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RESUMO

OLIVA-DOTTA, M. A. V. Estudos com a poli-A binding protein 1 de Trypanosoma brucei
sugerem nova funcao nos eventos de splicing e exportacéo nuclear. 2011 163p Tese (Dou-
torado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Séo Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Car-
los, 2011.

Protozoérios do género Trypanosoma infectam milhdes de pessoas todo ano e coletivamente
contribuem muito para as misérias humanas, pois sdo causa de muitas das doencas negligen-
ciadas tropicais. Varias vias metabdlicas essenciais sdo encontradas nesses parasitas tornando-
os particularmente atrativos para investigagdes moleculares. Mecanismos de controle pos-
transcricional tem sido alvo de estudo por sua peculiaridade nesses organismos. Nesse cena-
rio, proteinas da classe das poli-A-binding proteins (PABP) possuem fun¢do no inicio da tra-
ducao, turnover do mRNA e interacdo com o 5°-CAP. Nesse trabalho foi identificada a homo-
loga poli-A binding protein 1 (PABP1) de Trypanosoma brucei. O silenciamento do gene
pabpl revelou que a auséncia da proteina é letal ao parasita, comprovando sua essencialidade
nesse organismo. Da mesma maneira, na auséncia da proteina observou-se erro no processa-
mento do mRNA sugerindo possivel funcdo nos eventos de cis e trans splicing. Sua localiza-
cdo subcelular foi avaliada indicando localizagéo citoplasmatica, bem como o sdo suas homo-
logas. No citoplasma, a proteina apresenta-se em estrutura reticulada, co-localizada com pro-
teinas de reticulo endoplasmatico. Porém, sob estresse induzido a proteina relocaliza para o
compartimento nuclear, indicando ser uma proteina com transito nucleo-citoplasma ainda nédo
demonstrada na literatura. As funcdes identificadas sugerem a existéncia de um sub-complexo
a 3’ do mRNA que acopla poliadenilagdo e splicing. Além disso, a relocalizacéo nuclear pare-
ce ocorrer em resposta a estimulo externo, sugerindo que a relocalizacdo do mRNA para o
nacleo pode ser uma estratégia da célula para modular sua resposta génica frente a variagdes

do ambiente.

Palavras-chave: Splicing. Poliadenilacdo. Poli-A binding protein






ABSTRACT

OLIVA-DOTTA, M.A.V. Studies with Trypanosoma brucei poly(A)-binding protein 1
suggest a novel function in splicing and nuclear export events. 2011. 163p. Tese (Douto-
rado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos,
2011.

Protozoa of the genus Trypanosoma infect millions of people every year and collectively con-
tribute to the human misery by causing several neglected tropical diseases. Several intriguing
molecular pathways are found in these parasites also, rendering them particularly attractive
for biochemical investigation. This unique eukaryotic cells lack mechanisms to control gene
expression at the transcriptional level, they mostly control protein synthesis by posttranscrip-
tional regulation process. Several RNAs and proteins are involved in this process, including
poly(A) binding proteins. The poly(A)- binding protein of eukaryotes plays a role in polyad-
enylation, translation initiation and metabolism of mMRNA. In this work the poly(A) binding
protein 1 (PABP;) was identified in Trypanosoma brucei. Depletion of TOPABP1 showed its
essential role in the procyclic form of the parasite. Immunofluorescence assays showed locali-
zation in the cytosolic compartment despite of its functions in cis and trans splicing as shown
by RNA analysis of cells free from PABPL. As it was shown in the homologs, PABP1 it’s not
only a cytosolic protein but it shuttles between the nucleus and the cytoplasm. Together with
the literature, these results suggest an active complex in the 3’ end of the mRNA which works
in synchrony with the splicing and capping machinery implying PABP1 as possible link be-

tween these processes.

Key words: Splicing. Polyadenilation. Poly(A)-binding protein.
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Yo F= Vo Lo OSSPSR
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Eletroforese em gel de agarose (1%) corado por brometo de etidio.
Painel A: MM. Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen); 1,
Fragmento de 718pb do gene pabpl amplificado; Painel B: MM.
Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen); 1, vetor p2T7 linearizado;
Painel C: MM. Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen); 1,3,5,7,9.
DNA extraidos das colbnias crescidas apos ligagdo; 2,4,6,8,10.
Reacdo de amplificacdo com iniciadores especificos do fragmento
QL 0] 02 o] o 11 o V] 22 OSSO

Gréafico representativo da curva de crescimento obtida para o clone
Thpabplb das amostras induzidas (+Tet) e ndo induzidas (-Tet). A
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PCR semiquantitativo para analise do envolvimento da proteina
PABP1 com processo de splicing; 7SL RNA (como controle positivo
quantitativo de reacdo), transcrito de Poli A Polimerase néo
processado (Pre-PAP) e transcrito de Poli A Polimerase processado;
transcrito de tubulina ndo processado (Pré a- tubulina), transcrito de
a-tubulina processado durante 0, 24, 48 e 72 horas de indugdo com
TELrACTICHING. ...

Painel representando a imunolocalizacdo da proteina ThPABP1.
Imagens de microscopia de contraste de fase do parasito marcado
com DAPI (DNA), com anticorpo a-TOPABPL1 e sobreposicdo das
imagens (Merge). O contraste de fase esta representado em
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Figura 54-

Figura 55-

Figura 56-

Figura 57-

Painel de marcacdo dupla utilizando os anticorpos TbPABP1 e o
marcador de reticulo endoplasmatico ThBiP incubados com parasitas
da cepa Th427 selvagem. Também estdo representadas as marcacgdes
com DAPI (DNA) e o contraste de fase (CF). A sobreposi¢éo das
imagens (Merge) indica localizagéo reticular da proteina de interesse
TOPABPL. ..ottt

Painel de imunolocalizagdo utilizando o anticorpo a-TbPABP1 em
parasitos da cepa Th427 com diferentes tratamentos; A. Th427 sem
incubacdo com a droga, controle negativo; B. Parasita incubado com
10pg de ActD por 24h; C. Parasita incubado com 20ug de ActD por
24h; D. Parasita incubado com 50ug de ActD por 24h; observa-se
relocalizacdo nuclear desde a primeira incubacdo com a

Painel de imunolocalizagdo utilizando o anticorpo a-ProtA em parasi-
tos da cepa transfectada TbPABP1/ptp-tag com diferentes tratamen-
tos; A. TOPABP1/ptp-tag sem incubacdo com a droga, controle nega-
tivo; B. Parasita incubado com 10ug de ActD por 24h marcado com o
anticorpo anti-Proteina A; C. Parasita incubado com 20ug de ActD
por 24h marcado com o anticorpo anti-Proteina A; D. Parasita incu-
bado com 50ug de ActD por 24h marcado com o anticorpo anti-
Proteina A; observa-se relocalizacdo nuclear desde a primeira incuba-
GAO COM @ ANOGA. ..veeveeeee sttt ettt bbb

Eletroforese em gel de agarose (1 %) corado por brometo de etidio.
Painel A: Produto de PCR amplificado com iniciadores pabpl-PTP
especificos. PM, Peso Molecular 1 kb plus (Invitrogen) em
nucleotideos; 1, amplificacdo de pabpl-PTP; Painel B: PM, Peso
Molecular 1 kb plus; 1-6, coldnias positivas testadas; Painel C:
Digestédo de um clone positivo de pabpl-PTP. PM, Peso Molecular 1
kb plus (Invitrogen) em nucleotideos; 1, Produto da digestdo; 2,
plasmideo ndo digerido. A seta indica a banda de 1020pb desejada;
Painel D: linearizacdo do plasmideo para transfeccdo em célula de T.
brucei 427. PM, Peso Molecular 1kb plus. 1, plasmideo néo
linearizado; 2, plasmideo linearizado com enzima Nsil........................
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Figura 58-

Figura 59-

Figura 60-

Painel A: Eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado por brometo
de etidio dos produtos de PCR amplificados com iniciadores especifi-
cos: 1, T. brucei cepa 427, controle negativo; 2, T. brucei transfecta-
do com PABP1; Painel B: Western Blotting do extrato nuclear reve-
lado com o anticorpo anti-Proteina A (diluicdo %2.000): 1, T. brucei
cepa 427 (ndo transfectada); 2, T. brucei transfectado com PSTK-PTP
tag (controle positivo); 3-5, Trés clones selecionados transfectados
com PABP1-PTP tag. As setas indicam as bandas de
LT =3RS

Western Blotting da imunoprecipitacdo com IgG-Sepharose com
anticorpo anti-Prot A (diluicdo 1:2.000); 1, Input, extrato protéico de
T. brucei transfectado; 2, Sobrenadante (ndo ligado); 3, Controle
negativo, apenas lgG-Sepharose.; 4, Imunoprecipitacdo (proteina
ligada a 1gG-Sepharose). A seta indica a banda da proteina de
I BT ESSE. .. ettt itiesteesteetee st eeste et et este e e s et e et e ere e teenaesreesbeeneeereenteeneeeneenes

Eletroforese em SDS-Page 12,5% da purificacdo em tandem do PTP-
tag corado com reagente Sypro Ruby; 1. Padrdo de massa molecular;
2. Input y4; 3. Flow through beeds de anti-ProtA; 4. TEV eluato; 5.
Eluido com Ca*? da 1gG sepharose anti-ProtC (proteina alvo mais os
seus ligantes). Em destaque pela seta a banda correspondente a
proteina TOPABPL.......c.ooiiiieere e
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1 Introducao

1.1 Doencas Tropicais Negligenciadas

Doencas tropicais negligenciadas possuem usualmente origem infecciosa e se desenvol-
vem em ambiente de pobreza agravado pelo calor e pela umidade do clima tropical. S&o, em
sua maioria, doencas parasitarias propagadas por insetos vetores ou pela agua contaminada e
solo infestado por ovos ou vermes. Os ciclos de transmissao ocorrem livremente e € perpetua-
do pelas condic¢Bes subumanas de moradia e higiene. Uma vez dispersa, as epidemias se con-
centram em locais de extrema pobreza onde 0s recursos Sa0 escassos e a prevencao inexiste.
Por outro lado, em regides mais desenvolvidas do mundo, essas doengas desapareceram gra-
dualmente com melhores padrdes de vida e de higiene °.

Parasitoses diminuem a expectativa de vida, debilitando mais de 1bilhdo de pessoas,
causando um enorme prejuizo econdmico e social nos paises endémicos. Outras consequén-
cias sdo a diminuicdo da produtividade de jovens adultos e atraso no crescimento e desenvol-
vimento cognitivo de criancas, causando mais miséria e discriminacgéo social entre outros pro-
blemas politicos e socioeconémicos. Em alguns casos as doencas cegam, debilitam, defor-
mam e mutilam. Graves danos ocorrem, frequentemente, apds anos de infecgcdo assintomati-
ca, deixando os pacientes sem conhecimento da necessidade de buscar tratamento. N&o se
tratando a tempo, a parasitose pode causar danos irreversiveis e até matar rapidamente °.

A Figura 1 apresenta dados de 2003 sobre a distribuicdo geogréafica das doencas do So-
no e de Chagas. Pode-se observar a devastadora incidéncias das mesmas em paises subdesen-

volvidos ou considerados em desenvolvimento.
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[] Regions endemic for Chagas’ disease
i [[] Countries endemic for Gambienese sleeping sickness
[] Countries endemic for Rhodesiense sleeping sickness
B Foci of African trypanosomiasis

ff‘lc'é.-:, :

Figura 1 - Distribuicdo geografica do Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi evidenciando as
regioes endémicas de ambas as doengas 5.

1.1.1 Tripanossomiase: género Trypanosoma

A familia Trypanosomatidae é considerada de grande importancia médica e econdmica,
uma vez que espécies dessa familia sdo capazes de provocar doencas mutilantes, incapacitan-
tes ou mortais *°. As parasitoses humanas mais comuns causadas por essa familia incluem i)
Tripanossomiase Africana humana (também conhecida como doenca do sono), causada por
infeccdo por duas subespécies de Trypanosoma brucei (T.b. rhodesiensis e T.b. gambiensis);
i) Doenca de Chagas, causada pela infeccdo com Trypanosoma cruzi e iii) Leishmanioses,
causadas por infeccdo com diferentes espécies de Leishmania. Essas doencas estdo intima-
mente relacionadas ao nivel de desenvolvimento do pais ou de uma regido, por exemplo, a
tripanossomiase Africana humana causa 50.000 mortes por ano, leishmanioses causam 59.000
mortes por ano e a doenca de Chagas, 13.000 mortes por ano 2’.

Os parasitas desta familia (Figura 2) destacam-se por possuir, além das organelas carac-
teristicas dos eucariotos, uma Unica mitocondria, que se ramifica por toda a célula e uma bolsa
flagelar de onde emerge um flagelo que pode ou ndo se exteriorizar dependendo da forma que
0 protozoario assume. A mitocondria apresenta um DNA que se organiza na forma de mini

circulos (30% do DNA total da célula) e maxi circulos. Esse DNA se concentra em uma de-
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terminada regido da mitocéndria, denominada de cinetoplasto. A localizac&o do cinetoplasto é
importante na especificacdo das formas em que os parasitas podem ser encontrados durante o

ciclo biolégico %°.

Golgi body

Nucleus

Mitochondrion

Figura 2 - Diagrama esquematico de um tripanossomatideo. Representadas estdo as organelas
complexo de Golgi (Golgi body), o nicleo (nucleus), a mitocondria (mitochondrion) e o
cinetoplasto (kinetoplast) organela esta que d4 nome a ordem kinetoplastida
(http://protist.i.hosei.ac.jp)

Os parasitas possuem ciclos de vida digenéticos envolvendo insetos como hospedeiro
intermediario e humano ou mamifero como hospedeiros definitivos. Além disso, cada hospe-
deiro abriga um estagio do ciclo de vida dos parasitas que se diferenciam por suas capacida-
des catabélicas e biossintéticas como adaptacido ao ambiente do hospedeiro 2.

Um passo critico para interacdo parasita-hospedeiro € a evasdo diante do sistema imu-
ne do hospedeiro. A habilidade de evitar os mecanismos de ataque humorais € particularmente
vital para os parasitas extracelulares enquanto que os intracelulares tém que resistir a ataques
lisossomais e metabdlitos toxicos. Eles fazem isso remodelando os compartimentos fagosso-

mais nos quais estdo e interferindo nos mecanismos de sinalizagdo para ativacéo celular %°.


http://protist.i.hosei.ac.jp/
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1.1.2 Doenca de Chagas

A tripanosomiase americana, esquizotripanose ou doenca de Chagas, descoberta e des-
crita por Carlos Chagas em 1909 é uma zoonose causada pelo hemoflagelado denominado
Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi e transmitido pelo inseto triatomineo (hemiptero hema-
tofago da familia Reduviidae). Esse protozoéario pertence ao subfilo Mastigophora, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma ¥ 3! %,

Dados demonstram a presenca de imigrantes provenientes da América Latina infectados
pelo T. cruzi em diferentes paises, com estimativas de 1.067 casos na Australia entre 2005-
2006; 1218, no Canada; 5.125 na Espanha; e de 56 a 357 mil casos nos Estados Unidos .

A transmissdo do T. cruzi ao homem ocorre através da deposicdo de fezes e urina do
triatomineo infectado sobre a pele danificada e pelas mucosas do hospedeiro no momento do
repasto sanguineo. Além da transmissdo vetorial, outro mecanismo responsavel por aproxi-
madamente 10% dos casos é a transfusdo sanguinea. Este é o principal mecanismo de trans-
missdo em zonas urbanas. O terceiro mais importante mecanismo de transmissao € a congéni-
ta, com aproximadamente 5.000 a 18.000 casos por ano e pode ocorrer fora das areas endémi-
cas. Outros mecanismos esporadicos de transmissdo incluem acidentes de laboratorio e trans-
plantes de 6rgaos **.

O T. cruzi apresenta as formas epimastigota, tripomastigota e amastigota (Figura 3A). A
forma epimastigota caracteriza-se por ser alongada, com cinetoplasto justanuclear e anterior
ao nucleo e flagelo livre na por¢édo anterior sendo a responsavel pela replicacdo no hospedeiro
invertebrado (triatomineo), ela se encontra na por¢édo posterior do intestino do inseto e a for-
ma utilizada em cultura em meio liquido.

A forma tripomastigota (Figura 3C) é alongada, com cinetoplasto posterior ao nucleo,
proximo da extremidade posterior, com flagelo que se estende por toda célula e torna-se livre
na porcao anterior. A forma tripomastigota € encontrada na circulagdo sanguinea do hospedei-
ro vertebrado, podendo estar presente também nos espacos intersticiais, no liquido cefalorra-
quidiano, leite, esperma e em cultura de células. Os tripomastigotas metaciclicos sdo morfolo-
gicamente semelhantes as formas tripomastigotas sanguineas, sendo as formas infectantes
liberadas nas fezes do vetor. A forma amastigota (Figura 3B) é arredondada ou ovalada, com
um flagelo curto que n&o se exterioriza. E a forma de replicagdo no hospedeiro vertebrado,
presente no interior de varios tipos de células, mas predominantemente nas fibras musculares

estriadas e lisas e no sistema fagocitico mononuclear e em cultura de células * %.
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A)

Figura 3 - Formas do T. cruzi: A) Epimastigota; B) Amastigota; C) Tripomastigota 4

A doenca de Chagas apresenta uma fase aguda e outra crénica, podendo ser sintomatica
ou assintomatica, sendo a Gltima a mais fregiiente (90-98% dos pacientes). A fase aguda ini-
cia-se através de manifestacdes locais, quando o T. cruzi penetra na conjuntiva (sinal de Ro-
mafia) ou na pele (chagoma de inocula¢do), aparecendo dentro de 4 a 10 dias ap6s a picada do
triatomineo, regredindo em 1 ou 2 meses. Na fase cronica, 0s pacientes podem apresentar uma
forma cardiaca (13%), digestiva (10%) ou formas mistas (8%) .

A terapéutica da doenca de Chagas continua ineficaz, apesar dos esforcos realizados pe-
los vérios laboratérios e pesquisadores. Diversas substancias estdo sendo testadas em animais
e, algumas delas tém sido usadas no homem, mas nenhuma consegue suprimir a infeccéo pelo

T. cruzi e promover uma cura definitiva em todos os pacientes tratados **.

1.1.3 Leishmanioses

As leishmanioses sdo causadas por pelo menos 20 diferentes espécies de Leishmania,
transmitidas por insetos dos géneros Phleobotomus e Lutzomyia. Leishmania donovani foi
observada em pacientes sofrendo de Kala-azar e foi descrita em 1903 por Leishman e Dono-
van, simultaneamente, e assim esses parasitos foram classificados como pertencentes ao géne-
ro Leishmania. Mais tarde, entre 1904 e 1908, foi observado um parasita semelhante em cri-

ancas da regido do Mediterraneo que foi denominado de Leishmania infantum. Somente em
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1941 foi demonstrada, por Adler e Ber, a transmisséo da leishmaniose por flebotomineos. A
Figura 4 descreve as formas de Leishmanias obeservadas durante o ciclo biologico.

KALA-AzAR [

DivipiNng
PROMAS T 40TES,

Figura 4 - Formas e ciclo biolégico das Leishmanias; destacam-se as forma promastigota (mosquito) e
amastigota (homem). Os sintomas diferenciados relacionam-se aos diferentes tipos de leish-
manioses causadas pelo género Leishmania. Os sintomas de febre causados pela L. donovani
sdo conhecidos como Kala-azar; As lesoes cutaneas ou lesdo oriental é causada pela L. major;
a espundia, como é conhecida a leishmaniose mucocutanea é causada pela espécie L. brasili-
ense 4.

Durante o ciclo da doenca (Figura 4), o flebotomineo inocula formas promastigotas de
leishmania no hospedeiro vertebrado ao pica-lo. Essas formas invadem o sistema mononucle-
ar fagocitario e se diferenciam em amastigotas, capazes de proliferacdo no interior dessas cé-
lulas. Ap6s o rompimento da célula, as formas amastigotas sdo liberadas e parasitam outras
células. Outro flebotomineo infecta-se durante a picada do hospedeiro vertebrado contamina-
do ao ingerir macrofagos parasitados. As formas amastigotas sao liberadas apos o rompimento

dos macréfagos no estdmago do vetor, se diferenciam em promastigotas e multiplicam-se.
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O tratamento da leishmaniose visceral é baseado nos antimoniais pentavalentes, mas
que possuem efeitos colaterais e observa-se resisténcia em varios casos. Os antimoniais pen-
tavalentes parecem atuar no mecanismo bioenergético das formas amastigotas da leishmania,
através de glicdlise e beta-oxidacdo que ocorrem nas organelas denominadas glicossomas.
Outro mecanismo aventado é o de ligacdo com sitios sulfidrilicos, deflagrando a morte destes
protozoérios *. Para o tratamento sistémico podem ser utilizadas pentamidina, fluconazol,

cetoconazol, miltefosina e alopurinol .

1.1.4 Doencas do Sono

A Tripanossomiase Africana ou Doenca do Sono é uma doenga parasitaria fatal se
permanecer sem tratamento, causada pelo protozoario unicelular pertencente ao género
Trypanosoma 3. A doenca foi descoberta em 1894 por David Bruce (1855-1931), ao analisar
o0s parasitas de gado infectado com nagana e associou o tripanosoma com essa doenca. Obser-
vou-se ainda a veiculacdo da doenca pela mosca tsé-tsé (Glossina sp). Mais tarde Bruce en-
volveu-se com a descoberta do Trypanosoma brucei gambiense e Tb rhodesiense como cau-
sadores da doenca do sono e Glossina palpalis e Glossina morsitans com sua respectiva
transmissao.

Os parasitas séo transmitidos aos humanos quando o vetor infectado faz seu repasto
sanguineo no homem. A mosca tsé-tsé e a tripanossomiase africana sdo usualmente encontra-
das nas areas do sub-Sahara onde o sistema de salde é bastante precario. Tanto a doenca no
homem, quanto nos animais, dificultam imensamente o desenvolvimento dessa regido 3. A
distribuicio da HAT (Human African Trypanosomiasis) na Africa esta representada na Figura
5.
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B Paises com casos reportados
. Paises com menos de 100 casos reportados
B Paises reportando entre 100 e 1000 casos

. Paises com mais de 1000 casos reportados

Figura 5 - Mapa da Africa mostrando a epidemiologia dos paises considerados endémicos para a
Doenca do Sono 3.

1.1.5Ciclo Bioldgico e Transmissao

O ciclo completo da doenca foi descrito por David Bruce em 1914 (Figura 6). O para-
sita se instala nas glandulas salivares da mosca tsé-tsé (género Glossina) e é injetado no hos-
pedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo. A forma tripomastigota do T. brucei ndo in-
vade as células (nem assume forma de amastigota), alimentando-se e multiplicando-se nos
fluidos corporais incluindo sangue e fluido extracelular nos tecidos 2’

Apos a picada, o parasita multiplica-se localmente durante trés dias podendo apresen-
tar entdo o inchaco edematoso chamado de cancro tripanosomico, que desaparece em média,
apos trés semanas. O inchago ndo surge na grande maioria dos casos de infeccdo pelo Th.
gambiense e apenas em 50% dos casos de infec¢do com Th. rodesiense. Os parasitas multipli-
cam-se no sangue, evadindo o sistema imune do hospedeiro pelo processo de variagdo antigé-
nica. Os sintomas iniciais cessam, mas 0s parasitas adaptados ndo séo afetados pelos anticor-
pos produzidos e multiplicam-se, gerando nova onda de parasitas e sintomas. .

O resultado do processo de multiplicacao, variagdo antigénica e selegdo sdo ondas de

multiplicacdo e esses sintomas agudos podem evoluir para os sintomas cronicos. A grande
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quantidade de anticorpos produzidos leva & formacdo de complexos imunes, que ativam o
sistema complemento e causam danos no endotélio dos vasos e rins. Os danos nos vasos ge-
ram edemas e microenfartes no cérebro, e a destruicdo acidental dos eritrécitos causada pelo
sistema complemento, gera anemia. *°

Na Figura 6 vemos em (1) a forma metaciclica durante a picada; (2) parasitos se espa-
Iham atingindo o sistema nervoso central, pela alta parasitemia, essas formas se tornam mais
curtas e largas; (5) outra mosca ingere as formas tripomastigotas, contaminando-se. (7) As
formas tripomastigotas diferenciam-se em formas prociclicas; (8) prociclicos se tornam epi-
mastigotas que se multiplicam na glandula salivar do inseto; (8-1) epimastigotos diferenciam-

se em tripomastigotas metaciclicos reiniciando o ciclo ¥
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Figura 6 - Ciclo de vida do T. brucei no hospedeiro intermediério inseto, do lado esquerdo do ciclo e no
hospedeiro definitivo homem, do lado direito do ciclo ¢
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1.1.6 Diagndstico e Terapéutica

A sintomatologia da doenca do sono pode ser variada, mas existem dois estagios clini-
cos que podem ser reconhecidos durante a infecgdo; o estadgio hemolinfatico inicial e o estagio
encefalico tardio. O primeiro ocorre apds 1-3 semanas ap0s 0 repasto, com episodios de febre
e linfadenopatia generalizada, seguidos de sintomas nao especificos como vertigens, dores de
cabeca, fraqueza e perda de peso. Orgéos vitais podem ser atacados como figado, rins, cora-
cao, pele, sistema enddcrino e olhos. Ja no estagio encefélico tardio, observam-se sintomas
neuroldgicos que envolvem anormalidades psiquiatricas, motoras, sensoriais e distarbios do
sono, podendo causar morte %,

O diagnostico da doenca do sono ¢é feito pela observagdo dos sinais clinicos, inspe¢ao
da localizagdo geografica do paciente e exames laboratoriais. O diagndstico laboratorial com-
preende 0s métodos parasitoldgicos: ldamina corada de sangue, em especial para T. b. rhodesi-
ense; lamina corada de punc¢édo do ganglio, para T. b. gambiense; exame do liquor para a fase
cronica; testes imunoldgicos como hemaglutinago, IF1 e ELISA e moleculares como PCR .

O tratamento do estéagio inicial é feito com pentamidina (introduzida em 1940), para
T.b. gambiense e, suramina (introduzida em 1920), para T. b. rhodesiense. O mecanismo de
acdo da pentamidina ainda ndo esta totalmente esclarecido, embora tenham sido descritos pelo
menos trés transportadores do farmaco que levam a um acimulo na ordem de milimolar do
mesmo no interior da célula *.

Evidéncias demonstram que a pentamidina se liga a componentes celulares carregados
negativamente, como fosfolipidios e acidos nucléicos, ocasionando perturbacdo na estrutura
do DNA do cinetoplasto (kKDNA) e consequente inibicdo da topoisomerase 1l. O mecanismo
de acdo da suramina permanece um mistério, embora relatos na literatura descrevam este far-
maco como inibidor ndo especifico, podendo causar reacdo cruzada com outras enzimas vitais

a célula *°.

1.2 Estudos Bioquimicos e moleculares em T. brucei

A caracterizacdo molecular e funcional de fatores de viruléncia melhorou a compreen-

sdo da regulagéo de fungOes imunes efetoras, fornecendo ndo somente uma visdo mais deta-
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Ihada das relagbes parasita-hospedeiro, mas também indicando caminhos na identificacdo de
novos alvos para intervencao terapéutica “.

A prevencdo de doencas parasitarias depende da associacdo de diversos fatores, tais
como medidas ecoldgicas, sanitarias e emprego de farmacos eficazes e seguros **. A eficacia
da prevencdo depende, por sua vez, do conhecimento detalhado do ciclo de vida, metabolismo
e biologia dos parasitos. Com os avangos tecnolégicos e do conhecimento cientifico para o
entendimento dos ciclos de vida dos principais parasitos do homem, tornou-se possivel a rea-
lizacdo do processo de planejamento racional de farmacos, enfatizando o mecanismo de acédo
dos mesmos, com o intuito de atingir alvos especificos e essenciais dos parasitos, minimizan-
do os efeitos deletérios para 0 homem.

Desse modo, o desenvolvimento de trabalhos nessa area de pesquisa podera auxiliar na
atenuacdo ou na destruicao dos parasitos, visando alvos de acdo imunolégica e/ou farmacol6-
gica ausentes nas células humanas e, também, na verificacdo de eventual expressdo diferenci-

al de proteinas nos parasitos estudos.

1.3 Processamento do mRNA

O processamento do mRNA em tripanossomatideos difere dos mecanismos encontrados
na maioria dos eucariotos principalmente porque os genes que codificam proteinas sdo trans-
critos em uma longa fita de RNA policistronico ** e estudos posteriores a publicacéo do ge-
noma completo de T. brucei sugerem que o cromossomo todo deve ser transcrito em longos
trechos que precisam de posterior metabolismo *.

Esses grandes blocos policistronicos de genes sdo transcritos pela RNA polimerase Il e
alguns dos seus fatores de transcricao ja foram identificados. Em T. brucei a RNA polimerase
| transcreve o cluster de genes do rRNA e, surpreendentemente, os MRNAS especificos dos
estagios sanguineos (bloodstream) e prociclico, VSGs e prociclinas respectivamente **.

A maturacdo do mRNA envolve trés processos bastante estudados; i) capping na ter-

minagdo 5’; ii) splicing e iii) poliadenilacdo da terminagdo 3’.
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Figura 7 - Representagdo esquematica da maturacdo do mRNA em tripanossomatideos. A trans-
cricao tem inicio em regides abertas da cromatina e termina na porc¢io condensada da
mesma; clusters de genes codificantes de proteinas com diferentes funcoes sao trans-
critos em trechos policistrénicos e depois processados por diferentes mecanismos 5.

Em tripanosomas e leishmanias, os RNAs sdo processados por um mecanismo nao
usual denominado trans-splicing, que requer a adi¢do de uma sequéncia nomeada SL ou spli-
ced leader e pequenas ribonucleoproteinas (snRNPs) como U2, U4/U6 e U5 * que serdo dis-
cutidos em detalhes posteriormente.

Estudos demonstraram o mesmo mecanismo de trans-splicing ocorrendo em euglendi-
des *, nematoides *', trematodas “® entre outros cordatas ancestrais “*°. Por outro lado esta via
nunca foi identificada em vertebrados ou artropodes, hospedeiros do parasita em estudo, sen-
do entdo uma via exclusiva do parasita. Essa caracteristica torna-a particularmente atrativa
para pesquisa, pois pode representar um alvo em potencial para desenvolvimento de farmacos,
além de esclarescer detalhes da biologia celular do Trypanosoma brucei, um organismo mo-

delo de eucariotos.

1.3.1 Capping do 5’
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A adigdo do cap m’G na terminagdo 5> do mRNA é o primeiro evento de modificagio

dos transcritos da RNA polimerase 11 *°

e ocorre co-transcricionalmente quando o RNA atinge
aproximadamente 30 nucleotideos. Essa modificacdo guia 0 mRNA para sua maturacao e vias
de transporte além de atuar no turnover e na traducdo >*. A formacdo do cap envolve 3 rea-
¢Oes enzimaticas em cadeia; primeiro a terminagdo 5’ trifosfato ¢ hidrolisada pela RNA 5°-
trifosfatase em 5’-difosfato que recebera entdo o cap com GMP pela enzima RNA guanilil-
transferase. Por fim, a porcdo guanosina do capacete (GpppN) é metilada pela RNA (guanina-
N7) metiltransferase °2. Essa reacdo resulta em uma estrutura m’GpppN ou cap O que nor-
malmente sofre nova modificacdo adicionando-se grupos 2’-O-metil para os dois primeiros
nucleotideos transcritos formando as estruturas de cap 1 e 2 *°.

A analise do 5” dos genes de Trypanosoma brucei e Crithidia fasciculata revelaram que
o residuo m’G é seguido por 4 nucleotideos metilados que formam uma estrutura de cap 4 ndo
usual: 7-metilguanosina-ppp-N6,N6,29-O-trimetiladenosina-p-29 -O-metil-adenosina- p-29-
O-metilcitosina-p-N3,29-O-dimetiluridina >*.

1.3.2 Splicing

Muitas das moléculas de RNA de bactérias e praticamente todas as moléculas de RNA
de eucariotos sdo modificadas apds a sua sintese e alguns dos eventos moleculares mais inte-
ressantes no metabolismo do RNA ocorrem devido a esse processamento pds-transcricional.
Uma molécula de RNA recém sintetizada (pré-mRNA) contém regides traduzidas (éxons) e
nédo-traduzidas (introns) em sua sequéncia. Em um processo chamado splicing, introns sdo
removidos do transcrito primario e os éxons sdo unidos para formacdo do mRNA maduro,
pronto para ser traduzido >*.

O pré-mRNA é transcrito no nucleo da célula, depois sofre uma série de reagdes e pro-
cessamentos antes de ser transportado para o citoplasma e posteriormente traduzido em prote-
inas Figura 8. O mRNA invariavelmente existe ligado a proteinas uma vez que essas duas
moléculas cooperam funcionalmente para possibilitar mecanismos moleculares de extrema
importancia para a viabilidade celular. O repertorio especifico de proteinas presente em cada
estagio da meia vida do mRNA ou do prée-mRNA determinara o destino e a funcdo das mes-

mas .
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Figura 8 - Ribonucleoproteinas envolvidas no processamento do mRNA e em sua regulacio. Na
figura estdo representadas as atividades das RNPs nos eucariotos .

Como representado na Figura 8, a maior ribonucleoproteina (RNP) responsavel pelo
splicing do pré-mRNA é o spliceossomo. A sintese protéica é tambeém realizada por outra
importante ribonucleoproteina, chamada ribossomo, que traduz o cédigo trazido pelo mRNA
diretamente pela agdo combinada de suas subunidades *°. Os complexos RNA - proteinas es-
tdo também envolvidos na biogénese de RNAs, inclusive a componente de RNA das proprias
ribonucleoproteinas. A maturacdo do RNA transportador (tRNA) também requer a acdo da
RNP RNAse P para retirar introns em sua estrutura .

1.3.3 Cis- splicing

Em mamiferos, o processamento dos mRNAs é feito por cis-splicing, que ocorre em

uma Unica molécula de pré-mRNA . As proteinas do spliceosomo envolvidas fazem parte de
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uma grande familia na qual estdo incluidas as proteinas Sm e Sm-like (LSm); definidas pela
presenca da regido Sm conservada >’

O cis splicing ocorre em duas etapas como mostra a Figura 9, e, em cada passo, obser-
va-se uma reacdo de transesterificacdo, executadas pelo spliceosomo com cerca de 300 prote-
inas associadas. A reacdo tem inicio com a formacéo do complexo A, resultado da interacdo
entre as SnRNP U1 e U2 por pareamento com o splice site 5’ do intron e com a sequéncia
branch point (BP), respectivamente. S&o adicionados ao complexo A U4/U6 e U5 como um
tri-snRNP, formando o complexo B. Este é ainda um complexo catalitico inativo que requer
rearranjos conformacionais e de composicéo para se tornar biologicamente ativo e facilitar a
primeira transesterificacdo do splicing. Assim, através da saida de U1 e U4 snRNP e incorpo-
racdo do complexo NTC (Prpl9-associated complex ou Nineteen complex); forma-se um spli-
ceossomo catalitico, nomeado de complexo B*.

O complexo B* sofre novo rearranjo na sua rede de RNPs e agora o complexo C rea-
liza a segunda transesterificacio,que em seguida, é completamente dissociado ® liberando o

MRNA maduro e também U2, U5 e U6 para serem reciclados em uma nova via.
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Figura 9 - Reacdo de cis-splicing. A) Reconhecimento do 5°SS por U1 snRNP. B) Reconhecimento
do BP por U2 snRNP. C) Interacio do tri-snRNP, liberacdo de U1 snRNP e dissociagio de
U4/U6 snRNP. D) Associagdo de U6/U2 e primeira reacao de transesterificacdo. E) Se-
gunda reacao de transesterificacdo. F) Liberacio do mRNA maduro e intron na forma de
lago. As snRNPs estdo representadas pelas estruturas de seus snRNAs. U2AF: fator auxili-
ar de U2. Trato de polipirimidina em azul 2.
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Apesar do trans-splicing ser o Gnico mecanismo de processamento de pré-mRNA des-
crito em tripanossomatideos desde 1982 *°, estudos com o gene PAP (poly (A) polimerase) de
T brucei e T cruzi revelaram que 0s mesmo tinham caracteristicas que claramente indicavam a
presenca do mecanismo de cis-splicing °. Depois disso, apenas mais um gene de T. brucei
que sofre cis-splicing foi encontrado (Th927.8.1510) e codifica uma possivel RNA helicase ®*.

A hipotese de auséncia de cis- splicing estava baseada na aparente falta de sequéncias
intragénicas (introns) e de U1 snRNA, que no cis-splicing promove interacdes de pares de
bases na regido 5’ splice site durante a formacao do spliceosomo inicial.

Mais recentemente, a seqiiéncia de Ul snRNA também foi identificada em Chritidia
fasciculata, Leishmania tarentolae e Trypanosoma brucei, apresentando alta similaridade
entre si, além de possuir uma estrutura cap de trimetilguanosina (TMG) e estar complexada a
proteinas core comuns, semelhante s outras U1 j& estudadas ®%. A sequéncia de U1 snRNA
encontrada em T. brucei é muito pequena (aproximadamente 70 nucleotideos) se comparada
as outras U1 snRNAs (139 a 568 nucleotideos) ® e sua participacdo nas reacdes de cis-

splicing em tripanosomatideos ainda esta em estudo.

1.3.4 Trans-splicing e o SL

Uma das primeiras descobertas em relacdo a expressdo génica de tripanossomatideos a
descricdo do spliced leader (SL) que posteriormente foi considerado essencial para o processo
de maturagdo dos pré-mRNAs nucleares nesses organismos ®*. A Figura 10 apresenta a se-
quéncia de nucleotideos e a estrutura secundaria do SL RNA de alguns organismos do Filo
Nemétoda como C. elegans, Ascaris sp e Trichinella spiralis .
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Figura 10 - Exemplos de spliced leader (SL) RNA em diferentes espécies de nemétoda. Na figura estao
representadas as sequéncias bem como a estrutura secundaria predita. C. elegans tem duas
classes, SL1 e SL2. Ascaris sp tem uma tnica molécula de SL RNA e trichinella spiralis
possui muitas variacoes do SL RNA e apenas uma esta representada na figura 22.

O conjunto de genes conhecido como VSG (Variant Surface Glycoprotein) foi o pri-
meiro estudado em T brucei, tais genes permitem que o0 parasita evite o sistema imune do
hospedeiro pela variacdo antigénica da sua proteina de superficie. Os genes tiveram sua ex-
pressdo analisada e foi encontrada uma sequéncia ndo codificante na terminagdo 5° *°. Anali-
ses posteriores mostraram que a sequéncia encontrada possuia 39 nucleotideos e vinha de
outra molécula de RNA , nomeada de SL RNA ou miniexon ®. Observa-se a formacéo de
uma estrutura intermediaria em Y (Figura 12) que corresponde a estrutura de lagco formada
entre os introns no cis-splicing, demonstrando que a transferéncia do SL é analoga a remocéo
do introns e unido dos exons, implicando-0 nas mesmas duas transesterificacfes observadas
no cis splicing .

O trans splicing ndo se restringe a0 VSG mRNA e é um passo essencial na maturacdo
do mRNA em todos os tripanossomatideos *. Além do trans splicing, a poliadenilacdo na
extremidade 3° ocorre simultaneamente e s&o mecanisticamente necessarios para maturar o
mRNA .

A Figura 11 representa o processo de trans-splicing da molécula SL RNA na posicao

exata denominada spliced site.
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Figura 11 - Trans-splicing do spliced leader (SL) adiciona o mini exon especializado vindo da
molécula de SL RNA nao codificante para diferentes pré-mRNAs 7

A molécula de SL RNA ¢ similar aos snRNAs (U1, U2, U4 e U5 detalhados posteri-
ormente) que participam no spliceossomo; elas formam as snRNPs (small nuclear ribonucleo-
protein complexes) que também se ligam a rede de proteinas Sm e suportam o cap 5°, for-
mando estruturas de stem loops intramoleculares **. A primeira diferenca do SL para as snR-
NAs do spliceossomo € que ele mesmo contém um 5’ splice site (doador) que juntamente com
0 cap marcam os limites do SL exon; a segunda é o fato do SL ser “consumido” durante a
reacdo, pois ele se torna parte do mRNA maduro enquanto U snRNASs sao recicladas por va-
rias reacdes de splicing .

Além disso, o SL carrega um cap de 7-metilguanosina e seus 4 primeiros nucleotideos
sdo metilados, assim o trans splicing gera um mRNA com capping pés-transcricional sem que
haja a necessidade de uma nova reacdo de capping no 5’ do mRNA . Esse cap 5° funciona
como 0s outros cappings protegendo o mRNA da agdo das exorribonucleases 5°, além de ter
papel importante na traducdo e processamento dos mRNAs, sendo também necessario para
que ocorram interagdes eficientes da U6 snRNA ao 5° splice site ©’.

A escolha do local em que o SL sera adicionado é altamente regulada ndo apenas pela
sequéncia, mas também por fatores protéicos ligados a molécula de pré-mRNA. Esse meca-
nismo € usado tanto no cis quanto no trans splicing, obviamente que a sequéncia consenso
exata varia de organismo para organismo, porém o cis-splice site e o trans-splice site sdo
idénticos, porém a origem dos dois processos e relacdo de ancestralidade continua uma incog-
nita . O sitio aceptor do SL é um dinucleotideo AG localizado imediatamente a downstream
do trato de polipirimidinas enquanto o processo de poliadenilacdo tem uma marcacdo mais

uniforme e ocorre em sitios a 100-300 nucleotideos upstream do sinal de trans splicing .
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A respeito da variagdo na sequéncia e no tamanho do SL de tripanosomatideos, estes
podem formar uma estrutura secundaria (como mostra a Figura 10) na qual estdo presentes
trés stem-loops. Os stem-loops |1 e 111 sdo separados por uma regido contendo um motivo Sm-
like j& o stem-loop | possui duas conformacdes e proteinas especificas sdo cruciais para obten-
¢éo desta estrutura ®°.

Em nematdides, sequéncias relevantes estdo presentes no SL intron e ao redor do sitio
de ligacdo a Sm e sdo capazes de interagir com U6 snRNA. Esta interacdo € importante para
trazer o SL 5’splice site para o centro catalitico do trans-spliceosomo. Em tripanosomatideos,
entretanto, ndo ha aparente complementaridade entre regides do SL e U6 snRNAs e esta inte-
racdo in vivo ainda ndo foi demonstrada. Experimentos com células de T. brucei mostraram
duas regides importantes para 0 SL RNA no trans-splicing: a primeira, do nucleotideo 7-19,
cujo mascaramento inibe a metilagdo na extremidade 5° do SL; e a segunda regido estad com-
preendida entre as posicdes 40-43 downstream do 5’ splice site *°. Sobre a regulacéo da ex-
pressdo do SL RNA pouco se conhece, no entanto sabe-se que 0s genes SL RNA em tripanos-

somatideos ndo estdo sob regulacdo de um promotor interno "

1.3.5 Diferencas entre cis e trans-splicing

Exceto pela natureza intermolecular, o trans-splicing apresenta as mesmas etapas do
cis splicing (reacdo em dois passos); na primeira etapa, ocorre clivagem no sitio doador do SL
gerando 5° SL éxon; o SL remanescente liga-se & adenosina do intron no pré-mRNA aceptor
para formar o Y intermediario. Na segunda etapa, a clivagem no sitio 3’ e ligagdo do éxon
geram os éxon processados e um Y-intron excisado .

Em tripanossomatideos a presenca do SL mini-exon é bastante relevante para genes
transcritos pela RNA polimerase |, pois essa ndo se associa com a maquinaria de capping do
5’ e assim a presenca do SL que ja contém o cap 4 garante a atuacdo do mesmo na formacao
do mRNA maduro ",

As principais diferencas entre os dois processos de splicing citados estdo representadas
na Figura 12.
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Figura 12 - Mecanismo de cis e trans splicing; A) cis splicing; B) trans splicing. As duas tran-
sesterificacOes estdo presentes nos dois casos. Os sitios de splicing 5' (GU) e 3'
(AG), o branch point (BP), trago de polipirimidina (PPT), splice leader (SL) estao
representados na figura 16

1.4 Magquinaria celular envolvida no splicing

1.4.1 Spliceossomo

Diferentemente do grupo Il de introns que sofrem self-splicing (sua propria estrutura
adota uma conformacéo com sitio ativo e catalisa a retirada do intron) "%, a retirada da sequén-

cia ndo traduzida no pré-mRNA nos eucariotos é realizada por um complexo de ribonucleo-
proteinas extremamente dindmico, chamado spliceossomo.

Durante o processo de splicing, o spliceossomo precisa primeiro identificar e parear
corretamente no sitio de clivagem com a exata distancia atdbmica para que as reagdes de tran-
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sesterificagdes ocorram adequadamente. Para tanto, ele possui diversas subunidades com pro-
tefnas e RNAs que fazem esse reconhecimento refinado .

Nos eucariotos superiores o spliceossomo realiza ainda o splicing alternativo. Nessa
reacdo o mesmo pré-mRNA pode ser diferentemente clivado para gerar mRNAs maduros
com funcdes celulares diferentes. Essa modalidade de splicing aumenta muito a complexidade
do proteoma. Assim, para regular a expressao génica o spliceossomo precisa ndo so catalisar a
clivagem de introns com extrema precisdo, mas também possuir uma grande flexibilidade que
permita que ele se adapte rapidamente em resposta a sinalizacéo celular para a regulacdo gé-
nica ™ ™.

O spliceossomo e constituido principalmente por estruturas conhecidas como snRNPs
(small nuclear ribonucleoproteins). Trata-se de complexos formados por pequenos RNAs
ricos em uridina (U snRNAS) unidos fortemente as proteinas e essenciais no funcionamento
das células eucaritticas. Sdo conhecidos como U1, U2, U4/U6 e U5 snRNPs.

As snRNPs apresentam diferentes tamanhos e formas, podendo ser muito abundantes
(cerca de 10 copias por célula de mamifero, tanto quanto os ribossomos) e altamente conser-
vadas "®. Cada snRNP possui ainda uma rede de proteinas especificas ligadas a elas comple-
mentando suas fun¢des como, por exemplo, as proteinas Sm comuns a todas as particulos, e
proteinas especificas de cada snRNP. Diferentemente do ribossomo, nenhuma dessas unida-
des possuem um sitio ativo pré-formado sendo constantemente remodeladas durante o curso
da reacdo de splicing. Além disso, flanqueando a regido do intron encontram-se sequéncias

potenciadoras intrénicas e exdnicas que afetam positiva ou negativamente o processo 2.

1.4.2 Ribonucleoproteinas

As snRNPs dos tripanossomatideos possuem caracteristicas Unicas quando compara-
das a outros eucariotos ’. Dentro das principais U SnRNPs pode-se destacar U2, U4, U5, U6,
além de U1, especifica do cis splicing. A seguir destacam-se algumas das principais diferen-
cas entre as SNRNPs de tripanosomatideos e metazoarios.

O homologo de U2 snRNA de Trypanosoma brucei é mais curto e ndo possui o stem-
loop 11l e a regido de reconhecimento do BP (branch point) ndo apresenta a sequéncia conser-
vada GUAGUA, sugerindo que outros fatores precisam atuar para trazer U2 snRNP para o

spliceossomo ”’. Durante muitos anos o0 homélogo de U5 snRNA ndo foi encontrado em
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Trypanosoma tendo sido identificado apenas em 1999. Ele possui muitas propriedades Unicas
como o menor snRNA identificado até entdo, além de ndo apresentar inUmeras caracteristicas
conservadas entre seus homoélogos “®. U1 snRNA foi o Gltimo identificado em tripanossoma-
tideos ® e &6 menor que seus homélogos, néo sendo identificado o o stem-loop Il e 111 ™.
Como nos nematodes, U1 snRNP participa apenas do cis splicing, pois ndo ha intera-
cdo entre ela e o 5° splice site do SL RNA e sim com o 5’ splice site do gene PAP (poly (A)
polimerase), que por sua vez sofre cis splicing °°. Como apenas dois genes sofrem cis spli-
cing, outras funcdes de U1 estdo sendo investigadas, como sua ligacdo a uma poly (A) bin-
ding protein de T. brucei que sugere seu envolvimento no acoplamento de cis splicing e poli-
adenilacdo, como ocorre no trans splicing ®2. Abaixo na Figura 13, um panorama geral do
repertorio de snRNPs envolvidas no splicing em tripanossomatideos.
Cada snRNP apresenta trés componentes conservados: 0 RNA estrutrual, SnRNA; o co-
re de proteinas Sm, comum a todas as particulas; e um conjunto de proteinas especificas de

cada snRNP. A seguir sdo apresentados detalhes de cada componentes das SnRNPs.

h US snRNA

human U2 snRNA E
S'M 2 3
3

U5 RNP U6 RNP

splicing factors \ \ /

E_*gfe}on::lcu pre-mRNA P¥ AG m

.3
h Ul snRNA

Figura 13 - snRNPs de tripanosoma. As snRNPs estao organizadas ao redor do substrato do cis spli-
cing. No pré-mRNA, o 5’ e 3’ splice sites e o sinal de polipirimidina (Py) estdo indicados,
em caixas, estdo os homologos de mamifero e fatores propostos como parte da reacio
também estdo indicados 7.
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1.4.3 snRNA

Em tripanosomatideos, os U snRNAs sdo transcritos pela RNA polimerase 11l e rece-
bem um cap de 7-metilguanosina (m’G) na extremidade 5’ adicionado pela enzima guanil-
transferase que, associada & RNA polimerase, transfere GMP a partir de GTP para um grupa-
mento difosfato na extremidade 5’ promovendo uma ligacdo 5° 2°. Os snRNAs sdo exportados
do ndcleo para o citoplasma, associando-se a sete proteinas Sm, gerando o sSnRNP core com
estrutura semelhante a um anel em torno do sitio Sm, essencial para a estabilidade metabolica
do snRNP, importacdo da particula para o nucleo e ligacdo as proteinas especificas (Will,
2001). A U6 snRNP interage com U4 snRNP pelo pareamento dos snRNAs, formando U4/U6
snRNP; proteinas Sm-like (LSm) facilitam a interacdo in vitro 8. Ja os pré-mRNAs recebem o
cap 5’ durante o trans-splicing, quando a sequéncia SL capped de 39 nucleotideos € transferi-

da, a partir de um SL RNA, para a extremidade 5’ de cada RNA mensageiro %.

1.4.4 Proteinas Sm

Proteinas Sm estdo associadas aos SNnRNAs sendo que e sete proteinas Sm (B/B’, DI,
D2, D3, E, F e G) foram isoladas do extrato nuclear de células HelLa, apresentando pesos mo-
leculares de 28,0/29,0; 16,0; 16,5; 18,0; 12,0; 11,0; 9,0 kDa e pl de 10,6/10,7; 10,5; 8,0; 8,0;
10,3; 3,3; 8,8; respectivamente que S&0 comuns para todas as particulas & .

As sete proteinas Sm apresentam-se interligadas, organizando-se em uma estrutura em
forma de anel, na regi&o do sitio Sm (AAUUUUUGA) ® % As proteinas Sm sdo denomina-
das de Sm-B, -D1, -D2, -D3, -E, -F e —G, apresentando em T. brucei pesos moleculares de
12,3; 11,7; 12,5; 12,4; 9,6; 8,4 e 8,9 kDa, respectivamente 87 0 core Sm, U2 e U4 estéo repre-

sentados na Figura 14.
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SL, U1 e U5 snRNPs
B U2 snRNP U4 snRNP

Figura 14 - A) Modelo do core Sm. B) Variacao do core Sm em U2 snRNP de T. brucei. C) Variagdo do
core Sm em U4 snRNP em T. brucei !

Uma excecdo € a particula de U6 snRNP, onde o U6 sSnRNA ndo apresenta a regido Sm
e as proteinas Sm, mas contém um trato de uridina proximo da extremidade 3", no qual se liga
um conjunto de proteinas Sm-like (LSm), que também formam uma estrutura em anel ®. Re-
centemente foram observadas algumas variacGes em tripanosomas no core Sm da particula de
U2 snRNP (Figura 14, B), que apresenta as proteinas U2-15k/ Ssm 2-1 e U2-16,5k/ Ssm 2-2,
a0 invés de Sm-B e D3, respectivamente * e U4 snRNP (Figura 14 , C) que apresenta a protei-
na Ssm-4 substituindo Sm-D3 %,

Embora bem definidos em mamiferos, as proteinas especificas das ribonucleoproteinas
ndo estdo bem caracterizadas em tripanosomatideos, embora a técnica de purificagdo de com-
plexo tenha contribuido muito com a descri¢ao de novas proteinas especificas.

Entre as snRNPs, U1 representa a particula mais bem caracterizada, tanto estrutural-
mente quanto em relacdo a sua funcdo no splicing. Em T.brucei é formada pelo U1 snRNA e
dez proteinas altamente conservados desde levedura até o homem: complexo heteroheptamé-
rico de proteinas Sm se liga ao sitio Sm e trés proteinas especificas, U1-70K, U1A e U1C e
uma proteina chamada U1-24K, descrita como exclusiva de tripanosomatideos ®* . Em ma-
miferos, tanto U1-70K e U1A se ligam diretamente ao Ul snRNA através de dominios de
reconhecimento de RNA, em regides conservadas presente nos stem-loops | e Il, respectiva-
mente, regides ausentes no Ul snRNA de tripanosomatideos. U1C interage indiretamente
com o RNA estrutural, via proteina-proteina, requerendo tanto U1-70K quanto o complexo
Sm %. Recentemente foi demonstrado que U1A de T.brucei é essencial tanto para o cis quanto

0 trans-splicing, e o silenciamento deste gene também afeta a poliadenilagdo, enquanto o
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RNAI de U1-70K ndo **. Soma-se a isso, o fato que técnicas de purificacdo de complexo utili-
zando U1A como isca co-purifica o fator de poliadenilagdo CPSF73 e mais 25 diferentes pro-
teinas. O contrario tambem ¢é verdadeiro, sendo observada a purificacdo de UL1A quando
CPSF73 é empregado com isca. Portanto, ndo se observa a influéncia de U1 snRNP nos pro-
cessos de trans-splicing e poliadenilagdo, somente no cis-splicing, enquanto foi demonstrado
0 papel de U1A na poliadenilagdo, cis e trans-splicing, sugerindo novas fungfes para esta
proteina %*.

Para a particula U2 snRNP até recentemente somente a proteina U2-40K, homologa a
U2A’ de mamiferos era descrita. Em humanos demonstra a capacidade de se ligar ao U2
snRNA através de dominios ricos em leucina %2, Atualmente é conhecida proteina especifica
de U2 snRNP, U2B”’ ¢ os fatores de splicing SF3a e SF3b. No primeiro passo do cis-splicing
ocorre o reconhecimento do sitio 5” splice site pela particula U1 snRNP, seguido pela detec-
¢do dos sitios de polipirimidina e 3’ splice site pelas proteinas U2AF65/35. O branch point é
reconhecido pela U2 snRNP, associado a dois fatores de splicing multiméricos, Sf3a e Sf3b.
Sf3a apresenta trés subunidades de 60, 66 e 120 kDa em mamiferos, entretanto em tripanoso-
matideos somente Sf3a60 é conhecida. Para Sf3b de mamiferos e leveduras sdo descritas sete
proteinas; pl4 ou SF3b14, SF3b10, SAP14b, SAP49, SAP130, SAP145 e SAP155. Através
de técnicas de purificacdo de complexos, utilizando o homélogo de SAP49 em tripanosomati-
deos como isca, foi possivel identificar os membros SAP155, SAP145, SAP130, SAP14b,
SAP10 e Sf3b14 *.

Séo conhecidas oito proteinas especificas de U5 snRNP em humanos, e suas respecti-
vos homdlogos em S. cerevisiae (entre parénteses): 220K (PRP8), 200K (BRR2), 116K
(SNU114), 102K (PRP6), 100K (PRP28), 52K (LIN1 ou SNU40), 40K e 15K (DIB1). Em
tripanosomas ja foram descritas as proteinas especificas PRP8 ou U5-220K, -116K, -102K, -
40K e -15K , além de uma proteinas exclusiva de tripanosomatideos chamada de U5-Cwc21
% Em um dos maiores e mais conservados fatores de splicing, PRP8, tem sido observado
interacdo fisica e funcional com o dinucleotideo GU do 5¢ splice site antes do primeiro passo
catalitico do splicing e com sitio 3’ splice site apds esta etapa. Além disso, PRP8 também
também interage com o branch point, e a interagdo comtres importantes sitios de splicing su-
gere uma funcdo central no processamento . U5-200K apresenta o dominio DEAD/DEAH
box helicase responsavel pela destabilizacdo da interacdo de dois RNAs e U5-116K esta rela-
cionada com a separacio do duplex U4/U6 durante a ativacdo do spliceosomo *. Experimen-
tos utilizando RNA de interferéncia em T.brucei demonstraram que U5-Cwc21 é essencial

para viabilidade celular, e seu silenciamento causa defeitos tanto na reagdo de cis- quanto de
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trans-splicing. Ensaios de imunofluorescéncia indireta demonstraram localizagdo predomi-
nantemente nuclear *, e experimentos de purificacdo de complexos utilizando U5-Cwc21
como isca, co-purificaram quatro proteinas especificas do complexo U5 snRNP, o U5 snR-
NA, além do anel de proteinas Sm e a prépria Cwc21 nativa *° sugerindo a presenca de um
sub-complexo pertencente ao U5 snRNP. Corrobora a este fato, experimentos que demons-
tram que a proteina conservada U5-15K de T.brucei, quando utilizando como isca, co-purifica
apenas U5-102K, demonstrando a presenca de sub-complexos *.

In vivo, U4 e U6 snRNPs ndo existem na forma de mono-snRNP, mas formam um
complexo U4/U6 pelo pareamento de seus SnRNAs e adicdo de proteinas especificas dessas
di-snRNP. Acredita-se que a proteina SART3 (p110, ortdlogo de Prp24 em leveduras) esteja
envolvida na unifo de U4 e U6 snRNPs em humanos ®. A forma de tri-snRNP, U4/U6.U5,
foi observada em maior quantidade por ser a forma funcional. No tri-snRNP humano, além de
U4, U6 e U5, sdo observadas mais 30 proteinas que compdem esse complexo, entre elas a
proteina Prp31, responsavel pela ligacdo de U5 a U4/U6 . Em tripanosomatideos, até 2009
ndo se conhecia nenhuma proteina especifica de U4 snRNP, entretanto Luz AMBROSIO e
colaboradores descreveram a presenca de PRP4, homologa a U4/U6-60K de humanos. Esta
proteina possui aproximadamente 65 kDa e apresenta o dominio PRP4 conservado, além de
sete dominios WD40 na regido C-terminal. Em humanos, PRP4 é requerida para o primeiro
passo do splicing, se liga a U4 snRNA e forma um complexo com duas outras proteinas,

PRP3 e ciclofilina %.

1.5 Poliadenilacao

A cauda poli-A ndo é codificada junto com o gene e é adicionada ao pré-mRNA nascen-
te em um processo de dois passos que envolvem uma clivagem sitio-especifica e a subsequen-
te poliadenilacdo upstream do produto da clivagem *. Tanto a clivagem quanto a poliadenila-
¢do ocorrem em um grande complexo (500-1000 kDa) que inclui a enzima poliA polimerase
(PAP) e fatores adicionais que modulam a acéo da PAP e assim regulam o processo de polia-
denilacdo e determinam o tamanho final da cauda poli-A *. A Figura 15 apresenta um es-

quema geral das moléculas envolvidas no processo de poliadenilagéo.
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Figura 15 - Esquema do processo de poliadenilagio em metazoarios. No primeiro passo observa-se
a RNA polimerase II transcrevendo o fragmento de pré-mRNA policistronico, nela ja se
ligam fatores envolvidos na poliadenilacao, como o CPSF (Cleavage and Polyadenyla-
tion Specificity Factor) que posteriormente a transcricao se transfere para a sequéncia
sinal de poliadenilacio AAUAAA que fica 20nt upstream ao sitio de adi¢do da cauda poli
(A). O CPSF também é responsavel por estimular a atividade da PAP e recrutar a poly
(A) binding protein, que se liga a cauda e exerce diversos papéis posteriormente descri-
tos. A PAP estende entdo a cauda poly (A) concomitante a adi¢cdo do cap no N-terminal
(nao representado na figura), o CPSF se desliga deixando o mRNA maduro e pronto para
o inicio da tradugao 9.
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Nenhuma sequéncia sinal conservada, como o sinal de poliadenilagdo AAUAAA nos
eucariotos superiores, parece estar presente no mRNA dos tripanossomatideos ' e até o pre-
sente momento pouco se sabe sobre o processo de formacdo do mMRNA nesses organismos.
Supde-se que 0 mecanismo seja similar ao que ocorre nos eucariotos superiores, ou seja, 0cor-
re a clivagem do pré-mRNA no sitio de poliadenilacdo e posteriormente a adicdo da cauda
poli-A 1,

Sabe-se que o trato de poli-pirimidinas desempenha papel crucial no acoplamento en-
tre trans-splicing e a poliadenilagdo, uma vez que mutacdes nessa sequéncia gera adicdo
anormal de poli-A no mRNA %, Estudos também tém mostrado que fatores importantes para
a clivagem do 3’UTR e poliadenilacdo se associam ao pré-mRNA depois que o sitio de spli-
cing 3’ é marcado pela maquinaria do spliceossomo 103

Ensaios envolvendo buscas por proteinas regulatérias por analise génica de motivos
funcionais de ligagcdo ao RNA, como o0 motivo RRM (RNA Recognition Motif), mostraram 75
genes promissores em Leishmanias e Tripanosomas '* estdo sendo extensivamente estuda-
dos. Analogas as proteinas ligantes do RNA, outras proteinas especificas devem coordenar a
interacdo entre as maquinarias de trans-splicing e poliadenilacdo *”. A cauda poli-A esta dire-
tamente ligada a estabilidade do mRNA e seus ligantes tém sido estudados pois atuam como
moduladores do mRNA e consequentemente podem atuar indiretamente na regulacéo da ex-
pressdo génica dos tripanossomatideos.

1.6 Regulacao do processamento do mRNA

As ORFs (Open Reading Frames) de kinetoplastidas s&o arranjadas em longos trechos
de genes em tandem transcritos como precursores policistrénicos que posteriormente serdo
processados em mRNA individuais por trans splicing e a poliadenilacdo *®. Até o momento
além da regulacdo da RNA polimerase Il na transcricdo do SL RNA, ndo se encontrou evi-
déncias para a regulacéo diferencial da transcricdo por essa enzima. Além disso, existem pou-
cos indicios no genoma desses parasitas de fatores de regulagdo de transcricio *. Assim, a
regulacdo da expressao génica nesses organismos precisa ocorrer no nivel pos-transcricional
23'

Em mamiferos uma série de fatores protéicos que se ligam ao 3’-UTR (untranslated

reagions) foram identificados com potencial regulatério porém as mesmas informacées néo
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foram encontradas em kinetoplastideos '%°. Sequéncias especificas de ligagdo ao 3°-UTR fo-
ram propostas em T. cruzi porém a identidade dos fatores ainda nao foi esclarecida *.

O arranjo em tandem dos genes opde-se ao processo de regulacdo independente entre
0s genes adjacentes, uma vez que um erro no trans splicing de um gene pode causar um defei-
to na poliadenilagéo do gene upstream. Por outro lado, pode-se encontrar regulagdo coordena-
da de um lote génico como um todo como é o caso de algumas cisteino proteases de Leishma-
nia %’. A regulacdo independente de genes é possivel para mRNAs (cerca de um quarto do
total) nos quais a poliadenilacdo é ditada pelos sinais de trans splicing que ndo possuem
ORFs downstream ®. Assim, a poliadenilacio e o capping tornam-se entio elementos essen-
ciais na estabilidade, manutengédo e meia vida do mRNA e indiretamente funcionais na regu-
lacdo da expressao pos-transcricional.

Ainda tratando da regulacdo da expressao génica em kinetoplastidas, esses organismos
possuem um ciclo de vida bastante complexo, alternando entre hospedeiro vertebrado e inver-
tebrado nos quais sdo expostos a diferentes microambientes celulares que mudam abrupta-
mente. %, Nesse contexto, rapidas modificacdes na expressdo génica devem ser realizadas
para que 0 parasito se readapte as novas condicdes de nicho encontradas ‘. Essas modifica-
coes envolvem, por exemplo, formacao de granulos de estresse em resposta a falta de nutrien-
tes 1% ou brusco choque térmico *** e também a relocalizacéo de certas RBPs (RNA Binding
Proteins) juntamente com o mRNA para o nucléolo e nlcleo respectivamente induzidos por
condices especificas, ' eventos esses que podem ser relacionados a um tipo de regulagéo
pos-transcricional nesses organismos.

Estudos de protedbmica com RBPs de Arabidopsis. sp e humanos tem mostrado um curi-
0s0 nimero dessas proteinas com localizagcdo nuclear e nucleolar, envolvidas com diferentes
passos do metabolismo do mRNA 3. No caso especifico de tripanossomatideos, foi recente-
mente demonstrado em T. cruzi **? que o estresse causado pela droga Actinomicina D, um
potente inibidor da RNA polimerase e consequentemente da transcri¢do, provoca a relocaliza-
cdo de RBPs para nucleo e nucléolo, sugerindo que em situacdes especificas, o nucléolo se-
guestra RBPs envolvidas no metabolismo do mMRNA com a finalidade de modular o repertério

de génico da célula.
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1.7 Proteinas com dominio de reconhecimento de RNA (RRM)

Fatores envolvidos no splicing/poliadenil¢cdo de tripanosomas tém sido identificados
em proteinas cujo motivo RRM esta presente. Esse motivo contém aproximadamente 90 resi-
duos de aminoécidos e frequentemente possui uma sequéncia assinatura RNP1 (K/R)G(F/Y)
(GIA) FVX (F/Y), envolvida em um grande nimero de processos que requerem interacao

especifica com RNA ** e com outras proteinas **°.

Figura 16 - Representagdo da estrutura de um dominio RRM canénico 2.

O RRM é o principal dominio utilizado no reconhecimento de RNAs pela célula, visto
que ele esta presente em centenas de protefnas **® em diferentes organismos com finalidades
diferentes, sugerindo ser um motivo ancestral.

Uma vez que a transcricdo ocorre sem aparente controle de promotores na maioria dos
genes, a regulacdo da expressdo génica nos tripanossomatideos fica limitada a processos pés-
transcricionais como por exemplo, a estabilidade do mRNA ®*. Muitas proteinas que afetam
esta estabilidade se ligam ao mMRNA diretamente através do motivo RRM e portanto, atuam

junto & regulacio da expresséo génica ***.
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1.8 Poli-A binding protein (PABP)

A poli-A binding protein foi identificada como uma proteina ligante de mMRNA de coe-
lho quando se buscava purificar mMRNAs polissomais '’ mas ainda sem funcéo definida. Pos-
teriormente, verificou-se que a mesma era essencial para a viabilidade de S. cerevisiae '
além de esclarecer que sua ligagdo com a cauda poli-A interferia com o metabolismo e biogé-
nese de mMRNA, e afetava a ligacdo com outras proteinas e com o o ribossomo **°.

A cauda poli-A possui uma estrutura Unica de homopolimero que permite que a mesma
seja inteiramente coberta por poli-A binding proteins (PABP) que desempenham papel tanto
na sintese da cauda quanto na modulaco de suas funcdes bioldgicas *%. Dois tipos de PABPs
com sequéncias conservadas em eucariotos foram descritas em detalhes **, uma citoplasmati-
ca e a outra nuclear 2!,

A divisdo de funcdes entre as PABPs atribui a homdloga citoplasmatica a atuacdo em
pelo menos dois processos em eucariotos; meia vida e degradacdo do mRNA e auxilio no ini-
cio da traducdo 2. J4 a PABP nuclear atuaria principalmente na poliadenilacdo do pré-
mRNA ?®, Essa divisdo de funcdes foi muito discutida e sera tratada em detalhes mais adian-
te.

A estrutura da PABP citoplasmatica é bastante conservada e consiste em quatro domi-
nios RRM conectados a um dominio C-terminal helical por linker rico em residuos prolina e
metionina **. Os primeiros dois dominios RRM formam uma unidade funcional bem como os
dois ultimos (RRM3 e RRMy), sendo o dominio RRM; similar ao RRM3, assim como observa-
se semelhancas entre RRM, e RRM,. Este fato sugere eventos de duplicagdo génica no ances-
tral ' (Figura 17a e b). Apesar das unidades funcionais, cada dominio é capaz de ligar RNA
mesmo ndo sendo funcionalmente equivalentes, com afinidades diferentes pela cauda poli-A
126.

O carboxi-terminal com dominio helical é altamente conservado na PABP humana,
sendo composto por 5 hélices (Figura 17), embora ndo participe do reconhecimento do RNA.
Sabe-se que este dominio é o responsavel por interagir com fatores de regulacdo de poliadeni-

lac&o, deadenilacéo e sinais iniciadores e terminadores de traducéo 2.
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Figura 17 - Estrutura dos dominios da PABP citoplasmética humana; A. estrutura cristalografica
dos dominios RRM 1 e 2 associados a cauda poly (A) 19; B. o sulco de ligagdo com RNA
presente quando o RRM1 e 2 se associam com a cauda; C. estrutura por NMR das héli-
ces do carboxi-terminal 25.

1.8.1 Poli-A binding protein de Trypanosoma brucei

O sequencia que codifica a PABP1 de T. brucei possui grande similaridade de com os
homologos de outros kinetoplastidas, mas divergem dos encontrados em S. cerevisiae e ma-
miferos. Apresenta caracteristicas comuns a familia de proteinas ligadoras de RNA, incluindo
os dominios de ligagdo ao mRNA (do N-terminal até 2/3 da proteina), uma regido de linker
sem estrutura secundaria ou fungdes associadas e um C-terminal bastante varidvel quando
127

comparada aos homdlogos (regido mais divergente em relacdo a sequéncia de T. cruzi)

Possui 50,3% e 40,6% de identidade sequencial com a homéloga de Caenorhabditis elegans.
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Observa-se ainda regides ricas em A e repeticdes AU no 5’ UTR, propriedade comum as de-
mais PABPs. Entretanto, 0 3> UTR ¢é mais longo, aproximadamente 3 kpb maior do que os
demais 2. A essa regio foi atribuida a funcdo de ligar a prépria proteina PABP1, que autorre-

gula a traducdo do seu mRNApabp1 2% %,

T MAAFAARSP s LDPNLNEQKLYDHFVRVGPVASVRVCVDSVTOKSLG FONPADAEKALDQAGVK-LGTKHIRIAK 83
Tc MSNFPARSP s PNINEQKLYDHFVRLGEVASVRVCVDSVTOKS FONPADAEKALDQAGVK-LGSKHIRIAK 83
Ce =—=——————v MEMNVAAPAAAVAGARAPQP----GONQTGSSYTMAS] PDVNESTLFEKFSAAGPVLSTRVCRDNATRLS FOQPADAERAMDTMNFEALHGKEMRIMA 107
X1 MNPSAP---~ ODVTEAMLYEKFSPAGPTLSTRVCRDMITRRS FOOPADAERALDTMNFDVIKGREVRIMA 86
Sc  ————-—-- ADITDKTAEQLENLNIQDDOKQAATGSESQSVENSSAS. PSVSEAHLYDIFSPIGSVSSIRVCRDAITKTS, ENDHEAGRKAIEQLNYTPIKGRLCRIMAW 112
Hs MNARAS SYPMAS SDVTEAMLYEKFSPAGPVLSIRVCRDMITRRS FOOPADAERALDTMNFDVIKGKPIRIMA 86

.DPSVNESHLLDLFNQVAPVHNLRVCRD-LTHRS!

* ks K s skkk ok k.

: LT F S

FANPEDASRAMESLNYAPIRDRPIRIML 119

* . ke s s kx

At MVDQVIPNQPTVAAAAPPPFPAVSQVAAVAARAAAAFALQTHPNSS!
. *

Th PTVDTYALKEMFSKYGRLTAIGLATDEKGESR! }{EKEESAVDAVRELNGVSIDDCAITVERYQP*I%LREEQL**H-KQYTN 198
Tc PSVDTYALKEMFSKYGRLTAIGLATNENGE: YEKEESAIQAVQEVNGMVIDDCAITVERYQP-HHREEQL-~~~KQFTN: 198
Ce KVIDNKSIYDTFSLFGNILSCKVAIDEDGE: FETEEAAQNATQKVNGMLLAGKKVEVGKFQPRAQRNRELGETAKQ! DHYNKE 227
Xl KSIDNKALYDTFSAFGNILSCKVVCDENG— E‘ETQE}AAERAIDKMNGMLLNDRKVWGRFKSRKEREAELGARAE DDMNDE 205
Sc PDIDNKALYDTFSVFGDILSSKIATDENGK, FEEEGAAKEATDALNGMLLNGOEIYVAPHLSRKERDSQLEETKAHYTN SETTDE 232
Hs SQRDPSLRKSGVGNVI NLDKSIDNKALYDTFSAFGNILSCKVVCDENG-SKE FETQEAADKATEKMNGMLLNDRKVFVGRFKSRKEREAELGAKAKE EEVDDE 205
At SNRDPSTRLSGKGNV. ASIDNKALYETFSSFGTILSCKVAMDVVGRSKGY! FEKEETAQAATDKLNGMLLNDKQVFVGHFVRRQDRARSESGAVPS PKEITDD 239
K kaka s ek s sk ks ekk . s . o® * s

Rl L N Y S I S T T T H :
DDTVTSERLKALFDPEGETV 315
DDTVTSERLKELFERCGETV 315
LDETVDDDGLKKQFESYGNIT 344
DGIDDERLRKEFLPEGTIT 321
DSVDDEKLEEEFAPYGTIT 348
DTIDDEKLRKEFSPFGSIT 321

DSVNDEKLKEMFSEYGNVT 355

ATHEARAKAVEELDDKE SPLAKEGMKLSVCRFRSREERKRE~RERLRRERQOQHSKYP -~
ATHEARAKAVEELDEKESPLAKEGMKLSVCRFRSRDERQRE-RERLRRERQQQOHSKYP--
ANPEEAETAVQOALHDST--IEGTDLKLHVCRAQKKSERHAE LKKKHEQHKAERMOKYQGVIN
RHEDAQKAVDEMNGKD--MNGK--SMEVGRAQKKVERQTE LKRKFEQMKQDR ITRYQGVN.
: KHEDAVKAVEALNDSE-- LNGE--KLYVGRAQKKNERMHVLKKQYEAYRLEKMAKYQGVN
ifEKH.E DANKAVEEMNGKE--ISGK--IIFVGRAQKKVERQAE LKRKFEQLKQERISRYQG
FVSPEAAAVAVEKMNGI S--LGED--VLYVGRAQKKSDREEELRRKFEQERTSRFEKLQGS
ks s . . PR

PR . ek

Tb KLKEVFSPFGEVTSAKVRDLAGR
Tc KLKEVFSAFGEVTSAKVRDLGAN
Ce TLEKVEAKFGNITSCEVMTVE-GKSK
X1 RLKEMFGKYGPALSVKVMTIDDNGKSK
Sc QFQELFAKFGPIVSASLEKDADG
Hs SLKELFSQFGKTLSVKVMRDPNGKSK
At ELKKTFGKYGDISSAVVMKDQSGNSRS

R RN L *o* : H H H
b SVS\I’!"!I'ﬂDKATKVS:~ ] FKEQSSAAQAIQELHGSTALGPRPLFVSYALRKDARRQTLEDMRNKQ-——————=----— PRMR---QPPMG—-—==== GLMGG----MMGPQLSFMNPPA 409
Tc SVSVMMDRATRVSRCE QSAASRAIQELHGSTALGPRPLEVTYALRKDARRQTLEDMRNKQ-————=—===== PRMR---QPPMG-~-———== SLMGG----MMGPQLGFMGPQA 409

PEEATSAVTEMNS-KMVCSKPLYVATGQRKEDRRAQLASQYMORVASMRMHGNV PGRAAMYNPTQPGPG--YYVANPMOQQRN--FAGGQQ-MVRPGG 457
'SSPEEATKAVTEMNG-RIVATKPLYVALAQRKEERQAHLTNQYMORMASVRVE NPVINPYQPPPSSYFMAAIPPAONRAAYYPPGOIAQLSPSP 433

Ce SAKVMTDENGR-S
X1 SAKVMME-GGR-S.

Sc  SAKVMRTENGK-S 'STPEEATKATTEKNQ-QIVAGKPLYVAIAQRKDVRRSQLAQQI QAR-—~=—==—--=—~ NQMR—-YQOATA----AAARARAG-~--MP-G---QFMPEM 440
Hs SAKVMLE-DGR-S 'SSPEEATKAVTEMNIG-RIVGSKPLYVALAQRKEERKAHLTNOYMORVAGMRAL P---ANATLNQFQPAAGGYFVPAVPOAQGRPPYYTPNQLAQMRPNP 435
At SCKVMMNSQGL-S SNPEEALLAMKEMNG-KMIGRKPLYVALAQRKEERQAHLOSLFTQIRS PGTMS P-~VPSPMSGFHHEPPG- -~~~ GPMSGPHHPMFIGHNGQGLVESQ 465
P * w ks ok s L ikkakg | kg k. . . “
Tb MEN---GMHEMN-TR-~—-MPMMPSTMGMG---GPMREMG———PT PMNQVRARPGEQRPPMOSMMAPQQQSH---PQIPQPPVAQ-~-~ 477
Tc MEN---GVPFVN-PR----MSMMPTPMGMG---GQLREMG-~~PT PMNQVRAREMPQRPEMOPIMAP--—-==-— PPQPQSIASQ---- 472
Ce RWGMONQYPVONQYMMAQGPGVYQNRMGRP-QNQOGGPRG-——PP-=-=—--—= QOYNQVAQGGVRMQGPP---~RTONPGVOQQNVPRPPOQORQORPAPTGPKAPPQPYQRYQORPQG 560
X1 RWTAQGARPHPFONM----PGATRPTAPREPTFSTMRPASNQVPR----———- VMSAQRVANTSTQTMGP-—~=~ RPTTAAARARSAVRAVPQYKYAAGVRNQOHLNTQPQVAMOOP--A 534
S¢  FYG---VMP--—-—---—= PRGVPFNGENP---COMNEMG GMPKNGMPPQFRNGEVYG----VEP-—--- 0---- 486

Hs RWQ-QGGRPQGFQGM----PSATRQSGPRP-TLRHLAPTGSECPDRLAMDFGGAGAAQQGLTDSCQSGGVPTAVONLAFPRAAVAAAAPRAVAPYKYASSVRSP-HPAIQP-LOAPQP--A 545
At VGFRRGANNMOOOFQOOOMLOONASRFMGGAGNRRNGMEASAPQGT TPLPLNASANSHNAPQR--~ 566
. *

Th JDNSEILNLLDNHSLLDTKVQEALDVLNRHIGM-——————————-—==~
Tc GMLLEMDNGEI LNLLDTPGLLDAKVQEALEVLNRHAMNV--—
PNSELIMMLODSELFRSKVDEAASVLVSAQKQ-——===mmmmmmmmmm

KITGMLLEIPNSELLHMLESPESLRSKVDEAVAVLOAHOAKEAAQKVVNATGVPTA- 633
KITGMILDLPPOEVFPLLESDELFEQHYKEASAAYESFKKEQEQQTEQA-——====~ 576
PNSELLHMLESPESLRSKVDEAVAVLQAHHAKKEARQKVGAVAAATS- 644
AEILHLLESPEALKAKVSEALDVLRRSADPAAVSSVDDQFALSSSE 668

Lk kR kR . kax o oekos T =

X1 VHVQGQEPLT----ASMLAAAPPOEQKOMLGERLFPLIQAMHP--T
Sc ——---GGFPRN----ANDNNQFYQOKQROALGEQLYKKVSAKTSNE!
Hs VHVQGQEPLT----ASMLAARAPPQEQKQMLGERLFPLIQTMHS--N
At --SHKPTPLTISKLASDLALASPDKHPRMLGDHLYPLVEQQEP--.

LR

Figura 18: Comparacio das sequéncias de aminoacidos da PABP1 de T. brucei (Tb; GenBank ntimero de aces-
so AF042190), T. cruzi (Tc; Uo6070), Caenorhabditis elegans (Ce; U24123), Xenopus lae6is (XI;
X57483), Saccharomyces cereb6isiae (Sc;P04147), Homo sapiens (Hs; U33818), and Arabidopsis
thaliana (At; Q05196). As sequéncias foram alinhadas com o programa CLUSTAL W. * indica
aminoacidos idénticos, : indica substituicdes conservadas e . indica substituicbes semi-
conservadas. Os motivos RNP 1 (8-mer) e RNP-2 (6-mer) estdo sombreados. O motivo conservado
na regido C-terminal esta presente em mais duas proteinas diferentes 2.

Recentemente, um estudo com proteinas ligantes de U1 snRNP de T. brucei por imu-
noprecipitacdo e espectrometria de massa %2 jdentificou uma proteina com massa de 65kDa,
descrita como poli-A) binding protein | (PABPI) sugerindo que essa interacdo pode indicar

uma funcéo ainda néo relatada na maquinaria de cis splicing e poliadenilagao ** *.
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1.8.2 Funcao da PABP na poliadenilacao

Em células de mamiferos, a PABPN1 (Poli-A binding protein nuclear) € ativada por
acdo alostérica do RNA ao se ligar na cauda poli-A nascente contendo de 11 a 14 residuos de
adenosina. Em seguida, restringe a ligacdo do fator especifico de poliadenilacdo e clivagem,
CPSF, (Cleavage and Polyadenilation Specificity Factor) ao sinal de poliadenilacdo
AAUAAA 2 Além disso, estimula a mudanca de atividade da enzima poli-A polimerase
(PAP) de sintese distributiva para sintese processiva (alta atividade polimerase), mantendo-
aligada durante toda reacdo de elongacdo da cauda poli-A. O estimulo do CPSF é entdo inter-
rompido quando a cauda alcanca aproximadamente 250 nucleotideos e sendo esse € o sinal
para termino da elongacdo da cauda, a PABPNL1 avalia assim o comprimento da cauda e é
responsével por interromper a interacdo CPSF/PAP %,

No modelo apresentado abaixo, 0 CPSF e a PABPN1 cooperam no recrutamento e esta-
bilizacdo da PAP ao substrato de pré-mRNA.

CPSF PAP CPSF PAP
e \
N )
5 AAUAAA I s 5 AAUAAA CoH ‘
PABPN1
CPSF PAP

PABPN1
+

poly(A)

PABPN1
+

poly(A)

Figura 19 - Mecanismo de controle do tamanho da cauda poly(A). CPFS se liga ao sinal de poli-
adenilacdo e recruta a PAP, a primeira molécula de PABPN1 se une quando a cauda
atinge ~12 nucleotideos. PABPs vao sendo adicionadas cobrindo toda a cauda circula-
rizando-a, estrutura esta necessiria para manuter o contato entre CPSF/PAP. Depois
a PAP é mantida no complexo de maneira processiva. Quando a cauda chega no seu
tamanho critico, ~250nt, PABPN1 adicionais ndo sao mais acomodadas, o contato
entre PAP/CPSF nio é mais estabilizado e a elongacio se encerra 24.
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1.8.3 Exportacao do mRNA do nucleo para citoplasma

Uma segunda funcéo conhecida da PABP na maturagdo do mRNA nuclear é seu papel
no transporte do mMRNA maduro do nucleo, onde € transcrito, para o citoplasma, onde atuara
na traducéo de proteinas. Todo mRNA para sair do ndcleo precisa apresentar uma cauda poli-
A e consequentemente apresentar PABP ligada a ela, sendo o processamento do 3’ um passo
essencial para a exportacdo da molécula para o citoplasma **. Ensaios com leveduras mostra-
ram interacdo direta da PABP com nucleoporinas especificas bem como com o receptor do
sinal de exportagdo nuclear Xpolp **!. Esse cenério é consistente com o transporte nicleo-
citoplasma da propria PABP e com os efeitos inibitorios da exportagdo do mRNA quando a
PABP est4 inativa **2. No entanto, pouco se sabe sobre os detalhes desse mecanismo, e mais
estudos sao necessarios para esclarecé-lo.

A idéia inicialmente proposta de uma PABP exclusivamente citoplasmética *°
(PABP1C) e outra nuclear * (PABP1N) cria um modelo de steady state no qual a PABPN1
interage com 0 MRNA durante ou depois do transito nicleo-citoplasma e entdo a PABP1C a
substitui, permitindo assim uma traducdo cap-dependente 8. Estudos posteriores demonstra-
ram a entrada e saida ativa (dependente de ATP) da PABPC1 no nucleo da célula, dependente
e independente do mRNA **, Experimentos de fracionamento celular utilizando células HeLa
comprovaram a presenca da PABPC1 no nicleo da célula **, corroborando uma hipétese de
transito da proteina entre nucleo e citoplasma.

Tanto em S. cerevisiae *° quando em mamiferos **® a funcdo biolégica da PABPC1
no ndcleo tem sido exaustivamente buscada e sugere uma relagdo evolutivamente conservada
desta proteina na biogénese do mRNA, envolvida no processamento da terminagdo 3’ do
MRNA e sua exportacdo para o ndcleo. Assim, o cenario atual caracteriza o trafico nu-
cleo/citoplasma da proteina PABP1, desafiando os limites propostos anteriormente. A figura

abaixo esquematiza 0 modelo candnico de divisdo de fungdes entre as PABs.
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Figura 20 - Painel A. Modelo tradicional no qual a PabpN atua na terminagio 3’ escorando o
mRNA até o complexo do poro nuclear (NPC); nesse trajeto a PabpN é removida
permitindo a ligacdo da PabpC na cauda poli-A que alcanga o citosol. Nesse com-
partimento a PabpC estimula a traducao via interacdo com outras proteinas e fato-
res de iniciacdo 8.

Por outro lado, estudos com a PABP de levedura demonstraram que a mesma € recru-
tada no citoplasma e se associa com fatores de traduco e proteinas ribossomais **". Recipro-
camente, essas evidéncia ndo foram encontradas em células de mamiferos e a PABPNL1 parece
estar relacionada apenas com um tipo especifico de traducdo que detecta mMRNAs com muta-
cOes aberrantes ***. Talvez a maior evidéncia da funcéo citoplasmatica da PABPN1 venha de
um estudo realizado em Drosophila melanogaster no qual mRNA especificos do inicio do
desenvolvimento do inseto, tem sua traducdo regulada via poliadenilacdo citoplasmatica en-
volvendo a enzima PABPN1 **°.

Um modelo plausivel foi entéo proposto em 2010 8, consistente com a literatura atual
demonstra que PABPC1 e PABPNL1 estdo ligadas ao mesmo mRNA, embora a estequiome-

tria pode ndo ser a mesma em cada compartimento celular.



Introducao |71

B Nucleus Cytosol
DNA ANNNNNAL ‘ Polyadenylation
control

Cap-dependent

l Polyadenylation
f Translation

pre-mRNA w /\

3’end processmg |

NMD

Figura 21 - Painel B. Modelo de transito no qual ambas as Pabs transitam entre ntcleo e citosol.
No ntcleo PabpC se associa com o pré-mRNA e contribui com o processamento da
terminacao 3’. Ainda ligado as duas Pabs, o mRNA transita entre o niicleo/citoplasma
e no citosol a PabpN contribui no silenciamento da tradugio de transcritos especificos
via mecanismo deadenilagdo-dependentes 18

1.8.4 Inicio da traducao

A cauda poli-A ndo ¢ essencial para a traducdo, embora RNAs com cauda sejam mais
eficientemente traduzidos do que os RNA sem cauda **°. Esses resultados asssociados com

141
1

estudos mostrando a traducdo em cepas de levedura deficientes em PABP revelam que 0s

efeitos da cauda poli-A na traducdo parecem ser mediados principalmente (mas nao exclusi-
vamente) pela PABPI %,

Depois que 0 MRNA entra no citoplasma, sua associacdo com a PABP promove intera-
cOes entre a extremidades 5°-3°, formando um loop fechado (closed loop), recrutando a subu-
nidade ribossomal 40S. Com o ribossomo ligado, a PABP exerce um segundo papel intera-
gindo com o elF4G enquanto o cap interage com o elF4E, demonstrando a sinergia existente
entre cap e cauda poli-A.As duas interagdes segurando uma mesma molécula (MRNA) em um
complexo terdo um efeito aditivo na constante de associacao, facilitando o inicio da tradugéo
142_

A cooperatividade das interacfes aumenta a afinidade entre o cap e elF4E, estimula a
ligacio RNA/PABP 2 e aumenta atividade ATPase e helicase do elF4A, elF4B e elF4F *,

Além disso, sabe-se que a ligacdo entre PABP1p e elF4G envolve os dominios RRM 1 e 2,
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bem como o dominio C-terminal **. A combinag&o desses efeitos possibilita que o aparato de
sintese protéica realize a traducdo preferencial de mMRNA que contenham cap e cauda poli-A e
podem também criar a oportunidade para que o ribossomo se recicle do 3’ para o 5’ do mes-
mo mRNA **°. A funcdo da PABP na tradugdo também pode ser regulada indiretamente por
variagdes no comprimento da cauda poliA, pois quanto maior a cauda, maior o numero de

PABPs ligadas a ela e mais eficiente é a tradugéo 7.

Figura 22 - Circularizacdo do mRNA para tradugdo. PABP se liga a cauda crescente de poly(A) no 3’
do mRNA e interage com o fator de elongagao elF4G para circularizar o mesmo permitin-
do o inicio da sintese proteica. Interagbes entre PABP e outros polipeptideos estio repre-
sentadas com setas 2°.

1.8.5 Metabolismo do mRNA

O mRNA é uma molécula bastante versatil e seu tempo de meia vida é fundamental
como ferramenta associada a regulacdo da expressdo génica. O mecanismo de inativacdo do
MRNA é conhecido como turnover e envolve dois passos previamente descritos em levedura
148 j) inicia-se com um encurtamento exonucleolitico da cauda poli-A para até 10 nucleoti-
deos em seguida ocorre a hidrolise do cap e digestdo do corpo do RNA por uma 5’ exoribo-
nuclease; ii) 0 MRNA ¢ degradado a partir da terminag@o 3°, apds remogéo da cauda poli-A
120.

Ambos o0s processos eliminam o estado de closed loop do mMRNA/PABP pois removem
os sitios de ligacao tanto no 5’ quanto no 3’, deixando os fragmentos de mMRNA para serem
posteriormente degradados. O decaimento do mRNA ocorre em associagdo com a conversao
do mRNP de uma forma sujeita a traducdo (translatable) para uma forma inativa, paralela-
mente, ocorre também a dissociacéo da PABP do complexo de traducéo *°.
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O papel da PABP na manutencdo da estabilidade do mRNA é mais complexa do que
meramente aumentar a eficiéncia da traducdo. Ensaios sugerem que ao perder o sitio de liga-
cdo com a PABP, a estrutura do closed loop se quebra mas nem sempre 0 mRNA é elimina-
do, sendo esse um evento obrigatério na degradacdo mas ndo o gatilho para que aconteca **°.
Outro indicio da complexidade do processo vieram de experimentos realizados com a PABP
mutada que demonstraram que o decaimento ndo é acelerado em todas as moléculas de
mRNA % Além disso, o dominio responsavel pela associacdo de PABP ao mRNA, para
promover sua estabilidade, é diferente do dominio ligado as suas funcdes na traducdo **?,
comprovando a polivaléncia da proteina em questdo. Delecbes da proteina realizadas em S.
cerevisae resultam num decapping prematuro do mRNA, anterior a deadenilacdo, indicando
que a PABP1 atua também na inibicdo do decapping % ***.

A hipotese mais aceita é que PABP influencia na meia vida do mRNA por suas intera-
¢Bes com proteinas regulatérias, influenciando na sua atividade e funcdo *°. Os esforcos nessa
ultima década foram dirigidos para a conservacédo evolutiva dos sistemas de controle de quali-
dade que monitoram a acuracia dos eventos de maturacdo do mRNA antes destes serem ex-
portados para o citoplasma **°, melhorando assim a fidelidade da expresséo génica. Evidén-
cias convergem para a natureza da cauda poli-A como um ponto importante de checagem en-
tre mMRNA normais e aberrantes *°. Estudos de poliadenilagdo, ultilizando caudas maiores que
250 residuos de adenosina, demonstraram que as PABPN1 adicionadas ndo poderdo ser aco-
modadas na estrutura esférica Figura 19, resultando na perda de interacdo entre CPSF e a

PAP, prejudicando a processividade da polimerase 2.

1.8.6 Degradacao do mRNA

Em levedura e metazoarios a degradacdo do mRNA inicia-se com a deadenilacdo da
cauda poli-A por uma poli-A-nuclease chamada deadenilase, em seguida, a degradagéo ocorre
do 3°’— 5’ pelo exossomo complexado a mais 11 proteinas com fungdes diversas *’. A regu-
lagéo é feita pelos elementos ricos em AU (AREs) no mRNA que séo reconhecidos por prote-
inas moduladoras que estabilizam/desestabilizam a molécula, inibindo ou promovendo a dea-
denilagdo *°®. Os MRNAs que n&o estdo sendo traduzidos, mas que também n&o podem ser
degradados, ficam compartimentalizados no citoplasma em dominios chamados de processing

bodies ou P-bodies **°. Essa é a razdo pela qual foi identificada a presenca da TcPABP1 nes-
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ses granulos celulares, sendo considerada mais uma maneira de regulacéo da expressao géni-
ca 160.

Em tripanossomatideos tanto a deadenilacdo quanto o decaping foram descritos, embora
as proteinas envolvidas no processo variem em relacdo a leveduras e metazoarios. Apos dei-
xar 0 nucleo, o mMRNA se encontra ligado ao complexo cap nuclear constituido da poli-A-
binding protein (PABP) ‘®! e possivelmente outras RBPs. Apds esse estagio inicia-se a sintese
protéica pela formacgdo de complexos de iniciacdo de traducdo. Tais complexos séo reprimi-
dos pelas RBPs que competem pela ligagdo ao cap 2. Apés aproximadamente 0,2-4h o RNA
é deadenilado pelo complexo CAF1/NOT, o cap é removido por DCPs e degradado pelo
exossomo %,

E provavel que a regulacdo pos-transcricional coordenada nos kinetoplastidas dependa
de um namero pequeno de motivos de RNA, especificos para os padres de expressdo génica
de casa estagio do ciclo celular dos parasitos '°*. A Figura 23 apresenta um modelo para a
degradacdo do mRNA nos tripanossomatideos citada anteriormente, evidenciando o papel da

TbPABP1 nesse processo.
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Nucleus

Cytoplasm

CBC

Figura 23 - Destino do mRNA nos tripanosomas; 1) saida do mRNA do nicleo ja com ligado
com cap (esfera azul no 5°) binding protein e poli-A binding protein (PABP); 2)
elF4F interage com TbPABP formando o closed loop. Em rosa e azul claro outras
proteinas hipotéticas envolvidas com a estabilidade do mRNA ativo na traducio; 3)
a tradugdo do mRNA é interrompida e a deadenilagdo inicia-se como complexo
CAF1/NOT e decapped por DCPs; 4) RNA é degradado por exossomos € XRNA; 5)
alternativamente ap6s (2) o RNA pode ser traduzido e é degradado em um processo
iniciado pelo reconhecimento de sequéncias especificas no 3° UTR (loop verde escu-
ro), que ligam proteinas especificas envolvidas na sinaliza¢cdo da maquinaria de de-

gradacdo 2
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2 Objetivos e Justificativa

O objetivo geral desse projeto visa o entendimento do papel da proteina poliA-binding

protein 1 (PABP1) em kinetoplastidas, mais especificamente Trypanosoma brucei.

Obijetivos Especificos

1. Produzir a proteina PABP1 de T. brucei recombinante para analise estrutural;

2. Determinar a localizacdo celular da proteina sob condi¢Ges normais e de estresse

induzido;

3. Caracterizar funcionalmente a proteina analisando o efeito da deplecdo da mes-

ma,

4. Avaliar do complexo protéico associado a PABP1 in vivo;
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3 Materiais e Métodos

3.1 Clonagem, expressao e purificacao da proteina ThbPABP1

3.1.1 Cultivo das formas prociclicas de Trypanosoma brucei

Formas prociclicas de T. brucei (cepa 2913) foram crescidas durante 5 dias em garrafas
de cultura a 26°C, contendo 10mL de meio Cunningham suplementado com 10% (v/v) de

soro fetal bovino inativado (Cultilab), 50pg/mL de higromicina (Sigma) e 15pug/mL de G418

(Sigma).
Tabela 1 - Meio de cultura “Cunningham” para Trypanosoma brucei

Reagente Massa Reagente Massa
B-Alanina 8000mg L-Tirosina 800mg
DL-Alanina 4360mg DL-Valina 840mg
L-Asparagina 960mg NaH,PO, 2120mg
L-Acido aspartico 440mg MgCl, 12160mg
L-Cisteina-HCI 320mg MgSO, 14800mg
L-Cistina 120mg KCI 11920mg
L-Acido Glutamico 1000mg CaCl, 600mg
L-Glutamina 6560mg D-Glucose 2800mg
Glicina 480mg D-Frutose 1600mg
L-Histidina 640mg Sucrose 1600mg
DL-Isoleucina 360mg L-Malico 2680mg
L-Leucina 360mg a-Cetoglutarato 1480mg
L-Lisina 600mg Fumarico 220mg
DL-Metionina 800mg Succinico 240mg
L-Fenilalanina 800mg cis-Aconitato (3mM) 2088mg
L-Prolina 27600mg Na-Piruvato (100mM) 40mL
DL-Serina 800mg vitamina BME 100x 8mL
L-Taurina 1080mg Penicilina-Streptomicina 40mL
DL-Treonina 400mg Phenol Red 0,5% 16mL
L-Triptofano 400mg Agua milli-Q g.s.p. 4L

pH 7,4 ajustado com NaOH 10M
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3.1.2 Extracao do DNA genomico de Trypanosoma brucei

Culturas de T.brucei foram repicadas a cada 4 dias em 50mL de meio Cunningham até
atingirem a concentracdo 5x10° células/mL . Centrifugou-se as células por 15 minutos a
1500g, a 4°C, desprezando-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o sedimento em 20mL de
PBS (NaCl 140mM; KCI 3mM; Na;HPO, 10mM; KH,PO4 2mM; pH 7,4) e centrifugou-se
novamente nas mesmas condi¢des. O sobrenadante foi desprezado e as células homogeneiza-
das em 4mL de tampéo PBS [1x]

Adicionou-se Proteinase K a uma concentragao final de 50pg/mL e SDS 0,5% (v/v). Os
tubos foram invertidos gentilmente e incubados a 37°C durante aproximadamente 16 horas.
Para a retirada de proteinas, purificacdo e concentracdo da amostra realizou-se extracdo com
fenol/cloroférmio e uma precipitagdo com etanol. Para tanto, adicionou-se
1:1 vi/v de fenol &cido (pH4,5), invertendo o tubo 3 vezes, seguindo com a centrifugacdo da
amostra a 17000g/2min a 4°C. Transfereiu-se a fragdo aquosa (fragdo superior) para novo
tubo e acrescentou-se 1:1 v/v de cloroférmio. Apos centrifugacdo a 17000g/2min a 4°C, a
fase superior foi novamente transferida para novo tubo e adicionou-se 1:10 v/v de Acetato de
Sédio 3M e 2,5v de etanol absoluto previamente resfriado, com intuito de precipitar o DNA
de interesse. Incubou-se a amostra por 30min a -80°C, centrifugou-se a 17000g/30min a 4° e
retirou-se o sobrenadante. Ao sedimento acrescentou-se 1mL de etanol 70% resfriado, centri-
fugou-se a 17000g/5mim a 4°C, descartou-se o sobrenadante e DNA foi seco a temperatura

ambiente. A amostra foi ressupensa em 50uL de agua deionizada e aramazenda a 4°C.

3.1.3 Clonagem do gene pabpi1 de Trypanosoma brucei

Para a amplificacdo do gene Thpabpl oligonucleotideos foram desenhados baseados na
sequéncia gendmica depositada no TriTrypDB (Tb09.211.0930 - Polyadenylate-binding pro-
tein 1), com sitios de restricdo para as enzimas BamHI e Xhol . A sequéncia dos iniciadores
esta representada abaixo e com auxilio do programa Gene Runner, foi calculada a temperatura

de associacédo de cada oligonucleotideo.


http://tritrypdb.org/gene/Tb09.211.0930
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Tabela 2 - Iniciadores utilizados para a clonagem e subclonagem do gene Tbpabp1

Primer Sequéncia enzima

Thpabpl For 5’-CCG GGA TCC ATG ACA ATC GCT GCA CAG GGG- 3’ BamHI

Thpabpl Rev  5°—CCG ACT CGA GTT AAG CAC TTG AGG CGT GTACC-3’ Xhol

Os oligonucleotideos foram diluidos para a concentracdo de 100pmol/uL e a reacdo de
amplificacdo a partir do DNA gendmico de T. brucei foi realizada como descrito na Tabela 3

e Figura 24 abaixo.

Tabela 3 - Reacao de amplificagdo do gene Tbpabp1

Reacéo de amplificacéo Volume (uL)
Tampéo da Taq (10x)
dNTP (n=A,G,C,T)
Primer 5° (10uM)

Primer 3 (10uM)
DNA gendmico Thrucei 50ng/uL
Taq DNA polimerase (50u/pL)
H,0 g.s.p 50

L S il oL

Figura 24 - Esquema da reacao de amplificacdo utilzada no termociclador.

As reacOes de amplificagcéo foram purificadas a partir do gel de agarose 1% utilizando o
Kit Perfectprep Gel Cleanup (Eppendorf), seguindo as recomendagdes do fabricante. Em se-

guida, as amostras foram quantificadas utilizando NanoDrop (Thermo) e procedeu-se com a
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reacdo de adenilagdo, com intuido de adicionar adeninas nas terminagdes 3’ ¢ 5° do inserto,

facilitando a clonagem em vetor comericais que apresenta timina nas extremidades.

Tabela 4 - Reacao de adenilacdo do inserto Thpabp1

Reacdo de adenilacao Volume (uL)
Tampéo da Taq (10x) 5
dATP [10mM] 5
MgCl, [50mM] 15
DNA gendmico Thrucei 100ng/uL 15
Tagq DNA polimerase (50u/puL) 1
H,0 g.s.p 50

A reacdo permaneceu a 70°C por 30 minutos. Em seguida, fez-se a extracdo com fe-
nol/cloroférmio para retirada da enzima e precipitacgdo com 2 volumes de etanol absoluto.
Esse DNA foi entdo quantificado e a reacdo de ligacdo preparada. O vetor de clonagem esco-
Ihido foi 0 pGEM®-T (Promega), cujo mapa esta descrito na Figura 25.

Tabela 5 - Reacdo de ligacdo do inserto Tbpabpi e vetor pPGEM®-T

Reacdo de ligacio Volume (L)
Tampao da Taq (10x) 5
dATP [10mM] 5
MgCl, [50mM] 15
DNA genbémico T.brucei 100ng/pL 15
Taq rec DNA polimerase (Fermentas) 2
H,O g.s.p 50
¥mnl 1994
Scal Nagl
875 \\ 2692 —
1 an 7 4 1 5lan
Apal 14
Aatll 20
Sphl f‘tl
Amp PGEM®-T acz W Neol | 37
Vector T Sacll 46
(3000bp)
Spel 1
Ml 62
BstZl g2
Pstl 73
Sall I
el | 2
ofl Es.‘:t.}lil 1C3 -
Msil 112 z
Tsee | %

Figura 25 - Mapa do vetor pPGEM®-T (Promega)
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Adicionou-se a 3pL do DNA adenilado, 1pL do vetor pGEM-T, 5ul. Tampao [2x] da
enzima T4 DNA ligase e 1uL T4 DNA ligase em um volume final de 10uL na reagdo de liga-
cdo inserto ThPABP1/pGEM-T. A reacdo foi incubada a 4°C por 16 horas e em seguida reali-
zou-se a transformacdo do produto da ligacdo em células competentes de Escherichia coli
DH5a pelo método de cloreto de célcio. A manipulacdo de bactérias para a producdo das célu-
las competentes e protocolo de transformacao serdo descritas no item 3.2.

Depois do periodo de crescimento na placa, as colonias foram submetidas a uma primei-
ra selecdo através da sua coloracdo. Colbnias azuis caracterizam-se como ndo recombinantes,
enquanto as brancas, como recombinantes. Essa anélise se mostra efetiva, pois o inserto liga-
do ao vetor pGEM®-T altera a fase aberta de leitura do gene que codifica a enzima [-
Galactosidase, impedindo assim sua traducdo e evitando a degradacdo do substrato X-Gal,
resultando na coloracdo branca das col6nias recombinantes. Ja as colénias sem o inserto, pos-
suem a enzima B-Galactosidase ativa, que hidrolisa 0 X-Gal gerando o produto 5-bromo-4-
chloro-3-hydroxyindole, que gerando coloragéo azulada.

Colbnias brancas selecionadas foram transferidas para meio LB liquido contendo o an-
tibidtico de selecdo e procedeu-se com extracdo do DNA plasmidial utilizando-se o kit Mini-
preps Wizard® Plus SV Minipreps (Promega). O DNA recombinante foi sequenciado utili-
zando oligonucleotideos especificos do vetor pPGEM-T T7 Promoter primer e SP6 primer.

3.1.4 Subclonagem no vetor pET28a(+)

O vetor pET28a(+) (Novagen) possui marcador seletivo de resisténcia ao antibidtico
kanamicina, uma origem de replicacdo, um sitio de clonagem mudltipla e, diferentes seqlién-
cias adjacentes que codificam para uma variedade de peptideos acessorios utilizados na puri-
ficacdo da proteina alvo. Os plasmideos do sistema pET foram desenvolvidos especificamente
para a clonagem e expressdo de proteinas recombinantes em E. coli e apresentam alto grau de
eficiéncia. Genes clonados em plasmideos do sistema pET estdo sob o forte controle dos si-
nais de transcricdo do fago T7. Assim, a expressao da proteina de interesse depende da pre-
senca da enzima T7 RNA polimerase (pET System Manual 2001. http://www.novagen.com).

As sequéncias nucleotidicas dos primers especificos da Tabela 2 contém na extremidade

5’ sitios de restricdo para enzimas, os quais foram importantes para subclonagem do gene
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Thpabpl em fase (in frame) com a sequéncia que codifica a cauda de poli-Histidina (poli-

His) presente no vetor pET28a (Figura 26).
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Figura 26 - Mapa vetor de expressdao com fusio de cauda de 6 histidinas pET28a (Novagen)

Para a ligacdo do inserto amplificado ao vetor de expresséo, adicionou-se 0s seguintes
reagentes: 1uL de pET28a(+) digerido com as enzimas de restricdo BamHI e Xhol (~50 ng),
1uL de inserto digerido com as mesmas enzimas de restricao (~50 ng), 2ul. Tampao T4 DNA
ligase [10X], 5uL 4gua deionizada ¢ 1uL de T, DNA ligase (2 Unidades - USB). A reacdo foi
incubada por 4°C por 16h e o produto de ligacdo transformado E. coli BL21 (DE3) pLysS
competente, como descrito no item 3.2. O pLysS é um vetor adicional da cepa que suprime a
expressao basal do promotor T7 pois produz uma T7 lisozima gque é um inibidor natural da T7
RNA polimerase.

A confirmacdo da clonagem foi realizando tanto por sequenciamento quanto por PCR
de col6nia, que consiste em picar colonias isoladas com palitos estéreis e misturar diretamente

na reacao de amplificacdo utilizando os primers especificos descritos na Tabela 2.

3.2 Producao de proteina recombinante

3.2.1 Preparacao de bactérias E. coli competentes
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Preparou-se um pré-inoculo de 5 mL de meio Meio Luria-Bertani (LB — 1g Triptona,
0,59 Extrato de Levedura, 1g de NaCl em 100mL de &gua, pH 7,5 ajustado com NaOH 5M)
contendo contendo o clone especifico de PABP1 em pET28a. Apds crescimento por aproxi-
madamente 16h (overnight), 1mL foi transferido para 50 ml de meio SOB (triptona 2%, extra-
to de levedura 0,5%, NaCl 10mM, KCI 2,5mM, MgCl, 10mM, MgS0O..7H,0 10mM, esterili-
zado por filtracdo) incubando-se a 37°C em estufa sob agitacdo até atingida uma densidade
Otica de 0,6 medindo-se com comprimento de onda 600nm. Centrifugou-se a cultura por 10
min a 4°C a 2.500g e ressupendeu-se o sedimento em 16 ml de solucdo de TB (Pipes pH 7,0
10mM, MnCl,.4H,0 55mM, CaCl,.2H,0, KCI 250mM, esterilizado por filtracdo).Em se-
guinda as bactérias foram mantidasem gelo por 10 minutos e centrifugou-se novamente por 10
min a 4 °C e 2.500¢g e o sedimento foi ressuspenso em 4 mL da solugdo TB contendo 30 pL de
DMSO. Apos incubacdo em geleo por 10 minutos, as bactérias foram aliquotadas em fracdes
de 200uL cada, congelando-se imediatamente com Nitrogénio liquido. O mesmo procedimen-
to foi empregado para preparacéo de E.coli BL21 (DE3).

3.2.2 Reacao de transformacao

A reagdo de ligagdo adicionou-se 200pL de E. coli DH5a competentes e incubou-se em
gelo por 30 min.Seguiu-se com o choque térmico, para entrada do plasmideo na bactéria, a
42°C por 90 seg, retornando o tubo ao gelo por 2 min e a TA por mais 2 min. Adicionou-se
600uL de meio SOB (Triptona 1%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 8,5mM, KCI 2,5mM,
glicose 10mM, MgCl, 20mM) incubando-se a 37°C por 1 hora e 30 min sob agitacdo suave
(150 rpm). Decorrido esse tempo, 100uL da reacdo foram cultivadas em placa de Petri con-
tendo meio LB agar (triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, agar 2%) mais o anti-
biotico de selecdo especifico de cada vetor, os 200uL de material restante foram cultivados
em outra placa nas mesmas condigcdes. As placas permaneceram por 14 horas na estufa a
37°C.

Na transformacgéo de E. coli DH5a/pGEM-t/Thpabpladicionou-se na placa 100pug/mL
de ampicilina, 0,5mM de IPTG (Isopropilico p-D-1 thiogalactopyranoside) ¢ 80ug/mL de X-
Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside) e na transformacéo de E. coli BL21
(DEJ)/pET- 28a(+)/Thpabpl adicionou-se 50pug/mL de kanamicina.
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3.2.3 Expressao da proteina PABP1

Uma col6nia recombinante PABP1-pET28a foi inoculada em 5mL de meio LB liquido
em tubo de ensaio contendo o antibiotico determinante da selecdo kanamicina a uma concen-
tragao final de 50ug/ml. Incubou-se a 37°C por 12 a 14 horas sob agitacdo de 250 rpm. Apro-
ximadamente 50uL desta cultura foi inoculada em SmL de LB estéril e incubou-Se por por 2
horas a 37°C até alcangar a fase exponencial de crescimento bacteriano (D.O 600nm de 0,6).
Adicionou-se IPTG a uma concentracéo final de 1mM para induzir a expressdo da proteina de
interesse e incubou-se a cultura durante 3 horas sob a mesma temperatura e agitacao.

Centrifugou-se a amostra a 17000g por 3 minutos e as células foram homogeneizadas
com tampao de lise (0,1mM de NaCl e 0,01mM de Tris Base com pH 7,5). A lise das células
foi feita deixando-as por 30 minutos com 10pg/mL de lisozima e depois causando a ruptura
celular por ultrasonicacéo pulsada no aparelho 550 Sonic Dismembrator (Fisher Scientific).
Utilizou-se 3 pulsos de 30 segundo intercalados com 1 minuto de descanso sempre com a
amostra no gelo para evitar aquecimento. Para separar a parte soltvel, a amostra foi clarifica-
da por centrifugacdo a 17000g por 10 minutos e estocada a 4°C. A expressao e solubilidade
das proteinas foram observadas por SDS-PAGE 15% revelado com 0,010% de Comassie Bri-
Ihant Blue R-250.

Apos verificar que a proteina de interesse ficou insoluvel realizou-se testes variando-se
a temperatura e tempo de incubacdo bem como a concentracdo do indutor. A temperatura bai-
xa visa diminuir a velocidade da expressdo e assim produzir a proteina melhor enovelada e
consequentemente soluvel.

O protocolo otimizado entdo segue igual ao descrito anteriormente até transferir ImL do
pré-indculo para um erlemeyer de 2 litros contendo 500mL de meio LB liquido. Incubou-se 0s
frascos sob agitacdo de 220rpm a 37°C acompanhando a concentracdo celular no meio através
da densidade Otica, ate atingir D.Ogoonm de 0,3. A temperatura foi reduzida para 22°C durante
1 hora para aclimatar o meio e chegar a D.O de 0,6 (fase exponencial) e em seguida adicio-
nou-se 0,1mM do IPTG. O tempo de inducéo foi testado de 3 até 16 horas e o tempo ideal foi
de 5 horas. Terminado o periodo de inducéo, as culturas foram centrifugadas por 10 minutos a
12000g na temperatura de 4°C. A lise das células foi realizada da mesma maneira descrita no

procedimento piloto.



Materiais e Métodos |87

3.3 Obtencao da proteina PABP1 purificada

3.3.1 Precipitacao com Sulfato de amoénio

Quando adicionados sais neutros a uma solugéo, ocorre um aumento da forca iénica do
sistema. Ao adicionar pequenas quantidades de sal a uma solucdo contendo proteinas, as car-
gas provenientes da dissociagdo do sal passam a interagir com as moléculas protéicas, dimi-
nuindo a interagdo entre elas e, consequentemente, ocorre um aumento da solubilidade da
proteina no meio aquoso. A esse fenbmeno da-se 0 nome de "salting-in", lembrando apenas
que esse efeito, porém, ndo se estende indefinidamente.

No salting in a &gua com seu grande poder de solvatacdo, passa a interagir com as du-
as espécies presentes na solucdo: as proteinas e os ions provenientes da dissociagdo do sal. As
moléculas de dgua por sua vez apresentam maior tendéncia de solvatacdo de particulas meno-
res (nesse caso, 0s ions). Assim, ocupadas em sua interacdo com os ions (quanto mais sal se
adiciona, mais ions sdo dissociados), as moléculas de &gua abandonam a estrutura protéica
possibilitando maior interagdo proteina-proteina, diminuindo a solubilidade e, consequente-
mente, precipitacdo da proteina. A esse fendmeno de insolubilizacdo da proteina em decor-
réncia de um consideravel aumento da forca idnica do meio da-se o nome de "salting-out".

Esse processo € interessante para separar proteinas, pois nem todas elas precipitam com
a mesma quantidade de sal e também porque a proteina precipitada ndo é desnaturada e pode
facilmente ser ressolubilizada retirando-se o sal. Assim, realizou-se um teste de precipitacdo
com o sulfato de amonio para avaliar em qual concentracdo a proteina alvo precipitava.

Para tanto se utilizou o0 Tampdo A (300mM NaCl, 50mM NaH,PQO,, pH8,0) para a ho-
mogeneizacao e lise das células, em seguida, colocou-se o extrato clarificado de proteina total
em um Becker no gelo, sob leve agitacdo. Posteriormente, adicionou-se pouco a pouco o sul-
fato de amonio previamente macerado na concentracdo indicada na tabela abaixo (Figura 27),
correspondente a 30% de de sal. Apos total dissolugdo do agente precipitante, centrifugou-se a
amostra por 15min a 17000g, separando pellet e sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet com
0 mesmo tampdo A. Foram coletadas amostras de ambas as fragoes.

Ao sobrenadante, ou seja, por¢do proteica ainda soltvel com 30% de sulfato de amonio,

adicionou-se a quantidade relativa a 50% de SA (partindo de 30% na primeira coluna da tabe-
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la abaixo adiciona-se o valor correspondente a 50%). Repetiu-se o procedimento descrito
acima até concentracGes de sulfato de amonio de 30%, 40%, 50%, 70% e 90%.
O melhor resultado foi obtido com 50% de sulfato de amdnio, concentracdo na qual a

maior parte da proteina encontra-se na fracdo soltivel da amostra.

Final Percent Saturation (S;)

[10 15 20 25 30 33 35 40° 45 50 55 60 165 67 70 75 80 &5 90 95 100

0 153 80 106 134 164 187 194 226 258 291 326 361 398 421 436 476 516 559 603 650 697
5 (27 56 79 108 137 162 166 197 229 262 296 331 368 390 405 444 484 526 570 615 662

10 28 53 81 109 133 139 169 200 233 266 301 337 358 374 412 452 493 536 S81 627
15 l 26 54 82 87 111 141 172 204 237 271 316 327 343 381 420 460 503 547 592
20 27 55 75 83 113 143 175 207 241 276 296 312 349 387 427 469 512 557
25 27 46 56 84 115 146 179 211 245 264 280 317 355 395 436 488 522
30 | 28 56 86 117 148 181 214 233 249 285 323 362 402 445 488

33 40 70 101 133 166 200 214 235 271 309 347 387 429 472
35 | 28 57 87 118 151 184 201 218 254 291 329 369 410 453
40 | 29 58 89 120 153 170 182 212 258 296 335 376 418

U01IDINIDS I3 [DIIIU]

45 | 29 59 90 123 138 156 190 226 263 302 342 383
50 30 60 92 107 125) 159 194 230 268 308 348
55 [ 30 61 76 93 127 161 197 235 273 313
::\ 60 | 31 44 62 95 129 164 201 239 279
;:‘ 65 | 31 63 97 132 168 205 244
67 | 52 85 120 156 194 233
70 | 32 65 99 134 171 209
75 32 66 101 137 174
80 33 67 103 139
85 ‘ 34 68 105
90 | 34 70
05 35

Figura 27 - Tabela da massa (g) de saturacdo com Sulfato de Amoénio relativo a 1L de solucao
(no caso extrato solavel de proteina) a 4°C.

3.3.2 Cromatografia por afinidade

Em 1975 Porath e colaboradores '** apresentaram uma técnica de separagdo e purifica-
cao de proteinas baseada na afinidade destas por metais de transi¢do. Esta técnica foi denomi-
nada cromatografia de afinidade com metal imobilizado, do inglés, Immobilized Metal Affi-
nity Chromatography (IMAC). O principio fundamental do IMAC consiste na interagéo entre
as proteinas em solucdo e os ions metélicos imobilizados num suporte sélido. Estes suportes
contendo fons de Cu?*, Ni**, Zn®** ou Co®" sdo usados para o fracionamento de proteinas com
base no seu contetdo relativo de residuos de histidina, cisteina, cadeias laterais aromaticas de
aminoacidos e de grupos N-terminal acessiveis de aminoacidos *°. Estes residuos devem estar

disponiveis a superficie das proteinas para que haja a formacéo de interacdes com 0s metais
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de transicdo. Estes irdo coordenar com o residuo de histidina que se liga ao metal quelado
com grande afinidade. Assim, ao passar o extrato soltvel de proteinas, somente a proteina
alvo possui seis histidinas livres para interagir com o Ni** da resina e s6 ela ira se ligar no
metal imobilizado. Para eluir a proteina da coluna utiliza-se um competidor do sitio de ligacéo
com o metal, no caso o imidazol, que em alta concentracdo ira retirar dos sitios todas as prote-

inas neles ligadas.

a) 0 b)

HaN——CH—C—0OH
| N

CH, \\_N

PN
\

Figura 28 - a) aminoacido histidina; b) imidazol

)

T

A primeira tentativa de purificacdo foi com a proteina desnaturada com o tampédo A
adicionado de 8M de uréia, utilizando a mesma concentracéo de uréia em todos os tampdes de
eluicdo. Essa abordagem permitiu purificar uma grande quantidade de proteina para posterior
producdo de anticorpos.

Apbs a otimizacdo dos testes de expressdo, seguiu-se com a purificacdo equilibrando a
2mL de resina com 5 volumes de coluna (10mL) com o tamp&o de lise da proteina. Depois,
passou-se 0 extrato bruto sollvel da expressao, que continha PABP1, lavou-se com 10mL de
tampdo A (tampéo de lise mais 20mM de imidazol) para desligar as proteinas inespecificas da
resina e em seguida procedeu-se com a elui¢cdo com gradiente ndo-liner utilizando 50mM,
100mM e 250mM e 500mM de imidazol, sempre com 2 volumes de coluna de cada fracdo em
cada passo.

3.4 Producao de anticorpos policlonais em camundongos

Para a producdo de anticorpos policlonais, a proteina purificada foi concentrada para

2mg/mL e enviada ao grupo da Profa Dra.Heloisa Sobreiro Selistre de Araujo do Departa-
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mento de Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Federal de Sdo Carlos. Foram realizadas 3
inoculacBes com intervalos de 15 dias utilizando-se 100ug/mL de proteina em cada uma delas

em camundongo Balb/C.

3.5 Western Blotting

Para a analise dos anticorpos policlonais produzidos a partir da proteina de interesse foi
escolhida a técnica de “Imunoblotting” (frequentemente nomeada de Western Blotting). Esta
¢ uma técnica utilizada para identificar antigenos especificos reconhecidos por anticorpos
mono ou policlonais. Amostras de proteinas sdo solubilizadas, usualmente com SDS e reduzi-
das por agentes redutores como o Dithiothreitol (DTT) ou p-mercaptoetanol. O material é
separado por SDS-PAGE e os antigenos sdo transferidos por eletroforese para uma membrana
de nitrocelulose, sendo o processo monitorado pela coloracdo da membrana com solucéo Pon-
ceau S.

As proteinas transferidas ficam ligadas a superficie da membrana, oferecendo acesso
para a reacdo com reagentes imunodetectores. Os sitios de ligacGes, ndo especifico, sdo blo-
queados deixando a membrana imersa em uma solucéo diluida de uma proteina — tipicamente
albumina de soro bovino (BSA) ou leite seco desnhatado, com uma pequena quantidade de
detergente como Tween 20. As proteinas imobilizadas reagem com o anticorpo da proteina de
interesse (anticorpo primario), em seguida a membrana é lavada e o complexo antigeno-
anticorpo reage com um anticorpo secundario, neste caso, anti-lgG de camundongo, que sera
identificado através da enzima peroxidase que reage com peroxido de hidrogénio emitindo luz

ou cor 6.

3.5.1 Obtencao de extrato proteico

Centifigou-se 5 x 10’ de cultura dos parasitas na fase logaritmica de crescimento, o se-

dimento foi ressuspenso em 150ul de tampao de amostra, ferveu-se por 10 minutos, e uma
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aliquota de 15ul foi aplicada em gel SDS-page 10% para realizacdo da técnica de Imunoblot-
ting.

3.5.2 Imunoblotting

As proteinas do gel foram transferidas para membrana de nitrocelulose (GE) no equi-
pamento “Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell” (BioRad) por 1 hora a 40 mA em tampé&o
de transferéncia (25 mM Tris base (USB); 192 mM glicina (Amresco); 20% metanol(Synth)
gelado, montado como segue: 2 camadas de papel de filtro embebido em tampéao, membrana
embebida em tampao, gel e novamente 2 camadas de filtro. Apds transferéncia, a membrana
foi bloqueada com solugéo 5% de leite desnatado overnight.

Em seguida a membrana foi lavada 3X com PBS/Tween-20 (0,1% Tween-20; PBS [1X]
g.s.p.) e incubada a 4°C durante 18 h sob leve agitacdo com anticorpo primario anti-Thpabpl
(anti-PABP1 produzido em camundongo) em uma diluicdo seriada de 1:100, 1:200, 1:500,
1:800, 1:1000 e 1:5000 em solucéo de leite 2% . A membrana foi novamente lavada 3X com
PBS/Tween-20 e incubada com anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado
com peroxidase (KPL), por 1 hora a 4°C sob leve agitacdo. A membrana foi lavada 2X com
PBS/ Tween-20 e 1X com Tris 0,05M, pH 7,6. A revelacdo da reacdo foi realizada primeira-
mente com Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit (BioRad) para a proteina recombi-
nante e depois com o reagente ECL (“ECL™ Western Blotting Analysis System”, Amersham
Biosciences) em sala escura para os extratos celulares de T. brucei que exigiam maior sensibi-
lidade na deteccédo. Foi possivel observar bandas ap6s a exposi¢ao por 3min em filme “Hyper-

film™ MP”, Amersham Biosciences.

3.6 Imunolocalizacao

De posse do anticorpo anti-Thpabpl testado por Western blotting, utilizou-se 0 mesmo
para a realizacdo de experimentos de imunofluorescéncia. A imunofluorescéncia é uma técni-

ca que permite a visualizagdo de antigenos nos tecidos ou em suspensdes celulares utilizando
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corantes fluorescentes, que absorvem luz e a emitem num determinado comprimento de onda
A.

Quando o corante esta ligado ou conjugado com um anticorpo, os locais de reacao entre
0 antigeno e o anticorpo conjugado podem facilmente ser visualizados. O fluorocromo mais
utilizado nessa técnica é a fluoresceina isocianetada (FITC). Os fluor6foros, depois de exici-
tados por um comprimento de onda especifico (espectro de absorgdo), emitem fluorescéncia
(fotons de luz) a um comprimento de onda superior (espectro de emissao). Por exemplo, o
FITC tem um A maximo de excitacdo de 496 nm (azul) e uma emissdo de fluorescéncia ma-
xima a 520 (o chamado verde fluorescente). O uso combinado de filtros que barram a luz para
0s comprimentos de onda previamente determinados permite visualizar estas moléculas. Vir-
tualmente, alguns antigenos podem ser detectados pela imunofluorescéncia. A combinacao de
sensibilidade, especificidade e simplicidade torna este método muito util. Em muitos laborato-
rios de histopatologia, bidpsias de rim e de pele sdo examinadas com técnicas de imunofluo-
rescéncia para diferenciacdo de tumores com técnicas imunoenzimaticas para observacdo em

microscopia de luz *°".

3.6.1 Imunofluorescéncia

Aproximadamente 5x10° células de Trypanosoma brucei (linhagem 427) foram centri-
fugadas por 2min a 2000g, o sobrenadante foi retirado e as células lavadas com 1mL de tam-
pdo PBS 1x e novamente centrifugadas por 2min a 2000g. As células foram ressuspensas em
1mL do mesmo tampdo e 50ul da suspensdo de parasitas foi colocada em 1 pogo de uma la-
mina (foram utilizadas ld&minas com 8 pocos). Incubou-se por 3 minutos para que as células
aderissem a lamina. Posteriormente a solucdo foi retirada e 50uL de formoldeido 4% foi adi-
cionado ao pogo e a mistura incubada por 20 minutos para fixacdo dos parasitas. A solucéo de
fixagéo foi retirada e o poco foi lavado 3x com PBS. Adicionou-se uma solugéo de Triton
x100 0,1% em PBS 1x para a permeabilizacdo das células para permitir a entrada dos anticor-
pos. A lamina foi incubada por 4 minutos e rapidamente lavada com PBS 1x (por 3 vezes).
Uma solugdo com o anticorpo primario (anti-Tbpabpl) em uma concentracdo de 1:250 diluido
em PBS 1x foi adicionada e a reacdo foi incubada por 1 hora protegida da luz. Em seguida, a
lamina foi novamente lavada 3 vezes com PBS e uma solucdo do marcador de DNA, DAPI
(4'6-diamidino-2-phenylindole, Sigma) na diluicdo de 1:400, bem como o0 1:400 do anticorpo


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fluorescente
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fluoresce%C3%ADna_isocianetada&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Histopatologia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bi%C3%B3psia
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secundario anti-lgG de camundongo com fluorescéncia conjugada Alexa Fluor® 555 (Invi-
trogen) foram adicionados no poco e incubados por 40min. Lavou-se novamente para retirar
0s anticorpos e adicionou-se 7uLlL de “Vectashield Mounting Medium ” para proteger as células
do ressecamento e manter a fluorescéncia. A lamina foi fechada com laminula e vedada com
esmalte.

A morfologia das células, as marcacGes de nucleo e cinetoplasto e a proteina de interes-
se PABP1 foram observados usando um microscépio de fluorescéncia Nikon ACLIPSE E600

(Nikon) em contraste de fase e em filtro ultravioleta.

3.6.2 Ensaio de marcacao dupla

Para confirmar a sublocalizagdo celular da proteina TbPABP1, realizou-se uma imuno-
fluorescéncia com marcacdo dupla na lamina. Para tanto os parasitas foram entdo incubados
com os seguintes anticorpos primarios diluidos em PBS-BSA 3% por 1 h a temperatura ambi-
ente: anti-TbPABP1 produzido em camundongos e anti-BIP (cedidos pelo Dr. James D.
Bangs, da University of Winsconsin-Madison Medical School, USA, ao Prof. Dr. Sérgio
Schenkman da Universidade Federal de Sdo Paulo) produzido em coelhos. Essa proteina esta
localizada no citoplasma celular, mais especificamente no reticulo endoplasmatico assim, a
marcacdo dupla nos permite observar uma colocaliza¢do das duas proteinas em uma regido
celular conhecida. Esse ensaio foi realizado no laboratério do Prof. Dr. Sérgio Schenkman,
UNIFESP com o auxilio da aluna de doutorado Fernanda Cristina Costa e da Dra. Teresa de
Jesus.

A metodologia empregada foi a mesma descrita na secdo 3.6.1 incubando-se os anticor-
pos anti-PABP1 (1:200) e anti-BIP (1:5000) por 1h, lavou-se 3x com PBS 1x e em seguida
incubou-se com o anticorpo secundario o Alexa-Fluor 488 (verde) conjugado com IgG de
camundongo e Alexa-Fluor 594 (vermelho) conjugado com IgG de coelho, para obtermos
uma marcacdo de cada cor. A visualizacdo das laminas foi realizada da mesma maneira des-

cria acima.
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3.6.3 Tratamento com Actinomicina D

Experimentos de imunofluorescencia utilizando parasitas tratados com actinomicina D
foram planejados para verificar possivel transito nacleo-citoplasma de PABP1 de T.brucei.
Para tanto, culturas de T.brucei em fase logaritmica de crescimento foram tratadas com 10, 20
e 50ug/mL de actinomicina D (Sigma) por 24h. Em seguida incubou-se o anticorpo anti-
PABP1 na cepa 2913 tratada (+actD) e ndo tratada (-actD). Como controle da especificidade
do anticorpo, tratou-se uma cultura transfectada com Thpabpl/PTP-tag (procedimentos de
obtencdo descritos a seguir) com a droga e realizou-se o0 ensaio de imunofluorescéncia com o
anticorpo comercial anti-ProtA (Sigma), que reconhece epitopo de proteina A presente na tag

utilizada. A montagem das 1aminas foi realizada como descrito anteriormente °*.

3.7 RNA de interferéncia

Interferéncia do RNA ou RNAi é um processo de “silenciamento” génico poOs-
transcricional (PTGS) iniciado pela presenca de um RNA dupla fita (dASRNA) cuja sequéncia é
especifica a0 RNA mensageiro alvo que sera degradado 8. Uma endoribonuclease chamada
DICER *®, similar a RNase 11, reconhece o dsRNA e efetua a clivagem desta longa fita em
pequenos fragmentos de RNA conhecidos como siRNAs (small interfering RNAs) '"°. Cada
SiRNA, por sua vez, € englobado por um complexo de proteinas conhecido como RISC
(Complexo de Silenciamento Induzido por RNA)

O préximo passo é a remocao da fita senso (idéntica ao RNA mensageiro alvo) do siR-
NA, deixando a fita anti-senso pronta para identificar sua complementar, ou seja, 0 mMRNA
alvo e degrada-lo, suprimindo assim sua expressao.

O mecanismo de PTGS foi descoberto ao acaso em um estudo em que buscava intensi-
ficar a cor plrpura de pétalas em Pettnias *"*. No entanto, RNAi foi primeiramente apresenta-
do em 1998 2, pela descricao dos efeitos inesperados da injecéo de moléculas de RNA dupla
fita no nematodeo Caenorhabditis elegans como a inducéo do silenciamento génico. Desde
entdo, o termo RNAI vem sendo utilizado para indicar interferéncia genética por dsRNA. Du-
as vantagens principais do mecanismo de RNAI versus knockout e RNA anti-senso podem ser

ressaltadas: i) RNAI néo interfere no DNA, como ocorre em knockout, uma vez que RNAI
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atua numa etapa pos-transcricao; ii) sSiRNAs apresentam maior facilidade para atingir o alvo,

devido sua maior estabilidade, quando comparados com RNAs anti-senso que séo fita sim-

ples, e portanto, facilmente degradados dentro da célula. A Figura 29 abaixo representa o me-

canismo do RNA.I.
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Figura 29 - Esquema da maquinaria de RNA de interferéncia 3

3.7.1 Cultivo de Trypanosoma brucei forma prociclica linhagem 29-13

Em células 29-13, a T7 RNA polimerase e a proteina repressora de tetraciclina (TetR)

séo constitutivamente sintetizadas em um nivel basal, que ndo é prejudicial as células, porém

a quantidade de TetR produzida é suficiente para atuar na regido operadora de tetraciclina



96 | Materiais e Métodos

(Otet). Assim, células de T. brucei 29-13 podem ser transfectadas com plasmideo contendo a
sequéncia do gene de interesse sob regulagdo do promotor T7 e Otet, e a expressao da mesma
pode ser modulada pela adicao de tetraciclina no meio de cultura.

A linhagem celular T. brucei 29-13, portadora de um sistema de promotor tetracicli-
na/T7 (essencial nos experimentos de RNAI) foi cultivada em meio Cunninghams *” suple-
mentado com 10% v/v de soro fetal bovino inativado (Gibco), 50pug/mL de higromicina e

15ug/mL de G418 em estufa a 28°C, realizando-se repiques a cada 4 dias.

3.7.2 Clonagem do fragmento de Tbpabpi1 no vetor p2T7

Em experimentos de RNAI, pode se utilizar apenas um fragmento do gene para produzir
um dsRNA capaz de iniciar a maquinaria de interferéncia, sendo necessario a presenca de
promotores de T7 RNA polimerase flanqueando o inserto em questdo. Assim, um fragmento
de 718pb com inicio na posi¢cdo 911 do gene (representado na figura 17), foi amplificado sob
as condicdes descritas no item 3.1.3 a partir da sequéncia genémica depositada no TriTrypDB
(Th09.211.0930 - Polyadenylate-binding protein 1), utilizando iniciadores contendo sitios de
restricdo para as enzimas Hindlll e Xhol (New England Biolabs®) na extremidade 5°, visando
posterior clonagem. A sequéncia dos oligonucleotideos esta representada Tabela 6.

1

|

ATGACAATCGCTGCACAGGGGGTTCCCTCCGGTCCCTCCGCCACGAAGCCGCTACAAGTGGCTTCA
TTGTACGTTGGCGACCTCGATCCTGCTATTAATGAGCCACAGTTGGTGGACATCTTTAAACCGTAT
GGAACTATTCTCAACGTCCGCGTCTGCCGTGACATCATCACGCAGCGCTCATTGGGATACGGTTAT
GTGAACTATGACGATGTGAATAGCGCGTCGAAAGCCATGGAGGAACTCAATTTCAAGCGAGTGGGT
GAARAAGTGTATCCGAATCATGTGGCAGCAGCGTGACCCAGCACTGCGGTACAGCGGAAGTGGTAAT
ATATTCGTCAARAAACCTTAAGGAGGAGGTAGACAGTCGGGAATTGAGTTTGATATTCAAGAAGTTT
GGTGAGATCCTTTCCTGCAAGGTGATGGACGAT GAGAGCGGGAAAAGTCGCGGTTACGGCTTTGTC
CACTTCAAGGACGACGATGCAGCCAAAGCCGCCATCGAGAARATGAACGGT GACGAACACGCCGAT
GCGGATAAGGCAGCACTGTATGTTGCCAATTTCATTCGTCGTAATGCCCGTCTTGCCGCACTTGTG
GCGAACTTCACGAACGTGTACATARAGCAGCTCCTTCCCACAGTTGATAAAGACGTTATCGAARRARD
TTCTTTTCGAAGTTTGGCGGCATCACGAGCGCAGCGATATGCAAAGACAAGAACGGTCGTGCATTC
GCCTTCTGTAACTTTGAAARACACGATGACGCAGTTARAAGCCATTGAGGCGTCACATGATCAAGAG
GTGGAAGGTGTTACGCAGCCTGGGGAGAAGT TGTACGTGCAGCGAGCTCAACCGAGAAGTGAGCGG
CTTATTGCACTCCGCCAAARATACATGCAGTGCCAGTCACTTGGARACAACTTATACGTCCGTAAC
TTTGACGCTGAGTTCACGGAARAAAGACCTCAATGAACTGTTCARAAGAGTACGGTGTTATTCGCAGC
TGCCGTGTGATGACCGATGCCAATGGCATAAGT CGCGGTTTCGGCTTTGTAAGTTTCGARAATGCG
GATCAGGCAAACGCCGCACTCCGTGARAATGAAT GGTCGTATGCTGAACGGGARACCTCTCGTTGTC
AACATTGCGCAGCGCCGTGACCAGCGCCTCACCATGCTGAAGT TACAGCTCCAGCAACGCCTGCAA
ATGATGATGCACCATATGCATCCTCCTCCGTTCGGTATGCCGGGGCATCCACTGCAGAGACGCAAT
GCCCGCAGTGGCGGCCGGGGCRAACCGTCCGCACCCACGTCAACARCAGCCACAACCTCAACCTGAG
CCGCAACCACCACTCGCCACTACGGTGCCACCAGCAGCGGCTCACAGCGTTATGTTTACCGCACCC
TCAATGGGTTTCTCCGCCGTACCCCGTACTCCTCAGGCATCACCTGCCATCGCTCCCGATACACCA
CCGCTGCCGCCCATCTCAGCTGAAGATCTGCAACARATGTCGGTGGACGAACRACGCGCCGCTCTG
GGITGACAGGCTCTACATTAAGGTGCATGAGCTT GCTCCGGATCACGCACCGAAAATTACTGGCATG
TTCCTTGAGATGAACCCTAAGGAGGCGTTAGCCCTCCTTTCCAACCCTAAACTAATGCACGAGAAG
GTTACAGAAGCCCTCTGTGTGCTAAAGGTACACGCCTCAAGCGCTTA?

1629

Figura 30 - Sequéncia do gene Tbpabpi. Sublinhado est4 representado o fragmento selecio-
nado para a realiza¢do do experimento de RNAI.
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Tabela 6 - Iniciadores utilizados para a clonagem do fragmento do gene Tbpabpi.

Nome do oligo Sequéncia Enzima
Tbpabpo11 For 5 — CGC CTC GAG ACT TAT ACG TCC GTA ACT TTG - 3’ Xhol
Tbpabp1629 Rev 5"~ GCC AAG CTT CTA CTC GTG CAT TAG TTT AGG GTT G - 3’ HindITl

O vetor responsavel pela producdo do dsRNA utilizado na técnica de RNAi em T bru-
cei, permite a transcricdo e formacdo de uma estrutura tipo grampo de cabelo (hairpin) do
inserto de interesse '°8. O vetor se integra nas regides espagadoras de rDNA (DNA ribossomi-
€0), pois possui um promotor forte induzido por Tetraciclina (Tet) (Figura 31). A integracdo
do vetor numa regido ndo transcrita do genoma de T. brucei resulta no estabelecimento de
uma linhagem celular estavel e a indugdo por tetraciclina, sendo observada a producédo de du-
pla fita de RNA (dsRNA) com concomitante degradacdo do RNA mensageiro alvo.

= = z T
= £ = % =
Kpnl
7 Tet Op (— a-tubulin Tt Op < T BemHl

=
|

TDNA spacer | ACT polya | BLE [sAS

Figura 31 - Ilustracdo esquematica de um vetor para RNAi em T. brucei; vetor stem-loop. Este tipo
de vetor possibilita a produgdo de uma dupla fita de RNA (dsRNA) através da formacao
de uma alga.

O vetor utilizado foi 0 p2T7 (Figura 32) gentilmente cedido pelo laboratério do Prof Dr
Sérgio Schenkman da Universidade Federal de Sdo Paulo. Este vetor tem a expressao da T7
RNA polimerase induzida, o que resolve o problema do transcri¢cdo do inserto sem a inducéo
com tetraciclina (vazamento do vetor), além disso, podemos clonar diretamente o produto
amplificado do fragmento do gene de interesse no vetor, pois 0 gene LacZ de preenchimento
possui um sitio da enzima de restricdo Eam11051 (Fermentas), que forma produtos de diges-
tdo contento nucleotideos T protuberante. Desta forma, € possivel clonar o produto de interes-
se, amplificando com alguma Taq DNA polimerase, que gera A nas extremidades 3’, proce-

dendo com a ligacdo diretamente.
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Figura 32 - Vetor p2T7

O fragmento amplificado, chamado de Tbpabplb, foi previamente adenilado como
descrito no item 3.3.1, Tabela 4, para posterior ligacdo no vetor p2T7. O vetor foi linearizado
com a enzima Eam1105I seguindo com a reacgdo de ligacao descrita no item 3.3.1,Tabela 5. O
produto ligado foi diretamente transformado em DHS5a pelo método descrito no item 3.2.2
usando contendo 100pg/mL de ampicilina. Utilizou-se cinco col6nias crescidas para extracao
do DNA realizada com o KIT Wizard Plus Minipreps DNA Purification System para avaliagcdo
de clones positivos.

A avaliacdo dos clones positivos foi realizada pela clivagem do fragmento Tbpabplb
utilizando-se os sitios de restricdo para as enzimas Xhol e Hindlll, utilizadas na clonagem do
inserto. Como ambas possuem o mesmo tampao para atividade 6tima, adicionou-se 5uL do
DNA extraido das colénias, 0,5uL de cada enzima (Xhol e Hindlll), 1uL de BSA e 2uL de
NEB buffer 2 em um volume final de 10uL. A reacdo foi incubada por 2h a 37°C, e todo o
volume foi aplicado em gel de agarose 1% para analise. Realizou-se também sequenciamento
do plasmideo recombinante utilizando-se os primers do préprio vetor, localizados anterior-
mente ao local da insercdo do fragmento. Os oligos estdo representados abaixo na

Tabela .

Tabela 7 - Oligonucleotideos do vetor p2T7

Nome do oligo Sequéncia

p2T7For 5’-CGC TCT AGA ACT AGT GGA -3’

p2T7Rev 5’ -CAG TGATAG AGATCT CCCC-3
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3.7.3 Transfeccao e selecao do clone Tbpabp1b

Para prosseguir com a transfec¢do do vetor recombinante nas células de T.brucei foi ne-
cessario lineariza-lo com a enzima de restricdo Not |. Para garantir sucesso na transfeccéo,
utilizou-se de 10 a 20ug de DNA linearizado em no maximo 20uL de volume. Para tanto,
partiu-se de uma concentracdo de 30ug de DNA para que, mesmo com as perdas no processo
de precipitagdo pos clivagem, a concentracdo final de DNA esteja dentro da desejada.

Assim, utilizou-se o sistema PureYield™ Plasmid Maxiprep System (PROMEGA) para
se obter essa quantidade de DNA plasmidial seguindo com a reacdo de linearizacdo descita na
Tabela 8.

Tabela 8 - Reacdo de linearizac¢ao do vetor recombinante p2T7/Tbpabp1b

Reacao de linearizacao Volume (uL)
Tampao da NEB buffer 3 (10x) 5
BSA 2
DNA p2T7/Tbpabpib 8
Not 1 5

Incubou-se a reagdo por 4h a 37°C e em seguida realizou-se uma extragdo com fe-
nol/cloroférmio e precipitagdo com etanol, o DNA plasmidial foi concentrado como descrito
na secdo 3.1.2 acima. Ao final do processo o DNA foi reidratado com agua deionizada estéril
e quantificado utilizando-se o0 NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) estabe-
lecendo-se o valor de 10-20ug de DNA. Para acompanhamento do sucesso da transfec¢éo
utilizou-se uma cultura transfectada com o DNA plasmidial de interesse e outra apenas com
4gua (controle negativa) e para cada transfecgdo utilizou-se um total de 2,5x10’ células.

Na preparacdo das células de T. brucei contou-se o numero de células por mL de cultura
utilizando-se uma cdmara de Neubauer seguido por centrifugacdo por 10min a 2200g de uma
aliquota de cultura contendo as 2,5x10" necessarias para o experimento, O sobrenadante foi
retirado, filtrado e reservado em geladeira (meio condicionado). Lavou-se as células com 7mL
de tampédo Cytomix (120mM KCI, 0,15mM CaCl,, 10mM K;HPO,4, 25mM HEPES, 2mM
EDTA, 5mM MgCly), centrifugou-se novamente por 10min/2200g, descartou-se o sobrena-
dante e ressuspendeu-se o sedimento celular com 400uL de Cytomix. Delicadamente entéo, o

contetdo foi depositado em uma cubeta de eletroporagéo.
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Utilizou-se uma cubeta para cada transfecgéo (controle e Tbpabplb) e utilizou-se 2 pul-
sos na configuracdo 1,6KV e 25uF com duragdo de aproximadamente 0,6mseg, intercalados
porcom 1min em gelo para cada cubeta. Transferiu-se rapidamente todo o contetdo eletropo-
rado para um garrafa (“garrafa mae”) contendo meio SDM-79 suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Gibco), 15ug/mL de G418 e 50ug/mL de hygromicina e 2,5ug/mL de fle-
omicina (antibiético de sele¢do).

Em uma placa de 24 pocos, adicionou-se ImL do meio da “garrafa mae”, e nos demais
pocos, 0,5mL do meio condicionado armazenado. Transferiu-se 0,5mL do primeiro poco da
coluna para o segundo (poco logo abaixo), homogeneizando seu contetdo delicadamente;
procedeu-se da mesma maneira do segundo para o terceiro, realizando uma diluicdo seriada
da cultura transfectada de ordem dois, buscando se isolar clones recombinantes.

Vedou-se a placa com plastico aderente e incubou-se em estufa a 24°C em camara umi-
da, para evitar que os pogos sequem. Acompanhou-se as placas diariamente para observar a
morte das células ndo transfectadas e crescimento dos clones resistentes a fleomicina. Os po-
cos que apresentaram bom crescimento celular foram repicados em uma nova garrafa conten-
do 10mL de meio seletivo para posterior congelamento de aliquotas dos clones e preparacao

para realizacdo das curvas de crescimento.

3.7.4 Inducao do silenciamento pela construcao p2T7/Tbpabp1b

Monitorou-se o crescimento diario de alguns clones com o intuito de se obter células
saudaveis e na fase de crescimento logaritmico. Uma vez atingida esta fase (~ 5x10° célu-
las/ml), uma das garrafas foi identificada como + Tet, na qual foi adicionada tetraciclina em
uma concentragdo final de 1pg/ml, indutor do processo de RNA1, durante todo o experimento.
A outra garrafa foi identificada como -Tet, isto €, ndo induzida e utilizada como controle ne-
gativo.

Apos inducdo de RNAI, células viaveis de ambas culturas (+Tet e -Tet) foram contadas
diariamente com uma Camara de Neubauer (durante periodo de 10 dias) para monitoramento
e comparacdo do crescimento. Durante esse periodo tanto a cultura +Tet como a -Tet foram
diluidas ao atingir uma alta densidade celular, no caso aproximadamente 2x10’ células/mL.
Mesmo ndo tendo atingida a densidade limite a cultura +Tet também foi diluida, garantindo o

mesmo tratamento para todas as culturas.



Materiais e Métodos | 101

3.7.5 Curva de Crescimento celular

Com o clone estavel estabelecido, procedeu-se com o0 acompanhamento diario do cres-
cimento da cultura. A contagem do numero de células foi feito sempre no mesmo periodo do
dia, retirando-se 10pL da cultura e diluindo 10x em meio novo. Dessa mistura, retirou-se
10pL para contagem na camara de Neubauer. Cada quadrante representa 1 x 10* células /mL
de cultura e a contagem foi realizada sempre em triplicata. Todos os clones e a cultura selva-
gem (Tbh2913) tiveram suas curvas estabelecidas antes de iniciar o experimento de silencia-
mento para ser avaliado o vazamento do vetor, ou seja, se 0 dSRNA de interesse estava sendo
expresso mesmo sem a inducdo por tetraciclina e quanto desse vazamento comprometeria 0

experimento.

3.7.6 Analise do efeito do silenciamento: morfologia celular

Para a analise da morfologia celular do clone Thpabplb/p2T7, as culturas —Tet e +Tet
foram examinadas em diferentes intervalos de tempo apds a inducdo por microscopia de con-
traste de fase e por fluorescéncia utilizando células fixadas e coradas com DAPI (4,6-
diamidino-2-fenilindol). Este corante permite a observacdo do DNA mitocondrial (kinetoplas-

to) e nuclear uma vez que forma um complexo fluorescente com DNA (Figura 33).

Figura 33 - Representacio estrutural da ligacdo entre o DAPI e a molécula de DNA. Quando
ligado a fita dupla do DNA a molécula absorve luz no comprimento de onda do ul-
travioleta (358nm) e emite em 461 nm, detectado com filtro azul *°.
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3.7.7 Analise do efeito do silenciamento : RT-PCR

Extracao do RNA total

Para avaliar o silenciamento efetivo do gene Thpabpl analizou-se 0 MRNA correspon-
dente por RT-PCR, para tanto, fez-se a contagem de células para analise mais precisa, sempre
utilizando o mesmo niimero de células em todas as extracdes de RNA total (1x10%cel/mL).

Apdbs contagem, o volume de cultura selecionado foi centrifugado por 15min a 2200g,
retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 1mL de Trizol, homogeneizando o sedimento para
permitir a lise das células. Transferiu-se para um novo tubo e acrescentou-se 200uL de cloro-
férmio, agitou-se no vartex por 15 seg e centrifugou-se por 15min a 20000g a 4°C . A fracéo
superiorfoi transferida para um novo tubo RNAse-free, adicionou-se 500 pL de isopropanol)
e incubou-se a -80°C por 1h ou a -20°C por 16 horas. Na manh& seguinte, centrifugou-se por
30min a 20000g a 4°C ¢ em seguida lavou-se com alcool 70%,centrifugando-se por 7min a
20000g a 4°C. Retirou-se 0 excesso de alcool com auxilio de uma pipeta e o tubo foi seco a
temperatura ambiente por 30 minutos. O RNA foi reidratado com 30pL de H,O deionizada
RNAse-free, quantificado em NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) e ar-

mazenado a -80°C para evitar degradacdo do RNA.

Sintese do cDNA

Para iniciarmos a reacdo com a enzima transcriptase reversa a amostra ndo pode conter
DNA, pois comprometeria a analise qualitativa do resultado do experimento. Assim, 0 RNA

total extraido foi tratado com DNAse, cuja reacdo esta representada na Tabela 9.

Tabela 9 - Reacao com DNAse

Reacdo DNAse Volume (uL)
Todo volume RNA total 30
DNAse 3
DNAse buffer 10x 5

H,O RNAse-Free 12
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Incubou-se a reagéo a 37°C por 1h e depois por 15min a 75°C para inativacao da enzi-
ma. Mediu-se novamente a concentragdo do RNA e diluiu-se todas as amostras (selvagem,
+Tet 24h, 48h e 72h, -Tet) para a mesma concentracdo de RNA, (8ug). Em seguida, para as-
segurar que o RNA da amostra esta livre de conformacdes ou estrutura secundaria, procedeu-
se com a reacgdo descrita na Tabela 10 sob a temperatura de 65°C por 5min seguido de incu-
bac&o no gelo por 1min.

Tabela 10 - Reacdo para desestruturacdo de dobramentos do RNA

Reacdo Pré RT-PCR Volume (uL)
8ug RNA X
Oligo(dT) ou randémico 1
dNTP mix 1

g.S.p 20pL H,O RNAse-Free

Para a avaliagdo da reducéo da molécula PABP1/mRNA na célula silenciada, utilizou-se
o primer Oligo(dT) (Promega). Esse iniciador se liga a cauda poli-A das moléculas de mMRNA
deixando uma extremidade 3’-OH livre que pode ser extendida pela enzima transcriotase re-
versa, sintetizando assim cDNA in vitro ™. Esse oligonucleotideo foi utilizado apenas nos
experimentos de avaliacdo do silenciamento do gene PABP1, pois sintetiza apenas cDNA de
moléculas ja processadas. Para os experimentos de avaliacdo de splicing, utilizou-se o random
primer.

O oligonucleotideo randémico (random primer) foi descrito em 1983 ° e é uma ferra-
menta fundamental na biologia molecular, pois permite construir uma fita complementar de
DNA de sequéncia desconhecida ou quando se deseja sintetizar copias de cada se¢do de DNA
proveniente uma mistura complexa. Esses oligonucleotideos sdo segmentos de DNA fita sim-
ples com apenas seis nucleotideos (conhecido como hexamero) e possuem todas as combina-
cOes possiveis de bases, ou seja, como todo hexametro esta representado, qualquer se¢do de
DNA sera complementada por esse primers e que consequentemente sera amplificado. Assim
ele foi usado com o intuito de amplificar os mMRNAs ainda ndo processados, para testa-los
posteriormente com iniciadores especificos para genes processados ou ndo. A Figura 34 abai-

X0 representa o funcionamento do random primer.
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Figura 34 - Trés exemplos de hexdmetros da amostra dentre todos os possiveis. Eles se ligam a
regides sobrepostas do mRNA para iniciar a sintese do cDNA.

Adicionou-se 4uL de tampéo First Strand buffer [5x], 1uL de DTT 0,1M e 1uL de
transcriptase reversa superscript 1l (200u/uL, Invitrogen). Misturou-se delicadamente com a
pipeta deixando descansar por 5min a 25°C e incubou-se a reacdo a 50°C por 1 hora e 70°C
por 5min para inativacdo da transcriptase reversa. Obtendo-se o cDNA que foi empregado nas
etapas seguintes.

Amplificacio do cDNA

A partir do cDNA sintetizado, realizou-se a reacdo de PCR semiquantitativa (25 ciclos)
com os oligos descritos na Tabela 6. Para verificar a auséncia do transcrito especifco de
PABP1, utilizou-se oligo que amplificam um fragmento de 718pb da PABP1 e como controle
de todas as reagdes utilizou-se o transcrito de 7 SL RNA, utilizando os inciadores 7SL1 e
7SL2 * apresentados na Tabela 11. A molécula de 7SL RNA se mostrou um controle adequa-
do, pois ndo sofre processamento por splicing, e ja havia sido utilizado em experimentos des-
sa natureza **. Além disso, utilizou-se oligos especificos da homéloga ThPABP2 (Thpabp2
RT For - CCAGAACCCTGCCGATGCTGAGA e Thpabp2 RT Rev - TGGCACAGTCGTCAATGGA-
AACCC) para verificar a especificidade do silenciamento.

3.7.8 Avaliacao do contetido de mRNA na cepa deficiente em Tbpabp1

Valendo-se da cepa AThpabpl, avaliou-se o efeito do silenciamento do gene Tbpabpl
nos processos de cis e trans-splicing. Diferentes condi¢fes foram empregadas para analise

funcional das alteragdes nas reacOes de cis e trans-splicing ao longo dos tempos de indugéo
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com tetraciclina. Para avaliacdo da reacdo de cis splicing foram utilizados os iniciadores CS1
e CS2, e para o trans-splicing foram empregados os iniciadores TS1 e TS2 para formas néo
processadas, e TS3 e TS4 (todos representados na Tabela 11) para formas processadas do gene

de a-tubulina, utilizando cDNA obtido com Random Hexamer Primer.

Tabela 11 - Iniciadores utilizadas nas reac6es de RT-PCR

Nome do iniciador Sequéncia
7SL1 5-TTGCTCTGT AACCTTC-3"
7SL2 5>-TCT ACAGTG GCG ACCTCAAC-3
Cs1 5’ -GTG CAG CGG CACTCC CAAAAC-3
CS2 5°-CGT TAA AAC AGATGG ACAAATC-3
TS1 5’ - GTA AGT GGT GGT GGC GTAAG -3’
TS2 5’—-GGC TAT CTG CATCCACATTG-3’
TS3 5>~ GCC TAC CACGAG CAACTCTC-3
TS4 5 GTA CTA TAT TGA TGC GTG ACG C - 3

94°C

4°C

25x

Figura 35 - Condic¢oes de amplificacdo por PCR

O diagrama a seguir demonstra esquematicamente os locais de anelamento dos iniciado-

res empregados na andlise funcional das reagdes de cis e trans-splcing (Figura 36).
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Figura 36 - Representacio esquematica das regides de anelamento dos iniciadores empregados na ana-
lise funcional das reagoes de cis e trans-splicing. CS1 e CS2 ligam-se ao éxon do transcrito de
Poli A Polimerase ndo processado (Pré-PAP) e processado (PAP); TS1 e TS2 anelam-se no
ex6n e intron, ainda nao processados do transcrito de a-tubulina (Pré- a-tub). Para avaliacao
do processamento do de o-tubulina, TS3 se liga em outra regido do éxon de a-tubulina, en-
quanto TS4 anela-se tanto no SL éxon quanto no éxon de a-tubulina (o-tub). E,éxon; I, in-
tron.

3.8 Separacao de células ativadas por fluorescéncia (FACS)

A técnica de FACS é utilizada para separar eficientemente uma mistura heterogénea de
células baseado em suas caracteristicas de diametro, espalhamento de luz ou de maneira mais
sofisticada utilizando marcador celular fluorescente especifico 1. As células marcadas sdo
separadas das ndo marcadas por um separador eletronico de células ativado por fluorescéncia,
um citdmetro de fluxo, no qual as células individuais deslocam-se em fileira inica com fluxo
preciso e atravessam um feixe de laser; a fluorescéncia de cada célula é medida de forma exa-

ta ®. A Figura 37 abaixo demostra brevemente o principio da técnica em questao.
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Figura 37 - A célula passa pelo feixe de laser e é monitorada pela fluorescéncia emitida. As goti-
culas contendo células tinicas sdo carregadas negativa ou positivamente, dependendc
da fluorescéncia acoplada a ela. As goticulas sdo entdo defletidas por um campo elé-
trico para tubos coletores de acordo com a carga inerente a elas. A concentragio pre-
cisa ser ajustada de maneira que a maioria das goticulas ndo contenha células e seja
descartada em um recipiente de residuos, juntamente com qualquer conglomerada
celular 8

A analise do efeito do silenciamento do gene PABP1 sobre o ciclo celular foi avaliada
com a técnica de FACS. Utilizando-se células com seu DNA marcado com iodeto de propideo
foi possivel separa-las por sua fase do ciclo celular, pois as diferentes fases apresentam dife-
rentes quantidades de material genético, estimando o numero de células em cada uma. Portan-
to, comparando-se os padrdes e porcentagens de células observados nas culturas transfectadas
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com Thpabplb ( —Tet e +Tet) foi possivel verificar se havia alguma diferenca entre as cultu-
ras.

Para as analises de ciclo celular no citdmetro de fluxo, as amostras foram preparadas
como previamente descrito *’. Aproximadamente 1 x 10° formas prociclicas de T.brucei fo-
ram centrifugadas a 1500g por 10 min, lavadas uma vez em PBS e novamente centrifugadas a
15009 por 10 min. O sedimento foi ressuspenso em 70% metanol/30% PBS e incubou-se a
4°C durante a noite. No dia seguinte as células foram novamente centrifugadas, lavadas uma
vez em PBS e ressupensas em 1 ml de PBS contendo 10 pg/ml de iodeto de propideo e 10
ug/ml de RNAse A. Incubou-se a 37°C por 45 min e asamostras foram processadas no cito-
metro de fluxo FACSCalibur (BD) usando o detector FL2. Os dados foram analisados com o
auxilio do programa CellQuest.

Para analise do ciclo celular por fluorescéncia, as células foram fixadas, aderidas e
permeabilizadas como descrito no item 3.6.1, coradas com 10 pg/ml de DAPI e visualizadas
em ao microscopio de fluorescéncia. Todo esse procedimento foi realizado no laboratério do

Prof. Dr Sergio Schenkman com auxilio da aluna Fernanda Costa e Dra Teresa de Jesus.

3.9 PTP-tag

A técnica de Tandem affinity purification (TAP) tem se mostrado uma ferramenta muito
eficiente para purificacdo de complexos protéicos em condicdes ndo desnaturantes & 7,
Para tanto, a proteina de interesse deve ser fusionada a uma tag, expressa no organismo ou
linhagem celular alvo de estudo. Essa tag contém dois dominios proteina A proveninentes de
Staphylococcus aureus e a um dominio proteina C derivada da vitamina K humana em substi-
tuicdo do peptideo calmodulina (CBP), presentes nos vetores tradicionais de TAP-tag. Ambos
0s epitopos sdo separados por regides espacadoras e por um sitio de clivagem para uma pro-
tease viral (Tabacco etch virus-TEV) essencial no primeiro passo de purificagcdo. Por esse
motivo a técnica utilizada é chamada PTP-tag (ProtC - TEV - ProtA) ¥

Nessa técnica, a proteina com a fusdo € primeiramente imobilizada em uma matriz que
promove uma interacdo de alta afinidade entre epitopos de proteina A e as esferas contendo
IgG . Realiza-se diversas etapas de lavagem antes da clivagem com a protease TEV. Ap0s
clivagem, a proteina de interesse funidida ao epitopo de Proteina C é submetida a novo passo

de purificacdo, onde ocorre a interagdo da proteina alvo em uma coluna contendo anticorpo
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monoclonal HPC4 imobilizado. A interacdo é dependente de ions calcio, e apds uma série de

lavagens, a proteina é finalmente eluida ao romper-se a interacdo epitopo-matriz, quelando o

célcio do sistema com EGTA/EDTA *#. A Figura 38 esquematiza a técnica acima descrita.

ProtA

PTP tag ProtA poes

Prots TEV

cterminal [T ] | [ ]

Proté ProtA TEV ProtC

N-terminal | | | |

binding of PTP-tagged
profein to 15 bead

release of PFTP-tagged
protsin by TEV profease
cleavags

binding of ProtC-tagged
protein to anti-FrotC bead in anti-Protl
the presence of Ca+ bead

I Y EGTACe

release of ProtC-tagged anti-ProtT
protein by chelating Ca2s b=ad

Figura 38 - Esquema da Tandem affinity purification com a PTP-tag. No topo da figura esta repre-
sentada a fusdo fora de escala contendo o epitopo ProtC, o sitio de clivagem da TEV, o
dominioProtA e as regides espagadoras. A proteina alvo esta representada pelo retangulo
listado.
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3.9.1 Construcao dos oligonucleotideos para clonagem da pabpi1 no ve-
tor pN-PURO-PTP

Os oligonucleotideos para o PTP-tag foram construidos para a adicdo do tag na porcao
N-terminal de cada proteina alvo. Para isso, 0 oligonucleotideo antisense (AS) sempre foi
complementar a porcédo terminal da regido 5’ da seqiiéncia de DNA que codifica para a prote-
ina alvo, sem a trinca de bases para o stop codon, e contendo o sitio de restricdo para Eag .
Em seguida foi necessario localizar um sitio de restrigdo Unico na seqiiéncia da proteina alvo e
que ndo estivesse presente no vetor pN-PTP, para ser utilizado na lineariza¢do do plasmidio
recombinado. Este sitio deveria estar numa posicdo de no minimo 150 pb do stop cddon, em
direg¢do a extremidade 3’. O oligonucleotideo antisense (AS) foi entdo construido com numa
regido de, no minimo, 150 pb do sitio de restricdo em direcdo a extremidade 3’, e contendo o
sitio de restricdo de Apa I.

Para a confirmagdo dos parasitas transfectados, um oligonucleotideo S 5’out foi cons-
truido fora da sequéncia amplificada, em direcdo a extremidade 3. Esse oligonucleotideo,
juntamente com o oligonucleotideo Thpabpl PTP inverso permitiram a verificacdo da inser-
¢ao do vetor na posicao correta no genoma do parasita.

Iniciadores especificos foram desenhados (Tabela 13) para clonagem em fase de leitu-
ra do gene PABP1 de T.brucei no vetor pN-PURO-PTP, permitindo que esta proteina seja
produzida fusionada ao PTP-tag, de acordo com a Figura 39. Os iniciadores especificos e a
reacao de amplificacdo estdo descritos nas tabelas 13 e 14 respectivamente.

Tabela 12 - Primers utilizados na técnica de PTP-tag de PABP1 de T. brucei.

Primer Sequéncia Enzima
prabpl PTP direto 5-GCGGCCGCTGGCGGCATCACGAGCGCAGCGATATGCAAAGAC-3’ Notl

Tbpabp1 PTP inverso 5'- TCTTCCAGGGCCCTTAAGCGCTTGAGGCGTGTACCTTTAGCAC-3’ Apal
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Figura 39 - Mapa dos vetores e pN-PURO-PTP.

Tabela 13 - Reacfo de amplificacdo do gene pabp1 para clonagem no vetor pN-PTP PURO

Reacdo de amplificacéo Volume (uL)
Tampéo da Taq (10x)
dNTP (n=A,G,C,T)
Primer 5° (10uM)

Primer 3’ (10uM)
DNA genbmico Thrucei 50ng/uL
Taqg DNA polimerase (50u/pL)
H,0 q.s.p 50

[ S S =N NS, |

Apbs a amplificacdo, o produto de PCR foi separado em gel de agarose 1%, visualizado
por coloracdo de brometo de etideo e iluminacdo ultravioleta. O fragmento de interesse foi
cortado do gel e purificado utilizando o Kit Perfectprep Gel Cleanup (Eppendorf), de acordo
com especificacdes do fabricante.

Procedeu-se com a reacdo de digestdo do vetor pN-PURO-PTP com as enzimas Notl e
Apal contendo 5ug de vetor, 2uL de cada enzima, 5pL de tampdo NEB buffer 4, 5uL de BSA
e 18uL de H20. Incubou-se a reacdo por 3h a 25°C e 20min a 65°C para inativacdo das enzi-
mas, e 0s produtos de digestdo foram purificados a partir do gel.

Para reacdo de ligagdo utilizou-se 175ng do vetor digerido, 175ng de inserto
ThPABP1/PTP amplificado, sendo producéo de ligacdo transformado em E. coli DH5a com-
petente. Cinco colbnias recombinantes foram selencionadas para confirmagdo da clonagem
por PCR de col6nia, utilizando-se os iniciadores listados na tabela 13. Também se empregou
digestdo com as enzimas Notl e Apal para confirmagéo da clonagem.

Para transfeccdo o plasmideo recombinante foi linearizacdo com a enzima Nsil (corta o

gene PABP1 em apenas 1 ponto). Para tanto, adicionou-se 5uL do DNA recombinante pN-
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PTP/PABP1 (10 - 20ug), 1pL da enzima Nsil, 1puL de buffer R 10x e 3pL de H,O e incubou-
se a reacdo por 2h a 37°C. Utilizou-se gel de agarose 1% para confirmar a linearizacéo e o
produto foi purificado do gel utilizando o Kit Perfectprep Gel Cleanup (Eppendorf), de acor-

do com especificacOes do fabricante.

3.9.2 Transfeccao e selecao de clones Tbpabp1/pN-PTP

Para transfeccdo do plasmideo utilizamos uma concentracédo final de 10ug de plasmideo
pN-PTP/PABPL1. Culturas de 10 ml de formas prociclicas (1x10°-10" parasitas/mL) de T. bru-
cei (cepa 427) foram centrifugadas por 7 min/3.000g/TA. O sobrenadante foi descartado e os
parasitas lavados com 2 ml de tampdo ZPMF 1X (132mM NaCl; 8mM KCI; 8mM Na,HPO,
(Merck); 1,5mM KH,PO,4 (Merck); 1,5mM MgOAc.4 agua (Sigma); 90uM CaOAc, (Sigma),
7 min/ 3.000xg/TA e ressuspensos em 390ul de ZPMF 1X.

Para a tranfeccdo, os DNAs e parasitas foram colocados em cubeta de eletroporacéo
(Gene Pulser Cuvette - BioRad) e eletroporados ultilizando pulso de 1,5 kV, 25 uF, 50 Ohms
(Gene Pulser Il - BioRad). Apos a eletroporacdo os parasitos foram transferidos para uma
garrafa contendo 10ml de meio sintético SDM-79 *3 ¢ 20pg/ml de puromicina (Sigma), mar-
cador de selecdo do vetor pN-PURO-PTP.

Em um tubo de 50 mL, foram misturados 2,5 ml dos parasitos da garrafa anterior (para-
sitos transfectados), 2,5mL de parasitos 427 ndo transfectados, 7,5mL de meio de cultura e,
distribui-se 250uL dessa mistura em 48 pocos de uma placa de poliestireno de 96 pogos esté-
ril, incubada em camara Umida a 28°C, para o isolamento de clones transfectados. Ap6s 10
dias de selegdo dos clones, foram utilizados 40ug/ml de puromicina (Sigma) para garantir a
presenca somente de parasitas transfectados.

Para confirmagdo dos clones positivos por Western Blotting, foram cultivados 5 x
10’cel/mL que foram centrifugadas por 7min a 2200rpm, lavadas com PBS 1x estéril e res-
suspensas em vortex com 150puL de tampdo de amostra 3x. Aplicou-se 15uL desse extrato de
proteina total em gel SDS-page 10%, transferiu-se as proteinas para membrana de nitrocelulo-

se e utlizou-se o anticorpo comercial anti-ProtA (Sigma) como descrito no item 3.5.2.
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3.9.3 Extrato para a purificacao das proteinas PTP-tag

Um litro de cultura (fase log - 1x10’ parasitas/ml) foi centrifugado por 10
min/2.700xg/2°C, o sobrenadante descartado e os parasitas lavados 2 vezes com 40mL de
tampdo tryps wash (tabela 2) gelado, ressuspendendo no vértex e centrifugando por 7
min/2.700xg/2°C. Determinou-se o0 volume do sedimento (aproximadamente 0,5mL), que foi
lavado com 30mL de tampdo de transcricdo gelado (150 mM sucrose - Sigma; 20 mM &cido
glutdmico - Sigma; 20 mM HEPES-KOH — Sigma, pH 7,7; 3 mM MgCl,), centrifugou-se por
10 min/3300g/2°C e o sedimento foi ressuspenso no mesmo volume de tampé&o de transcrigéo
gelado, incubando-se em gelo por 20-30 min.

A ruptura da célula e liberacdo da fracdo protéica soltvel foi realizada com o equipa-
mento French Press com seis ciclos com pressdo de 2000 high. Os ciclos foram executados
até a quebra de aproximadamente 70% dos parasitas (observado em microscopio 6tico co-
mum). O extrato foi aliquotado em fragdes de 1 ml, congelado em nitrogénio liquido e arma-
zenado a -80°C. Cada fracédo foi chamada de Y4. Para determinacdo da concentragdo protéica
dos extratos celulares e proteinas purificadas foi utilizado o reagente de Bradford (BioRad),

de acordo com instrucdes do fabricante.

3.9.4 Imunoprecipitaciao com IgG-sepharose

Essa etapa é necessaria para averiguar a ligacdo do dominio ProtA as contas de IgG
sepharose. Para tanto, uma aliquota de 1ml de extrato do parasita (Y4), correspondente a 2-
4x10° células, foi descongelada e colocada imediatamente em gelo. Adicionou-se 100ul do
tampé&o de extracdo gelado (1,5M KCI; 20mM Tris-HCI pH 7,7; 3mM MgCl,; 0,5mM DTT,;
1% Tween 20) em tubo previamente gelado. Cada aliquota do extrato foi adicionada a um
tubo contendo o tampé&o de extragdo, misturando-se rapidamente (invertendo o tubo 3 vezes) e
incubando por 20 min em gelo. Enquanto isso, 60uL de IgG sepharose (Fast Flow, GE) foram
equilibradas em 800uL de tampao PA-150 (150mM KCI; 20mM Tris-HCI pH 7,7; 3mM
MgCl,. 0,5mM DTT e 1% Tween 20), centrifugando-se por 30 segundos a 3.000xg e manten-

do-se o tubo em gelo.
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O tubo com extrato foi centrifugado por 15 min/21.000xg/2°C e o sobrenadante transfe-
rido para outro previamente colocado em gelo, centrifugando-se novamente por 3 min e 0
sobrenadante adicionado a outro tubo gelado, correspondente ao extrato nuclear de T. brucei
transfectado. A 20ul desta amostra adicionou-se 25ul tampdo de amostra para realizagdo do
Western Blotting (esta fragdo foi denominada de input). Adicionou-se 100uL de extrato nu-
clear ao tubo contendo IgG-sepharose previamente equilibrada, juntamente com 300uL de
tampdo PA-150, mantendo-o sob agitacdo leve a 4°C por 1 hora. Apds centrifugacdo a
3.000xg por 30 segundos, este sobrenadante foi denominado de fragdo ndo ligada, e 1gG-
sepharose (fragdo ligada) foi lavada cinco vezes com 800uL de PA-150. Amostra do sobrena-
dante e das contas foram separadas para realizacdo do Western Blotting utilizando anticorpo

anti-proteina A (Sigma).

3.9.5 Producao do extrato protéico em larga escala

Apbs verificacdo da primeira etapa da purificacdo do epitopo ProtA, realizou-se o mes-
mo experimento de extracdo da fracdo protéica do clone PTP/ PABP1 porém em uma escala
maior, visando uma maior quantidade de proteina purificada com seus ligantes ao final da
etapa. Assim sendo, foram utilizados 4L da cultura PTP/ PABP1 na fase logaritmica de cres-
cimento (1 x 10’cel/mL de cultura). O crescimento foi feito gradualmente, iniciando com
10mL, passadas 24 horas o volume foi aumentado para 100mL, 500mL, 1L, 2,5L e 3L sempre
em intervalos de 24 horas de crescimento em baldo volumétrico sob leve agitacdo e a 24°C; as
demais etapas de lise e congelamento do Y4 foram realizadas da mesma maneira descrita an-

teriormente no item 3.8.4.

3.9.6 Purificacao em tandem da proteina Tbpabp1/pN-PTP

Para a purificagéo utilizou-se 15mL do Y4 extraido anteriormente (15 eppendorfs con-
gelados). Como na imunoprecipitacdo, adicionou-se 100ul do tampao de extragdo gelado
(1,5M KCI; 20mM Tris-HCI pH 7,7; 3mM MgCly; 0,5mM DTT; 1% Tween 20) em tubo pre-
viamente gelado. Cada aliquota do extrato foi adicionada a um tubo contendo o tampéo de
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extragdo, misturando-se rapidamente (invertendo o tubo 3 vezes) e incubando por 20 min em
gelo. Nesse intervalo, preparou-se a coluna de IgG (poly-prep chromatography columns 0,8 x
4cm — BioRad 731-1550) com 260uL de 1gG sepharose (IgG fast flow — Amersham) obtendo
300uL de volume empacotado. Lavou-se a resina empacotada com 50mL do tampéo PA-150
(150mM KCI; 20mM Tris-HCI pH 7,7; 3mM MgCl,. 0,5mM DTT e 1% Tween 20).

Centrifugou-se os tubos com o extrato protéico por 15min a 2°C/2000g transferindo
cuidadosamente a fracdo soltvel para um tubo eppendorf previamente refrigerado. Os tubos
foram novamente centrifugados por 3min/2°C/2000g reunindo todo o contetdo em um tubo
de 15mL (aproximadamente 6mL) e uma amostra foi retirada para posterior anélise em gel
SDS-PAGE. Para protecdo do conteudo de proteinas da amostra, 500uL de inibidor de pro-
tease (Roche- complete, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets) previamente
dissolvido no tampéo PA-150.

A resina foi incubada com o extrato celular por 2h a 4°C sob leve agitacdo, e apds a
resina decantar, coletou-se o material que passou pela resina (flow through) retirando uma
amostra para analise em gel SDS-PAGE. A resina foi novamente incubada com 10mL de
tampdo PA-150 por 10min a 4°C sob leve agitacdo, deixando drenar por gravidade. Esse pas-
so foi repetido mais duas vezes até para lavar quaisquer ligacOes inespecificas na resina. Para
a eluicgéo, incubou-se as contas de 1IgG com 2mL do tamp&o TEV (150mM KCI; 20mM Tris-
HCI pH 7,7; 3mM MgCl,. 0,5mM EDTA pH8,0; 1ImM DTT e 1% Tween 20) e 300u de TEV
protease (AcTev-Invitrogen) por 16h a 4°C sob leve agitacéo.

Apbs as 16h, a coluna contendo 260uL de Anti-protC Affinity Matrix (Roche) foi mon-
tada e lavada com 50mL de tampdo PC-150 (150mM KCI; 20mM Tris-HCI pH 7,7; 3mM
MgCl,. 0,5mM DTT, 1% Tween 20 e ImM de CaCl,). O eluido da Tev foi coletado e lavado
com mais 4mL de PC-150. Todo esse volume foi reunido e acrescido de 7,5uL de CaCl, (1M)
e 500uL de inibidor de protease (Roche) e incubado com a matriz anti-protC para o segundo
passo de purificacdo, ficando por 2h a 4°C sob leve agitacao.

A matriz foi lavada 3 vezes com tampdo PC-150 e a proteina eluida com 600uL de
tampdo EGTA/EDTA preparado no momento do uso (5mM Tris-HCI pH 7,7; 10mM EGTA,;
5mM EDTA e 20ug de Leupeptina), mantendo-se agitacdo moderada por 5min a temperatura

ambiente. Uma amostra foi retirada para analise em gel SDS-PAGE.
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4 Resultados
4.1 Clonagem do gene Tbpabp1
4.1.1 Clonagem no vetor pGEM-T e sequenciamento

Para obtencdo do produto de PCR utilizado na clonagem utilizou-se DNA genémico de
T. brucei recém extraido. Apds a padronizacdo da reacdo, o produto da amplificacdo foi puri-
ficado para retirada de bases néo incorporadas e iniciadores e, quantificado (Figura 40, painel
A). Procedeu-se com a reacdo de ligacdo no vetor de clonagem pGEM-T (Promega) e trans-
formacgdo em célula de E. coli DH5a competente. Dentre as coldnias brancas escolheram-se
duas para realizacdo de uma reacdo de clivagem do inserto com as respectivas enzimas de
restricdo que flanqueiam o gene de interesse (Figura 40, painel B) para analise de clones.
Ap0os sequenciamento dos clones positivos, os mesmos foram utilizados para subclonagem do

gene PABP1 em vetor de expresséo.
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Figura 40 - Eletroforese em gel de agarose (1%) corado por brometo de etidio. Painel A: MM, Massa
Molecular 1 kb plus (Invitrogen); 1, Gene pabp1 amplificado do DNA genoémico de T. bru-
cei; Painel B: MM, Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen); 1, Teste de clivagem da coldnia
1; 2, teste de clivagem colonia 2, mostrando a banda clivada na altura esperada do gene
pabp1.
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4.1.2 Subclonagem no vetor pET28a

O clone 1, apresentado na figura 28, obtido na clonagem em pGEM-T foi digerido com
as enzimas de restricdo BamH | e Xhol, cujos sitios de clivagem foram inseridos nos iniciado-
res especificos. O produto da digestdo (Figura 41, painel A) foi purificado e ligado ao vetor
pET28a previamente digerido com as mesmas enzimas (Figura 41, painel B). O produto da
ligacdo foi transformado em E.coli DH5a, € o DNA plasmidial das colnias positivas subme-
tido a uma reacdo de PCR utilizando os iniciadores do vetor pET28a, T7 e T7 terminator
para verificacdo. Observou-se a amplificacdo de um fragmento em torno de 1600
bp,considerado positivo (Figura 41, painel C), prosseguindo-se com 0s experimentos de ex-

pressao.
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Figura 41 - Eletroforese em gel de agarose (1%) corado por brometo de etidio. Painel A: MM. Massa
Molecular 1 kb plus (Invitrogen); 1. vetor pET28a linearizado com as enzimas Xhol e
BamHI; Painel B: MM. Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen); 1. Produto de PCR amplifi-
cados com iniciadores especificos e clivado com as enzimas Xhol e BamHI. Painel C: MM.
Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen); 1-7. Amplificacdo do DNA extraido das colonias
transformadas, apenas colonia 4 foi positiva.
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4.2 Expressao de proteina recombinante

O clone positivo foi transformado em E. coli BL21 (DE3) pLysS competente e a supe-
rexpressao foi confirmada com um ensaio piloto de expressdo (utilizando apenas 5mL de cul-
tura de célula). Observou-se uma banda de aproximadamente 63KDa corresponde a predi¢do
de massa da PABP1 (dado nédo apresentado). Apesar da expressao heteréloga do gene PABP1
de T. brucei ter ocorrido de forma satisfatoria, a proteina permaneceu insollvel apoés a lise da
celula.

Apos diversas tentativas variando-se a concentracdo do agente indutor IPTG, tempera-
dura, tempo e volume de expressdo, padronizou-se a expressao como descrito na secdo 3.3.2
resultando em uma concentracdo de proteina soltvel suficente para prosseguir com os ensaios

de purificacdo por afinidade. O teste de solubilidade esté apresentado na Figura 42.

66KDa —P
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’
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Figura 42 - Eletroforese em gel SDS-PAGE (15%) corado por Comassie Brilhante R-250. Expressdo
de pabp1 recombinante. 1. MM. Massa Molecular; 2.amostra ndo induzida (sem IPTG);
3. inducao por 4 horas com 0,1 mM de IPTG; 4. Fragio insolavel; 5. Fracgao solavel.

4.3 Purificacao da proteina recombinante PABP1

4.3.1 Precipitaciao com sulfato de amoénio
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A proteina PABP1 recombinante foi induzida em grande volume de meio de cultura
(2L), as bacteérias tiveram suas membranas lisadas por ultrasonicacéo e a fragdo soltvel obtida
foi submetida screening inicial, variando se a concentracdo de sulfato de amonio de 10 a 80%
(dado néo apresentado). Definiu-se que a condicdo de trabalho mais satisfatoria seria a fracéo

soltvel apds precipitacdo com 50% de sal (Figura 43).

160% S60% 150% 7550%

=

Figura 43 - Eletroforese em SDS-PAGE (15%) corado por Comassie Blue R-250 demonstrando a purifi-
cacdo de PABP1 recombinante por precipitacido com sulfato de amoénio; MM. Massa Molecu-
lar; 1. Fracgdo insolavel apds adicdo de 60% de sulfato de aménio; 2. Fracao soltvel com 60%
de SA ; 3. Fracdo insolavel com 50% de AS; 4. Fracao soltivel com 50% de sulfato de amoénio.

4.3.2 Cromatografia de afinidade ao Niquel

Apos precipitacdo com sulfato de amdnio, a proteina passou por uma cromatografia de
afinidade utilizando resina de sulfato de niquel imobilizado. Com o resultado obteve-se uma
fracdo de aproximadamente 2mg/mL de proteina solGvel, representada na Figura 44. Apesar
dos passos de purificacdo empregados, a pureza da proteina ndo atingiu os patamares necessa-
rios para prosseguir com os experimentos de SAXS, além disso, a proteina se mostrou bastan-

te instavel em solucéo, impedindo os experimentos de cristalizacdo inicialmente propostos.
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Figura 44 - Eletroforese em SDS-PAGE (15%) corado por Comassie Blue R-250 demonstrando a
purificacdo de PABP1 recombinante, a partir da fracdo soltivel. MM, Massa molecular
em kDa; 1. Pré-coluna (fracdo solavel da lise); 2. Flow through; 3. Lavagem com 10mM
de imidazol; 4. lavagem com 50mM de imidazol; 5. Elui¢do com 100mM de imidazol; 6.
Eluicdo com 250mM de imidazol.

4.4 Western Blot

4.4.1 Deteccao da proteina PABP1 recombinante

A proteina purificada foi quantificada, concentrada a 2mg/mL e enviada ao laboratorio
da professora Heloisa Sobreiro Selistre de Araujo do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
da Universidade Federal de Sdo Carlos para injecdo em camundongo Balb/C. Observou-se
que o soro coletado apresentou reatividade até o titulo de 1:500, como demonstrado na Figura
45 abaixo.

<= 63KDa

Figura 45 - Western Blotting da proteina PABP1 recombinante revelado com anticorpo policlonal anti-
PABP1 obtido em camundongo. 1. Massa Molecular; 2. soro de camundongo contendo an-
ti-PABP1 diluido 1:100; 3. 1:200; 4. 1:500. A seta indica a reagdo contra a proteina PABP1.


http://www.dcf.ufscar.br/index.php?lnk=doc&doc=3
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4.4.2 Deteccao da proteina PABP1 em tripanosomatideos

Para detectar a presenca de PABP1 nativa, o extrato protéico total de T. brucei foi obti-
do para a realizagdo da técnica de Western Blotting utilizando anticorpo policlonal anti-
PABPL. Os resultados apresentados na Figura 46 permitiram observar a presenga de banda em
torno de 60kDa, indicativa da presenca da proteina PABP1 no extrato protéico de T. brucei
até diluicdo 1:1000 do soro. Aléem disso, estes dados indicavam que o anticorpo obtido pode-
ria ser utilizado na técnica de imunofluorescéncia, na tentativa avaliar a localizacéo celular da

proteina PABP1, e relaciona-la com sua funcéo.

175KDa  —»
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Figura 46 - Deteccdo da proteina nativa em tripanosomatideos com anticorpo anti-PABP1 por
Western Blotting com dilui¢des do soro 1:200, 1:500, 1:800 E 1:1000, respectiva-
mente.

4.5 RNA de interferéncia

4.5.1 Clonagem do fragmento do gene pabp1 no vetor p2T7

Primeiramente, realizou-se a amplificacdo do fragmento do gene PABP1 a partir de
DNA gendmico extraido de T. brucei. O produto (apresentado na Figura 47, painel A) foi
diretamente ligado ao vetor p2T7 previamente linearizado (Figura 47, painel B). As coldnias

foram entéo testadas por PCR de colbnia (Figura 47, painel C).
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Figura 47 - Eletroforese em gel de agarose (1%) corado por brometo de etidio. Painel A:
MM. Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen); 1, Fragmento de 718pb do gene
pabp1 amplificado; Painel B: MM. Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen); 1,
vetor p2T7 linearizado; Painel C: MM. Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen);
1,3,5,7,9. DNA extraidos das col6nias crescidas ap6s ligacao; 2,4,6,8,10. Reagao
de amplificacido com iniciadores especificos do fragmento Tbpabpib/p2T7.

4.5.2 Inducao do silenciamento

Escolheu-se assim o clone referente a coldnia 1 da Figura 47 para linearizacdo com a
enzima de restricdo Notl e posterior transfeccdo, por eletroporacdo, em céulas de T. brucei
2913 com a construcdo Thpabplb/p2T7. A selecdo clonal foi feita utilizando 2,5ug/uL fleo-
micina (selecdo por resisténcia do vetor p2T7) e diluicdo seriada de ordem 2. Os clones obti-
dos foram cultivados em maior escala e posteriormente congelados a -80°C para preservagédo
antes da inducdo do RNA..

O crescimento celular tanto da cultura induzida (+Tet), quanto da ndo induzida (-Tet)
foi monitorado diariamente, através de contagem do namero de células em camara de Neu-

bauer. O acompanhamento foi realizado por aproximadamente 10 dias, e mostrou que as cul-



124 |Resultados

turas +Tet e -Tet apresentavam crescimento diferenciado. Apds 72 horas de inducdo, as célu-
las da amostra +Tet apresentaram um crescimento aproximadamente 55% menor do que 0
crescimento da amostra -Tet, como pode ser visualizado no grafico que expressa a curva de

crescimento (Figura 48).
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Figura 48 - Grafico representativo da curva de crescimento obtida para o clone Thbpabp1b das amostras
induzidas (+Tet) e ndo induzidas (-Tet). A escala logaritmica do numero de células auxilia na
padronizacdo da curva de crescimento apos as dilui¢oes realizadas nos dias 4 e 8.

4.5.3 Efeitos da diminuicao da expressao de PABP1 no parasito

Com o proposito de descrever o fenotipo e avaliar as alteracdes morfologicas decorren-
tes da interrupcdo da expressdo do gene PABPL a cultura celular induzida foi observada por
microscopia de contraste de fase e fluorescéncia. Para a analise da integridade do DNA nucle-
ar e mitocondrial (kinetoplasto), e determinacdo das estruturas presentes na célula, o corante
DAPI, especifico para DNA, foi utilizado. Tais experimentos foram realizados em células
com 1 e 2 dias de inducdo do RNAI, e é possivel observar que apos 24h diferencas morfologi-
as ja podem ser observadas. Como controle, foram utilizadas células selvagens da linhagem
de T.bruci 29-13 e células da cultura -Tet (transfectadas, mas com a maquinaria de RNAI néo-
induzida).
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Nas imagens da Figura 49 é possivel notar que ndo apenas a relacdo numérica (1:1) en-
tre nacleo e kinetoplasto foi alterada com a inducdo do RNA de interferéncia, mas que as cé-
lulas estad com seus ciclos celulares desorganizados. Nas figuras C e D ap0s 24 e 48h de in-
ducao respectivamente € possivel observar alteracdes no formato da célula bem como na divi-
sdo celular que, descontrolada, acumula nucleos e kinetoplastos. Esse resultado demonstra
uma dependéncia clara da proteina PABP1. A alteracdo no ciclo celular e a caracteristica apo-

ptética da célula interferida foram uma constante nas células com mais de 36h de inducéo .

DAPI

Figura 49 - Imagens de microscopia de contraste de fase (CF), marcada com DAPI e a sobreposi¢io das
duas imagens (MERGE). Painel A: Célula selvagem da cepa 29-13 ; Painel B: controle —Tet
(célula transfectada mas ndo onduzida); Painel C: +Tet ap6s 24h de indugdo; Painel D:
+Tet apos 48h de indugio

“ A prancha 49 esta apresentada em melhor resolucdo em papel de foto na sesséo anexo.
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4.5.4 Reacoes de RT-PCR para avaliacao do efeito do silenciamento

Analises da transcricdo do gene de PABP1, apos inducdo (clone C1 com tetraciclina),
demostraram reducdo no nivel de mRNA especifico a partir de 24 horas e atingindo 0 maximo
de inibicdo apo6s 72 horas (Figura 50). Estes dados sugerem que o gene PABP1 € essencial
para parasita, uma vez que sua auséncia causa forte reducao no crescimento normal do parasi-
to. O efeito do silenciamento do gene PABP1 em célula de mamiferos (HelLa) foi recentemen-

te testado e também se mostra essencial para esse tipo de célula *®,

+ Tet

oh 24h 48h 72h

S A S e 7 ST, RNA

+ Tet
oh 24h 48h 72h
h —— TbPABP1
+ Tet

oh 24h 48h 72h

B B B R | T1pABP:

Figura 50 - RT PCR semi-quantitativa para analise da abundancia da proteina TbPABP1; Utili-
zou-se ainda a molécula de 7 SL RNA (como controle positivo da reagdo) e
TbPABP2 para assegurar a especificidade da técnica empregada.

4.5.5 Citometro de fluxo

A analise realizada por FACS indicou que apés quatro dias de inducdo houve um acu-
mulo de células na fase <G; do ciclo celular (Figura 51, painel B). Nessa fase a célula perma-

nece indefinidamente na intérfase, ou seja, a célula aumenta o seu volume, tamanho e nime-
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rode organelas cumprindo assim suas atividades vitais e reunindo condigdes para se dividir

novamente, divisdo essa que nas células induzidas ndo acontece. No painel A da Figura 51

observa-se um grafico de barras que indica o numero de parasitas em cada fase do ciclo celu-

lar (ciclo mitético), o grafico resultante do programa CellQuest esté apresentado no painel B.
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Figura 51 - Duas representacoes dos Graficos da Citometria de fluxo; parasitos corados com
DAPI (DNA) foram separados pela diferenca na quantidade de fluorescéncia emiti-
da. Como cada fase do ciclo celular apresenta uma quantidade de DNA o numero
de parasitos em casa fase pode ser estimado. Células —Tet (Nao induzidas, NI) fo-
ram comparadas com células +Tet (Induzidas, I) por 4 dias.

4.5.6 Avaliacao da participacao de PABP1 na reacao de cis e trans-

splicing

Apbs confirmacdo da reducdo do nimero de transcritos especificos de PABP1 no expe-

rimento de RNAI, as mesmas células induzidas com tetraciclina foram empregadas na avalia-

cao da funcdo da proteina nas reacdes de cis e trans-splicing.
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Uma reacdo de RT-PCR semi-quantitativa (25 ciclos) demostrou que ao longo do tempo
de inducdo observa-se reducdo no nivel de trancrito processado de a-tubulina (banda de apro-
ximadamente 750 pb) e acumulo da forma ndo-processada (banda de aproximadamente 150
pb referente a pré- a-tub), confirmando a participacdo de PABP1 na reacdo de trans-splicing
(Figura 52, painel C e D).

Em relagdo ao cis-splicing, a participacdo da PABP1 foi verificada utilizando uma rea-
cao de RT-PCR, cujos iniciadores foram direcionados para o gene da enzima Poli-A polime-
rase (PAP), previamente descrito ® como sendo processado por cis-splicing. Os iniciadores
sintetizados para esta reacdo foram capazes de se ligar nos exons, flanqueando o Unico intron
encontrado neste gene (Figura 36). Ao longo do tempo de indugdo com tetraciclina foi possi-
vel observar acimulo de transcritos ndo processados de PAP (banda de aproximadamente 780
bp), e reducdo no nivel de transcritos maduros (banda de aproximadamente 130 bp), confir-
mando que PABP1 também participa na reacdo de cis-splicing em tripanosomatideos (Figura
52, Painel B). Estes resultados demonstram que a proteina PABP1 é essencial também em
tripanossomatideos para a correta execucdo das reacdes de cis e trans-splicing resultado até

entdo inédito para suas homdlogas em outros organismos.

+ Tet
A) oh 24h 48h 72h
-l . ’ ’ 7S] RNA
B) + Tet
oh 24h 48h 72h
Pré-PAP
- — PAP

continua
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continuacéo

+ Tet
®) oh 24h 48h 72h
Pré a-tubulina
D) + Tet

oh 24h 48h 72h

a-tubulina

Figura 52 - PCR semiquantitativo para anélise do envolvimento da proteina PABP1 com processo de
splicing; 7SL RNA (como controle positivo quantitativo de reac¢do), transcrito de Poli A Po-
limerase nao processado (Pre-PAP) e transcrito de Poli A Polimerase processado; transcrito
de tubulina nao processado (Pré a- tubulina), transcrito de a-tubulina processado durante
0, 24, 48 e 72 horas de indugdo com tetraciclina.

4.6 Imunofluorescéncia

4.6.1 Imunolocalizacao

Com o anticorpo policlonal produzido em camundongos foi possivel realizar experi-
mentos de localizacdo celular valendo-se da fluorescéncia emitida pelo anticorpo secundario
Alexa Fluor® 488 Green (Invitrogen). O resultado estd apresentado na Figura 53 e mostra
localizagdo citoplasmatica da proteina ToPABP1', verificada em seguida por ensaio de mar-
cacdo dupla.

* A prancha da figura 53 esta apresentada em melhor resolucéo em papel de foto na sesséo anexo
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DAPI anti-ThPABP1 Merae CF

Figura 53 - Painel A e B representando a imunolocaliza¢ao da proteina ThPABP1. Imagens de
microscopia de contraste de fase do parasito marcado com DAPI (DNA), com anti-
corpo anti-ThPABP1 e sobreposicao das imagens (Merge). O contraste de fase esta
representado em CF.

4.6.2 Ensaio de marcacao dupla

Nos ensaios de imunofluorescéncia foi possivel observar, em parasitas prociclicos, um
padrdo de marcacdo organizado com estruturas interconectadas no citoplasma semelhante a
localizacdo de proteinas do reticulo endoplasmatico (Figura 53). Para investigarmos a que
estrutura celular a proteina alvo poderia estar associada, realizou-se um ensaio de dupla mar-
cacdo utilizando-se o anticorpo anti-PABP1 e o anticorpo anti-proteina BiP (binding protein)
da familia da hsp70 (heat shock protein) residente especifico do reticulo endoplasmatico. O
resultado mostra visivel sobreposi¢do das imagens de fluorescéncia (Figura 54), indicando

que a proteina de fato co-localiza com a BiP, tendo assim uma localizaco reticular na célula®.

* A prancha da figura 54esta apresentada em melhor resolugdo em papel de foto na sessdo anexo.
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DAPI a-TbPABP1 a-TbBiP Merge

Figura 54 - Painel de marcacao dupla utilizando os anticorpos TbPABP1 e o marcador de reticulo en-
doplasmatico TbBiP incubados com parasitas da cepa Tb427 selvagem. Também estdo re-
presentadas as marcacoes com DAPI (DNA) e o contraste de fase (CF). A sobreposi¢io das
imagens (Merge) indica localizagdo reticular da proteina de interesse TbPABP1.

4.6.3 Deteccao Tbpabp1 citoplasmatica no nucleo sob estresse com

actinomicina D

Com o experimento de imunolocalizacdo caracterizamos a PABP1 como uma proteina
preferencialmente citoplasmatica, de acordo com o que se encontra na literatura em relacéo as
suas homélogas em Leishmania major *** e humanos *® e diferente da Pabl de S. cerevisiae
que apresenta apenas uma homéloga atuando nos dois compartimentos *22. Porém nos expe-
rimentos realizados com o gene pabpl silenciado indicaram um possivel envolvimento da
proteina PABP1 no mecanismo de splicing, via essa que se processa no nucleo da célula.

Um estudo de 1998 mostrou que a PABP1 humana esta constantemente em transito en-

184

tre nicleo e citoplasma 3 (revisado em 2010 *8). No caso dos kinetoplastidas, foi descrito
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recentemente em estudo com Trypanosoma cruzi, um subconjunto de proteinas ligantes de
RNA (RNA binding proteins-RBPs) envolvidas particularmente com o metabolismo do
MRNA e que se acumulam no nucléolo como resposta especifica ao estresse celular iniciado
por condigdes externas especificas, como heat shock ou agdo de inibidores. Além disso, foi
observado no mesmo trabalho utilizando RNA-FISH, o acimulo do RNA poliadenilado no
nacleo em resposta as mesmas condi¢des adversas a célula. Como a cauda poli-A tem a PABP
ligada a ela, a retencdo do mensageiro poderia também reter a proteina PABP1 no nucleo,
esclarecendo se esta tem também uma etapa nuclear.

Para observacgdo desse fendtipo, que explicaria o efeito no splicing obtido com o expe-
rimento de interferéncia, foi utilizada a droga actinomicina D como descrito nos experimentos
referenciados acima. Essa droga tem sido utilizada para andlise das modificacfes pos-
transcricionais em tripanossomatideos *® pelo seu efeito inibitério da transcrigio.

Ap0s incubar a cultura de células T brucei, cepa 427, com concentracdes crescentes da
droga actinomicina D, as laminas foram observadas para verificar a provavel relocalizacéo
nuclear a TOPABP1 . A prancha apresetada na Figura 55 apresenta em A um controle com
células da linhagem 427 ndo expostas a droga por 24h, em seguida (B, C e D) estdo as ima-
gens dos parasitas tratados com 10, 20 e 50ug de ActD respectivamente. O resultado demons-
tra a migracédo parcial da proteina para o compartimento nuclear sob condigdo de estresse ce-
lular causado pela droga ®.

§ A prancha da figura 55 esta apresentada em melhor resolucéo em papel de foto na sessdo anexo.
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Figura 55 - Painel de imunolocalizacio utilizando o anticorpo a-TbPABP1 em parasitos da cepa
Tb427 com diferentes tratamentos; A. Th427 sem incubacdo com a droga, controle
negativo; B. Parasita incubado com 10ug de ActD por 24h; C. Parasita incubado com
20ug de ActD por 24h; D. Parasita incubado com 50ug de ActD por 24h; observa-se
relocalizagdo nuclear desde a primeira incubacdo com a droga.

Para validar o resultado obtido, 0 mesmo procedimento foi realizado com a cultura
transfectada com a TOPABP1/PTP-tag, contendo cauda com dois dominios de proteina A Essa
caracteristica possibilita a detec¢do da proteina através do anticorpo policlonal comercial anti-
ProtA. O resultado obtido confirmou o que se observou anteriormente, validando ndo apenas a
especificidade do anticorpo anti-TbPABP1 produzido, mas também o resultado do experimen-
to, corroborando a hipétese da presenca da proteina TOPABP1 no compartimento nuclear sob

condicdes especificas (Figura 56)" .

“* A prancha da figura 56 esta apresentada em melhor resolugdo em papel de foto na sesséo anexo.
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Figura 56 - Painel de imunolocalizacio utilizando o anticorpo a-ProtA em parasitos da cepa trans-
fectada TbPABP1/ptp-tag com diferentes tratamentos; A. TbPABP1/ptp-tag sem incu-
bagao com a droga, controle negativo; B. Parasita incubado com 10ug de ActD por 24h
marcado com o anticorpo anti-Proteina A; C. Parasita incubado com 20ug de ActD por
24h marcado com o anticorpo anti-Proteina A; D. Parasita incubado com 50ug de
ActD por 24h marcado com o anticorpo anti-Proteina A; observa-se relocalizacao nu-
clear desde a primeira incubagdo com a droga.

4.7 PTP-tag

4.7.1 Clonagem no vetor pN-PURO/PTP

A reacdo de amplificacdo do gene PaBP 1 gerou um fragmento de aproximadamente
1000pb (Figura 57, painel A). Em seguida, digeriu-se o vetor pN-PURO-PTP com as enzimas
cujo sitio flanqueiam o gene de interesse, Notl e Apal, e realizou-se a reacdo de ligagéo. Fo-
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ram selecionadas 6 coldnias positivas que foram testadas por PCR de colonia (Figura 57, pai-
nel B), sendo que delas duas foram testadas por digestdo com as enzimas citadas acima

(Figura 57, painel C). Por fim, o plasmideo foi linearizado com a enzima Nsil para ser trans-

fectado (Figura 57, painel D).

MM 1

1500pb —»

MM 1 2

linearizado

w
<= 4000pb “ < Plasmideo
-~

1500pb —»

Figura 57 - Eletroforese em gel de agarose (1 %) corado por brometo de etidio. Painel A: Produto
de PCR amplificado com iniciadores pabp1-PTP especificos. MM. Massa Molecular 1
kb plus (Invitrogen) em nucleotideos; 1, amplificacdo de pabp1-PTP; Painel B: MM.
Massa Molecular 1 kb plus; 1-6, colonias positivas testadas; Painel C: Digestao de um
clone positivo de pabp1-PTP. MM. Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen) em nucleo-
tideos; 1, Produto da digestdo; 2, plasmideo ndo digerido. A seta indica a banda de
1020pb desejada; Painel D: linearizacdo do plasmideo para transfeccio em célula de
T. brucei 427. MM. Massa Molecular 1kb plus. 1, plasmideo nfo linearizado; 2, plas-
mideo linearizado com enzima Nsil.

4.7.2 Verificacao de trés clones positivos por Western blotting

O vetor pN-PURO-PTP contendo a sequéncia que codifica para PABP1 (do ATG ao
stop codon) fusionada ao PTP na por¢do N-terminal inseriu-se no genoma do parasita para a
producédo da proteina e, apés diluicdes seriadas, alguns clones foram isolados. Para verifica-

cao da insergdo correta da sequéncia alvo no genoma, realizou-se a reagdo de PCR com oligo-
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nucleotideos Thpabp911 For (out) e TOPABP1 PTP inverso, que resultou na presenca de uma
banda de ~720 pb, como esperado (Figura 58, Painel A). O mesmo clone também foi analisa-
do para a producdo da proteina fusionada ao PTP-tag utilizando Western Blotting revelado
com o anticorpo anti-proteina A (Figura 58, Painel B). Na figura, a canaleta 1 representa um
extrato de proteina de uma cultura de T. brucei cepa 427 néo transfectada (controle negativo),
na canaleta 2 foi utilizada uma cepa transfectada com o vetor pC-PTP/PSTK como controle
positivo do experimento. Os trés clones testados apresentam uma banda de aproximadamente
80kDa (60kDa da PABP1 + 19 kDa do tag PTP), demonstrando que o parasita incorporou o

vetor e foi capaz de expressao a proteina alvo com a etiqueta como esperado.
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Figura 58 - Painel A Eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado por brometo de etidio dos produtos
de PCR amplificados com iniciadores especificos: 1, T. brucei cepa 427, controle negativo;
2, T. brucei transfectado com PABP1; Painel B - Western Blotting do extrato nuclear reve-
lado com o anticorpo anti-Proteina A (dilui¢do ¥2.000): 1, T. brucei cepa 427 (nao trans-
fectada); 2, T. brucei transfectado com PSTK-PTP tag (controle positivo); 3-5, Trés clones
selecionados transfectados com PABP1-PTP tag. As setas indicam as bandas de interesse.

4.7.3 Imunoprecipitacao com IgG Sepharose

Ap0s confirmacdo da expressdo da proteina de fusdo, o extrato nuclear proveniente de
uma cultura de T. brucei transfectado (Y4), foi testado em relacdo a capacidade da proteina A
presente na fusdo de ligar-se a resina de IgG-Sepharose. Este teste foi importante, pois a espe-
cificidade dessa ligacdo é determinante para o sucesso da técnica de PTP-tag. PABP1 fusio-
nada a cauda do PTP-tag demonstrou alto grau de ligacdo a resina contendo IgG, como apre-
sentado na Figura 59. O controle negativo desta reacdo indicou a incapacidade do anticorpo

secundario anti-1gG de coelhos em reconhecer a 1gG imobilizada na resina.
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Figura 59 - Western Blotting da imunoprecipitacdo com IgG-Sepharose com anticorpo anti-Prot A
(dilui¢do 1:2.000); 1, Input, extrato protéico de T. brucei transfectado; 2, Sobrenadan-
te (nao ligado); 3, Controle negativo, apenas IgG-Sepharose.; 4, Imunoprecipitacao
(proteina ligada a IgG-Sepharose). A seta indica a banda da proteina de interesse.

4.7.4 PTP-tag

Apos realizar as verificaches necessaria, o experimento de PTP-tag foi realizado em
maior escala utilizando-se 4L de cultura de T. brucei transfectado com pN-PURO
PTP/PABPL. Primeiramente realizou-se a purificacdo utilizando a matriz de IgG Sepharose
valendo da interagdo da mesma com o epitopo de Proteina A fusionada a proteina, seguiu-se
com a clivagem de parte da cauda no sitio da protease TEV. O material eluido foi entdo sub-
metido a uma segunda purificacdo na qual a proteina C tem afinidade pela matriz imobilizada
com anticorpo anti-proteina C na precensa de fons Ca*. A eluicdo foi realizada quelando o
Ca*? e consequentemente interrompendo a afinidade entre proteina e matriz. O resultado apre-
sentado no gel SDS-page da Figura 60 demonstra que ao final do processo foi possivel obser-
var até 4 bandas de proteinas indicando possiveis ligantes naturais da PABP1. N&o foi possi-
vel verificar a identidade dessas proteinas devido a sua baixa concentracdo. Apos repeticdo do
experimento aumentando o volume de cultura, as amostras serdo analisadas por espectrome-

tria de massa para identificacdo das mesmas.
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Figura 60 - Eletroforese em SDS-Page 12,5% da purificagio em tandem do PTP-tag corado com
reagente Sypro Ruby; 1. Padrdo de massa molecular; 2. Input y4; 3. Flow through
beeds de anti-ProtA; 4. TEV eluato; 5. Eluido com Ca*2 da IgG sepharose anti-ProtC
(proteina alvo mais os seus ligantes). Em destaque pela seta a banda correspondente a
proteina ThPABP1
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5 Discussao

Considerando o nimero de fungdes associadas com a poli-Abinding protein e suas inte-
racBes tanto com o RNA quanto com outras proteinas, as questdes ndo respondidas estdo em
maior nimero do que evidéncias que possuimos sobre ela. Atualmente a buscar é por entender
em quais dentre tantas funcGes a PABP € essencial para a célula. O consenso mostra que a sua
habilidade em reconhecer o mMRNA e combinar funcdes recrutando outros elementos celulares
séo os fatores essenciais de sua atuacao.

Kinetoplastidas sdo considerados bons modelos celulares para entendimento de funcfes
e processos bioquimicos e celulares, pois sdo um grupo divergente dos eucariotos bastante
distante evolutivamente dos animais, plantas e fungos *%.

Ateé entdo, os homologos da poli-A binding protein 1 tem sido descritos em diversos

tripanosomatideos; o primeiro a ser identificado foi o gene de T. cruzi (TcPABP1) *¥' e

127

m
seguida 0 homélogo em T. brucei (TbPABP1), " apresentando 88,7% de similaridade com
TcPABP1. Ja em Leishmania major foram descritas 3 PABPs e a LmPABP1 apresenta apenas
35% de identidade de sequéncia com suas homologas T. cruzi e T. brucei e a relacdo de ho-

mologia entre elas est4 sendo reavaliada diante da baixa identidade verificada .

O envolvimento de PABP1 na traducéo tem sido bastante investigado % % %° hem
como sua atuacdo no processo de poliadenilacdo/deadenilacdo 2* e exportagdo do mRNA do
nticleo *. Porém, algumas publicagdes recentes que tratam de protefnas envolvidas no proces-
samento do mRNA, especificamente por splicing **, utilizando proteinas Sm % e proteinas
ligantes de U1 snRNP como isca *, apresentam a PABP1 como um ligante natural desses
complexos .

A davida ainda ndo esclarecida aponta para a possibilidade da PABP ser um dos elos
entre as maquinarias de splicing e poliadenilacio via U1 snRNP em eucariotos ®2. Sua ligacéo
ao complexo de U1 é bastante interessante, uma vez que a funcdo de U1 snRNP em tripanos-
somas sempre foi uma questdo intrigante pois era atribuida exclusivamente ao processo de
cis-splicing **°. Por sua vez em outros eucariotos, U1 snRNP (principalmente sua proteina
U1A) parece ter funcdo na poliadenilagdo por associacdo com a PAP (poli-A polimerase) ***
evento esse que é dependente da PABP1.

A relacdo entre trans-splicing e poliadenilagdo em tripanossomatideos j& havia sido su-

103, 192 - 1

gerida, % propondo que esse acoplamento permite que durante o processo de spli-

cing/poliadenilacdo sequéncias sinalizadoras no prée-mRNA sdo mascaradas, gerando transcri-
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tos intermediarios (processamento incompleto) que ndo podem ser traduzidos e precisaram
sofrer nova clivagem para gerar mMRNAs monocistronicos ***, uma maneira elegante do para-
sita realizar um controle da expressdo génica.

Nossos resultados nesse sentido mostram clara influencia da TOPABP1 nos processos de
cis e trans splicing do mRNA, sustentando a hipétese anteriormente proposta de acoplamento
dos dois processos uma vez que PABP1 € a primeira proteina ligante da cauda poli-A gerada
pela poliadenilacdo. A idéia de uma regulacdo génica mediada pelo processo de spli-
cing/poliadenilacdo é comum em metazoarios, mas pouco explorada em organismos unicelu-
lares *®. No entanto, os sinais celulares que determinam qual gene e quando seu transcrito
sera “ativado” permanece uma incognita. Nesse sentido os resultados apresentados aqui po-
dem contribuir para a discussao de quais elementos celulares estdo envolvidos na regulacao da
expressao génica nos tripanossomatideos, na busca dos fatores celulares aos quais se ligam as
proteinas chave para 0s processos determinantes na viabilidade do mRNA, na sua maturacao e
processamento pos transcricional.

Outro guestionamento levantado foi a relacdo entre o estresse induzido pela variacao de
microambiente entre 0s estagios de vida do parasita e sua resposta mediante a essa mudanca e
qual a relacdo dessa variagdo com a plasticidade fisiolagica dos kinetoplastidas.

Esses organismos unicelulares séo capazes de rearranjar sua expressao génica princi-
palmente com duas finalidades: i) otimizar sua sobrevivéncia em resposta a mudangas ambi-
entais; ii) para dar inicio a uma cascata de alteracdes bioquimicas e moleculares que alteram
seu estagio no ciclo celular para adaptar-se a novas condi¢des do hospedeiro. Nos dois casos,
a alteracdo da expressdo do seu arsenal génico esta relacionada com mudancas transcricionais
(sua frequéncia) e/ou variacBes pds-transcricionais como maturacdo do pré-mRNA, exporta-
cdo do mRNA do n(cleo, meia vida do mRNA e eficiéncia de traducdo '*, eventos nos quais,
sem excecdo, a poli-A-binding protein esta envolvida.

Sob esse panorama, nossos resultados, juntamente com a literatura, nos permitem pro-
por que a TOPABP1 pode ser uma das proteinas na interface desse processo de regulacdo da
expressao génica, figurando como uma proteina ligante do MRNA e também com capacidade
de se ligar a outras proteinas envolvidas no metabolismo do mRNA como ferramenta para a
modulacédo da expressao génica nos kinetoplastidas. Essa hipotese € corroborada pelo resulta-
do do experimento de RNA de interferéncia que indica dependéncia do parasita pela proteina
PABP1; se ela de fato media a ligacdo do mRNA com fatores de transcricdo, sua auséncia

seria realmente letal ao parasito, como foi observado.
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A separacdo das fungdes associadas as PABPs nuclear e citoplasmatica também mere-
ceu destaque. Em mamiferos, o compartilhamento das fungdes, na qual ambas as PABs se
ligam ao mesmo mRNA tem sido fortemente suportado por resultados experimentais 2,
Em kinetoplastidas, o estudo das PABPs de Leishmania major sustenta a idéia de funcdes nao
redundantes entre as homdlogas citoplasmatica e nuclear; PABP1 participa essencialmente no
inicio da tradugdo no citoplasma e a PABP2 atua no metabolismo do mRNA no nucleo. Ainda
mais intrigante é a presenca de uma terceira PABP nesse organismo com funcéo similar a da
PABP2, mas que ndo apresenta homélogos em T. cruzi nem em T. brucei *®.

Em contradicdo com essa hipotese, outras RNA-binding proteins (RBPs) como a
TcUBP, um conhecido ligante da TcPABP1, tem papel na estabilizagdo/degradagdo do mRNA
no citoplasma. Essa proteina apresenta-se parcialmente localizada no nucleo em condigdes
celulares normais e um grande acimulo no mesmo compartimento sob condicGes de estresse
causado por arsenito **’. Esses dados sugerem que algumas RBPs podem fazer a ligacéo entre
0s processos de metabolismo do mRNA dentro e fora do nucleo, mesmo tendo diferentes me-
canismos de transito entre os compartimentos. Os resultados obtidos com a TOPABP1 de relo-
calizacdo nuclear também contradiz a hipétese de ndo redundancia de func@es citoplasmaticas
e nucleares da PABP1 em L. major. Nossa hipotese € que seu transito ndcleo-citoplasma sob
condicGes especificas pode indicar uma funcdo na reorganizacao dos genes ativos mediante as
mudancas no microambiente em que o parasita estd exposto. Ligada a mMRNAs especificos,
sua relocalizacdo parcial observada nos nossos experimentos podem representar a entrada de
genes especificos que precisam ser desativados no ndcleo em resposta a condi¢bes do ambien-
te e manutencdo de outros genes ativos na traducdo no citoplasma, uma vez que também ob-
servamos sua presencga no citoplasma sob as mesmas condigdes. A PABP1 entdo apresenta
funcdo nos dois compartimentos, diferente do que se propunha anteriormente.

Um trabalho recente utilizando a droga Actinomicina D, potente inibidor de transcricdo,
mostrou um panorama das PABPs em kinetoplastidas. Os resultados mostraram que tanto a
PABP1 de T. cruzi quanto PABP2 de L. mexicana, migram para o nucleo celular sob acdo da
droga, mais especificamente para o nucléolo celular, resultado ndo observado com a PABP2
de T. brucei. Diferentemente do que se imaginava, a proteina TOPABP2 estd localizada no
citoplasma sob condic¢des normais e ndo sofre relocalizagdo ou migracéo para o nucleo quan-
do exposta ao inibidor *** 1% Nossos resultados juntamente com os apresentados na literatura
criam um impasse sobre as fungdes das PABPs entre os kinetoplastidas e mais ainda entre as

homologas de T. brucei.
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Os resultados obtidos nesse trabalham respondem algumas questdes e também adicio-
nam variantes a esse cenério. Sob condi¢cdes padrdo a TOPABPL1 é observada no citoplasma
celular, como previsto entre os homaélogos em kinetoplastidas, apesar disso, sua auséncia im-
plicou em alteracdes significativas nos eventos de splicing que sdo essencialmente nucleares.
Onde entdo atuam as duas homdlogas PABP1 e PABP2 em T. brucei? Por que Leishmania
possuem 3 homologos de PABP com fungdes ndo redundantes nos compartimentos e T. bru-
cei e T. cruzi possuem apenas duas homologas e com fungdes semelhantes?

Nossos experimentos de dry lab em parceria com o aluno José Fernando Bachega estdo
sendo realizados para tentarmos usar a técnica de modelagem por homologia comparando 0s
modelos dentro e fora do grupo dos kinetoplastidas na busca de respostas filogenéticas para
essas perguntas.

Sabe-se também que a importacdo da TcPABP1 para o nucleo € um processo ativo,

energia dependente **?

, assim pode-se assumir ser esta uma resposta celular especifica e ndo
uma consequéncia da desorganizacdo da maquinaria da célula frente a presenca do inibidor.
Extrapolando o resultado para a homologa em T. brucei, a relocalizacdo da proteina foi consi-
derada um evento celular valido para a reorganizacédo da célula diante do agente externo, uma
vez que ao cessar a adicdo do inibidor, a condicdo citoplasmatica da TOPABP1 era recupera-
da.

Juntos, esses dados levam a uma reflexdo sobre as funcdes da proteina de interesse no
parasita: i) em T. brucei a separacdo de funcdes e compartimentos entre PABP1 e PABP2 nédo
acontece tdo definidamente quanto em L. major uma vez que TbPABP1 esta envolvida com
splicing no nucleo e relocaliza para esse comportamento sob condicBes especificas e
TbPABP2 ndo possui localizacdo nuclear em condigdes normais; ii) a presenga dos homolo-
gos com fungbes mas abrangentes pode ser uma forma do parasito modular a expressdo géni-
ca e consequentemente a sintese protéica mediante a diferenciacdo celular do mesmo nos seus
estagios de vida; iii) a sequéncia da TOPABP1 possui sinalizagdo para entrada no ndcleo e a
mesma pode ser umas das proteinas envolvidas no transporte do mRNA através da membrana
nuclear sem necessariamente haver troca do sitio de ligacdo das PABPs 1 e 2 na cauda poli-A
do mRNA durante o transito nucleo-citoplasma.

Sendo assim, a relocalizacdo pode ser explicada de duas formas que ndo sdo mutuamen-
te excludentes. A primeira é que sob condi¢des normais a PABP1 tenha uma fase nuclear que
é evidenciada pela inibicdo da transcri¢do e a segunda é que a relocalizagdo nuclear pode ser
um sensor de estresse, uma resposta celular mediadora que sequestra mRNAS especificos para

mudar os padrdes de expressao génica diante do novo cenario. Essa hipotese também foi utili-
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zada para explicar alguns fenémenos de relocalizagdo nucleolar de outras RBPs %, e que po-

dem ser extrapolados na nossa argumentacao.

Reunidos, nossos dados expandem para os tripanossomatideos a idéia ja existente entre
0s metazoarios de PABPs com fungdes ndo limitadas a compartimentos. Nossos resultados
suportam essa hipétese tanto pela observacéo da participacdo da PABP1 no splicing quanto
pela sua migracdo para o nicleo em ambientes adversos ao parasita. Sendo os kinetoplastidas
um ramo ancestral na divergéncia dos eucariotos, analisar as relacdes entre elas pode ser bas-
tante util no entendimento da filogenia das PABPs bem como no entendimento dessa via bio-

quimica no parasita e identificacdo de possiveis alvos bioquimicos promissores para inibicao.
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6 Conclusoes e Perspectivas

e A producdo da proteina recombinante ocorreu de maneira satisfatoria e anticorpos espe-
cificos foram produzidos. Apesar disso a mesma se mostrou muito instavel para prosse-
guir com 0s experimentos estruturais. Para tanto, modificagdes nos protocolos de ex-
presséo e purificagédo estdo sendo realizadas pelo aluno de mestrado Gustavo Lima que
seguird com os estudos estruturais das homélogas ToPABP1 e TOPABP2

e O experimento de RNAi mostrou que a TbPABP1 é vital para o parasita e que na sua
auséncia as células ficam estacionadas na fase < G; do ciclo mitético, acumulando nu-
cleos e kinetoplastos. Esse experimento ainda possibilitou que usadssemos a cepa recom-
binante TOPABP1/p2T7 para realizar as analises do contelido de mRNA na auséncia da
proteina em estudo

e O anticorpo anti-PABPL1 foi utilizado para detectar tanto a proteina recombinante quan-
to a proteina nativa no parasito. Além disso, possibilitou a avaliacdo da localizagéo ce-
lular da proteina PABP1 sob condi¢fes normais e com tratamento com o inibidor de
transcricdo Actinomicina D

e O experimento de PTP-tag est4 sendo repetido em maior escala para que a amostra final
possa ser detectada por espectometria de massa em colabora¢do com o Instituto Carlos
Chagas em Curitiba.

e Estudos de modelagem molecular estdo sendo realizados com o auxilio dos alunos de
doutorado José Fernando Bachega e Victor Caldas e o aluno de mestrado Gustavo Lima
em busca de aperfeigoar a construcdo da proteina recombinante visando os experimen-
tos de cristalizacdo além de buscar um enfoque filogéntico no estudo da proteina, com-

parando-a com seus homologos entre os tripanossomatideos € em grupos externos.
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Pranchas 3o flucrescincia



Figura 49 - Imagens de microscopia de contraste de fase (CF), marcada com DAPI e a sobre-
posicdo das duas imagens (MERGE). Painel A: Célula selvagem da cepa 29-13
; Painel B: controle —Tet (célula transfectada mas n&o onduzida); Painel C: +Tet
apos 24h de inducdo; Painel D: +Tet apos 48h de indugéo.



anti-TbPABP1 CF

Figura 53 - Painel A e B representando a imunolocalizacdo da proteina TbOPABP1. Imagens de microscopia de contraste de fase do
parasito marcado com DAPI (DNA), com anticorpo anti-TOPABP1 e sobreposicdo das imagens (Merge). O contraste de
fase esta representado em CF.



o-ThPABP1

Figura 54 - Painel de marcagéo dupla utilizando os anticorpos TOPABP1 e o marcador de reticulo endoplasmatico ThBiP incubados
com parasitas da cepa Th427 selvagem. Também estdo representadas as marcacdes com DAPI (DNA) e o contraste de
fase (CF). A sobreposicao das imagens (Merge) indica localizacao reticular da proteina de interesse ToPABPL.
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Figura 55 - Painel de imunolocalizacgdo utilizando o anticorpo anti-TbPABP1 em parasitos da cepa Tb427 com diferentes tratamen-
tos; A. Th427 sem incubagdo com a droga, controle negativo; B. Parasita incubado com 10ug de ActD por 24h; C. Pa-
rasita incubado com 20ug de ActD por 24h; D. Parasita incubado com 50ug de ActD por 24h; observa-se relocaliza-
c¢ao nuclear desde a primeira incubagdo com a droga.

»
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Figura 56 - Painel de imunolocalizagao utilizando o anticorpo a-ProtA em parasitos da cepa transfectada ToPABP1/ptp-tag com dife-
rentes tratamentos; A. TOPABP1/ptp-tag sem incubacdo com a droga, controle negativo; B. Parasita incubado com 10ug de
ActD por 24h; C. Parasita incubado com 20ug de ActD por 24h; D. Parasita incubado com 50ug de ActD por 24h; observa-
se relocalizacdo nuclear desde a primeira incubagdo com a droga.






