés lavagens por 10 minutos com PBS/Tween-20 0,05%
e em seguida a membrana foi incubada com o anticorpo secundario anti-lgG de
mouse (1:1000) marcado com peroxidase por 1 hora. Novamente a membrana foi
submetida a lavagens sucessivas com PBS/Tween-20 0,05% e entdo revelada
utilizando o Kit de quimioluminescéncia (Millipore), seguindo as indicacdes do

fabricante.

3.11 Dicroismo Circular

O ensaio de Dicroismo Circular (CD) foi realizado em colaboracdo com o
grupo do Dr. Marcos Fontes, do Departamento de Fisica e Biofisica da UNESP -
campus de Botucatu e foi executado utilizando-se o equipamento Jasco J-815 e o
software Spectra Manager™ II, CDPro program package (SREERAMA;WOOQDY,

2000). Medidas foram feitas utilizando-se cubeta de quartzo de 0,5mm e os
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seguintes parametros: scanning speed 100 nm/min; band width 2nm; step resolution
0.5nm, temperature 20°C.

O espectro corresponde a média de 20 acumulacdes de todos 0s espectros e
foram coletados no intervalo de 190-260 nm. Todas as amostras foram analisadas
na presenca de fluxo de N, para que O, presente no ar nao interferisse na leitura
dos dados dentro do equipamento. A concentracdo de proteina utilizada foi de
260pg/mL para todas as medidas. As proteinas estavam armazenadas em tampao
contendo 20mM cloreto de sodio e 20mM glicina. O tampéo foi utilizado como
branco.

Os espectros de CD foram analisados em termos de estrutura secundaria
utilizando-se o algoritmo Continnl disponivel no programa de pacotes para
deconvolucéo de curvas de CD, CDPro (SREERAMA;WOOQDY, 2000). Além disso, a
quantidade de alfa hélices também foi estimada usando-se a equagéo proposta por
Morriset et al. em 1973.

A unidade utilizada para os espectros de CD foi a MRE (Mean Residue

Ellipticity/degrees cm?dmol™residue™) que é uma das mais utilizadas.

3.12 Extrato diferencial

O extrato diferencial foi obtido a partir de 1x10® células. Os parasitas, obtidos
por centrifugacao a 6000 rpm por 3 minutos, foram lavados por 2 vezes com PBS 1X
nas mesmas condicdes de centrifugacdo. O sedimento foi ressuspenso em 100 pL
de tampéo de lise CSK (10 mM de Tris-HCI pH 7,4; 100 mM de NaCl; 300 mM de
Sacarose; 3 mM de MgCl,; 50mM de fluoreto de sddio; 1 mM de ortovanadato de
sédio; 0,1 % de triton; 0,1 mM de PMSF e inibidores de proteases) e colocado no
gelo por 10 minutos sob agitacdo. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 6000
rpm por 2 minutos e o sobrenadante resultante foi separado em um novo tubo
coletor, fragdo denominada “fragdo soluvel 1”. O precipitado foi novamente
ressuspenso com 100 pL de CSK e incubado novamente sob agitagcdao por 10
minutos a 4 °C, seguido de centrifugacdo a 6000 rpm por 2 minutos, este novo
sobrenadante foi chamado de “fragao soluvel 2”. O sedimento resultante apds a lise
com CSK foi ressuspendido em 100 pL de uma solugédo de DNAse (50U de enzima
DNAse, 10 pL tampé&o da enzima, completando-se para um volume de 100ul com

H20 Milli-Q) e incubado a 37 °C por 30 minutos. Apds esse tempo a amostra foi
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centrifugada a 6000 rpm por 2 minutos e o sobrenadante transferido a um tubo novo,
nomeando esta fragcdo de “DNAse 1”. O precipitado foi novamente ressuspendido
em 100 pL de solucdo de DNAse e incubado a 37 °C por 30 minutos. Finalmente, o
material foi centrifugado nas mesmas condi¢cdes acima e o sobrenadante assim
obtido foi separado num novo tubo coletor, nomeando esta fragdo de “DNAse 2.
Uma aliquota de 20 pL de cada fracdo foi misturada com 20 pL de tampédo de
amostra 2X, fervida e submetida a eletroforese SDS-PAGE. Os géis foram corados
com Coomassie blue ou transferidos para membrana de nylon e utilizados para

ensaios de Western Blotting.

3.13 Ensaios de EMSA

3.13.1 Obtencéao dos oligonucleotideos marcados:

Para a obtengao dos oligonucleotideos marcados foi usado 3,85 pmol/pL de
oligonucleotideo, misturado a 4 uL tampéo de marcacao (kit Dig Gel Shift Roche); 4
puL de CoCly; 1 uL de solucédo DIG-11-ddUTP e 1 uL de terminal transferase. Essa
mistura foi incubada por 15 minutos a 37°C, em seguida a reacéo foi parada com
2uL de EDTA 0,2M pH8,0. Para deixar a concentracdo do oligo marcado a 4ng/pl,
3uL de agua bidestilada foi adicionada a mistura.

ApOs a marcacdo dos oligonucleotideos, foi observada a eficiéncia da
marcacdo mediante ensaio de diluicdo seriada (1:10, 1:100, 1:1000) da solucéo
estoque. Sobre uma membrana de nylon foi colocada 1 pL de cada diluicdo. Em
seguida foi feito um cross-linking com luz ultravioleta (UV) por 15 minutos. Apos esse
periodo, a membrana foi colocada em solug¢do 10X de SSC (1,5 M NaCl; 0,15 M de
citrato de sédio a um pH de 7,0) e mantida em luz UV por mais 5 minutos. Para a
deteccdo da quimioluminescéncia, a membrana foi revelada com o kit Dig Gel Shift

(Roche), segundo as instrugdes do fabricante.

3.13.2 Obtencéao dos oligonucleotideos de dupla fita

Para a obtencao da dupla fita de oligonucleotideos marcados, os dois oligos
complementares foram misturados numa razdo molar de 1:1 com o tampao TEN (10
mM Tris, 1 mM EDTA e 100 mM NaCl pH 8,0) e incubados por 10 minutos a 95 °C.
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Em seguida, o tubo foi colocado em temperatura ambiente para esfriar lentamente e

formar a dupla fita, que foi posteriormente marcada seguindo o procedimento acima.

3.13.3 Interagcdo DNA/ proteina

Para a interacdo DNA/proteina, os oligonucleotideos de telémero marcados
na etapa anterior e a proteina recombinante TcCRPA-1 numa concentracdo de 1 ug.
Este ensaio foi realizado com o kit Dig Gel Shift (Roche®), seguindo as instrucées do
fabricante.

Os reagentes foram misturados no gelo, conforme a tabela 3.3

Tabela 3.3- Reagentes para ensaio DNA/proteina

Tubo 1 (controle) Tubo 2 (TcRPA-1)
Binding buffer (uL) 4 4
Poly[d(I-C)](uL) 1 1
Poly L-lysine (pL) 1 1
Oligo labeled (pmol) 1,55 1,55
Proteina TcRPA-1 - 1ug

Os tubos foram completados com agua para um volume final de 20 pL e em
seguida foram deixados em temperatura ambiente por 15 minutos, e depois
colocados no gelo. Foi adicionado a amostra 5ul de Bromofenol azul, de acordo com
as instrucdes do kit.

As amostras foram aplicadas num gel de acrilamida: 250 pL de tampao TBE
10X (890 mM de Tris-HCI; 890 mM de acido borico; 20 mM de EDTA, pH 8,0); 2 mL
de acrilamida/bisacrilamida 27,5:1; 16 pL de TEMED® e 200 pL de PSA (persulfato
de amonio) e a mistura foi completada com agua bidestilada para um volume final de
10 mL. Usou-se como tampao de corrida TBE 0,25X, a 80 V por 55 minutos. Depois
da corrida as amostras foram transferidas para uma membrana de nylon (Hybond
N+), utilizando como tampé&o de transferéncia TBE 0,25X, a 400 mA por 30 minutos.
Em seguida, a membrana foi fixada com luz ultravioleta (UV) por 15 minutos. Apos
esse tempo a membrana foi colocada em solugdo SSC 10X e mantida em luz UV por
mais 5 minutos. No dia seguinte, a membrana foi posteriormente lavada, bloqueada

e incubada com anticorpo anti-digoxigenin-AP (as solugbes e o anticorpo sao
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provenientes do kit). Para a deteccdo da quimioluminescéncia, a membrana foi

revelada com o kit Dig Gel Shift (Roche), segundo as instrucdes do fabricante.

3.13.4 Ensaios de Competicdo da interagdo DNA/proteina

Para testar a especificidade da interacdo DNA/proteina foi realizada
competicdo com oligonucleotideos frios (ndo marcados). Para o0s ensaios de
competicao, foram utilizados oligonucleotideo com a sequéncia da fita G do telémero
marcado, sequencias competidoras ndo marcadas (Tabela 3.5) e a proteina
recombinante TcCRPA-1. Este ensaio foi realizado com o kit Dig Gel Shift, seguindo
as instrucdes do fabricante.

A mistura dos reagentes foi feita em gelo, de acordo com a tabela 3.4:

Tabela 3.4- Reagentes e concentracdo de competidores utilizados nas competicdes

em ensaios de EMSA

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
(controle) (TCRPA-1) (TcRPA-1 + | (TcRPA-1 +
competidor .
1X) competidor
100X)
Binding buffer (uL) 4 4 4 4
Poly[d(I-C)] (uL) 1 1 1 1
Poly L-lysine (uL) 1 1 1 1
Oligo labeled 1 1 0,155 15,5
(pmol)
Oligo unlabeled (pmol) - - 0,155 15,5
Proteina. TcRPA-1 -- 1 1 1
(HO)

Os tubos foram completados com agua para um volume final de 20 pL e em
seguida foram deixados no gelo por 15 minutos. As amostras foram corridas num gel
de acrilamida, depois foram transferidas para uma membrana de nylon e detectados

por quimioluminescéncia da mesma forma que o descrito na etapa anterior (ver
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3.12.3). As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para os ensaios EMSA estédo

presentes na tabela 3.5:

Tabela 3.5- Oligonucleotideos utilizados nos ensaios de EMSA

Oligonucleotideos Sequéncia

Sequéncia telomérica* | 5 TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG3’

Regido subtelomérica* | 5 GCGACCACTGGAGGATGAAGGAATCCTTG3

Inespecifico* 5 GCTAGCTCACTCCCGTGAAAACTCAATAATGZ
Sequéncia repetitiva 5 GAATTCTAGTACTAGTACTAGTACTAGTACTAGTACGAATTC
3!

* Sequéncias presentes no genoma de T. cruzi

3.14 Imunofluorescéncia

Para realizacdo de laminas em ensaios de imunofluorescéncia, 10’ parasitas
em cultura exponencial foram centrifugados (800x g por 3 minutos), lavados com
PBS1X, centrifugados e o pellet foi ressuspenso em 1mL de PBSI1x.
Aproximadamente 50 uL destes parasitas foram colocados em cada poco de lamina
contendo 8 pocos (Tekdon Inc.) e foram deixados em repouso por 5 minutos para
gue os parasitas aderissem ao vidro da lamina. Estes foram entdo fixados por 20
minutos com paraformaldeido 2% e entdo permeabilizados com 0,1% de TRITON X-
100 em PBS1X por 10 minutos. As células foram bloqueadas com PBS/BSA1% por
30 minutos e em seguida incubadas por 1 hora com anticorpo primario anti-RPA-1
diluido 1:100 em PBS/BSA1%. Apds 5 lavagens sucessivas com PBS1x, as células
foram incubadas por 1h com anticorpo secundario anti-coelho conjugado a Alexa
555 diluido 1:500 em PBS/BSA1% acrescido de DAPI 1:1000 (estoque 5 mg/mL).
Apoés 5 lavagens sucessivas com PBS1x, a lamina foi montada com Vecta Shield
(Vector). Alternativamente, antes da fixacdo os parasitas foram mantidos por 10
minutos na presenca de tampé&o CSK.

As imagens foram seriadas em fatias (0,2-uM série-Z) e coletadas em uma
objetiva de 100X 1,35NA utilizando o software Cell R em microscépio motorizado
Olympus 1X81. As imagens foram processadas por deconvolugédo utilizando o

programa Autoquant X 2.1.
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3.15 Imunoprecipitacdo de cromatina

3.15.1 Obtencao da Cromatina

Para ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina foram utilizadas 10° células
da forma epimastigota de T. cruzi de cultura em fase de crescimento logaritmico e
forma tripomastigota. Estas células foram centrifugadas a 3000 x g por 10 minutos,
lavadas uma vez com o mesmo volume de PBS 1X e ressuspensas no mesmo
volume inicial de PBS1X. As células foram entdo fixadas com a adicdo de
formaldeido para concentracdo final de 1% e incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente sob agitacdo. A reacado de fixacao foi interrompida pela adicédo
de 125 mM de glicina (concentragéo final) por 5 minutos a temperatura ambiente sob
agitacdo. Em seguida, as células fixadas foram centrifugadas a 3000 x g por 15
minutos a 10 °C, lavadas uma vez em PBS1X/125 mM glicina gelado seguida de
outras duas lavagens com apenas PBS1X gelado. Apés nova centrifugacdo de 15
minutos a 3000 x g a 10°C, o pellet foi ressuspenso em 2 mL de tampdao de lise para
ChIP (50 mM HEPES pH7,5; 140 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,1% de deoxicolato de
sédio; 1% NP-40; 1 mM PMSF e coquetel de inibidores de protease - Roche) e
sonicado por 8 vezes de 10 segundos cada, com intervalos de 1 minuto em banho
de gelo. As amostras foram centrifugadas a 20000 x g por 1 hora a 4 °C e 0
sobrenadante foi coletado.

Para controle, 10% deste sobrenadante foi coletado e o DNA extraido com

fenol/cloroformio e os demais 90% foram utilizados para a imunoprecipitacao.

3.15.2 Imunoprecipitagcdo da Cromatina

A imunoprecipitacdo foi realizada com a adigdo do anticorpo anti-RPA-1 na
diluicdo de 1:1000, incubando overnight a 4°C sob agitacdo. Em seguida, a amostra
foi centrifugada a 20000 x g por 15 minutos a 4°C e colocada em novo tubo
contendo 30 pL de resina de proteina G sepharose por 2 horas a 4°C sob agitacao (a
proteina G sepharose foi previamente tratada com BSA na concentracdo final de 5

mg/mL por 5 minutos no gelo e depois centrifugada a 3800 x g por 1 minuto). Apos
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esse tempo a amostra foi lavada por 2 vezes com 1mL de tamp&o de lise para ChIP
(ver 3.14.1), 1 mL de tampéo de lavagem de ChIP (10 mM de Tris-HCI pH8,0; 250
mM de LiCl; 0,5% de dioxicolato sodico; 1 mM de EDTA e 0,5% de NP-40) e por 2
vezes com TE (10 mM de Tris-HCI pH8,0 e 1 mM de EDTA).

Para reverter a ligagdo proteina-DNA, a cromatina imunoprecipitada foi eluida
adicionando 250 pL de tampéo de eluicdo (50 mM de Tris-HCI pH 8; 10 mM de
EDTA e 1% de SDS) e incubada a 65 °C por 16 horas sob agitacdo de 400 rpm.

Apos centrifugacdo o sobrenadante foi coletado e o DNA obtido foi entdo

purificado com fenol/cloroférmio.

3.15.3 Purificagcdo do DNA com fenol/cloroférmio

A amostra contendo DNA foi adicionado TE até completar um volume de 300
ML. Foi acrescentado 300 uL de fenol a este volume e agitado usando vortex. A
amostra obtida foi centrifugada a 20000 x g por 15 minutos a temperatura ambiente
e 0 sobrenadante aquoso foi recolhido em um tubo novo. A este sobrenadante foi
adicionado 300 pL de cloroférmio e, apés homogeneizacdo, foi novamente
centrifugado. A fase aquosa superior foi coletada e foi adicionado 10% do volume
obtido de acetato de sodio 3M pH 5,2 e 3,5 volumes de etanol absoluto gelado. O
material foi incubado por 2 horas no freezer -80 °C. Apds esse tempo, a amostra foi
centrifugada a 20000 x g por 10 minutos e o pellet foi lavado com etanol 70% e
novamente centrifugado. Apds essa etapa, a amostra foi secada a 65 °C por 10

minutos e ressupensa em 20 uL de TE.

3.15.4 Hibridizagdo com Sondas de DNA

Em uma membrana de nylon (Hybond N+) foi gotejado o DNA controle (input)
e 0 DNA obtido da imunoprecipitagdo (previamente desnaturado por 5 minutos a 95
°C, seguido de incubacdo imediata de 5 minutos no gelo). Em seguida foi feito o
crosslink do DNA com a membrana, expondo-a por 15 minutos a luz UV do
transiluminador de captura de imagens de géis de agarose. Para deteccdo de
sequéncias especificas foram utilizadas sondas de DNA marcadas com fosfatase
alcalina. A sonda utilizada para hibridizagcdo possui a sequéncia 5XAATCCC, que

reconhece a sequéncia telomérica rica em G. A marcacdo das sondas, bloqueio,
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hibridizacdo e lavagem da membrana foram feitas utilizando o kit Armesham
AlkPhos Direct Labelling (GE Healthcare Life Science) e a deteccdo foi feita
utilizando substrato quimioluminescente para fosfatase alcalina CDP-Star Detection
Reagent (GE Healthcare Life Science ), conforme instrucdes do fabricante.

Em seguida filmes radiograficos (Kodak) foram expostos as membranas por
cerca de 16 horas, entdo revelados e fixados nas solucdes reveladoras e fixadoras

(Kodak), respectivamente.

3.16 Imunofluorescéncia acoplada a FISH

Primeiramente as laminas foram incubadas overnight em uma solugéo de HCI
fumegante diluido em &gua, na proporcdo 1:2. Posteriormente, as laminas foram
incubadas com etanol 70% por 1 hora.

ApoOs a limpeza das laminas, estas foram tratadas com poli lisina para auxilio
da fixacdo dos parasitas e foi colado selo para hibridizac&o in situ Frame Seal (Bio-
Rad). Aproximadamente 10’ parasitas foram centrifugados (800x g por 3 minutos),
lavados com PBS1X, centrifugados e o pellet foi ressuspenso em 1mL de PBS1X.
Deste 1mL em PBS1X, 80uL de parasitos foram colocados em cada lamina e
incubados por 5 minutos para adesdo a lamina. Os parasitos foram entédo fixados
com paraformaldeido 4% e permeabilizados com TRITON X-100 0,1% em PBS1X
por 10 minutos.

ApoOs a permeabilizacéo, os parasitos foram lavados trés vezes com PBS1X e
incubados por 1 hora com anti-RPA-1 diluido 1:100 em PBS/BSA1%. Apos 4
lavagens sucessivas com PBS1x, as células foram incubadas por 45 minutos com
anticorpo secundario anti-coelho conjugado a Alexa 555 diluido 1:500 em
PBS/BSA1% acrescido de DAPI 1:1000(estoque 5 mg/mL). Realizado o ensaio de
imunofluorescéncia, os parasitos foram p6s fixados com formaldeido 4% gelado por
20 minutos e lavados 3X com PBS1X.

Para o inicio do FISH, as células foram desidratadas mergulhando-se a
lamina por 2 minutos em solugbes de etanol 70%, etanol 80% e etanol 90%
respectivamente e colocadas para secar. Apés a secagem, foi adicionado 10 uL de
sonda Fita G telomérica (5 TTAGGGTTA3’ FITC PNA) em tampao de hibridizacéo
(70% Formamida, 20 mM Tris-HCI, pH 7,0 e 1% BSA) e o frame-seal foi selado.

Incubou-se a lamina a 95 °C por 5 minutos. Apds esse passo, sem ter deixado a
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lamina esfriar, esta foi incubada por 37 °C overnight. No dia seguinte, o frame-seal
foi retirado e a lamina foi lavada a 60 °C com a solu¢cdo Wash Solution do kit por 5
minutos. Apos a lavagem, as laminas foram novamente desidratadas por 2 minutos
nas solucdes de etanol 70%, 80% e 90% respectivamente e colocadas para secar.
ApoOs a secagem, a lamina foi montada com Vecta-Shield (Vector). Para aquisicao
das imagens, estas foram seriadas em fatias (0,2-uM série-Z) e coletadas em uma
objetiva de 100X 1,35NA utilizando o software Cell R em microscopio motorizado
Olympus 1X81. As imagens foram processadas por deconvolucdo utilizando o

programa Autoquant X 2.1.

3.17 Ensaio de incorporacao de EdU acoplado a imunofluorescéncia

Para os ensaios de EdU acoplados a imunofluorescéncia, utilizamos o kit
Click-iT® EdU Imaging Kit da Invitrogen, seguindo o protocolo do fabricante com
pequenas modifica¢cdes quando necessario.

Formas epimastigotas de T. cruzi em fase exponencial de crescimento foram
incubados por 20 minutos em meio LIT com 100 uM de EdU. Passado esse tempo,
os parasitos foram centrifugados (800x g por 3 minutos), lavados com PBS1x,
centrifugados e o pellet foi ressuspenso em 1mL de PBS1X. 50uL destes parasitas
foram colocados em cada poco utilizado de lamina contendo 8 pocos (Tekdon Inc.) e
foram deixados em repouso por 5 minutos para que os parasitos aderissem ao vidro
da lamina. Estes foram entdo tratados com o tamp&do CSK por 10 minutos, lavados
uma vez com o0 mesmo tampéo e uma vez com PBS/BSA 3% e entédo fixados por 15
minutos com formaldeido 3,7% em PBS1X, seguido de 3 lavagens com PBS/BSA
3%. Posteriormente, os parasitos foram incubados por 30 minutos com a solugao
Click-iIT® reaction cocktail e lavados por 3 vezes com PBS/BSA 3%.

ApOés o0s procedimentos citados, seguimos com o0 ensaio de
imunofluorescéncia, como descrito anteriormente, porém iniciando o protocolo no
passo de incubacédo do anticorpo primario anti-RPA-1, uma vez que 0S parasitos ja
estéo fixados e permeabilizados.

Apés a montagem da lamina com Vecta-Shield (Vector), as imagens foram
seriadas em fatias (0,2-uM série-Z) e coletadas em uma objetiva de 100X 1,35NA
utilizando o software Cell R em microscopio motorizado Olympus IX81. As imagens
foram processadas por deconvolucéo utilizando o programa Autoquant X 2.1.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise in silico e PCR do fragmento que codifica TcRPA-1

Iniciamos este trabalho com a amplificagdo por PCR do fragmento de DNA que
codifica a proteina TcRPA-1, uma proteina de aproximadamente 51kDa
(XM_813926.1). Para checar a semelhanca da proteina de T. cruzi com a de outros
tripanossomatideos, escolhemos a proteina LaRPA-1 de Leishmania amazonensis
(AAR84278.1) De acordo com o alinhamento, a proteina TcCRPA-1 possui identidade
de 73% em relagéo a proteina LaRPA-1 de L.amazonensis, 0 que mostra alto grau
de conservacdo entre as duas proteinas (Figura 4.1).Quando comparamos com a
RPA-1 de Homo sapiens (NP_002936.1), a identidade cai para 35% (dados néo
mostrados).

1 50
TcRPA-1 (1) MQHPSNQQIQPIDSLTPFLGGKWWIRARVIDKSDVRTIWNKPTSQGKLFSF
LaRPA-1 (1) MOOPGSHQIQPIDSLTPFLGGEKWWIRARVTID VRIWNKPTSQGKLFSF
51 100

ICRPA-1  (51) TLIDESABIRATVFNDAVDLENPLIVNGQVYYLSGGQVKNANREFSNVNN
LaRPA-1  (51) TLIDESABIRATVFNDAVDIFEPLIVNGQVYYFSGGQVKNANRRFSNVNN
101 150
ICRPA-1 (101) DYELTFDSSSQISLAR-DPSHATHPEORYNEEPIABLXOREVGSLVDVL
liAlPlgRYN PI:I

LaRPA-1 (101) DYELTFDRSSEIMLARQDTS LKOREVGSLVDVL
151 200
TCRPA-1 (150) VVLSVEEESSITOXSTGREL GDETAAVEVILWNDQAKEWAYSP
LaRPA-1 (151) VVLK;I; SSITQKSTGREL GDMTAAVEVTFWNDEAKAWCYPV
201 250
TCRPA-1 (200) GT QLXVGSFDGVTLS FORNP-NEPDVKKLAEW GGR
LaRPA-1 (201) G QLXVGSFHGVPFS IDENPTDEPDVKKLATWYMEBTGGA
251 300
TCRPA-1 (249) DVSSLSSLGHG AGGENYRGRKYFDBISEEcHGRGP DVRCVP
LaRPA-1 (251) NVMSLSSQGEGASSGAGGESDRGRXKYLDEI GRGLKPESMDVRCVP
301 350

IcRPA-1 (299) LEKQDAQWYDACPOCNXKKVILEGAQG RCEKC VVPTQRYLVSIQ
LaRPA-1 (301) FRQDAQWYDACPTCNKKVTEEGAQG CERCDETVIPTQRYLVSI

351 400
IcRPA-1 (349) DNVSQKWLTLFNEA FFGMPATELE EADP KERQLRMNEP
LaRPA-1 (351) DNVSQAWLTLFNEAGEEFFGMEAAELF QEDF QGRMNRP

401 450
IcRPA-1 (399) VOMRLRVKEESSSSAAGGEESDE FMPEDTVSEEKRQ
LaRPA-1 (401) VVMRLRVKEEERSSNAMTIGEESD SEFMPEAGTSEET Q

451 267
TcRPA-1  (449) scE=f@irciza
LaRPA-1 (451) EC LIEA

Figura 4.1- Alinhamento de sequéncias das proteinas TcRPA-1 e LaRPA-1
Em amarelo, aminoacidos idénticos entre as duas proteinas. Em verde, grupos de aminoacidos com
caracteristicas semelhantes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/40317150?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NDSGP97A015

55

Para a amplificagdo gendmica do fragmento de DNA que codifica a TcRPA-1
(Figura 4.2), foi realizado ensaio de PCR, utilizando-se os iniciadores descritos na
tabela 3.2. Visando a maxima eficiéncia para amplificacdo do fragmento, foi
realizado um gradiente de temperatura na fase de anelamento do PCR. A

amplificagéo possui maior rendimento em 49,6°C (Figura 4.2, linha 1).

2027 pb
TCcRPA-1
(1398pb)

564 pb

Figura 4.2- Amplificacdo gendmica do fragmento da TcRPA-1

Gel de agarose 1% em 0,5X TAE corado com brometo de etideo, mostrando a amplificagdo por PCR do
fragmento que codifica a TcCRPA-1. Nas linhas 1, 2 e 3 foram testadas diferentes temperaturas de anelamento
(49,6°C, 51°C e 54,6°C respectivamente). M.W. representa o marcador de peso molecular: Lambda DNA/Hindlll.

4.2 Clonagem do fragmento da TcRPA-1 no vetor TOPO e subclonagem no
vetor de expresséo pET-28(a+)

De posse dos produtos amplificados obtidos por PCR, estes foram purificados
e, em seguida, clonados em vetor de clonagem pCR 2.1 —-TOPO. A construcdo
TcRPA-1 + TOPO foi digerida com as enzimas de restricdo Nhel e Hindlll e a banda
correspondente ao fragmento da TcRPA-1 foi purificado (Figura 4.3, A).

A subclonagem do gene TcRPA-1 no vetor de expressdo bacteriano pET-
28(a+) permite a obtencdo de proteina recombinante contendo uma cauda de 6X-
Histidina na extremidade N-terminal, a qual facilita o processo de purificagdo dessas
proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade em colunas de niquel. Para
a realizacdo da subclonagem, o vetor pET-28(a+) foi previamente digerido com as
enzimas de restricdo Nhel e Hindlll. Apés a digestéo, foi feita ligacdo do inserto no
vetor. A construgdo TcRPA-1+ pET-28(a+) foi obtida com sucesso e submetida a
digestdo com as mesmas enzimas para confirmar a subclonagem (Figura 4.3, B). O
plasmideo com o inserto de interesse foi utilizado para transformar bactérias E. coli

DH5a. Uma vez obtidos os clones recombinantes, extragdes plasmidiais foram
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realizadas e os plasmideos recombinantes foram utilizados para transformar
bactérias competentes E. coli BL21 DE3 codon plus, adequada para expressao

heter6loga em sistema bacteriano.

pET-28a+
(5369 pb)
2027 pb

TcRPA-1
(1398pb)

Figura 4.3- Purificacdo do fragmento TcRPA-1 e digestdo da construcao
TcRPA-1 + pET-28(a+)

Em A, O fragmento TcRPA-1 obtido da digestdo da construgdo TcCRPA+TOPO foi purificado e submetido a gel de
agarose. Em B, digestéo da constru¢do TcRPA-1+pET28(a+) com enzimas de restricdo Nhel e Hindlll (linhas 1 a

7). M\W. representa o marcador de peso molecular: Lambda DNA/Hindlll. Géis de agarose 1% em 0,5X TAE
corado com brometo de etidio.

4.3 Expressao e purificacao da proteina rTcRPA-1

Foram realizados ensaios preliminares de expressdo em pequena escala (2
mL de cultura), com a presenca de 1mM de IPTG, para observacdo do momento em
gue a bactéria expressa as proteinas recombinantes em maior quantidade (Mini-
indug&o). A proteina rTcRPA-1 & expressa com 24 horas de inducéo e é encontrada
na fracao insoluvel do extrato bacteriano. Apos a inducédo, as ceélulas bacterianas
sdo submetidas ao tratamento com tampao de lise e sonicagdo, acarretando no
rompimento de sua parede e membrana, expondo assim seu produto intracelular e a
proteina recombinante de interesse. Por se encontrar na fragcao insoluvel do extrato,
€ necessaria ressolubilizacdo de proteinas utilizando-se uréia.

A cromatografia da proteina rTcRPA-1 foi realizada em duas etapas:

cromatografia por troca ibnica, seguida de cromatografia por afinidade.
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A proteina TcRPA-1 possui ponto isoelétrico tedrico de 6,7. Para o primeiro
ensaio de cromatografia, foi utilizado tampao em pH 10,0, condicdo onde a proteina
rTcRPA-1 possui carga liquida negativa. O extrato bacteriano foi submetido a coluna
de troca aniGnica Q-Sepharose (GE Healthcare Lifescience) (Figura 4.4). Foi
observada um proteina de massa molecular esperada (51 kDa) nas fragbes 1 e 2.
Estes eluatos da coluna de troca anidnica contendo a proteina de interesse foram
posteriormente submetidos a coluna de afinidade Histrap HP (GE Healthcare
Lifescience). A proteina recombinante rTcRPA-1 possui uma cauda de 6XHistidina
no N-terminal, a qual tem forte afinidade pelo niquel, presente na coluna de
afinidade. Para confirmar a purificacdo, o extrato bacteriano n&o induzido, induzido
e 0 eluato da coluna de afinidade foram aplicados em um gel SDS PAGE 10%
(Figura 4.5). Pudemos observar uma banda majoritaria de 51 kDa na frac&o eluida,
indicando que a proteina RPA-1 foi purificada do extrato bacteriano. Para o correto
refolding da proteina TcRPA-1, foi adicionado lug/mL de heparina nos eluatos da
coluna de afinidade, que serve como um aditivo do tipo chaperona artificial, para

permitir o perfeito renovelamento das proteinas (LIRA et al., 2007).

M.W, 1 2 3 4 5 6

‘v

55kDa —>
40kDa —>

Figura 4.4- Eluatos da coluna Q-Sepharose (Troca ibnica)

Gel SDS-PAGE 10% corado com Coomasie blue mostrando perfil de separacéo dos eluatos da coluna de troca
ibnica. A proteina rTcRPA-1 possui aproximadamente 51kDa e se encontra em abundancia nas linhas 1 e 2.
M.W. representa o marcador de peso molecular: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas)


http://is.muni.cz/el/1431/jaro2012/Bi9042/protein_ladder.pdf
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M.W. N.I. IPTG+ P

55kDa =—> ¢ TcRPA-1
(51kDa)

40kDa—>

Figura 4.5- Purificacdo da proteina rTcRPA-1 em coluna de afinidade

Gel SDS-PAGE 10% corado com Coomasie blue. IPTG+ representa o extrato bacteriano apés 24 horas de
inducdo com IPTG. N.I. representa o extrato bacteriano na auséncia de IPTG e P representa a proteina rTcRPA-
1 purificada apds cromatografia de afinidade. MMW. representa o marcador de peso
molecular: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas).

4.4 Andlise da estrutura secundaria da proteina rTcRPA-1 por
espectroscopia de Dicroismo Circular (CD)

Esta técnica € amplamente utilizada para estimar a quantidade de estrutura
secundaria de proteinas através da analise dos sinais caracteristicos nos espectros.
A avaliacdo da estabilidade de uma proteina por CD pode oferecer informacdes
sobre a presenca de dominios com diferentes estabilidades e sobre processos
dindmicos como interagdes com ligantes (RAMOS, 2004). Foi realizado ensaios de
Dicroismo Circular com o grupo do Prof. Marcos Fontes, para analisar se a proteina
purificada rTcRPA-1 estava enovelada para futura utilizacdo em ensaios de
atividade.

O espectro de CD da TcRPA-1 (Figura 4.6) indica uma curva caracteristica
de proteinas enoveladas ricas em folhas beta e, portanto uma proteina adequada
para utilizacdo em ensaios de interacdo. Oligos teloméricos Tell (5 repeticdes de
TTAGGG) e DNA esperma de salméo sonicado foram adicionados a amostra
contendo a proteina purificada. A tabela 3 mostra uma predi¢cdo da quantidade dos
elementos de estrutura secundaria, com e sem DNAs, utilizando-se o algoritmo
CONTINNL (SREERAMA; WOODY, 2000) para a deconvolucéo da curva. A proteina
rTcCRPA-1 sofre uma mudanca em sua estrutura quando em contato com DNA
telomérico, sugerindo assim sua interagdo com esse tipo de DNA. O DNA esperma

de salméo foi utilizado inicialmente como controle, porém como veremos a seguir, a


http://is.muni.cz/el/1431/jaro2012/Bi9042/protein_ladder.pdf
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proteina TcRPA-1 possui afinidade pela fita G telomérica e o DNA esperma de
salmdo possui a mesma sequencia telomérica que os tripanossomatideos, portanto
€ muito provavel que a maioria da TcRPA-1 interagiu com esta sequencia, 0 que

esta de acordo com a similaridade na predicdo de estruturas secundarias em relacao

a Tel-1 (Figura 4.6).

—— TRpa
—— TRpa+Tel1
—— TRpa+Salmon

T T T T T T 1
200 210 220 230 240 250 260
Wavelenght (nm)

Helix Elements Beta content Turns Unordered
TcRpa-1 15,1% 32,8% 21,0% 31,2%
TcRpa-1+Tel1 14,3% 33,7% 21,1% 30,9%
TcRpa-1+Salmon
Sperm DNA 14,6% 33,7% 20,7% 31,0%

Figura 4.6- Espectro de CD da proteina rTcRPA-1

Espectro de Dicroismo Circular de rTcRPA-1 na presenga ou auséncia de sequencia telomérica e DNA de
esperma de salmdo. A tabela indica a predi¢do da quantidade dos elementos de estrutura secundaria da proteina
rTcRPA-1 realizada a partir do espectro de CD obtido utilizando o algoritmo CONTINNL (SREERAMA; WOODY,

2000).

45 Anti-RPA-1 reconhece rTcRPA-1 em ensaios de ELISA

Testes de ELISA foram realizados para comprovar a eficacia dos anticorpos
provenientes do soro de trés camundongos inoculados com a proteina TCRPA-1
recombinante. Os trés soros foram capazes de reconhecer o antigeno TcRPA-1,

sendo que o soro do camundongo 1 apresentou maior titulagdo (Figura 4.7).
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1:1280 1:640 1:320 1:160 1:80 1:40 1:220: 1:10

Figura 4.7- Soro anti-RPA-1 reconhece rTcRPA-1 apds 20 dias de inoculagédo

A placa foi sensibilizada com a proteina rTcRPA-1 e incubada com concentragBes crescentes (eixo X) de soros
obtidos apds diferentes dias depois da primeira imunizacdo. O eixo Y corresponde a unidades de leitura
realizadas pelo VICTOR™X5/2030 Multilabel Reader — PerkinElmer.

46 Anti-RPA-1 reconhece rTcRPA-1 e TcRPA-1 de extrato de T. cruzi em
ensaios de Western Blotting

Para verificar e garantir a pureza do soro produzido foram realizados
ensaios de Western blotting com extrato de bactéria induzido contendo a proteina
recombinante (Figura 4.8 A) e com extrato de epimastigotas de T. cruzi contendo
a proteina enddégena (Figura 4.8 B) . O resultado mostra que o soro reconhece a

proteina recombinante e endégena com alto grau de pureza.

A B
55kDa = 55kDa =>
- P
40kDa
40kDa=> -

Figura 4.8- A proteina TcRPA-1 é reconhecida pelo soro anti-RPA-1
Extrato de bactérias expressando a proteina recombinante rTcRPA-1 (A) e extrato da forma epimastigota (B)
foram submetidos a SDS-PAGE, transferidos para nitrocelulose e incubados com soro anti-RPA-1.
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4.7 A proteina TcRPA-1 possui localizacdo nuclear e interage com o DNA em
todas as fases do ciclo celular

A fim de verificar a localizag&o intracelular da proteina RPA-1 ligada ao DNA
de T. cruzi, foram realizados ensaios de imunofluorescéncia com células pré
tratadas com tampao CSK, que elimina as proteinas solluveis da célula. Através da
morfologia do flagelo conseguimos distinguir a fase G1/S (1 flagelo) da fase G2/M (2
flagelos). De acordo com os resultados, a proteina TcRPA-1 possui localizagdo
nuclear e interage com o DNA em todas as fases do ciclo celular na forma de vida
epimastigota (Figura 4.9).

DAPI antiTcRPA-1 Flagelo Sobreposigao

G1/S

1 pym

1 pm 1 pm

Figure 4.9- RPA-1 esta associada ao DNA em diferentes fases do ciclo celular

da forma epimastigota de T. cruzi

Células de epimastigotas em crescimento exponencial foram tratadas com CSK, fixadas e incubadas com anti-
RPA-1 (vermelho) e anti-flagelo (verde) e coradas com DAPI (azul). N- nucleo, k- cinetoplasto. Os quadros G2/M
possuem 0s mesmos parasitos, com vizualiza¢cdo em planos diferentes para melhor observagcédo das marcacdes.
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4.8 rTcRPA-1 interage com fita simples telomérica in vitro

Apos verificar que a proteina TcRPA-1 interage com o DNA in vivo na forma
epimastigota, buscamos compreender sua possivel interacdo com a sequencia
telomérica. Experimentos de EMSA permitem averiguar interagdo in vitro entre uma
proteina de interesse e um oligonucleotideo simples fita ou dupla fita de DNA
marcado.

Com a finalidade de verificarmos se a proteina rTcRPA-1 tem a capacidade
de interagir in vitro com DNA telomérico, oligos com a sequéncia telomérica de
Trypanosoma cruzi foram desenhados.

De acordo com o ensaio de EMSA realizado, a rTcRPA-1 interage in vitro com
os oligos teloméricos correspondente a fita simples rica em G e fita simples rica em
C (Figura 4.10). Ja o oligo telomérico dupla fita ndo interagiu com a proteina
ITcRPA-1.

Fita rica em G Fita ricaem C Dupla Fita

152 17 1 e

y y
“ b %

Oligo de fita G: 5 repeticbes 5" TTAGGG 37
Oligo de fita C: 5 repeticdes 5° AATCCC 3’

Figura 4.10- TcRPA-1 interage com fita simples telomérica rica em G e rica em

Cinvitro
Oligo marcado na auséncia (linha 1) ou na presenca (linha 2) da proteina rRPA-1 foi submetido a eletroforese e
transferido para nitrocelulose e detectado com kit especifico.
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4.9 rTcRPA-1 possui especificidade pela fitarica em G telomérica

Como vimos nos resultados anteriores, a proteina rTcRPA-1 interage com as
sequéncias teloméricas simples fita. Salvo raras excecdes, a Unica fita simples
presente nos telémeros das células in vivo é a fita rica em G, que compde o
overhang telomérico. Baseado nessas informacoes, buscamos compreender melhor
a interacdo da rTcRPA-1 com a fita telomérica rica em G.

Para estudar essa interacdo, realizamos competicdo nos ensaios de EMSA,
competindo o oligo de fita G marcado com: i) oligos aleatérios frios (competicdo
inespecifica) e ii) oligos fita G frios (competicdo especifica) (Figura 4.11).

O resultado é mais aparente quando observamos as competicées com 100
vezes de oligos ndo marcados. De acordo com os resultados, a interacdo da
proteina rTcRPA-1 com a fita rica em G é fortemente mantida mesmo na presenca
de 100 vezes mais de um oligo n&do telomérico. Ao compararmos os “shifts” da
competicdo 1:100 com fita G fria com as outras sequencias, pudemos observar que
a fita G telomérica fria desloca a reacdo da TcRPA-1 com o oligo fita G marcado com
muito mais eficiéncia do que a regido subtelomérica (Figura 4.11, B, linha 5),
sequéncia inespecifica presente no meio do cromossomo (Figura 4.11, D, linha 5) ou
sequencia repetitiva (Figura 4.11, D, linha 7) .

Para confirmar o resultado por outra abordagem, realizamos o experimento
com a fita subtelomérica marcada, realizando competicées com a fita G telomérica
fria ou uma sequéncia aleatéria, de forma semelhante a realizada nas letras B e D.
Novamente, ao compararmos o “shift” da competicao 1:100 da linha 4 com a linha 7
(figura 4.11 F), observamos que a fita rica em G telomérica fria desloca a interagcéo
da TcRPA-1 com sequéncia subtelomérica com muito mais eficiéncia, quando
comparado com uma sequencia aleatéria presente no genoma.

Com base nesses dados, concluimos que rTcRPA-1 tem preferéncia de

ligacdo com a fita rica em G telomérica.



Em A, esquema representativo da localizagédo das sondas utilizadas em um pedaco de cromossomo. Em B,
oligo G telomérico foi marcado e incubado somente com rTcRPA-1 (linha 1) ou com rTcRPA-1 na presenga
de concentrag@es crescentes (1X e 100X) de oligos frios, a saber: oligo G telomérico (linhas 2 e 3), de oligo
sub-telomérico (linhas 4 e 5). Em D, oligo G telomérico marcado e incubado somente com rTcRPA-1 (linha
1) ou com rTcRPA-1 na presenca de concentragcbes crescentes (1X e 100X) de oligos frios: oligo G
telomérico (linhas 2 e 3), de oligo inespecifico (linhas 4 e 5) e com oligo contendo sequencia repetitiva
(linhas 6 e 7). Em F, oligo contendo segencia subtelomérica foi marcado e incubado somente com
rTcRPA-1 (linha 1) ou com rTcRPA-1 na presenca de concentragfes crescentes (1X, 10X e 100X) de oligos
frios: oligo G telomérico (linhas 2, 3 e 4) ou de oligo inespecifico (linhas 5, 6 e 7). A intensidade das bandas
obtidas nos ensaios foi quantificada e, quando possivel, a média e desvio padrdo de trés experimentos,
plotada nos graficos das figuras C (experimento em B), E (experimento em D) e G (experimento em F). O
programa utilizado para quantificacéo foi Image J.
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Figura 4.11- Ensaios de competicao feitos com a fita rica em G telomérica
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4.10 Basta apenas uma repeticdo TTAGGG para a rTcRPA-1 interagir com o
DNA telomérico

A fim de verificar quantas repeticdes teloméricas s80 necessarias para a
rTcRPA-1 interagir com o teldmero, ensaios de EMSA foram realizados utilizando-se
oligos teloméricos marcados da fita rica em G com diferentes tamanhos (de 6nt até
30nt). De acordo com o resultado (Figura 4.12), com apenas uma repeticao
telomérica TTAGGG, a TcRPA-1 consegue interagir com a sequencia telomérica in
vitro. O resultado sugere também que a ligacdo da rTcRPA-1 é mais estavel com o
aumento do tamanho do DNA telomérico simples fita, observado pelo aumento da
intensidade das bandas em oligonucleotideos maiores.

1X TTAGGG + rTcRPA-1
2X TTAGGG + rTcRPA-1
3x TTAGGG + rTcRPA-1
4x TTAGGG + rTcRPA-1
5x TTAGGG + rTcRPA-1

O
O
2
=
-
>
—

2x TTAGGG
3x TTAGGG
4X TTAGGG
S5XTTAGGG

Figura 4.12- TcRPA-1 é capaz de interagir com apenas uma repeticao
teldmerica
Oligos contendo de 1 a 5 unidades repetitivas de teldomero foram mantidos na auséncia ou presenca de rRPA-1.

Apo6s incubacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese, transferidas para membrana de nitrocelulose e
reveladas de acordo com o kit especifico.
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4.11 TcRPA-1linterage in vivo com os teldmeros da forma epimastigota

Apobs a concluséo que a proteina TcRPA-1 tem a capacidade de interagir com
o DNA telomérico in vitro, buscamos analisar a sua possivel interacdo com o0s
telébmeros in vivo na forma epimastigota através de ensaios de Imunoprecipitacdo de
cromatina (ChIP) e por ensaios de FISH/IF.

O anticorpo que reconhece a proteina TcCRPA-1 imunoprecipitou a sequéncia
telomérica, confimando a interacdo in vivo de TcRPA-1 com essa regido (Figura
4.13).
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Imunoprecipitado

Figura 4.13- A proteina TcRPA-1 imunoprecipitou a sequencia telomérica

Formas epimastigotas de T. cruzi foram submetidas a ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina utilizando-
seanti-rTcCRPA-1 ou soro pré-imune, como controle. O DNA obtido foi imobilizado em membrana de nylon e
hibridizado com sonda que reconhecem a fita G telomérica.

Além disso, a RPA-1 co-localiza com os telémeros nos ensaios de FISH/IF.
Praticamente todas as células na lamina possuem alguma co-localizacdo, sugerindo

gue a RPA-1 interage com os teldmeros mesmo nas fases néo replicativas do ciclo
celular.
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DAPI

DAPI Telébmero RPA-1 RPA-1 RPA-1

Figura 4.14 — A proteina TcRPA-1 co-localiza com o DNA telomérico in vivo
Epimastigotas foram aderidos a lamina, fixados, permeabilizados e incubados com anti-TcRPA-1. Apdés nova
fixacdo, as células foram hibrizadas com sonda para DNA telomérico. As células foram também coradas com
DAPI. Nas sobreposicdes, o teldmero esta marcado em verde, a proteina RPA-1 em vermelho e o DAPI em azul.
N- nucleo, k- cinetoplasto. Barras representam 1 um.

4.12 TcRPA-1interage in vivo com as formas tripomastigotas

A proteina TcRPA-1 participa da replicacdo da regido telomérica em diversos
organismos, desde leveduras até mamiferos. Para verificar se a funcdo da proteina
TcRPA-1 no teléomero é apenas replicativa, resolvemos trabalhar com a forma de
vida tripomastigota, que nao replica seu DNA e a atividade de telomerase néo foi
encontrada (MUNOZ; COLLINS, 2004).

Primeiramente verificamos se a proteina TcRPA-1 interage com o DNA nessa
forma de vida através de ensaio de extrato diferencial com tratamento com tampéo
CSK, que separa o extrato em fragéo soluvel e insoluvel. De acordo com o resultado,
a proteina TcRPA-1 interage com a cromatina nessa forma de vida (Figura 4.15, A).
Posteriormente, para checar se esta interagdo ocorre na regido telomeérica, ensaios
de imunoprecipitacdo de cromatina foram realizados e mostraram que a TcRPA-1

interage com os teldbmeros nesta forma de vida nédo replicativa ( Figura 4.15, B).
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Figura 4.15 — TcRPA-1 interage com DNA telomérico na forma tripomastigotas
Em A, extratos de tripomastigotas de T. cruzi foram tratadas com tamp&o CSK por duas vezes e o sobrenadante
de cada tratamento coletado como fracé@o sollvel. Em seguida, o pellet obtido foi digerido com DNAse por duas
vezes e 0 sobrenadante de cada fracdo foi coletada como fragdo ligada ao DNA. As amostras foram submetidas
a western blottting uitlizando diferentes anticorpos. Em B, formas tripomastigotas de T. cruzi foram utilizadas em
ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina utilizando anti-rTcRPA-1 ou soro pré-imune, como controle. O DNA
obtido foi imobilizado em membrana de nylon e hibridizado com sonda que reconhecem a fita G telomérica.

4.13 TcRPA-1 participa dareplicacdo do DNA

A interacdo da RPA-1 com a forma tripomastigota, que néo replica seu DNA,
nos fez questionar se a TcRPA-1, como em outros organismos, participaria da
maquinaria de replicagdo do DNA ou cumpre funcdes totalmente diferenciadas dos
eucariontes em tripanossomatideos. Para verificar a participacdo dessa proteina na
replicacdo, realizamos na forma epimastigota ensaios de incorporacdo de EdU, um
analogo de timidina. Caso esteja ocorrendo a replicacdo na célula, as regides do
DNA onde o EdU foi ou esta sendo incorporado ficam marcadas em verde.

Para este ensaio, 0s epimastigotas foram tratados previamente com o tampéo
CSK para a remocao das proteinas que ndo interagem com DNA. A co-localizacdo
de EdU com RPA-1 (Figura 4.16) sugere que esta proteina esta envolvida na
replicacdo do DNA. Além disso, pudemos observar nas células pontos onde a RPA-1
nao co-localiza com EdU, provavelmente interagindo com DNA em outras regides,

podendo estar cumprindo outras fun¢des além da replicagéo.
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Figura 4.16 Proteina TcRPA-1 co-localiza com centros de replicacdo em

epimastigotas
Epimastigotas foram mantidos na presenca de EdU por 20 min. As células foram entdo tratadas com tampao
CSK e incubadas com anti- TcCRPA-1. N- nucleo, k- cinetoplasto. Barra representa 1 pm.
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5 DISCUSSAO

Iniciamos este trabalho com a producdo e purificacdo da proteina TcRPA-1
recombinante e anticorpos contra essa proteina. Com a rTcRPA-1 purificada,
realizamos ensaio de dicroismo circular com a presenca de oligo telomérico da fita
simples rica em G, que mostrou que a proteina rTcRPA-1 muda ligeiramente de
conformacao quando comparada a proteina rTcRPA-1 sozinha, sugerindo interacao
com essa sequéncia de DNA.

Para confirmar a ocorréncia da interacdo com a sequéncia telomérica, ensaios
de EMSA foram realizados e mostraram que a proteina TcCRPA-1 tem a capacidade
de interagir com as sequencias teloméricas ricas em G e C, mas nao interage com o
teloméro dupla fita.

Através de ensaios de EMSA, pudemos também observar que a TcRPA-1
possui especificidade pela fita rica em G do teldbmero. As competicOes realizadas
com sequéncias presentes no meio do genoma, sequencia da regido subtelomérica
ou sequencia aleatéria repetitiva ndo deslocaram a ligacdo TcRPA-1-fita G da
mesma forma que a propria fita G telomérica deslocou. Além disso, quando
marcamos em outro ensaio a regido subtelomérica, pudemos observar também que
a fita rica em G telomérica desloca com maior facilidade a interacdo RPA-1-
seqgsubtelomérica, quando comparada a outra sequéncia (Figura 4.11).

De acordo com a literatura, o complexo RPA de eucariotos ndo possui
especificidade por nenhuma sequencia (FLYNN; CHANG; ZOU, 2012), portanto
possuir afinidade pela sequencia da fita rica em G, presente no overhang telomérico,
sugere fortemente que a RPA-1 pode cumprir um papel diferenciado no telébmero de
T. cruzi, quando comparada a RPA-1 de outros eucariotos. Para cumprir um papel
de protecédo, as proteinas ligantes de simples fita telomérica devem reconhecer a
sequéncia telomérica no meio de tantas outras no genoma, por isso a especificidade
pela sequéncia telomérica € uma das principais caracteristicas de proteinas que
cumprem essa funcdo, como POT-1 e Cdc-13 (LEI et al., 2004; LOAYZA et al., 2004;
HUGHES et al., 2000).

Pudemos observar também através de ensaios de EMSA que basta apenas uma
repeticdo telomérica de 6 nucleotideos para a TcRPA-1 interagir com o DNA. Este
dado é importante, pois ndo se sabe o tamanho exato do overhang do T. cruzi, o

tamanho foi estimado como sendo pequeno, podendo chegar a ser apenas 9



72

nucleotideos em determinados periodo do ciclo celular (CHIURILLO et al.,1999).
Portanto, a proteina TCRPA-1 consegue interagir com o teldmero do T. cruzi mesmo
se seu overhang for realmente muito pequeno.

Apés a caracterizacdo da ligacdo RPA-1-fita G in vitro, observamos que a
TcRPA-1 imunoprecipitou a sequencia telomérica da fita G através de ensaios de
imunoprecipitagdo de cromatina. Ensaios de FISH/IF mostraram também a co-
localizacdo parcial em praticamente todas as células da RPA-1 com o telémero.
Estes dados comprovam a interagéao in vivo da RPA-1 com o teldmero na forma de
vida epimastigota. Mais que isto, os resultados sugerem que RPA-1 interage com
teldbmero mesmo nas fases do ciclo celular onde ndo ha duplicacdo de DNA, o que
aponta para um papel de RPA-1 distinto da replicacdo do DNA nos telémeros, que é
um dos papeis fundamentais da RPA-1 nos demais eucariontes. A sonda utilizada
no FISH foi uma sonda de 9 nucleotideos que reconhece a fita C telomérica,
reconhecendo assim regides teloméricas que podem estar distantes do overhang,
portanto uma co-localizacdo parcial ndo significa que a RPA-1 ndo esta ligada a
todos os teldmeros. Além disso o ensaio de FISH/IF possui um tratamento intenso
na célula, que pode prejudicar os epitopos que o anticorpo reconhece na proteina
TcRPA-1. Experimentos de FISH/IF com sonda que reconhece a fita G telomérica
ainda estédo sendo padronizados.

Em seu ciclo de vida, o T. cruzi possui a forma tripomastigota sanguicola, que
nao replica seu DNA. Observamos primeiramente que nesta forma de vida, a
proteina TcRPA-1 se encontra ligada ao DNA (Figura 4.15, A). A partir desse
resultado, realizamos ensaios de imunoprecipitagcdo de cromatina para verificar se a
ligacdo da TcRPA-1 ocorre no DNA telomérico ou apenas em outras regides do
DNA. Surpreendentemente, a proteina TcCRPA-1 imunoprecipitou a sequéncia da fita
G telomérica, comprovando a interacéo in vivo desta proteina com o teldmero nesta
forma de vida (Figura 4.15, B). Este resultado corrobora com o observado para
epimastigota, sugerindo fortemente que a proteina TcCRPA-1 interage com o DNA
telomérico para fungbes além da replicacdo de DNA . Além da parada na replicacdo
de DNA convencional, ndo foi identificada a atividade da enzima telomerase em
formas de vida tripomastigota sanguicola (MUNOZ; COLLINS, 2004). Portanto, a
principio excluimos a possibilidade do complexo RPA estar ligado ao teldmero nessa
forma de vida para recrutar ou facilitar a atividade da telomerase (fungao descrita em
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leveduras), fortalecendo ainda mais a nossa hipotese que a TcCRPA-1 exerce um
papel diferenciado nessa regiao.

De acordo com nosso resultados, a proteina TcCRPA-1 ndo parece se comportar
como as RPA-1 de outros eucariotos nos teldbmeros, portanto houve um
guestionamento se a TcRPA-1 realiza fungBes conservadas entre 0s eucariotos em
outras regidbes do genoma, como por exemplo sua participacdo na maquinaria de
replicacdo da célula. Os ensaios de incorporacdo de EdU seguidos de
imunofluorescéncia sugeriram que apesar das peculiaridades desta proteina em
tripanossomatideos, ela parece estar envolvida com a replicacio de DNA,
observados pelos pontos de co-localizacdo desta proteina com o0s nucleotideos
marcados incorporados. Portanto, a TCRPA-1 provavelmente estabiliza a simples fita
aberta na forquilha de replicagcdo, como descrito para outros eucariotos (WOLD,
1988; FANNING; KLIMOVICH; NAGER, 2006).

Apesar dos avangos nas pesquisas entre teldomeros e maquinaria de reparo,
essa relacdo ainda esta longe de ser bem compreendida (TEIXEIRA, 2013). A RPA-
1 de tripanossomatideos ndo possui o dominio 70N na sua regido N-terminal, que é
fundamental para ativacdo de checkpoint em outros eucariotos. Esse dominio é
responsavel pela interacdo da RPA com proteinas como RAD9, ATRIP, Mrell, Ddc2
(XU et al., 2008). A resposta a danos no teldmero com ligacdo de RPA é sinalizada
pela via ATR-ATRIP em mamiferos ou seu homologo Mecl-Ddc2 em leveduras
(TEIXEIRA, 2013). A auséncia do dominio 70N, responsavel pelo recrutamento
dessas proteinas em outros eucariotos, e 0s estudos realizados em Leishmania nos
faz questionar se a RPA-1 de tripanossomatideos esta diretamente envolvida na
sinalizacdo e recrutamento de proteinas em resposta a danos no DNA.
Alternativamente, A RPA-1 poderia apenas ligar a simples fita presente na quebra de
DNA para estabilizar e proteger contra danos nucleoliticos (0 que explicaria a co-
localizagdo de RPA-1 com LmHusl, sem a evidéncia de interacdo entre estes
complexos, ver se¢édo 1.7). Neste caso, a sinalizagdo de danos seria realizada por
outros componentes e a TcRPA-1 poderia se ligar ao overhang telomérico sem
sinalizar danos naqguela regido, diferentemente do que ocorre em outros eucariotos.

Os resultados desse trabalho abrem uma nova perspectiva no estudo e evolucao
de proteinas teloméricas. A auséncia de Cdcl3, CTC-1, POT1 e outras proteinas
ligantes do overhang telomérico no genoma de T. cruzi, a especificidade de RPA-1

pela fita G telomérica e a interagdo in vivo dessa proteina com os teldomeros em
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formas nao replicativas e sem atividade de telomerase observada fortalecem nossa
hipotese inicial que a RPA-1 poderia estar cumprindo um papel de protecdo no
telomero (Figura 5.1), assim como as proteinas POT1 e Cdcl3 em mamiferos e
leveduras, respectivamente. Caso nossa hipdtese esteja correta, a proteina RPA-1
de T. cruzi seria uma possivel ancestral de proteinas RPA-like protetoras da simples
fita dos teldmeros em eucariotos superiores, porém sdo necessarias mais evidéncias

experimentais para a confirmacao dessa hipotese.

G RPA-1 ou

/ complexo RPA

Figura 5.1. Possivel modelo esquematico do telébmero de T. cruzi

Proposi¢@o da composicdo dos telébmeros de T. cruzi, com a TcRPA-1 sendo uma das proteinas constitutivas

dos teldmeros, protegendo estes terminais contra danos e contra a maquinaria de reparo da célula.

Apesar das evidéncias deste trabalho fortalecerem nossa hipétese de protecao,
ndo descartamos a possibilidade da proteina TcCRPA-1 estar envolvida em outra
funcdo que ndo protecdo na regido telomérica, com uma maior semelhanca a
funcdes descritas para os eucariotos superiores. Se este for o caso, a proteina RPA-
1 poderia estar ligada aos teldbmeros de tripomastigotas para estimular uma resposta
de reparo na célula, ja que a replicacdo é ausente. Neste contexto, os telémeros dos
tripomastigotas poderiam estar desencapados com a perda de proteinas do seu
complexo de protecdo ou o desligamento de proteinas de replicacdo poderiam levar
a ocorréncia de forquilhas empacadas nos telébmeros, com a porgédo de fita simples
coberta de RPA-1 (Figura 5.2). Em ambos os casos, o resultado final seria o disparo
de uma resposta de checkpoint, que poderia vir a ser uma das causas de uma
parada no ciclo celular nesta forma de vida. Porém a afinidade pela fita G telomérica
€ um forte contraponto para essa hipotese, uma vez que o0 reconhecimento
preferencial da regido telomérica em periodos inadequados poderia sinalizar uma

resposta a danos nesta regido, comprometendo a integridade celular.
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Figura 5.2 Modelo esqueméatico da RPA-1 sinalizando reparo nos terminais

cromossoOmicos da forma tripomastigota de T. cruzi
Em A, a proteina TcRPA-1 poderia ligar o teldomero das formas tripomastigotas para sinalizar a
desprotegdo/encurtamento telomérico. Em B, forquilhas empacadas provenientes da parada na replicacdo
poderiam estar cobertas com RPA-1, para sinalizar o dano nessa regiéo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho caracterizou a interacdo da proteina TcRPA-1 com a regido
telomérica, com foco no overhang, j& que a RPA-1 é uma proteina ligante de fita
simples. Os resultados deste trabalho abrem uma nova perspectiva em relacdo a
uma possivel nova funcdo protéica para a RPA-1 de T. cruzi, baseado
principalmente na afinidade pela sequencia telomérica e interacdo em formas de
vida néao replicativas.

Caso futuros experimentos comprovem que esta hipétese nao é verdadeira, 0s
resultados deste trabalho auxiliam a compreensdo da interagcdo RPA-1-teldmero,
nunca descrita antes para T. cruzi e ainda abrem a discussao da possibilidade da
presenca de recombinacdo homologa ou resposta de reparo a danos no DNA estar
disparada nos telébmeros de tripomastigotas, podendo estar diretamente relacionada
com a parada da replicacdo nesta forma de vida devido a ativagdo de resposta de
checkpoint.
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