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RESUMO

SILVA, Ivan Rosa e. Caracterizacdo bioquimica e biofisica de proteinas especificas
envolvidas no SL trans-splicing de Trypanosoma brucei. 2016. 238 p. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Séo Carlos, 2016.

O SL trans-splicing (do inglés, spliced leader trans-splicing) catalisado pelo spliceossomo em
Trypanosoma brucei € responséavel pelo processamento dos pré-mRNAs policistrénicos em
mRNAs maduros. Esta maquinaria € associada a partir de pequenas particulas
ribonucleoproteicas nucleares (SNRNPs) U1, U2, U4/U6 e U5 constituidas de pequenos RNAs
nucleares (ShNRNASs), um complexo canbnico de sete proteinas Sm (SmB, SmD3, SmD1, SmD2,
SmE, SmF e SmG) e fatores proteicos especificos. O nlcleo de proteinas Sm de T. brucei
apresenta variacbes com funcdes desconhecidas, como a substituicdo do heterodimero
SmD3/SmB por Sm16,5K/Sm15K na snRNP U2, e de SmD3 por SSm4 na snRNP U4. Na
primeira parte deste trabalho, investigou-se a interacdo destes diferentes complexos Sm
recombinantes com 0s snRNAs U2, U4 e U5 obtidos por transcricdo in vitro. Todos 0s
complexos apresentaram alta afinidade pelo shnRNA cognato. Observou-se, ainda, que apenas
0 ndcleo Sm que contém Sm16,5K/Sm15K associado ao SnRNA U2 interage com alta afinidade
com U2A’/U2B”’. Adicionalmente, foi obtida a estrutura cristalografica de U2A’/U2B’’ de T.
brucei, que revela uma organizacgdo similar aquela ja descrita para ortélogas de Homo sapiens.
Entretanto, h4 um desvio de pelo menos 6 A no ponto médio da alca carregada positivamente
no dominio RRM de U2B’’ para a acomoda¢ao do snRNA U2. Além disso, observou-se uma
longa hélice-a adicional na extremidade C-terminal de U2A’. A analise dos trés nicleos Sm de
T. brucei a partir da combinagdo de modelagem molecular e espalhamento de raios-X a baixo
angulo revela estruturas de barril-f altamente torcido com interior carregado positivamente para
interacdo com snRNAs. A principal diferenca entre as estruturas encontra-se nas extremidades
C- e N-terminal dos variantes de proteinas Sm, possivelmente para interagdo com U2A’ no
braco 1 do spliceossomo, no caso de Sm15K/Sm16,K, e com U5-220K e U5-200K no corpo do
spliceossomo, no caso de SSm4. Na segunda parte deste trabalho, a expressdo homéloga da
proteina U5-200K de T. brucei completa e do produto truncado no seu cassete
helicase/ATPase/Sec63 N-terminal levou a copurificacdo de um subcomplexo de snRNP U5
composto por U5-220K, U5-116K, U5-40K e U5-Cwc21, sendo que a proteina recombinante
completa ainda copurificou as proteinas Sm. Experimentos de imunolocaliza¢do mostraram que
a proteina U5-200K truncada ndo € direcionada ao nicleo, como € o caso da proteina completa.
As células que expressam a proteina truncada apresentaram um defeito de crescimento
significativo, e os processamentos de pré-mRNA por cis- e SL trans-splicing foram
ligeiramente afetados, ja que a proteina truncada ndo entra no ndcleo, onde deveria exercer sua
atividade. Os resultados apresentados indicam a formacdo de um subcomplexo de snRNP U5
ainda no citoplasma, sendo que as proteinas Sm devem ser um sinal para o seu transporte
nuclear mediado por importina-B. Em leveduras, a proteina Aar2 substitui U5-200K no
citoplasma, regulando assim a biogénese de sSnRNP U5, porém esta proteina ndo foi identificada
em T. brucei. Os resultados apresentados neste trabalho contribuem como o primeiro estudo
estrutural de proteinas spliceossomais de um parasita do homem e também com novas
informagdes sobre a biogénese das particulas ribonucleoproteicas U2 e U5 de T. brucei.

Palavras-chave: SL trans-splicing. Spliceossomo. Proteinas Sm. U5-200K. Trypanosoma brucei.






ABSTRACT

SILVA, lIvan Rosa e. Biochemical and biophysical characterization of specific proteins
involved in Trypanosoma brucei SL trans-splicing. 2016. 238p. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Instituto de Fisica de Séo Carlos, Universidade de Séo Paulo, Sdo Carlos, 2016.

The spliced-leader (SL) trans-splicing catalyzed by the spliceosome in Trypanosoma brucei is
responsible for processing polycistronic pre-mRNAs into mature mRNAs. The spliceosome
machinery is assembled by small nuclear ribonucleoproteins (snRNPs) U1, U2, U4/U6 and U5
that are composed by small nuclear RNAs (snRNAs), a canonical complex of Sm proteins
(SmB, SmD3, SmD1, SmD2, SmE, SmF, SmG) and specific factors. The Sm core peculiarly
varies in T. brucei, where SmD3/SmB are replaced by Sm16.5K/Sm15K in U2 snRNP and
SmD3 is substituted by SSm4 in U4 snRNP. In the first part of this thesis, we investigated the
interaction of the different recombinant Sm cores with U2, U4 and U5 snRNAs obtained by in
vitro transcription. All the protein complexes bind the cognate SnRNA with high affinity. Only
the Sm core that contains Sm16.5K/Sm15K associated with U2 snRNA interacts with the
recombinant U2A’/U2B’’ subcomplex. Additionally, the crystallographic structure of T. brucei
U2A’/U2B’’ was obtained, showing an overall organization similar to the one observed in the
human counterpart. However, we observed a 6 A deviation in the medium point of a positively
charged turn in the RRM motif of U2B’’ to accommodate U2 snRNA. Besides, a long a-helix
was observed in the C-terminal region of U2A’. Structural analysis of Sm core variations in T.
brucei was proceeded using molecular modelling techniques associated with small angle X-ray
scattering. The quaternary structure models show seven Sm proteins as B-barrels with positively
charged interior for cognate SnRNA interaction. The main difference among these Sm core
structures resides in the C- and N-terminal regions of the variant proteins, probably enabling
the interaction of Sm15K/Sm16,5K with U2A’ in the spliceosome’s arm 1, and the association
of SSm4 with U5-220K and U5-200K in the spliceosome’s body. In the second part of this
thesis, homologous expression of full-length and N-terminally truncated U5-200K from T.
brucei led to the copurification of a U5 snRNP subcomplex containing U5-220K, U5-116K,
U5-40K and U5-Cwc21. The full-length U5-200K construct also copurified Sm proteins.
Immunolocalization experiments showed that the truncated U5-200K protein is not directed to
the nucleus as is the case for the full-length protein. Cells that expressed the truncated protein
showed a significant growth defect and the pre-mRNA processing by cis- and SL trans-splicing
was negatively affected since the truncated protein did not enter the nucleus where it should be
active. The results suggest that a subcomplex of U5 snRNP begins to be assembled in the
cytoplasm and the Sm proteins may be the signal for the nuclear transport mediated by -
importin. In yeast, Aar2 replaces U5-200K in the cytoplasm in another regulation step.
However, Aar2 has not been identified in T. brucei. The results presented here contribute with
the first structural study of spliceosomal proteins of a human parasite and give new insights into
the biogenesis of U2 and U5 snRNPs in T. brucei.

Keywords: SL trans-splicing. Spliceosome. Sm proteins. U5-200K. Trypanosoma brucei.
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Distribuicdo geografica dos novos casos de leishmaniose em 2013. A — Leishmaniose
visceral e B — Leishmaniose CULANEA. ..........ccovveiieirieircie e

Ciclo de vida do T. brucei — 1- A forma tripomastigota metaciclica do T. brucei é
injetada no hospedeiro humano pela mosca tsé-tsé. 2-4- T. brucei se transforma em
tripomastigota sanguineo, atinge outros fluidos corporais (linfa, liquor) e continua sua
replicacdo por fissdo binaria. 5- A mosca tsé-tsé se infecta com as formas tripomastigotas
sanguineas. 6- No intestino médio da mosca, 0s parasitas se transformam em
tripomastigotas prociclicos e se multiplicam por fissao binaria. 7- Ap6s deixar o intestino
médio da mosca, 0s parasitas se transformam em epimastigotas e atingem sua glandula
salivar (8), onde se reproduzem por fissdo binaria. T. brucei, entdo, transforma-se em
tripomastigota metaciclico. O inseto infectado transmite o protozoario para novo
hospedeiro humano (1), dando continuidade ao ciclo de vida do T.

Arquitetura da célula do T. brucei. A- Organelas e B- Posi¢éo do cinetoplasto e do
flagelo nas diferentes formas CEIUIAreS. ..ot

Figura 1.6 — Representacéo esquematica do genoma nuclear de T. brucei. Estéo representados 0s

Figura 1.7 —

elementos genéticos de acordo com sua classe (rRNA, prociclina, CDS, SLRNA,
snoRNA, tRNA, snRNA, SRP-RNA) e a RNA polimerase que os transcreve (RNA
polimerase I, I1 ou I11). Barras coloridas indicam a posicéo e o tamanho de cada elemento
genético de cada cromossomo de T. brucei. Barras acima da linha preta que representa
um cromossomo (C1-C11) correspondem a transcrigcdo no sentido da esquerda para a
direita e barras abaixo correspondem &  transcricio no  sentido
(6707011 -V o TS

Sinais de splicing no pré-mRNA. A- Representacdo esquematica dos sinais de splicing
consenso (em vermelho) no pré-mRNA de T. brucei, de mamiferos e de leveduras. B-
Estrutura secundaria proposta para RNA SL de T. brucei. Em roxo, identifica-se o éxon
do RNA SL, que apresenta um capacete 5° de 7-metilguanosina hipermetilado (cap4). O
sito Sm do RNA SL esta destacado, bem como a sequéncia GU do

Figura 1.8 — Mecanismos de splicing em eucariotos. Al e A2- Reagdes de SL trans-splicing e cis-

splicing, respectivamente. B- Dindmica de associagdo do spliceossomo durante o cis-
0] L1313 o TR TR .

Figura 1.9 — Catélise das reagdes de transesterificacdo (A e B) a partir do posicionamento de ions

Mg* pelo snRNA U6 para estabilizar os intermediarios das
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Figura 1.10 — snRNP U1. Estruturas secundarias de snRNAs U1 de T. brucei e H.sapiens e modelo
cristalografico de snRNP U1 de H. sapiens®. Os sitios Sm estdo evidenciados em
VEIMEINO. ...t bbbttt bttt

Figura 1.11 — snRNP U2. Estruturas secundarias de SnRNAs U2 de T. brucei e H. sapiens e densidade
eletrénica do nlcleo de snRNP U2 de S. pombe a ~10A de resolucdo obtida por
criomicroscopia  eletronica®.  Os  sitios Sm  estdo  evidenciados em
VEIMBINO. ..t ettt ettt bt et ee s

Figura 1.12 — Tri-snRNP U4/U6.U5. Al e A2-Estrutura de criomicroscopia eletrénica da tri-snRNP
U4/U6.U5 de S. cerevisiae®. B- Estruturas secundarias de snRNA U5 de T. brucei (B1)
e H. sapiens (B2) e de di-snRNAs U4/U6 de T. brucei (Cl) e
H. sapiens (C2). Os sitios Sm estéo evidenciados em
RVZ=] 0011 oo TSRS

Figura 1.13 - Din&mica de associac¢éo do spliceossomo. A- Composi¢ao das SnRNPs e das proteinas
spliceossomais de humanos. Estdo grifadas as proteinas que apresentam homologas em
T. brucei e destacadas em vermelho as proteinas Unicas deste organismo.
B- Representacéo esquematica da composi¢do do spliceossomo a cada etapa da catalise
do splicing. O codigo de cores utilizado em A foi mantido. C- Rede de interacGes de
moléculas de SNRNAS @ Cada BLAPA. .......cveeiriirieie et e

Figura 1.14 — Representacéo esquematica da relacao filogenética entre eucariotos, evidenciando
organismos onde 0 mecanismo de splicing esta bem caracterizado (ponto vermelho) e
os clados contendo organismos com spliceossomo reduzido (azul). Clados que contém
organismos onde o mecanismo de trans-splicing foi caracterizado sdo indicados em
verde. Cm - C. merolae, Ec - E. cuniculi, Gl - G. lamblia, Tb - T.
DPUCEI. e bbbttt ettt b et ene

Figura 2.1 — Conservagédo de aminodcidos em proteinas da familia LSm. Analise de conservacéo
de aminoacidos a partir de alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos de
proteinas LSm usando o modelo oculto de Markov (do inglés, hidden Markov model,
HMM). O eixo vertical corresponde ao contetido relativo de informagdo medido em bits
para cada posicdo na sequéncia de aminodacidos. Cilindros correspondem a estrutura
secundéria na forma de hélice-o (H) e tridngulos a fita-B (B). Algas (L) sdo destacadas
em azul. Regides de alta variabilidade de sequéncia de aminoacidos sdo evidenciadas
BITE CINZA. 1 teveteite ettt ettt ettt e st ettt se e b e b e e et e se s bt e s b et e st et e e e beseebe bt e e et ese et seebere st nns

Figura 2.2 — Estruturas terciaria e quaternaria de proteinas Sm/LSm. A- Dimero de SmD1/SmD?2
(cédigo PDB 1B34)™, B- Hexamero de Hfg de E. coli (cédigo PDB 3GIB)%, C-
Heptamero de SmAP1 (cddigo PDB 1LNX)*€° de P. aerophilum, D- Octdmero de LSm3
de S. cerevisiae (cddigo PDB 3BW1)# e E- Trimero de LSm4 de S. pombe (cédigo
PDB AEMH)I8 . ...ttt ettt ettt en e s et st e e et a ettt st

Figura 2.3 — Interacao de proteinas Sm com snRNAs. Comparagdo das estruturas dos nucleos Sm
de snRNPs U4 (A) e Ul (B) de H. sapiens em interacdo com o SnRNA
COONAEOD. ..ttt et et bbbtk b b s bbbtk b et e bbbt b et b s

Figura 2.4 — Interacio de U2A’/U2B’’ com o snRNA U2 de H. sapiens. Estrutura cristalogréfica de
U2A’ (vermelho)/U2B”’ (azul) ® interagindo com a estrutura SL4 do snRNA U2 de H
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Figura 2.5 -

Méotodo de difusdo de vapor e o diagrama de fases. A- Representacdo esquematica
de um experimento tipico de difusdo de vapor a partir de gota sentada (sitting drop).
B- Digrama de fases mostrando a curva de solubilidade de uma proteina e as regides de
nucleacdo espontanea, de crescimento cristalino e de formacéo de precipitado amorfo.
Incialmente, iguais concentracdes de proteina e agentes precipitantes sdo misturadas e
vapor de solvente se difunde até o reservatério do coquetel de precipitantes, de modo
que a concentracdo de proteina e de precipitantes aumenta na gota ao passo que seu
volume diminui. Uma vez que a regido de nucleacdo espontanea é atingida, agregados
cristalinos na forma de nicleos sdo formados e um cristal inicia o processo de
crescimento. O nimero de moléculas de proteina em solugéo passa a diminuir devido ao
crescimento do cristal e a solugéo supersaturada tende a se equilibrar com o(s) cristal(is),
que atingem 0 tamanho MAXIMO. ........oviueiririririeei ettt bbbt

Figura 2.6 — Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos de proteinas Sm de H. sapiens

e T. brucei feita a partir do servidor Clustal Omega®. Residuos de aminoécidos
evidenciados: hidrofébicos em azul, Gly em amarelo, sitios de ligagdo a nucleotideo:
Asp ou Glu em rosa, aromaticos em roxo, Asn em verde, e Arg ou Lys em azul. Residuos
ndo conservados nos motivos Sm1 e Sm2 sdo destacados em vermelho. Quatro residuos
de aminodcidos que interagem diretamente com o sitio Sm no snRNA séo destacados
com o simbolo *. Estrutura secundaria: hélice-o em azul ¢ fita-f em rosa. A hélice-00 é
predita apenas para SSm4 e SMD2 de T. DruCei......cccvcvvvveiie e

Figura 2.7 — Comparacéo entre residuos de aminoacidos conservados nos dominios Sm1 e Sm2

Figura 2.8 —

de proteinas Sm de T. brucei e a posi¢do de interacao no sitio Sm de snRNAs U1,
U2, U4 e U5. Anélise dos sitios Sm no ndcleo de snRNPs A- U1, B- U2 e C- U4, baseada
nas estruturas cristalograficas de ndcleos de sSnRNPs U1l e U4 de H. sapiens, e D- de
conservacdo dos sitios Sm nos SnRNAs U1, U2, U4 e U5 de T. brucei e H. sapiens. Em
vermelho, sdo destacados os residuos que variam nas proteinas Sm ort6logas de T. brucei
e H.sapiens. O anel interno corresponde ao sitio Sm no snRNA. O préximo anel
corresponde aos residuos das proteinas Sm de H. sapiens, equanto os seguintes
correspondem as variantes €M T. DIUCEI.......cccvcviiiiie i

Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos das proteinas U2A’ ¢ U2B”’
de H. sapiens e T. brucei feita a partir do servidor Clustal Omega®® e comparagéo entre
snRNAs Ul e U2. A- U2A’, B- U2B”’. Em azul estdo evidenciados os residuos de
aminoacidos conservados caracteristicos do motivo que determina a proteina. Em
vermelho, sdo mostrados os residuos ndo conservados nas posi¢fes determinantes dos
motivos caracteristicos. Estrutura secundéria: hélice-o. em azul e fita-B em rosa. C-
Comparacao entre alcas SL1 e SL2 de snRNAs U1 e U2, respectivamente. Em vermelho,
sdo mostrados os nucleotideos tipicamente conservados na primeira metade da alca de
cada snRNA. Em azul,o primeiro nucleotideo da segunda metade e, em verde, o par de
nucleotideos que fECNa 8 AICA..........ccoi e

95

107

109



Figura 2.9 — Perfis cromatograficos de purificacdo de proteinas Sm de T. brucei. A- Confirmacao
de clonagem de SSm4/SmB. Cromatografia de Afinidade: A — SSm4/SmB, B-
SmD1/SmD2, C- SmE/SmF/SmG, D- SmD3/SmB, E- Sm15K/Sm16,5K. F-B-
Cromatografia de exclusdo molecular dos sub-complexos Sm de T. brucei. C-G- SDS-
PAGE 15%/Tricina dos subcomplexos SmD1/SmD2, SmE/SmF/SmG, SmD3/SmB,
Sm15k/Sm16,5K, SSm4/SmB de T. brucei apds Utlima etapa de purificacdo.
MM — marcador de massa molecular. H- e I- Calibragdo da coluna SUPEROSE 12
10/300 (GE) para massa molecular e raio hidrodindmico usando os seguintes padroes:
citocromo ¢ equino (MM = 12,4 kDa e Ry = 17,0 A), anidrase carbonica bovina (MM =
29,0 kDa e Ry = 23,6 A), BSA (MM = 66,0 kDa Ry = 33,9 A) e &lcool desidrogenase de
levedura (MM = 150,0 kDa e Ry = 46,0 A). O dextran azul é eluido em volume igual a
7,9 mL, o que permitiu calcular Kav = (V — Viextran)/(24 ML - Vextran).
Em todos os géis, a primeira coluna corresponde ao marcador de massa molecular, a
segunda ao lisado, e da terceira em diante a lavagem e o eluido no
gradiente de tampéo B é indicado pela seta dupla
VEIMEINGL ..ottt 115

Figura 2.10 — U2A’/U2B”’. A- Confirmacdo de clonagem em vetor pET28a por meio de analise de
produto de restrigdo: o fragmento de 1122 pb corresponde a sequéncia que codifica para
U2A’/U2B”’. B- Cromatografia de afinidade a ions Ni* do subcomplexo U2A’/U2B”’
recombinante. Proteinas foram eluidas entre 15 e 30% de tampdo B, como observado
em SDS-PAGE (C). D- Perfil de elui¢do de U2A’/U2B’’ em resina de hidroxiapatita e
SDS-PAGE (E) correspondente. As setas duplas vermelhas indicam os produtos eluidos
BN CAAA CASO....veteeete ettt sttt bbbt bbb et s bt e bt bt b e e e e bt bt et et e b e 119

Figura 2.11 — Transcricdo in vitro de SnRNAs U2, U4 e U5. A- Produtos de PCR dos moldes de
snRNAs U2, U4 e U5 confirmando a clonagem em pUC18. B- Bandas Unicas para
snRNAs U2, U4 e U5 obtidos por transcri¢do in vitro observadas em eletroforese
desnaturante (PAGE 15%/UMIA)........c.ceiiriririiirieireee it ettt e 120

Figura 2.12 — Enovelamento de snRNAs U2 (A1, A2 e D1), U4 (B1, B2 e D2) e U5 (C1, C2 e D3)
medido por espectroscopia de dicroismo circular. S&o apresentados os espectros de
dicroismo circular medidos entre 210 e 320 nm e grafico de componente principal 1
versus temperatura. As bandas apresentadas como inser¢éo correspondem a eletroforese
em gel nativo (1% agarose), corado com brometo de etideo (1 pg mL?). As setas
vermelhas indicam o aparecimento de minimo e méaximo locais de dicroismo circular
com a diminuicdo de temperatura. As setas azuis indicam as bandas Unicas em
BlELIOTOrESE NALIVA. ... .c.ei ettt ettt ettt b e 120

Figura 2.13 - Ensaios de interag¢do de U2A’/U2B”’ e niicleo Sm 2 ao snRNA U2. A- Titulag&o de
U2A’/U2B’’ ao snRNA marcado com fluoresceina e B- ajuste da equacdo de Hill as
medidas de fluorescéncia das bandas. C- Titulagdo de nicleo Sm 2 ao sSnRNA marcado
com fluoresceina e D- ajuste da equacdo de Hill aos dados experimentais. .................... 123

Figura 2.14 - Formacéo do nucleo de snRNP U2. A- Titulacdo de nucleo Sm 2 ao subcomplexo pré-
formado contendo U2A’/U2B’’ e snRNA U2. B- Titulagdo de U2A’/U2B’’ ao niicleo
Sm 2 pré-formado em interagdo com SNRNA U2 ....cocviiiiiniiiecesee e e 124

Figura 2.15 - Ensaios de interacdo de proteinas Sm com snRNA U2. Titulacdo de proteinas dos
nlcleos A- Sm 1 e B- Sm 3 ao snRNA U2. Titulagdo de U2A’/U2B’’ nos nucleos C-
SM 1 e D-SM 2 Pré-FOrmMados.........ccovieiiieiiieiiee ettt sttt st eb et e e 125



Figura 2.16 - Formagao dos nicleos Sm 1 e 3. Titulagdo de proteinas do nicleo Sm A-1 e B-3 em
SNRNAs U5 e U4, respectivamente. Ajuste dos dados experimentais ao modelo de Hill2%®
para 0Ss NUCIE0S D-SM LB E-SM3. ..o 126

Figura 2.17- Estequiometria de interagédo entre os componentes do nicleo de snRNP U2, A-
Titulacdo de proteinas do nucleo Sm 2 ao SnRNA U2. B- Titulagdo de U2A’/U2B’’ ao
SnRNA U2. C- Titulagdo de U2A’/U2B’’ ao nucleo Sm 2 pré-formado em interacéo
com sSnRNA U2, As setas vermelhas indicam razdo estequiométrica
3 TSR 127

Figura 2.18 - Cromatografia de exclusdo molecular dos nicleos Sm de T. brucei na auséncia de
snRNAs. A- complexo 1 (Sm 1, candnico), B- complexo 2 (Sm 2) e C- complexo 3 (Sm
3). Para cada resultado de purificagdo, o perfil de eluigdo isocratica e 0 SDS-PAGE sédo
mostrados. As setas duplas vermelhas indicam os produtos de eluicdo em cada
072 o PP PROPPR PSPPI 128

Figura 2.19 - Ensaios de purificacdo dos nicleos de snRNPs U2 e U5 por cromatografia de troca
ibnica. Perfis cromatogréficos para purificagdo do ndcleo de snRNP U2 em
concentragdes de sal A- alta (100 mM), B- intermediaria (20 mM) e C- auséncia de sal
no tampdo A. D- Perfil cromatogréafico de purificagdo do ndcleo snRNP U5. D- SPS-
PAGE representativo de purificacdo do nudcleo de snRNP U2 e U5, mostrando a
dissociacdo dos complexos. As setas duplas vermelhas indicam o0s produtos
L] UL oL S SRRPP 129

Figura 2.20 - Cromatogria de exclsdo molecular. Padrao de eluicdo isocratica e SDS-PAGE para Al
e A2- nucleo de snRNP U2 e B1 e B2- nucleo Sm de snRNP U5. As setas duplas
vermelhas indicam os produtos eleuidos em cada Cas0.........ccoerveererieieiererenine e e 130

Figura 2.21- Ensaios de otimizacdo de cristalizacdo por meio de semeadura. S&0 mostrados
resultados representativos de diferentes propor¢des de amostra estoque de semente para
a condigdo de cristalizacdo G9 do kit Morpheus Il (Molecular Dimensions). Apresenta-
se também resultado de NUPAGE 4-20% Bis-Tris (Thermoscientific), corado com nitrato
de prata, Para Um A0S CHISTAIS. .......cviveirieiriet ettt abenea 134

Figura 2.22- Padrdes de difragdo de cristais obtidos em amostras do niicleo snRNP U2 - A- obtido
in house, no Laboratério de Biologia Molecular do Conselho de Pesquisas Médicas do
Reino Unido, e B- medido na linha 124 da Diamond Light Source, Reino
L8] To o TSSOSO PR PP USTPPOTRTPRURURON 136

Figura 2.23 - Analise de dados cristalograficos I. A- Fator Brelativo VErsus nimero da imagem. B-
Rmerge VErsus nimero da imagem. C- Completeza acumulada versus nimero da imagem... 137

Figura 2.24 - Anélise de dados cristalograficos 11. A- Anélise do grafico de Wilson. B- e C- Analise
de I/o(I) médio e CCyp, respectivamente, nas dire¢des de d; (vermelho), d, (azul) e ds



Figura 2.25- Estrutura cristalografica de U2A’/U2B”’ de T. brucei I. A e B- Contelido da cela
unitaria: dois heterodimeros de U2A’(azul)/U2B’’(vermelho) na unidade assimétrica.
Em B é apresentada a projecdo da cela unitéria no plano (a,c). Os circulos vermelhos
correspondem a unidade assimétrica. Densidade eletronica e modelo atdmico C- logo
apos etapa de substituicdo molecular e D- logo apds refinamento. A regido C-terminal
de U2A’ esta evidenciada. Nota-se, claramente, uma melhora na qualidade da densidade
eletrbnica na regido ap6s o refinamento, possibilitantdo a constru¢do de uma hélice-o
NEStA T€ZIA0 A€ UZA . .....oiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e .41

Figura 2.26- Estrutura cristalografica de U2A’/U2B’’ de T. brucei Il. A- Gréfico de Ramachandran.
B- Representacdo do conteudo da cela unitéria colorido de acordo com o valor do fator
B por residuo, do azul (menor valor) para o vermelho (maior valor). C- Representacao
das estruturas cristalograficas de U2A” (azul) e U2B”’ (vermelho) de T. brucei na forma
de cartoon. D- Topologia de U2A’. E- Topologia de
L8122 TSP PP UUPTPPPOPPRRPIOR 143

Figura 2.27- Comparacdo da estrutura cristalografica de U2A’/U2B”’ de T. brucei e de H.
sapiens. A- Em vermelho e rosa estdo representadas as estruturas de U2B’’ de T. brucei
e H. sapiens, respectivamente. Em azul mais forte e azul mais fraco estdo representadas
as estruturas de U2A” de T. brucei e H. sapiens, respectivamente. A molécula de SL4
do snRNA U2 de H. sapiens interage com U2B”’ de desta espécie. B- Mapa de potencial
eletrostatico de superficie de U2A’/U2B’" de T. brucei obtido no programa APBS?%,
O potencial eletrostatico €é calculado em unidades kyTec! (=~25,9
2117 TSSO OO TR OO 146

Figura 2.28- Sm15K/Sm16,5K. A- Modelo de estrutura 3D do dimero das proteinas Sm15K
(vermelho) e Sm16,5K (azul). B e C- Graficos de DOPE score por residuo para os
modelos de Sm15K e Sm16,5K, respectivamente, antes e ap6s otimiza¢do. D- e E-
Gréaficos de Ramachandran para os modelos otimizados de Sm15K e Smi6,5K,
FESPECTIVAMENTE. ...ttt bbbt eb ettt 148

Figura 2.29 — Qualidade das estruturas cristalograficas do ntcleo Sm de snRNPs Ul e U4 de H.
sapiens. A- e B- Propriedades das estruturas cristalograficas do ndcleo Sm de snRNPs
Ul e U4 de H. sapiens, respectivamente. C- e D- Graficos de Ramachandran
correspondentes. A qualidade dos modelos é medida pelas seguintes propriedades: Riree,
que mede a similaridade entre os fatores de esrutura calculado e observado, a pontuagéo
de sobreposicéo corresponde ao nimero de pares de a&tomos incomunmente préximos,
outliers do grafico de Ramachandran e de cadeia lateral corresponde aqueles residuos
de aminoéacidos com angulos (¢,w) e y fora das regides favoraveis, outliers de RSRZ
(>2) correspondem aos residuos de aminoéacidos modelados que ndo apresentam um
bom ajuste com os dados observados transformados no espaco real, e, finalmente, a
qualidade do modelo da cadeia pricinpal do RNA baseada na estatistica e angulos de
torcdo normalmente apresentados por estruturas de RNA
PUDTICAAAS. ...ttt bttt es 150

Figura 2.30 — Avaliacéo da estereoquimica dos modelos dos complexos Sm de T. brucei, a partir
do Grafico de Ramachandran. Al- Antes e A2- depois de otimizacdo do complexo
canénico (1), B- do complexo 2, e C1- antes e C2- depois da otimiza¢do do complexo



Figura 2.31 — Visualizagdo da superficie eletrostatica dos modelos 3D dos cores Sm A-candnico
(complexo 1), B- contendo a variagdo Sm15k/Sm16,5K (complexo 2) e C- contendo a
variagdo SSm4/SmB (complexo 3). O potencial eletrostatico é calculado em unidades
Ko TET (F725,9 MV ittt ettt

Figura 2.32 — Proteinas Sm de T. brucei. A- Visdo transversal e lateral do motivo- caracteristico
das proteinas Sm de T. brucei, alinhadas no programa PyMOL (Schrédinger, LLC) e B-
sobreposicdo dos modelos dos variantes dos nidcleos Sm de T.

Figura 2.33— SAXS de complexos Sm de T. brucei. Al, B1 e C1- Curvas de espalhamento, A2, B2 e
C2- Gréficos de Guinier, e D, E e F- Graficos de Krakty dos nicleos Sm 1,2 e 3de T.
Brucei, reSPECHIVAMENLE. ........cciie et sr e nes

Figura2.34 — Curvas de distribuicdo de disténcias (p(r)) para os complexos A-
SM L, B-SM2eC-SM 3. e e s

Figura 2.35 — Envelopes moleculares dos complexos Sm de T. brucei. A, B e C- Comparagéo entre
curvas de espalhamentos experimentais e aquelas preditas para os modelos dos
complexos 1,2 e 3, respectivamente, geradas pelo programa CRYSOLZ* e pelo programa
DAMMINZ¢, Os envelopes moleculares médios gerados pelo programa DAMMINZ®
para os complexos 1, 2 e 3 sdo mostrados a direita. Visualizacdo gerada pelo programa
PyMOL (Schrédinger, LLC). S&o representados o envelope de SAXS (cinza) para cada
complexo e as proteinas Sm (SmD3, Sm16,5K e SSm4 —azul, SmG — roxo, SmE — verde,
SmF — azul-claro, SmD2 — amarelo, SmD1 — laranja e SmB ou Sm15K — vermelho) As
setas vermelhas indicam a regido do envelope molecular onde pode ser modelada a
regido C-terminal de SSMA... ..o e e

Figura 2.36 —Sobreposicdo dos envelopes moleculares dos complexos Sm de T. brucei nos modelos
de tri-snRNP U4/U6.U5 e do complexo spliceossomo que contém o intron na forma
de lago. A- Parte da estrutura de criomicroscopia de tri-snRNP de S. cerevisiase esta
representada (Brr2 em vermelho, Prp8 em cinza, Snu114 em verde e proteinas Sm/LSm
em azul, snRNAs U4, U6 e U5 em azul). O envelope molecular do complexo Sm 3 de
T. brucei esta representado em rosa e do complexo Sm candnico (de shnRNP U5) é
mostrado em ciano. B- Representacdo da estrutura de criomicroscopia do spliceossomo
que contém o intron na forma de lago, em cinza. O envelope molecular do complexo Sm
2 de T. brucei é apresentado em rosa, e 0 complexo Sm candnico (de shnRNP U5), em
ciano. Os snRNAs U2, U4, U6 e U5 sdo mostrados em azul. C- Regido de snRNP U2 do
spliceossomo. Apresenta-se, ainda, a sobreposi¢do da estrutura do complexo Sm de
levedura com aquela modelada para T. brucei, juntamente com o envelope molecular
deste complexo. As estruturas cristalograficas de U2A’/U2B’’ também foram
sobrepostas, evidenciando-se as possiveis regiGes de interacdo com snRNA U2 e com
PIOTEINAS SIML...iiitiiiteiti ittt b bbbtk ettt b etk b ettt e bt e sbe s e nre b e e ebe e

Figura 2.37- Modelo de biogénese de nicleos Sm de T. brucei. A associagdo das proteinas Sm aos
snRNAs U4 e U5 depende da proteina SMN, que interage com SmB. Propde-se que
U2A’/U2B”’ seja suficiente para garantir a especificidade de Sm15K/Sm16,5K pelo
SNRNA U2 em detrimento dos SNRNAS U4 € US........cccoiieiiniiinieene e
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Figura 3.1 — Arquitetura de dominios de U5-200K. A- Representacdo esquematica de dominios
conservados em U5-200K. B- Representacdo da estrutura tridimensional de U5-200K de
H. sapiens (cédigo PDB 4KIT) mostrando as regides N-terminal e o0s cassetes
helicase/ATPase/Sec63 N- e C-terminais, utilizando 0 mesmo codigo de cores de (A).
As regiGes N-terminal e cassete N-terminal sdo representados como cartoon e a regido
cassete C-terminal pe representada COMO SUPEITICIE. ........ccvveeieiveieseie e

Figura 3.2 — Representacédo esquematica do vetor pC-PTP-NEO. Sdo mostradas as regides de
ligacdo da ORF de interesse (rosa), a extensdo PTP (verde claro) e o gene de resisténcia
2 gentamicing (VEITE ESCUID). ....c.eiiiueriererieierieiini ettt b ettt sb e er e e sn e er e ene e anenea

Figura 3.3 — Representacéo esquematica dos produtos de recombinacdo homéloga. A- U5-200K-
PTP completa. B- Regido N-terminal + cassete helicase/ATPase/Sec63 N-terminal de
U5-200K-PTP (incluindo regifio N-terminal)..........c.cocooiinieinienineeeeeeee e

Figura 3.4 — Representacdo esquematica das etapas de purificacdo em tandem. A- Produto de
expressdo recombinante. B- Ligacdo a resina de 1gG sepharose (GE). B- Ligacao a resina
com anticorpos anti-proteina C imobilizados (Roche) apés digestdo com protease TEV.
D- Eluicdo com tamp&o contendo EGTA/EDTA.....c.ociiireieenese s

Figura 3.5 — Representacdo esquematica das regides de amplificacdo dos produtos de cis e SL
trans-splicing. S&o apresentados os pares de iniciadores (setas) para amplificacdo de
regido de pré-mRNA ndo processado (esquerda) e processado (direita), no caso de A-
cis- e B- SL trans-splicing, respectivamente. As sequéncias de DNA e a respectiva Ty
SEO APFESENTAGOS. .. vttt ettt b e bbbttt

Figura 3.6 — Alinhamento multiplo de sequéncias de U5-200K conservadas em T. brucei, S.
cerevisiae e H. sapiens. NT = regido N-terminal e CT = regido C-
BEIMINGAL ..ot et a e e e et r ettt a et naeenes

Figura 3.7 — Clonagem e expressdo homologa de U5-200K de T. brucei. A e B- Confirmagao de
insercdo no DNA gendmico de T. brucei 427 das construcfes de U5-200K completa/pC-
PTP-NEO (1- controle negativo - cepa selvagem, 2- regido amplificada de U5-200K
completa) e U5-200K cassete N-terminal/pC-PTP-Neo (1- controle negativo — cepa
selvagem, 2- regido amplificada de U5-200K cassete N-terminal). C- Confirmacéo por
Western Blotting da expressdo homoéloga das proteinas recombinantes com extensdo
PTP. 1- controle positivo, correspondente a protéina PSTK de T. brucei com extenséao
PTP (59 kDa). 2- U5-200K cassete N-terminal + PTP. 3-U5-200K completa + PTP. 4-
Controle negativo - cepa selvagem de T. brucei 427 na forma
S1 L0 oA Lo [ oT: WSSO

Figura 3.8 — Curvas de crescimento de cultura de T. brucei na temperaturas de 26°C para cada
populacdo clonal. As células foram contadas em cAmara de Neubauer em microscépio
optico invertido. Segundo o teste T de Student aplicado aos resultados com hipdtese nula
igual a situacdo em que ndo ha diferenca entre as curvas em cada ponto, * indica
diferenca significativa com p<0,05, ** p<0,02, *** p<0,01 e **** p< 0,0001...................
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Figura 3.9 — Purificacdo em tandem de U5-200K-PTP (A) e do seu cassete N-terminal-PTP (B).
MM = marcador de massa molecular, 1 = lisado celular (0,003%), 2- amostra que ndo
interagiu com resina de 1gG sepharose (0,003%), 3- eluato apds tratamento com protease
TEV (5%), 4- amostra que ndo interagiu com resina contendo anticorpo anti-proteina C
imobilizado (5%), 5 e 6- eluato final (100%). As proteinas foram identificadas por
espectrometria de massas no laboratério da Dra. Julia Chagas Pinheiro da Cunha, no
INSEITULO BULANTAN.....c.iitiiiie ettt 197

Figura 3.10 — Imunolocazali¢cdo de U200K-PTP em microscopia de fluorescéncia. T. brucei 427
na forma prociclica A- selvagem, B- expressando U5-200K-PTP completa e C- seu
cassete N-terminal-PTP (B). A barra tem tamanho de 10 pm..........cccoeveeeieirieeneerenieieeen. 201

Figura 3.11 — Processamento do pré-mRNA por cis- e trans-splicing por RT-PCR. A- Controle
7SL, B- Cis-splicing — PAP, C- SL trans-splicing a-tubulina. D- e E- Quantificacio das
bandas observadas em B. F- e G- Quantificagdo das bandas observadas em C. Cont. =
células controle, 1 = células que expressam U5-200K-PTP completa e 2 = células que
expressam cassete N-terminal de U5-200K-PTP........c.ccccooviiiiiiiie e e 203

Figura 3.12 — Modelos de maturacédo da ShnRNP U5 em levedura e T. brucei. A- Em levedura, um
complexo pré-snRNP U5, formado por snRNA U5, proteinas Sm, Snul14, Prp8 e Aar2
entra no nacleo, em transporte mediado por snuportina 1 e importina-B. No ndcleo, uma
cinase desconhecida fosforila Aar2, que da seu lugar para Brr2. O complexo maduro
entéo interage com Dibl, Prp6 e Prp28. B- Ja no caso de T. brucei, propde-se que um
compelxo pré-formado de snRNP U5, contendo snRNA U5, proteinas Sm, U5-116K,
U5-220K, U5-200K, U5-Cwc21 e U5-40K entre no ndcleo em transporte mediado por,
pelo menos, importina-B. No nucleo, este complexo deve interagir com o subcomplexo
formado por US-15K € US-102K .......cccoerriirriiiiiiiinse sttt e 205

Figura A2.1 Avaliacdo da qualidade dos modelos obtidos por modelagem comparativa dos
complexos Sm de T. brucei. Sdo mostrados, da esquerda para a direita, para cada cadeia
polipeptidica nos trés complexos, a distribuicdo dos valores de pontuagdo Z para
estruturas cristalogréaficas e de ressondncia magnética nuclear depositadas no PDB e a
pontuacdo Z para 0 modelo em analise, seguida do grafico de energia por residuo de
aminoacido medida em janelas de 10 (verde claro) e 40 residuos (verde escuro), e da
topologia da cadeia POliPEPLIAICA. ........eivveiieiiierreee s 231
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA:

ANALISE COMPARATIVA DO PROCESSAMENTO DO PRE-
MRNA CATALISADO PELO SPLICEOSSOMO EM Trypanosoma
brucei, EM SEU HOSPEDEIRO HUMANO E EM LEVEDURA

Neste capitulo sera introduzida a familia dos tripanossomatideos e seu impacto com relagéo a
salude humana, e 0 membro Trypanosoma brucei sera apresentado como organismo modelo
para 0 estudo comparativo de processos moleculares de eucariotos. O mecanismo de
processamento do pré-mRNA catalisado pelo spliceossomo no parasita, conhecido como SL
trans-splicing, seré discutido em comparagdo com o cis-splicing caracterizado no hospedeiro
humano e em leveduras. Adicionalmente, a relagdo estrutura-dindmica-funcgéo do spliceossomo
e sua regulacdo serdo apresentados, destacando sua relacdo com a satide humana.
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1.1 A familia Trypanosomatidae e seu impacto médico e socioecondémico

Nos ultimos anos, avancos cientificos e tecnoldgicos proporcionaram o aumento da
expectativa de vida da populacdo mundial. No entanto, o grupo das doencas tropicais
negligenciadas (DTN) ainda apresenta sérias consequéncias no desenvolvimento
socioecondmico de milhdes de pessoas em todo 0 mundo.!

As 17 DTN* priorizadas pela Organizacdo Mundial da Saude sdo doencgas infecciosas
causadas por bactérias, protozoarios, helmintos e virus, que se desenvolvem em regides de
pobreza, cujo quadro é agravado pelo calor e umidade do clima tropical. Em sua maioria, sdo
patologias transmitidas por insetos vetores ou pela dgua, solo e mesmo sangue contaminados
com formas infectantes. Estas doencas sdo caracterizadas por prosperar em areas rurais remotas
e periferias urbanas de diversos paises da Africa subsaariana, Asia e América Latina.t

A familia Trypanosomatidae é responsavel por trés DTNs (doenca do sono, doenca de
Chagas e leishmanioses), e, por isso, € considerada de grande importancia médica e econdmica,
uma vez que muitos de seus membros sdo parasitas e as doencgas causadas por eles possuem
carater zoonotico.! Os protozoarios flagelados pertencentes a esta familia séo classificados na
ordem Trypanosomatida e na classe Kinetoplastida, dentro do filo Euglenozoa?, por
apresentarem uma estrutura conhecida como cinetoplasto, o qual contém o material genético da
mitocondria.?® Estes organismos sdo caracterizados pela presenca de um Unico flagelo e seu
nome reflete a movimentag&o em espiral (do grego, trypano = furador e soma = corpo).®

Em humanos, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi e Leishmania sp. causam,
respectivamente, tripanossomiase africana humana ou doenca do sono, tripanossomiase
americana ou doenca de Chagas, e leishmanioses.! Juntas, tais enfermidades acometem
atualmente cerca de 20 milhdes de pessoas, com mais de 2 milhdes de novos casos anuais. Ndo
existe vacina para essas doencas e o controle do inseto vetor € o método mais efetivo de
prevencdo. Além disso, associa-se o controle de bancos de sangue para se evitar infecgdo por
transfusdo sanguinea ou transplante de 6rg&os.t

A tripanossomiase africana humana afeta principalmente populages que vivem em
areas rurais remotas na Africa (Figura 1.1). Entretanto, varios casos foram reportados em
regides ndo-endémicas, incluindo Europa e América, de turistas ou migrantes infectados nas
regides endémicas.* Em 2009, o niimero de novos casos reportados diminuiu para menos de 10
* As 17 DTN priorizadas pela OMS séo: doenca de Chagas, doenga do sono e leishmanioses (causadas por protozoarios), Ulcera de Burili,

leprose, tracoma e bouba (causadas por bactérias), teniase e cisticercose, dracunculiase, equinococose, metagonimiase, filariose linfatica,
oncocercose, esquistossomose e helmintiases transmitidas pelo solo (causadas por helmintos), dengue e raiva (causadas por virus).
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mil pela primeira vez em 50 anos e estima-se que o nimero de casos atualmente seja de cerca
de 30 mil.}*® As infeccBes causadas pelas subespécies T. brucei gambiense e T. brucei
rhodesiense sdo transmitidas por espécies infectadas da mosca do género Glossina.> >’ Com o
tempo, 0 parasita que se encontra na corrente sanguinea acaba cruzando a barreira hemato-
encefélica e migra até o sistema nervoso central, causando sintomas como prostra¢éo, podendo

levar ao coma e a morte.*
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Figura 1.1 - Distribuicdo geografica da doenca do sono em 2014. A — T. brucei gambiense e B — T. brucei
rhodesiense.
Fonte: Adaptada de WHO?,
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Atualmente, o tratamento da doenca do sono depende do estdgio da doenga. Suramina e
pentamidina (descobertas em 1920 e 1940, nesta ordem) sdo usadas na fase inicial do tratamento
da doenca causada por T. brucei rhodesiense e T. brucei gambiense, respectivamente.’® Ambas
apresentam efeitos colaterais consideraveis, desde reacdes alérgicas a dano nas células
pancredticas, o que pode gerar hipoglicemia seguida de diabetes. Na segunda fase do
tratamento, o melarsopol, descoberto em 1949, é administrado para os dois tipos de infecgéo.
Este farmaco é derivado do arsénico e apresenta efeitos colaterais limitantes ao tratamento,
como a encefalopatia, que pode ser fatal (de 3 a 10% dos casos). Também pode ser administrada
a eflornitina (registrada em 1990), que é menos toxica que o melarsopol, porém € efetiva
somente contra T. brucei gambiense. Um tratamento combinado com nifurtimox e eflornitina
foi introduzido em 2009.18

Ja a doenca de Chagas é transmitida principalmente por insetos da familia Reduvidae,
subfamilia Triatominae, atingindo aproximadamente 10 milhdes de pessoas em todo o mundo®
% (Figura 1.2). A presenca da doenca em paises fora da América Latina se deve principalmente
a migracdo de pessoas infectadas. Esta patologia, assim como a doenca do sono, também pode
ser transmitida por transfusdo de sangue contaminado, de maneira congénita ou em acidentes
de laboratério. Na fase crénica da doenca, complicacGes cardiacas e intestinais podem aparecer,

acometendo a qualidade de vida do infectado.! ®
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Figura 1.2 - Distribuicéo geografica da doenga de Chagas entre 2006 e 2009.
Fonte: Adaptada de WHO?!.

O farmaco benznidazol esta registrado atualmente para o tratamento da doenca de
Chagas, sendo altamente efetivo na sua cura se administrado na fase aguda. Os efeitos colaterais
comuns incluem alergia, perda de peso, neuropatia, entre outros.® -1

No caso das leishmanioses, tanto as formas cutnea quanto visceral resultam de
transmissao pela picada de fémeas de insetos dipteros flebotomineos do género Lutzomyia, no
continente americano, e Phlebotomus, na Europa, Africa e Asial S&o descritos
aproximadamente 62 mil novos casos da doenca por ano em paises como Brasil, Coldmbia,
Paraguai, Venezuela, Panama, Equador e Peru (Figura 1.3).2 " 12 A forma mais severa de
leishmaniose é a visceral, que leva a um quadro de febre alta, hepatoesplenomegalia, e anemia,
podendo causar morte se n&o tratada.’
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Figura 1.3 - Distribuicao geogréafica dos novos casos de leishmaniose em 2013. A — Leishmaniose visceral e B
— Leishmaniose cutanea.
Fonte: Adaptada de WHO?!.
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O tratamento das leishmanioses depende da forma infectante e também do estagio da
doenca, devendo ser individualizado a cada caso. Em geral, opta-se por quimioterapia a partir
da administracdo de antimoniais pentavalentes, como farmacos de primeira escolha, mas
também podem ser indicados miltefosina, anfotericina B e paromomicina, entre outros, com
efeitos colaterais severos que incluem cefaleia e leucopenia.l 3

Além das tripanossomiases humanas, varios sdo 0s casos reportados da doenca
conhecida como nagana ou trapanossomiase africana animal, que é causada por algumas
espécies de Trypanosoma, como T. vivax e T. brucei. Os protozoarios sao transmitidos pelas
moscas tse-tsé ao hospedeiro vertebrado, causando febre, fraqueza e letargia, podendo ser fatal.
Estima-se que a presenca de nagana leva a reducgdo de 40 a 70% do rebanho, causando grande
prejuizo econdmico na inddstria pecuaria.}41°

Poucos sdo os estudos acerca dos custos efetivos de controle e tratamento das
tripanossomiases e leishmanioses'®!®, Trabalhos recentes mostraram que, em média, um
individuo infectado com Trypanosoma cruzi resulta em 0,51 ano de vida ajustado por
incapacidade (AVAI)* e gastos acima de 400 ddlares americanos anualmente.> 1’ Globalmente,
mais do que sete bilhGes de ddlares americanos sdo gastos anualmente na prevencdo e no
tratamento da doenca, valor comparavel ao gasto com doengas como cancer de cervical e aquela
causada pelo rotavirus.t” No caso da leishmaniose visceral, a estimativa ¢ de mais de dois
milhdes de AVAIs®® atualmente e o total gasto para prevencao e tratamento nos proximos anos
é estimado em 100 milhdes de ddlares americanos por ano." '® Ja para a tripanossomiase
africana, estima-se entre 2 e 25 mil AVAIs anuais, sendo que o custo médio para tratamento
recentemente vai de 25 a 500 ddlares americanos por AVAI.L 1619

O grande impacto desses parasitas na sade humana e também na economia dos paises
em desenvolvimento tem direcionado investigacdes de seus processos moleculares. Dentre 0s
varios mecanismos moleculares peculiares dos tripanossomatideos, pode-se citar a
predominancia do processamento dos pre-mRNAs por SL trans-splicing, foco deste trabalho.
Por ser um mecanismo ausente em vertebrados, em que ocorre somente o cis-splicing, tal
processamento e as proteinas participantes podem ser consideradas importantes alvos parasito-

especificos.?°

* O ntmero de anos de vida ajustados por incapacidade (AVAI), do inglés disability-adjusted life years (DALY, é uma medida de carga de
doenga proposta por Murray e Lopes?, que corresponde & soma do niimero de anos perdidos por incapacidade (API) com o niimero potencial
de anos de vida perdidos (APVP) em consequéncia de mortalidade precoce.
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1.2 Trypanosoma brucei como organismo modelo

T. brucei é um organismo eucarioto unicelular que pode ser tratado como modelo para
0 estudo comparativo de mecanismos moleculares em eucariotos. Processos biol6gicos como
edicdo de RNA, ancoramento de proteina em membrana celular por meio de glicosil-
fosfatidilinositol (GPI), SL trans-splicing e variagdo antigénica foram primeiramente
descobertos neste organismo, e depois observados e caracterizados em outros eucariotos.??

O sequenciamento completo de seu genoma? aliado ao desenvolvimento de técnicas
como a delecdo de um gene a partir de recombinacdo homologa ou regulacdo negativa da
expressao génica por RNA de interferéncia permitem o estudo genético dos seus processos
bioldgicos.?> 2* Adicionalmente, os fatores necessarios para crescimento e adaptagdo em
diferentes fases do ciclo de vida podem ser investigados tanto em cultura como em modelos
animais.?? Além disso, T. brucei e outros membros da ordem Kinetoplastida contém apenas
uma mitocdndria®® e organelas exclusivas que sofrem mudangas estruturais e funcionais durante
seu ciclo de vida. Deste modo, este organismo também é de interesse para estudo de biogénese

e funcio de organelas.??

1.2.1 Arquitetura da célula durante o ciclo de vida

A célula dos parasitas pertencentes a familia Trypanosomatidae caracteriza-se por ser
alongada, apresentando um citoesqueleto de microtibulos altamente polarizados que define o
formato da célula e se mantém intacto durante todo o seu ciclo de vida.??

No caso de T. brucei, as células presentes na saliva da mosca tsé-tsé sdo conhecidas
como tripomastigotas metaciclicas e sdo injetadas pelo inseto durante a alimentacdo de sangue
do hospedeiro mamifero (Figura 1.4). Em humanos, os parasitas entram no sistema linfatico e
passam para a corrente sanguinea, onde se transformam em tripomastigotas sanguineos (Figura
1.4). Na corrente sanguinea, estas formas sdo carregadas a outros 6rgaos e também atingem
outros fluidos corporais, como o liquor, e continuam a se reproduzir por fissdo binaria.?%?’

A mosca tsé-tsé se infecta com a forma tripomastigota sanguinea durante a alimentacao
de sangue contaminado e, no seu intestino meédio, o0s parasitas se transformam em
tripomastigotas prociclicos, onde também se multiplicam por fissdo binaria (Figura 1.4).
Deixando esta regido, os parasitas se transformam em epimastigotas e algam a glandula salivar
do inseto vetor, onde seguem a se multiplicar e se transformam em tripomastigotas

metaciclicos?®? (Figura 1.4).
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Figura 1.4 - Ciclo de vida do T. brucei — 1- A forma tripomastigota metaciclica do T. brucei é injetada no
hospedeiro humano pela mosca tsé-tsé. 2-4- T. brucei se transforma em tripomastigota sanguineo,
atinge outros fluidos corporais (linfa, liquor) e continua sua replicacdo por fissdo binaria. 5- A
mosca tsé-tsé se infecta com as formas tripomastigotas sanguineas. 6- No intestino médio da mosca,
0s parasitas se transformam em tripomastigotas prociclicos e se multiplicam por fissdo binéaria. 7-
Ap0s deixar o intestino médio da mosca, os parasitas se transformam em epimastigotas e atingem
sua glandula salivar (8), onde se reproduzem por fissdo binéria. T. brucei, entdo, transforma-se em
tripomastigota metaciclico. O inseto infectado transmite o protozoério para novo hospedeiro
humano (1), dando continuidade ao ciclo de vida do T. brucei.
Fonte: Adaptada de CDC?%,

Além das organelas caracteristicas de eucariotos, T. brucei apresenta uma bolsa flagelar
de onde emerge um flagelo que garante sua mobilidade?®, além de uma Gnica mitocondria
alongada que se estende pela célula e possui uma regido conhecida como cinetoplasto, que
contém DNA mitocondrial.?> Na forma sanguinea do T. brucei, o cinetoplasto se posiciona na
regido posterior da célula, enquanto na sua forma tripomastigota prociclica esta estrutura se
localiza entre o nucleo e a regido posterior. Ja na sua forma epimastigota, o cinetoplasto é

encontrado na regifo anterior ao nticleo? (Figura 1.5).
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Tripomastigota sanguinea
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Posterior

Posterior Anterior

Tripomastigota prociclica

e W,

1. Nucleo 7. Lisossomo Posterior
2. Cinetoplasto 8. Endossomos

3. Bolsdo flagelar 9. Mitocondria Espimastigota

4. Corpo basal e corpo probasal 10. Citoesqueleto

5. Axonema e estrutura paraflagelar 11. Glicossomos —V\/WV) ‘

6. Complexo de Golgi

Posterior

Figura 1.5 — Arquitetura da célula do T. brucei. A- Organelas e B- Posicdo do cinetoplasto e do flagelo nas
diferentes formas celulares.
Fonte: Adaptada de MATTHEWS et al?’.

Em mamiferos, o parasita sobrevive livremente na corrente sanguinea, ja que é capaz de
escapar da resposta imune do hospedeiro por meio de varia¢do antigénica de glicoproteinas da
sua superficie (do inglés, variable surface glycoproteins, VSGs). Estas proteinas estdo ligadas
a membrana celular na sua regido C-terminal por meio de ancoras de glicosil-fosfatidilinositol
(GPI). Entretanto, ap6s a ingestdo pelo inseto, as formas sanguineas substituem este
recobrimento por outro menos denso composto de prociclinas, que também séo ancoradas por
GP1.%

Na forma tripomastigota sanguinea, a mitocondria tem uma estrutura tubular simples
devido a auséncia de respiracdo mitocondrial nesta fase, ja que a geracdo de energia depende
apenas de glicélise em organelas especializadas conhecidas como glicossomos?” %, Entretanto,
as formas tripomastigotas prociclicas dependem da presenca de uma mitocondria altamente
ativa.?’

As formas epimastigotas geradas se ligam a parede da glandula salivar do inseto vetor
por meio de sua membrana flagelar recoberta por proteinas ricas em arginina ancoradas por
GPI, conhecidas como BARP (do inglés, brucei alanine-rich protein).3! Apos multiplicagdo, o
parasita para de se dividir, readquire o recobrimento de VSG e é liberado ao Iimen da glandula

salivar, onde est preparado para ser inoculado em um novo hospedeiro mamifero.?’
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1.2.2 Organizacdo do genoma, replicacdo e transcricéo

O contetdo genético dos parasitas pertencentes a ordem Kinetoplastida encontra-se
dividido entre o nucleo e o cinetoplasto. Em T. brucei, este corresponde a uma densa rede de
DNA mitocondrial circular, na forma de maxicirculos (20 a 40 kb), que contém genes que
codificam para proteinas mitocondriais, e minicirculos (0,5 a 1,0 kb), que codificam para
pequenas moléculas de RNA que atuam como guias para a edicdo dos transcritos de
maxicirculos por meio de incorporacéo ou delecio de uridinas.?® 2" 32

Entretanto, a maior parte de sua informacdo genética estd compartimentalizada no
nucleo, que possui aproximadamente 2,5 um de diametro. T. brucei € um exemplo de organismo
diploide e possui de 26 a 35 Mb de DNA por genoma haploide, dependendo da cepa em analise.
A regido do genoma nuclear que corresponde aos cerca de oito mil genes que codificam para
proteinas compreende 11 pares de cromossomos de tamanho entre 0,9 e 5,7 Mb.
Adicionalmente, seu genoma nuclear contém por volta de 100 minicromossomos (30 a 150 kb)
e cinco cromossomos de tamanho intermediario (200 a 900 pb), provavelmente aneuploides.
Os minicromossomos abrigam um repertorio de genes que codificam para VSG flanqueados
por uma sequéncia repetitiva de 177 pares de base na regido 5°.2 273233

Varios aspectos da organizacdo do genoma nuclear e regulacdo da expressdo génica de
T. brucei ndo séo usuais quando comparados a outros organismos eucariotos. O genoma nuclear
é organizado em 388 agrupamentos direcionais de dois ou mais genes que codificam para
proteinas (do inglés, directional gene clusters, DGCs), como pode ser observado na Figura 1.6.
Cada gene individual é imediatamente seguido do préximo, podendo haver uma sequéncia

intercistronica de tamanho variavel entre eles.23 32
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Figura 1.6 — Representacdo esquemética do genoma nuclear de T. brucei. Estdo representados os elementos
genéticos de acordo com sua classe (rRNA, prociclina, CDS, SLRNA, snoRNA, tRNA, snRNA,
SRP-RNA) e a RNA polimerase que os transcreve (RNA polimerase I, 11 ou Ill). Barras coloridas
indicam a posicdo e o tamanho de cada elemento genético de cada cromossomo de T. brucei. Barras
acima da linha preta que representa um cromossomo (C1-C11) correspondem a transcrigdo no
sentido da esquerda para a direita e barras abaixo correspondem a transcri¢do no sentido contrério.
Fonte: Adaptada de DANIELS et al*2.

A replicacdo do genoma nuclear de T. brucei é feita a partir de um pequeno nimero de
origens de replicacéo, localizadas nas bordas de alguns DGCs.3% 3% Algumas proteinas que
fazem parte do complexo de iniciag&o de replicacdo foram identificadas e caracterizadas, porém
ainda n&o foi apresentada a descrigdo completa do mecanismo de replicagio deste organismo.3>
36

A transcricdo dos genes desses agrupamentos é catalisada pela RNA polimerase Il e é
caracterizada como policistrénica, porém ndo se conhece precisamente a taxa de transcrigdo e
as sequéncias de iniciaco e terminacdo de transcri¢do da maioria dos DGCs.*” A iniciagdo da
transcricdo esta ligada a modificagdes em histonas em T. brucei.® J4 a sua terminagdo ainda n&o

é bem compreendida em T. brucei. Em outros tripanossomatideos, a terminacdo da transcrigdo
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parece estar associada & acumulagcdo de um nucleotideo modificado conhecido como J (B-D-
glucopiranosiloximethiluracila).32-33 39

A enzima RNA polimerase | transcreve ndo apenas as moléculas de RNA ribossomal
(rRNA) como também genes que codificam para VSG e prociclina. Ja a enzima RNA
polimerase Il transcreve um pequeno numero de RNAs que sdo codificadores para proteinas
gue atuam no processo de traducdo (tRNAs e rRNAs 5S), processamento de mRNA (snRNAs
U1, U2, U4 e U5, que serdo detalhados posteriormente) e outros processos celulares (como o
RNA 7SL).323 3% Em T. brucei, os snRNAs U1, U2 e U4 recebem um capacete de 7-
metilguanosina (M’G) hipermetilado na extremidade 5° como sinal de exportagdo ao
citoplasma, com excecdo do snRNA U5.2°

Em contraste, 0s SnRNAs U1, U2, U4 e U5 de mamiferos e levedura séo transcritos pela
RNA polimerase 11, assim como cada pré-mRNA, e adquirem um capacete de 7-metilguanosina
(m’G) na extremidade 5’ como sinal de exportagdo ao citoplasma. Entretanto, tanto em T.
brucei quanto nesses organismos, 0 SNRNA U6 é transcrito pela RNA polimerase 11, recebe um

capacete de y-monometilfosfato na extremidade 5’ e esta molécula ndo deixa o nucleo celular.?”
40-41

1.2.3 Processamento do prée-mRNA

O processamento dos transcritos policistronicos a mRNAs monocistrénicos maduros
envolve o SL trans-splicing, que consiste na ligacdo, na extremidade 5’ de cada mRNA
individual, de um pequeno éxon de RNA contendo capacete-5’ hipermetilado de 7-
metilguanosina (cap4), conhecido como, do inglés, spliced leader (SL). Esta molécula é
transcrita pela RNA polimerase 1l em T. brucei®® e o SL trans-splicing ocorre em poucos
minutos apos a sua sintese, concomitante a poliadenilagdo de sua extremidade 3°.#? Duas (nicas
excecOes sdo 0 gene PAP (Th927.3.316) de T. brucei, codificante para a poli-A polimerase, e
um gene putativo para uma RNA helicase (Th927.8.1510), que apresentam um Gnico intron
removido por cis-splicing.2% 4345

Os pré-mRNAs contém sinais consenso (Figura 1.7) para o processamento por SL trans-
splicing ou por cis-splicing catalisados pelo spliceossomo. Entre eles, pode-se observar um sitio
especifico na extremidade 3’ do éxon, conhecido como 3’SS (do inglés, 3 splice site), que
apresenta o dinucleotideo AG na jungéo entre um éxon e a proxima regido intercistrénica, além

de uma adenina dentro do éxon, marcando o ponto de ramificagdo (do inglés, branch point,
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BP). Um trato de polipirimidinas (Py) é observado jusante a este (~20 nucleotideos). Em
leveduras, esta regido nio é observada.?® 434

Diferente de eucariotos derivados, o sitio 5 de splicing (5’SS) esta localizado no RNA
SL, como mostrado na figura 1.7A. O éxon SL tem 39 nucleotideos em T. brucei e 0 RNA SL
tem 135 nucleotideos, contendo, além do éxon SL, uma regido ndo codificante de tamanho
variavel que forma duas estruturas secundérias em forma de grampo de cabelo, separadas por

uma regido de reconhecimento por proteinas Sm (Figura 1.7). Além disso, ndo sdo verificadas

sequéncias de nucleotideos consenso para o 3°SS, BP ou 5’SS entre tripanossomatideos.?® 4>
45-46
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Figura 1.7 — Sinais de splicing no pré-mRNA. A- Representacdo esquematica dos sinais de splicing consenso
(em vermelho) no pré-mRNA de T. brucei, de mamiferos e de leveduras. B- Estrutura secundaria
proposta para SL RNA de T. brucei. Em roxo, identifica-se o éxon de SL RNA, que apresenta um
capacete 5’ de 7-metilguanosina hipermetilado (cap4). O sitio Sm do SL RNA esta destacado, bem

como a sequéncia GU do 5°SS.
Fonte: Adaptada de CROSS et al“é.

O requerimento da adi¢cdo de RNA SL ao pre-mRNA esta relacionado a modulagéo dos
niveis de MRNA maduro na célula. O RNA SL deve ser produzido em alta concentracdo para
garantir o processamento de todos os transcritos. Esta molécula é transcrita na forma de pré-
RNA SL, contendo um éxon e um intron, e é codificada em um arranjo de repeti¢des em tandem
de 1,4 kb localizado no cromossomo 9 (Figura 1.6), que tambeém é transcrito pela RNA
polimerase Il. Este é o Unico caso em que o promotor da RNA polimerase Il estd bem
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caracterizado, mostrando-se bem conservado entre tripanossomatideos.*’*® Adicionalmente,
outro mecanismo de regulagdo corresponde a estabilidade do transcrito maduro.3 3

Concomitante ao SL trans-splicing, a adicdo de uma extensao poli-A na extremidade 3’
dos transcritos maduros catalisada pelo complexo da poli-A polimerase (PAP) é bem
conservada em tripanossomatideos e é importante para a estabilizacdo do mRNA, sua
exportacdo para o citoplasma e tradugdo.>” 42

1.3 Spliceossomo: arquitetura e func¢éo no cis- e no SL trans-splicing

O spliceossomo é um complexo nuclear que interage com 0 RNA SL e o transcrito
policistrénico nos sitios especificos de splicing para catalisar o processo de SL trans-splicing
em tripanossomatideos.?® 4344 No caso do cis-splicing, mais bem caracterizado em humanos e
leveduras, o spliceossomo interage nos sitios localizados tanto na regido de intron quanto nas
regides de éxons (Figura 1.7).%% %52 Em ambos os processos, este complexo ¢ associado pela
interacdo de pequenas particulas ribonucleoproteicas nucleares ricas em uridina (do inglés,
small nuclear ribonucleoparticules, snRNPs - U1, U2, U5, U4/U6, U4/U6.U5 — descritas na
secdo 1.3.2), alem de algumas subunidades multiproteicas (RES, NTC, IBC, EJC e NTR —
descritas na se¢do 1.3.3). A nomenclatura das proteinas spliceossomais foi definida em estudos
de cis-splicing de humanos e leveduras e é adotada pela comunidade cientifica também para
tripanossomatideos 204043,

Nos ultimos 30 anos, estudos sobre o spliceossomo de humanos, leveduras e, mais
recentemente de tripanossomatideos, identificaram que as ShRNPs sdo formadas por pequenos
RNAs nucleares (do inglés, small nuclear RNAs, snRNAs - Ul, U2, U4, U5 e U6) cujas
sequéncias sao ricas em uridina, e fatores proteicos especificos associados, como as proteinas
Sm, que formam um anel hetero-heptamérico em torno dos snRNAs (se¢do 1.3.2) e recrutam
proteinas especificas para a biogénese das SNnRNPs (secdo 1.3.2.4). As pesquisas atuais em
relacdo ao spliceossomo humano e de levedura se concentram em descrever a arquitetura do
complexo em nivel molecular e a relagdo com sua fungdo enzimatica, além da identificacdo dos
pontos de regulagio.?* 40

Os tripanossomatideos possuem todos os cinco SnRNAs (se¢do 1.3.2), porém o
conhecimento acerca de fatores proteicos associados ao spliceossomo destes organismos ainda
é limitado devido a divergéncia de suas sequéncias de aminoacidos com relagdo aqueles ja bem
caracterizados do spliceossomo de humanos e leveduras. Poucas proteinas foram diretamente

identificadas pela anotacdo do genoma completo de T. brucei, T. cruzi e L. major, disponivel
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na base de dados TriTryp.>® Os esforcos das pesquisas acerca do trans-spliceossomo ainda se
concentraram em identificar e caracterizar os complexos spliceossomais em termos de sua
composicéo e fungdo.?% 434

A anélise extensiva de sequéncias de aminoacidos das proteinas de T. brucei que
conservam o dominio de reconhecimento de RNA (do inglés, RNA recognition motif, RRM) e
o desenvolvimento de técnicas de purificacdo por afinidade em tandem (do inglés, tandem
affinity purification, TAP) de proteinas spliceossomais combinadas com espectrometria de
massas possibilitaram a identificacdo de muitas das proteinas que compdem o spliceossomo
destes organismos. Entretanto, ainda ndo existem trabalhos publicados com a anélise da relagéo
estrutura-funcdo das proteinas spliceossomais ou dos subcomplexos associados ao trans-
spliceossomo de tripanossomatideos.?® 43

Além da complexidade da composicédo do spliceossomo, este também é dindmico para
possibilitar a catalise de duas reacdes de transesterificacdo.*® Em humanos, além dos snRNAs
das particulas U1, U2, U4, U5 e U6, cerca de 170 proteinas estao relacionadas ao spliceossomo,
porém nem todas sdo recrutadas para as duas reacoes de transesterificacdo 4% 4% 54 como sera

descrito a seguir.

1.3.1 Catalise do splicing

O spliceossomo ¢é associado pela adicdo sequencial de SnRNPs ao pré-mRNA e ao RNA
SL, no caso do SL trans-splicing 2*“® (Figura 1.8), e somente ao pré-mRNA no caso do cis-
splicing “**° (Figura 1.8), em um processo altamente complexo e dindmico, com composigio
variada de SnRNAs e fatores proteicos a cada etapa da catalise, como se observa na Figura 1.8.
Exceto pela natureza intermolecular, o SL trans-splicing apresenta as mesmas etapas do cis-
splicing, com duas reacdes de transesterifica¢io.?% 4°

Inicialmente, propde-se que o pareamento de bases do 5’SS presente no RNA SL com
0 3’SS do pré-mRNA seja suficiente para definir o sitio de splicing 5> no SL trans-splicing?®,
o que difere do cis-splicing, onde observa-se o pareamento de bases entre 0 ShARNA U1 e o sitio
5°SS no pré-mRNA.%% % O fator proteico especifico U2AF (Mud2 em levedura), na presenca
de SF1 (Msl5 em levedura), por sua vez, reconhece tanto o 3’SS como o BP, ambos no pré-
MRNA. A particula U2 €, entdo, recrutada e reconhece a sequéncia do BP. Nesse estagio €
formado o complexo A?% “° (Figura 1.8).

Em seguida, um heterocomplexo formado por di-snRNP U4/U6 e sSnRNP U5, chamado
tri-snRNP U4/U6.U5 ¢, associa-se ao complexo A, formando o complexo B (Figura 1.8). H4,
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entdo, um rearranjo estrutural, incluindo a entrada do complexo NTC (do inglés nineteen
complex) e a saida da snRNP U4 (e U1, no caso do cis-splicing), o que leva & formacdo do
complexo B (spliceossomo ativado).?% 4% 4° Para esta ativacéo, a proteina U5-200K (Brr2 em
levedura) tem papel catalitico no despareamento do duplex de shnRNAs U4/U6, enquanto U5-
100K (Prp28 em levedura) esta associada a liberacdo de sSnRNP U1.%” A investigacgdo da fungdo
de U5-200K na snRNP U5 é um dos alvos desse trabalho.

Posteriormente, ha um rearranjo estrutural para formacdo do complexo B”, que
corresponde ao spliceossomo catalicamente ativo. Ocorre entdo a primeira reacdo de
transesterificagdo, em que o grupamento 2°-OH da adenosina do BP faz um ataque nucleofilico
no atomo de fosforo da guanina da porcdo final do éxon do pré-mRNA no sito 5’SS. Com a
transferéncia da ligacdo fosfodiéster, hd a formacdo do éxon SL 5’ e a ligacdo do SL
remanescente a adenosina do BP no pré-mRNA aceptor, resultando na formacdo de uma
estrutura intermediéria na forma de Y, e o spliceossomo é transformado no complexo C (Figura
1.8).20:40.49 No caso do cis-splicing, o éxon 5’ é ligado a adenosina do BP formando uma
estrutura na forma de lago*® (Figura 1.8).

Finalmente, ocorre a segunda reacdo de transesterificacdo, a partir do ataque
nucleofilico do grupamento 3’-OH da sequéncia do éxon SL ao grupamento fosfato da
extremidade 3’ da juncdo intercistroncia/éxon no complexo P. Os produtos sdo, portanto, o
RNA maduro e uma estrutura na forma de Y.? Ja no caso do cis-splicing, ocorre a reagdo
equivalente para liberacio do mRNA maduro e da estrutura na forma de lago*® (Figura 1.8).
Ap0s esta etapa, o spliceossomo é dissociado e as SNRNPs sao recicladas para novas etapas de

splicing.20 4058
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respectivamente. B- Dindmica de associac¢éo do spliceosomo durante o cis-splicing.
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Durante as duas etapas da reacdo de splicing, o spliceossomo atua como uma ribozima,
sendo que 0 SNRNA U6 é responsavel pelo posicionamento de dois ions Mg?* (M1 e M2) que
estabilizam os grupos abandonadores das reacdes de substitui¢do nucleofilica do tipo SN2.52%°
Como se pode observar na Figura 1.9, o ion M2 ativa o nucleo6filo e M1 estabiliza o grupo
abandonador durante a primeira etapa. Ja na segunda etapa, 0s papéis se invertem e M1 ativa o

nucleofilo enquanto M2 estabiliza o grupo abandonador %% °° (Figura 1.9).
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Figura 1.9 — Catalise das reacdes de transesterificacdo (A e B) a partir do posicionamento de fons Mg?*
pelo snRNA U6 para estabilizar os intermediarios das reagoes.
Fonte: FICA et al®.

Muitos dos componentes proteicos do spliceossomo sdo indispensaveis para a catalise
do splicing, seja atuando como helicase/ATPases ou como plataforma de interacfes para
direcionar os sSnRNAs e 0s substratos para a catalise.>> 54 Estes componentes e a respectiva
funcdo serdo descritos nas préximas secGes, em comparagdo com os fatores proteicos
identificados para o SL trans-splicing.

Os complexos E, A, B, B, B" e C do spliceossomo ndo foram identificados em
tripanossomatideos até o momento.?° Entretanto, muitas das proteinas relacionadas foram
anotadas e parte delas caracterizadas. Adicionalmente, proteinas spliceossomais especificas de
tripanossomatideos foram identificadas, sendo que muitas dessas ainda ndo tém funcéo
definida.20 60-6
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1.3.2 snRNPs: composicao, funcéo e biogénese
1.3.2.1 snRNP U1l

A particula ribonucleoproteica U1 (ShRNP U1) de humanos € caracterizada com um
coeficiente de sedimentacdo igual a 12S e consiste de uma molécula de sSnRNA U1 com 165
nucleotideos de extensdo (Figura 1.10) e 10 proteinas associadas, entre elas as 7 proteinas Sm
comuns a todas as SNRNPs de humanos (SmB, SmD3, SmG, SmE, SmF, SmD2, SmD1), além
de U1-70K, U1A e U1C.** % U1C estabiliza o pareamento de bases entre a extremidade 5’ de
snRNA U1 e a sequéncia do 5°SS * 2 (Figura 1.10).

Em leveduras, snRNP U1 é mais complexa e consiste de um snRNA U1 maior, com 568
nucleotideos, além das 7 proteinas Sm e 10 proteinas adicionais (Prp39, Prp40, Snu71, Snu56,
Snpl, Mudl, Luc7, Prp42, Nam8 e Yhcl). Snpl, Mudl e Yhcl sdo homélogas a U1-70K, ULA
e U1C, respectivamente.*® % J4 no caso de tripanossomas, SnRNP U1 varia em muitos aspectos.
Primeiramente, U1-70K foi identificada a partir da sua identidade de sequéncia de aminoacidos
com U1-70K humana % e, ap6s purificacio em tandem a partir da sua expressdo recombinante
em T. brucei, foram identificadas as proteinas U1C, cuja sequéncia de aminoacidos diverge da
homoéloga humana, e a proteina U1-24K, ausente em humanos e leveduras.®® Neste
experimento, as proteinas Sm candnicas também foram copurificadas. A proteina U1A, por sua
vez, sO foi identificada pela andlise de sequéncias que conservam o dominio RRM em T.
brucei.®°

O snRNA U1l de T. brucei tem apenas 75 nucleotideos e ndo possui as estruturas
equivalentes a SL2 e SL3 (Figura 1.10), que tipicamente interagem com U1A.2% % Estudos
recentes de imunoprecipitacdo (do inglés, individual-nucleotide resolution crosslinking-
immunoprecipitation, iCLIP) mostraram que ndo apenas 0 ShRNA U1 mas também o RNA SL
e 0 SnRNA U6 interagem com U1C e U1-70K.% Adicionalmente, a ligacéo cruzada de U1C ao
pré-mRNA do gene de PAP (que sofre cis-splicing em T. brucei) indica a atividade de SnRNP
U1 no reconhecimento do 5°SS, assim como em humanos e leveduras.®® Deste modo, ShRNP
U1 deve representar uma ligacdo evolutiva entre as maquinarias de cis- e SL trans-splicing,
sendo essencial para o reconhecimento do sitio 5° de splicing no SL RNA e nos cis-introns do
pre-mRNA.
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Figura 1.10 — snRNP U1. Estruturas secundarias de snRNAs Ulde T. brucei e H.sapiens e modelo cristalografico
de SNnRNP U1 de H. sapiens®. Os sitios Sm estdo evidenciados em vermelho.
Fonte: Adaptada de PALFI et al’”; KONDO et al*®.

1.3.2.2 snRNP U2

A snRNP U2 de humanos constitui-se de uma molécula de ShnRNA U2 e 7 proteinas Sm
em torno do sitio Sm. Adicionalmente, este nlcleo esta associado as proteinas U2A’ e U2B’’%
% e aos complexos proteicos SF3a’® e SF3b™, formando uma particula de coeficiente de
sedimentacdo igual a 17S. O complexo SF3a consiste das subunidades SF3al20, SF3a66 e
SF3a60, e o complexo SF3b é composto de SF3b155, SF3bl145, SF3b130, SF3b49,
SF3bl4a/pl4, SF3bl4b e SF3b10, todas nomeadas de acordo com sua massa molecular
aparente. Adicionalmente, CHERP, hPrp5, hPrp43, SPF31 e SPF45 estdo associadas a particula
U2 em pequenas quantidades.*® 727

Esta particula participa do reconhecimento da regido BP do pré-mRNA no cis-splicing
por meio de pareamento de bases com snRNA U2. Em seguida, é responsavel por posicionar a
adenosina do BP no centro catalitico do spliceossomo e, juntamente com o snRNA U6, o
snRNA U2 forma uma rede de interagdes que posicionam os sitios reativos do pré-mRNA para

que as reagdes de transesterificagio acontegam.0: 40,49 52,54, 74



CAPITULO 1|53

O snRNA U2 de humanos tem 187 pares de base e forma cinco estruturas de grampo-
de-cabelo (SL1-4)"2 (Figura 1.11). A regido 5° ¢ altamente conservada e contém, além dessas
estruturas, uma regido de fita simples para interacdo com o snRNA U6, o intron e proteinas
especificas de SnRNPs. Estruturas de ressonancia magnética nuclear do SL1 do snRNA U2 de
H. sapiens e S. cerevisiae mostram similaridade estrutural, apesar das modificacbes pos-
transcricionais observadas para o SnARNA U2 de humanos, em detrimento de S. cerevisiae,
tornarem-no termodinamicamente mais estavel.”?

As regides que flanqueiam o sitio de reconhecimento de BP (5°’GUAGUAJ3’, localizada
entre SL1 e SL2) e SL1 s&o complementares ao SnRNA U6, permitindo a formacéo de duas
hélices intermoleculares.”? Sugere-se que a estrutura SL1 tenha papel relevante no sitio ativo
do spliceossomo. Adicionalmente, U2B’’ se liga a SL4 ¢ U2A” interage com U2B’’, sendo que
essa interaco é essencial para a formacio de spliceossomo estavel em humanos e leveduras.®®
O complexo U2A’/U2B’/snRNA U2 sera discutido em detalhes no capitulo 2 deste trabalho.

Recentemente, a estrutura do spliceossomo de S. pombe® a 3,6 A de resolugio maxima,
obtida por criomicroscopia eletronica, revelou a arquitetura de todas as nove proteinas de U2
snRNP, que compreende Leal (U2A’ em humanos), Msll (U2B’’ em humanos), anel Sm
heptamérico, além do snRNA U2, no braco | do spliceossomo deste organismo.>* Esta regido
esta ligada ao corpo central por meio da interacdo entre as proteinas Cwf3/Syfl e Cwf4/Syf3 e
pelo sSnRNA U2 que, em complexo com o snRNA U6 e com o intron na forma de lago,
posiciona-se no sitio catalitico.>* Entretanto, esta regido na estrutura tem informagcéo estrutural
em baixa resolucdo (~10 A)>* (Figura 1.11).

O snRNA U2 de tripanossomatideos (Figura 1.11) também é menor que o observado
em humanos e leveduras, com apenas 150 nucleotideos. Estdo ausentes a estrutura SL3 e a
sequéncia de reconhecimento de BP. A sequéncia de ligacdo a proteinas Sm ndo é usual e
apresenta uma adenosina central.”>"® N&o foi observada uma sequéncia consenso para BP entre
membros da familia Trypanosomatidae, o que provavelmente reflete em um mecanismo
diferente de reconhecimento do BP e do 3’SS durante o SL trans-splicing. Deve-se notar que a
substituicdo da regido de interacdo ao BP do snRNA U2 de levedura pela regido equivalente de
T. brucei resultou em spliceossomo néo-funcional .2 77

A primeira proteina especifica de snRNP U2 a ser identificada em T. brucei foi a
homologa de U2A’ (também conhecida como U2-40K), a partir da sua copurificagdo com o
snRNA U2 em condices de alta estringéncia.” ® A proteina U2B”’, por sua vez, foi
identificada por meio de andlise de sequéncias de aminoacidos e observou-se que ela interage

com a proteina U2A’ como as homologas de humanos e leveduras.” Em seguida, analises de
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conservacao do dominio RRM identificaram o fator proteico homologo a SF3b49, membro da
subunidade SF3b, cujo silenciamento génico é letal para T. brucei.® A purificagdo desta
proteina a partir do T. brucei seguida de espectrometria de massas levou a identificacédo de todas
as proteinas da subunidade SF3b.2% & Além disso, a Gnica proteina de T. brucei anotada como
homdloga a SF3a60 foi recentemente caracterizada, bem como seus parceiros de interacdo para
formagcéo da subunidade SF3a.%!

A composicao proteica da SnRNP U2 de tripanossomatideos também diverge. Foram
identificadas as proteinas Sm15K e Sm16,5K em substituicdo a SmB e SmD3, respectivamente,
no anel hetero-heptamérico que interage com o sitio Sm do U2 snRNA.82 8 Adiconalmente, a
interacdo entre essas proteinas e U2A’ foi postulada a partir de experimentos de reconstrucdo
in vitro dos complexos proteinas-RNA.8? A variagdo do anel Sm na snRNP U2 de T. brucei é

uma caracteristica exclusiva deste organismo e é um dos focos deste trabalho (capitulo 2).
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Figura 1.11 — snRNP U2. Estruturas secundérias de SnRNAs U2 de T. brucei e H. sapiens e densidade eletronica
do nticleo de snRNP U2 de S. pombe a ~10 A de resolugéo obtida por criomicroscopia eletronica.>*
Os sitios Sm estdo evidenciados em vermelho.
Fonte: Adaptada de HARTSHORNE E AGABIAN'®; SASHITAL et al’?; YAN et al®*.
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1.3.2.3 snRNP U5, di-snRNP U4/U6 e tri-snRNP U4/U6.U5

A snRNP U5 é a maior ribonucleoproteina do spliceossomo humano, com coeficiente
de sedimentacdo igual a 20S, sendo composta por uma molécula de shRNA U5 com 116
nucleotideos de extensdo (Figura 1.12-B2), além das sete proteinas Sm e oito proteinas
especificas: U5-220K (hPrp8), U5-200K (hBrr2), U5-116K (hSnull4), U5-102K (hPrp6), U5-
100K (hPrp28), U5-52K (hLin1), U5-40K e U5-15K (hDib1).56 84

O snRNA U5 apresenta a estrutura na forma de grampo-de-cabelo SL1 altamente
conservada (Figura 1.12-B1 e B2) que interage com sequéncias de éxons nos sitios 5’SS e 3’SS.
Esta molécula esta relacionada a estabilizacdo do intermediério de splicing apds a primeira
reagdo de transesterificacdo e no alinhamento dos éxons para a segunda etapa catalitica.®>%® As
proteinas, por sua vez, estdo associadas com a ativacio e regulacdo do spliceossomo.>®

U5-102K interage com U5-52K que, por sua vez, interage com U5-15K na particula U5
(Figura 1.12-A1 e A2).8788 J4 as proteinas U5-100K e U5-200K s&o helicases dependentes de
ATP importantes no rearranjo da rede de interacdes de snRNAs para a ativacdo do
spliceossomo.>%°: % Varios estudos genéticos mostraram que Prp28 de levedura (homologa a
U5-100K de humanos) promove a liberagdo da particula U1, processo coordenado com a
liberacdo de snRNP U4 pela Brr2 (homdloga a U5-200K de humanos) e estd envolvida na
incorporacéo de tri-snRNP U4/U6.U5 ao spliceossomo.8® U5-220K/Prp8 e U5-116K/Snul14,
por sua vez, estdo relacionadas a regulacio da atividade de U5-200K/Brr2,50-1: %6

A particula U6, por sua vez, ndo é usual e seu SnRNA é o unico transcrito pela RNA
polimerase Il em humanos. Esta particula € encontrada em interacdo com snRNA U4,
formando a di-snRNP U4/U6 (13S), a qual, por sua vez, é predominantemente encontrada em
interacdo com snRNP U5, na forma de tri-snRNP U4/U6.U5 (25 S). O snRNA U6 (Figura 1.12-
Al e A2) possui 106 nucleotideos e forma uma estrutura de grampo-de-cabelo muito parecida
com o dominio catalitico V de introns do grupo Il. Essa molécula se associa a sete proteinas
LSm, que também formam um anel em torno do sitio Sm na sua extremidade 3”. °° J4 0 SnARNA
U4 possui 142 nucleotideos e interage com as sete proteinas Sm.%! A estrutura do nticleo Sm da
particula U4 publicada recentemente® revela sitios de interagcdo com snRNA U4 equivalentes
aos observados no ndcleo Sm da snRNP U1 (informagdo a ser detalhada no capitulo 2).
Adicionalmente, a di-snRNP U4/U6 contém cinco proteinas especificas: 90K (hPrp3), 61K
(hPrp31), 60K (hPrp4), 20K (CypH) e 15,5K (hSnu13)®® ®2, As proteinas 90K, 60K e 20K

formam um sub-complexo estavel que é recrutado pela di-snRNP U4/U6 e esta relacionado
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com a estabilizacdo da hélice I1 do duplex sSnRNA U4/U6.%? Ap6s a ativacdo do spliceossomo,
SNRNA U6 interage com o0 5°SS e se alinha com snRNA U2,%: %2

Além das proteinas especificas de cada particula, trés outras sdo recrutadas para a
formagao da tri-snRNP U4/U6.U5: 110K (hSnu66), 65K (hSadl) e 27K.%? As proteinas de tri-
SnRNP sdo bem conservadas e quase todas estéo presentes em leveduras, com excecdo de 27K,
40K e CypH.%0 3056 U5-102K/Prp6 é necesséria para a formacdo de tri-snRNP estavel®,
enquanto que U5-52K se dissocia apds a formagcéo de tri-snRNP U4/U6.U5. 88

Recentemente, a estrutura de criomicroscopia eletrénica da tri-snRNP U4/U6.U5 de
levedura, a 3,7 A de resolucdo®, associada as estruturas de maior resolucdo de suas
subunidades, revelaram a arquitetura deste complexo em forma triangular de aproximadamente
300 A de dimensdo méaxima.>® %% A maior regido de Prp8, que consiste de dominio semelhante
a transcriptase reversa (do inglés, reverse transcriptase, RT), espacador e do dominio
semelhante a endonuclease do tipo-1ll, esta localizado no centro do complexo e é identificado
como uma plataforma para interacbes proteina-proteina e proteina-RNA que mantém o
complexo unido.> %% (Figura 1.12 A1-A2).

Na regido N-terminal de Prp8 ocorre interacdo com Snull4, na qual foi identificada
uma molécula de GTP ligada, e SnRNA U5, que por sua vez interage com sete proteinas Sm.
Na sua regido C-terminal, Prp8 interage com Brr2 através de seu dominio Jab1l/MPN, além do
complexo Prp3-Prp4. A atividade GTPase ou de ligacdo de GTP de Snul14 foi sugerida como
reguladora da func&o de Brr2 em levedura.®® °%° (Figura 1.12 A1-A2).

Hélices de snRNAs U4/U6 e o grampo-de-cabelo da extremidade 5’ de snRNA U4
foram identificados proximos ao cassete helicase N-terminal de Brr2 e da regido N-terminal de
Prp8. Snul3 e o dominio Nop de Prp31 se ligam & hélice da regido 5° do snRNA U4 e o anel
Sm de snRNP U4 interage na regido entre os dois cassetes de Brr2. A proteinas LSm de snRNP
U6, por sua vez, foram localizadas na regido do braco flexivel > (Figura 1.12 A1-A2).

Dibl faz contato com a al¢a | do snRNA U5 e esta interacéo é estabilizada pelas hélices
do N-terminal de Prp8. Além disso, o sitio ativo do spliceossomo esta localizado na Prp8, onde
também se encontram um sitio de ligacao a 5’SS do snRNA U6, as sequéncias do SnRNA U6
que também pareiam com snRNA U2 e a alca | de ShnRNA U5 que pareia com o0 primeiro éxon
e 0 segundo éxon. Esta superficie estd parcialmente oculta pela Dib1, o que sugere seu papel
potencial na regulacdo da incorporagdo dos componentes de RNA no sitio ativo do
spliceossomo durante sua associagéo e ativacdo.>®’

Em comparagdo com humanos e leveduras, T. brucei conserva snRNAs U4 e U6, que

ndo apresentam diferenca consideravel em termos de estrutura secundaria com relacdo aos
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correspondentes naqueles organismos®® ®7 (Figura 1.12-C1 e C2). Entretanto, a proteina SSm4
substitui SmD3 no anel Sm de snRNP U4%, um dos focos deste trabalho. A razdo para esta
variacdo ainda ndo é compreendida. J& 0 ShARNA U6 também se liga a um anel de proteinas
LSm, homdlogas as observadas em humanos e leveduras.?> *° Por outro lado, o SnRNA U5 de
T. brucei é 0 menor encontrado na natureza ¢ ndo possui um capacete na extremidade 5°. Além
disso, a estrutura na forma de grampo-de-cabelo na extremidade 3’ ¢ ausente e o anel Sm
candnico se liga ao sitio Sm no snRNA U5.20: 100

Snul3, membro da sSnRNP U4, e U5-200K, membro da snRNP U5, foram identificadas
diretamente por mineracéo de dados a partir do sequenciamento do genoma de T. brucei®. As
proteinas U5-220K!%!, U5-200K12 U5-116K, U5-40K® e U5-Cwc21%% 192 foram identificadas
a partir de purificacdo em tandem seguida de espectrometria de massas das proteinas SmD1 e
SmB, em experimentos separados. A purificacdo de U5-Cwc2l levou a identificacdo, por
espectrometria de massas, das mesmas proteinas. Esse resultado leva a sugestdo de que U5-
Cwc21 é membro estavel da U5 snRNP em T. brucei, o que ndo é observado em humanos ou
levedura.t?

Adicionalmente, nota-se que U5-100K ndo foi identificada em nenhum dos
experimentos. U5-102K e U5-15K, por sua vez, parecem formar um subcomplexo estéavel,
como observado pela copurificacdo do heterodimero a partir da expresséo em T. brucei.2 60, 102
Além disso, a autoclivagem da proteina U5-15K recombinante foi proposta recentemente,
apresentando uma cinética lenta in vitro.!%® Entretanto, ndo se conhece a funcdo desse
mecanismo na funcdo da proteina.’® Além disso, observou-se que Prp31 de T. brucei é

necessaria para a formagcéo de tri-snRNP U4/U6.U5.1%4
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Figura 1.12— Tri-snRNP U4/U6.U5. Al e A2- Estrutura de criomicroscopia eletronica da tri-snRNP U4/U6.U5
de S. cerevisiae.%® B- Estruturas secundarias de snRNA U5 de T. brucei (B1) e H. sapiens (B2) e
C- de di-snRNAs U4/U6 de T. brucei (B1) e H. sapiens (B2). Os sitios Sm estdo evidenciados em
vermelho.
Fonte: NGUYEN et al®®; MOTTRAM et al'%; YU et al*%,
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1.3.2.4 Biogénese de sSnRNPs

Complexos macromoleculares sdo essenciais para as células e o ambiente celular onde
sdo formados esta repleto de moléculas, que acabam perturbando seu processo de formacéo
dirigido por difusdo, além de aumentar a probabilidade de intera¢cBes ndo-produtivas. Deste
modo, fatores transativadores de formacdo desses complexos sdo necessarios para sequestrar
subunidades de modo a impedi-las de formar intera¢fes nao-especificas com outras moléculas
do ambiente celular, além de catalisar a formag&o do complexo na disposicédo correta.*?’

Em humanos, os snRNAs sdo transcritos no nucleo celular pela RNA polimerase Il
(exceto 0 SnRNA U6) e transportados ao citoplasma a partir da ligacdo aos complexos CBC (do
inglés, cap binding complex), PHAX (do inglés, phosphorylated adaptor for RNA export) e
Xpol/CRM1 (exportina 1/regido de manutencdo do cromossomo 1). No citoplasma, PHAX é
desfosforilado e continua associado & CBC/pré-snRNA, até a hipermetilagio do capacete 5°.4C
107

A biogénese de uma snRNP humana inicia-se pela formacdo de um anel hetero-
heptamérico de proteinas Sm em torno do sitio Sm do snRNA (U1, U2, U4 e U5) no citoplasma.
Apesar do reconhecimento do sitio Sm pelas 7 proteinas Sm ser suficiente para formacao do
nicleo estavel da snRNP in vitro'®, pelo menos 12 fatores formam os complexos PRMT5 e
SMN (do inglés, survivor of motor neuron) que catalisam a biogénese de sSnRNPs in vivo em
humanos e leveduras.’

Na fase inicial da biogénese do complexo de proteinas Sm/snRNA, os heterodimeros
SmD1/SmD2 e SmD3/SmB interagem com a proteina plClIn no citoplasma, e sao recrutados
pelo complexo PRMT5/WDA45 para formar o supracomplexo 20S. Em seguida, SmD1/SmD2 e
SmD3/SmB recebem dimetilaces simétricas nas cadeias laterais de argininas dos dominios C-
terminais de SmD1, SmB e SmD3. A proteina pICIn atua como uma chaperona e previne as
proteinas Sm de se associarem com moléculas de SnRNA. O heterotrimero SmF/SmE/SmG ¢é
entdo adicionado e resulta na formacao de um complexo intermediario na forma de anel com
coeficiente de sedimentacgéo igual a 6S, formado por SmD1/SmD2, SmF/SmE/SmG e pIClIn no
complexo PRMT5/WD45.1%7

Na fase final, o complexo 6S pré-metilado e plCIn-SmD3/SmB interagem com 0
complexo SMN, e plIClIn é eliminada. Entdo, Gemina2, presente no complexo SMN, coordena
a ligacdo das 5 proteinas Sm (SmD1/SmD2/SmF/SmE/SmG)!®, enquanto SmD3/SmB

provavelmente se liga a proteina SMN, Gemina2 e/ou Gemina8.1°
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Em seguida, o SNnRNA se associa ao complexo e as proteinas Sm formam um anel em
torno do sitio Sm. Finalmente, o complexo é transportado para o nicleo onde a ShRNP madura
se dissocia do complexo SMN. A associacdo é governada por energia térmica e o complexo
SMN é identificado com uma maquina Browniana. A reimportacdo para o nucleo ocorre através
da associagio com importina-p e snuportina-1.4% 1 Apos a reentrada no niicleo, as proteinas
transportadoras se dissociam e 0s complexos de proteinas Sm/snRNA se localizam em corpos
de Cajal. Os snRNAs Ul, U2, U4 e U5 sofrem modificagdes (pseudouridilagdo ¢ 2’-O-
metilacao) e as proteinas especificas de ShRNP séo entdo incorporadas para a formacdo de uma
sNRNP madura.*?- 107

A particula snRNP U6, por sua vez, contém o snRNA U6 que ¢é transcrito pela RNA
polimerase 11, e ndo é exportado ao citoplasma. No nucleo, o ShRNA U6 se liga ao complexo
de 7 proteinas LSm (LSm2-8). Apds a associacao, este complexo segue para o nucléolo, onde
ocorrem as mesmas modificacfes pos-transcricionais no SnRNA e de 14 segue para 0s corpos
de Cajal. Assim, U6 interage com U4 por meio de pareamento de bases dos sSnRNAs.*0: 107

Apbs a formacdo do nucleo composto por 7 proteinas Sm interagindo com o SnRNA,
outras proteinas especificas devem se associar para formar a particula madura. Varias proteinas
especificas de ShRNP U1 e sSnRNP U2 (como U2A’ ¢ U2B’’) foram caracterizadas como sendo
transportadas para o nicleo de maneira independente do snRNA.!11° Entretanto, o
conhecimento acerca da biogénese de sSnRNPs ainda esta limitado.

Recentemente, um modelo para a biogénese de snRNP U4 foi proposto, no qual a
particula comeca a ser constituida no citoplasma, com a formacéo do anel de proteinas Sm em
torno do sitio Sm no snRNA U4. Este complexo se associa na presenca de SMN e é transportado
ao corpo de Cajal no nucleo, onde se liga as proteinas auxiliares NUFIP e ZNHIT3. A ligacdo
de 15,5K a este complexo permite que Prp31 se associe de maneira estavel a particula para a
subsequente formac&o de di- e tri-snRNPs.¢

Por outro lado, durante a biogénese de SnRNP U5 de levedura, o fator de splicing Aar2
interage, no citoplasma, com a regido C-terminal de Prp8, nos dominios RT/Endonuclease.
Prp8, por sua vez, forma um subcomplexo com Snull4, pelo menos. Este complexo proteico
de proteinas especificas de snRNP U5 ¢é transportado ao ndcleo da célula, onde encontra o
complexo proteinas Sm/snRNA U5. A fosforilacdo de Aar2 leva ao seu desligamento do
complexo, dando lugar a proteina Brr2, helicase essencial para a ativacdo do spliceossomo.
Assim, outras proteinas especificas se associam ao complexo, levando & formacéo da particula

U5 madura,117-118
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Até o momento, nenhuma metilacdo foi identificada em proteinas Sm de T. brucei e
apenas as proteinas SMN e Gemina2 foram caracterizadas.!'®'?° A formagédo do anel Sm de
SnRNA U2 ndo é afetada quando a expressdo de SMN ¢é regulada negativamente, o que é
consistente com o fato da reconstrucdo in vitro do ndcleo Sm de snRNP U2 ndo requerer a
presenca de SMN. Os snRNAs U1, U4 e U5, por sua vez, tm sua concentracdo diminuida, o
que sugere que SMN também seja importante para a estabilidade dessas moléculas.
Adicionalmente, tanto o anel Sm canénico, que interage com snRNAs Ul e U5 e RNA SL,
como o variante de SnRNP U4 que apresenta SSm4 no lugar de SmD3, conservam a proteina
SmB no anel, a qual interage diretamente com SMN 20 82 98,120

A regulacdo negativa da expressdo de SMN leva a perda de formacao de di-snRNP
U4/U6, o que mostra que interacdes para manutencao de di-snRNP U4/U6 requerem a formacao
do anel de proteinas Sm em torno do snRNA U4, primeiramente.'?° J4 a transcricio dos SnRNAs
(exceto snRNA U6) e de RNA SL ¢ feita pela RNA polimerase Il. Foi observado que a
transcricdo de RNA SL ocorre em lugar definido no nucleo e a proteina SMN de T. brucei
colocaliza nesta regido, sugerindo que a formacdo de RNP SL ocorre exclusivamente no
ntcleo.** 120

A delecéo da proteina SMN leva ao acimulo de RNA SL associado as proteinas Sm de
forma ndo estavel, o que esta de acordo com o fato de que a reconstrucao in vitro de proteinas
Sm no RNA SL depende de SMN. A regulacdo negativa da expressdo de SMN leva a
acumulacdo de RNA SL com o cap4 parcialmente processado, similar ao resultado da regulacéo
negativa da expressdo da proteina SmD1, de modo que se supde que o capeamento da

extremidade 5 ¢ dependente da associacio correta do anel Sm no snRNA correspondente.?°

1.3.3 Dinamica de associacdo das subunidades do spliceossomo para a catalise do
splicing

Para que realize sua fungdo de ribozima, o spliceossomo sofre uma série de mudangas
na rede de interagdes RNA-RNA, proteina-RNA e proteina-proteina. Ocorre também uma
drastica mudanca na sua composicao proteica.*® 12 Além de snRNPs, o spliceossomo também
recruta complexos proteicos adicionais para o remodelamento de sua estrutura. Entre eles, o
NTC (do inglés, nineteen complex) estabiliza as SnRNPs U5 e U6 apds a dissociagdo de sSnRNP
U4 na ativacdo do spliceossomo.’??123 jg o IBC (do inglés, intron-binding complex) é
necessario na etapa de ativacdo do complexo B. Adicionalmente, o EJC (do inglés, exon-
junction complex) relaciona o processamento por splicing a estabilidade do mRNA, assim como
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sua localizagdo celular e o processo de tradugdo. Finalmente, o complexo proteico conhecido
como NTR (do inglés nineteen-related) é necessario para a dissociagdo do spliceossomo apos
a liberacdo do mRNA maduro. Apenas o complexo NTC esta bem caracterizado em T.
brucei .122'124

A Figura 1.13A apresenta a composicdo das snRNPs com relacdo as proteinas
spliceossomais de humanos e T. brucei. A dindmica de associa¢do do spliceossomo humano e
de levedura em termos das proteinas que o compdem e da rede de interacfes de moléculas de

RNA também é mostrada.
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Figura 1.13- Dindmica de associacdo do spliceossomo. A- Composicdo das snRNPs e das proteinas
spliceossomais de humanos. Estéo grifadas as proteinas que apresentam homdlogas em T. brucei
e destacadas em vermelho as proteinas Gnicas deste organismo. B- Composic¢éo do spliceossomo
a cada etapa da catalise do splicing. O codigo de cores utilizado em A foi mantido. C- Rede de
interagcBes de moléculas de snRNAs a cada etapa.
Fonte: Adaptada de WAHL*.
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Enzimas de modificacdo pos-traducional e peptidil-prolil cis/trans-isomerases (como
Cwc271%) estdo associadas a essa maquinaria, apesar de pouco estudadas até o momento.*% 121
Por exemplo, ubiquitina e proteinas similares a ubiquitina copurificam com muitas proteinas
spliceossomais. Além disso, fatores de splicing ubiquitinados também tém sido identificados,
como a proteina membro do complexo NTC conhecida comoPrp19, que possui um dominio U-
box e modifica a proteina Prp3, componente de sSnRNP U41%, Ja o dominio Jab1/MPN de Prp8,
que é uma proteina componente essencial do centro catalitico do spliceossomo, apresenta
atividade de ligacdo a ubiquitina.*?” Adicionalmente, em levedura, a dele¢éo do gene hubl que
codifica para uma proteina similar a ubiquitina leva a defeito de splicing.!?®

O elevado numero de proteinas associadas a remodelagem do spliceossomo sugere a
possibilidade de mais etapas intermediarias, além daquelas ja conhecidas, o que levaria a um
numero maior de pontos de regulacdo. Além disso, ha proteinas especificas que devem atuar
apenas como suporte transiente para facilitar a organizagdo de outros componentes do
complexo.

Curiosamente, a caracterizacdo bioquimica de proteinas spliceossomais de diferentes
eucariotos como Trypanosoma brucei e Drosophila melanogaster também revelou proteinas
spliceossomais especificas, sem homologas evidentes nos organismos mais bem caracterizados
e sem funcdo conhecida até o momento. Adicionalmente, varios organismos foram
caracterizados com nimero pequeno de introns no genoma e com um spliceossomo reduzido,
como é o caso do proprio T. brucei (Excavata), além de Giardia lamblia (Excavata),
Cyanidioschyzon merolae (Archaeplastida) e Encephalitozoon cuniculi (Opisthokonta) (Figura
1.14). C. merolae possui o menor spliceossomo funcional identificado até o momento, contendo
apenas 43 proteinas, com nenhuma evidéncia para a existéncia de SnRNP U1.12°

Além disso, 0 mecanismo de SL trans-splicing catalisado pelo (trans-) spliceossomo foi
identificado em organismos de diferentes filos. Além de tripanossomatideos, membros de
Euglenozoa (Excavata), organismos como rotiferos, cordados, nematodos, platelmintos,
cnidarios (Uniconte) e dinoflagelados (Chromalveolate) também apresentam RNA SL. Existe
a hipotese de que um ancestral comum a organismos de pelo menos esses grupos de eucariotos
apresentava 0 mecanismo de SL trans-splicing. Entretanto, a dificuldade em se tragar o caminho
evolutivo deste tipo processamento do prée-mRNA esta relacionada a quantidade limitada de

informac&o disponivel.**°
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Figura1l.14 - Representacio esquematica da relagdo filogenética entre eucariotos, evidenciando organismos
onde o mecanismo de splicing esta bem caracterizado (ponto vermelho) e os clados contendo
organismos com spliceossomo reduzido (azul). Clados que contém organismos onde 0 mecanismo
de SL trans-splicing foi caracterizado s&o indicados em verde. Cm - C. merolae, Ec - E. cuniculi,

Gl - G. lamblia, Tb - T. brucei.
Fonte: Adaptada de HUDSON et al*®?,

1.4 Regulacao do spliceossomo

Durante a associacdo do spliceossomo ao pré-mRNA, todos os sitios reativos sao
identificados por diferentes fatores varias vezes, o que aumenta a fidelidade do reconhecimento.
Adicionalmente, RNA helicases sdo necessarias para a remodelagem da sua estrutura durante
o ciclo de catalise do splicing e, até 0 momento, foram identificadas oito RNA helicases da
familia de helicases do tipo DExD/H-box envolvidas na ativacdo das mudancas estruturais do
spliceossomo em humanos, leveduras e tripanossomatideos. Estas enzimas sdo dependentes de
hidrélise de ATP para modular a rede de interagdes entre moléculas de ShnRNA das SnRNPs por
meio da catélise da separacéo de acidos nucleicos de fita dupla.32-133

(h)Prp5 e UAP56/Sub2 (humano/levedura) séo recrutadas na fase de associacdo do
spliceossomo no pre-mRNA para a formacao do complexo A. (h)Prp5 esta envolvida na catélise
da mudanca conformacional da particula U2 e supbe-se que controle o reconhecimento de BP.
UAP56/Sub2, por sua vez, parece estar envolvida na liberacdo das proteinas de ligacdo ao BP
(SF1/Msl5 e U2AF/Mud2 em humano/levedura) para que snRNP U2 possa se ligar nessa

regiéo_132—133
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Ambas as enzimas U5-100K/Prp28 (humano/levedura) e U5-200K/Brr2
(humano/levedura) fazem parte da tri-snRNP U4/U6.U5 e sdo necessérias para a ativacdo do
spliceossomo, sendo responsaveis pela saida de snRNPs U1 e U4, respectivamente. Acredita-
se que U5-100K desestabilize a interagdo de snRNA Ul com o 5°SS. Além disso, 0
recrutamento de tri-snRNP U4/U6.U5 ao spliceossomo €é regulado pela sua fosforilagdo.'®*
13Adicionalmente, U5-100K estd relacionada a revisdo (do inglés proofreading) do
reconhecimento correto do sitio 5°SS durante a associagao do spliceossomo.**>1* J§ U5-200K
atua no despareamento do di-snRNA U4/U6, e sua funcdo sera analisada em detalhes no
capitulo 3.

A enzima Prp2 é recrutada para a catalise da dissociacdo de SF3a/b da particula U2,
levando a exposicdo do BP para a primeira etapa do splicing. Sua atividade requer alguns fatores
proteicos como Spp2, Cwc22 e elF4G-like, como caracterizado em levedura. Sitios para a
ligacdo de Yju2 e Cwc25 sdo criados e a conformacéo do sitio catalitico do spliceossomo é
estabilizada para a primeira reacdo de transesterificacdo. Prpl6, por sua vez, é essencial na
segunda etapa de catalise da reacdo de splicing, apesar de sua funcdo ainda nao estar
determinada, 132133

Finalmente, Prp22 e Prp43 catalisam a dissociacdo do complexo do spliceossomo. A
funcdo primaria de Prp22 ¢ a liberacdo do mRNA maduro ap6s a segunda reacao de splicing.
Esta enzima se liga diretamente na sequéncia de intron a jusante do BP e transloca 0 mRNA
apos a ligacdo dos éxons. Ja a enzima Prp43, que requer Ntrl e Ntr2 como cofatores (presentes
no complexo NTR), estd envolvida na desassociacdo de complexos intermediarios do
spliceossomo que ndo foram associados corretamente, 32134

A cinética das RNA helicases e da proteina G Snull4 (U5-116K) possivelmente esta
acoplada com vias de descarte de intermediarios mal-formados do spliceossomo. Acredita-se
que Prp43 e seus cofatores do complexo NTR, por exemplo, estejam relacionados a
mecanismos de revisio/fidelidade de associagdo do spliceossomo nos sitios de splicing.t3*

Outro nivel de regulacdo do splicing esta relacionado ao reconhecimento dos sitios de
splicing. Varios organismos eucariotos contém mais do que um intron nos seus genes que
codificam para proteinas. Deste modo, os pré-mRNAs maduros podem se originar de splicing
alternativo, dada a flexibilidade na escolha dos sitios de splicing durante a catalise. Esse
mecanismo, combinado com a presenca de sitios alternativos de iniciacdo de transcricéo e de
clivagem ou poliadenilagdo da extremidade 3°, possibilita a producdo de varias proteinas Unicas

a partir do mesmo transcrito primario. O acoplamento cinético e fisico do spliceossomo com
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mecanismos de transducdo de sinal, organizacdo da cromatina e transcri¢do sdo fundamentais
para a regulacéo do splicing alternativo.!3

A escolha entre possiveis sitios de splicing alternativos €, em partes, determinada por
fatores transativadores, que podem ser regulados de acordo com o estagio de desenvolvimento
do organismo, o tecido, a fase de diferenciacdo ou por meio de estimulo externo.'®® Proteinas
ricas em serina e arginina, conhecidas como proteinas SR, e ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas (hnRNPs), respectivamente, promovem e interferem no recrutamento da
maquinaria nos sitios de splicing. Ambas contém regides de interacdo com RNA por meio das
quais reconhecem sequéncias potencializadoras ou silenciadoras de splicing (do inglés,
exonic/intronic splicing enhancer, ESSE/ISE, ou exonic/intronic splicing silencer, ESS/ISS,
respectivamente) que se localizam no pré-mRNA.*% No caso de proteinas SR, essa interacio é
modulada por meio de sua fosforilagdo.™*’

No caso de tripanossomatideos, onde a transcricdo € policistronica, a regulacéo genética
é baseada em mecanismos pés-transcricionais. Recentemente, a analise de transcritos maduros
nas diferentes fases do ciclo de vida de T. brucei levou a identificacdo de mais de 2,5 mil
eventos de splicing alternativo, resultados da adi¢do do éxon SL em diferentes posi¢Ges no pré-
mRNA.* 138 Entre as consequéncias deste mecanismo, estdo incluidos: (1) inibicdo da traducdo
devido a perda do cddon iniciador AUG, (2) inclusdo ou excluséo de sequéncias de sinalizagéo,
podendo levar a diferente localizagdo subcelular da proteina expressa, (3) inclusdo ou exclusdo
de elementos de regulacdo, podendo alterar a estabilidade do mRNA produzido, e (4) uso de
uma fase aberta de leitura alternativa.*>%® Diferentes padrdes de splicing sdo observados nas
diferentes formas durante seu ciclo de vida e 0 mecanismo é importante para o desenvolvimento
do parasita.t®-13° Notadamente, 0 mecanismo de evasio imune de tripanossomatideos é
dependente da expressdo de VSGs, que correspondem de 7 a 11% dos transcritos que sofrem
SL trans-splicing nas formas sanguineas de T. brucei.'*81°

Outro nivel de regulacdo € encontrado em muitas plantas, fungos e animais, que contém
um segundo tipo de spliceossomo, conhecido como spliceossomo menor ou spliceossomo
dependente de U12.1%° Em humanos, o spliceossomo menor é responsavel pela excisio de
menos que 0,5% dos introns. Estes sdo caracterizados pela presenca de sequéncias AT-AC na
extremidade 3’ e 5’SS altamente conservado.*® Apesar da SnRNP U5 ser comum a ambos 0s
spliceossomos, snRNPs U1, U2, U4 e U6 sdo substituidas por snRNPs U11, U12, U4atac e
U6atac, respectivamente, cujos SNRNAs sdo diferentes daqueles observados para as ShnRNPs
candnicas. No caso de U1l e U12, fatores proteicos diferentes sdo recrutados (65K, 59K, 48K,

35K, 31K, 25K, 20K, Urp, além do complexo SF3b), enquanto que para U4atac e U6atac, as
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mesmas proteinas foram observadas. O principio de funcionamento do spliceossomo menor é
basicamente 0 mesmo ja caracterizado para o spliceossomo, exceto pelo fato de que SnRNPs
U11 e U12 formam uma di-snRNP estavel, que se liga cooperativamente a 5°SS e BP.1*0 Este

tipo de controle ndo foi encontrado em tripanossomatideos até o0 momento.

1.4.1 Relacdo entre a regulacéo do spliceossomo e a satde humana

1.4.1.1 Doencas humanas diretamente relacionadas ao mal-funcionamento do
spliceossomo

O spliceossomo ¢ altamente susceptivel a pequenas alteracdes na sua composicao e na
funcéo das proteinas associadas. De fato, acredita-se que mais que 60% das mutagdes que levam
a doencas humanas estejam relacionadas ao splicing ou ao splicing alternativo.4!

Mutacgbes nos genes que codificam para U5-220K, U5-200K, 90K e 61K tém sido
relacionadas a uma doenca conhecida como retinite pigmentosa em humanos, que se manifesta
devido a degeneracgdo continua de células receptoras do tipo bastonete na retina. Pacientes que
apresentam a doenca tém sintomas como cegueira noturna e perda do campo de visdo periférico.
Atualmente, ndo ha tratamento ou prevencdo efetivos. A retinite pigmentosa tem origem
genotipica bastante variada, sendo que mutagdes nesses genes que codificam para proteinas do
spliceossomo levam a uma forma autossémica dominante, que ocorre em 15 a 20% dos casos
da doenca. Entretanto, ainda ndo se conhece a relacdo entre tais mutaces e 0 mecanismo da
doenca.

Recentemente, foram identificadas mutacdes no gene que codifica para a proteina U5-
15K, membro da snRNP U5 de humanos, em individuos com a sindrome de Burn-McKeown
(BMKS), uma condigdo rara caracterizada por atresia coanal bilateral, perda de audicéo,
fissuras labio palatinas e outros dimorfismos craniofaciais. Em levedura, a deplecdo do gene
que codifica para esta proteina reduz o nimero de complexos de tri-snRNPs formados. 4

Por outro lado, a dele¢do ou mutacdo do gene SMN1 que codifica para a proteina de
sobrevivéncia do motoneur6nio é a causa da atrofia muscular espinhal, uma doenca
neurodegenerativa com heranca genética autossémica recessiva. A falta da proteina SMN leva
a degeneracdo de motoneurdnios-o localizados no corno anterior da medula espinhal, o que
resulta em fraqueza e paralisia muscular proximal progressiva e simétrica. SMN é necessaria
para a associacdo dos nucleos das snRNPs no citoplasma antes da sua reimportagdo nuclear

(secdo 3.2.4). A diminuicdo da produgdo de SnRNPs maduras tem sido ligada a doenga.*#+1%
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Acredita-se que a colecédo de fatores de splicing/ splicing alternativo que se associam ao
spliceossomo no pré-mRNA possa ser Unica para um dado transcrito em um tipo de célula
humana. Ha evidéncias de que ha o aumento do nimero de eventos de splicing anémalo em
células cancerosas, onde fatores de splicing tém sua expressdo diminuida comparando-se com
células normais. Como exemplo, alteragdes em fatores de splicing que atuam na associag¢ao do
spliceossomo nos sitios de reconhecimento no pré-mRNA, como SF3b155 associado a particula
U2 ou o fator de regulacdo SRSF1(ASF/SF2), tém sido apontadas como causas de doencas
hematoldgicas. 614" Adicionalmente, mutacdes no sSnRNA U4atac levam & sindrome de Taybi-
Linder (MOPD 1[).148

Apesar dos estudos acumulados durantes as Ultimas décadas,*® a base mecanistica para
as doencas humanas relacionadas aos fatores de splicing ainda ndo é conhecida. N&o esta claro
como defeitos na maquinaria do spliceossomo, essencial para o organismo eucarioto, pode levar
a efeitos locais que originam doencas tecido-especificas. Uma possibilidade é que a atividade
de splicing reduzida seja particularmente danosa para tecidos altamente regenerativos que
requerem proliferacdo celular abundante e uma alta taxa de transcricdo e processamento de
RNA. Atualmente, novos estudos comecam a se voltar para a analise da dinamica
conformacional e composicional do spliceossomo e sua relagdo com a regulagdo da funcao de
ribozima e do reconhecimento de sitios de splicing/splicing alternativo e como o seu mal-
funcionamento esta relacionado com doengas humanas.'#°

Recentemente, metabolitos bacterianos que interagem com a subunidade SF3b de
snRNP U2 foram identificados com atividade anti-tumoral, o que pode indicar que a
patogenicidade de algumas bactérias possa estar envolvida com a inibi¢ao do spliceossomo. -
151 Adicionalmente, um estudo recente mostrou que a superexpressio do oncogene MYC que
codifica para um fator de transcricdo confere estresse no splicing e que componentes do
spliceossomo, como a proteina Bud31 e a subunidade SF3b, sdo possiveis alvos terapéuticos
para cancer resultante da presenca desse oncogene.>?

O Apéndice Al apresenta uma lista de pequenas moléculas relacionadas com algum
efeito na funcdo do spliceossomo. Inibidores de fosforilases de proteinas SR sdo os mais
comuns, 0 que aponta para a importancia de modificacBes pos-traducionais na regulacdo da
maquinaria do spliceossomo. O desenvolvimento de oligonucleotideos antisenso (do inglés
AntiSense Oligonucleotides, ASO) de até 25 nucleotideos de extensdo, complementares a um
transcrito de RNA alvo, também sdo potenciais para o tratamento de doencas relacionadas ao

splicing.15%1%
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1.4.1.2 O SL trans-splicing de parasitas como alvo

Apesar do controle da transcricdo do RNA em parasitas ainda ndo ser bem
compreendido, 0 genoma de muitos parasitas de humanos, animais e plantas ja foi sequenciado
e 0 nimero crescente de estudos acerca da maquinaria de SL trans-splicing tem levado a uma
melhor descricdo da regulagdo génica nestes organismos eucariotos.t® Além de

tripanossomatideos, esse mecanismo poés-transcricional também é encontrado em parasitas

155 156

nematodos™> e trematodos-°, mas ndo foi observado nos seus hospedeiros vertebrados ou

artropodes®®’

e, portanto, pode ser considerado como um processo parasita-especifico.

No caso de tripanossomatideos, os mecanismos ainda ndo bem entendidos de evasdo
imune podem indicar novos alvos para terapias contra as doencas causadas por eles. O controle
da expressdo de isoformas de antigenos pode resultar na diminui¢do da evasao imune ou mesmo
da viabilidade dos parasitas. A maquinaria de SL trans-splicing, apresenta-se, portanto, como
um alvo promissor para descoberta de novos farmacos potentes contra essas doengas.? 13°

A andlise comparativa dos componentes do spliceossomo de T. brucei com aqueles do
spliceossomo de seus hospedeiros, mais bem caracterizados até o momento, aponta para
algumas diferencas na rede de interacdo proteina-proteina e proteina-RNA.% Entre elas, a
variacdo dos nucleos Sm das snRNPs U2 e U4 se destaca como alvo potencial para a busca de
um novo farmaco que module a biogénese de snRNPs em T. brucei. Por outro lado, a proteina
U1-24K parece ser parasito-especifica, porém sua funcdo ainda ndo foi determinada.®®
Adicionalmente, U5-Cwc21 é essencial para a viabilidade de T. brucei e copurifica as proteinas
especificas de U5 snRNP, apesar de ndo fazer parte desta particula em humanos e leveduras.'%?

Até o momento, nenhum estudo se concentrou na busca por moléculas inibidoras que
tenham o spliceossomo de parasitas como alvo. Por outro lado, varios esforcos tém sido feitos
para o estabelecimento de um método de diagnostico eficiente para essas doencas, baseando-se
no mecanismo especifico de splicing.**®

O diagnostico acurado das doencas causadas por tripanossomatideos é desafiador, ja que
a concentracdo de parasitas no sangue pode variar de milhares até poucas centenas de parasitas
por mililitro de sangue, o que se encontra no limite de deteccdo de muitos métodos ja
descritos.’®® Recentemente, foi reportado pela primeira vez um método de diagndstico de T.
brucei por meio da deteccdo de SL RNA a partir de isolamento de RNA de amostra sanguinea,
seguido de transcricdo reversa e PCR em tempo real. A deteccdo de SL RNA se mostrou mais

especifica do que a deteccdo de DNA de parasita isolado de sangue contaminado. Testes de
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diagndstico baseados em deteccdo de &cidos nucleicos sdo geralmente mais sensiveis e
apresentam alta especificidade.®

Apesar da prova de conceito de que 0 SL-RNA pode ser usado como biomarcador para
a doenca do sono, o procedimento pode ser transportado para deteccdo de doenca de Chagas,
leishmanioses e nagana. Nematodos também apresentam o mecanismo de SL trans-splicing e
a deteccio deste biomarcador também poderia ser aplicada como diagndstico.t*®

Neste trabalho, serdo apresentados estudos bioquimicos, biofisicos e estruturais da
variacdo dos nucleos Sm das snRNPs no capitulo 2 e da enzima U5-200K, membro de snRNP
U5 de T. brucei, no capitulo 3. Os resultados obtidos contribuem para uma melhor compreenséo
da evolucdo deste mecanismo entre organismos eucariotos. Além disso, estudos estruturais da
variacdo dos nucleos Sm de T. brucei sdo as etapas iniciais na busca de novos farmacos para a

doenca do sono.
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CAPITULO 2

AN’ALISE BIOQUIMICA E ESTRUTURAL
DOS NUCLEOS Sm DAS snRNPs U2, U4 e U5 E DAS
PROTEINAS U2A’° E U2B”’ DE T. brucei

Neste capitulo, estuda-se a interagdo das proteinas Sm com snRNAs U2, U4 e U5 e um modelo
de formacdo do nucleo de snRNP U2 é proposto, baseado na interacdo do nucleo Sm
recombinante de T. brucei com o snRNA U2 seguida da ligacdo de U2A’/U2B”’.
Adicionalmente, apresenta-se a analise das sequéncias de aminoacidos das proteinas Sm e de
U2A’/U2B’’ de T. brucei, bem como a investigacdo de suas estruturas terciaria e quaternéria
por meio de cristalografia, modelagem comparativa e espalhamento de raios-X a baixo angulo.
Os resultados aqui apresentados correspondem ao primeiro estudo estrutural de subcomplexos
do trans-spliceossomo de um parasita humano.
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2.1 Introducéo

2.1.1 A familia das proteinas Sm

As proteinas Sm foram descobertas na década de 1960 como pequenos antigenos
nucleares alvos de anticorpos produzidos pela paciente Stephanie Smith, que apresentava um
quadro de IGpus eritematoso sistémico.'®® Esses antigenos ficaram conhecidos, em inglés, como
Smith antigens (Sm Ag) e foram identificados em associacdo com complexos
ribonucleoproteicos de extratos de células eucarioticas.'®* Nas décadas seguintes, diferentes
grupos de pesquisa elucidaram as propriedades fisiologicas e bioquimicas de nove proteinas
Sm (D1, D2, D3, E, F, G, N, B e sua variante de splicing B’), bem como sua estrutura
tridimensional e especificidade por snRNAs (U1, U2, U4/U6 e U5), direcionando ao consenso
de que as proteinas Sm eucariéticas atuam como uma estrutura base para a associacdo de uma
SnRNP.162

Em 1999, sete proteinas citosolicas homdlogas as proteinas Sm, denotadas LSm1-7 (do
inglés, like-Sm), foram identificadas em interacdo com o snRNA U6, e, mais tarde, também
foram caracterizadas as proteinas nucleares LSm2-8.1%2163 Mais recentemente, as proteinas
Gemina6 e Gemina7 se revelaram como um hetodimero com enovelamento Sm e fungéo de
chaperona no complexo SMN para assistir a formacdo do anel Sm.641% Proteinas SmAPs
homologas as LSm eucaridticas também foram encontradas em algumas arquéias e
permanecem até hoje sem funcao definida.®

Além da sua atuacdo na biogénese e funcao do spliceossomo, como descrito no capitulo
1, proteinas Sm/LSm eucaridticas estdo relacionadas ao processamento de rRNA por snoRNPs
(do inglés, small nucleolar RNPs)'®, a splicing e maturagio de tRNA baseados em RNase P68,
ao processamento da extremidade 3> do mRNA de histonas pela sSnRNP U7, ao decapeamento
e decaimento de mMRNA?, e a manutenco da extremidade do cromossomo pela telomerase!’?.
Tal cenario aponta para uma funcdo mais ampla das proteinas Sm/LSm na biogénese de
ribonucleoproteinas envolvidas no metabolismo de RNA na célula eucaridtica.

Considerando-se o dominio Bacteria, a proteina Sm conhecida como fator Hfq foi
descrita no fim da década de 1960 como essencial para a replicagdo do bacteridfago Qp. A
caracterizacdo bioquimica do fator Hfq revelou a formacdo de hexameros termoestaveis, em
alta concentracdo intracelular. Estes hexameros se ligam preferencialmente a moléculas de
RNA de fita simples ricas em nucleotideos A/U, mas também sdo capazes de se ligar ao DNA

no nucléolo. Em oposicdo a fungdo passiva das proteinas Sm eucarioticas, o fator Hfg atua



76|CAPITULO 2

como chaperona de RNA, facilitando o pareamento de bases entre RNAs de regulacdo
(ncRNAs) e mRNAs alvos, o que resulta no controle da estabilidade de mMRNAs e atividade de
traduc&o. 66 172

As proteinas Sm e LSm constituem uma superfamilia de proteinas ligadoras de RNA
que contém um motivo de sequéncia de aminoacidos composto de dois fragmentos (Sm1 e
Sm2), separados por um espacador variavel (alca L4, Figura 2.1). Proteinas ortdlogas séo
encontradas em espécies dos trés dominios da vida (Bacteria, Arquea e Eukarya), o que implica
em uma origem evolutiva antiga para esta superfamilia, anterior a divergéncia entre organismos

eucariotos e arquéias.'®® 173
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Figura 2.1 - Conservagéo de aminoacidos em proteinas LSm. Andlise de conservagdo de aminoacidos a partir
de alinhamento maltiplo de sequéncias de aminoacidos de proteinas LSm usando o modelo oculto
de Markov (do inglés, hidden Markov model, HMM). O eixo vertical corresponde ao contetdo
relativo de informagdo medido em bits para cada posi¢ao na sequéncia de aminodacidos. Cilindros
correspondem 4 estrutura secundaria na forma de hélice-a (H) e tridngulos a fita-B (B). Algas (L)
sdo destacadas em azul. Regides de alta variabilidade de sequéncia de aminoacidos sdo evidenciadas
em cinza.

Fonte: Adaptada de MURA et al*%,

No motivo Sm1, residuos de glicina na estrutura de fita-p2, aspartato na alca L3 e
asparagina anterior a fita-p2 sdo mais frequentes nas suas respectivas posi¢des, enquanto
residuos de aminoacidos hidrofobicos sdo conservados na fita-B1. J& no caso do motivo Sm2,
residuos de aminoacidos hidrofdbicos flanqueiam residuos de arginina e glicina altamente
conservados em L5 (Figura 2.1). Todos estes residuos foram reportados como sitios de
interagdo especifica com bases nitrogenadas de acidos nucleicos em diferentes organismos.®

Em 1999, cristais de proteinas Sm humanas recombinantes foram obtidos pelo grupo do

Dr. Kiyoshi Nagai, em Cambridge, Reino Unido, permitindo a determinagdo da estrutura
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cristalogréfica dos heterodimeros SmD1/SmD2 (c6digo PDB 1B34) e SmD3/SmB (cddigo
PDB 1D3B).17# Estas estruturas revelaram o enovelamento das proteinas Sm como sendo um
barril do tipo SH3 composto de cinco fitas-p antiparalelas altamente torcidas, com corte
transversal em forma de U, podendo apresentar uma hélice-o na regido N-terminal.166 174-175
Este enovelamento ¢ classificado como sendo principalmente B de acordo com a classificacdo
CATH (do inglés, Class, Architecture, Topology, Homologous superfamily). O motivo Sm1
consiste das fitas-p1, p2 e B3, e 0 motivo Sm2 de fitas-pf4 e B5. Apesar das sequéncias de
aminoéacidos de proteinas Sm e LSm de organismos dos trés dominios da vida ndo apresentarem
alta identidade, a estrutura tridimensional destas proteinas é altamente conservada,
apresentando um desvio quadratico médio das coordenadas atdbmicas da cadeia principal entre
le?2 A_166, 174-176

As proteinas Sm e LSm tendem a formar oligdbmeros ciclicos como estrutura
quaternaria. Experimentos de purificacdo de proteinas Sm recombinantes de levedura
estabeleceram a estequiometria do anel Sm in vivo e confirmaram a ordem de ligacdo das
proteinas Sm no anel eucariético.l’” A primeira evidéncia da estrutura toroidal de oligdmeros
de proteinas Sm veio com experimentos de microscopia eletronica de transmisséo, no inicio da
década de 2000.17°17® Geometricamente, um toréide corresponde a uma superficie gerada pela
revolugdo de um circulo no espago tridimensional em torno de um eixo coplanar a este circulo,
porém que ndo toca o circulo.

Desde a primeira estrutura tridimensional publicada para as proteinas Sm'’*, a
combinacdo de estudos estruturais de baixa e alta resolucdo tem mostrado diferentes
organizacOes oligoméricas para as proteinas Sm, como o trimero de LSm4 de S. pombe (cdigo
PDB 4EMH)!®, os hexdmeros Sm(F/E/G), de humano®’®, LSm(5/6/7). de S. pombe (codigo
PDB 4EMK) 178 e de Hfq de E. coli (codigo PDB 3GIB)", o heptdmero de SmAP1 (codigo
PDB 1LNX)* e de SmAP2 (codigo PDB 4XQ3)8! de bactérias extremofilas, e o octamero de
LSm3 de S. cerevisiae (codigo PDB 3BW1)82, além dos heterodimeros humanos SmD1/SmD2
(codigo PDB 1B34)17* ¢ SmD3/SmB (cédigo PDB 1D3B)'"* (Figura 2.2). Estudos recentes
mostraram que proteinas SmAP de arquéias formam, espontaneamente, longas fibras quando

puras em solugéo."
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Figura 2.2 — Estruturas terciaria e quaternaria de proteinas Sm/LSm. A- Dimero de SmD1/SmD2 (c6digo
PDB 1B34)'"*, B- Hexamero de Hfg de E. coli (codigo PDB 3GIB)%, C- Heptamero de SmAP1
(codigo PDB 1LNX)® de P. aerophilum, D- Octamero de LSm3 de S. cerevisiae (codigo PDB
3BW1)!82 e E- Trimero de LSm4 de S. pombe (cddigo PDB 4EMH)*78,
Fonte: Elaborada pelo autor usando o programa PyMOL (Schrédinger, LLC).

O enovelamento do tipo Sm também foi encontrado em proteinas ndo envolvidas no
metabolismo de RNA ou DNA, com outras fungdes divergentes, como é o caso do canal MscS
(cédigo PDB 20AU), que forma um homopentamero. Este fato levanta a hipdtese de que o
enovelamento do tipo Sm possa ter surgido em eventos independentes na evolugéo da estrutura

de proteinas.*6®

2.1.1.1 Interacdo de proteinas Sm/LSm com snRNAs

A hipotese de que os diferentes SnRNAs interagem com as proteinas Sm através do
orificio do anel Sm foi confirmada no final década de 2000, com a publicacdo das estruturas
tridimensionais das snRNPs U1%? e U4%' de humano (codigos PDB 3PGW e 2Y9A,
respectivamente) (Figura 2.3). O sitio Sm rico em uridina de cada molécula de SnRNA (118-
AAUUUUUGA-126, no caso de snRNA U4, e 125-AAUUUGUGG-133 para 0 snRNA U1,
ambos de H. sapiens) interage sequencialmente com SmF, SmE, SmG, SmD3, SmB, SmD1 e
SmD2 por meio de interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio, pareamento - e interagdo cation-
7 no bolsdo formado por residuos em posicdes equivalentes das alcas L3 e L5 das proteinas
Sm®> % (Figura 2.3).

Os ultimos dois nucleotideos se ligam menos especificamente entre SmD1 e SmD2, e
SmE e SmF, respectivamente. Foi observado que a estrutura toroidal das proteinas Sm mantém
a conformagcao tridimensional dos diferentes SNnRNAs.62%1 O mesmo padrdo de interacoes é

observado no caso do complexo LSm2-8.%°
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SmF

Figura 2.3 — Interacao de proteinas Sm com snRNAs. Comparacdo das estruturas dos nlcleos Sm de snRNPs
U4 (A) e U1 (B) de H. sapiens em interacdo com o SnRNA cognato.

Fonte: LI et al®L,

2.1.1.2 Caracterizacao de proteinas Sm e LSm de T. brucei

Experimentos iniciais de purificacdo por afinidade em tandem das particulas U2, U4/U6
e U5 de T. brucei e sequenciamento das proteinas identificadas por espectrometria de massas
por Palfi et al, nas décadas de 1990 e 2000, permitiram a identificacdo das proteinas SmD1,
SmD2, SmE, SmF e SmG de T. brucei e levaram a concluséo de que snRNAs de T. brucei ligam
um conjunto comum de proteinas Sm.?% 8718 As proteinas SmB e SmD3, por sua vez, foram
identificadas somente a partir de mineracdo de dados do genoma de T. brucei, comparando-se
com sequéncias de proteinas de splicing de outros organismos.2 87 183184 Cyriosamente, as
proteinas Sm de T. brucei ndo apresentam reac&o cruzada com anticorpos anti-Sm humanos®®
67, 183-184 & possuem uma identidade de sequéncia de aminoacidos bastante baixa, apesar de
conservarem os motivos Sm1 e Sm2.20, 67, 183-184

Experimentos funcionais subsequentes mostraram que a proteina SmG de T. brucei
complementa a funcdo de levedura cujo gene para esta proteina foi nocauteado'®.
Adicionalmente, o silenciamento dos genes codificantes para SmD1 e SmE por meio de
experimento de RNA de interferéncia em T. brucei levaram a diminui¢do dos niveis celulares
de snRNAs U1, U2, U4 e U6, 2067, 183-184

Proteinas LSm2-8 de T. brucei foram identificadas em 2004, mas somente a fungéo de
LSm8 e LSm3 foi caracterizada, sendo as outras reconhecidas apenas pela analise das suas
sequéncias de aminodcidos, levando a errbnea identificacéo inicial das proteinas LSm2 e LSm5
como proteinas LSm. Um segundo estudo distinguiu as proteinas LSm2 e LSm5 verdadeiras e
foi observado que o silenciamento de uma Gnica proteina LSm leva a perda do sSnRNA U6.2% %
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Em 2006, Wang e colaboradores® identificaram, por meio de purificagdo por afinidade
e coimunoprecipitacdo de componentes de SnRNP U2, as proteinas Sm16,5K (antes conhecida
como LSm2) e Sm15K (antes conhecida como LSm5) em substitui¢do as proteinas SmD3 e
SmB, respectivamente, no ndcleo Sm da particula SnRNP U2.82 Um residuo de guanosina do
sitio de ligagdo a Sm de U2 snRNA ¢ determinante para formagdo do nucleo Sm variante de
SNRNP U2 .82

Em 2007, outra variacio foi observada, sendo que Tkacz e colaboradores'®®
identificaram a proteina SSm4 em substitui¢do a proteina SmD3 na particula SnRNP U4 em T.
brucei. Neste trabalho, os pesquisadores mostraram que o silenciamento de SSm4 mediado por
RNA de interferéncia leva a reducéo especifica dos niveis celulares de shnRNP U4 e a sua
caracterizacdo bioguimica revelou a formacéo do anel Sm correto para a particula ShRNP U4
apenas com a presenca da proteina SSm4.1°

Acredita-se que essa variacdo no nucleo Sm de snRNPs seja importante para a
associacao das particulas ribonucleoproteicas e que possa facilitar a fungdo das snRNPs no
processo de splicing por meio de interagcdes especificas com os SnRNAs. Teoricamente, tal
variacdo também pode facilitar o recrutamento de diferentes enzimas modificadoras de
capeamento no ndcleo das snRNPs, porém, ndo ha correlagdo entre o tipo de capacete no
snRNA e o tipo de niicleo Sm, %0 82186

212 U2A’/U2B”

2.1.2.1 U2A’,U2B” e sua interaciao com o snRNA U2

As proteinas U2A’ e U2B”’, juntamente com as proteinas Sm, sdo as Unicas que
permanecem como parte da SnRNP U2 durante todo o ciclo de splicing. Acredita-se que U2A’
prové interacdes proteina-proteina que estabilizam a snRNP U2 e o pré-spliceossomo, e que
U2B’’ é a base na qual U2A” se liga a snRNP U2.5°

U2A’ de humanos ¢ uma proteina modular que contém um dominio N-terminal de 180
residuos de aminoacidos caracterizado pela presencga de sequéncias repetidas de residuos de
leucina (do inglés, leucine-rich repeat, LRR*7) e um dominio C-terminal que é predito como
desordenado, porém com funcéo desconhecida até 0 momento. O motivo LRR foi identificado
em varias de sequéncias de proteinas em todas as formas de vida e é marcado por uma sequéncia

consenso LxxLXLxxNxL, sendo x qualquer residuo de aminoacido.®®18.
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Este dominio possui enovelamento do tipo o/p e apresenta uma arquitetura curvada,
adequada para interacdo proteina-proteina (Figura 2.4). Apesar das suas funcGes diferentes,
proteinas que contém o motivo LRR, em geral, interagem com outra proteina. Cada motivo
LRR contribui com uma fita-P para a folha-p que define a regiao concava do dominio LRR. As
fitas-p sao entrelacadas com uma variedade de elementos de estrutura secundaria, como hélice-
o, hélice de poliprolina 11, hélice 31, volta-B e pequena fita-p. 8’

No caso da proteina U2A’ de humanos, observou-se que a regido concava de seu
dominio LRR se liga a proteina U2B’’. Este dominio apresenta uma estrutura na forma de
grampo de cabelo B3 (do inglés, -hairpin) na extremidade N-terminal e uma alga na extremidade
C-terminal que atuam como bragos para interagdo com U2B’’, que, por sua vez, conserva dois
motivos de reconhecimento de RNA (do inglés, RNA recognition motif, RRM), separados por
uma alca (Figura 2.4).%8

A fungdo de ligagao de RNA do dominio RRM, presente em U2B’’, ¢ conservada em
proteinas com diferentes fungdes em todas as formas de vida. Cada dominio RRM consiste de
dois motivos: ribonucleoproteina 1 (RNP1), que possui como consenso a Sequéncia
[R/K]-G-[F/Y]-[G/A]-[F/Y]-[I/LIV]-x-[F/Y], e 0 segundo motivo ribonucleoproteina (RNP2),
que se encontra a aproximadamente 30 residuos de RNP1 na extremidade N-terminal, cuja
sequéncia consenso é [I/L/V]-[F/Y]-[I/L/V]-x-N-L, onde x representa qualquer residuo de
aminodcido.%® 18 A primeira estrutura tridimensional do dominio RRM foi determinada para a
proteina spliceossomal U1A¥® no inicio da década de 1990 e foi confirmada com a
determinagao da estrutura de U2B’’ pelo mesmo grupo alguns anos depois.®8 18

O enovelamento do tipo RRM é composto por duas hélices-a empacotadas contra quatro
fitas-p antiparalelas, resultando em uma topologia descrita como sendo Bappap, de modo a
formar um sanduiche o/f. Os motivos RRM consenso se localizam nas duas fitas-B centrais,
com RRM1 em B1 e RRM2 em p3.%8 188 No cocristal contendo a estrutura SL4 do sSnRNA U2,
o motivo RRM1 de U2B’’ e o dominio LRR de U2A’ de H. sapiens (Figura 2.4), o motivo
RRML1 interage entre o RNA na superficie da folha-p ¢ o motivo LRR na estrutura al na face
oposta do motivo RRM1%8 (Figura 2.4).
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Figura 2.4 — Interagdo de U2A’/U2B’’> com o snRNA U2 de H. sapiens. Estrutura cristalografica de U2A’
(vermelho)/U2B"’ (azul) ® interagindo com a estrutura SL4 do U2 snRNA de H sapiens.
Fonte: Elaborada pelo autor usando o programa PyMOL (Schrédinger, LLC).

Ambas as proteinas spliceossomais UlA e U2B’’ de humanos conservam o dominio
RRM, poréem apresentam afinidade e especificidade diferentes por SL2 de ShRNA Ul e SL4 de
SnRNA U2. U1A interage fortemente e com cooperatividade positiva com SL2 de sShRNA U1l
e U2B’’ com SL4 de snRNA U2 (ambas apresentando constante de dissociacdo na ordem de
nanomolar). A constante de dissociagdo € cinco vezes menor para ULA/snRNA U1 do que para
U2A’/snRNA U2 na presenca de U2B”’.

Experimentos com odcitos de Xenopus sp. em que 0 SNRNA U2 foi inativado mostraram
que o splicing do pré-mRNA pode ser recuperado quando snRNA U2 exdgeno é expresso.
Quando SL4 é deletada no snRNA U2 exdgeno, resultando na consequente perda de interacao
com U2A’/U2B”’, observa-se defeito no splicing. Neste caso, o complexo A do
splcieossomo(que contém snRNP U1l e U2AF) se acumula nas células e os complexos B e C do
spliceossomo (que contém snRNP U2) ndo sdo detectados. Resultados similares foram
observados para leveduras quando SL4 de sSRNA U2 e/ou as proteinas homologas de U2A’ e

U2B”’ foram deletadas.190-191
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2.1.2.2 Caracterizacio de U2A’/U2B’’ de T. brucei

A primeira proteina especifica de SnRNP U2 a ser identificada em T. brucei foi U2-40K,
ortéloga de U2A’, a partir da sua copurificagdo com o snRNA U2 em condigdes de alta
estringéncia.” ® A proteina U2B”’, por sua vez, foi identificada por meio de analise de
sequéncias de aminoécidos e observou-se que ela interage com a proteina U2-40K, como as
homélogas de humanos e leveduras.”

Acredita-se que as proteinas especificas de ShARNP U2 de T. brucei, Sm16,5K e Sm15K,
interajam com a proteina U2A’, que por sua vez interage com a proteina U2B’’. Este complexo
deve interagir especificamente com a extremidade 3’ do snRNA U2. Em humanos, U2A’ esta
separada do core Sm por uma estrutura secundaria em forma de grampo de cabelo no ShARNA
U2 (SL3).22

2.2 Justificativa e objetivos

Apesar da informacédo funcional acumulada desde o final da década de 1990 a respeito
de proteinas Sm e LSm de eucariotos, o seu papel na biogénese de snRNPs e na funcédo do
spliceossomo ainda ndo é bem compreendido. Da mesma forma, a funcdo da variacdo das
proteinas Sm em T. brucei nas sSnRNPs U2 e U4, bem como a necessidade da interacdo de
U2A’/U2B”’ para a especificidade a snRNA U2, ainda ndo estdo elucidadas. Deste modo, os

objetivos especificos deste trabalho incluem:

a. Reconstruir in vitro os nucleos das snRNPs U2, U4 e U5 de T. brucei a partir de
subcomplexos de proteinas Sm (SmD1/SmD2, SmE/SmF/SmG, SmD3/SmB,
Sm15K/Sm16,5K e Ssm4/SmB) e de U2A’/U2B”’.

b. Investigar a interacdo entre os complexos Sm de T. brucei e os ShRNAs U2, U4 e U5.

c. Investigar a interagdo do subcomplexo U2A’/U2B’’ com o snRNA U2 de T. brucei.

d. Analisar a estrutura terciaria e quaternaria dos diferentes nucleos de proteinas Sm de T. brucei

in silico e in vitro, em comparacdo com os ortélogos de H. sapiens.
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2.3 Materiais e métodos

Buscando cumprir os objetivos propostos, uma série de experimentos foi realizada in

silico e in vitro, como descrito a sequir:

2.3.1 Analise das sequéncias de aminoacidos das proteinas Sm, U2A’ e U2B’” de T. brucei
por meio de ferramentas de Bioinformatica

A predicdo in silico de propriedades de proteinas é bastante Gtil na sua investigacéo
funcional e também como guia para o trabalho experimental. Deste modo, ferramentas de
Bioinformatica foram empregadas para a analise das proteinas Sm, U2A’ e U2B’’ de T. brucei.

As sequéncias de aminodcidos destas proteinas foram obtidas na base de dados
TriTrypDB®3, Os parametros fisico-quimicos de cada proteina foram analisados a partir de sua
sequéncia de aminoacidos por meio da ferramenta PROTPARAM do servidor ExPASY'®? e a
analise dos dominios conservados foi feita por meio do servidor SMART*®, Um alinhamento
multiplo com sequéncias homdlogas foi gerado por meio do programa Clustal Omega!® e a
predicdo de estrutura secundaria foi feita por meio do servidor PSIPRED!%. Deste modo, foi
possivel comparar as sequéncias de aminoacidos de proteinas de T. brucei com aquelas de

ortologas.

2.3.2 Clonagem, expressao e purificacdo de subcomplexos de proteinas Sm

Construcdes contendo sequéncias de DNA codificantes para os subcomplexos
SmD1/SmD2, SmE/SmF/SmG, SmD3/SmB e Sm15K/Sm16,5K em vetor de expressao pQE30
(Qiagen) foram gentilmente cedidas pelo professor Dr. Christian Kambach, do Instituto Paul
Scherrer (Suica). Estes plasmideos foram construidos para que a primeira proteina de cada
subcomplexo seja expressa com uma extensao de seis histidinas na sua extremidade N-terminal
de modo que a(s) sua(s) parceira(s) de interacao seja(m) copurificada(s) por afinidade.

Por outro lado, as fases abertas de leitura de SSm4/SmB foram obtidas a partir do DNA
genémico do T. brucei extraido a paritr de 1 mL de cultura de T. brucei 427 em sua forma
prociclica, em fase logaritmica de crescimento (~5 x 10° células mL™?). As células foram
centrifugadas a 3000xg a temperatura ambiente por um minuto e lavadas com tampédo Al
(conhecido na literatura, em inglés, como Tryps Wash Buffer: 20 mM Tris/HCI pH 7,5, 100
mM NaCl, 3 mM MgCl,). O sedimento foi ressuspendido em tampdo A2 (conhecido na
literatura, em inglés, como tampdo TELT: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 62,5 mM EDTA, 2,5 mM
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LiCl, 4% Triton X-100). DNA foi extraido usando 250 puL de fenol:cloroférmio:alcool isoamil
(25:24:1) e centrifugado a 16.000xg por 5 minutos a temperatura ambiente e esse processo foi
repetido por duas vezes. Trés volumes de etanol 100% gelado e 0,1 volume de acetato de sodio
3M pH 7,0 foram adicionados e a solucéo foi centrifugada por 15 minutos a 16.000xg a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e 500 pL de etanol 70% gelado foram adicionados. A solucdo foi
novamente centrifugada por cinco minutos a 16.000xg a 4°C e o produto foi desidratado usando
rotacdo a vacuo (em speedvac) durante cinco minutos. Finalmente, o sedimento foi
ressuspendido em 50 uL de 4gua deionizada estéril.

A amplificacdo das fases abertas de leitura (do inglés, open reading frame, ORF) dos
genes codificantes para as proteinas SSm4 (Th927.7.6380) e SmB (Th927.2.4540) a partir de
DNA gendmico de T. brucei foi feita por meio de reacdo em cadeia da DNA polimerase
recombinante de alta fidelidade Phusion (Thermoscientific), nas condi¢bes descritas pelo
fabricante, a partir de oligonucleotideos iniciadores sense 5° G/IGATCCGATGTCGGTAGA
GGCGAGTAGACC 3> (BamHI) e anti-sense 5° GC/GGCCGCTCACTCTTTCT
TTGCTTTGGTCC 3° (Notl) para SSm4 e sense 5° CA/TATGGGCCACCAAAATA
TGCTTCACAACATC 3° (Ndel) e anti-sense 5° C/TCGAGTCAATCGCGTTTCC
GCTTGGC 3’ (Xhol) para SmB. O resultado foi analisado em gel de agarose preparativo 1%
contendo 0,5 pg mL* de SyberSafe (Thermoscientific), em tampdo TAE 1X (8 mM Tris-acetato
pH 8,0, 0,2 mM EDTA).

Os fragmentos amplificados foram purificados a partir do gel de agarose preparativo
utilizando-se Wizard® SV Gel Clean-Up System (PROMEGA), de acordo com as condi¢des do
fabricante. Os fragmentos purificados foram clonados em vetor de clonagem pJET1.2
(Thermoscientific) e o produto foi transformado em células competentes E. coli DH5a
preparadas por meio do método do cloreto de célcio®.

Coldnias cresceram em placas LB-agar (10 g L triptona, 5 g L extrato de levedura,
10 g L NaCl, 1,5% é&gar), foram inoculadas em 5 mL de meio de cultura LB contendo
ampicilina (20 ng mL™) e mantidas a 37°C por 16 horas sob agitagdo. Em seguida, procedeu-
se com extracdo do DNA plasmidial por meio do kit GeneJET™ Plasmid Miniprep (Fermentas
Life Sciences), de acordo com as condicGes do fabricante, e a verificagéo de ligacéo foi feita
por meio de reacdo em cadeia da DNA polimerase, como descrito anteriormente. Os plasmideos
foram entéo digeridos utilizando-se as endonucleases de restricdo correspondentes.

O vetor de expressdo pETDuet-1 (Novagen), planejado para a coexpressao de duas
ORFs alvo, contém dois sitios de clonagem (MCS1 e MCS2), cada um precedido de um

promotor T7/operador lac e um sitio de ligacdo a ribossomo (RBS), além de gene de resisténcia
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para ampicilina. A ORF para a proteina SSm4 foi inserida em MCS1 para expressao de proteina
recombinante em fusdo N-terminal com uma extens&o de seis histidinas, enquanto a ORF para
SmB foi inserida em MCS2. Apds reacdo de ligagdo com T4 DNA ligase (Thermoscientific), o
volume total da mistura de ligagéo foi utilizado na transformacéo de células competentes E. coli
DH5a.

Novamente, procedeu-se com extracdo do DNA plasmidial por meio do kit GeneJET™
Plasmid Miniprep (Fermentas Life Sciences), de acordo com as condi¢des do fabricante. A
confirmacéo da ligacéo foi feita por meio de PCR usando os iniciadores especificos para o vetor
de clonagem e os resultados foram verificados a partir de gel de agarose 1%.

Células da cepa de E. coli BL21 rosettal (DE3) foram transformadas com a construgao
SSm4/SmB/pETDuetl utilizando-se 0 mesmo procedimento descrito anteriormente e foram
inoculadas, incialmente, em 5 mL de meio de cultura LB contendo ampicilina (20 ug mL?) e
cloroanfenicol (34 pg mL™?) e incubadas por 16 horas sob agitagdo de 250 rpm a 37°C. Apds
crescimento das células, inocularam-se 10 mL dessa amostra em 1 L de meio de cultura LB
liquido, mantendo sob agitacdo a 37°C até se atingir um valor de densidade Optica (DO) igual
a 0,6, medido no comprimento de onda de 600 nm em espectrofotémetro. Testes de expressdo
foram realizados a partir de inducdo com diferentes concentragdes de IPTG (0,1, 0,5 e 1,0 mM)
a 20°C e 37°C. Em seguida, as células foram centrifugadas a 12.000xg por 15 minutos a 4°C e
o0 sedimento foi armazenado a -20°C por até um més.

Por outro lado, os subcomplexos SmD3/SmB, SmE/SmF/SmG, SmD1/SmD2 e
Sm16,5K/Sm15K foram coexpressos usando vetor de expressdo pEQ30 (Qiagen) em cepa E.
coli SG13009 em meio de cultura LB e indugdo com 0,1, 0,5 e 1,0 mM IPTG durante a 20°C e
37°C. De maneira similar, as células foram centrifugadas a 12.000xg por 15 minutos a4°Ce o
sedimento foi armazenado a -20°C por até um més.

O sedimento correspondente a coexpressdao de cada subcomplexo Sm foi solubilizado
em tampédo B (50 mM TRIS-HCI pH 8,0, 300 mM NaCl, 2% glicerol, 5 mM DTT e 10 mM
Imidazol, na proporgdo de 50 mL de tampé&o B para cada 1 L de cultura) acrescido de um
comprimido de coquetel de inibidores de protease (complete™ livre de EDTA, Roche
Diagnosis Ltda) e submetido & ultrassonicacdo por seis ciclos no equipamento 550 Sonic
Dismembrator (Fisher Scientific). Cada ciclo corresponde a uma ultrassonicacdo de 30
segundos com intervalo de um minuto de repouso. As células lisadas foram centrifugadas por
cinco minutos a 20.000xg a 4°C, de modo a se separar as fragdes solGvel (sobrenadante) e

insolavel (sedimento).
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A copurificacdo das proteinas Sm foi realizada em coluna HiTrap IMAC HP (Qiagen)
acoplada a sistema Akta Purifierl0 (GE) a partir de um gradiente de concentracdo de imidazol
até 500 mM em tampéo B. Exceto para SSm4/SmB, a extensao de seis histidinas foi clivada
com protease TEV (250 pg mL™?) por 16 horas a 4°C e o produto foi aplicado novamente a
coluna HiTrap IMAC HP (Qiagen). Amostras contendo subcomplexos que ja ndo apresentavam
a extensdo de histidinas ndo interagiram com a resina e foram coletadas e concentradas.
Adicionalmente, cromatografia de exclusdo molecular em coluna SUPEROSE 12 10/300 (GE)
ou SUPERDEX200 10/300 (GE) foi empregada em tampdo B, na auséncia de imidazol.
Proteinas com massa molecular conhecida foram utilizadas para calibra¢do de uma relacéo entre
massa molecular e volume de eluicdo permitindo, assim, uma estimativa da massa molecular
dos subcomplexos purificados.

Todas as etapas de purificacdo foram analisadas em gel desnaturante (SDS-PAGE 20%
ou NuUPAGE 4-20% Bis-Tris (Thermoscientific)), corado com comassie brillant blue 0,010% e
descorado com acido acético 10%. As amostras purificadas foram submetidas a concentraco
por ultrafiltracdo em membrana Millipore com corte de 10 kDa, sob rotacdo de 2.000xg a 4°C.
A concentracdo proteica das amostras resultantes foi medida utilizando-se o espectrofotémetro
Nanodrop™ 1000 (Thermoscientific) a partir do coeficiente de extingdo molar tedrico para cada
subcomplexo e comparada com aquela obtida pelo método de Bradford.t®’

Amostras puras dos subcomplexos Sm foram armazenadas a -80°C e enviadas em
nitrogénio liquido para o Laboratorio de Biologia Molecular do Conselho de Pesquisas Médicas
(LMB-MRC) do Reino Unido, onde o aluno Ivan Rosa e Silva realizou experimentos de

interacdo com RNA e de cristalizagdo durante estagio de nove meses.

2.3.3 Clonagem, expresséao e purificacdo de U2A’/U2B”’

Todos os experimentos com U2A’/U2B’’ de T. brucei foram realizados sob superviséo
do Dr. Kiyoshi Nagai no Laboratorio de Biologia Molecular do Conselho de Pesquisas Médicas
do Reino Unido, em Cambridge.

As sequéncias das fases abertas de leitura de U2A’ (Tb927.10.14360) e U2B”’
(Th927.3.3480) de T. brucei foram otimizadas para expressdo heterdloga em E. coli usando a
ferramenta de otimizagdo de codons da empresa Integrated DNA Technologies (IDT)
(https://www.idtdna.com/CodonOpt) e sintetizada de maneira a conter a seguinte construgéo:
sitio de Ndel + sitio de reconhecimento por TEV + U2A’ + sitio de ligagdo a ribossomo (do
inglés, ribosome binding site, RBS) + U2B’’ + sitio de Xhol (onde RBS =
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AATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATRG e sitio de reconhecimento por
TEV = GAGAATCTTTATTTTCAG) ligada em vetor de clonagem pMK_RQ, que contém
gene de resisténcia a canamicina.

Produtos de restricdo com Ndel e Xhol foram clonados em vetor de expressdo
pET28a(+) e transformados em células eletrocompetentes E. coli BL21 DE3 RIL usando
protocolo padrdo!®. A ligacgéo foi confirmada por analise de restricio com as mesmas enzimas
e 0 produto foi sequenciado. Nestas condi¢des, este vetor leva a expressao de U2A’ contendo
uma extensdo N-terminal de 6 residuos histidinas e de U2B’’ ndo fusionada a mesma extenséo
sob o controle de promotor T7/operador lac.

Colbnias cresceram em placas contendo meio sélido TYE-agar (15 g L™ 4gar, 8 g L*
NaCl, 10 g L bactotriptona, 5 g L™ extrato de levedura) acrescidas de 50 pg mL™? de
canamicina a 37°C por 16 horas. Uma pré-cultura foi preparada a partir do inéculo de uma
colénia em meio de cultura LB contendo 50 ug mL™? de canamicina. O produto foi diluido
(1:100) em 1 L de meio de cultura LB e a cultura foi mantida a 37°C/250 rpm até se atingir
DOeoo ~0,6, quando a expressao proteica foi induzida pela adi¢do de 1 mM IPTG.

Apdbs 16 horas a 20°C, as células foram centrifugadas a 4.500 rpm (rotor Beckman
SL8.1) por 30 minutos e o sedimento foi ressuspendido em tampé&o contendo uma pastilha de
coquetel de inibidores de protease (Roche Diagnosis Ltda), na proporcdo de 50 mL de tampao
de lise para cada 1 L de cultura. As células ressuspendidas foram ultrassonicadas em pelo menos
seis ciclos de 30 segundos, com um minuto de parada e o lisado foi centrifugado por 40 minutos
a 20.000xg a 4°C. O sobrenadante clarificado foi aplicado a uma coluna de afinidade HisTrap
HP column (GE) nas mesmas condic¢des de tamp&do em um gradiente linear de concentracéo de
imidazol até 500 mM usando o sistema Akta Prime (GE) em camara fria.

As fracBes correspondentes ao pico principal foram dialisadas contra tampéo C (10 mM
fosfato de potassio pH 7,4, 100 mM KCI, 10 mM DTT) e a amostra resultante foi aplicada a
uma coluna de hidroxiapatita (25 g de hidroxiapatita sélida dissolvida em 50 mL de tampéao C
— Biorad), lavada com tampédo C e eluida em gradiente linear de tampdo D (tampéo C + 6%
sulfato de aménio) em 40 mL. As fragdes eluidas foram concentradas por ultrafiltracdo (Amicon
10 kDa - Sigma Aldrich Ltda) e dialisadas contra tampao E (50 mM Tris/HCI pH 8, 100 mM
KCI, 1 mM DTT, 2% glicerol) e armazenadas a -80°C. A concentragdo da amostra foi avaliada
em espectrofotdmetro Nanodrop™ 1000 (Thermoscientific) a partir do coeficiente de extingéo
molar tedrico para o subcomplexo e conferida utilizando-se o método de Bradford'®’. A pureza
das amostras foi analisada por eletroforese em gel desnaturante NUPAGE 4-12% Bis-Tris

(Thermoscientific) (180V/55 minutos) corado com 0,25% comassie brillant blue.
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2.3.4 Preparo dos snRNAs U2, U4 e U5 e sua caracterizacdo por meio de espectroscopia
de dicroismo circular

Moldes de DNA para a transcrigdo in vitro de SnRNAs U2, U4 e U5 foram baseados em
predicdes de estrutura 2D publicadas previamente, descritas no capitulo 1 (secdo 1.3).
Oligonucleotideos foram sintetizados de modo a se construir a regiao 3’ de snRNA U2 (SLII +
sitio Sm + SLIV), U4 snRNA (SLII + sitio Sm + SLIII) e snRNA U5 completo na seguinte
disposicéo: sitio de Hindlll + promotor de T7 RNA polimerase + sequéncia codificante para
RNA + sitio de BsmAl + sitio de BamHI, onde a sequéncia correspondente ao promotor de T7
RNA polimerase é dada por AATTAATACGACTCACTATA. O sitio BsmAl foi substituido
pelo sitio de BsrDI no caso do molde de snRNA U5.

Os oligonucleotideos para cada molde de DNA foram hibridizados por meio de
tratamento térmico. Tubos contendo oligonucletideos em concentracédo igual a 10 uM, diluidos
em agua deionizada estéril e livre de nucleases, foram incubados por cinco minutos a 98°C e
transferidos para um béquer contendo &gua fervente. Este foi deixado & temperatura ambiente
até que o equilibrio térmico fosse atingido. O resultado foi analisado em gel de agarose 1,5%
(1X tampéo TBE — 0,22 mM Tris pH 8,3, 180 mM borato de sédio, 5 MM EDTA).

O nimero de moléculas de DNA molde para transcricdo de cada ShRNA de interesse foi
amplificado por PCR utilizando-se oligonucleotideos especificos. O produto foi purificado a
partir de extracdo com fenol/cloroférmio e precipitagdo com etanol/isopropanol, da mesma
maneira como descrito na se¢do 2.3.2. As amostras resultantes foram digeridas com enzimas de
restricdo especificas para clonagem em vetor pUC18 (Thermoscientifc) digerido nos sitios de
BamHI e Hindlll. Os produtos de ligacdo foram transformados em células eletrocompetentes
E. coli TG1 e transformantes foram selecionados em placas TYE-agar contendo 100 pg mL*
ampicilina, 16 L X-Gal 50 mg mL?* e 4 uL IPTG 1M. PCR de colénia e anélise de restrigio
com enzima Pacl (Thermoscientific), que cliva em um sitio especifico na sequéncia do promotor
de T7 RNA polimerase, foram empregados para confirmar col6nias positivas.

Para se obter um grande nimero de plasmideos que pudessem servir como molde para
a transcrigdo in vitro, experimentos de purificacdo plasmidial em larga escala foram realizados
com a ajuda da Dra. Kelly Nguyen a partir de 1 L de culturas de E. coli TG1 contendo cada
construcdo plasmidial. Resumidamente, as células foram centrifugadas (8.000 rpm, 30 minutos,
rotor SLA3000, centrifuga SORVALL), ressuspendidas em 30 mL de tampé&o conhecido como
TGE (25 mM Tris/HCI pH 8, 50 mM glicose, 10 mM EDTA) e 5 mg mL™ lisozima, 80 mL de
1% SDS e 0,2 M NaOH foram adicionados para a lise. O contetdo foi centrifugado a 8.000 rpm
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por 10 minutos (rotor SLA3000, cenrtifuga SORVALL) e o sobrenadante foi filtrado em papel
de filtro. Foi entdo adicionada RNase A (0,5 mL — 10 mg mL™?) e o produto foi precipitado com
etanol 100%. A amostra foi ressuspendida em 360 pL de brometo de etideo (5 mg mL™?)
acrescida de 17,2 g de cloreto de césio.

Bandas de DNA foram separadas por ultracentrifugacdo a 55.000 rpm a 20°C por 16
horas (rotor Becmann VVTi 65.2/tubos selados). As bandas vermelhas correspondentes ao DNA
foram coletadas usando seringa e agulha. A amostra resultante foi misturada com butan-2-ol
puro e saturado com agua até que a fase aquosa se tornasse limpida. Finalmente, as amostras
contendo os plasmideos foram dialisadas contra tampdo TE (10 mM Tris/HCI pH8, 0,1 mM
EDTA) e armazenadas a -20°C.

Os plasmideos contendo regido promotora de T7 RNA polimerase e as sequéncias
codificantes para snRNAs U2, U4 e U5 foram linearizados com a enzima de restricdo
corresponde que cliva na extremidade 3’ da sequéncia codificadora para o RNA de interesse.
Reacdes de digestdo em larga escala foram feitas em 5 mL de mistura de reacéo contendo 1 mg
de DNA e 100 unidades de enzima de restri¢do, incubada a 37°C por 16 horas. As amostras de
DNA foram purificadas a partir de extracdo com fenol/cloroférmio e precipitacdo com
etanol/isopropanol, como descrito anteriormente.

Experimentos de transcrigdo in vitro foram realizados em 5 mL de mistura de reagéo
contendo 4 mM ATP, UTP, GTP e CTP, 40 mM Tris/HCI pH 8, 20 mM MgClz, 2 mM
espermidina, 100 mg mL™ de plasmideo linearizado ou 20 pg pL™* de produto de PCR e
15 pg pLt de T7 RNA polimerase. Cada reagéo foi incubada a 37°C de 4-6 horas. O produto
foi extraido com fenol/cloroférmio e precipitado com isopropanol/etanol, como descrito
previamente. Em seguida, a amostra resultante foi dissolvida em tampdo de amostra (95% (v/v)
formamida, 5 mM EDTA, 0,1% (w/v) xileno cianol, 0,1% (w/v) azul de bromofenol) e aplicada
em PAGE 15% em 1X TBE buffer contendo 8 M uréia a 35 W. As bandas foram coradas com
0,1% azul de toluidina.

Amostras de RNA transcrito foram dialisadas contra tampao 10 mM Tris/HCI pH 8 e 0
produto foi novamente precipitado com isopropanol/etanol, ressuspendido em &gua e
armazenado a -20°C. Uma fracdo das amostras de RNA foi marcada com fluoresceina
tiosemicarbazida na extremidade 3°. Brevemente, o sedimento correspondente a 100 pg de
RNA foi ressuspendido em 100 uL de solugdo de oxidacao fresca (0,1 M periodato de sodio,
0,1 M acetato de s6dio pH 5) e incubado por 90 minutos a temperatura ambiente. A oxidagado
foi suprimida pela adi¢dao de 11 uL. de KCI1 (2M) em gelo por 10 minutos. Sedimento de KIO4

foi removido e fluoresceina semicarbazida foi adicionada na concentracéo final de 50 mM, e a
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amostra foi incubada a temperatura ambiente por quatro horas. A amostra resultante foi
purificada por meio de extracdo com fenol/cloroférmio e precipitagdo com isopropanol/etanol.
Em seguida, o material marcado foi purificado das moléculas ndo marcadas a partir de SDS-
PAGE 15% contendo uréia, como descrito anteriormente. A banda amarela foi excisada do gel
e mantida por 16 horas em 600 uL de 0,3 M acetato de sodio a 4°C sob agitacdo. A amostra
resultante foi novamente precipitada com etanol e o pellet foi ressuspendido em &gua e
armazenado a -20°C.

O enovelamento das moléculas de RNA foi alcangado por meio de tratamento térmico
em tampado de ligagdo (20 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM NaCl ou KCl, 1,5 mM MgClz, 1 mM
DTT, 2% glicerol) ou tampéo de hibridizagdo (10 mM Tris/HCI pH 8 e 10 mM MgClz). Os
tubos contendo amostras de RNA foram incubados a 98°C por trés minutos, por cinco minutos

a temperatura ambiente e, em seguida, mantidos no gelo por 30 minutos.

2.3.4.1 Espectroscopia de dicroismo circular

A maioria das macromoléculas bioldgicas sdo opticamente ativas e a atividade Optica
estd intimamente relacionada a sua conformacdo. Portanto, a técnica de espectroscopia de
dicroismo circular (sigla, do inglés, para circular dichroism, CD) foi empregada para a
confirmacdo do enovelamento de snRNAs U2, U4 e U5. Os espectros de CD foram obtidos
utilizando-se um espectropolarimetro JASCO J-815 (JASCO), equipado com um sistema de
controle de temperatura do tipo PELTIER PTC 423S/15, no Laboratério de Biofisica Molecular
do IFSC-USP. Os espectros foram coletados na regido do UV distante, no intervalo de
comprimento de onda de 320 a 200 nm, com resolucédo de 0,1 nm e taxa de 100 nm min™, com
resposta de dois segundos, utilizando-se uma cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 0,5 cm
para amostras em concentracéo de 0,10 a 0,30 mg mL™.

O programa Spectra Manager (JASCO) foi usado para registro dos dados e o programa
Origin PRO 8.0 (Origin Lab Corporation) foi empregado para analise dos resultados. Os
espectros foram medidos em termos de elipticidade (), que é proporcional a diferenca de
absorcéo de luz circularmente polarizada a esquerda e a direita, e foram transformados para
valores absolutos de dicroismo circular (As) molar, em cm?mmol™?, por meio da seguinte

equacéo:

6
Ae =
32.980XCXLXN

(1)
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onde C é a concentragdo da amostra medida em mol.L™?, L é o caminho 6ptico dado em
centimetros e N é o numero de nucleotideos da molécula de RNA.

Os espectros de CD obtidos nas diferentes temperaturas foram submetidos a uma anélise
de componentes principais (do inglés, principal componentes analysis, PCA) no programa
CDTools.'%8:1% A técnica se baseia em uma analise estatistica multivariada de modo a se reduzir
a dimensionalidade do conjunto de dados para um nimero minimo de variaveis que descrevem
os dados originais.’®® Uma descricdo detalhada desta técnica pode ser encontrada em Jolliffe,
200219,

2.3.5 Reconstrucao in vitro dos nacleos Sm de T. brucei

De posse de amostras puras de subcomplexos de proteinas Sm, U2A’/U2B’’ e snRNAs
U2, U4 e U5 dos ndcleos de snRNPs de T. brucei, ensaios de reconstrucao in vitro foram
preparados em tampéo de ligagcdo (20 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM NaCl ou KCI, 1,5 mM
MgClz, 1 mM DTT, 2% glicerol). Para experimentos envolvendo baixas concentragfes de
RNA, amostras de snRNAs marcados com fluoresceina na concentracdo de 2 nM foram
incubadas com concentragfes crescentes de proteinas Sm e/ou U2A’/U2B”’ por 30 minutos a
30°C e, em seguida, mantidas no gelo por pelo menos duas horas. No caso de experimentos em

alta concentragdo de RNA, concentragdes de até 2 uM de snRNA nado-marcado foram utilizadas.

2.3.5.1 Ensaio de retardo de mobilidade eletroforética (EMSA)

O ensaio de retardo de mobilidade eletroforética (do inglés, electromotility shift assay,
EMSA) baseia-se na alteracdo de mobilidade eletroforética de uma molécula marcada com um
fluordforo, neste caso uma molécula de snRNA, ap6s interagdo com proteina. Eletroforese em
gel de agarose 0,5% nativo preparado com tampédo TB 0,5X (27 g de Tris base e 13,25 g de
acido borico em 1 L de &gua milli-Q) foi aplicada para se investigar a formagao de complexos
entre SNRNAs e proteinas Sm e também com U2A’/U2B’’ utilizando-se EMSA. Os géis foram
submetidos a diferenca de potencial elétrico de 45 V 90 minutos em camara fria. O equipamento
Typhoon TRIO imager (GE) foi utilizado para se quantificar a intensidade de fluorescéncia das
moléculas de RNA marcadas com fluoresceina. Neste caso, os ensaios foram realizados em
concentragcdo de RNA igual a 2 nM, o que permitiu a determinacdo da constante de dissociacédo
aparente dos complexos a partir do ajuste dos dados experimentais ao modelo de Hill?®,
descrito pela equacéo:
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(2)

(L]
I'= Iinicial + (final = liniciat) T — 1 1L

onde I é a intensidade de fluorescéncia medida para cada banda no gel, [L] é a concentragdo de
ligantes livres, Kqap € a constante de dissociacdo aparente e n é o coeficiente de Hill, que
descreve a cooperatividade do sistema. Tal ajuste foi realizado no programa Origin PRO 8.0
(Origin Lab Corporation). Experimentos em alta concentracdo de RNA e proteinas nao

marcados foram utilizados para a determinagdo da estequiometria de ligacao.

2.3.5.2 Ensaios de purificagdo

Primeiramente, os nucleos de proteinas Sm de sSnRNPs U2, U4 e U5 de T. brucei foram
reconstituidos in vitro na auséncia de RNA em tampao de ligagdo. Cerca de 500 pL de cada
amostra em concentragdo de 2 pM foram preparados na razdo estequiométrica 1:1:1 de cada
subcomplexo especifico para cada nicleo Sm e mantidos a 30°C por 30 minutos e, em seguida,
em gelo por pelo menos duas horas. Cromatografia de exclusdo molecular em SUPEROSE 12
10/300 GL (GE) foi empregada para a avaliacdo da formacdo dos complexos proteicos na
auséncia de RNA. Proteinas com massa molecular e raio hidrodindmico conhecidos foram
utilizadas como padrdo para uma estimativa dessas propriedades dos complexos Sm
purificados. Os produtos de purificagdo foram avaliados por SDS-PAGE seguido de coloracéo
com prata (SilverQuest®, Invitrogen).

Sabendo-se que cromatografia de troca aniénica em coluna Mono Q 5/50 GL (GE) havia
sido utilizada com sucesso para a purificacdo dos nucleos de snRNPs Ul e U4 de H. sapiens
obtidos por reconstrucdo in vitro no laboratério do Dr. Kiyoshi Nagai, a purificacdo dos nucleos
das sSnRNPs U2, U4 e U5 contendo proteinas Sm e snRNAs de T. brucei foi testada utilizando-
se a mesma técnica e as mesmas colunas cromatograficas. Cromatografia de exclusdo molecular
em SUPERDEX 200 5/150 GL (GE) e SUPERDEX 200 10/300 GL (GE) também foi
empregada.

Amostras contendo complexos reconstruidos in vitro em volume de 500 puL consistiram
de 2 uM de amostra de snRNA e 2 uM de amostras de subcomplexos de proteinas na razao
molar 1:1 em tampéo de ligacdo, como descrito previamente. A coluna Mono Q 5/50 GL (GE)
foi equilibrada com tampdo E1 (20 mM Tris/HCI pH 7,5, 0-100 mM NaCL ou KCI, 1,5 mM
MgClz, 1 mM DTT, 2% glicerol). As amostras foram eluidas em diferentes gradientes lineares
de tampéo E2 (20 mM Tris/HCI pH 7,5, 1 M NaCl ou KCI, 1,5 mM MgClz, 1 mM DTT, 2%
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glicerol). Adicionalmente, cromatografia de exclusdo molecular em SUPERDEX 200 5/150 GL
(GE) e SUPERDEX 200 10/300 GL (GE) foi aplicada em tamp&o E1 contendo 50 mM NaCl
ou KCI. Em todos os casos, a absorbancia de luz UV a 260 nm (RNA) e a 280 nm (proteina)
foi monitorada. As amostras foram entéo analisadas por meio de eletroforese em NUPAGE 4-
12% Bis-Tris (180V/55 minutos) seguida de coloragdo com prata (SilverQuest®, Invitrogen).

Tentativas de concentracdo das amostras de complexos proteinas-RNA foram realizadas
por meio de ultrafiltracdo (filtro Amicon, corte de 10 kDa - Sigma Aldrich Ltda) e
ultracentrifugacao (90 000 rpm - rotor TLA100, Beckman).

2.3.6 Ensaios de cristalizacdo, analise de dados de difracdo de raios-X e resolucdo de
estrutura tridimensional

2.3.6.1 Cristalizacéo

O processo de cristalizacdo de uma proteina é crucial para a determinacdo de sua
estrutura atbmica pelo método cristalografico e se concentra na redugédo da sua solubilidade de
maneira controlada na tentativa de que as macromoléculas se organizem de maneira periodica
durante a separacdo de fase para formacdo de um cristal nico que tenha poder de difracdo de
raios-X. A solubilidade da proteina pode ser reduzida por meio da adicdo de agentes
precipitantes (sais, solventes organicos e polietilenoglicois (PEG)) e/ou pela remoc¢do de
solvente da solucdo de proteina. Temperatura e pH também afetam a solubilidade proteica.
Assim que o limite de solubilidade da macromolécula é excedido, a solucdo se torna
supersaturada e, em condicOes adequadas, as moléculas em excesso se agregam formando
nacleos e a solucdo proteica se separa em proteina agregada (possivelmente na forma de
cristais) mais solucio saturada, na zona metaestavel do diagrama de fases (Figura 2.5).291-203

O tempo para se atingir o equilibrio tem grande influéncia no resultado final, que pode
ser desde um precipitado amorfo ou microcristais até um cristal unico e grande. O procedimento
mais comum utilizado para cristalizagdo de proteinas ¢ o metodo de difusdo de vapor, que se
baseia em um processo de equilibrio entre duas solugdes, uma gota e um reservatorio, atraves
da fase de vapor, em ambiente fechado. A gota possui uma solugdo menos concentrada de
precipitantes e, portanto, maior pressdo de vapor do que o reservatério, e tende a equilibrar a
sua presséo de vapor com a pressdo de vapor da solucdo. Ocorre, entéo, a difusdo de compostos
volateis da gota para o reservatorio, tornando a gota concentrada até um nivel 6timo para

cristalizacdo da proteina. Desde que o sistema entre em equilibrio, esta condi¢do é mantida até
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que a cristalizacdo seja completada.?®l- 2% Entre os métodos que utilizam este principio esta o
método da gota sentada (sitting drop — Figura 2.5), que foi empregado neste trabalho.

Concentragdo de proteina
zona de
nucleagao o
precipitado
zona de amorfo
crescimento
a1
2
pa
9 c/2 Curva de solubilidade
A B a P/2 Concentragdo de precipitante

Figura 2.5 — Méotodo de difusdo de vapor e o diagrama de fases. A- Representacdo esquematica de um
experimento tipico de difusdo de vapor a partir de gota sentada (sitting drop). Gota mostrada em
laranja e reservatorio em azul. B- Digrama de fases mostrando a curva de solubilidade de uma
proteina e as regides de nucleagdo espontanea, de crescimento cristalino e de formacdo de
precipitado amorfo. Incialmente, iguais concentracfes de proteina (C) e agentes precipitantes (P)
sdo misturadas e vapor de solvente se difunde até o reservatorio do coquetel de precipitantes, de
modo que a concentragdo de proteina e de precipitantes aumenta na gota ao passo que seu volume
diminui. Uma vez que a regido de nucleacdo espontanea é atingida (1), agregados cristalinas na
forma de ndcleos sdo formados e um cristal inicia o processo de crescimento (2-4). O nimero de
moléculas de proteina em solugdo passa a diminuir devido ao crescimento do cristal e a solucdo
supersaturada tende a se equilibrar com o(s) cristal(is), que atingem o tamanho maximo.

Fonte: Adaptada de RUPP?%,

A dificuldade no controle do processo de cristalizacdo advém da complexidade das
interacOes fracas entre as macromoléculas, as quais sdo flexiveis e apresentam superficie
irregular.?22% Portanto, a homogeneidade conformacional, a flexibilidade e a distribuicio de
carga na sua superficie sdo fatores determinantes da cristalizabilidade de uma macromolécula.
Quando se trata da cristalizacdo de um complexo de macromoléculas recombinantes, objetivo
deste trabalho, as etapas de reconstituicdo in vitro e purificacdo (secdo 2.3.5) sdo essenciais
para se garantir homogeneidade do complexo a ser cristalizado tanto em termos de composi¢éao
como na sua conformacao.

Dada a complexidade do processo de cristalizacdo, faz-se necessaria a variacao
sistematica de condic¢des fisico-quimicas no espaco multiparamétrico que abrange diferentes
concentragOes de diferentes agentes precipitantes, tampdes e aditivos, alem de concentracdo de
proteina e temperatura. Deste modo, amostras de nicleo sSnRNP U2, nlacleo snRNP U2 +
U2A’/U2B”’ e nicleo snRNP U5 obtidas por reconstrugéo in vitro foram submetidas a ensaios
de cristalizacao pelo método de difusdo de vapor em gota sentada a 20°C em placas de 96 pocos
utilizando-se condicbes de cristalizagdo comerciais (Crystal screen 1/2/Lite, Grid screen

ammonium sulfate/PEG ion/Sodium chloride/PEG 6000, MemFac, Quick screen, PEG/ion,
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Natrix,Index, SaltRX 1/2 — Hampton Research, Wizard screen 1/2/cryo 1/cryo 2 — Rigaku,
JBS1-10, Pi minimal screen, Pi-PEG screen — Jenna BioScience, Clear strategy screen 1/2,
MemStart, MemSys, Morpheus I/ll — Molecular dimensions, JCSG+ - Qiagen) preparadas em
rob6 de cristalizacdo TTP Mosquito (TTP Labtech). O rastreamento de condi¢Bes 6timas de
cristalizagdo baseadas nos resultados iniciais foi realizado em placas de 24 pocos pelo mesmo
método a partir da adigdo de volumes iguais (1 a 2 pL) de solugdo de proteina e de solugdo do
reservatorio.

Métodos de cristalizacdo envolvendo o controle da nucleacdo por meio de semeadura
(do inglés, seeding)?*+2% também foram empregados na tentativa de melhorar a qualidade dos
cristais obtidos. Inicialmente, procedeu-se com o preparo de um estoque de sementes, onde 10
uL de solugéo do reservatorio foram misturados com a solucéo do reservatorio da condi¢éo que
continha muitos cristais pequenos, que foram transferidos para um microtubo contendo esferas
de vidro, onde foram agitados por 3 minutos. O procedimento foi repetido até se obter 50 puL
de solucdo. Em seguida, foi preparada uma diluigéo seriada de fragmentos de cristais quebrados
(estoque de sementes) na solucdo do reservatdrio nas seguintes proporgées: 1:5, 1:25, 1:125 e
1:625.204205 Estes estoques foram resfriados em nitrogénio liquido e mantidos a -80°C.

No experimento de microseeding?42%, os microcristais (sementes) foram introduzidos
em solucgdo de proteina em concentracdo menor do que a necessaria para a nucleacao, o que foi
baseado nos experimentos iniciais de cristalizacdo. Deste modo, cada gota de cristalizacéo
continha 0,6 pL de amostra de proteinas, 0,4 pL de solugdo de reservatério e 0,2 puL de estoque
de sementes nas diferentes dilui¢cbes. Adicionalmente, foi empregada uma variacdo deste
método conhecida, em inglés, como streak seeding?®2%, que consiste do uso de um bigode de
gato para transporte de microcristais de um estoque de sementes para uma gota de cristalizacao
pré-equilibrada. Em ambos o0s casos, as concentracGes de precipitantes e macromolécula

deveriam posiciona-la na zona de crescimento (metaestavel) no diagrama de fases.

2.3.6.2 Coleta e analise de dados de difracdo de raios-X

A difragdo de raios-X nos monocristais obtidos foi testada in house no Laboratorio de
Biologia Molecular do Conselho de Pesquisas Médicas (LMB-MRC) em Cambridge, Reino
Unido, usando um detector do tipo placa de imagem MAR345 a 200 mm do cristal (Ag = 0,5°/
tempo de exposicdo por imagem = 30 minutos), com fonte de raios-X do tipo &nodo rotatorio e
comprimento de onda igual a 1,54 A & temperatura de 80 K. Conjuntos completos de dados

foram coletados com auxilio do Dr. Chris Oubridge na linha luz 124 da Diamond Light Source
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(DLS), que possui um detector Pilatus 6 M. Conjunto de dados nativos (Ag = 0,15° distancia
cristal-detector igual a 500 mm/ temperatura = 80 K) foram coletados com pequenas doses de
raios-X (tempo de exposicéo igual a 0,02 segundos com transmitancia igual a 41,3%) em
comprimento de onda de 0,9795 A.

Cada ponto no padrdo de difragdo é também conhecido como reflex@o por corresponder
a intensidade (I5,;) de uma onda eletromagnética com amplitude |17"h,d| e fase ¢y, refletida em
um plano de Bragg do cristal descrito pelos indices de Miller (h, k, 1).2°%2% A intensidade das
reflexdes parciais e totais medidas foram relacionadas aos diferentes indices de Miller no
processo de indexacdo e integradas usando o programa iMosflim?°’, o qual também realiza o
refinamento dos pardmetros que caracterizam a cela unitéria.

Sabendo-se que mudancas na intensidade do feixe de raios-X durante a coleta de dados,
dano causado pela radiacdo, mosaicidade do cristal, entre outros, influenciam nos valores de
intensidades medidas para cada reflexdo total, e, considerando-se que cada atomo em uma
macromolécula real terd um possivel deslocamento individual, foi feito o escalonamento das
reflexdes observadas em diferentes imagens de difracdo de raios-X para uma escala comum
usando o programa AIMLESS?®. O processo de escalonamento resulta na determinac&o de um
fator de escala linear global (k), bem como na correcdo do fator B global, que contabiliza o
deslocamento individual dos 4tomos.20% 208

Durante a coleta de dados, multiplos dados redundantes para reflexdes relacionadas por
simetria foram medidos e precisaram ser fusionados em um conjunto de dados Unicos que
representa a unidade assimétrica do cristal no espaco reciproco, o que foi feito também
utilizando o programa AIMLESS?%. As intensidades equivalentes, portanto, foram usadas para
a determinacdo de um conjunto Unico de amplitudes de fatores de estrutura (|ﬁhkl|), que
correspondem a raiz quadrada da intensidade total escalonada para cada (h, k, I). A
multiplicidade do conjunto de dados corresponde ao nimero de reflexdes totais medidas
dividido pelo numero de reflexdes totais Unicas, ja se considerando a simetria do cristal. Além
disso, a qualidade dos dados de difracdo coletados também foi avaliada pela razéo sinal-ruido
calculada como a média (I /a (1)) para todas as reflexdes em uma dada camada de resolucgéo e
pelos fatores conhecidos como Rmerge (d0 inglés, linear merging R-value) e Rrim (do inglés,
redundancy-independent merging R-value). Todas estas propriedades estatisticas dos dados
experimentais também foram calculadas utilizando-se o programa AIMLESS?®,

Os fatores R correspondem ao mddulo da diferenca entre a intensidade medida e a

intensidade média calculada para cada (h, k, 1) somada para todas as reflexées medidas, divida
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pela soma de todas as intensidades medidas e levando-se em consideracdo a redundancia dos
dados?% 2%, Assim, os fatores R dependem do fator de escala. Além disso, o fator Rmerge acaba
sendo linearmente dependente da redundancia dos dados. Por isso, o fator Rim € definido com
um termo multiplicativo que o torna independente desta. O coeficiente de correlacdo linear

(CC), por sua vez, é independente do fator de escala e é definido como?® 208
CC = 0yy/0x0, (3)

onde o€ o, representam a variancia das intensidades medidas separadas em dois conjuntos de
dados (x e y). CCu2 € definida como a correlacdo linear entre duas metades do conjunto de dados
experimentais separadas aleatoriamente.

A andalise inicial da simetria cristalina foi feita pelo programa POINTLESS?®,
Adicionalmente, foi realizada a analise do conteldo de solvente do cristal por meio do calculo
do coeficiente de Matthews (Vm)?%°, que corresponde a razdo entre o volume da unidade
assimétrica e a massa molecular das macromoléculas presentes dentro desta. O conteddo de

solvente (t) corresponde, portanto, a

7=1-1,23/Vm (4)

2.3.6.3 Resolucdo do problema das fases, refinamento e analise do modelo de estrutura
tridimensional

O primeiro objetivo do experimento de cristalografia é a determinacdo da densidade
eletronica (p(x, y, z)) da(s) macromolécula(s) que espalharam raios-X. Esta € calculada a partir

da transformada de Fourier inversa dos fatores de estrutura para cada (h, k, 1): 203211
p(x,v,2z) = %Z%f_w F(h) exp(—2mi h.7) (5)

onde h = h@* + k b* + 1 & (espaco reciproco), # =xa+yb +z ¢ (espacoreal)ed, be ¢

caracterizam a cela unitaria do cristal. Cada fator de estrutura é descrito como:

F(h) = |F()|exp(ini) (6)
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onde |l3(ﬁ)| ¢ a amplitude e ¢, € a fase da onda eletromagneética. Entretanto, apenas a
amplitude da onda pode ser determinada a partir da intensidade detectada para cada (h, k, 1) no
experimento de difragdo.2% 211

Assim, o programa PHASER?'2-22 foi empregado para a determinac&o inicial das fases
pelo método de substituicdo molecular. Um modelo de estrutura atdémica conhecida do
heterodimero U2A’/U2B’’ de H. sapiens® (codigo PDB 1A9N) foi posicionado na unidade
assimétrica a partir de rotacdes e translacdes até que os dados de difracdo experimentais e
aqueles calculados para o modelo tivessem a melhor correspondéncia. As fases deste modelo
nesta nova orientacdo foram calculadas e usadas para a obtencdo de um primeiro mapa de
densidade eletronica a ser refinado. Para evitar a influéncia das cadeias laterais dos residuos de
aminoacidos do modelo posicionado na unidade assimétrica e das regiGes de alga que tém
sequéncias de aminoacidos com comprimentos diferentes entre 0 modelo, optou-se por utilizar
o programa CHAINSAW?4, que realizou o truncamento do modelo no primeiro &tomo da cadeia
lateral de cada residuo que é diferente daquele observado para a(s) proteina(s) de interesse.

A substituicio molecular automatizada implementada no programa PHASER?12-213
combina a correcdo dos dados anisotropicos com otimizacéo de funcdes de translacéo e rotacédo
baseadas em verossimilhanca (do inglés, likelihood, LL) e andlise de empacotamento para

resolver a estrutura cristalografica em estudo. Uma funcédo de verossimilhanca (LL) descreve a
probabilidade de se observar um valor experimental (|17“0b5(h, k, l)|) dado um modelo tedrico

(F.q1c(h, k, 1)), sendo que cada &tomo no cristal contribui com um desvio relacionado a variacdo
de sua posicao (que afeta a fase) e na sua ocupacao (que afeta a amplitude). Assim, a fungéo LL
é tratada como uma distribuicdo gaussiana.??-213

Como as fases utilizadas para a reconstrucdo do mapa de densidade eletrdnica provém
do modelo posicionado na unidade assimétrica, esta densidade eletrénica inicial esta enviesada,
incompleta e incorreta em vaérias regides. Para se obter um mapa mais realistico, coeficientes
de Fourier que levam em conta erros e incompletezas do modelo devem ser usados para 0
calculo de p(x,y,z). A reconstrucdo automatica do modelo atbmico no mapa de densidade
eletrénica foi, portanto, realizada por meio do programa ARP/WARP?!®, com o objetivo de
diminuir o viés do modelo inicial.

Finalmente, o modelo de estrutura atébmica foi refinado usando o0s programas
Refmac5?!® e Phenix-refine?t’, também baseados em maxima verossimilhanca?®. Os
pardmetros do modelo que incluem a posicéo de cada dtomo e fator B (exceto ocupagédo), foram

utilizados na otimizacdo do modelo até se alcancar a maior concordancia entre as amplitudes
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das reflexdes observadas e aquelas calculadas para o modelo. O resultado foi avaliado por meio
do fator R (ou Rwork):

h=—00

_ Ziw [Fobs(ﬁ)_Fcalc(ﬁ)]
- Z%r_w Fobs(ﬁ)

R

(7)

O fator Riree foi calculado para validagéo cruzada da mesma maneira que Rwork para um conjunto
de reflexdes selecionadas aleatoriamente que corresponde a uma pequena porcentagem do total
e que ndo foi usada durante o refinamento.?%% 218

O programa Coot?*® foi utilizado para a inspecdo do ajuste do modelo & densidade

eletrénica calculada contornada a 1o, onde
1 R 0,5
o = EZA(™)? — (1] (8)

Os programas Coot?®, PyMOL (Schrodinger, LLC) e Chimera 1.9%® foram usados na
visualizacdo do modelo cristalografico refinado. A avaliacdo da geometria do modelo de

222 & 3 estrutura

estrutura cristalografica??! obtido foi feita a partir da ferramenta MolProbity
quaternaria foi avaliada no servidor PISA?2®. Adicionalmente, a superficie eletrostatica foi
gerada pelas ferramentas APBS e PDB2PQR??, usando campo de forca molecular Amber e pH
1,5.

O desvio quadratico médio (do inglés, root mean square deviation, rmsd) esperado para
as distancias entre atomos equivalentes nas estruturas tridimensional de T. brucei e de H.
sapiens foi medido no programa PyMOL (Schrddinger, LLC) e foi comparado com aquele

obtido pela seguinte relacéo teérica:?%®
A=0,4exp[1,87(1 —i)] (9)
onde i corresponde a fragdo de residuos conservados para o alinhamento entre duas sequéncias

comparadas. Neste trabalho, i corresponde & fracao de residuos conservados em cada complexo

avaliado.
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2.3.7 Modelagem da estrutura terciaria e quaternaria

Dada a evidéncia de que a estrutura tridimensional de proteinas Sm é mais conservada
evolutivamente que suas sequéncias de aminoacidos, técnicas de modelagem molecular por
homologia e por alinhavamento (do inglés, threading) foram empregadas para a analise
estrutural dos nucleos Sm de T. brucei. Em ambos os casos, informacdes acerca da sua estrutura
tridimensional obtida por cristalografia, ressonancia magnética nuclear ou até mesmo
criomicroscopia eletronica sdo levadas em consideragdo.?26-227

No caso da modelagem molecular por homologia, foi utilizado o programa Modeller??,
gue se baseia na satisfacdo, de maneira Otima, de restricGes espaciais geradas a partir de uma
estrutura molde conhecida relacionadas com a proteina-alvo por meio de um alinhamento de
sequéncias de aminoacidos. Estas restricdes sdo expressas na forma de uma funcéo de densidade
de probabilidade para a localizacéo de cada 4tomo na proteina.??®

Por outro lado, o servidor I-Tasser’?” foi empregado para execucio da técnica de
modelagem por alinhavamento. Fragmentos de sequéncias de aminoacidos que se alinham com
a sequéncia alvo sdo procurados em um banco de dados de estruturas de proteinas. Esta etapa ¢
direcionada pela similaridade local entre a estrutura secundaria predita para a proteina em
estudo e a apresentada pelo fragmento molde daquela regido. A qualidade do alinhamento ¢
medida baseando-se na significancia estatistica do melhor alinhamento. A organiza¢do dos
fragmentos em uma estrutura tridimensional € feita por meio de simulagdo de Monte Carlo por
replica-exchange até que se encontre um modelo otimizado.??’ Caso existam regides da
sequéncia de interesse que nao alinhem com nenhuma sequéncia com estrutura conhecida, o
servidor I-Tasser**’ utiliza modelagem Ab initio. Esta Giltima se utiliza de um campo de forga
molecular que define a interagdo entre os &tomos que compdem a sequéncia primaria em analise
e de condigdes iniciais do sistema.??’

A maioria das proteinas de T. brucei, quando comparadas com ort6logas de H. sapiens,
apresentam valores de identidade de sequéncias de amino&cidos proximos a 30% e encontram-
se no limiar da faixa de identidade ideal para o uso da técnica de modelagem comparativa. A
escolha entre modelagem por homologia ou por alinhavamento, portanto, depende da qualidade
do alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos. O desvio quadratico médio (rmsd)
esperado para as distancias entre &tomos equivalentes nas estruturas 3D apds sobreposicéo entre
0s modelos dos complexos Sm de T. brucei e seus homologos de H. sapiens foi medido
utilizando-se o programa PyMOL (Schrddinger, LLC) e seu valor foi comparado com aquele
obtido pela equacao (9).
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A avaliagdo da qualidade dos modelos de estrutura terciaria e quaternaria das proteinas
em estudo foi feita a partir da anélise de sua geometria por meio dos servidores PDBsum?% e
ProSa?®, e sua visualizacio foi possivel utilizando os programas PyMOL (Schrodinger, LLC)
e Chimera 1.9%%. Finalmente, propriedades hidrodindmicas dos modelos gerados foram obtidas
a partir do programa HYDROPRO?! para comparagdo com aquelas medidas
experimentalmente (secOes 2.3.5.2 e 2.3.8).

2.3.8 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

A avaliagdo experimental da estrutura em baixa resolugédo dos complexos Sm de T.
brucei na auséncia de RNA foi possivel por meio de espalhamento de raios-X a baixo angulo
(do inglés, small angle X-ray scattering, SAXS). Amostras puras dos nicleos Sm de T. brucei
purificadas na auséncia de RNA em concentragdes de 1,5, 3,0, 6,0 e 12,0 mg mL™* em tampéo
50 mM TRIS-HCI pH 8,0, 300 mM NaCl, na presen¢a de 5 mM DTT, foram submetidas a um
feixe de raios-X (1 = 1,48 A/288 K) e a intensidade (1) da radiacio espalhada foi medida em
detector MAR-165 na linha SAXS2 do Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS,

Campinas-SP), em funcdo do vetor de espalhamento, cujo modulo é dado por

q=47nsen(9) (10)

onde 4 é igual a metade do angulo de espalhamento.
A anélise sistematica dos dados de espalhamento de raios-X foi feita, inicialmente,
através do programa FIT2D?®, normalizando-se os dados pela intensidade do feixe e
multiplicando-se pela absorcdo da amostra. O espalhamento da solugdo tampdo foi subtraido

da curva de espalhamento da solucdo proteica, resultando na medida I.,(q), que foi

transformada em escala absoluta a partir da seguinte relagdo: >

Lexp(q) % [ ( 11 )

Iexpagua(q)  da

Iabs(CI) =

onde lexp(q) € o espalhamento medido experimentalmente, Iy, suq(q) cOrresponde ao

espalhamento experimental de agua deionizada a 288 K e Z—fz é a secdo de choque diferencial

para o espalhamento de &gua igual a 1,632 x 102cm™! em escala absoluta.?®
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A partir dos dados de espalhamento de raios-X foi possivel uma caracterizagdo
comparativa dos complexos Sm por meio do célculo do raio de giro, que corresponde a raiz
quadrada da distancia quadratica média entre pontos da densidade eletronica de cada complexo
e seu centro de massa. O raio de giro de cada complexo Sm foi obtido utilizando-se a

aproximacéo de Guinier?*, valida tipicamente para qRg < 1,3:

1(9) = 1(0)exp(— 222 (12)

onde 1(0) é a intensidade no angulo zero. A partir do espalhamento experimental também foi

possivel calcular o volume de Porod (V), dado por:
— 2 1(0)
V= [271' 0 ] (13)
onde Q corresponde ao invariante

Q = [ [exp(q@) — Alg?dq (14)

onde A é uma constante apropriada subtraida de cada ponto experimental para se obter um
decaimento proporcional a g* em altos angulos, de acordo com a lei de Porod para particulas
homogéneas em solucdo. Também foi possivel calcular a curva de Krakty?3* para cada conjunto
de dados experimentais.

Adicionalmente, a distribuicdo de distancias p(r) foi calculada pelo método que resolve

a transformada de Fourier inversa, implementado no programa GNOM?%,
p(r) === J, q1(q) sin(rq) dq (15)

Modelos de baixa resolucdo para o envelope molecular de cada complexo Sm foram
gerados pelo método ab initio por meio do programa DAMMINZ®, assumindo simetria P1.
Arrefecimento simulado (do inglés, simulated annealing) é usado na procura por um modelo
compacto que concorde bem com os dados experimentais, através de minimizacdo de uma

funcéo do parametro discrepancia:2®®



104|CAPITULO 2
. {% 11\4:127:(11) [(I‘SQP(QJ) B I(i%qj')) /U(Clj)]z}o’s (16)

onde M corresponde ao numero de curvas (i = 1, 2....M}), N® é o nmero de pontos na i-ésima
curva e o(q;) denota erros experimentais. Foram realizadas 10 reconstrucbes ab intio
independentes com o programa DAMMINZ®, que foram promediadas no programa
DAMAVER?¥. O programa SUPCOMBZ?*8 foi utilizado para sobreposicao de envelope de SAXS
com modelos tridimensionais obtidos a partir de modelagem por homologia.

O programa CRYSOLZ* foi utilizado para a comparagdo do espalhamento de raios-X a
baixo angulo tedrico dos modelos da estrutura tridimensional dos complexos Sm de T. brucei
com aquele obtido experimentalmente. O refinamento de corpo rigido desses modelos foi
realizado no programa SASREF?%°, que também utiliza algoritmos baseados em arrefecimento
simulado. Finalmente, foram utilizados trés métodos diferentes para o calculo da massa

molecular a partir dos dados de espalhamento de raios-X a baixo angulo:

A — A partir da expressdo proposta por Feigin e Svergun®*! e Orthaber 233

MM = [NAIabs(O)/C]/API%/I ( 17 )

onde I,,s(0)/c corresponde ao espalhamento absoluto no éangulo zero dividido pela

concentracdo, Na é o nimero de Avogadro e

Apy = [pM,prot - (psolvﬁ)]ro ( 18 )

onde pu pror =3,22 X 102 eg™ é 0 nimero de elétrons por massa seca de proteina, psop, = 3,34
X 102 ecm™ é o nimero de elétrons por volume de solvente aquoso, U é o volume parcial
especifico de proteina, assumido como sendo igual a 0,74 cm3g para proteinas globulares, e
1o = 2,8179 X 10 m é o comprimento de espalhamento de um elétron.

B — Por meio do programa SAXSMoW?*2, que usa dados de espalhamento experimental em
escala relativa. Este programa calcula a massa molecular de uma macromolécula com volume

V a partir da seguinte equacéo:

Iex (0)
MM = V. pypror = |27 222 oy pror (19)
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Portanto, tal método ndo requer a medida de concentracdo de proteina ou a medida da diferenca
entre densidade eletrénica de proteina e de tampao, como no método A.

C — A partir do volume dos atomos DAMZ*® (empirico):

MM (kDa) = Vpup/2,0 (20)

2.4 Resultados

2.4.1 Analise das sequéncias de aminoacidos das proteinas Sm, U2A’ e U2B”’ de T. brucei
por meio de ferramentas de Bioinformatica

A Tabela 2.1 apresenta um resumo das caracteristicas fisico-quimicas das proteinas Sm,
U2A’ ¢ U2B”’ de T. brucei e de seus complexos. A maior parte dos oligdbmeros de proteinas
Sm e U2A’/U2B”’ de T. brucei apresenta ponto isoelétrico tedrico acima de 9,00, o que indica
uma carga total positiva em pH fisioldgico. Esse resultado é esperado para proteinas que
interagem com molécula de RNA, cuja carga total é negativa.

O coeficiente de extincdo molar e a massa molecular tedricos apresentados na Tabela
2.1 foram utilizados para o célculo da concentracdo de amostras de subcomplexos, como
descrito nas se¢des 2.3.2 e 2.3.3, e na analise das etapas de purificacdo dos mesmos. Deve-se
notar que somente as proteinas SmE, SmF e Sm16,5K possuem ao menos um residuo de
triptofano em sua estrutura priméria. 1sso resulta em coeficiente molar teérico com uma
imprecisdo maior que 10% para a maioria dos subcomplexos. Deste modo, o método de
Bradford®” também foi utilizado para a checagem da concentracdo das amostras purificadas e

o resultado sempre foi comparavel.
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Tabela 2.1 — Caracteristicas fisico-quimicas de proteinas Sm, U2A’ ¢ U2B*’ de T. brucei.

Proteinas Codigo na base de dados Massa molecular pl tedrico Coeficiente de extingdo molar
TriTrprBS3. teorica (Da) tedrico a 280 nm (M cm™)

SmD3 Th927.4.890 12363,5 9,30 1490*

Sm16,5K Tb927.10.4950 14743,3 9,68 12490

SSm4 Th927.7.6380 23213,6 10,19 5960*

SmB Th927.2.4540 12331,4 9,92 1490*

Sm15K Th927.6.4340 12791,6 10,27 1490*

SmD1 Th927.7.3120 117135 7,86 4470*

SmD2 Th927.2.5850 12518,5 10,00 1490*

SmF Tb927.9.10250 8361,6 5,68 9970

SmE Th927.6.2700 9655,4 7,93 8480

SmG Th927.11.14310 8922,3 5,76 1490*

SmD3/SmB - 24676,9 9,71 2980*

Sm16,5K/ Sm15K - 27516,9 9,92 13980

SSm4/SmB - 35526,9 10,31 7450*

SmD1/SmD2 - 24214,0 9,51 5960*

SME/SmF/SmG - 26903,3 6,61 19940

Complexo 1 - 75758,3 9,34 28880
(SmD3/SmB+
SmE/SmF/SmG+
SmD1/SmD2)

Complexo 2 - 78598,3 9,46 39880
(Sm16,5K/Sm15K+
SmME/SmF/SmG+
SmD1/SmD2)

Complexo 3 - 86608,4 9,59 33350
(SSm4/SmB+
SmE/SmF/SmG+
SmD1/SmD2)

U2A’ (U2-40K) Th927.10.14360 36492,4 6,29 13980

U2B” Th927.3.3480 13626,5 10,06 10430

U2A’/U2B”’ - 50100,9 9,13 24410

* Sequéncias de aminoacidos que ndo apresentam o residuo de triptofano.
Fonte: Elaborada pelo autor a partir de resultados da ferramenta Protparam do servidor Expasy*®?
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2.4.1.1 Analise da conservacao de aminoacidos das proteinas Sm e dos sitios de interacdo
com snRNAs

A Figura 2.6 mostra a analise de conservacdo das sequéncias de aminoacidos de

proteinas Sm de T. brucei e de H. sapiens acompanhada da predicdo de estrutura secundaria.
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Figura 2.6 — Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos de proteinas Sm de H. sapiens e T. brucei
feita a partir do servidor Clustal Omega'®. Residuos de aminoacidos evidenciados: hidrofdbicos em
azul, Gly em amarelo, sitios de ligacdo a nucleotideo: Asp ou Glu em rosa, aromaticos em roxo, Asn
em verde, e Arg ou Lys em azul. Residuos ndo conservados nos motivos Sm1 e Sm2 sdo destacados
em vermelho. Os quatro residuos de aminoacidos que interagem diretamente com o sitio Sm no
snRNA sdo destacados com o simbolo *. Estrutura secundéria: hélice-a. em azul e fita-p em rosa. A
hélice-a0 é predita apenas para SSm4 e SmD2 de T. brucei.

Fonte: Elaborada pelo autor a partir do resultado do servidor Clustal Omega®®4.

Os motivos Sm1 (hélice-al e fitas-B1, 2 ¢ f3) e Sm2 (fitas-B4 e B5) sdo degenerados e
contém apenas alguns dos residuos de aminoacidos conservados em todas as proteinas da
familia Sm. Os residuos de metionina e asparagina na fita-B3 do motivo Sml e os residuos

arginina e glicina na fita-f4 do motivo Sm2 sio os mais bem conservados na familia Sm, como
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ja destacado na Figura 2.1 (secdo 2.1.1). Entretanto, dentre todas as proteinas Sm de T. brucei,
apenas a proteina SmB apresenta todos os quatro residuos conservados.

Uma regido de alca variavel em tamanho entre as fitas-B3 e B4, denominada al¢a L4,
separa 0s dominios Sml e Sm2. A proteina SSm4 possui a maior separacdo entre estas regioes.
Esta proteina também possui extremidades N- e C-terminal bastante extensas em comparagéo
com as outras. SmD2 de T. brucei, por sua vez, também possui uma extremidade N-terminal
mais extensa, com a predi¢do de uma hélice-a adicional nessa regido. Por outro lado, hélices-a
adicionais sdo preditas na extremidade C-terminal das proteinas SmB, SmD1, Sm15K e
Sm16,5K deste organismo (Figura 2.6). Estas regides adicionais podem estar envolvidas em
interagBes especificas para se manter a estrutura dos nucleos de snRNP em T. brucei e
possivelmente com outras proteinas spliceossomais. Estudos adicionais sdo necessarios para
elucidar sua funcéo.

Como descrito no capitulo 1 (se¢éo 1.3.2.4), os motivos ricos em arginina/glicina (RG)
na extremidade C-terminal das proteinas SmD1, SmD3 e SmB de H sapiens sdo dimetilados
pelo complexo PRMT5/WD45.110. 243,244 As metilacdes levam a um aumento da afinidade dos
nucleos Sm pelo complexo SMN, 0 que se mostra como um mecanismo de regulacdo
importante na biogénese de snRNPs.110 243 244 Entretanto, esses motivos ndo sdo conservados
nas ortélogas de T. brucei, sendo que apenas SmD3 apresenta padrdo de sequéncia de
aminoacidos com as mesmas caracteristicas fisico-quimicas de motivos RG na extremidade C-
terminal. Porém, nenhuma metilacédo foi caracterizada para SmD3 de T. brucei até 0 momento.

E notavel que as proteinas Sm de T. brucei apresentam variacdo nas posices consenso
dos motivos Sm1 e Sm2. Contudo, as posi¢Oes hidrofébicas sdo praticamente inalteradas
(destacadas em azul, na Figura 2.6), o que estd em acordo com a observacao prévia de que uma
mutacdo nesses residuos leva a morte de células de levedura.®*

A Figura 2.7, a seguir, mostra uma comparacgdo entre os sitios Sm dos SnRNAs U1, U2,
U4 e U5 de T. brucei e H. sapiens, bem como a correspondéncia entre residuos de aminoacidos
de proteinas Sm de T. brucei preditos como responsaveis pela interacdo com os sitios Sm de
snRNAs U1, U2 e U4 com base nas estruturas cristalograficas de niicleos de snRNPs U1% e

U4% de H. sapiens e no alinhamento de sequéncias de aminoacidos apresentado na Figura 2.7.
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Ul snRNA = AAUUUGUGG
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T. brucei

SL RNA = AAUCUGGAA
Ul snRNA = ACUUUGAGU
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Figura 2.7 — Comparacao entre residuos de aminoacidos conservados nos dominios Sm1 e Sm2 de proteinas
Sm de T. brucei e a posicao de interacdo no sitio Sm de snRNAs U1, U2, U4 e U5. Analise dos
sitios Sm no nicleo de snRNPs A- U1, B- U4 e C- U2, baseada nas estruturas cristalogréaficas de
nlcleos de snRNPs U1 e U4 de H. sapiens, e D- de conservacéo dos sitios Sm nos snRNAs U1, U2,
U4 e U5 de T. brucei e H. sapiens. Em vermelho, sdo destacados os residuos que variam nas
proteinas Sm ort6logas de T. brucei e H. sapiens. O anel interno corresponde ao sitio Sm no snRNA.
O préximo anel corresponde aos residuos das proteinas Sm de H. sapiens, equanto 0s seguintes
correspondem as variantes em T. brucei.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em T. brucei, o nacleo Sm de snRNP U1 é formado pelas sete proteinas Sm candnicas
(SmF/SmE/SmG/SmD3/SmB/SmD1/SmD2). Entretanto, o sitio Sm do snRNA U1l deste
organismo difere nas posi¢oes 2 e 7, onde uma adenina é substituida por uma citosina na posi¢édo
2 e uma guanina é substituida por uma uracila na posicao 7 (Figura 2.7-D). Os residuos de
aminoacidos de SmE que interagem diretamente com a posi¢do 2 (A126) do snRNA U1 de H.
sapiens por meio de liga¢cBes de hidrogénio e interacdo hidrofobica sdo conservados em T.
brucei, enquanto que os residuos correspondentes nas proteinas SmB e SmD1 que interagem
na posicdo 7 (G130 no snRNA U1 de H. sapiens) variam, porém, mantendo a capacidade de
realizar ligacdo de hidrogénio ¢ interagdo do tipo n-7t (Figura 2.7-A).

Observa-se, também, que residuos de aminoécidos de SmD1, SmD3 e SmG em posi¢do
para interacdo com snRNA U1 ndo sdo conservados (coloridos em vermelho na Figura 2.7-A),
sendo que apenas a variagdo SmD3-N40 (H. sapiens) para SmD3-G41 (T. brucei) corresponde
a perda de capacidade de realizacdo de ligacdo de hidrogénio equivalente. Esta interacdo é
importante para a estabilizacdo da posicao 4 (U128 no snRNA U1 de H. sapiens), porém outros
dois residuos de SmD3 de T. brucei (C65 e N39) podem atuar como doadores/receptores de
ligacdo de hidrogénio nesta posicao (Figura 2.7-A).

Ja no caso do nucleo de snRNP U4 de T. brucei (Figura 2.7-B), ha a substitui¢do de
SmD3 por SSm4. Os snRNAs U4 de T. brucei e H. sapiens variam nas posic¢oes 2, 6, 7 e 8 (A
para G em 2, U para G em 6, U para C em 7 e G para U em 8, em H. sapiens e T. brucei,
respectivamente — Figura 2.7-B). A comparacdo dos sitios Sm revela que todos os residuos de
aminoéacidos que interagem nas posicdes 2, 7 e 8 do SnRNA sdo conservados, enquanto que na
posicdo 6 os residuos de aminoécidos conservam suas caracteristicas fisico-quimicas. A Unica
variacdo evidente corresponde ao residuo SSm4-F83 que substitui SmD3-N38 de H. sapiens,
perdendo a capacidade de realizar ligacdo de hidrogénio na posicdo, porém ganhando uma
possivel interacdo hidrofobica. A proteina SmD3 de T.brucei, por outro lado, ndo conserva 0s
residuos responsaveis pela interagdo com snRNA U4 nestas posigdes (Figura 2.7-B).

Apesar de ndo se conhecer a estrutura tridimensional do sitio Sm da snRNP U2, é
possivel comparar as sequéncias de SNRNAS e seus sitios de interacao cuja estrutura é conhecida
para se avaliar a variacdo do ndcleo Sm de snRNP U2 de T. brucei em nivel de estrutura
priméaria. Uma comparagdo com o sitio Sm no snRNA U2 de H. sapiens revela variagdo nas
posicdes 1,2,4,8e 9 (GparaAem1l, AparaCem2, UparaGem4, GparaCem8e9, para
H. sapiens e T. brucei, respectivamente) (Figura 2.7-D).

No caso do nucleo da snRNP U2 de T. brucei, SmD3 é substituida por Sm16,5K e SmB
é substituida Sm15K. Diferentemente de SnRNP U4 de T. brucei, a variagdo de proteinas Sm
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em snRNP U2 ocorre em posi¢do correspondente & modifica¢do de nucleotideo no sitio Sm do
SnRNA U2, mais especificamente na posi¢do 4. A variacdo de uma uracila para uma guanina
nesta posicdo leva a possibilidade da realizacdo de uma ligacdo de hidrogénio extra com o
SnRNA. Curiosamente, a maioria dos residuos de aminoacidos de Sm15K e Sm16,5K ndo sdo
conservados em relagdo as posicOes equivalentes em SmB e SmD3 de H. sapiens, como pode-
se notar nas variagdes: SmD3-C65 para Sm16,5K-K67, SmD3-N39 para Sm16,5K-140, SmB-
D32 para Sm15K-S36, SmB-F34 para Sm15K-T38 e smB-K33 para Sm15K-P37 (coloridos em
vermelho na Figura 2.7-C).

InformacGes em nivel atdmico do sitio Sm de ShARNP U2 de T. brucei podem revelar a
especificidade da interacdo com snRNA U2 em detrimento do complexo candnico, indicando
possiveis pontos para planejamento racional de farmaco contra este tripanossomatideo.
Adicionalmente, a interagdo do nicleo Sm da snRNP U2 com U2A’/U2B’’ também se mostra
relevante, podendo se tratar de um ponto de discrepancia entre os complexos de snRNP U2 de
H. sapiens e T. brucei.

2.4.1.2 Conservacdo de aminoacidos das proteinas U2A’ e U2B”’ e analise do sitio de
interacdo com snRNA U2

Os motivos LRR de U2A’ de T. brucei sdo bastante degenerados, como se pode observar
na Figura 2.8-A, em comparacdo com 0s mesmos da ortdloga de H. sapiens. Ja no caso de
U2B’’, apenas o primeiro dominio RRM ¢ conservado em T. brucei (Figura 2.8-B). Além disso,
ndo ha informac&o funcional a respeito do segundo dominio RRM de H. sapiens.

Por outro lado, o alinhamento da sequéncia de aminoacidos de U2B’” de T. brucei e de
H. sapiens com a proteina ULA dos mesmos organismos mostra que ambas conservam
dominios RRM (Figura 2.8-B). Como no caso de U2B”’ de T. brucei, a proteina U1A deste
organismo também apresenta apenas o primeiro dominio RRM. Ambas interagem
especificamente com uma alga no sSnRNA correspondente (SL4 no sSnRNA U2 e SL2 no sSnRNA
U1), mostrados na Figura 2.8-C, e a ligacdo e sequéncia-especifica.

A Figura 2.8-C mostra que os seis primeiros nucleotideos da al¢ca SL4 do snRNA U2 de
H. sapiens sdo idénticos aos correspondentes no snRNA U1 de H. sapiens. Entretanto, a analise
das algas SL1 e SL4 dos snRNAs Ul e U2 de T. brucei, respectivamente, mostra que ambas as
metades sdo diferentes entre si. Uma comparagdo da estrutura cristalografica do complexo
U1A/snRNA U1-SL1 humano® (cddigo PDB 4PJO) com informacdes em nivel atbmico da
estrutura de U2B’’/snRNA U2-SL4° (codigo PDB 1A9N) do mesmo organismo revela que a
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especificidade na interacdo ocorre na segunda metade da alga, regido onde interagem os
residuos do final da fita-B2 que variam entre U2B’’ ¢ U1A de H. sapiens.>>%° Além disso, os

residuos que estdo proximos ao par de bases que fecha a alga (M14 e E16) em U2B’’ sdo

substituidos por de L e E na proteina ULA de H. sapiens e T. brucei.
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Figura 2.8 - Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos das proteinas U2A’ e U2B”’ de H. sapiens
e T. brucei. A- U2A’, B- U2B”’. Em azul estdo evidenciados os residuos de aminoacidos
conservados caracteristicos do motivo que determina a proteina. Em vermelho, sdo mostrados 0s
residuos ndo conservados nas posicdes determinantes dos motivos caracteristicos. Estrutura
secundéria: hélice-o em azul e fita-p em rosa. C- Comparagao entre algas SL1 e SI2 de snRNAs U1
e U2, respectivamente. Em vermelho, sdo mostrados o0s nucleotideos tipicamente conservados na
primeira metade da alca de cada snRNA. Em azul, o primeiro nucleotideo da segunda metade e, em
verde, o par de nucleotideos que fecha a al¢a,

Fonte: Elaborada pelo autor a partir de resultados do servidor Clustal Omega?®.

2.4.2 Clonagem, expressdo e purificacdo das proteinas Sm

Estudos bioquimicos e estruturais de proteinas Sm necessitam de amostras puras de
proteinas recombinantes. Portanto, as fases abertas de leitura dos genes que codificam para as
proteinas SmB e SSm4 foram amplificadas, clonadas em vetor pJET1.2/blunt
(Thermoscientific), e confirmadas por PCR e sequenciamento no laboratério de Biofisica do
Instituto de Fisica de Sdo Carlos — Universidade de So Paulo, e subclonadas em vetor de
expressdo pETDuetl (Life Technology). A construgéo génica foi transformada em E. coli BL21
rosettal competente e, apds testes de expressdo variando-se temperatura entre 20°C e 37°C e de
concentracdo de indutor IPTG (0,1, 0,5 e 1,0 mM), observou-se maior rendimento solGvel para
12 horas de expressdo a 20°C com 0,5 mM IPTG em meio de cultura LB (resultados n&o
mostrados).

O teste de expressdo descrito anteriormente também foi empregado para a expressao
dos subcomplexos SmD1/SmD2, SmE/SmF/SmG, SmD3/SmB, Sm15K/Sm16,5K, cujas
construgdes génicas foram transformadas em E. coli SG13009 competente, e 0 maior
rendimento de expressao solivel também ocorre para 12 horas de expressao a 20°C com 0,5
mM IPTG. Em seguida a coexpressao dos subcomplexos Sm, o contetdo soltvel de cada lisado
celular foi copurificado por cromatografia de afinidade e o resultado é mostrado na Figura 2.9-
A-E. Apenas uma das proteinas de cada subcomplexo € produzida com extensédo de 6 histidinas
e a(s) proteina(s) parceira(s) de interacdo é(sao) copurificada(s).

Apds clivagem da cauda de 6 histidinas com TEV protease, exceto para o subcomplexo
SSm4/SmB que ndo possui sitio de clivagem, os subcomplexos foram purificados por
cromatografia de exclusdo molecular (Figura 2.9F). Os graficos de calibracdo da coluna
SUPEROSE 12 10/300 (GE) sdo mostrados na Figura 2.9-H-I. As amostras puras foram
analisadas em SDS-PAGE 20% ou NUuPAGE 4-20% Bis-Tris (Thermoscientific), corados com

comassie brillant blue 0,010% e descorados com &cido acético 10% (Figura 2.9-G).
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Figura 2.9 — Perfis cromatogréaficos de purificagdo de proteinas Sm de T. brucei. Cromatografia de Afinidade:
A —SSm4/SmB, B- SmD1/SmD2, C- SmE/SmF/SmG, D- SmD3/SmB, E- Sm15K/Sm16,5K. F-B-
Cromatografia de exclusdo molecular dos sub-complexos Sm de T. brucei. C-G- SDS-PAGE
15%/Tricina dos subcomplexos SmD1/SmD2, SmE/SmF/SmG, SmD3/SmB, Sm15K/Sm16,5K,
SSm4/SmB de T. brucei ap6s Gtlima etapa de purificacdo. H- e I- Calibracdo da coluna SUPEROSE
12 10/300 (GE) para massa molecular e raio hidrodindmico usando os seguintes padrdes: citocromo
c equino (MM = 12,4 kDa e Ry = 17,0 A), anidrase carbonica bovina (MM = 29,0 kDa e Ry = 23,6
A), BSA (MM = 66,0 kDa Ry = 33,9 A) e 4lcool desidrogenase de levedura (MM = 150,0 kDa e R
= 46,0 A). O dextran azul é eluido em volume igual a 7,9 mL, o que permitiu calcular Kav = (V —
Vdextran)/(24 ML - Vexiran). Em todos os géis, a primeira coluna corresponde ao marcador de massa
molecular, a segunda ao lisado, e da terceira em diante a lavagem e o eluido no gradiente de tampao
B ¢ indicado pela seta dupla vermelha.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota-se, na Figura 2.9-A-E, que os diferentes subcomplexos apresentam diferente
afinidade pela coluna que contém ions Ni* imobilizados, sendo que o subcomplexo SSm4/SmB
é 0 que apresenta menor afinidade, ja que é eluido em menor concentracdo de tampédo B. Um
pico Unico relativamente alargado € observado para as purificagdes de SmD1/SmD2,
SME/SmF/SmG, SmD3/SmB e Sm15K/Sm16,5K, enquanto que, para a purificacdo de
SSm4/SmB, observam-se dois picos, sendo que somente o segundo pico corresponde ao
héterodimero de interesse.

A massa molecular experimental e o raio hidrodinamico calculados a partir de curva de
calibracdo da coluna SUPEROSE 12 10/300 (GE) sdo iguais a (75 + 30) kDa e (34 + 14) A
para SmD1/SmD2, (36 + 12) kDa e (26 + 11) A para SmE/SmF/SmG, (54 + 20) kDa e (31
+ 14) A para SmD3/SmB, (33 £ 3) kDa e (26 + 11) A para Sm15K/Sm16,5K e (56 + 6) kDa
e (31 + 14) A para SSm4/SmB, correspondendo, respectivamente, as seguintes combinagdes
de oligbmeros: (SmD1-SmD2)3, (SmE-SmF-SmG)1, (SmD3-SmB)2, (Sm15k-Sm16,5k)1,
(SSm4-SmB),. Curiosamente, o subcomplexo humano SmE/SmF/SmG foi previamente
caracterizado como hexamérico,'’® diferentemente do heterotrimero observado para o

subcomplexo recombinante de T. brucei. Na unidade assimétrica cristalina de SmD1/SmD2*° e
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SmD3/SmB™ humanas foram identificados heterodimeros, também em contraste ao que se foi
observado para as proteinas Sm de T. brucei. Deve-se notar que o erro associado a cada medida
apresentada provém da propagacéo do desvio ao ajuste linear dos dados.

Acredita-se que a formacdo desses oligdbmeros de ordem superior de proteinas Sm
recombinantes ndo esteja necessariamente relacionada a funcdo dessas proteinas e/ou a
associagdo dos complexos Sm de T. brucei in vivo. Como a interacdo entre proteinas Sm ocorre
por meio da formacdo de uma folha-p, é possivel que a oligomerizacao observada seja devido
a alta concentragdo dessas interfaces expostas, 0 que ndo deve acontecer no ambiente celular.

Todas as amostras puras de proteinas Sm apresentaram razdo de absorbancia de luz
ultravioleta a 260 nm e a 280 nm préxima a 0,6, 0 que indica auséncia de contaminacdo com
nucleotideos/acidos nucleicos endogenos. A quantidade total, em massa, para 1L de cultura de
cada subcomplexo apds purificacdo, foi de 30,0 mg para SmD1/SmD2, 6,4 mg para
SME/SmF/SmG, 120,0 mg para SmD3/SmB, 4,2 mg para Sm16,5K/Sm15K e 4,0 mg para
SSm4/SmB de contetdo total de proteina pura.

2.4.3 Clonagem, expressao e purificacdo de U2A’/U2B”’

As fases abertas de leitura de U2A’/U2B’’ foram clonadas com sucesso € as sequéncias
de DNA de U2A’/U2B’’ foram confirmadas por sequenciamento. As proteinas recombinantes
foram expressas e copurificadas, primeiramente a partir de cromatografia de afinidade (Figura
2.10). A amostra pura apresentou razdo de absorbancia a 260 nm e a 280 nm igual a 1,23, o que
indica que estava contaminada com &cido nucleico endégeno, provavelmente por interacdo
inespecifica com o dominio RRM de U2B’’. Foi necessaria, portanto, outra etapa de
purificacdo, em coluna de hidroxiapatita, para eliminacdo da contaminacdo (Figura 2.10). A
mesma razdo medida para a amostra resultante € igual a 0,55, 0 que aponta para uma amostra

final pura.
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Figura 2.10 — U2A’/U2B”’. A- Confirmacédo de clonagem em vetor pET28a por meio de andlise de produto de
restricdo: o fragmento de 1122 pb corresponde a sequéncia que codifica para U2A’/U2B”’. B-
Cromatografia de afinidade a ions Ni* do subcomplexo U2A’/U2B”’ recombinante. Proteinas
foram eluidas entre 15 e 30% de tampéao B, como observado em SDS-PAGE (C). D- Perfil de
eluicdo de U2A’/U2B”’ em resina de hidroxiapatita e SDS-PAGE (E) correspondente. As setas
duplas indicam os produtos eluidos em cada caso.
Fonte: Elaborada pelo autor.
O rendimento de purificacdo de U2A’/U2B’’ recombinante a partir de 1 L cultura de E.

coli foi igual a 10 mg no total.

2.4.4 Preparo dos snRNAs U2, U4 e U5 e sua caracterizacdo por meio de espectroscopia
de dicroismo circular
Moldes de DNA para a transcrigdo in vitro dos SnRNAs U2, U4 e U5 foram obtidos por
PCR e clonados em vetor pUC18 (Thermoscientific) entre os sitios de BamHI e Hindlll, como
se observa na Figura 2.11-A. A transcricdo in vitro pela T7 RNA polimerase foi confirmada

por eletroforese em condicdo desnaturante (Figura 2.11-B):
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Figura 2.11 — Transcrigdo in vitro de ShRNAs U2, U4 e U5. A- Produtos de PCR dos moldes de snRNAs U2,
U4 e U5 confirmando a clonagem em pUC18. B- Bandas Unicas para SnRNAs U2, U4 e U5 obtidos
por transcricdo in vitro observadas em eletroforese desnaturante (PAGE 15%/uréia).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Eletroforese em condi¢do ndo desnaturante de 20 uL. de amostra de snRNA U2, U4 e
U5 a 2 uM (maxima concentragdo utilizada nos experimentos de reconstrucdo in vitro dos
nacleos de SNnRNPs) mostra banda Unica predominante em cada caso (Figura 2.12), mesmo em
alta concentracdo. Desta forma, descarta-se a formacao de oligdmeros nas condicGes analisadas
neste trabalho. Assim, espectroscopia de discroismo circular foi empregada para caracterizar as

0 enovelamento térmico das moléculas de RNAs, como mostrado na Figura 2.12:
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Figura 2.12 — Enovelamento de snRNAs U2 (Al, A2 e D1), U4 (B1, B2 e D2) e U5 (C1, C2 e D3) medido por
espectroscopia de dicroismo circular. Sdo apresentados os espectros de dicroismo circular
medidos entre 210 e 320 nm e gréafico de componente principal 1 versus temperatura. As bandas
apresentadas como insercdo correspondem a eletroforese em gel nativo (1% agarose), corado com
brometo de etideo (1 pg mL1). As setas vermelhas indicam o aparecimento de minimo e maximo
locais de dicroismo circular com a diminuicdo de temperatura. As setas azuis indicam as bandas
Unicas em eletroforese nativa.
Fonte: Elaborada pelo autor usando o programa Origin PRO 8.0 (Origin Lab Corporation).
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Em temperaturas moderadas, observa-se um maximo intenso para comprimento de onda
de aproximadamente 265 nm e um minimo por volta de 210 nm, o que é indicativo da formacao
de hélices do tipo A para os trés sSnRNAs de T. brucei analisados. O primeiro pico é devido ao
pareamento de bases nitrogenadas por interagdes do tipo m-7 entre 0s anéis aromaticos e o
segundo é derivado de transicdes na cadeia principal.>*> A medida que ocorre a diminuicao de
temperatura, ambos os picos aumentam em intensidade afastando-se do eixo adicrdico.
Observa-se, ainda, um pequeno desvio na dire¢cdo do vermelho para o pico positivo quando a
temperatura é alta.

A anélise da componente principal 1 de cada um dos conjuntos de espectros em funcéo
da temperatura ndo indica uma transicéo clara entre dois estados (ndo enovelado — enovelado).
Entretanto, 0 aumento de intensidade dos picos sugere o enovelamento do RNA na forma de
hélice do tipo A, como esperado.

2.4.5 Reconstrucgao in vitro dos nucleos Sm de T. brucei

A reconstrucdo in vitro comparativa dos nucleos Sm de T. brucei foi possivel a partir
das amostras puras de sSnRNAs enovelados, subcomplexos Sm e U2A’/U2B”’, como descrito

nas secdes a sequir.

2.4.5.1 Ensaios de retardo de mobilidade eletroforética (EMSA)

Inicialmente, a interagdo entre U2A’/U2B’’ e a regidao 3’ do snRNA U2 de T. brucei
(SLII + sitio Sm + SLIV) marcado com fluoresceina foi investigada in vitro. A Figura 2.13-A
mostra um retardo na mobilidade eletroforética devido a formacdo do complexo. A intensidade
de fluorescéncia de cada banda foi quantificada e a equacdo de Hill foi ajustada aos dados
experimentais, revelando uma constante de dissociagao aparente (Kq,ap) igual a 57 + 6 nM e um
coeficiente de Hill (n) igual a 1,6 + 0,4 (Figura 2.13-B). Este resultado é comparavel aqueles
previamente publicados para a interagdo de U2A’/U2B’’ com snRNA U2 de H. sapiens (<100
nM)_68-69, 190

A ligacdo da mesma construcdo de snRNA U2 com as proteinas SmD1/SmD2,
SME/SmF/SmG e Sm15K/Sm16,5K, na razdo estequiométrica 1:1:1, formando o ndcleo Sm 2,
foi investigada pela mesma técnica (Figura 2.13-C), e resultou em Kgqap = 105 £ 8 nM e
n=1,9+0,2 (Figura 2.13-D). A interacdo de proteinas Sm de H. sapiens com di-sSRNA U4/U6,

por exemplo, apresenta constante de dissociagdo da mesma ordem de grandeza.?*
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Figura 2.13 - Ensaios de interagio de U2A’/U2B”’ e niicleo Sm 2 ao snRNA U2. A- Titulagdo de U2A’/U2B”’
ao snRNA marcado com fluoresceina e B- ajuste da equacdo de Hill as medidas de fluorescéncia
das bandas. C) Titulagdo de nicleo Sm 2 ao snRNA marcado com fluoresceina e D- ajuste da
equacdo de Hill aos dados experimentais.

Fonte: Elaborada pelo autor.
Ap0s a confirmagéo da interacdo in vitro do subcomplexo U2A’/U2B’’ e do nicleo Sm

2, separadamente, com a regido 3’ do snRNA U2 de T. brucei, decidiu-se analisar se a interacdo

prévia de um destes subcomplexos afeta a afinidade do outro pela ligagdo com o snRNA U2.

Deste modo, as proteinas Sm que formam o ndcleo Sm 2 (em razdo estequiométrica 1:1:1)

foram inicialmente tituladas em amostra de subcomplexo U2A’/U2B’’/snRNA U2 (200 nM de

U2A’/U2B’’ ¢ 2 nM de snRNA U2 marcado com fluoresceina) e nao foi observado retardo de

mobilidade eletroforética, o que significa auséncia de interagdo nessas condigdes (Figura 2.14-

A).

Por outro lado, um grande retardo de mobilidade eletroforética (do inglés, supershift)
foi observado quando o subcomplexo U2A’/U2B’’ foi titulado em amostra de ndcleo Sm

2/snRNA U2 marcado com fluoresceina (Figura 2.14-B). Este resultado sugere a associacao
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ordenada do nucleo Sm de snRNP U2 de T. brucei, onde primeiro as proteinas Sm interagem
com o snRNA U2 e, em seguida, U2A’/U2B’’ interage com o nicleo Sm pré-formado.
A
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[U2 snRNA] =2 nM

l—

Figura 2.14 - Formacao do nucleo de snRNP U2. A- Titulagdo de nicleo Sm 2 ao subcomplexo pré-formado
contendo U2A’/U2B’” e SnRNA U2. B- Titulagdo de U2A’/U2B’’ ao nucleo Sm 2 pré-formado em
interacdo com snRNA U2.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A especificidade da interacdo de proteinas Sm recombinantes com o snRNA U2 foi
analisada a partir da titulacdo dos outros dois nucleos de proteinas Sm diferentes (ndcleo Sm 1
- SmD1/SmD2, SmE/SmF/SmG, SmD3/SmB, e nlcleo Sm 3 - SmD1/SmD2, SmE/SmF/SmG,
SSm4/SmB) a mesma construcdo da molécula de snRNA U2 marcada com fluoresceina.
Observa-se retardo na mobilidade eletroforética em ambos os casos, o que indica que ndo ha
especificidade de interacdo do sSnRNA U2 com proteinas Sm recombinantes in vitro (Figura
2.15-A-B). Deve-se notar, entretanto, que as bandas correspondentes aos complexos dos
nacleos Sm 1 e 3 interagindo com snRNA U2 sdo difusas, o que indica que a populacéo de

complexos formados ndo € homogénea. Por outro lado, U2A’/U2B’’ apresenta maior afinidade
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para interacdo com o nucleo Sm 2 pré-formado do que para com o0s outros possiveis (Figura

2.15-C-D).
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Figura 2.15 - Ensaios de interacao de proteinas Sm com snRNA U2. Titulagdo de proteinas dos ndcleos A- Sm
1 e B- Sm 3 ao snRNA U2. Titulagdo de U2A’/U2B”’ nos nlcleos Sm C-1 e D-2 pré-formados.
Fonte: Elaborada pelo autor.

J& no caso da interacdo dos nucleos Sm 1 e 3 com os respectivos snRNAs U5 e U4
cognatos (Figura 2.16-A-B), a analise de EMSA resultou em Kgap =85+ 8nMe n=2,8+0,7

para o complexo do nucleo Sm 1 interagindo com snRNA U5 (Figura 2.16-C) e Kg,ap = 179 £

11nMen=24+0,3 para o complexo do nicleo Sm 3 interagindo com snRNA U4 (Figura

2.16-D). Em ambos os casos, o retardo na mobilidade dos complexos nos géis nao chega a ser

completo. Isso pode ser devido a um possivel enovelamento parcial da populacdo de moléculas

de snRNA em

solucdo. Deste modo, para o calculo das constantes de interacdo, considerou-se

que todas as moléculas marcadas cujo enovelamento esta correto interagiram com todas as

proteinas Sm na mais alta concentracdo. Devido a essa dificuldade experimental, optou-se por

ndo avaliar a interacdo dessas moléculas de SnRNA com as proteinas Sm de todos os diferentes

ndcleos Sm.
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Figura 2.16 - Formacéo dos nucleos Sm 1 e 3. Titulagdo de proteinas do ndcleo A- Sm 1 e B- Sm 3 em snRNAs
U5 e U4, respectivamente. Ajuste dos dados experimentais ao modelo de Hill2® para os nlcleos
D-Sm1eE-Sm3.

Fonte: Elaborada pelo autor.
Finalmente, a estequiometria de ligacdo do snRNA U2 para os diferentes subcomplexos
de proteinas foi avaliada em altas concentra¢des (Figura 2.17). Note que o nucleo Sm 2 se liga

ao snRNA U2 em razdo estequiométrica 1:1 (Figura 2.17-A) e 0 mesmo é observado para a

ligacdo de U2A’/U2B’’ (Figura 2.17-B). O super-deslocamento observado para a interacéo de
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U2A’/U2B’’ com o nucleo Sm 2 pré-formado com snRNA U2 indica estequiometria 1:1:1 para
a formacéo dessa estrutura (Figura 2.17-C).
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Figura 2.17- Estequiometria de interagdo entre os componentes do nicleo de snRNP U2. A- Titulacdo de
proteinas do nucleo Sm 2 ao SNnRNA U2. B- Titulagao de U2A’/U2B’’ ao snRNA U2. C- Titulagéo
de U2A’/U2B’’ ao niicleo Sm 2 pré-formado em interagdo com snRNA U2. As setas vermelhas
indicam razdo estequiométrica 1:1.

Fonte: Elaborada pelo autor.

2.4.5.2 Ensaios de purificagdo

Os resultados anteriores mostraram que 0s ndcleos Sm recombinantes se formam na
presenca dos SnRNAs cognatos. A associagdo in vitro dos nucleos de proteinas Sm na auséncia
de snRNAs foi avaliada por cromatografia de exclusdo molecular a partir de amostras
reconstituidas in vitro na auséncia de RNA em tampéo de ligacdo, que contém 100 mM NaCl,
e eluidas no mesmo tampao, porém contendo 300 MM NaCl (Figura 2.18-A-C). Apenas no caso
do complexo 2 foi observada um tendéncia de dissociacdo do complexo (Figura 2.18-B).
Portanto, para este complexo Sm foi necessaria a eluicdo com tampé&o contendo 150 mM NacCl,
para a qual observa-se um pico predominante correspondente ao nicleo Sm 2 (Figura 2.18-B).
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Figura 2.18 - Cromatografia de exclusdo molecular dos niicleos Sm de T. brucei na auséncia de snRNAs. A-
complexo 1 (Sm 1, candnico), B- complexo 2 (Sm 2) e C- complexo 3 (Sm 3). Para cada resultado
de purificacdo, o perfil de eluigdo isocratica e 0 SDS-PAGE sédo mostrados.

Fonte: Elaborada pelo autor usando o programa Origin PRO 8.0 (Origin Lab Corporation).

Nota-se um Unico pico predominante para o nucleo Sm 1 (canbnico) na auséncia de
SnRNA (Figura 2.18-A) com massa molecular e raio hidrodinamico (calculados a partir das
curvas de calibracdo mostradas na Figura 2.9-H-1, secdo 2.4.2) iguais a (99 + 40) kDa e (39 +
8) A, respectivamente. Ja para o nicleo Sm 2, que contém Sm15K/Sm16,5K, também na
auséncia de snRNA (Figura 2.18-B), 0 pico majoritario corresponde a uma massa molecular de
(73 + 30) kDa e a um raio hidrodinamico igual a (34 + 7) A. Finalmente, para o ntcleo Sm 3,
que contém SSm4/SmB, na auséncia de sSnRNA (Figura 2.18-C), observa-se um pico com
méaximo correspondendo a uma massa molecular de (102 + 40) kDa e raio hidrodinamico igual
a (39 + 12) A. Estes resultados serdo comparados com aqueles obtidos no experimentos de
SAXS, descritos na sec¢do 2.4.8.

Em seguida, dado o sucesso na reconstrugdo in vitro dos nucleos de proteinas Sm em
interagcdo com snRNAs avaliado por meio de ensaios de retardo na mobilidade eletroforética,
tentativas de purificacdo dos mesmos foram realizadas. O primeiro teste aplicado foi por meio

de cromatografia de troca i6nica do nucleo da snRNP U2 de T. brucei (SnRNA U2 /nicleo Sm
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2/U2A’/U2B’’) em diferentes condigdes de tampao, como se observa na Figura 2.19-A-C para
experimentos representativos. Adicionalmente, foram realizados 0s mesmos testes para

purificacdo do nucleo Sm da snRNP U5 (nucleo Sm 1) (Figura 2.18-D):
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Figura 2.19 - Ensaios de purificagcdo dos nucleos de snRNPs U2 e U5 por cromatografia de troca i6nica.
Perfis cromatograficos para purificagdo do ndcleo de snRNP U2 em concentragdes de sal A- alta
(100 mM), B- intermediaria (20 mM) e C- auséncia de sal no tampdo A. D- Perfil cromatografico
de purificacdo do nlcleo snRNP U5. D- SPS-PAGE representativo de purificacdo do nicleo de
snRNP U2 e U5, mostrando a dissociacdo dos complexos. As setas duplas vermelhas indicam os
produtos eluidos em cada caso.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Observa-se que, mesmo para condiges em que o tampao A ndo possui sal, 0 complexo
correspondente ao nucleo de snRNP U2 tende a se dissociar durante a eluicdo. O mesmo
acontece para o nucleo Sm de snRNP U5 (ndcleo Sm 1). Visto que nao foi possivel purificar
com sucesso 0s nucleos Sm 1 e 2, ndo foram realizados experimentos de purificacdo por troca
ibnica do nucleo Sm 3, cuja constante de dissociacdo do complexo de proteinas Sm com o
SnRNA U4 é maior.

Optou-se pela purificacdo em condigdes fisico-quimicas mais brandas em cromatografia
de exclusdo molecular com eluicéo isocratica dos nucleos Sm 1 e 2 em interacdo com snRNA
cognato. Neste caso, picos coincidentes de absorbancia de luz UV em comprimento de onda
igual a 280 nm e 260 nm foram observados para ambos os complexos (Figura 2.20-A1-A2) e
SDS-PAGEs confirmaram as proteinas Sm (Figura 2.20-B1-B2).

Al A2
Pitl:o 1 Pitio 2 Pill:o 3
70 de= == — -
—— Abs280 (mAU) Pico 2
604 —— Abs260 (mAU)|} " '©
50 4 . R
401 a—'-——--------—-——-——" U2A!
30 - < —u2B”

i - 4 —35m16,5K gmp2
20 BEEEESs 527 501K smbiG
10 - Pico 3 —e— . -SmF SmE

. e
Pico 1
0__________,J
-10 T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Volume (mL)

Bl B2

500

—— Abs280 (mAU)
4004 —— Abs260 (mAU)

A
v

300 -

200 1 ’ -

100 4
SmD2,D3

SmE_ SMB,G,D1 — 31 -
0+ SmF —
el

-100 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Volume (mL)

I8




CAPITULO 2 |131

Figura 2.20 - Cromatogria de exclsdo molecular. Padrao de eluigdo isocratica e SDS-PAGE para Al e A2-
nlcleo de snRNP U2 e B1 e B2- ndcleo Sm de snRNP U5. As setas duplas vermelhas indicam os
produtos eleuidos em cada caso. As setas duplas vermelhas indicam os produtos de eluicéo.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Curiosamente, as proteinas séo eluidas tardiamente em ambos os casos, 0 que indica que a
coluna ndo é inerte as moléculas nas condi¢bes dos experimentos. Portanto, ndo foi possivel
calcular a massa molecular dos complexos contendo RNA a partir destes dados experimentais.

N&o houve sucesso nas tentativas de concentracdo das amostras resultantes das
purificacdes. Quando se aplicou ultrafiltracdo, notou-se que a medida de absorbancia de luz UV
a 280 nm e a 260 nm para o eluato e para a amostra retida no filtro corresponde a situacdo em
que as moléculas de sSnRNA passam direto pelo filtro e as moléculas de proteinas séo retidas.
Por outro lado, quando se aplicou ultracentrifugacdo, ndo houve formacdo de sedimento,

mesmo em diferentes concentracdes de glicerol (de 0% a 10%).

2.4.6 Ensaios de cristalizacdo, analise de dados de difracdo de raios-X e resolucéo da
estrutura tridimensional de U2A’/U2B”’

2.4.6.1 Ensaios de cristalizacao

Apesar do insucesso na purificacdo e concentracdo dos complexos Sm de T. brucei em
interacdo com o0s SNRNAs cognatos, optou-se por dar continuidade ao projeto com
experimentos de cristalizacdo de amostras obtidas por reconstrucao in vitro. Inicialmente, foram
preparadas reacdes de reconstituicdo in vitro dos nicleos Sm de sSnRNPs U2 (Sm 2) e U5 (Sm1),
como descrito previamente, nas concentragdes de 20 uM de RNA e 17 uM de solucéo de
proteinas na razdo 1:1:1 dos subcomplexos Sm. No caso das amostras do nucleo snRNP U2
contendo U2A’/U2B”’, cristais na forma de pequenas agulhas se formaram a 20°C em algumas
condicdes de cristalizacdo do kit Morpheus Il (Molecular Dimensions) pelo método de difuséo
de vapor em gota sentada (do inglés, sitting drop), como mostra a Tabela 2.2. Este kit consiste
de uma mistura de precipitantes, tampdes e aditivos na razdo 1/2 [mistura de precipitantes] +
1/10 [mistura de aditivos] + 1/10 [sistema tampao] + 3/10 dH.O.
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Tabela 2.2 - Condic6es de cristaliza¢do do kit Morpheus Il (Molecular Dimensions) onde foram observados

cristais para amostra de ndcleo de snRNP U2,

Condicéo

Componentes

Gota contendo 0,2 pL de

solucéo de proteina e 0,2

pL  de solucdo
reservatorio

de

Gota contendo 0,5 pL de
solucéo de proteina e 0,5
pL  de solugdo de
reservatorio

Al

D1

El

E9

F5

F9

Gl

90 mM LiNaK
0,1 M sistema tamp&o 4 (pH 6,5)

50 % v/v mistura de precipitantes 5

2 mM oxometalatos
0,1 M sistema tampdo 4 (pH 6,5)

50 % v/v mistura de precipitantes 5

2 mM lantanideos
0,1 M sistema tampéo 4 (pH 6,5)

50 % v/v mistura de precipitantes 5

2 mM lantanideos
0,1 M sistema tampéo 6 (pH 8,5)

50 % v/v mistura de precipitantes 5

100 mM monossacarideos 11
0,1 M sistema tampdo 5 (pH 7,5)
50 % v/v mistura de precipitantes 5

100 mM monossacarideos Il
0,1 M sistema tampdo 6 (pH 8,5)

50 % v/v mistura de precipitantes 5

100 mM aminoécidos Il
0,1 M sistema tampao 4 (pH 6,5)
50 % v/v mistura de precipitantes 5

continua
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continuacdo
G9 100 mM aminoécidos I1

0,1 M sistema tamp&o 6 (pH 8,5)

50 % v/v mistura de precipitantes 5

H1 40 mM poliaminas
0,1 M sistema tampéo 5 (pH 6,5)

50 % v/v mistura de precipitantes 5

H5 40 mM poliaminas
0,1 M sistema tampao 4 (pH 7,5)

50 % v/v mistura de precipitantes 5

H9 40 mM poliaminas
0,1 M sistema tampéo 6 (pH 8,5)

50 % v/v mistura de precipitantes 5

* A composic¢do de cada mistura de precipitante, sistema tamp&o e aditivos é descrita abaixo:

- 0,9 M LiNaK = 0,3 M sulfato de litio, 0,3 M sulfato de s6dio, 0,3 M sulfato de potassio.

- 0,02 M oxometalatos = 0,00 5M cromato de sodio tetrahidratado, 0,005 M molibdato de sodio desidratado,
0,005M tungstato de sddio desidratado, 0,00 5M ortovanadato de sodio

- 100 mM monossacarideos Il = 0,2M xilitol, 0,2 M mio-inositol, 0,2 M D-(-)-frutose, 0,2 M ramnose
monohidratado, 0,2 M D-sorbitol

- 100 mM aminoacidos Il = 0,2 M hidrocloreto de DL-arginina, 0,2 M DL-treonina, 0,2 M monocloreto de DL-
histidina monohidratado, 0,2 M hidrocloreto de DL-5-hidroxilisina, 0,2 M trans-4-hidroxi-L-prolina

- 40 mM poliaminas = 0,1M tetracloreto de espermina, 0,1M trihidrocloreto de espermidina, 0,1M dihidrocloreto
de 1,4-diaminobutano, 0,1M monocloreto de DL-ornithina

- 1 M sistema tampéo 4 = 1 M MOPSO, 1 M Bis-Tris

- 1 M sistema tampdo 5 =1 M BES, 1 M trietilamina (TEA)

- 1 M sistema tampdo 6 = 1 M Gly-Gly, 1 M AMPD

- 50 % v/v mistura de precipitantes 5 = 30% w/v PEG 3000, 40% v/v 1, 2, 4-butanotriol, 2% w/v NDSB 256

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota-se que, para as gotas com menor volume, em geral, houve a formagéo de muitos
cristais pequenos, enquanto para as gotas de maior volume, cristais maiores foram observados
em menor nimero. Tal resultado vai ao encontro de observacBes experimentais descritas na
literatura de que, para um dado volume de reservatdrio, gotas menores tendem a equilibrar mais
rapido do que gotas de volume maior.2%® Além disso, estima-se que, para uma gota de até 2 pL
e um reservatorio de até 500 uL, o equilibrio seja atingido entre 3 a 6 dias. No caso dos cristais
obtidos, o tempo para o aparecimento dos primeiros cristais foi de aproximadamente 15 dias.
Isso indica que possa ter ocorrido um evento de dissociacdo e/ou protedlise de uma ou mais

proteinas do nucleo de sSnRNP U2 antes ou durante o processo de cristalizagéo.
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Tentativas de reproducdo das condigOes de cristalizacdo mostradas acima a partir dos
componentes individuais utilizando-se 0 mesmo método em volume maior (em placas de 24
poc¢os) nao foram bem sucedidas. Com o objetivo de se obter monocristais maiores, técnicas de
microseeding e streak-seeding foram empregadas em gotas contendo 1 uL de solucdo de

proteina ¢ 1 puL de solugdo do reservatorio adquirida diretamente da empresa Molecular

Dimensions (Figura 2.21).
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Figura 2.21 - Ensaios de otimizagdo de cristalizagdo por meio de semeadura. S80 mostrados resultados
representativos de diferentes proporcdes de amostra estoque de semente para a condigdo de
cristalizagdo G9 do kit Morpheus Il (Molecular Dimensions). Apresenta-se também resultado de
NUPAGE 4-20% Bis-Tris (Thermoscientific), corado com nitrato de prata, para um dos cristais.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Observa-se na Figura 2.21 a formacdo de cristais maiores para uma maior diluicdo de
sementes, onde um menor nimero de nucleos leva a formacao de menor quantidade de cristais.
No caso do streak-seeding, cristais maiores, ainda na forma de agulhas, foram obtidos na linha
onde o bigode de gato tocou a gota de cristalizagdo. Entretanto, ndo foram observados
macrocristais Unicos nas gotas.

O maior cristal obtido na forma de barra atingiu ~250 um em uma dimensao e ~20 pum
na outra dimenséao apos ~60 dias em gota contendo 500 nL de solucédo de proteinas e 500 nL de

solucdo de reservatorio. Microseeding e streak-seeding em placas de 24 pogos (método de
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difusdo de vapor em gota sentada) também levaram a cristais com pelo menos 100 pm na
dimensdo maior. Um dos cristais foi lavado por trés vezes com a solu¢do do reservatorio e,
entdo, dissolvido em 10 pL de agua milli-Q e, a esta solug¢do, foram adicionados 10 pL de
tampé&o de amostra (5X concentrado). A amostra resultante foi fervida por 5 minutos e aplicada
em NUPAGE 4-20% Bis-Tris (Thermoscientific), corado com nitrato de prata.

O gel mostra claramente bandas com massas moleculares correspondentes as proteinas
U2A’ e U2B”’ (Figura 2.21). Entretanto, a regido de proteinas Sm nédo esta bem resolvida no
gel. Além disso, a presenca de RNA no cristal ndo foi avaliada. Sabendo-se que os cristais
obtidos continham pelo menos U2A’/U2B’’ e que as condigdes de cristalizagdo continham
agentes crioprotetores, optou-se por resfriar em nitrogénio liquido 27 cristais com pelo menos
100 um na dimensao maior retirados diretamente das gotas de cristalizagdo. Estes cristais foram
armazenados por até um més para entdo se realizar o procedimento de coleta de dados de

difracdo de raios-X.

2.4.6.2 Analise dos dados de difracao de raios-X

A coleta de dados de difragdo de raios-X in house no Laboratério de Biologia Molecular
do Conselho de Pesquisas Médicas, Cambridge, Reino Unido, em um cristal obtido na condi¢édo
H1 do kit Morpheus Il (Molecular Dimensions) (Tabela 2.2) usando um detector do tipo placa
de imagem MAR345 (1 = 1,54 A, distancia cristal-detector = 200 mm) mostrou um padréo de
difracdo com reflexdes até 3,5 A de resolugdo. A indexacdo das imagens de difragdo pelo
programa iMosflm?%’ resultou em uma simetria monoclinica P2, porém néo foi descartada a
possibilidade de simetria P2;. Os parametros da cela unitéria foram determinadas como sendo
a=597A,b=429 A ec=144,7 A e angulos de a =y =90° e B = 102,7° (Figura 2.22A).

Em seguida, os 27 cristais resfriados em nitrogénio liquido foram enviados para a fonte
de luz sincrotron Diamond Light Source (DLS) em Oxfordshire, Reino Unido. Dados de
difracdo de raios-X foram coletados na linha de luz 124, que possui feixe de raios-X com
microfoco de 10 um por 10 pum, ideal para difragdo em cristais pequenos. Foi observado que
uma répida interrupcdo do feixe de nitrogénio a 80 K incidente no cristal (rapido annealing)
levou a uma melhora no padréo de difracdo, tanto em relagéo a resolucdo quanto a separagéo

dos pontos de difragédo (Figura 2.22B).
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Figura 2.22 - Padrdes de difracéo de cristais obtidos em amostras do ntcleo snRNP U2 A- obtido in house,
no Laboratério de Biologia Molecular do Conselho de Pesquisas Médicas do Reino Unido, e B-

medido na linha 124 da Diamond Light Source, Reino Unido.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados de difragdo de raios-X (Figura 2.22-B) foram processados utilizando-se 0s
programas iMosflm?®” e AIMLESS?®. Os parametros da cela unitaria refinados para o cristal
com maior poder de difragdo foram a = 62,08 A, b=43,06 Aec=146,08 Aca=y=90°¢
B =99,89°. Uma analise do fator-B relativo e do Rmerge por imagem indica dano ocasionado por
radiacdo a partir da imagem de nimero 1050. Deste modo, o conjunto de dados foi truncado de
tal forma a resultar em um conjunto de dados o mais completo possivel, de acordo com a analise
da porcentagem de completeza acumulada por imagem (Figura 2.23-A-C). Adicionalmente,

ndo foi identificado sinal an6malo aparente no conjunto de dados.
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Figura 2.23 - Andlise de dados cristalogréaficos I. A- Fator Byelativo VErsus nimero da imagem. B- Rmerge VEIsus
namero da imagem. C- Completeza acumulada versus nimero da imagem.
Fonte: Elaborada pelo autor a partir dos resultados do programa AIMLESS?®,

Considerando-se as primeiras 1050 imagens de difracdo de raios-X, a maioria das
reflexdes parciais observadas (com mosaicidade = 1,42) foram integradas em 56.853 reflex6es
completas, das quais 21.885 eram Unicas. O maior pico diferente da origem no mapa de
Patterson (ndo mostrado) tem apenas 7% da altura do pico da origem, 0 que aponta para a
auséncia de possivel pseudotranslacdo. Adicionalmente, o escalonamento de Wilson estima um
fator B isotropico global igual a 26,24 A2 e um fator de escala log(k) = -3,51. O grafico de
Wilson, do qual esses dois parametros foram derivados, apresenta uma derivada primeira
positiva a partir de 2,6 A, o que indica possivel anisotropia (Figura 2.24-A).

A anélise de I/o(1) médio e do coeficiente de correlacdo (CC) por resolucédo revela um
comportamento diferente para cada uma das trés direcGes independentes de difracdo
(d1=0,97 h + 0,23 | (vermelho), d> = k (azul) e d3 =- 0,11 h + 0,99 | (verde)) (Figura 2.24-B-
C):



138|CAPITULO 2

A

e—e <I|>smooth approximation
Intensity plots &4 <I|> via binning

300000 ¥ —+ <|= expected

250000

200000

<|>

150000

looaoe

560000

4.47 3.16 2.58 2.24
Resolution

10 fo ' ' ‘ ' ' 3
0o | 1
0 | 1
07l 1
06 | 1
os | 1
04 | 1
03 | 1
0s | 1

01+ / +
00t L SVANNE

447 316 258 447 316 258
Resolution [A] Resolution [A]

Win(lfed) v resclution

Frojected Imean CCs v resolution

=) — i) [4\) I [} [s2] ~ o0 [fa)
T T T T T T T T

Figura 2.24 - Andlise de dados cristalogréficos Il. A- Anélise do grafico de Wilson. B- e C- Andlise de I/o(1)
médio e CCyy,, respectivamente, nas dire¢des de d; (vermelho), d; (azul) e ds (verde).
Fonte: Elaborada pelo autor a partir dos resultados do programa AIMLESS?®®,

Os dados mostram que a maior resolucdo medida encontra-se na direcdo de ds, equanto
a difracdo na direcdo de di vai até uma menor resolugdo (Figura 2.24 e Tabela 2.3).
Adicionalmente, a andlise da estatistica das intensidades das reflexdes medidas ndo indica
presenca de geminagéo (do inglés, twinning) ({I?)/{I)*> = 1,950 (auséncia = 2,000/presenca
= 1,500), (F?)/(F)*> =0,816 (auséncia = 0,785/presenca = 0,885),(|E?|—1) =
0,696 (auséncia = 0,736/presenca = 0,541) para reflexds acéntricas, e (I?)/{I)? =
2,973 (auséncia = 3,000/presenca = 2,000), (F?)/(F)? = 0,673 (auséncia = 0,637/presenca =
0,785),(|E?| — 1) = 0,936 (auséncia = 0,968/ presenca = 0,736) para reflexdes céntricas. Ja 0

teste L para reflexdes acéntricas resulta em (L) = 0,444 (auséncia = 0,500/presenga = 0,375)
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e (L?) = 0,270 (auséncia = 0,333/presenca = 0,200). A variacdo observada pode ser devida a
anisotropia dos dados de difracao.
A Tabela 2.3 mostra as estatisticas dos dados nativos de difracdo de raios-X, incluindo

todos os dados até a maior resolucdo. Entretanto, melhores estatisticas sdo obtidas truncando-

se os dados na resolucéo de 2,66 A (Tabela 2.3):

Tabela 2.3 - Estatisticas dos dados cristalogréaficos.

Propriedades globais e na Gltima Conjunto de dados original

camada de resolucéo

Conjunto de dados truncados a

2,66A de resolugdo maxima

Limites de resolugéo (A)
Fator B global (Wilson, A?)
Rmerge

Rimeas

Rpim

Numero de observacGes

NUmero de observacdes Unicas

71,95-2,35 (2,43-2,35)

26,24
0,228 (0,874)
0,280 (1,015)
0,197 (0,713)
80.155 (5.880)
31.165 (2.620)

71,95-2,66 (2,79-2,66)
37,24
0,165 (0,614)
0,233 (0,863)
0,164 (0,607)
56.853 (7.617)
21.885 (2.905)

(I/o(D)) 3,0 (1,0) 3,9 (1,4)
CCuw2 0,970 (0,089) 0,972 (0,308)
Completeza (%) 96,9 (84,1) 98,2 (99,3)
Multiplicidade 2,6 (2,2) 2,6 (2,6)
Limites de resolucéo reais (A)

d1 =0,97h + 0,23l 3,22 3,22
d2 =k 2,66 2,66
d; =-0,11h + 0,991 2,35 2,66

Fonte: Elaborada pelo autor a partir dos resultados do programa AIMLESS?®®,

O programa POINTLESS?® prediz que o cristal apresenta grupo especial P2; com
probabilidade de 0,823, dadas as auséncias sistematicas ao longo do eixo (0,k,0) quando k é
impar. Entretanto, uma analise cuidadosa da lista de reflexdes medidas (Tabela 2.4) mostra que
as reflexdes impares deste eixo apresentam I/o(I) maior que zero, apesar de menores que as

observadas para k par.
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Tabela 2.4 — Analise de auséncias sistematicas na direcdo de d>.

k  lep | exp/ O(lexp)

1 2 0,85
2 570 167,68
3 27 14,93
4 1043 167,95
6 77 18,93
7 8 3,36
8 359 39,90
9 17 4,01
10 33 7,00
11 13 1,87
12 44 7,67
13 26 3,24
14 52 8,09
16 9 1,59
17 2 0,28
18 9 1,66

Fonte: Elaborada pelo autor a partir dos resultados do programa AIMLESS?®,

A andlise automatica do coeficiente de Mathews?” resultou em 2,32 A® kDa* e uma
porcentagem de solvente igual a 47% para um conteddo de proteina com massa molecular igual
a 83 kDa na unidade assimétrica. Este resultado indica que o complexo formado por nicleo Sm
2/snRNA U2/U2A’/U2B’’ ndo foi cristalizado por completo. Associado a esse resultado, deve-

se notar que 0 SDS-PAGE mostra claramente a presenga das proteinas U2A’/U2B’.

2.4.6.3 Resolucdo do problema das fases, refinamento e analise do modelo de estrutura
tridimensional

A estrutura cristalografica de U2A’/U2B’’ de H. sapiens (codigo PDB 1A9N%) foi
utilizada no programa PHASER?'? como modelo de busca para substituicdo molecular a partir
dos dados de difracdo de raios-X incialmente processados em simetria monoclinica P2;. O
programa testou o faseamento nos grupos espaciais P2 e P2; e a melhor solugéo foi encontrada
para P2 (top LLG = 534,976 e top TFZ = 23,6) com duas cépias de cada proteina na unidade
assimétrica. Entretanto, uma solugdo também foi encontrada em simetria P2; (top LLG =
202,410 e top TFZ = 12,4). Portanto, seguiu-se com o refinamento de ambas as solugdes em
paralelo.

Os valores iniciais de Rwork € Rfree ap0s refinamento de corpo rigido no programa

phenix.refine?'’ para o modelo resolvido em simetria P2 foram 0,44 e 0,45, respectivamente.
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Por outro lado, 0 modelo resolvido em simetria P2; apresentou Rwork igual a 0,47 e Riree igual a
0,48. Os modelos foram entdo enviados ao programa ARP/WARP?*" para reconstrucdo de
cadeias laterais e otimizacdo da densidade eletrbnica. Apos inspecdo visual no programa
Coot?®, cadeias laterais ausentes no modelo foram adicionadas. As figuras 2.25-A-B mostram
representacdes das duas unidades assimétricas dentro da cela unitéria do cristal com simetria
monoclinica P2 e as Figuras 2.25-C-D mostram a evolugdo do modelo ajustado na densidade

eletronica antes e apds refinamento.
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Figura 2.25 - Estrutura cristalografica de U2A’/U2B”’ de T. brucei I. A e B- Contetdo da cela unitéria: dois
heterodimeros de U2A’(azul)/U2B’’(vermelho) na unidade assimétrica. Em B ¢é apresentada a
projecdo da cela unitaria no plano (a,c). Os circulos vermelhos correspondem a unidade assimétrica.
Densidade eletrdnica e modelo atdmico C- logo apds etapa de substituicdo molecular e D- logo apds
refinamento. A regido C-terminal de U2A” esta evidenciada. Nota-se, claramente, uma melhora na
qualidade da densidade eletrénica na regido apés o refinamento, possibilitantdo a construgédo de uma
hélice-a nesta regido de U2A’.

Fonte: Elaborada pelo autor nos programas Coot?° e Chimera1.9%%°,

Uma andlise visual, no programa Coot?'°, das densidades eletronicas calculadas néo
revelou densidade adicional que poderia corresponder a proteinas Sm ou a uma molécula de
RNA. Por outro lado, observou-se densidade eletrnica adicional na extremidade C-terminal
das duas copias de U2A’ (Figura 2.25-D). Foi possivel adicionar manualmente 35 residuos a
esta regido da cadeia polipeptidica de cada coépia de U2A’ usando o programa Coot?®® para
refinamento no espaco real. Estes residuos formam uma estrutura de hélice-a nesta extremidade
(Figura 2.25-D).

A estatistica dos dados apds Ultima etapa de refinamento realizada antes da escrita deste
documento encontra-se na Tabela 2.5:

Tabela 2.5 — Estatistica de refinamento da estrutura cristalografica de U2A’/U2B”’ de T. brucei

Propriedades

NUmero de moléculas na unidade assimétrica 4
Numero &tomos (residuos) refinados 4.008 (83)
Faixa de resolucdo (A) 71,95 — 2,66
Namero de reflex6es usadas no refinamento 20.504
Namero de reflex6es para validagdo cruzada 1.381

Rfree 0,2787 (0,3896)
R 0,2380 (0,3569)

Fator B global médio (A 53,50
rmsd - fator B (4tomos ligados na cadeia principal) (A2 1,410
rmsd - fator B (4tomos ligados nas cadeias laterais) (A% 1,587
rmsd de comprimento de ligacdes (A) 0,014
rmsd de angulos de ligacéo (°) 1,506
Correlacao entre os coeficientes Fobs € Fealc 0,9075
Correlacéo entre os coeficientes Fops € Feaic (livre) 0,8520
Gréfico de Ramachandran*
Regides favoraveis (%) 91,5
RegiBes generosamente permitidas (%) 7,5
Regibes ndo-permitidas (%) 1,0

*De acordo com as regides definidas no programa MolProbity??2,
Fonte: Elaborada pelo autor a partir dos resultados do programa MolProbity??.
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A maior parte dos residuos de aminoacidos da estrutura cristalografica encontra-se em
regides permitidas do grafico de Ramachandran (91,5%), sendo que os residuos localizados em
regides desfavoraveis (1,0% do total) estdo em regides de alcas longas na estrutura (Tabela 2.5
e Figura 2.26-A). Regides de alca e a extremidade C-terminal apresentam maior valor para o
fator-B (Figura 2.26-B), o que corresponde a regides de maior flexibilidade estrutural.

A comparacao da estrutura tridimensional das cadeias A e C, que correspondem a U2A”,
revela rmsd igual a 0,3 A e entre as cadeias B e D, que correspondem a U2B”’, rmsd igual a 0,2
A o que indica estruturas similares. A analise da estrutura cristalografica de U2A’ das duas
cadeias mostra que residuos de 20 a 150 formam uma estrutura de solenoide, sendo também
observada uma folha-p antiparalela na regido interna do dominio LRR. Entretanto, as algas
apontadas para a superficie formam estruturas desordenadas ou pequenas hélices-a, como se
observam na Figura 2.26-B. As regides N- e C-terminais de U2A’ se enovelam como estruturas
em hélice-o. mais longas. Por outro lado, a estrutura em hélice-o. de U2B’’ interage com a

superficie concava da folha-f3 de U2A” (Figura 2.26-B).

ARG 10 (A)
= }

Psi (degrees)

Phi (degrees)

continua
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continuagdo

Figura 2.26- Estrutura cristalografica de U2A’/U2B’> de T. brucei Il. A- Grafico de Ramachandran. B-
Representacéo do contetido da cela unitéria colorido de acordo com o valor do fator B por residuo,
do azul (menor valor) para o vermelho (maior valor). C- Representacdo das estruturas
cristalograficas de U2A” (azul) e U2B”’ (vermelho) de T. brucei na forma de cartoon. D- Topologia
de U2A’. E- Topologia de U2B”’.

Fonte: Elaborada pelo autor nos programas Coot?® e PyMOL(Schrodinger, LLC).

As interacdes entre U2A’ e U2B’’ de cada heterodimero presente na unidade assimétrica
do cristal sdo equivalentes, sendo que 22 residuos da cadeia A-U2A’ (area de superficie igual
a 963 A) interagem com 18 residuos da cadeia B-U2B”’ (area de superficie igual a 974 A) por
meio de 13 ligacGes de hidrogénio e duas pontes salinas, enquanto 21 residuos da cadeia A-
U2A’ (4rea de superficie igual a 996 A) interagem com 17 residuos da cadeia B-U2B’’ (4rea de
superficie igual a 988 A) por meio de 11 ligacdes de hidrogénio e duas pontes salinas. A energia
de interago calculada pelo programa PISA?% é igual a -4,4 kcal mol™ para a interface entre as
cadeias A e B e igual a -4,0 kcal mol™* para a outra interface, sendo que o programa classifica

essas interfaces com alta probabilidade de serem reais e ndo apenas contatos cristalinos.
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A comparagido da estrutura de U2A’/U2B’’ de T. brucei na auséncia de ShRNA U2 aqui
apresentada com aquela publicada pelo grupo do Dr. Kiyoshi Nagai na década de 1990 para
U2A’/U2B”’ de H. sapiens em interacdo com snRNA U2 mostra que o enovelamento das
proteinas é conservado, com rmsd de posicdes atdmicas da cadeia principal igual a até 1,0 A
(Tabela 2.6). Algumas diferencas sdo observadas em posi¢des relevantes de cada proteina,
como se pode observar na Figura 2.27.

Tabela 2.6 — Comparagdo entre os valores de rmsd resultantes da sobreposicdo entre as cadeias
polipeptidicas observadas nos modelos cristalograficos de U2A’/U2B”’ de T. brucei e de H.

sapiens.
U2A’ de T. brucei (rmsd, A) U2B”’ de T. brucei (rmsd, A)
cadeia A cadeia C cadeia B cadeia D
U2A’ de cadeia A 1,0 (1,4) 1,0 (1,4) - -
H. sapiens cadeia C 1,0(1,4) 1,0(1,4) - -
U2B”’ de cadeia B - - 0,7 (1,1) 0,6 (1,1)
H. sapiens cadeiaD - - 0,8(1,1) 0,6 (1,1)

* Entre parénteses encontra-se o valor tedrico obtido a partir da equacéo (9) para o desvio quadratico médio das
distancias entre 4&tomos nas estruturas das cadeias polipeptidicas de U2A’ e U2B’’ nos modelos cristalograficos
das proteinas de T brucei e H. sapiens.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As interagdes entre SL4 de snRNA U2 e a proteina U2B”’ observadas na estrutura do
heterodimero de H. sapiens®® podem ser divididas nas seguintes regides do snRNA: primeira
metade da alca, segunda metade da alca, par de bases nitrogenadas na base da alca e na regido
de hélice (secdo 2.4.1.2). A comparagdo das estruturas cristalograficas de U2A’/U2B’’ de T.
brucei com as ortdlogas de H. sapiens mostra que os residuos F52, Y9 e K45 séo conservados
na primeira em posi¢des propicias para interaces do tipo -n com as bases nitrogenadas U9,
C10, C11 e A12, enquanto os residuos T44 e L42 sdo conservados para interagcdo com a outra
metade da alca no snRNA U2 de T. brucei. Finalmente, os residuos K16, D15 e L13 sdo
conservados para interagdo com a base da alga. Entretanto, o residuo A18 substitui K22 de
U2B’’ de H. sapiens na regido de interacdo com a hélice de SL4.

Adicionalmente, observa-se uma abertura da quarta alca, entre as fitas-p2 e 3, sendo
que o residuo S46, localizado no ponto médio desta alca, esta a 6,3 A de distancia da posigdo
equivalente na estrutura de H. sapiens. Esta movimentacdo estd diretamente relacionada a
interacdo com a molécula de RNA. Alem disso, esta regido tem potencial eletrostatico positivo
(azul, Figura 2.27-B) para interacdo com a molécula de RNA, a qual tem carga parcial negativa

na regido de interagéo.
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Figura 2.27 — Comparacio da estrutura cristalografica de U2A’/U2B’’ de T. brucei e de H. sapiens. A- Em
vermelho e rosa estdo representadas as estruturas de U2B’’ de T. brucei e H. sapiens,
respectivamente. Em azul escuro e azul claro estio representadas as estruturas de U2A’ de T.
brucei e H. sapiens, respectivamente. A molécula de SL4 do snRNA U2 de H. sapiens interage
com U2B”’ de desta espécie. B- Mapa de potencial eletrostatico de superficie de U2A’/U2B”’ de
T. brucei obtido no programa APBS?4, O potencial eletrostatico é calculado em unidades de
keTect (=~25,9 mV).

Fonte: Elaborada pelo autor.

2.4.7 Modelagem molecular da estrutura terciaria e quaternaria das proteinas Sm de T.
brucei

Apesar de ndo se ter obtido sucesso na cristalizacdo dos nucleos Sm de snRNPs de T.
brucei, a modelagem molecular comparativa, aliada ao experimento de espalhamento de raios-
X a baixo angulo (apresentado na secdo 2.4.8), possibilitou a obtencao de informacéo estrutural
dos diferentes complexos. Para tal, foi necessaria a busca por proteinas Sm cuja estrutura
tridimensional é conhecida. Como descrito na sec¢do 2.1.1, varias proteinas Sm tém estrutura
resolvida, entretanto, as proteinas Sm de H. sapiens apresentam a maior relacdo identidade de
sequéncia de aminoacidos/porcentagem de cobertura de alinhamento, as quais s&o mostradas
na Tabela 2.7.
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Tabela 2.7 — Comparacao entre as sequéncias de aminoacidos de proteinas Sm de T. brucei e de H. sapiens.

Proteinas Sm Proteinas Sm Porcentagem de Porcentagem de
de T. brucei de H. sapiens identidade (%) cobertura (%) na
proteina de T. brucei

SmD3 SmD3 36 88
Sm16,5K SmD3 30 79
SSm4 SmD3 33 14
SmB SmB 43 66
Sm15K SmB 23 59
SmD1 SmD1 43 66
SmD?2 SmD?2 41 73
SmF SmF 50 83
SmE SmE 44 93
SmG SmG 38 96

*Estdo destacadas em vermelho as proteinas com baixa relagéo identidade/cobertura de alinhamento de sequencias
de amino&cidos entre ortélogas de T. brucei e H. sapiens.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A maioria destes valores encontra-se no limiar para uma possivel modelagem das suas
estruturas 3D por homologia ou por alinhavamento, ndo sendo vidvel uma modelagem por
homologia para as proteinas SSm4 e Sm15K com base nos modelos humanos. Os dimeros de
Sm15K/Sm16,5K e SmB/SSm4 sdo estruturas exclusivas de T. brucei e apresentam baixa
identidade de sequéncia de aminoacidos e cobertura de alinhamento com homélogas cuja
estrutura ja foi resolvida experimentalmente.

Portanto, as técnicas de modelagem comparativa e de alinhavamento foram empregadas
para sua modelagem. No caso da técnica de modelagem por alinhavamento, utilizando-se o
servidor I-Tasser, a predicdo de estrutura terciaria foi feita de forma automatizada para cada
uma das sequéncias de Sm15K, Sm16,5K e SSm4. O melhor modelo para cada proteina foi
escolhido baseado no parametro de confianca C-score igual a-1,45, -3,13 e -4,67 para Sm15K,
Sm16,5K e SSm4, respectivamente. Este resultado mede a convergéncia dos parametros
durante a simulacdo computacional e varia de -5 a 2, sendo maior quanto mais confiavel o
modelo. Nota-se que os trés modelos gerados apresentam um valor negativo para este
parametro, sendo que o modelo gerado para a estrutura de SSm4 néo € confiavel por estar no
limite inferior de C-score. Portanto, 0 modelo gerado para a proteina SSm4 foi desconsiderado
e seguiu-se com a avaliacdo da estereoguimica dos modelos de Sm15K e Sm16,5K (Figura
2.28-D-E).

Em ambos os casos, alguns residuos da regido C-terminal apresentaram baixa qualidade,

quando analisado o parametro energia proteica otimizada discreta (sigla do inglés, DOPE) por
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residuo (Figura 2.28-B-C), um potencial estatistico que mede a energia de cada modelo gerado,
0 que pode estar relacionado a baixa identidade destas regides com sequéncias de aminoacidos
de estrutura conhecida. Uma otimizacao das regides de baixa qualidade foi feita utilizando-se

o programa Modeller 9.10 seguida de anélise estereoquimica e do parametro DOPE por residuo.

A B C
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Figura 2.28 — Sm15K/Sm16,5K. A- Modelo de estrutura 3D do dimero das proteinas Sm15K (vermelho) e
Sm16,5K (azul). B e C- Gréficos de DOPE score por residuo para os modelos de Sm15K e
Sm16,5K, respectivamente, antes e ap0s otimizacdo. D- e E- Graficos de Ramachandran para os
modelos otimizados de Sm15K e Sm16,5K, respectivamente.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O modelo otimizado de Sm15K apresenta 87,6% dos residuos em regifes mais
favoraveis do grafico de Ramachandran e 12,4% nas regides adicionalmente favoraveis,
enquanto o modelo otimizado de Sm16,5K apresenta 87,0% na primeira e 13,0% do residuos
na segunda. Estes modelos foram alinhados com o modelo do dimero SmD3/SmB humano
(codigo PDB 1D3B'"4) para construgdo do modelo do dimero de Sm15K/Sm16,5K mostrado
na Figura 2.28-A. Por meio do servidor PISA??, foi possivel calcular uma area da interface

igual a 937,3 A2 e energia livre de interagio (AG) entre os mondémeros igual a - 7,4 kcal mol™.
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O dimero é mantido por interagdes de hidrogénio para formacdo de uma folha-p antiparalela
entre as fitas B5 de Sm15K e B4 de Sm16,5K, além de contatos hidrofébicos no interior da
interface e contatos polares nas extremidades entre cadeias laterais dos residuos de aminoacidos
da interface.

Para a modelagem por homologia das proteinas Sm do nucleo candnico de T. brucei
(SmB/SmD3/SmD1/SmD2/SmE/SmF/SmG — nucleo Sm 1), utilizou-se o programa Modeller
9.10%*, baseando-se nos modelos cristalograficos dos nicleos Sm de snRNPs U1% (U1 —
codigo PDB 2PJO) e U4°! de H. sapiens (U4 — codigo PDB 2WZJ), obtidos a partir de dados
de difragfo de raios-X com resolugdo méaxima igual a 3,3 A e 3,6 A pelo grupo do Dr. Kiyoshi
Nagai. Estas estruturas puderam ser utilizadas como moldes para a construcdo de 100 modelos
estruturais do ndcleo Sm candnico de T. brucei, a partir do alinhamento de sequéncias de
aminoéacidos ja discutido na secdo 2.4.1.1 deste capitulo. A Figura 2.29-A-B mostra um resumo
das propriedades geométricas dos moldes do ndcleo Sm canénico de H. sapiens com melhor
geometria na unidade assimétrica do cristal e de validacdo destas estruturas cristalograficas.

O modelo cristalografico das proteinas Sm de H. sapiens que formam o nucleo de
SnRNP U1 apresenta 89,4 % dos residuos em regides mais favoraveis, 10,4% nas regides
adicionalmente favoraveis e 0,2% em regiGes generosamente favoraveis do grafico de
Ramachandran, enquanto o modelo cristalografico das mesmas proteinas no nicleo de snRNP
U4 da mesma espécie apresenta 90,2% na primeira, 9,4% na segunda e 0,4% dos residuos na
terceira regido do grafico de Ramachandran (Figura 2.29-C-D). Além disso, propriedades que
descrevem a qualidade da estrutura cristalografica do nacleo snRNP U1 humano encontram-se
em regides de menor percentil relativo a estruturas cristalograficas de resolugdo similar,
enquanto que as mesmas propriedades para a estrutura do nicleo Sm de snRNP U4 humana
encontram-se nas regides de maior percentil, o que indica sua melhor qualidade Figura 2.29-A-
B).
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Figura 2.29 — Qualidade das estruturas cristalograficas do ndcleo Sm de snRNPs U1 e U4 de H. sapiens. A-
e B- Propriedades das estruturas cristalograficas do niicleo Sm de snRNPs U1 e U4 de H. sapiens,
respectivamente. C- e D- Gréaficos de Ramachandran correspondentes. A qualidade dos modelos é
medida pelas seguintes propriedades: Rfree, que mede a similaridade entre os fatores de esrutura
calculado e observado, a pontuagdo de sobreposicdo corresponde ao nimero de pares de a&tomos
incomunmente préximos, outliers do grafico de Ramachandran e de cadeia lateral corresponde
aqueles residuos de aminoacidos com angulos (¢,y) e  fora das regides favoraveis, outliers de
RSRZ (>2) correspondem aos residuos de aminoéacidos modelados que ndo apresentam um bom
ajuste com os dados observados transformados no espaco real, e, finalmente, a qualidade do
modelo da cadeia pricinpal do RNA baseada na estatistica e angulos de tor¢do normalmente
apresentados por estruturas de RNA publicadas.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os modelos do ndcleo Sm 1 (candnico) obtidos por modelagem comparativa foram
avaliados segundo o valor de DOPE e o modelo com menor valor de energia foi utilizado para
otimizacdo de alcas através dos meétodos Variable Target Function (VTFM) e dindmica
molecular, implementados no programa. Também foi necessaria a imposicao de formacao de
estrutura secundaria em algumas regides, de acordo com uma analise do alinhamento
tridimensional do molde com o modelo final e a comparagdo com a predicdo de estrutura
secundaria.

Antes da otimizacdo, 86,0 % dos residuos de aminoacidos do modelo estavam em
regides mais favordveis do grafico de Ramachandran, 12,1% nas regiGes adicionalmente
favoraveis, 0,9% em regides generosamente favoraveis e 0,9% em regibes desfavoraveis. Apos
otimizacao, o resultado foi de 89,0% na primeira, 9,6% na segunda, 0,6% na terceira e 0,9% na
quarta regides (Figura 2.30-A1-A2). Tanto os residuos em regides generosamente favoraveis
quanto os residuos em regides ndo favoraveis se encontram em grandes algas, principalmente
na alca L4. Portanto, 0 modelo para o ndcleo Sm can6nico de T. brucei esta de acordo com a
estereoquimica de seus moldes de H. sapiens.

O servidor ProSa?®

indica uma pontuacdo, conhecida com Z-score, que mede a
qualidade do modelo por meio da medida da energia total da estrutura com respeito a uma
funcéo distribuicdo de energia de conformacdes aleatdrias, fornecendo uma faixa de valores
caracteristicos para proteinas nativas, comparadas as proteinas com estrutura conhecida. O
Apéndice A2 mostra esta comparacdo para todas as cadeias do modelo do nucleo Sm 1. Em
média, o Z-score foi de - 3, valor este que se encontra dentro do limite esperado para proteinas
cuja estrutura é conhecida e que tem mesmo tamanho de sequéncia de aminoécidos. Além disso,
o célculo da energia média para cada residuo de aminoacido da estrutura (Apéndice A2), feito
considerando-se janelas de 10 e 40 residuos em torno de cada posi¢cdo na estrutura primaria,
revelou algumas regides de alta energia, que correspondem basicamente as extremidades das
cadeias polipeptidicas.

Para a modelagem do complexo que contém o dimero Sm15K/Sm16,5K em substitui¢cdo
a SmB/SmD3 (nucleo Sm 2), inicialmente, optou-se por alinhar o modelo obtido por
alinhavamento para este dimero com o modelo do core Sm canénico. Porém, foram observadas
regibes de sobreposicdo de atomos dos mondmeros das extremidades com o dimero
Sm15K/Sm16,5K, principalmente em alcas grandes, apesar das interfaces de interacdo
apresentarem boa qualidade de modelagem. Isso foi devido a modelagem separada do dimero
Sm15K/Sm16,5K e do pentamero SmD1/SmD2/SmE/SmG/SmF, que ndo leva em

consideracdo a flexibilidade das algas.
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Deste modo, o alinhamento de Sm15K e Sm16,5K com proteinas SmD3/SmB do nucleo
Sm humano, baseado naquele gerado pelo servidor I-Tasser, foi utilizado como arquivo de
entrada no programa Modeller 9.10, apesar da baixa identidade de sequéncia de aminoacidos.
Assim, foi possivel modelar o complexo heptamérico usando os mesmos passos de modelagem
comparativa feitos para o nucleo Sm canénico, com resultado bastante satisfatorio. A avaliacéo
da estereoquimica do modelo final pelo gréfico de Ramachandran é mostrada na Figura 2.30-
B, que mostra 83,9 % dos residuos de aminoacidos do modelo estavam em regibes mais
favoraveis, 13,6% nas regides adicionalmente favoraveis, 1,9% em regiGes generosamente
favoraveis e 0,6% em regides desfavoraveis do grafico de Ramachandran (Figura 2.30-B). Os
residuos presentes em regiGes ndo favoraveis se encontram em grandes algas, principalmente
na alca L4, como no modelo do complexo canénico. Tentativas de otimizacdo ndo levaram a
melhora significativa na qualidade do modelo.

O resultado de Z-score para as cadeias polipeptidicas do modelo do nucleo Sm 2 foi, em
média, em torno de -3, como no caso do ndcleo Sm candnico. Entretanto, as cadeias
correspondentes a variagcdo Sm16,5K ndo apresenta boa qualidade, com Z-score igual -2,00 e a
maioria dos residuos de aminoacidos com alta energia média, o que ja era esperado dada a baixa
qualidade do alinhamento com a estruturas priméaria de SmD3 de H. sapiens.

Com base na estratégia bem sucedida de modelagem da variagdo do complexo candnico
para Sm15K/Sm16,5K substituindo SmB/SmD3 (nucleo Sm 3), optou-se por modelar a
variacdo SSm4 em substituicdo a SmD3 da mesma maneira. Porém, o alinhamento gerado pelo
programa I-Tasser contra a proteina SmD3 nédo cobre toda a sequéncia de SSm4. Por outro lado,
o alinhamento com a proteina Sm16,5K leva a maior cobertura. Portanto, para a modelagem
deste complexo com variagdo SSm4 em lugar de SmD3, foi usada uma abordagem multi-
moldes com as estruturas de codigos PDB 2PJO*® e 2WZJ°! e do modelo da variacdo
Sm15K/Sm16,5K no lugar de SmB/SmD3, obtido anteriormente. Um modelo otimizado para
esta nova variacao foi obtido com éxito, para o qual é mostrado o grafico de Ramachandran
antes e depois de otimizagdo (Figura 2.30-C1-C2).

Antes da otimizacdo, 86,0% dos residuos de aminodcidos do modelo estavam em
regibes mais favoraveis do grafico de Ramachandran, 12,1% nas regiGes adicionalmente
favoraveis, 0,9% em regides generosamente favoraveis e 0,9% em regides desfavoraveis. Apds
otimizacdo, o resultado foi de 89,0% na primeira, 9,6% na segunda, 0,6% na terceira e 0,9% na
quarta (Figura 2.30-C1-C2) e, como observado para os outros complexos modelados, neste caso
s residuos cuja geometria da cadeia principal ndo é favoravel encontram-se principalmente na

alca L4.
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O resultado de Z-score para as cadeias polipeptidicas de SSm4 e SmB do modelo do
nacleo Sm 3 indica qualidade de modelagem inferior, apesar de estar dentro do valor esperado
para proteinas de mesmo tamanho cuja estrutura é conhecida. A analise de energia media por
residuo de SSm4 mostra que a maioria dos residuos de aminoacidos exibe alta energia média,
0 que ja era esperado dada a baixa qualidade do alinhamento com a estruturas priméaria de SmD3
de H. sapiens.

A sobreposicéo da estrutura tridimensional do modelo do nicleo Sm 1 de T. brucei com
ambos os modelos cristalograficos dos nucleos Sm de snRNP U1 e U4 resulta em rmsd para a
cadeia principal de cada complexo igual a 1,1 e 1,3 A, respectivamente. Ja para o nticleo Sm 2,
os valores sdo de 1,2 e 2,1 A, respectivamente, enquanto que, para o nicleo Sm 3, esses
resultados sdo iguais a 1,2 e 1,8 A, respectivamente. Os valores tedricos calculados pela
equacdo (9) para rmsd das distancias entre os atomos das cadeias principais do nucleo Sm
candnico e das variacfes 2 e 3 de T. brucei com relacdo ao ndcleo Sm canénico de H. sapiens
sdo 1,4, 1,3 e 1,4, respectivamente. Os resultados mostram alta conservacao do enovelamento

do tipo Sm.
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Figura 2.30 — Avaliacdo da estereoquimica dos modelos dos complexos Sm de T. brucei, a partir do Grafico
de Ramachandran. Al- Antes e B2- depois de otimizacdo do complexo canbnico (1), B- do
complexo 2, e C1- antes e C2- depois da otimizacdo do complexo 3.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 2.31 mostra o potencial eletrostatico de superficie calculado para os anéis Sm

de T. brucei a pH 7,5 e pode-se identificar uma regido altamente positiva para interacdo com 0s

diferentes snRNAS no interior dos anéis.
A B C

7

Figura 2.31 — Visualizacéo da superficie eletrostatica dos modelos 3D dos cores Sm A-candnico (nGcleo Sm
1), B- contendo a variagdo Sm15k/Sm16,5k (ndcleo Sm 2) e C- contendo a variagdo SSm4/SmB
(ntcleo Sm 3). O potencial eletrostatico é calculado em unidades de kyTec? (=~25,9 mV).
Fonte: Elaborada pelo autor usando o programa APBS?%,

Como comparacado, a alca L4 é a primeira regido de interacdo com RNAS ricos em
adenina na proteina Hfq de Bacteria, homdloga de proteinas Sm.1"® A variacéo na sequéncia de
aminoéacidos desta alca modula o potencial eletrostatico nesta face do tordide.!”® Nota-se que
esta superficie & predominantemente positiva para a interacdo com as moléculas de snRNA, que
sdo predominantemente negativas devido aos grupamentos fosfato expostos.

Adicionalmente, a Figura 2.32-A, a seguir, mostra a sec¢ao transversal do motivo
sanduiche-p de todas as proteinas Sm de T. brucei alinhadas utilizando-se o programa PyMOL
(Schrédinger, LLC). Adicionalmente, apresenta-se a sobreposicéo da estrutura quaternaria dos
trés nacleos Sm de T. brucei na Figura 2.32-B. Note a variagdo nas regides de alga (L4) no
interior dos anéis e nas posic¢des das proteinas SSm4, Sm15K e Sm16,5K.
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Figura 2.32 — Proteinas Sm de T. brucei. A- Visdo transversal e lateral do motivo- caracteristico das proteinas
Smde T. brucei, alinhadas no programa PyMOL (Schrédinger, LLC) e B- sobreposi¢do dos modelos
dos variantes dos nicleos Sm de T. brucei.

Fonte: Elaborada pelo autor usando o programa PyMOL (Schrddinger, LLC).

Os valores de area de interface entre os monémeros que formam o anel hetero-
heptamérico e a respectiva energia livre de interagdo, calculados pelo servidor PISA?23, variam
entre 750 e 1100 A? e -7,0 e -12,0 kcal/mol, respectivamente (Tabela 2.8). Como observado
anteriormente para o dimero Sm15K/Sm16,5K modelado por alinhavamento, as interfaces sao
formadas principalmente por interacdes de hidrogénio fracas entre cadeias principais e
hidrofébicas entre cadeias laterais da fita-p5 do mondémero i com a fita-p4 do mondémero i+1,
formando uma folha anti-paralela. Algumas pontes salinas auxiliam na estabilizacdo das
interfaces, principalmente nas extremidades.

A estrutura semelhante a uma barril-B torcido formada por 7 mondmeros ¢ estavel e esta
de acordo com o que se foi observado para o motivo B-propeller, para o qual € possivel mostrar
geometricamente que um motivo de 7 membros é mais estdvel que outras possiveis
combinacdes.®® Os valores de area de superficie e energia livre de interacdo obtidos estdo de
acordo com aqueles verificados para a manutencado da estrutura quaternaria do nicleo de SnRNP
U4 humano®! (codigo PDB 2Y9A).
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Tabela 2.8 — Propriedades das interfaces de interacéo entre as proteinas Sm de T. brucei.

Nucleo Sm 1 Nucleo Sm 2 Nucleo Sm 3
Area AG Area AG Area AG
(A (kcal molt) (A%  (kcal mol) (A?)  (kcal mol?)
SmD3-SmB  880,2 -15,9 - - - -
Sm16,5K — Sm15K - - 1.229,7 -12,4 - -
SSm4 - SmB - - - - 880,2 -15,9
Sm15K - SmD1 - - 915,8 -9,9 - -
SmB-SmD1 916,2 -6,8 - - 916,2 -6,8
SmD1-SmD2 1.088,4 -12,2 1.182,7 -8,2 1.088,4 -12,2
SmD2 -SmF  888,8 -18,2 717,8 -9,6 888,8 -18,2
SmF-SmE  835,6 -16,6 926,6 -11.,4 835,6 -16,6
SmE-SmG 1.070,5 -12,8 833,6 -9,0 1.070,5 -12,8
SmG-SmD3  642,6 -7,9 - - - -
SmG - Sm16,5K - - 829,8 -10,3 - -
SmG - SSm4 - - - - 642,6 -7,9

Fonte: Elaborada pelo autor a partir dos resultados do servidor PISA?%3,

As propriedades hidrodindmicas dos modelos dos complexos Sm serdo mostradas e
analisadas juntamente com os valores experimentais obtidos por espalhamento de raios-X a

baixo angulo, a seguir.

2.4.8 Caracterizacdo dos nucleos Sm de snRNPs U2, U4 e U5 na auséncia de SnRNAs
por meio de espalhamento de raios-X em baixo angulo (SAXS)

Primeiramente, foi medido o espalhamento de raios-X a baixo angulo de agua destilada,
que foi descontado do espalhamento do porta-amostras no vacuo, resultando em um valor
constante igual a 8,26 x 10° cm™. Este resultado foi usado para se calcular o espalhamento de
raios-X nas amostras dos complexos Sm de T. brucei ajustado para a escala absoluta, mostrado
na Figura 2.33 (A1, B1 e C1) para todas as concentragdes medidas. Os graficos de Guinier e de
Kratky correspondentes também sdo apresentados (Figura 2.33 — Guinier: A2, B2 e C2, Kratky:
D,EeF).
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Figura 2.33 — SAXS de complexos Sm de T. brucei. Al, B1 e C1- Curvas de espalhamento, A2, B2 e C2-

Gréficos de Guinier, e D, E e F- Gréaficos de Krakty dos ndcleos Sm 1, 2 e 3 de T. brucei,
respectivamente.

Fonte: Elaborada pelo autor usando o programa Origin PRO 8.0 (Origin Lab Corporation).

A partir da Figura 2.33 é possivel observar que todas as curvas de espalhamento
apresentam 0 mesmo comportamento com um maximo local na regido
1,25 nm? < q < 2,25 nm* entre dois minimos locais indicativos de esfericidade. Observa-se,
também, que os dados de concentracdo mais baixa apresentam menor relacdo sinal/ruido em
angulos de espalhamento maiores. Os gréaficos de Kratky (Figura 2.33-D-F) apresentam um
maximo local por volta de 0,5 nm™ e outro entre 1,5 e 2,0 nm™, o que aponta para estruturas
globulares com uma pequena extensdo. Além disso, a inclinacdo positiva a partir de g = 2,5 nm-

! em todas as concentragbes medidas para os trés diferentes complexos indica a presenca de
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pequenas regides flexiveis, provavelmente devido a presenca de grandes al¢as apontando para
a superficie.

Os graficos de Guinier para amostras mais concentradas apresentam uma maior
inclinacdo, o que indica possivel formacdo de (hetero-)oligdmeros maiores em solucéo.
Portanto, o célculo de Rgq foi realizado apenas para os resultados de concentracdo mais baixa
para cada ndcleo Sm de T. brucei. Entretanto, como os dados a mais alta concentracdo tém
maior relacdo sinal/ruido, estes foram usados para o calculo das curvas de distribuicdo de
distancias. Como se observa na Figura 2.34, as curvas p(r) apresentam um maximo na regiao 4
nm < r <5 nm. Além disso, verifica-se uma assimetria na curva, o que indica uma assimetria

na estrutura quaternéria dos complexos.
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Figura 2.34 — Curvas de distribuicdo de distancias (p(r)) para os complexos Sm A-1, B-2 e C-3.
Fonte: Elaborada pelo autor usando o programa Origin PRO 8.0 (Origin Lab Corporation).
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A Tabela 2.9 mostra os parametros estruturais obtidos para os trés complexos Sm de T.
brucei a partir dos dados de SAXS, em comparacdo com aqueles estimados para os modelos

obtidos por homologia descritos na se¢do 2.4.7.

Tabela 2.9 — Parametros estruturais calculados por SAXS, cromatografia de exclusédo molecular analitica e
a partir dos modelos de estrutura 3D dos complexos Sm de T. brucei.

Ndcleo Sm 1 Nucleo Sm 2 Nucleo Sm 3
Parametros estruturais

1(0) (10-2cm? mg~1)/C, Guinier 4,74 +0,01 4,25+ 0,04 4,75 + 0,03
1(0) (102cm? mg~1)/C, GNOM 4,52 + 0,04 4,21+0,03 5,20 + 0,04
Rg (nm), Guinier 3,63+0,01 3,37+£0,01 3,90+ 0,02
Ry (nm), GNOM 3,31+0,01 3,31+0,01 3,95+ 0,02

Dimax (M) 10,6 10,5 12,9

Volume de Porod (nmd) 158,50 131,0 189,3

Parametros estruturais obtidos a partir dos modelos

Ry (nm), Ry (nm)* 2,86 (3,72) 29,4 (38,2) 3,21 (4,17)
Dimax (nm) 9,51 9,60 12,00
Volume de Porod (nmd) 140,4 140,0 154,5
Volume DAM (nmd) 162,5 151,9 185,5
Volume seco (nm®)** 91,7 95,1 104,8

Parametro estrutural obtido a partir de cromatografia de exclusdo molecular

Ry (nm) 39408 34+07 39+1,0

*Raio hidrodindmico estimado a partir da seguinte relagéo: Ry = 1,3 Ry
** Calculado a partir das sequéncias de aminoacidos (massa molecular predita) de cada complexo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Observa-se, na Tabela 2.9, que a variagdo entre os valores de raio de giro obtidos para
cada complexo Sm pela aproximagdo de Guinier e pelo programa GNOM?%® é de menos que
5%. Observa-se, também, que o nucleo 3, que possui a variagdo SSm4/SmB, tem um raio de
giro maior que os outros complexos, o que esta de acordo com a presenga da proteina SSm4 no
lugar da proteina SmD3, ja que a proteina SSm4 é consideravelmente maior que SmD3 e
Sm16,5K.
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Por meio do programa CRYSOLZ®, foi possivel comparar as curvas de espalhamento
preditas para os modelos de estrutura quaternaria dos complexos Sm de T. brucei com as curvas
de espalhamento experimentais. O valor da discrepancia y entre a curva experimental e a curva
teorica foi de 6,7 para o nucleo Sm 1, 6,6 para o nucleo Sm 2 e 7,6 para o nicleo Sm 3. Deste
modo, optou-se por seguir com refinamento de corpo rigido no programa SASREF?% e o
resultado foi y igual a 4,9 para o ncleo Sm 1 e 4,8 para o0 ndcleo Sm 2, sendo que néo foi
possivel refinar o modelo do nucleo Sm 3 (Figura 2.35). Quanto mais proximo de 1, mais
semelhante é a curva tedrica com a experimental.

Foram realizadas 10 reconstrucdes ab intio independentes assumindo simetria P1 no
programa DAMMINZ®, que foram promediadas no programa DAMAVER?’. Os modelos
gerados para os envelopes moleculares dos trés complexos Sm foram alinhados com seus
respectivos modelos de estrutura quaternaria, usando o programa SUPCOMB?*® (Figura 2.35),
onde a discrepancia espacial normalizada (do inglés, normalized spatial discrepancy, NSD) é

minimizada.
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continuagdo
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Figura 2.35- Envelopes moleculares dos complexos Sm de T. brucei. A, B e C- Comparacéo entre curvas de
espalhamentos experimentais e aquelas preditas para os modelos dos complexos 1,2 e 3,
respectivamente, geradas pelo programa CRYSOL?* e pelo programa DAMMINZ%, Os envelopes
moleculares médios gerados pelo programa DAMMIN?3 para os complexos 1, 2 e 3 s&o mostrados
a direita. Visualizacdo gerada pelo programa PyMOL(Schrédinger, LLC). S8o representados o
envelope de SAXS (cinza) para cada complexo e as proteinas Sm (SmD3, Sm16,5K e SSm4 — azul,
SmG - roxo, SmE — verde, SmF — azul-claro, SmD2 — amarelo, SmD1 — laranja e SmB ou Sm15K
— vermelho). As setas vermelhas indicam a regido do envelope molecular onde pode ser modelada
a regido C-terminal de SSm4.

Fonte: Elaborada pelo autor usando os programas Origin PRO 8.0 (Origin Lab Corporation) (A-C)
e PyMOL (Schrédinger, LLC) (D-F).

Observa-se, na Figura 2.35, uma boa sobreposicdo entre os modelos obtidos por
modelagem comparativa de todos os complexos Sm de T. brucei e 0s respectivos envelopes de
SAXS, bem como um bom alinhamento entre as curvas de espalhamento experimental e a
curvas de espalhamento tedricas destes modelos. No caso do ncleo Sm 3, a maior discrepancia
entre os dados pode ser devida a modelagem pouco precisa da regido C-terminal da proteina
SSm4, predita como hélice-o, porém com baixa identidade de alinhamento com a proteina
SmD3 de T. brucei. Esta regido pode ser verificada na Figura 2.35-C, onde ha espaco para o
enovelamento de estruturas em forma de hélice-a.

Os valores minimos de NSD para o alinhamento dos modelos dos nucleos Sm 1, 2 e 3
nos respectivos envelopes de SAXS foram iguais a 1,3, 1,4 e 1,8, sendo que quanto mais
proximo de zero, mais similares os modelos. A discrepancia entre as estruturas de modelagem
comparativa e os envelopes resultantes é devida as regides cujo alinhamento nédo existe ou é
pobre, que foram excluidas dos modelos obtidos por modelagem por homologia e resultaram

em buracos nos envelopes (Figura 2.35).
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A comparacdo dos envelopes de SAXS dos trés nicleos Sm variantes de T. brucei com
as estruturas da tri-snRNP U4/U6.U5% e do complexo do spliceossomo que contém o intron na
forma de lago (p6s-spliceossomo)®* de leveduras, recentemente resolvidas por criomicroscopia
eletrénica, indica as regides onde as variacdes nos anéis Sm de T. brucei devem se posicionar.
Para tal, assume-se a conservacao evolutiva da estrutura dos complexos do spliceossomo. A
sobreposicao do envelope molecular do anel Sm 3 com a regido que interage com o SnRNA U4
na extremidade esquerda da tri-snRNP U4/U6.U5 (que corresponde ao corpo do spliceossomo)
revela que existe uma regido do envelope que néo se alinha com proteinas Sm (Figura 2.36-A,
superficie colorida em rosa). Acredita-se que esta regido corresponde as algas extras e estruturas
de hélice-a ndo modeladas das extremidades N- e C-terminal de SSm4. Esta regido encontra-se
em contato direto com a extremidade C-terminal de U5-200K e, possivelmente, na regido de
interacdo entre U5-220K e U5-116K (Figura 2.36-A).

Por outro lado, as proteinas Sm do ndcleo 1 (canbnico) interagem diretamente com U5-
116K, na base do corpo de tri-snRNP U4/U6.U5 e do spliceossomo. A regido extra do envelope
molecular obtido por SAXS apresenta sobreposi¢cdo com o0 SnRNA U5 em ambas as estruturas
(Figura 2.36-A, superficie colorida em verde claro), o que indica que as alcas flexiveis de SmD3
e SmB (ndo modeladas) devem atuar na estabilizacdo da estrutura desta molécula de RNA. Ja
o0 envelope de SAXS do nucleo 2, variante em T. brucei, foi localizado na regido do braco 1 do
spliceossomo (Figura 2.36-B, superficie colorida em vermelho). A regido extra no envelope
molecular referido, que corresponde as alcas de Sm16,5K e Sm15K ndo modeladas, apresenta
sobreposicdo com a regido N-terminal da proteina U2A’. Este resultado indica que esta regido
de U2A’ pode interagir diretamente com Sm16,5K e Sm15K (Figura 2.36-C), para a
estabilizacdo da estrutura de SnRNP U2,
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Figura 2.36 —Sobreposicdo dos envelopes moleculares dos complexos Sm de T. brucei nos modelos de tri-

snRNP U4/U6.U5 e do complexo spliceossomo que contém o intron na forma de lago. A- Parte
da estrutura de criomicroscopia de tri-snRNP de S. cerevisiase esta representada (Brr2 em vermelho,
Prp8 em cinza, Snull4 em verde e proteinas Sm/LSm em azul, snRNAs U4, U6 e U5 em azul. O
envelope molecular do ndcleo Sm 3 de T. brucei esta representado em rosa e do ncleo Sm candnico
(de snRNP U5) é mostrado em ciano. B- Representacdo da estrutura de criomicroscopia do
spliceossomo que contém o intron na forma de laco, em cinza. O envelope molecular do ndcleo Sm
2 de T. brucei é apresentado em rosa, e 0 nicleo Sm canénico (de snRNP U5), em ciano. Os SnRNAS
U2, U4, U6 e U5 sdo mostrados em azul. C- Regido de snRNP U2 do spliceossomo. Apresenta-se,
ainda, a sobreposicédo da estrutura do ntcleo Sm de levedura com aquela modelada para T. brucei,
juntamente com o envelope molecular deste complexo. As estruturas cristalograficas de
U2A’/U2B’’ também foram sobrepostas, evidenciando-se as possiveis regides de interacdo com
snRNA U2 e com proteinas Sm.

Fonte: Elaborada pelo autor a partir de estruturas publicadas por Nguyen et al®*; Yan et al®.

Finalmente, o calculo da massa molecular de cada complexo a partir dos dados de SAXS

pelo primeiro método, que utiliza a curva de espalhamento em escala absoluta, resultou em

valores subestimados, enquanto que o segundo método, pelo programa SAXSMoW?#, resultou

em valores superestimados. Nota-se que os resultados obtidos para massa do nicleo Sm 2 se

aproximam mais do valor esperado, assim como se observou para a massa calculada a partir

dos dados de cromatografia de exclusdao molecular.
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Tabela 2.10 — Comparacgdo entre massas moleculares calculadas por SAXS, cromatografia de exclusédo
molecular e a partir das sequéncias de aminoacidos dos complexos Sm de T. brucei.

NdcleoSm1  NuacleoSm2  Ndcleo Sm 3

MMexperimenaia (KDa) 66,0 (-13%) 59,1 (-25%) 66,1 (-24%)
MMexperimentatg (kDa) 99,1 (30%) 79,4 (1%) 97,8 (13%)
MMexperimentaic (kDa) 81,2 (7%) 76,0 (-4%) 92,8 (-9%)

MM cromatografia de Exclusio Moleculer (KD@) 99 % 40 (30%) 73 +30 (-7%) 102 + 40 (19%)

MMpregita (KDa) 75,8 78,6 86,6

* Entre parénteses encontram-se 0s desvios relativos ao valor tedrico calculados com
A= (M Mexperimental_ MMpredita)/ MMpredita-
Fonte: Elaborada pelo autor.

2.5 Discussao

As particulas ribonucleoproteicas sdo as unidades basicas para a associa¢do do
spliceossomo no pré-mRNA. Em tripanossomatideos, a composicao do spliceossomo varia em
termos de proteinas das snRNPs e de fatores associados, que podem estar relacionados
especificamente a catélise do SL trans-splicing. As proteinas Sm formam um anel em torno de
cada snRNA e atuam como sinalizacdo para transporte nuclear de subcomplexos pré-formados
de snRNPs.2° Como a maioria das proteinas de T. brucei, as proteinas Sm apresentam baixa
identidade de sequéncia de aminoacidos com as ortélogas bem caracterizadas em humanos e
leveduras. As sequéncias reconhecidas por metilases na extremidade C-terminal, por exemplo,
ndo sdo conservadas. Entretanto, a distribuicdo de cargas de modo a resultar em uma superficie
de potencial eletrostatico positivo no interior do anel em pH fisiol6gico esta conservada,
propiciando a interacdo de uma molécula de RNA, carregada negativamente.

Dentre as proteinas especificas do spliceossomo de T. bruceli, as variagdes mais curiosas
estdo nos nuacleos de proteinas Sm das snRNPs U2 e U4. As proteinas SmD3 e SmB sao
substituidas por Sm16,5K e Sm15K na particula U2, enquanto a proteina SSm4 esta no lugar
de SmD3 na particula U4% 8, A comparacéo dos sitios de interagdo de proteinas Sm com
snRNAs publicados recentemente para snRNPs U152 e U4% de H. sapiens mostra que 0s
residuos de SmD3 humana em posicdo para interacdo com snRNA U4 sdo conservados em

SSm4 e ndo em SmD3 de T. brucei. O mesmo ndo acontece para as proteinas Sm16,5K e
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Sm15K. Entretanto, detalhes em nivel atbmico ainda sdo necessarios para a descricdo das
interagOes que mantém a estrutura de tais complexos moleculares.

Neste capitulo, os nucleos das snRNPs U2, U4 e U5 de T. brucei foram analisados.
Primeiramente, foi necessario coexpressar e copurificar por cromatografias de afinidade e de
exclusdo molecular os subcomplexos variantes SSm4/SmB e Sm15K/Sm16,5K, além dos
canonicos SmD3/SmB, SmD1/SmD2, SmE/SmF/SmG de T. brucei. O subcomplexo
U2A’/U2B’’ recombinante de T. brucei também foi copurificado. Além disso, as regides
SnRNAs U2, U4 e U5 deste organismo necessarias para interacdo com estas proteinas foram
obtidas por meio de transcricdo in vitro. Espectros de dicroismo circular confirmaram formacao
de hélice de RNA tipo A em cada caso. Modificagdes pos-transcricionais no SnRNA U2 de
eucariotos derivados, incluindo metilagdes em residuos especificos, também sdo importantes
para seu enovelamento correto e sua funcdo no spliceossomo.’®® Entretanto, nenhuma
modificacdo foi descrita para 0 ShRNA U2 de T. brucei até o momento. Adicionalmente, bandas
Unicas em eletroforese nativa eliminam a possibilidade de formacéo in vitro de oligdmeros de
RNA na faixa de concentracgdes utilizadas.

A interacdo das proteinas dos trés variantes dos nicleos Sm de T. brucei e 0s ShARNAS
U2, U4 e U5 cognatos resultou em constantes de dissociacdo da ordem de dezenas de
nanomolares, indicando energia de interacdo na mesma ordem de grandeza relatada para os
complexos Sm de H. sapiens. Além disso, observou-se que qualquer um dos trés complexos
Sm interage com 0 SnRNA U2 e a selecdo do variante correto do nicleo Sm para intera¢do com
snRNA U2 parece ocorrer a partir da interagio com U2A’/U2B’’. Experimentos de EMSA
mostraram que U2A’/U2B’’ interage com o nucleo Sm 2 (1 SmD1/SmD2 : 1 SmE/SmF/SmG
: 1 Sm15K/Sm16,5K) ja associado ao snRNA U2. Por outro lado, quando o nlcleo Sm 2 é
titulado em amostra do subcomplexo U2A’/U2B’’/snRNA U2 pré-formado, a interagdo néo é
observada. Esses resultados levam a proposicdo de um modelo de associacdo do ndcleo da
SNRNP U2 de T. brucei, em que as proteinas Sm do nudcleo 2 formam um subcomplexo com
SnRNA para entdo U2A’/U2B’’ interagem especificamente com este subcomplexo pré-formado
(Figura 2.37).

Como descrito no capitulo 1, na secdo 1.3.2.4, a formacdo de snRNP U2 de T. brucei
n&o requer a proteina SMN, que atua como cofator para a associagio dos outros nticleos Sm*2
186 ¢ ¢ um sinal para o transporte nuclear, como ja mostrado em leveduras.}*> Neste caso, a
variagdo Sm15K/Sm16,5K em T. brucei poderia atuar como sinal para tal, apesar de nenhum

experimento in vivo até 0 momento ter apontado para este cenario.
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Figura 2.37 — Modelo de biogénese de nucleos Sm de T. brucei. A associacdo das proteinas Sm aos shRNAs U4
e U5 depende da proteina SMN, que interage com SmB. Propde-se que U2A’/U2B’’ seja suficiente
para garantir a especificidade de Sm15K/Sm16,5K pelo snRNA U2 em detrimento dos sShRNAs U4
e US.

Fonte: Elaborada pelo autor a partir dos resultados do capitulo 2 e Jae et al*®,

A proteina U2B’’ de T. brucei conserva o primeiro dominio RRM para intera¢cdo com a
alca de SL4 do snRNA U2, enquanto a proteina U2A’ conserva os seis dominios LLR, que se
enovelam formando uma folha-f para interagdo direta com U2B’’. A regido N-terminal de
U2A’ possivelmente interage com as proteinas Sm16,5K/Sm15K do anel Sm pré-formado,
porém ainda ndo se conhece as interfaces de interacdo. Também ndo esta claro se a interacao
de U2A’/U2B’’ com o subcomplexo composto pelas proteinas Sm do nticleo 2 interagindo com
0 snRNA U2 ocorreria ainda no citoplasma, sendo que a proteina U2A’ de T. brucei foi
identificada majoritariamente no ndcleo.”® 249

Experimentos de cristalizacdo de amostras de reconstrucdo in vitro do nucleo Sm 2 na
presenca de snRNA foram planejados com o objetivo de se investigar esta possivel interagdo.
Entretanto, tais ensaios resultaram em cristais contendo apenas U2A’/U2B’’ de T. brucei. A
estrutura deste subcomplexo, na auséncia de snRNA, é similar aquela publicada para
U2A’/U2B’’/snRNA U2 de H. sapiens®, com até 1,0 A de rmsd entre as posicées atdmicas nas
cadeias principais correspondentes. Algumas diferencas foram observadas, principalmente na
regido de interacdo com o snRNA U2, onde a al¢a localizada entre as fitas-p2 e p3 de U2B”’
deve se movimentar para acomodar a alca da molécula de RNA.

A estrutura tridimensional das proteinas Sm na forma de sanduiche-f altamente torcido
e a estrutura quaternaria na forma de anel dos complexos Sm de T. brucei foram modeladas

com base na sua homologia com ortologas cujas estruturas sao conhecidas experimentalmente.
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Apesar da baixa identidade de sequéncia de aminodcidos, a estrutura tridimensional é bem
conservada. Foi possivel observar que as algcas L4 de tamanho variavel das estruturas das
proteinas Sm se encontram apontadas para o interior do anel. Além disso, as al¢as L4 contém
aminoacidos carregados positivamente e modulam o potencial eletrostatico no interior dos anéis
Sm para interacdo com os snRNAs em pH fisioldgico. A diferenca principal entre os trés
nacleos Sm variantes em T. brucei encontra-se nas extremidades N- e C-terminal e nas alcas
L4 das proteinas SmD3, SmB, Sm16,5K, Sm15K e SSm4. Estas regides de alcas devem estar
relacionadas a interacGes com outras proteinas para formacéo de particulas ribonucleoproteicas
estaveis no trans-spliceossomo.

Adicionalmente, a reconstrucao in vitro dos ncleos Sm na auséncia de ShRNA também
foi bem-sucedida, como observado em cromatografia de exclusdo molecular. Deste modo, foi
possivel analisar a estrutura em baixa resolucdo dos nacleos Sm por meio de experimentos de
espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS). Os parametros hidrodindmicos e de massa
molecular obtidos sd@o comparéaveis com aqueles calculados para os modelos de estrutura
quaternaria e também com os obtidos a partir de cromatografia de exclusdo molecular analitica.
O envelope molecular do ndcleo Sm 3 apresenta uma por¢do mais estendida que a dos outros
complexos, que corresponde a regido onde as extremidades N- e C-terminal da proteina SSm4
se encaixam.

A comparacdo dos envelopes de SAXS para os variantes dos ndcleos Sm com as
estruturas do tri-snRNP U4/U6.U5 e do complexo spliceossomal pds-catalitico que contém o
intron na forma de lagco publicados recentemente mostra o anel canénico interagindo com a
proteina U5-116K na base do tri-snRNP U4/U5.U6 e do corpo do spliceossomo. SmD3 e SmB
estdo em posicdes voltadas para interacdo com a hélice do snRNA U5. Por outro lado, o anel
variante que contém Sm15K e Sm16,5K encontra-se no braco 1 do spliceossomo, na entrada
do sitio ativo. As proteinas variantes apontam para U2A’, indicando possivel interface de
interacdo na regido N-terminal desta proteina. Adicionalmente, o nicleo Sm que contém SSm4
se localiza entre os dois cassetes helicase/ATPase de U5-200K, sendo que a superficie do
envelope de SAXS correspondente as extremidades de SSm4 aponta para a regido entre o C-
terminal de U5-200K e U5-220K.

Novos estudos estruturais serdo necessarios para se compreender os detalhes das
interacdes que mantém os nucleos de snRNPs de T. brucei em comparacdo com aquelas
observadas no spliceossomo do hospedeiro humano, na busca por pequenas moléculas

moduladoras seletivas e especificas para as variagdes dos nicleos Sm de tripanossomatideos.
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CAPITULO 3

ANALISE BIOQUIMICA DA PROTEINA U5-200K DE
T. brucei E DE SEUS PARCEIROS DE INTERACAO:
IMPLICACAO NA BIOGENESE DE snRNP U5

Neste capitulo serdo apresentados os resultados de expressdao homéloga de U5-200K de T.
brucei completa e truncada no seu cassete helicase/ATPase N-terminal ligadas a uma extensao
C-terminal de epitopos de proteinas A e C para purificagdo em tandem. As proteinas
copurificadas indicam a formacao de um subcomplexo de snRNP U5 ainda no citoplasma entre
U5-220K, U5-200K, U5-116K, U5-40K e U5-Cwc2l. Este € um ponto de diferenca
fundamental entre a biogénese de SnRNP U5 em T. brucei e em leveduras, ja que este organismo
ndo conserva a proteina Aar2, responsavel por regular a entrada de U5-200K na particula U5.
As células de T. brucei que expressam um dos alelos do gene desta proteina na sua forma
truncada apresentam um pequeno defeito de crescimento. Também se observa efeito negativo
no processamento de pré-mRNA por SL trans-splicing.
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3.1 Introducéo

3.1.1 U5-200K e a ativacao do spliceossomo

O centro catalitico do spliceossomo é composto pelo di-snRNA U2/U6, que interage
com os substratos de maneira a posiciona-los para a as duas reacfes de transesterificacdo, e 0
estrutura ISL no sSnRNA US6, que se encontra adjacente e coordena dois ions Mg?* (M1 e M2)
que estabilizam os grupos abandonadores das reacdes de substituicdo nucleofilica do tipo SN2.
Entretanto, nenhuma das duas estruturas esta pré-formada no complexo A do spliceossomo,
como descrito no capitulo 1 (se¢éo 1.3).5%: >4 59 94-95,250

O snRNA U6 encontra-se, no complexo B, extensivamente pareado com o SnRNA U4
nas regides SL1 e SL2 dentro da tri-snRNP U4/U6.U5. Portanto, uma etapa fundamental na
ativacdo do spliceossomo € o despareamento do di-snRNA U4/U6, liberando snRNA U4 e
permitindo o pareamento dos snRNAs U6 e U2 no complexo B*. A enzima U5-200K
(conhecida como Brr2 em levedura) tem funcdo helicase e utiliza energia da hidrolise de ATP

para induzir a dissociacdo do duplex de SnRNAs U4/U6.>" 118 251-252

3.1.2 U5-200K — estrutura e funcéo helicase

A proteina U5-200K é classificada no subgrupo de helicases similares a Ski2 da
superfamilia SF2, sendo também conhecida como uma RNA helicase que contém o motivo
DExD/H.5"8 As estruturas tridimensionais de U5-200K de H.sapiens e de Brr2 de S.
cerevisiae sao caracterizadas por conservar as seguintes regides (de acordo com a nomenclatura

descrita na literatura, Figura 3.1):

a. Regido N-terminal, que consiste de duas estruturas: um dominio conhecido como
plugue, composto de dois grampos de cabelo a, ¢ o dominio PWI, conectado aos
elementos vizinhos por meio de algas flexiveis. Ambos os dominios plugue e PWI estdo
separados por um gancho intercassete (IC) com conformagéo estendida e uma dobra de
90° no centro. Um segundo gancho, conhecido como gancho N-terminal (NC), separa o

dominio PWI da regifo N-terminal do cassete helicase/ATPase 1.5 118, 253-254
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b. Dois cassetes helicase/ATPase/Sec63 em tandem - cada cassete € composto por seis
dominios: dois dominios RecA seguidos dos dominios WH (do inglés, winged helix), e
os dominios catraca, HLH (do inglés, helix-loop-helix) e FN3 (do inglés, fibronectin3-
like). Os trés primeiros dominios sdo referidos como cassete helicase/ATPase e 0s trés
ultimos sdo referidos como dominio Sec63. Os dominios WH, catraca e HLH séo
similares aos conservados na DNA helicase Hel308.2°° Além disso, os dominios RecAl,
RecA2, WH e catraca estdo arranjados em forma circular formando, respectivamente, a
base e 0 topo de um tdnel para acomodar uma fita de acido nucleico. Um grampo de
cabelo B que se estende de RecAl até o dominio catraca tem funcdo de separar duas
fitas de acido nucleico. O dominio HLH, por sua vez, esta posicionado entre catraca e
FN3.57’ 118

A

Plufue PWI RecAl RecA2 WH Catraca HLH FN3 RecAl RecA2 WH Catraca HLH FN3

! |

N-terminal helicase/ATPase Sec63 helicase/ATPase Sec63

Cassete helicase /ATPase/Sec63 N-terminal  Cassete helicase/ATPase/Sec63 C-terminal

Figura 3.1- Arquitetura de dominios de U5-200K. A- Representacdo esquematica de dominios conservados em
U5-200K. B- Representagdo da estrutura tridimensional de U5-200K de H. sapiens (cédigo PDB
4KIT) mostrando as regifes N-terminal e os cassetes helicase/ATPase/Sec63 N- e C-terminais,
utilizando 0o mesmo codigo de cores de A-. As regides N-terminal e cassete N-terminal sdo
representados como cartoon e a regido cassete C-terminal pe representada como superficie.

Fonte: Adaptada de SANTOS et al>’; NGUYEN et al*®8,
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As regibes a. e b. (Figura 3.1) s&o essenciais para splicing eficiente e viabilidade celular,
sendo que a regido N-terminal € necessaria para associacao estavel de U5-200K a tri-snRNP
U4/U6.U5. Santos et al®” mostraram, recentemente, que o cassete helicase/ATPase C-terminal
de Brr2 apresenta atividade de ligacdo a ATP, porém n&o é capaz de hidrolisar o nucleotideo,
ja que ndo conserva todos os residuos de aminoécidos necessarios para tal funcdo. Entretanto,
a atividade ATPase no cassete N-terminal é aumentada na presenca do cassete C-terminal.
Deste modo, apoiados por experimentos in vitro de interacdo com snRNAs e atividade
ATPase/helicase de mutantes de Brr2, os autores propdem, para este segundo cassete, um papel
de regulacéo da atividade do primeiro cassete helicase/ATPase.>” 118

As mutacbes em U5-200K de H. sapiens que estdo relacionadas a retinite pigmentosa
descrita no capitulo 1 (1.4.1.1) ocorrem em dois conjuntos de residuos de aminoéacidos, sendo
um deles (R681C, P681H, VV683L e Y689C) localizado entre os dois dominios RecA do cassete
N-terminal, e o outro (S1087L e R1090L) situado na regido de catraca, também no dominio
Sec63 N-terminal. Tais mutages estdo relacionadas a diminuicdo na atividade catalitica de U5-
200K e, consequentemente, do spliceossomo, como causa da doenga.>” 118

A proteina U5-200K é descrita como membro da snRNP U5 juntamente com U5-220K
(hPrp8), U5-116K (hSnu114), U5-102K (hPrp6), U5-100K (hPrp28), U5-52K (hLin1), U5-40K
e U5-15K (hDib1) em H. sapiens e se mantém nesta particula quando ela se associa a di-snRNP
U4/U6 para formacdo de tri-snRNP U4/U6.U5 e dos complexos do spliceossomo, como
descrito no capitulo 1 (secdo 1.3.3). As estruturas de criomicroscopia eletrdnica de tri-snRNPs
U4/U6.U5 de levedura® e H. sapiens®® mostram a proteina U5-200K em posicdes
completamente diferentes. A proteina Brr2 de S. cerevisiae encontra-se ligada ao dominio Jabl
de Prp8 (U5-220K), que interage com o dominio EM desta mesma proteina, e ao nucleo de
proteinas Sm de sSnRNP U4 em uma regido localizada a cerca de 20 nm de distancia da posicao
em que U5-200K é encontrada na tri-snRNP U4/U6.U5 de H. sapiens. Nesta ultima estrutura,
o0 cassete C-terminal (b.) de U5-200K interage com Snull4 e Sadl, enquanto sua regido N-
terminal (a.) interage diretamente com o dominio RNase H de U5-220K e com hPrp6.5" 94 118
250

O di-sRNA U4/U6 tem as extremidades 3’ livres como fita simples e ambas poderiam
ser substrato para a helicase. Entretanto, tais extremidades estdo oclusas em interagdo com outro
snRNA formando uma estrutura de grampo de cabelo e/ou interagindo com proteinas Sm. O
mecanismo de reconhecimento da extremidade correta por meio da proteina U5-200K ainda

n&o e conhecido. A estrutura da proteina Brr2 de S. cerevisiae presente na tri-snRNP U4/U6.U5
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resolvida por criomicroscopia eletronica® mostra que a proteina esta ligada a extremidade de
fita simples do SnRNA U4. Nesta estrutura, a separacéo entre os dominios RecA do cassete N-
terminal € mais alargada e o separador na forma de grampo de cabelo  encontra-se proximo a
regido de fita dupla entre os SNRNAs U4 e U6.%

Antes da ativagdo do spliceossomo, U5-200K j& encontra seu substrato na tri-snRNP
U4/U6.U5. A proteina Prp8 (U5-220K) compete pela ligacdo ao SnRNA U4 por meio do seu
dominio RNase-H, enquanto a extensdo C-terminal do seu dominio Jabl ocupa a entrada do
tinel formado pelos dominios RecAl-A2 e WH na proteina U5-200K. Além disso, a regido N-
terminal desta proteina pode apresentar atividade de autoinibicdo, competindo pela ligacdo ao
snRNA no dominio plugue e restringindo a flexibilidade conformacional da regido helicase
devido a ligacdo do gancho intercassete e do dominio PWI. A proteina Sadl, necessaria para a
formacdo de tri-snRNP U4/U6.U5, deve estar relacionada a estabilizacdo deste estado de
autoinibigdo. Adicionalmente, a provavel atividade GTPase da proteina U5-116K (hSnull4)
tem sido relacionada a ativacdo de U5-200K, porém o mecanismo molecular ainda ndo esta
Clar0.57' 94, 118, 250

Outro ponto de regulacdo de U5-200K esta na prépria biogénese da particula U5, ja que
o fator de splicing Aar2 a substitui no complexo pré-snRNP U5 ainda no citoplasma, como
descrito no capitulo 1 (se¢do 1.3.2.4). O sinal para que Aar2 ceda seu lugar a proteina Brr2 na

particula U5 ja no nicleo da célula é a fosforilagdo da primeira proteina.>” 118
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3.1.3 U5-200K de T. brucei

Poucos dados estdo disponiveis em relacdo a U5-200K de tripanossomatideos
(Th927.5.2290). Dois trabalhos identificaram simultaneamente a proteina em T. brucei
utilizando ferramentas de bioinformatica.?% ¢%-61.192 D3 Silva e colaboradores'®? confirmaram a
localizagdo de U5-200K de T. brucei no nucleo celular, onde o spliceossomo realiza sua funcao,
e todos os sSnRNAs foram coimunoprecipitados, provavelmente por interagdo entre complexos
U5-snRNP e outras snRNPs, 2% 102

A arquitetura de dominios da proteina U5-200K de T. brucei, analisada em detalhes na
secdo 3.4.1, apresenta variacdo com relacdo as ortdlogas de H. sapiens e S. cerevisiae. Além
disso, a proteina Aar2 ndo foi identificada em T. brucei e 0 mecanismo de biogénese de SnRNP

U5 ndo é conhecido. 20 60-61.102

3.2 Objetivos

Dado o acimulo de informacdo a respeito da proteina U5-200K de H. sapiens e S.
cerevisiae nos ultimos dois anos, em detrimento da ortéloga de T. brucei, os objetivos
especificos do trabalho descrito neste capitulo sdo:

a. Analisar os parceiros de interacdo de U5-200K de T. brucei completa e de seu cassete
helicase/ATPase N-terminal, em comparacdo com ortélogas de H. sapiens e S.
cerevisiae.

b. Determinar a localizacdo celular dos produtos recombinantes.

c. Analisar o efeito do truncamento da regido C-terminal da proteina no mecanismo de

splicing.
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3.3 Materiais e métodos

3.3.1 Anélise da sequéncia de amino&cidos da proteina U5-200K de T. brucei

A andlise de dominios conservados na sequéncia de aminoacidos da proteina U5-200K
de T. brucei foi feita por meio do servidor SMART® e o alinhamento mdltiplo com sequéncias
homologas de H. sapiens e S. cerevisiae foi gerado por meio do programa Clustal Omega'®*.
Adicionalmente, a ferramenta PROTPARAM do servidor Expasy'®? foi usada para estimativa
de propriedades fisico-quimicas. Por outro lado, a predi¢do de estrutura secundéria foi feita por
meio do servidor PSIPRED! e a anélise da estrutura terciaria de U5-200K de H. sapiens e de
Brr2 de S. cerevisiae foi feita no programa PyMOL (Schrodinger, LLC) e no servidor

PDBSum?%°,

3.3.2 Clonagem e expressdao homologa de construgbes de U5-200K em T. brucei para
experimentos de purificacdo em tandem

A técnica de purificacdo por afinidade em tandem (sigla do inglés, tandem affinity
purification - TAP) € Gtil para purificacdo de complexos proteicos em condi¢des nativas. Neste
trabalho, uma extensdo C-terminal contendo dois epitopos de proteina A de Staphylococcus
aureus e um epitopo de proteina C da vitamina K humana, separados por uma regido de
reconhecimento da protease do virus de tabaco (TEV), foi adicionada a diferentes construcdes

da proteina U5-200K de T. brucei a partir do vetor de recombinagio homéloga pC-PTP-NEQ®’.

3.3.2.1 Amplificacéo das fases abertas de leitura e clonagem em vetor pC-PTP-NEO

Oligonucleotideos foram planejados para a amplificacdo de regibes da fase aberta de
leitura da U5-200K de T. brucei de modo que o produto recombinante de expressdo homdloga
fosse uma construgdo da U5-200K completa contendo a extensdo PTP (ProtA-TEV- ProtC) na
porgdo C-terminal e um produto recombinante correspondendo ao cassete helicase/ATPase N-
terminal também contendo a extensdo PTP na sua regido C-terminal. A primeira construcao
corresponde ao intervalo da 59202 a 97142 base nitrogenada (795 pb) e os oligonucleotideos
desenhados sdo 5° GGGCCCCGTG GCGTGAGAGCGAAATTTTTG 3’ (sense) ¢ 5’
CGGCCGTCCCGC TGCAAAGGTTACGTC 3’ (antisense), enquanto que, para a segunda
construgdo, que compreende a regido de 3150 & 38492 base nitrogenada (700 pb), os
oligonucleotideos sdo 5 GGGCCCAGTACAGTCACCAGCGCGTC 3°(sense) e 5° CGGCCG
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TATTGGTGCAACCAGGTCGTG 3’ (antisense). Estdo destacados os sitios de restricdo para
as endonucleases Apal e Eagl. A amplificacdo destas regites foi feita a partir do DNA
genémico de T. brucei (capitulo 2, secdo 2.3.2) por meio de reacdo em cadeia da DNA
polimerase Phusion (Thermoscientific), de acordo com as especificacbes do fabricante, e
verificada em gel de agarose 1% corado com 0,5 pg mL™ de SyberSafe em tampdo TAE 1X.
Os produtos foram ligados, separadamente, em vetor de clonagem pJET (Thermoscientific) de
acordo com as condicOes descritas pelo fabricante e confirmados por sequenciamento no
laboratorio de biofisica do Instituto de Fisica de S&o Carlos — Universidade de S&o Paulo.

A digestdo com endonucleases de restricdo tanto destas construcfes em vetor de
clonagem (Apal e Eagl - BioLabs) como do vetor pC-PTP-NEO®’ (Apal e Notl - BioLabs)
seguiu as recomendaces do fabricante das enzimas e os produtos de digestao foram purificados
de gel de agarose 1% utilizando-se o kit Wizard® SV Gel Clean-Up System (PROMEGA),
seqguido de reacdo de ligacdo com T4 DNA ligase (Thermoscientific), de acordo com as
condigdes do fabricante. O volume total da mistura de ligacdo foi utilizado na transformacao
de celulas competentes E. coli DH50 como descrito no (capitulo 2, se¢do 2.3.2). Os plasmideos
recombinantes foram extraidos utilizando-se o kit GeneJET™ Plasmid Miniprep (Fermentas

Life Sciences).

-Sﬁz\fe | ProtA | ProtA |

Figura 3.2 — Representacdo esquemdtica do vetor
pC-PTP-NEO. Sdo mostradas as regides de
ligacdo da ORF de interesse (rosa), a

_‘ e o e }_-T extensdo PTP (verde claro) e o gene de
\ /" resisténcia a gentamicina (verde escurq).
N Fonte: Elaborada pelo autor a partir de
S PALFI etal®,
linearizagio

3.3.2.2 Transfeccdo, selecéo e verificacdo de expressdo dos produtos recombinantes

Para transfeccdo em células de T. brucei 427 na forma prociclica, o plasmideo
correspondente a construgdo recombinante U5-200K-PTP completa foi linearizado com a
endonuclease de restricdo Xcml (Biolabs), enquanto o plasmideo correspondente a construgéo
cassete N-terminal de U5-200K-PTP foi linearizado com a enzima BSpEI (Biolabs), de acordo
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com as recomendaces do fabricante. O produto linearizado foi purificado de gel de agarose
1% como descrito anteriormente.

Um total de 10 pg de plasmideo de cada construcdo foi utilizado para transfeccdo em
células T. brucei 427 na forma prociclica em fase log de crescimento (5x10° parasitas mL™?), de
acordo com o protocolo descrito por Palfi et al®’. Brevemente, um total de 7x107 células foi
centrifugado a 2.500xg por cinco minutos a 4°C, lavado e ressuspendido em 1,5 mL de meio de
eletroporacdo (trés partes de cytomix para uma parte de solucdo de sacarose tamponada —
cytomix = 120 mM KCl, 0,15 mM CaClz, 10 mM K2HPOQOg4, 25 mM Hepes, 2 mM EDTA e 5
mM MgClzem pH 7,6 e sacarose tamponada = 277 mM sacarose, 16 mM KPO4, 1 mM MgCl»
em pH 7,4). O total de DNA plasmidial linearizado (10 ug) foi adicionado a 450 pL de células
ressuspendidas em meio de eletroporacdo para cada construcdo de U5-200K. O resultado foi
submetido a eletroporacdo por dois pulsos sucessivos (1.500 V e 25 uF) separados por um
intervalo de 10 segundos no eletroporador GeneRuler Il (BioRad). O produto foi transferido
para 10 mL de meio de cultura SDM79%7 (suplementado com 10% (v/v) soro fetal bovino, 5
mg L hemina e 100 mg L de mistura penicilina/estreptomicina) contendo 20 ug mL™* de
gentamicina. Um volume de 250 uL de produto foi pipetado em placa de 96 pocos para a selecao
de parasitas recombinantes, os quais foram transferidos para 10 mL de meio SDM-79%%
suplementado contendo, nesta etapa, 40 pg mL™ de geneticina (G418).

Apo6s transfeccdo, ocorre a recombinacdo homdloga, como apresentado
esquematicamente na Figura 3.3. O resultado esperado é de que um dos alelos do gene que
codifica para U5-200K no genoma de T. brucei receba a extensdo PTP na sua extremidade C-
terminal, de modo que resulte em dois clones, sendo que um deles expressa homologamente a
proteina U5-200K-PTP completa e outro a proteina que consiste da regido do cassete N-

terminal da mesma proteina ligado a extensdo PTP em sua extremidade C-terminal.
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A
‘Regiao daORF| PP ——J- |
- H US-200K ey
Produto da recombinacdo homéloga
_ H U5-200K [Regido da ORF| prp  —J— |-
U5-200K - PTP
B
Regido da ORF| PP —— - |
- US-200K N

Produto da recombinacdo homéloga

M [Regizo da orr| pre — -] -

Cassete N-terminal de U5-200K-PTP

Figura 3.3 — Representacdo esquematica dos produtos de recombina¢do homéloga. A- U5-200K-PTP
completa. B- Regido N-terminal + cassete helicase/ATPase/Sec63 N-terminal de U5-200K-PTP
(incluindo regido N-terminal).
Fonte: Elaborada pelo autor.

O contetido de DNA gendmico das populagbes clonais de T. brucei foi extraido pelo
mesmo método empregado na secdo 2.3.2 para avaliacdo da inserc¢do correta dos fragmentos
lineares das construcGes em pC-PTP-NEO. Para tal, foram utilizados dois oligonucleotideos
iniciadores especificos, sendo que um deles pareia com a sequéncia da proteina C (protC-TAP3’
- (5’-TCGCTAGCAGTAGTTGGAATATCATATTTCCCA TCAATAAGACGAGG-3’) e o
outro com uma regido de U5-200K fora da sequéncia contida no fragmento linearizado
(conhecido como iniciador 5’-out - 5> GCTGTCGAACCTCAACTGCTG 3’ para a construgao
completa de U5-200K-PTP, ¢ 5° TCCTTCGTGCTCTTTATGAG 3’ para a construgdo
contendo apenas o cassete N-terminal).

A confirmacédo da expressdo homologa de U5-200K-PTP e do seu cassete N-terminal-
PTP recombinantes foi feita por meio de Western Blotting. O sedimento correspondente a
centrifugacdo de 1 mL de cultura de T. brucei na fase logaritmica de crescimento (5 minutos a
2.500xg/temperatura ambiente) foi ressuspendido em 40 puL de tampdo de amostra (5X) e

fervido por cinco minutos, sendo que apenas 10 pL do produto foi aplicado em SDS-PAGE
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10% (180V/1 h). As bandas de proteina foram transferidas para membrana de nitrocelulose
(100 V/1h — Mini Trans-Blot® Cell - Biorad), em tampao de transferéncia gelado (25 mM Tris,
192 mM glicina, 20% metanol gelado e agua milli-Q para completar 1 L de tampdo). Em
seguida, a membra foi bloqueada com 5% (m/v) leite dissolvido em PBST 1x (PBS 1x, 0,1%
Tween20) sob agitacdo por uma hora a temperatura ambiente. Foi adicionado anticorpo
primario anti-proteina A (Sigma) em diluicdo 1:4000 em PBST 1x/leite 2% por duas horas sob
agitacdo a temperatura ambiente, seguido de trés lavagens com o mesmo tampé&o. Finalmente,
a membrana foi incubada com anticorpo secundario anti-lgG de coelho (KPL) em diluicdo
1:5000 por uma hora sob agitacdo a temperatura ambiente. Apds mais trés lavagens com mesmo
tampdo, seguiu-se com revelacdo em solucdo de luminol (6 mL de solugdo contendo 0,01M
Tris 1M pH 8,5, 90 mM de &cido p-cumatico e 250 mM de luminol adicionados de 20 uL de
H20>) e observacdo no equipamento C-Digit (Li-COR).

3.3.2.3 Curvas de crescimento

O crescimento das culturas de celulas recombinantes a 26°C foi acompanhado em
comparacdo a cultura de T. brucei cepa 427 selvagem na forma prociclica. A contagem de
parasitas foi realizada periodicamente em cimara de Neubauer®® e a andlise estatistica
comparativa do crescimento das culturas foi feita por meio do teste T de Student?°. Neste teste
paramétrico, comparam-se as médias dos numeros de células contadas para cada condicdo
diferente e em cada ponto da curva de crescimento, dados os desvios padrdes de cada medida,
com base na hipotese de que as médias sdo diferentes para cada condi¢cdo. A hipotese nula é a
condicdo de igualdade entre as médias. Sao considerados significativos aqueles resultados com

95% (p<0,05) de probabilidade de refutarem a hipétese nula.

3.3.3 Purificacdo dos produtos recombinantes e analise dos parceiros de interacdo por
espectrometria de massas

Um total de cinco litros de cultura de T. brucei recombinante, cultivados em meio de
SDM79%" suplementado até atingir a sua fase logaritmica de crescimento (~108 células), foi
centrifugado por 10 minutos a 3.300xg a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
lavado por duas vezes em 40 mL de tampdo conhecido como tryps wash gelado (secéo 2.3.2 do
capitulo 2). Em seguida, o sedimento foi lavado novamente com 30 mL de uma solucéo também

conhecida como tampao de transcri¢do (150 mM sacarose, 20 mM L-glutamato de potassio, 20
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mM Hepes/KOH pH 7,7e 3 mM MgCl.) e ressuspendido na proporcéo 1 volume de sedimento
: 1 volume de tampdo de transcri¢do gelado. O resultado foi incubado por 30 minutos no gelo.
Apos esta etapa, um comprimido de coquetel de inibidores de proteases (mini complete™, livre
de EDTA, Roche Diagnosis Ltda) e 1:1000 (v:v) de DTT (1M) foram adicionados de acordo
com o volume de células ressuspendidas. As células foram lisadas mecanicamente em prensa
francesa (Thermoscientific) em seis ciclos de 2.000 psi (um minuto cada). O lisado celular
(conhecido como Y4) correspondente a cada constru¢do recombinante foi aliquotado em
fracdes de 1 mL e congelado em nitrogénio liquido e mantido a -80°C por até seis meses.

Para purificagdo, 10 amostras correspondentes a cada construgdo de U5-200K foram
descongeladas e cada uma foi misturada com 100 uL de tamp&o de extragdo gelado (20 mM
Tris/HCI pH 7,7, 150 mM KCI, 3 mM MgClz, 0,5 mM DTT, 1% Tween20). O produto foi
incubado no gelo por 20 minutos, sendo invertido por 3 vezes a cada cinco minutos. Os tubos
foram entdo centrifugados a 21.000xg por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
cuidadosamente transferido para novo tubo previamente gelado, onde foi adicionado meio
comprimido de coquetel de inibidores de proteases (mini complete™, livre de EDTA, Roche
Diagnosis Ltda). O produto foi aplicado em coluna 260 uL de resina 1gG sepharose Fast Flow
(GE) previamente equilibrada com 50 mL de tampé&o PA-150 (20 mM Tris/HCI pH 7,7, 150
mM KCI, 3 mM MgClz, 0,5 mM DTT, 0,1% Tween20) e mantido sob rotagdo por duas horas
em camara fria. A resina foi lavada com mais 15 mL de tampao PA-150. Em seguida, foram
adicionados 2 mL de tampao de protedlise (20 mM Tris/HCI pH 7,7, 150 mM KCI, 3 mM
MgClz, 1 mM DTT, 0,1% Tween20) e 300 U de de TEV protease (Invitrogen), mantidos sob
rotacdo por 16 horas a 4°C.

O eluato obtido apds protedlise com TEV para cada construgdo de U5-200K-PTP foi
coletado. Foram adicionados 4 mL de tampéo conhecido como PC-150 (150 mM KCI, 20 mM
Tris/HCI pH 7,7, 3 mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 0,1% Tween20 e 1 mM CaCly) e coletados.
Foram ent&o adicionados 7,5 uL de CaCl, (1 M) e 500 puL de solucéo de coquetel de inibidores
de proteases (meio comprimido em tamp&o PA-150) e o contetdo foi adicionado a 260 uL de
resina contendo anticorpos monoclonais anti-proteina C imobilizados (Roche), previamente
equilibrado com 50 mL de tamp&o PC-150. O produto foi mantido sob rotagdo por duas horas
em camara fria. Em seguida, a fracdo ndo ligada correspondente a cada purificacdo foi coletada
e a resina foi lavada com mais 30 mL de tampéao PC-150, mantendo sob rotagdo por 10 minutos
a cada 10 mL de lavagem. Finalmente, foram adicionados 600 uL de tampé&o de elui¢do (5 mM
Tris/HCI, 10 mM EGTA, 5 mM EDTA, 0,01 mg mL™ leupeptina) e o produto foi deixado sob

rotacdo por mais 5 minutos a temperatura ambiente. Apés a coleta do eluato correspondente, a
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etapa de eluicéo foi repetida por mais duas vezes. A Figura 3.4 apresenta um resumo das etapas
de purificacdo em tandem utilizadas.

A | U5-200K | Protc | 3t ProtA‘ ProtA \
B | U5-200K | ProtC | *"°[ ProtA | ProtA | 1gG
c | U5-200K | Protc | Anti-
ProtC
D \ U5-200K \ ProtC \

Figura 3.4 — Representacdo esquematica das etapas de purificacdo em tandem. A- Produto de expressdo
recombinante. B- Ligac&o a resina de IgG sepharose (GE). B- Ligac&o a resina com anticorpos anti-
proteina C (Roche) imobilizados apds digestdo com protease TEV. D- Eluigdo com tampéo contendo
EGTA/EDTA.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As amostras coletadas em cada etapa foram submetidas a SDS-PAGE 10% corado com
Sypro®Ruby (Thermoscientific). No caso do eluato da resina contendo anticorpo anti-proteina
C, adicionou-se 15 uL de resina StrataClean (Agilent), que foi mantida por 20 minutos sob
rotacdo em contato com as amostras de interesse, e centrifugada por cinco minutos a 3.000xg.
O sedimento foi ressuspendido em 10 pL de tampao de amostra (5X), fervido por cinco minutos
e todo o conteudo foi aplicado no mesmo gel. A visualizacdo do resultado foi feita em
TYPHOON TRIO (GE). Em seguida, as bandas foram recortadas do gel, congeladas a -20°C e
enviadas para analise por espectrometria de massas no laboratério da Dra. Julia Chagas Pinheiro
da Cunha no Centro de Toxinas, Resposta-Imune e Sinaliza¢do Celular do Instituto Butantan,
em Séo Paulo.

As bandas foram descoradas por trés horas a temperatura ambiente com solucdo de
metanol 50% e &cido acético 5% em agua milli-Q, para se remover o SDS. Em seguida, 0s
fragmentos de gel foram desidratados com 100% acetonitrila por cinco minutos, a qual foi
evaporada a vacuo. O resultado foi reduzido pela adi¢do de 10 mM DTT, incubando-se por 30
minutos a temperatura ambiente, e as amostras foram alquiladas pela adi¢ao de 30 pL de
solugédo iodoacetamida (50 mM de iodoacetamida em solugdo de 100 mM bicarbonato de
amonio) por 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, os fragmentos foram lavados com

100 mM bicarbonato de amonio por 10 minutos e desidratados novamente com 100%
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acetonitrila e reidratados com 100 mM bicarbonato de amdémonio. Este procedimento foi
repetido por mais uma vez e os fragmentos desidratados resultantes foram proteolisados com
50 ng uL! tripsina (Sigma) em solucio de 50 mM bicarbonato de aménio durante 16 horas a
4°C.

As amostras proteolisadas, adicionou-se solugio 5% de acido férmico de modo a se
recobrir todo o gel, e incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos coletar o
sobrenadante, foi adicionada mais solucdo 5% acido férmico em 50% acetonitrila, incubando-
se novamente a temperatura ambiente por 10 minutos. As amostras resultantes foram
evaporadas a vacuo e ressuspendidas em 0,5% acido formico e dessalinizadas em resinas do
tipo zip-tip (Millipore).

O experimento de espectrometria de massas das amostras resultantes foi realizado em
LTQ-Orbitrap Velos (ThermoScientific), a 1,9 kV e 200 °C, em modo de aquisi¢do dependente
dos dados, com cobertura de 200 a 2000 m/z e resolucdo de 3.000 Da. Os dados foram
analisados nos programas Andromeda Search engine®® e as sequéncias de proteinas foram

identificadas a partir de busca em banco de dados de sequéncias de T. brucei (TriTrypDB%3).

3.3.4 Imunolocalizacao dos produtos recombinantes

Um total de 4x10° parasitas de culturas correspondentes a cada construgio de U5-200K
de T. brucei foram centrifugados 600xg por 10 minutos a temperatura ambiente, o sedimento
foi lavado por duas vezes em 1 mL de PBS 1X (pH 7,4, Sigma) gelado, e finalmente
ressuspendido em 100 pL do mesmo tampé&o. Gotas de 40 pL foram adicionadas a pogos de
uma lamina previamente tratada com 0,1% poli-L-lisina e mantido em repouso a temperatura
ambiente por 5 minutos para adesdo. Os parasitas foram fixados com solucdo de
paraformaldeido 2% em PBS 1X gelado, incubando-se por 20 minutos a termperatura ambiente
e lavados por trés vezes com PBS 1X gelado.

As células foram permeabilizadas com solucgdo Triton X-100 0,3% em PBS 1X gelado,
incubando-se por trés minutos a temperatura ambiente, lavadas por trés vezes em PBS 1X e
bloqueadas com solu¢do 3% BSA em PBS 1X por uma hora a temperatura ambiente. Em
seguida, as laminas foram incubadas por uma hora a temperatura ambiente com anti-proteina
A de coelho (Sigma) em diluicdo 1:40.000 diluido em solucédo de blogueio. Apds trés lavagens
com PBS 1X gelado, as células foram entdo incubadas por uma hora a temperatura ambiente
com solucdo de blogueio contendo o anticorpo secundario Alexa 594 (Invitrogen) em diluigdo

1:400 e DAPI 10 pug ml. Apos trés lavagens com PBS 1X gelado, adicionou-se vectashield
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mounting media (VectorLabs) para se evitar fotodegradacéo dos fluoroforos e as laminas foram
vedadas com esmalte. Finalmente, as laminas foram visualizadas em microscépio de
fluorescéncia ECLIPSE E600 (Nikon) com contraste de fase e com filtro para comprimentos de
onda na regido de ultravioleta e as imagens foram analisadas no programa NIS-Elements BR3.0
(Nikon).

3.3.5 Avaliagéo de produtos de cis- e SL trans-splicing por meio de RT-PCR

O total de RNA de culturas de T. brucei 427 na forma prociclica recombinantes (10 mL)
foi extraido por meio do kit NucleoSpin RNA purification (Macherey-Nagel), que inclui
tratamento com DNase | para se evitar contaminagdo dos preparos com DNA enddgeno. Em
seguida, moléculas de cDNA foram produzidas usando SuperScript I first-strand cDNA
synthesis (Thermofisher), de acordo com as especificacbes do fabricante, a partir de
oligonucleotideos randémicos e (dT)n. Os oligonucleotidicos randémicos sdo sequéncias de seis
nucleotideos que possuem todas as combinacfes de bases nitrogenadas possiveis, capaz de se
alinhar a maioria das moléculas de cDNA. Oligonucleotideos (dT)n, por sua vez, reconhecem a
sequéncia de (A)n na extremidade 3’ de transcritos maduros.

Finalmente, oligonucleotideos iniciadores especificos foram desenhados para
amplificacdo de produtos de splicing dos genes PAP (poli-A polimerase) e a-tubulina, como

representado na Figura 3.5.

Iniciadores:

A- Cis-splicing . .
cis-splicing
P1 P1 P1=5-GTGCAGCGGCACTCCCAAAAC-3' (T, =58,3°C)
[[&onil] [Teenz] = [&eni ] éon2| py-5.CGTTAAAACAGATGGACAAATC-3' (T =49,2°C)
P2 P2 SL trans-splicing
P3 =5-GAGAGTTGCTCGTGGTAGGC-3' (T, =559 °C)
B- SL trans-splicing P4 =5-GTGCATTGAACGTGGATCTG-3' (T, =518°C)
P5 P5 =5-GTAAGTGGTGGTGGCGTAAG-3' (T, =538 °C)
P3 P4 P6 = 5-TTGCTCTGTAACCTTC-3' (T, =40,8°C)
P4 P7 = 5-TCTACAGTGGCGACCTCAAC-3' (T =538 °C)

Figura 3.5 — Representacao esquematica das regides de amplificacdo dos produtos de cis e SL trans-splicing.
Sd0 mostrados os pares de inciadores (setas) para amplificacdo de regido de pré-mRNA ndo
processado (esquerda) e processado (direita), no caso de A- cis- e B- SL trans-splicing,
respectivamente. As sequéncias de DNA e as respectivas Twm s&o apresentados.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.4 Resultados

Exceto pela analise da sequéncia de aminoacidos da proteina U5-200K de T. brucei, 0s
resultados aqui apresentados foram obtidos com a ajuda de Camila Maria Boralli, durante seu
treinamento como aluna de iniciagdo cientifica, e do pds-doutorando Dr. Marco Tulio Alves da
Silva no Laboratorio de Biologia Estrutural do grupo de Cristalografia do Instituto de Fisica de

Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo.

3.4.1 Analise da estrutura primaria de U5-200K

De acordo com o programa Protparam do servidor Expasy'®, a proteina U5-200K de
T. brucei possui 249,3 kDa e pl tedrico igual a 5,85. O alinhamento da sequéncia de
aminoacidos de U5-200K de T. brucei com as ortélogas de humano e de levedura resulta em
33% e 31% de identidade, respectivamente. A analise do alinhamento maltiplo de sequéncias,
predicdo de dominios e de predicdo de estrutura secundaria indica que a sequéncia de
aminoacidos de U5-200K de T. brucei também pode ser dividida nas regides N-terminal
(contendo os dominios plugue e PWI) e nos cassestes helicase/ATPase/Sec63 N- e C-terminal,
que incluem, cada um, dois dominios RecA (compostos pela algca Q e pelos motivos |, la, 1b, |1
e lll, IV, IVa, IVDb, V e VI) e um dominio WH além de dois dominios Sec63, cada um composto
pelos dominios catraca, HLH e dominio similar a FN3 (Figura 3.6).

Na regido N-terminal de U5-200K de T. brucei, o dominio plugue conserva um padréo
de residuos hidrofébicos em regibes das duas primeiras hélices-a e residuos carregados na
terceira. O gancho IC, por sua vez, ndo é conservado e nota-se que, em humano, essa regido da
proteina também ndo tem sequéncia conservada. O dominio PWI, por sua vez, ndo é canbnico
e ndo conserva a sequéncia caracteristica de residuos de fenilalanina, triptofano e isoleucina na
extremidade N-terminal. Na proteina U5-200K de T. brucei, ainda, a Gltima estrutura na forma
de hélice-a ndo é conservada. Em outras proteinas, este dominio serve como sitio de interacéo
ndo-especifica com o0 RNA. Finalmente, o gancho NC se mostra bem conservado para a proteina
em analise (Figura 3.6).

Na superfamilia SF1 de helicases, os motivos do tipo Walker (1 e 1) na regido de RecAl
s&o responsaveis pela interagcdo com Mg?*-ATP/ADP. No motivo |, 0 grupamento a-amino da
lisina conservada no cassete helicase/ATPase N-terminal interage com os grupos fosfatos Mg?*-
ATP/ADP e a hidroxila da treonina interage com Mg?*, enquanto que a carboxila do aspartato
adjacente no motivo 1l coordena o ion de Mg?* e o glutamato atua como base catalitica para a
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hidrélise de ATP.%1262 Note que 0 motivo | presente em RecAl dos cassetes N- e C- terminais
de todas as proteinas analisadas conservam ambos os residuos de lisina e treonina
caracteristicos. Ja no motivo Il, os residuos de asparagina e histidina caracteristicos s@o
conservados nos dois cassetes, enquanto o residuo de glutamato adjacente ao primeiro aspartato
é mutado para asparagina ou histidina (Figura 3.6).

Por outro lado a ligagcdo da regido 3’ do snRNA deve ocorrer nos motivos la e Ib
(RecAl), e IV e IVa (RecA2), sendo estabilizada na proximidade da regido basica do dominio
catraca de Sec63, o qual também prové o direcionamento da fita de RNA?%: 262, Os residuos
caracteristicos de todos estes dominios sdo conservados apenas no cassete N-terminal de cada
proteina, sendo que os motivos IVa e V ndo apresentam residuos conservados no cassete C-
terminal de U5-200K de T. brucei (Figura 3.6).

O mesmo ocorre para 0s dominios Sec63. Nas trés sequéncias de proteina comparadas,
0 dominio Sec63 do cassete C-terminal ndo conserva todos os residuos caracteristicos de cada
motivo, sendo que para a regido correspondente ao dominio Sec63 C-terminal de T. brucei,
poucos sao os residuos conservados, o que dificulta a andlise de dominios automatizada no
servidor SMART!®? ¢ este acaba ndo o encontrando. Algumas helicases de &cidos nucleicos
também conservam um segundo cassete helicase/ATPase originado de duplicagdo génica.
Entretanto, como na U5-200K de T. brucei, observa-se acimulo de mutacdes inativadoras
(Figura 3.6).

Dentre os dois grupos de residuos cujas mutacdes estdo relacionadas a doenca retinite
pigmentosa em humanos (secdo 3.1.2), apenas o residuo equivalente a Y689 na U5-200K de H.
sapiens esta mutado para fenilalanina na ortéloga de T. brucei, o que provavelmente ndo altera
as possiveis interacdes deste residuo e ndo deve implicar em perda de fungéo da proteina (Figura
3.6).Na figura 3.6, a seguir, encontra-se o alinhamento dos cassetes C- e N-terminal de U5-

200K de T. brucei juntamente com Brr2 de S. cerevisiae.
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Figura 3.6 — Alinhamento multiplo de sequéncias de U5-200K conservadas em T. brucei, S. cerevisiae e H.
sapiens. NT = regido N-terminal e CT = regido C-terminal.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O dominio Sec63 do cassete N-terminal de Brr2 de levedura interage diretamente com
Prp8 e Snu66, além do snRNA U4, enquanto a regido entre os dois cassetes helicase/ATPase
interage com o nicleo de proteinas Sm (SmB, SmD1 e SmD2).5" % 118 A interagdo Prp8 foi
mostrada como essencial para a ativacdo do cis-splicing e a auséncia do cassete C-terminal
contendo o dominio helicase e 0 dominio Sec63 na proteina Brr2 de S. cerevisiae levou a morte
celular.®”- % 118 No caso da proteina de T. brucei, ainda ndo se sabe qual a funcio desta regiio
C-terminal ndo conservada.
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3.4.2 Clonagem e expressdao homologa de U5-200K de T. brucei

Dada a verificacao de que o cassete helicase/ATPase/Sec63 C-terminal de U5-200K nédo
¢ conservado em T. brucei, foi planejada a expresséio homologa do cassete
helicase/ATPase/Sec63 N-terminal (mais sua extremidade N-terminal que contém os dominios
plugue e PWI) ligada a extensdo PTP na extremidade C-terminal para comparacdo com a

expressao homologa da proteina completa.

3.4.2.1 Amplificacdo de regides de interesse de U5-200K, clonagem, transfeccdo em T.
brucei e sele¢do de clones positivos

As regides de interesse da ORF de U5-200K de T. brucei foram amplificadas a partir do
DNA gendmico e ligadas em vetor de recombinagdo homologa pC-PTP-NEQ®’. Apos
confirmacéo por sequenciamento, o plasmideo linearizado foi transfectado em células de T.
brucei 427 na forma prociclica. O vetor linear pC-PTP-NEO®’ contendo as sequéncias de U5-
200K fusionadas a extensdo PTP foi inserido no genoma do T. brucei e clones positivos foram
obtidos para as construgdes de U5-200K completa e aquela contendo somente o cassete N-
terminal. A Figura 3.7 mostra a confirmacdo por PCR dos clones positivos, com a banda entre
700 pb e 1000 pb correspondendo a amplificacdo de regides de 627 pb e 893 pb, (mais a regido
de extensdo PTP) para a construcdo completa e para o cassete N-terminal, respectivamente.

Os clones positivos também foram analisados para expressdo homologa das proteinas
recombinantes por Western Blotting utilizando-se o anticorpo anti-ProtA, que reconhece a
extensdo PTP, e o resultado é mostrado na Figura 3.7. A extensdo PTP adiciona 18,9 kDa a
massa molecular da proteina expressa e, portanto, espera-se, para a proteina completa com
extensdo PTP uma massa molecular igual a 268,2 kDa, enquanto que, para a construcao
contendo o cassete N-terminal de U5-200K de T. brucei com extensdo PTP, a massa molecular
esperada é de 155,9 kDa.
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Figura 3.7 — Clonagem e expressdo homologa de U5-200K de T. brucei. A e B- Confirmagéo de inser¢do no
DNA gendmico de T. brucei 427 das construcdes de U5-200K completa/pC-PTP-NEO (1- controle
negativo-cepa selvagem, 2- regido amplificada de U5-200K completa) e U5-200K cassete N-
terminal/pC-PTP-Neo (1- controle negativo-cepa selvagem, 2- regido amplificada de U5-200K
cassete N-terminal). Confirmacdo por Western Blotting da expressdo homéloga das proteinas
recombinantes com extensdo PTP: C- U5-200K cassete N-terminal + PTP, D- U5-200K completa +
PTP e E- controles positivo (correspondente a protéina PSTK de T. brucei com extensdo PTP - 59
kDa) e negativo — cepa selvagem de T. brucei 427 na forma prociclica).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Observa-se, na Figura 3.7, bandas no tamanho esperado para ambas as construcdes apos
reacdo de amplificacdo por PCR e Western Blotting, confirmando a insercéo correta no DNA
gendmico e expressdo das proteinas recombinantes com extensdo PTP. Este resultado
corresponde ao primeiro trabalho reportado na literatura em que o vetor pC-PTP-NEQ®’ é
utilizado com sucesso para o truncamento de um dos alelos de um gene em estudo. Deste modo,
foi possivel comparar o efeito do truncamento de U5-200K a partir de sua expressao homdloga
em T. brucei sob a regulacdo do promotor nativo. Assim, interacfes proteina-proteina puderam

ser analisadas comparativamente entre diferentes construgdes de U5-200K, como mostrado nas

préximas segoes.
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3.4.2.2 Curvas de crescimento

As curvas de crescimento de cada populagdo clonal a 26°C em meio de cultura

SDM79%" estdo representadas no grafico a seguir (Figura 3.8):

1,0x10°
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Figura 3.8 — Curvas de crescimento de cultura de T. brucei na temperatura de 26°C para cada populacdo
clonal. As células foram contadas em camara de Neubauer em microscopio Optico invertido.
Segundo o teste T de Student aplicado aos resultados com hipotese nula igual a situagdo em que nao
diferenca entre as curvas em cada ponto, * indica diferenca significativa com p<0,05, ** p<0,02,
*** n<0,01 e **** p< 0,0001.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Todas as curvas apresentam o comportamento de crescimento canénico, com uma fase
lag por dois dias, seguida de um periodo de crescimento exponencial (fase log) de dois dias,
uma fase estacionaria durante um dia, seguida de morte celular (Figura 3.8). Nota-se defeito de
crescimento estatisticamente significativo durante a fase log das células que expressam o
cassete N-terminal de U5-200K-PTP (Figura 3.8). Os resultados implicam na importancia da
funcédo do cassete C-terminal de U5-200K de T. brucei.

Entretanto, a auséncia deste dominio ndo leva a morte celular, o que pode ser explicado
pelo fato de que o alelo selvagem continua sendo transcrito e a proteina U5-200K selvagem
deve competir com o cassete N-terminal-PTP pela ligacdo as proteinas que compdem a SnRNP
U5 e o spliceossomo. Nota-se ainda, que o crescimento celular ndo é alterado quando a célula
expressa a proteina recombinante U5-200K-PTP completa, o que indica que a extensdo PTP
ndo deve ser toxica para célula, como ja observado para vérias outras proteinas spliceossomais

de T. brucei 60,66,81,102,120,124
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Para uma analise mais aprofundada do efeito do truncamento da proteina U5-200K na
atividade de splicing em T. brucei, foram realizados experimentos de purificagdo dos produtos
recombinantes na forma de complexos macromoleculares, sua imunolocalizacdo e também a

analise dos produtos de cis- e SL trans-splicing nas populagdes clonais, apresentados a seguir.

3.4.3 Purificacdo dos produtos recombinantes e analise dos parceiros de interacdo por
espectrometria de massas

Como observado no capitulo 1 (se¢do 1.3.2), a técnica de purificagdo em tandem de
proteinas spliceossomais a partir de expressao homologa em T. brucei, em combina¢do com
mineracao de dados do genoma deste organismo, permitiu a identificacdo de grande parte das
proteinas que compdem as particulas ribonucleoproteicas deste organismo. Entretanto, muitas
das proteinas especificas descritas em cada complexo do spliceossomo humano ainda néo
tiveram homélogas identificadas em T. brucei. Sabendo-se que a proteina U5-200K é parte da
snRNP U5 em leveduras e humanos, posicionando-se no centro catalitico do spliceossomo,*?*
2% foi realizada a purificagio da ortloga de T. brucei com extensio PTP na extremidade C-
terminal e de seu produto truncado no dominio helicase/ATPase N-terminal para caracterizacao
do complexo spliceossomal copurificado.

A purificacdo dos produtos recombinantes foi analisada em SDS-PAGE 10% (Figura
3.9). Observa-se que proteinas contaminantes foram eluidas nas lavagens e apds tratamento
com a protease TEV, e aquelas que interagem especificamente com U5-200K foram
copurificadas ao final do experimento (Figura 3.9). Além disso, as proteinas isoladas para cada
uma das construcdes recombinantes foram concentradas e enviadas para andlise por
espectrometria de massas. O resultado é mostrado nas Tabelas 3.1 e 3.2 para as proteinas com
pelo menos um peptideo Unico detectado. Foram excluidas das tabelas as proteinas comumente
detectadas como contaminantes em experimentos de purificacdo em tandem, que incluem

chaperonas, elementos de transposi¢do, o- e B-tubulinas, proteinas ribossomais, entre
outras 120,124,266
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Figura 3.9 — Purificacdo em tandem de U5-200K-PTP (A) e do seu cassete N-terminal-PTP (B). MM =
marcador de massa molecular, 1 = lisado celular (0,003%), 2- amostra que ndo interagiu com resina
de 1gG sepharose (0,003%), 3- eluato ap6s tratamento com protease TEV (5%), 4- amostra que ndo
interagiu com resina contendo anticorpo anti-proteina C imobilizado (5%), 5 e 6- eluato final

(100%). As proteinas foram identificadas por espectrometria de massas no laboratério da Dra. Julia
Chagas Pinheiro da Cunha, no Instituto Butantan.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 3.1 — Proteinas copurificadas com U5-200K-PTP e identificadas por espectrometria de massas.

7 m . # MM pl
Cédigo na TriTrypDB>> Pontuagdo ~ Cobertura Peptideos Peptideos PSMs Residuos (kDa)  tedrico
(%) Unicos

Th927.5.2  U5-200K, putativa 2052,94 29,06 62 62 76 2237 249,1 6,24
290 (Brr2)
Tha27tmp.  Produto ndo 189789 27,92 70 70 8L 2403 2768 827
211.2420  ggpecificado

(U5-220K/ Prp8)
Tb427tmp.  Produto ndo 619,86 20,84 20 20 30 914 1054527
01.7080  especificado

(U5-116K -

Snull4)
Th427tmp.  Produto nio 160,00 27,30 8 8 9 326 30674
01.2940  egpecificado

(U5-40K)
Thg972.9. U5-Cwc21 152,52 28,42 S 5 5 183 204 9,77
1770 hipotética,

conservada
Th427.07.  Produto ndo 75,94 15,09 1 1 1 106 1.7 815
3120 especificado

(SmD1)
Th427.02.  Produto ndo 74,76 31,19 4 4 4 109 tes 9%
4540 especificado

(SmB)
Th427.06.  Produto ndo 57,45 2442 2 2 2 8 2 818
2700 especificado

(SmE)
Th427tmp. Produto néo - 10,98 1 1 1 82 89 605
015915 especificado

(SMG)
Tb427.10.  Produto néo 48,93 1,04 1 1 1 866 00478
2900 especificado

(B-importina)
Th09.211. Enzima ativadora 89,50 2,06 3 2 2 1214 1346 670
3610 de ubiquitina E1,

putativa

* # PSM corresponde ao nimero de espectros de peptideos assinalados.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 3.2 - Proteinas copurificadas com o cassete N-terminal de U5-200K-PTP e identificadas por
espectrometria de massas.

Cédigo na TriTrypDB®® Pontuagdo ~ Cobertura  # Peptideos # # # MM pl
(%) Gnicos Peptideos PSMs  Residuos (kDa) tedrico
Th427tmp.211.2420  Produto ndo 257,42 5,16 12 12 13 2403 276,8 8,27
especificado
(U5-220K/
Prp8)
Tb427.05.2290 U5-200K, 794,06 11,67 27 27 31 2237 2493 6,29
putativa
(Brr2)
Tb427tmp.01.7080  Produto ndo 334,78 16,43 15 15 16 974 105,4 5,27
especificado
(U5-116K/
Snul14)
Tbg972.9.1770 U5-Cwe21, 190,93 32,79 6 6 6 183 20,4 9,77
hipotética,
conservada
Tb427tmp.01.2940  Produtondo 62,66 6,75 2 2 2 326 350 6,74
especificado
(U5-40K)
Tb427.10.540 Sub2, putativa 41,38 2,29 1 1 1 436 49,2 6,24
Th11.01.1680 Poliubiquitina, 48,24 11,82 2 1 1 685 76,6 7,66
putativa

* # PSM corresponde ao nimero de espectros de peptideos assinalados.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Observa-se, em ambos os géis (Figura 3.9), que o padrdo de proteinas purificadas é
praticamente 0 mesmo nos dois casos, exceto pela presenca de algumas bandas menos intensas,
gue podem ser devidas a interacGes menos especificas de proteinas abundantes na célula. Ao
final do experimento, o resultado é a copurificacdo de um subcomplexo da snRNP U5 que
consiste de U5-220K, U5-200K-P, U5-116K, U5-40K e U5-Cwc21 para ambas as construcoes
completa e truncada de U5-200K-PTP. Além disso, proteinas Sm e uma B-importina foram
copurificadas com a construgdo completa com pontuacdo significativa de acordo com o
experimento de espectrometria de massas. Em comparacdo, a purificacdo em tandem da
proteina Brr2 de S. cerevisiae (homologa de U5-200K) levou a identificacdo recente das
proteinas componentes da tri-snRNP U4/U6.U5 deste organismo.®*

Curiosamente, os membros de snRNP U5 conhecidos como U5-15K (Dibl) e U5-102K
(Prp6) ndo foram copurificados com este subcomplexo de snRNP U5 de T. brucei. As proteinas
U5-100K (Prp28) e U5-52K, conservadas em snRNP U5 de mamiferos, também nao foram

copurificadas com U5-200K-PTP. A mineracdo de dados do genoma de T. brucei também nao
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aponta a conservacao de tais proteinas. Por outro lado, a proteina U5-40K, ausente em levedura
e presente em H. sapiens, foi detectada neste trabalho com massa molecular entre 50 e 60 kDa.
Como a sua massa molecular teorica é de ~35 kDa, sugere-se uma possivel modificacdo pos-
traducional. Deve-se notar que peptideos que codificam para regifes da sequéncia de
aminoacidos de uma enzima de ativadora de ubiquitina foram detectados com pontuacéo
significativa para o produto de copurificacdo de U5-200K-PTP completa e para poliubiuitina
no caso do produto de copurificacdo de U5-200K-PTP truncada. Experimentos futuros sao
necessarios para se investigar a natureza de tal modificacdo pos-traducional de U5-40K.

Outra proteina copurificada com U5-200K-PTP de T. brucei foi U5-Cwc2l. Em
levedura, Prp8, Snull4 e snRNA U5 interagem geneticamente com Cwc21 (ort6loga de
SRmM300/SRRM2 em humano), que ndo é essencial para a viabilidade do organismo.2%3-264
Acredita-se que Cwc21 de levedura esteja envolvida no posicionamento do sitio 3’SS na
transicdo para o segundo passo catalitico de splicing, sendo recrutada principalmente em
condigBes de estresse, como em alta temperatura.?®3-2%4 Por outro lado, um experimento de RNA
de interferéncia em T. brucei realizado por da Ambrosio et al®® mostrou que esta proteina é
essencial para a viabilidade deste organismo e sua purificacdo em tandem levou ao isolamento
do mesmo complexo de proteinas copurificado neste trabalho, o que reforca o fato de U5-
Cwc21 ser membro da sSnRNP U5 em T. brucei.

Adicionalmente, a detec¢do de pequena quantidade de importina-f3 copurificada com
U5-200K-PTP completa sugere sua localizacdo nuclear, ja que esta proteina € requerida,
juntamente com snuportina | para transporte nuclear de subcomplexos de snRNPs. Além disso,
entre os contaminantes predominantes em ambas as purificagcbes de U5-200K de T. brucei
encontram-se as proteinas a- e B-tubulina, que sdo abundantes na célula. Entretanto, ainda nao
foi publicado um estudo detalhado investigando a possivel interacdo entre estas proteinas e o
spliceossomo. Contaminantes minoritarios comumente verificados em experimentos de
purificacdo em tandem também foram detectados no experimento de espectrometria de
massas.}?12* No caso da purificacdo de U5-200K-PTP completa, foram verificadas as
chaperonas HSP90 e retroelementos RHS (retrotransposon hot spot) das familias 1, -4 e -5, 2%
que estdo principalmente concentrados no nucleo celular. Por outro lado, a purificacdo da
construcdo N-terminal de U5-200K-PTP levou ao isolamento de pequenas quantidades de
chaperona HSP70, de proteinas ribossomais e de proteinas de metabolismo celular, que estdo
localizadas no citoplasma.t?* 266 Qs resultados indicam uma localizagdo diferenciada para as
duas construcdes de U5-200K de T. brucei, que foi melhor investigada por experimento de

imunolocalizagéo (secéo 3.4.4)
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Além disso, um peptideo Unico para a RNA helicase Sub2 (UAP56 em H. sapiens) foi
detectado na purificacdo de U5-200K truncada em seu N-terminal, localizada no citoplasma.
hSub2 tem sido relacionada como integrante do complexo EJC no transito nucleo-citoplasma
do mRNA maduro.?67-2% E a primeira vez que outra RNA helicase, além de U5-200K e Prp43,

é detectada em experimentos de copurificacdo de complexos spliceossomais de T. brucei.

3.4.4 Imunolocalizagdo dos produtos recombinantes

As proteinas recombinantes contendo extensdo PTP no C-terminal foram analisadas
quanto a sua localizacdo subcelular por meio de microscopia de fluorescéncia. A Figura 3.10
mostra que a proteina U5-200K-PTP colocaliza com o marcador de nucleo celular e
cinetoplasto DAPI, enquanto que o cassete N-terminal-PTP desta proteina permanece no

citoplasma da célula (Figura 3.10).

Contraste de fase =~ DAPI Anti-ProtA Combinacéao

A ---
B ---
C ---

Figura 3.10 — Imunolocazalicdo de U200K-PTP em microscopia de fluorescéncia. T. brucei 427 na forma
prociclica A- selvagem, B- expressando U5-200K-PTP completa e C- seu cassete N-terminal-PTP
(B). A barra tem tamanho de 10 ym.
Fonte: Elaborada pelo autor.




202|CAPITULO 3

A combinacdo destes resultados com aqueles mostrados na se¢do anterior sugere a pré-
formacdo de um subcomplexo de snRNP U5 ainda no citoplasma contendo U5-220K, U5-
220K, U5-116K, U5-40K e U5-Cwc2l. O cassete helicase/ATPase/Sec63 C-terminal deve
interagir com proteina(s) envolvida(s) em transporte nuclear e, na sua auséncia, nao ha
sinalizagdo para direcionamento do subcomplexo ao ndcleo. Curiosamente, as proteinas Sm
ndo sdo copurificadas com o cassete N-terminal de U5-200K. Além disso, além das proteinas
Sm, também foi detectado peptideo Unico para importina-p em analise de espectrometria de
massas do produto copurificado de U5-200K-PTP completa.

Como mencionado no capitulo 1 (secdo 1.3.2.4), acredita-se que a interacdo de SmB
com SMN em T. brucei seja essencial para a biogénese de snRNP U5.%% 120 Na auséncia de
SmB, o subcomplexo de snRNP U5 formado com o cassete N-terminal de U5-200K-PTP, como
observado neste trabalho, o subcomplexo ndo deveria entrar no nucleo, como verificado.
Sabendo-se que a construcdo cassete N-terminal-PTP de U5-200K de T. brucei ndo entra no
nacleo, onde deveria exercer sua fungdo no spliceossomo, esta populacao clonal disponibiliza
de apenas um alelo funcional do gene que codifica para esta proteina, cujo papel é central no
spliceossomo. Deste modo, seguiu-se com experimentos para analise dos produtos de cis- e SL

trans-splicing em T. brucei (sec¢éo 4.4.5).

3.4.5 Avaliacédo de produtos de cis- e SL trans-splicing por meio de RT-PCR

A avaliacdo semi-quantitativa dos produtos de cis- e SL trans-splicing dos genes de PAP

e a-tubulina foi feita por RT-PCR, como mostrado na Figura 3.11.
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Figura 3.11 — Processamento do pré-mRNA por cis- e trans-splicing por RT-PCR. A- Controle 7SL, B- Cis-
splicing — PAP, C- SL trans-splicing a-tubulina. D- e E- Quantificagdo das bandas observadas em
B. F- e G- Quantificagdo das bandas observadas em C. Cont. = células controle, 1 = células que
expressam U5-200K-PTP completa e 2 = células que expressam cassete N-terminal de U5-200K-
PTP.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Observa-se que, no caso do cis-splicing do gene que codifica para a proteina PAP,
ambos 0s RNAs ndo-processados e processados apresentam quantidade (comparativa ao RNA
controle 7SL, que néo sofre splicing) relativamente iguais nas células controle e naquelas que
expressam U5-200K-PTP, enquanto a quantidade de RNA processado diminui para as células
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que expressam o cassete N-terminal-PTP. J& no caso do SL trans-splicing do pré-mRNA do
gene que codifica para a-tubulina, o nimero de moléculas de RNAs ndo-processados & menor
do que o de mRNA maduro para as células controle (Figura 3.11).

Entretanto, no caso das células que expressam U5-200K-PTP, o nimero de moléculas
de pré-mRNA n&o processado é maior (Figura 3.11), o que pode indicar que a extensdo PTP
afeta a produtividade do spliceossomo, provavelmente por diminuir a atividade
helicase/ATPase de U5-200K. As células que expressam o seu cassete N-terminal-PTP, por sua
vez, apresentam um ndmero de moléculas ndo processadas consideravelmente maior, como

esperado, j& que as células expressam somente um alelo funcional.

3.5 Discussao

O rearranjo do centro catalitico do spliceossomo é dependente, entre outros fatores, da
atividade helicase da enzima U5-200K, integrante da sSnRNP U5, da tri-snRNP U4/U6.U5 e dos
complexos do spliceossomo. Esta enzima deve estar sob alta regulacdo, j& que encontra seu
substrato ja na tri-snRNP U4/U6.U5, antes mesmo dos complexos do spliceossomo se
associarem ao pré-mRNA,132:250-251,256

A proteina U5-200K de T. brucei, membro da familia de helicases Ski2 (superfamilia
SF2), conserva os dominios plugue e PWI no N-terminal e o cassete helicase/ATPase/Sec63 N-
terminal. Entretanto, varias mutacdes foram acumuladas no cassete C-terminal, o que faz com
que este ndo seja identificado automaticamente por algoritmos de predicdo de dominios
baseados em alinhamento maltiplo de sequéncias de proteinas da mesma familia.

A expressdo de U5-200K-PTP codificada por um dos alelos do gene de U5-200K em T.
brucei ndo altera significativamente o crescimento da cultura das células na forma prociclica a
26°C. Além disso, experimento de purificacio em tandem de U5-200K-PTP leva a
copurificagcdo de um subcomplexo de sSnRNP U5 composto de U5-220K, U5-200K, U5-116K,
U5-40K e U5-Cwec21, além de proteinas Sm, localizado no nucleo celular, como era de se
esperar, j& que € o ambiente onde o spliceossomo deve realizar sua funcéo.

Por outro lado, a expressao de um dos alelos do gene que cofidica para U5-200K em T.
brucei na sua forma truncada no cassete N-terminal resulta em um defeito de crescimento
significativo a 26°C. A purificagdo em tandem desta proteina recombinante leva a copurificacdo
do mesmo subcomplexo de snRNP U5, com excecdo das proteinas Sm. Este resultado sugere a
pré-formacdo de snRNP U5 ainda no citoplasma e o sinal para o transporte nuclear

provavelmente esté nas proteinas Sm. As células que a expressam tém apenas o alelo selvagem
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sendo expresso como proteina funcional e as proteinas de snRNP U5 devem competir pela
interacdo com as proteinas selvagem e recombinante truncada e, por isso, menos complexos
spliceossomais funcionais devem estar disponiveis no nucleo celular. Isso pode explicar o
defeito de crescimento das células que expressam a proteina truncada. Além disso, a analise de
produtos de cis- e trans-splicing nestas células mostra que ambos 0s processamentos s&o
afetados.

Os resultados apresentados neste capitulo apontam para um cenario de biogénese de
snRNP U5 em T. brucei diferente daquele ja caracterizado para levedura.*'” Pela primeira vez,
observou-se que um subcomplexo de snRNP U5 se forma no citoplasma na presenga de U5-
200K. Em levedura, a proteina Aar2 substitui U5-200K no citoplasma e é fosforilada no ndcleo
por uma fosforilase ainda desconhecida como sinal para entrada de U5-200K em seu lugar.
Humanos também conservam a proteina Aar2!'’. Entretanto, este mecanismo de regulagdo
parece estar ausente em T. brucei, que ndo conserva Aar2 (Figura 3.12). Experimentos
adicionais sdo necessarios para se avaliar a possibilidade da fosforilacdo de U5-200K de T.

brucei para a regulagio de sua funcéo, em analogia ao que se observa em levedura.!’

citoplasmaggg nucleo

Em levedura:
Prp8 Prp8

I + cinase
desconhecida
S —
snRNA U5 S$nulls snRNA U5 Snulls
Anel Sm I complexo do Anel Sm
poro nuclear

Prp8

Brr2 + Dib1/Prp6/Prp28
+ Brr2
—
-Aar2-P

Snull4d snRNA U5 Snulld

S Anel Sm Anel Sm

o

+ Importina-g/
Snupertinal

Em T. brucer:

U5-220K U5-220K + U5-15K/U5-102K

U5-200K U5-200K

U5-Cwe21
U5-40K

5-Cwe2l
US-40K

complexo do SNRNA U5 U5-116K
poro nuclear Anel Sm

snRNA U5 U5-116K
Anel Sm

4&

+ Importina-f + Importina-p

Figura 3.12 — Modelos de maturacéo da snRNP U5 em levedura e T. brucei. A- Em levedura, um complexo
pré-snRNP U5, formado por snRNA U5, proteinas Sm, Snull4, Prp8 e Aar2 entra no nicleo, em
transporte mediado por snuportina 1 e importina-f. No nucleo, uma cinase desconhecida fosforila
Aar2, que da seu lugar para Brr2. O complexo maduro entéo interage com Dibl, Prp6 e Prp28. B-
Jano caso de T. brucei, propde-se que um complexo pré-formado de snRNP U5, contendo snRNA
U5, proteinas Sm, U5-116K, U5-220K, U5-200K, U5-Cwc21 e U5-40K entre no ndcleo em
transporte mediado por, pelo menos, importina-p. No nlcleo, este complexo deve interagir com o
subcomplexo formado por U5-15K e U5-102K.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As proteinas U5-15K e U5-102K, n&o copurificadas com U5-200K-PTP, haviam sido
obtidas na forma de heterocomplexo U5-15K/U5-102K por da Silva et al*®? a partir de



206l CAPITULO 3

expressdo homéloga de U5-15K-PTP em T. brucei. As estruturas de criomicrospia de tri-
snRNPs U4/U6.U5 de levedura e de humano mostraram recentemente que estas proteinas
interagem entre si.>® Além disso, a ortéloga de U5-15K esta ligada a proteina (h)Prp8 no sitio
ativo do spliceossomo e deve exercer funcdo de regulacdo, sendo que apds a ativacdo do
spliceossomo, esta proteina é liberada juntamente com U5-102K%2, A aluna de doutorado Msc.
Ana Laura Lima, em sua dissertacdo de mestrado, identificou a autoproteélise da extremidade
C-terminal de U5-15K de T. brucei.’®® E possivel que esta protedlise esteja relacionada a
regulacao de sua fungéo no spliceossomo, provavelmente na etapa de ativacao do complexo B.

Adicionalmente, este trabalho apresenta a proteina U5-Cwc21 como parte integral da
particula U5 de T. brucei. Em levedura, esta proteina esta relacionada ao posicionamento do
3’SS na segunda etapa de splicing, principalmente em pré-mRNAs onde o BP néo é conservado,

como é o caso em T. brucei.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo sdo apresentadas a concluséo e as perspectivas deste trabalho.
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4.1 Conclusao

A revisao bibliogréafica apresentada no capitulo 1 introduz a familia Trypanosomatidae
como responsavel por trés das dezessete doengas negligenciadas classificadas pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS), que acomentem centenas de milhdes de pessoas em todo o mundo
atualmente. O organismo Trypanosoma brucei, membro desta familia e causador da doenca do
sono, e considerado um organismo modelo para o0 estudo comparativo de processos moleculares
de eucariotos, ja que é de facil cultivo em laboratorio, seu contetdo genético ja se encontra
sequenciado e ferramentas para estudos funcionais estdo disponiveis. A comparacdo do
mecanismo de processamento do pré-mRNA catalisado pelo spliceossomo no parasita,
conhecido como SL trans-splicing, com o cis-splicing caracterizado no hospedeiro humano e
em leveduras, revelou alguns pontos de diferenca fundamental em termos de contetdo proteico
e de snRNAs desta maquinaria. Deste modo, tal mecanismo pode ser considerado um alvo em
potencial para a busca de farmacos contra doencas causadas por tripanossomatideos.

Os snRNAs do trans-spliceossomo, em geral, sdo menores e ndo conservam as principais
regides de reconhecimento de sinais de splicing. Para a liberacdo de um intron na forma de Y,
ao invés de um intron na forma de lago como no cis-splicing, o trans-spliceossomo de T. brucei
se associa a partir de sSnRNPs U1, U2 e U4/U6.U5, que contém proteinas especificas, como é o
caso de U1-24K na snRNP U1, das variantes de proteinas Sm (Sm15K/Sm16,5K na sSnRNP U2
e SSm4 na snRNP U4), e de U5-Cwc21 na snRNP U5, cuja fun¢éo ainda € desconhecida.

O estudo dos ndcleos de snRNPs U2, U4 e U5 de T. brucei apresentado no capitulo 2 € a
primeira analise estrutural de que se tem noticia de proteinas spliceossomais de um parasita
humano. A estrutura cristalografica de U2A’/U2B’’ de T. brucei mostra que a organizacdo
tridimensional do heterodimero é conservada, sendo que deve haver uma movimentacdo da alca
do dominio RRM de U2B’’ para a interagdo com a estrutura SL4 do snRNA U2. A proteina
U2A’, que interage com U2B’’ na regido de folha-f, revela uma estrutura enovelada como uma
longa hélice-a na sua extremidade C-terminal, distante da regido de interacdo com RNA.

A combinagdo de modelagem molecular comparativa com experimentos de SAXS
permite a identificacdo de possiveis regides de interagdo entre os complexos de proteinas Sm
com as proteinas componentes das particulas U2 e U4/U6.U5, a partir da sobreposi¢cdo com
estruturas de alta resolucdo de tri-snRNP U4/U6.U5 e do spliceossomo pos-catalitico de
levedura. No caso do anel Sm candnico, as extremidades de SmB e SmD3 devem interagir com
0 snRNA U5, enquanto as regides C- e N-terminal das variantes Sm15K e Sm16,5K na sSnRNP

U2 devem interagir diretamente com U2A’, possivelmente na sua regidao N-terminal. Por outro
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lado, a variante SSm4 deve interagir com a regido C-terminal de U5-200K e a regido N-terminal
de U5-220K.

As proteinas Sm de T. brucei interagem fortemente com o SnRNA cognato.
Curiosamente, sSnRNAs ndo-cognatos também se associam a estas proteinas. Pelo menos no
caso de snRNP U2, a anélise comparativa de interacdo de proteinas Sm do nlcleo que contém
Sm15K/Sm16,5K, bem como do subcomplexo U2A’/U2B’’, com snRNAs cognatos € nao-
cognatos aponta para um cenario de biogénese desta particula inciando-se com a interacdo das
proteinas Sm ao sitio rico em uridinas no SnRNA U2 de T. brucei, localizado entre as hélices
SL2b e SL3. Em seguida, U2A’/U2B’’ se associam a este pré-complexo, formando o nicleo de
snRNP U2. A associacdo ordenada de proteinas especificas ao sSnRNA U2 pode estar
relacionada a especificadade do anel Sm que contém Sm15K/Sm16,5K a particula U2.

A biogénese da particula U5 de T. brucei, por sua vez, foi investigada no capitulo 3. A
expressdo homologa comparativa de U5-200K completa e truncada no seu cassete
helicase/ATPase N-terminal em T. brucei mostra localizacdo subcelular diferenciada para as
proteinas recombinantes. A proteina completa esta localizada no nucleo, onde forma um
complexo com U5-220K, U5-116K, U5-40K, U5-Cwc2l e proteinas Sm antes de ser
incorporada ao spliceossomo. J& a proteina truncada nao € transportada ao nucleo, o que leva a
um defeito de crescimento de células em cultura. Este resultado pode ser explicado pelo efeito
negativo no processamento do pré-mRNA por cis e trans-splicing, ja que apenas a proteina U5-
200K selvagem deve fazer parte do spliceossomo no nucleo. A proteina truncada compete pela
ligacdo as proteinas U5-220K, U5-116K, U5-40K e U5-Cwc21, no citoplasma, o que deve
resultar em um menor nimero de spliceossomos ativos no nucleo.

Deste modo, 0s experimentos de espectrometria de massas dos produtos copurificados e
de imunolocalizacdo de U5-200K-PTP apresentados no capitulo 3 indicam que um
subcomplexo de snRNP U5 contendo U5-220K, U5-200K, U5-116K, U5-40K e U5-Cwc21 ¢
transportado ao nucleo em mecanismo mediado por importina-p. No nucleo, este subcomplexo
deve se associar ao heterodimero U5-15K/U5-102K. Este é um ponto de diferenga fundamental
entre T. brucei e eucariotos superiores, que conservam a proteina Aar2, responsavel por regular
a associagdo de U5-200K a snRNP U5, somente no nucleo.

Os resultados apresentados nesta tese contribuem significativamente para a
caracterizacdo comparativa das variagdes dos nucleos Sm das snRNPs U2, U4 e U5 de T.
brucei, em particular, para a biogénese das particulas U2 e U5. Novos estudos que objetivem o
entendimento da funcéo do trans-spliceossomo de tripanossomatideos e que busquem pequenas

moléculas moduladoras desta fungdo poderdo se apoiar nos dados aqui apresentados em
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complemento a literatura cientifica disponivel sobre o tema, que foi acumulada principalmente

nos Ultimos vinte anos.

4.2 Perspectivas

Como perspectivas do trabalho, temos:

- Obter estruturas de mais alta resolucéo de complexos Sm de T. brucei a partir de experimentos
de cristalografia. Para isso, pode-se utilizar de tratamento com proteases dos complexos Sm
obtidos a partir de reconstrucdo in vitro, eliminando-se assim regides flexiveis que inibir a
formacéo de cristais.

- Realizar experimentos de cristalizagdo do complexo U2A’/U2B’’ de T. brucei em interacéo
com SL4 do snRNA U2, para comparac¢ao com a estrutura cristalografica obtida neste trabalho
na auséncia de sSnRNA.

- Investigar os parceiros de interacdo de Sm16,5K por meio de experimento de purificacdo em
tandem a partir de expressao homologa de proteina recombinante contendo extensao PTP. O
complexo de proteinas copurificadas podera ser submetido a analise estrutural por meio de
criomicroscopia eletronica.

- Analisar a estrutura do subcomplexo da snRNP U5 copurificado com U5-200K-PTP por

criomicroscopia eletronica.
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Tabela Al.1 — Pequenas moléculas modularas do spliceossomo.

Molécula Origem

Atuacdo

FR901464
Pladienolideos
Herboxidieno
Tailanestatina
FD-895

E7107
Spliceoestatina
Meayamicinas
Sudemicina D6
N-palmitoil-L-leucina

Metabdlitos bacterianos.

Andlogos  sintéticos  de
metabdlito bacteriano.

Produto natural de origem

vegetal.
Isoginkgetina Produto natural de origem
(biflavonoide) vegetal.

Esteroides cardiotonicos

Derivados de indol

Acido okadaico,
tautomicina, microcistina-
LR, vanadato de sodio e
pseudocantaridinas.
NB-506

(indolocarbazol
glicosilado)

TGO003

(benzotiazol)

SRPIN340
(nicotinamida)
Amilorida

Clotrimazol

Flunarizna
Clorohexidrina
1,4-naphtoquinonas e 1,4-
quinonas heterociclicas.

Madrasina

SMN-C1, SMN-C2,
e SMN-C3

- Tém como alvo a subunidade SF3b de U2 snRNP,
atuando no estagio inicial de montagem do
spliceossomo.

- Apresentam agdo anti-tumoral.

- Tém como alvo a subunidade SF3b de U2 snRNP,
atuando no estagio inicial de montagem do
spliceossomo.

- Apresentam agdo anti-tumoral.

- Inibe splicing in vitro, bloqueando a formacgdo do
complexo do spliceossomo p6s-catalitico.

- Inibe splicing in vitro e em cultura de células a partir
da inibic&o da transicdo do complexo A para o0 complexo
B do spliceossomo.

- E conhecido como antagonista de invasdo tumoral a
partir da diminuicéo da expressdo da metaloproteinase 9,
porém nao se conhece a relagdo deste mecanismo com a
inibicdo do splicing.

- Usados em tratamento clinico de doengas cardiacas e
tém como alvo vias de sinalizacéo celular.

- Modulam o splicing alternativo de varios pré-mRNAs
em cultura de células, em partes por levar ao controle
negativo da expressdo dos fatores reguladores de
splicing: SRSF3 e TRA2B.

- Interagem diretamente com proteinas SR e inibem
splicing de introns que séo dependentes de sinais de
sequéncias potencializadoras de splicing.

- Inibidores de fosfatases PP1 e PP2A.

- Inibem splicing e modulam selecéo de sitios no splicing
alternativo, por exemplo, do gene SMN2 relacionado a
distrofia muscular espinhal.

- Inibe a atividade de fosforilagdo de proteinas SR por
meio de topoisomerase |. Deste modo, acaba inbindo
splicing ou afetando a regulacéo de splicing alternativo.
- Inibe as cinases CLK1 e CLK4 que fosforilam
alteragdo em splicing alternativo.

- Inibe as cinases SRPK1 e SRPK2 que fosforilam
proteinas SR.

- Farmaco anti-hipertensivo que interfere na homeostase
de sadio.

- Afeta splicing de genes relevantes a cancer e diminui a
fosforilacdo de SRSF1.

- Farmaco antifingico que interfere na homeostase de
célcio.

- Apresenta efeitos no splicing alternativo.

- Bloqueador de canal de célcio utilizado no tratamento
de doengas neurolégicas.

- Apresenta efeitos no splicing alternativo.

- Agente anti-infectivo.

- Apresenta efeitos no splicing alternative devido a
inibicdo de proteinas cinases da familia CLK.

- Apresentam atividade anti-cancer.

- Atuam na prevencdo da formagdo do complexo
spliceossomal anterior a segunda etapa de splicing.

- Retém o spliceossomo no complexo A, inibindo
splincing in vitro e in vivo.

- Adicionalmente, apresenta atividade citostatica.

- Alteram splicing do transcrito do gene SMN2, ligado a
SMA.

- Possuem biodisponibilidade oral.
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Fonte: Adaptada de XARGAY-TORRENT et al?®%; BONNAL et al?”%; EFFENBERGER et al?’!; LAGISETTI et
al?’?; PAWELLEK et al?”®; NARYSHKIN et al?™.
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APENDICE A2

Os modelos de estrutura terciaria de cada cadeia polipeptidica dos complexos Sm 1, 2 e
3 obtidos por modelagem comparativa, como descrito no Capitulo 2 (secdo 2.4.7), foram
avaliados utilizando os servidores ProSa?° e PDBSum??®, como se observa na Figura A2.1. S&o
mostrados o Z-score, o grafico de energia por residuo e a topologia da estrutura.
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continuacao
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continuacao
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Figura A2.1 — Avaliacéo da qualidade dos modelos obtidos por modelagem comparativa dos complexos Sm
de T. brucei. Sdo mostrados, da esquerda para a direita, para cada cadeia polipeptidica nos trés
complexos, a distribuicdo dos valores de pontuagdo Z para estruturas cristalogréaficas e de
ressonancia magnética nuclear depositadas no PDB e a pontuagdo Z para o modelo em anélise,
seguida do grafico de energia por residuo de aminoacido medida em janelas de 10 (verde claro) e
40 residuos (verde escuro), e da topologia da cadeia polipeptidica.

Fonte: Elaborada pelo autor a partir dos resultados dos servidores servidores ProSa?® e
PDBSUmM?.



