UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

-
N ,
"Qp’% “JULIO DE MESQUITA FILHO"
U FACULDADE DE CIENCIAS FARMAGEUTICAS
unesp

“W0LIO DE MESGUITA FILHG® CAMPUS ARARAQUARA

“CARACTERIZACAO MOLECULAR DE PROTEINAS QUE
COMPOEM O COMPLEXO SPLICEOSOMAL EM

TRIPANOSOMATIDEOS”

DANIELA LUZ AMBROSIO

ARARAQUARA

2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS ARARAQUARA

“CARACTERIZACAO MOLECULAR DE PROTEINAS QUE
COMPOEM O COMPLEXO SPLICEOSOMAL EM

TRIPANOSOMATIDEOS”

DANIELA LUZ AMBROSIO

Tese apresentada ao programa de pos-graduacao em Biociéncias e Biotecnologia
Aplicadas a Farmacia para obtengao do titulo de doutor em Biociéncias e

Biotecnologia Aplicadas a Farméacia, area de concentragdo Biologia Molecular

ORIENTADORA: Profa. Dra. Regina Maria Barretto Cicarelli

ARARAQUARA

2008



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Imunologia e Biologia
Molecular do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, pertencente a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — UNESP — Araraquara e na University of Connecticut
Health Center, Farmington, CT, USA (sob supervisdo do Prof. Dr. Arthur Glinzl),
com apoio da Capes (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior), através da concessdo de uma bolsa de doutorado e uma bolsa do
Programa de Doutorado no Pais com Estagio no Exterior (PDEE, proc.

BEX1338/06-4), e auxilio a pesquisa FAPESP (proc. 2007/07476-0).



A Deus que sempre estd ao meu lado, iluminando meu caminho.

Aos meus pais Cintia e Hamilton, minhas irmds Rafaela e Marcela,
ao meu sobrinho Enzo e ao Andy, pelo amor, incentivo e

compreensdo, principalmente durante o periodo no exterior.



AGRADECIMENTOS

A ®rofa. Regina Cicarelli por todo apoio e incentivo, que foram fundamentais para o meu

crescimento cientifico, profissional e pessoal, e pela amizade.

Ao Prof. Arthur Ginzl por ter me recebido em seu laboratério, pelo incentivo e pelas
discussoes cientificas, e aos seus alunos Ju, Tu, Schimi e Jens pelo apoio técnico e
amizade.

Ao Aswini Panigrahi, PhD. pelas andlises de espectrometria de massas.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes) pela concessdo
da bolsa de doutorado no Brasil e no exterior (Capes/PDEE)

As funciondrias da pés-graduacdo, Cldudia, Sénia e Laura pelos servicos prestados e

atengdo.

As minhas queridas amigas Aline, Mirela e Tati que sempre estiveram ao meu lado dando

apoio em todos os momentos.

A todos do meu laboratério, todos estagidrios e pos-graduandos, Gabi, Joyce, Greici e em

especial ao Marco Tiilio pelas discussoes cientificas, apoio e amizade.

Aos amigos do laboratorio de parasitologia (Tilio, Cldudia, Sueli, Vagner, Mdrcia,

Aristeu, etc) pela convivéncia maravilhosa e pelo apoio técnico.

Enfim, a todos aqueles que de alguma forma contribuiram para a execu¢do deste trabalho,

o meu muito obrigada!



A diferenga entre o possivel e o impossivel estd na vontade humana”

(Pasteur)



iNDICE

pagina

LISTA DE TABELAS . ...ttt e e smneeeennneeens 1
LISTA DE FIGURAS . ...ttt et e e neens v
ABREVIATURAS E SIGLAS..... et e e e \'
TS U S Vi
ABSTRACT ...ttt ettt bt s ettt Vil
REVISAOQ BIBLIOGRAFICA........cooaoeeeeeeeeeee e 1
1. Tripanosomatideos € Tripan0SOMIASES.........ceeeiiriieieeiiiiiieee e eereeee e 1
1.1. Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae..............cccccccccvouerennnes 1
1.1.1. Organizagao estrutural..........ccccoviiiii i 1

LIS = 1Y (o5 (o] [ Yo - VPRSPPI 3

1.2. Trypanosoma brucei e Doenga do SONO0........c..eeveiiiiiiiiee it 5

1.3. Trypanosoma cruzi e Doenga de Chagas.........cuuuevieeniiieeeiisiiieeeesisiieeeeee 8

1.4. Leishmanias e LeiShmanioses..........ccceceeriiiiiciie e 12
1.5. Doencas NegligenCiadas...........coouvereeiierieeiie e 15
2. Parasitologia MOIECUIAT...........ccoveiiiieieeii e 17
2.1. Processamento dos RNAS.........cciiiiiiiieiiiie e 17
2,11, CiS-SPHICING.....ceveeeeiiitieie ettt 18
2.1.2. Trans-SPlCiNG...........coueeouiieieiii ittt e 23
2.2. Ribonucleoproteinas (SNRNPS).......ccuuiiiiiiiiiiiie e 27
2.2, UT SNRNP ... 31
2.2.2. U2 SNRNP ...t 33
2.2.3. U4/U6 snRNP e U4/UB.U5 tri-snBNP..........ccoociiiiiiiiiiece 34
2.2.4. U5 SNRNP ... 36
2.2.5. SLRNP ...t 37
2.3. Fatores de SPlCING.........c.uuweieceiiiieetieeeie et 38
OBUETIVOS..... ettt et ettt 40
MATERIAIS E METODOS........covuiieeeieeeeeieieeseeeesaesee s s 41

1. Cultivo de TrypanoSOmMa DrUCEI.............c.ceeuiuueeieeieieiee et seae e 41



2. Amplificagao por PCR e clonagem em Vetores.........ccccveeeieeeeeeciiieeeeisieeeeenn

2.1. Construgcéo dos oligonucleotideos para PTP-1ag........cccccoovvceeniecciicnnennne,

2.2. Amplificagao por PCR e pu

rificacdo do produto..........ccocveeeeeecieeniinieecneeas

2.3. Reagao de ligagao e transformagao..........cccceirieeenieieniee e

2.4. Confirmagéo da clonagem,

sequenciamento.......cccoeeevveeennn.

obtencao do plasmidio recombinado e

2.5. Subclonagem em vetor pC-PTP-NEO..........cccouiviieiniiiiieeeeeeese e

3. Transfecgao dos plasmidios pC-PTP-neo recombinados em T. brucei e

confirmagao dos clones................

3.1. Preparo do DNA.................

3.2. Preparo dos parasitas........

3.3. Transfecgao......cccocuevereenne

3.4. Confirmagao dos CloNeS POSItIVOS........cuiiiiiiiiiie et

3.4.1. Obtencéo rapida de DNA gendmico de T. brucei.........cccuecveueeeneeenne.

3.4.2. Reagao de PCR...........

3.4.3. Western blot.................

4. Preparagao do extrato para a purificagao das proteinas contendo PTP-tag.....

5. Purificagdo do PTP-tag.............

5.1. Andlise da eficiéncia da purificagao.........ccoceriiiiieeiiniiene e

6. Espectrometria de massas.......

7. Andlise da ligagdo aos snRNAs pela reagao de primer extension....................

7.1. Marcagao radioativa dos oligonucleotideos..........cccccoevveeeiiiiiiieneiiiiieeennn,

7.2. Obtencao do RNA..............

7.3. Primer Extension................

8. Imunolocalizacdo das proteinas fusionadas ao PTP.........coccvvveiiiiiniieniineenn.

RESULTADOS E DISCUSSAO.......

CONGCLUSOES.......cooieiieieieeieieee ettt

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

41

41

42

44

46

46

47

48

48

48

49

49

50

50

51

52

54

55

55

56

56

57

58

60

82

85

II



I

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Proteinas identificadas apds purificagdo de SmD1-PTP.
Tabela 2: Porcentagem de identidade entre seqUéncias de T. brucei quando
comparadas com T. cruzie L. major.

Tabela 3: Resumo dos dados obtidos com as proteinas estudadas.



Figura 1:
Figura 2:
Figura 3:
Figura 4:
Figura 5:
Figura 6:
Figura 7:
Figura 8:

Figura 9:

LISTA DE FIGURAS

Esquema geral da forma epimastigota do Trypanosoma cruzi
Formas amastigotas

Forma promastigota

Formas epimastigotas

Formas tripomastigotas

David Bruce

Ciclo biologico da transmissao da Doenca do Sono

Carlos Chagas

Ciclo biologico da transmissdo da doenca de Chagas

Figura 10: Manifestacdes clinicas da doenca de Chagas

Figura 11: Willian Leishman e Charles Donovan

Figura 12: Ciclo biologico da transmissao da Leishmaniose

Figura 13: Leishmanioses

Figura 14: Sinalizacao para reacao de cis-splicing

Figura 15: Reacao de cis-splicing

Figura 16: Formacéao do spliceosomo U2-dependente

Figura 17: Sinalizacao para reacao de trans-splicing

Figura 18: Comparagéo entre os mecanismos de cis e trans-splicing

Figura 19: Modelo do core Sm e sua variagdo em U2 e U4 snRNPs

Figura 20: Biogénese de U1, U2, U4 e U5 snRNPs

Figura 21: Biogénese de U6 snRNP

Figura 22: Estrutura de U1 snRNP

Figura 23:

snRNPs

v

Modelo esquematico da interacao das proteinas especificas de U4/U6



Figura 24: Modelo esquematico da interacao proteina-proteina no tri-snRNP
Figura 25: Esquema da construcao dos oligonucleotideos

Figura 26: Mapa do vetor pTz18U

Figura 27: Mapa do vetor PC-PTP-neo

Figura 28: Esquema da purificagdo do PTP-tag

Figura 29: Western blot do clone PCR-positivo para a transfec¢cdo de SmD1-PTP
Figura 30: Western blot das etapas de purificagdo de SmD1-PTP e eletroforese
em gel Tris-HCI 10-20% gradiente

Figura 31: Reacao de Primer extension das proteinas p18; p16,2; p35; p65,5 e
p13,2

Figura 32: Alinhamento da sequéncia de p18 dos tripanosomatideos com outras
sequiéncias de U1-A conhecidas

Figura 33: Alinhamento da sequéncia de p16,2 dos tripanosomatideos e com
sequéncias de SRRM2 de outros organismos

Figura 34: Reacdo de primer extension das proteinas p87,7; p42; p31; p17 e
p92,2

Figura 35: Imunolocaliza¢ao das proteinas PTP-tagged



aas
dATP
dNTP
ELISA
ETOH
FT

IFI

LB

2-Me
NaAc

nt

Oligos S
Oligo AS
PAGE
PCR

PE

PNK
PTP
g.S.p.
SDS-PAGE
SNC

TA
ZPMF
WB

ABREVIATURAS E SIGLAS

aminoacidos

desoxiriboadenosina trifosfatada
desoxiribonucleotideos trifosfatados
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
alcool etilico

flow-through

imunofluorescéncia indireta
Luria-Bertani

2-mercaptoetanol

Acetato de sodio

nucleotideo

oligonucleotideo (primer) sense
oligonucleotideo (primer) antisense
gel de poliacrilamida

reagao de polimerase em cadeia
Reacéo de “Primer Extension’

polinucleotideo quinase

Proteina C, sitio de clivagem TEV protease, Proteina A

quantidade suficiente para

gel de poliacrilamida com SDS
Sistema Nervoso Central
temperatura ambiente
Zimmerman Post-Fusion medium

western blot

VI



VIl

RESUMO

Em tripanosomatideos, o processo de trans-splicing € responsavel pelo
processamento dos pré-mRNAs policistronicos, resultando na individualizagédo de
cada gene, de modo que cada mRNA contenha a sequéncia spliced leader (SL)
na extremidade 5°. Esse processo requer a participacao das ribonucleoproteinas
(snRNPs) U2, U4/U6, U5 e SL RNP, que sdo constituidas por snRNAs, sete
proteinas Sm (comuns a todos) e proteinas especificas de cada particula. Neste
trabalho, a proteina SmD1-PTP tagged foi produzida in vivo em formas prociclicas
de Trypanosoma brucei, purificada e as proteinas ligadas a ela foram analisadas
por espectrometria de massas (LC/MS/MS), tendo sido identificadas 41 proteinas
que interagem com essa particula, das quais 16 foram anotadas como proteinas
conservadas hipotéticas. Dez proteinas conservadas hipotéticas foram PTP-
tagged para a anadlise de ligacdo aos snRNAs (U1, U2, U4, U5, U6 e SL),
utilizando a reacéo de primer extension, ap6s a purificagdo com beads de IgG e
extracao do RNA. Dentre as proteinas estudadas, identificou-se um homaélogo de
proteina especifica U1-A, uma proteina Lsm, duas proteinas U5 especificas, uma
proteina U4/U6 especifica e trés proteinas que nao se ligam diretamente a esses
snRNAs, mas que provavelmente participam do mecanismo como fatores de

splicing.

Palavras-chave: ribonucleoproteinas, snRNP, snRNA, tripanosomatideos, splicing
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ABSTRACT

In trypanosomatids, the trans-splicing reaction is responsible for the
polycistronic pre-mRNA processing to generate individual genes which contain the
5" end spliced leader (SL) sequence. The ribonucleoproteins (snRNPs) U2,
U4/U6, U5 and SL RNP, which consist of snRNAs, seven Sm proteins (common
for all) and specific proteins for each particle, participate in the process. In this
work, the protein SmD1-PTP tagged was produced in vivo in procyclic forms of
Trypanosoma brucei, it was purified and the binding proteins were identified by
mass spectrometry (LC/MS/MS). It was possible the identification of 41 proteins
that interact with this particle. Among them, 16 proteins were annotated as
conserved hypothetical proteins. Ten conserved hypothetical proteins were PTP-
tagged for the snRNAs (U1, U2, U4, U5, U6 e SL) binding analysis using the
primer extension reaction, after the IgG purification and RNA extraction. Among
the proteins analysed, it was possible the identification of a homolog of the specific
protein U1-A, one LSm protein, two U5 specific proteins, one U4/U6 specific
protein and three proteins that did not present direct binding with the snRNAs
analyzed that do not bind any of these snRNAs directely, but probably participate

in the processing as splicing factors.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Tripanosomatideos e Tripanosomiases

1.1. Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae

A ordem Kinetoplastida é composta por protozoarios flagelados que
apresentam cinetoplasto, porcdo de DNA circular presente na mitocondria Unica
dos parasitas (REY, 2001).

A familia Trypanosomatidae reune parasitas que infectam uma variedade
de organismos e que possuem um unico flagelo, com tamanhos que variam de 2-
130 um. Dentre os membros dessa familia destacam-se, pela sua importancia
médica e econOmica, 0s agentes causais das leishmanioses e tripanosomiases
humanas (doengca de Chagas e doenca do sono) e de animais domeésticos
(nagana, surra, durina, mal-de-cadeiras, etc). A familia Trypanosomatidae
subdivide-se em varios géneros, sendo mais estudados os géneros Trypanosoma

e Leishmania (REY, 2001).

1.1.1. Organizacao estrutural

A Fig. 1 mostra as principais estruturas celulares presentes nos
tripanosomatideos. Além das organelas presentes em todos 0s organismos
eucariotos, destacamos a presenca de uma unica mitocéndria, que se ramifica por
todo o corpo e uma bolsa flagelar de onde emerge um flagelo que pode ou néo se

exteriorizar. A mitocondria, além de possuir o DNA mitocondrial como em outros
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organismos, apresenta também um DNA que se organiza na forma de
minicirculos (30% do DNA total da célula). Esse DNA se concentra em uma
determinada regido da mitocondria, dando origem a uma estrutura chamada de
cinetoplasto, importante na diferenciacdo das formas em que os parasitas podem

ser encontrados durante o ciclo biologico (REY, 2001).

XD -
estrutura

parafiagelar

vaciole
contratd

bolsa flagelar

]

Figura 1: Esquema geral da forma epimastigota do Trypanosoma cruzi (http:// www.fiocruz.br/

chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid =13).
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1.1.2. Morfologia

A morfologia dos parasitos da familia Trypanosomatidae € diversa,
dependendo da fase do ciclo biol6gico ou circunstancias do meio em que se
encontram (REY, 2001).

A forma amastigota apresenta pequenas dimensdes e uma forma circular,
ovoide ou fusiforme (Fig. 2). Apresenta pouco citoplasma, nucleo relativamente
grande e redondo, cinetoplasto visivel e flagelo curto que nao se exterioriza (REY,

2001).

.u"' I.'Il |_'_ F

| :l—ll-l— C
| o = |

I'.x. t‘-g; x.__."l N

) -

Amastigota

A

Figura 2: A) Forma esquematica de uma amastigota, N: nulcleo, C: cinetoplasto, F: flagelo. B)
Formas amastigotas intracelulares de Trypanosoma cruzi (seta). C) Musculo cardiaco de
camundongo infectado com formas amastigotas T. cruzi (seta).

A forma promastigota € longa e achatada, com nucleo situado na porgéao
média e cinetoplasto anterior ao nucleo, de onde emerge o flagelo, na porcao

anterior da célula (Fig. 3) (REY, 2001).
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Promastigota

A

Figura 3: A) Forma esquematica de uma promastigota, N: nucleo, C: cinetoplasto, F: flagelo. B)

Promastigota de Leishmania sp.

Ja a forma epimastigota é mais alongada, com nucleo situado na porgcao
média, com cinetoplasto justanuclear, na regido anterior do parasita (Fig. 4). O
flagelo emerge da regido do cinetoplasto, formando uma membrana ondulante,

que se torna livre na porgéo anterior (REY, 2001).

Epimastigota B
A

Figura 4: A) Forma esquematica de uma epimastigota, N: nucleo, C: cinetoplasto, F: flagelo. B)

Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi em meio de cultura.

A forma tripomastigota assemelha-se a epimastigota, mas com o

cinetoplasto posterior ao nucleo, proximo da extremidade posterior do parasita e
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com flagelo que se estende por toda a célula, tornando-se livre na por¢ao anterior

(Fig. 5) (REY, 2001).

Tripomastigota B C
A

Figura 5: A) Forma esquematica de uma tripomastigota, N: nucleo, C: cinetoplasto, F: flagelo. B)
Formas tripomastigotas sanguineas do Trypanosoma cruzi. C) Formas tripomastigotas

metaciclicas (in vitro).

1.2. Trypanosoma brucei e Doenca do Sono

A tripanosomiase africana ou doenga do sono é causada pelo
Trypanosoma brucei gambiense e Trypanosoma brucei rhodesiense, subspécies
relacionadas ao Trypanosoma brucei brucei, espécie encontrada em animais
domeésticos, relacionada a doenca denominada de nagana. A distribuicdo desses
tripanosomas é exclusiva da Africa, sendo transmitido por moscas do género
Glossina, mais conhecidas como moscas tsé-tsé (COX, 2004). A Organizacao
Mundial da Saude estima que o numero de pessoas infectadas esteja entre
300.000 e 500.000, mas n&o existe um numero exato (WHO, 2005).

O T. b. gambiense, encontrado no oeste e regido central da Africa, causa a

doenca do sono crénica ou gambiense, geralmente transmitida por moscas do
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grupo G. morsitans que se alimentam de animais silvestres, representando mais
de 90% dos casos (COX, 2004).

O T. b. rhodesiense, encontrado no leste da Africa, € o mais perigoso,
causando a doenga do sono aguda ou rhodesiense, geralmente transmitido por
moscas do grupo G. palpalis que se alimentaram de outro humano, entretanto,
caes e porcos também podem servir de reservatério. A doenca se desenvolve
rapidamente e representa menos de 10% dos casos (COX, 2004).

O Trypanosoma brucei brucei foi descoberto por David Bruce em 1894 (Fig.
6), associado a doencas em gado e outros animais domésticos e selvagens na
Africa. Em 1902, ap6és a observacdo de
tripanosomas no sangue de um paciente por R. M.
Forde, um cirurgidao, J. E. Dutton identificou e
descreveu o T. gambiense (atualmente T. b.
gambiense). Mais tarde, em 1910, o T.

rhodesience (atualmente T. b. rhodesiense) foi

descrito por Stevens & Fantham (COX, 2004). Figura 6: David Bruce (1855-1931)

O ciclo completo da doenga foi entdo descrito por David Bruce em
1914 (Fig. 7). Durante o ciclo da tripanosomiase africana, a mosca contaminada
(Glossina sp) injeta formas tripomastigotas metaciclicas (A) durante a picada. O
parasita se diferencia em forma tripomastigota sanguinea, que se multiplica na
corrente sanguinea (B). Os parasitas se espalham pela corrente sanguinea,
podendo atingir o sistema nervoso central. Com a alta parasitemia, essas formas
se tornam mais curtas e largas (C). Outra mosca ingere essas formas
tripomastigotas, contaminando-se (D). As formas tripomastigotas se diferenciam

em formas prociclicas (E) e em seguida em epimastigotas que se multiplicam na
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glandula salivar (F). Em seguida, essas formas se diferenciam em tripomastigotas

metaciclicos (G) e o ciclo inicia-se nhovamente.

http://www.who.int/tdr/diseases/tryp/lifecycle.htm

Figura 7: Ciclo bioldgico da transmissao da Doenga do Sono. Ver explicagcao no texto anterior.

A sintomatologia da doenga do sono pode ser variada, mas existem dois
estagios clinicos que podem ser reconhecidos durante a infecgdo, o estagio
hemolinfatico inicial e o estagio encefdlico tardio. O primeiro geralmente ocorre
apos 1-3 semanas apos a picada, apresentando episédios de febre com
linfadenopatia generalizada, seguidos de sintomas nao especificos como
vertigens, dores de cabeca, fraqueza generalizada e perda de peso. Varios
6rgaos podem ser atacados, como figado, rins, coracao, pele, sistema enddcrino
e olhos. Ja no estagio encefalico tardio, observam-se sintomas neurolégicos que
envolvem anormalidades psiquiatricas, motoras, sensoriais e disturbios do sono,

podendo causar morte (KENNEDY, 2004).
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O diagnéstico da doengca do sono € feito pela observagdo dos sinais
clinicos, localizacdo geografica do paciente e exames laboratoriais. A
determinacdo de T. b. rhodesiense e T. b. gambiense €& de fundamental
importancia para o tratamento. O diagnostico laboratorial compreende os métodos
parasitologicos (lamina corada de sangue, mais para T. b. rhodesiense; lamina
corada de puncgao do ganglio, para T. b. gambiense; e exame do liquor para a
fase crbnica), imunoldgicos (hemaglutinacédo, IFl, ELISA) e PCR (KENNEDY,
2004).

O tratamento do estagio inicial é feito com pentamidina (introduzida em
1940), para T. b. gambiense e, suramina (introduzida em 1920), para T. b.
rhodesiense. A fase cronica possui um tratamento mais dificil, pois € necessario
que o farmaco atravesse a barreira do SNC. S&o utilizados o melarprosol
(introduzido em 1949), eficiente para ambas as espécies de T. brucei e eflortinina
(introduzida em 1981), com acgéo sobre T. b. gambiense (KENNEDY, 2004; COX,
2004). Vérios esforgos estdo sendo feitos na busca de uma vacina para a doenga
do sono, mas, devido a variagdo antigénica, dificiimente sera obtida uma vacina

eficaz (COX, 2004).

1.3. Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas

A tripanosomiase americana ou doenca de Chagas € causada pelo
hemoflagelado Trypanosoma cruzi, transmitido pelo inseto triatomineo,
popularmente conhecido como barbeiro. A doenga foi descoberta em 1909 por

Carlos Chagas (Fig. 8), pesquisador do Instituto Oswaldo Cruz, que também
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identificou o agente causal (tripanosoma) e o
vetor (triatomineo) (CHAGAS, 1909; CHAGAS,
1911).

Existem mais de 40 espécies de
triatomineos capazes de transmitir o T. cruzi. O

4 ‘. . b I
Triatoma sp. constitue-se um dos maiores : H ’ﬁ

transmissores dessa infecgdo, pela sua Figura 8: Carlos Chagas (1879-1934)

adaptacao ao peri-domicilio rural e domicilio de ecossistemas secos da América
Central e do Sul. Em seguida sdo destacados Rhodnius sp. e Panstrongylus sp.
com importancia epidemioldgica (TEIXEIRA et al., 2006).

Estima-se que 13 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi na
América central e do Sul. A incidéncia anual estimada de novos casos tem caido
de 700-800 mil em 1980s para aproximadamente 200 mil, entretanto, a doenca de
Chagas ainda € um problema sério e necessita continuamente de medidas de
controle e busca de tratamentos efetivos (WHO, 2005).

O ciclo biolégico descrito por Carlos Chagas encontra-se a seguir (Fig. 9).
Durante a picada, o triatomineo contaminado com T. cruzi defeca proximo ao local
e as formas tripomastigotas metaciclicas presentes nas fezes atingem a corrente
sanguinea do hospedeiro vertebrado pelo orificio da picada (A). Os parasitas
invadem células do sistema fagocitico mononuclear cutédneo e se diferenciam em
formas amastigotas, capazes de replicacdo (B). Essas formas sao liberadas na
corrente sanguinea, diferenciam-se em formas tripomastigotas que vao se
disseminar pelo organismo, atacando musculos e tecidos (C). Um triatomineo nao
infectado adquire as formas tripomastigotas ao picar um hospedeiro vertebrado

contaminado (D). Essas formas se diferenciam em formas epimastigotas, capazes
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de multiplicagdo no intestino posterior do vetor (E). Na ampola retal, os parasitas
se diferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas que sao liberadas nas

fezes (F).

http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm

Figura 9: Ciclo bioldgico da transmissao da doenga de Chagas. Ver explicagao no texto anterior.

O T. cruzi também pode ser transmitido através de transfusées sanguineas
que, com a migracao de individuos contaminados de areas endémicas para
outros paises, tornou a doenga uma ameaca, principalmente nos Estados Unidos,
Canada, Europa oriental, Australia e Japao. A transmissao transplacentaria tem
sido reportada nos paises da América Latina (prevaléncia de 2,5-9,5%)
(TEIXEIRA et al., 2006). A via de transmiss&o oral tem chamado a atengé&o nos
ultimos anos, observando-se que entre 1968 e 2000, mais de 50% dos casos da
doenca de Chagas aguda tem sido atribuido a essa via de transmissao,

principalmente pelo consumo de caldo de cana-de-agucar e sucos de bacaba e
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acai contaminados pelo parasita quando os triatomineos contaminados sao
triturados juntamente com as frutas (COURA et al., 2002).

Na fase aguda, cerca de 95% dos pacientes sdo assintomaticos. Nos casos
sintométicos, observa-se a presenca de sinal de Romana (na conjuntiva) (Fig. 10)
ou chagoma de inoculacdo (na pele) no local da picada, febre, dores nos
musculos e nas juntas, sonoléncia, diarréia, edema, disturbios respiratérios,
cianose e até coma, podendo levar a morte. A fase aguda termina apéds 3-4
meses, quando se inicia a fase crénica. Apenas 1/3 dos pacientes chagasicos
cronicos desenvolvem a sintomatologia da doenca, sendo relatados que
aproximadamente 94,5% apresentam problemas cardiacos (insuficiéncia cardiaca
e arritmias) e os 5,5% restantes apresentam manifestacdes gastrointestinais
(megacolon e megaesbéfago) (Fig. 10), podendo resultar em morte (TEIXEIRA et

al., 2006).

Figura 10: Sinais clinicos da doengca de Chagas. A) sinal de Romana. B) Manifestagdes
gastrointestinais (megacélon e megaeséfago). C) Manifestagbes cardiacas (aumento do volume
cardiaco).

O diagnéstico da fase aguda da doenca pode ser realizado através da

observacao por microscopia Optica dos tripanosomas em amostras de sangue. Ja
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na fase crbnica sdo necessarios testes mais sensiveis como xenodiagndstico,
hemocultura e testes imunolégicos como hemaglutinagéo indireta, IFI, ELISA e
imunoblot. Os testes imunoldgicos podem apresentar reagdes cruzadas com
outras infecgbes por kinetoplastidas e outras doengcas como maléria,
toxoplasmose, tuberculose, etc; e com algumas condicées de autoimunidade
(artrite reumatodide, lupus eritematoso sistémico, etc). Os diagnésticos podem
também ser confirmados por reacdes de PCR. Para a confirmacao do diagnostico
de doenca de Chagas, sdo necessarios a0 menos dois testes imunologicos
positivos (TEIXEIRA et al., 2006).

Dois farmacos estao disponiveis para o tratamento da doenca, o nifurtimox
e 0 benznidazol, que possuem efeitos citotéxicos e genotdxicos associados a sua
estrutura quimica e que sao parcialmente efetivos somente na fase aguda da

doenca (TEIXEIRA et al., 2006).
1.4. Leishmanias e Leishmanioses

As leishmanioses sdo causadas por pelo menos 20 diferentes espécies de
Leishmania, transmitidas por insetos dos géneros Phleobotomus e Lutzomyia. A
P Leishmania donovani foi
(> observada em pacientes
sofrendo de Kala-azar e foi
Nl = A descrita em 1903 por Leishman

/4'.\ E : : “ ' i,,.-f’ \"w e Donovan (Fig. 11),

AfA vy TN simultaneamente, e assim esses
Figura 11: Willian Leishman e Charles Donovan

(1865-1936) (1863-1951) parasitas foram classificados
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como pertencentes ao género Leishmania. Mais tarde, entre 1904 e 1908, foi
observado um parasita semelhante em criangas da regido do Mediterraneo que foi
denominado de Leishmania infantum. Somente em 1941 foi demonstrada, por
Adler e Ber, a transmisséo da leishmaniose por flebotomineos.

Durante o ciclo da doenca (Fig. 12), o flebotomineo inocula formas
promastigotas de leishmania no hospedeiro vertebrado durante a picada (A).
Essas formas invadem o sistema mononuclear fagocitario e se diferenciam em
amastigotas, capazes de proliferacdo no interior dessas células (B). Ap6s o
rompimento da célula, as formas amastigotas sao liberadas e parasitam outras
células (C). Outro flebotomineo infecta-se durante a picada do hospedeiro
vertebrado contaminado ao ingerir macréfagos parasitados (D). As formas
amastigotas sdo liberadas apdés o rompimento dos macréfagos no estbmago do

vetor, se diferenciam em promastigotas e multiplicam-se (E).

http://www.who.int/tdr/diseases/leish/lifecycle.htm

Figura 12: Ciclo biol6gico da transmissao das Leishmanioses. Ver explica¢do no texto anterior.
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As leishmanioses sdao endémicas em mais de 60 paises, incluindo Sul da
Europa, Africa do Norte, Oriente Médio, América central e do Sul, e subcontinente
indiano (PISCOPO & AZZOPARDI, 2006). Sabe-se que mais de 12 milhdes de
pessoas estao infectadas e a cada ano surgem aproximadamente 1,5 milhdes de
novos casos da leishmaniose cutanea e 500 mil da visceral (WHO, 2005).

Trés principais tipos de leishmaniose podem ser observados, a
leishmaniose visceral, cutdnea ou mucocutanea, que dependem da espécie e do
zimodema a que pertence o parasita (Fig. 13). Na leishmaniose visceral sao
observados sintomas como febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia, pigmentacao da pele, ou pode ser assintomatica. Geralmente
infeccoes bacterianas secundarias levam a morte em casos mais avangados da
doenca. A leishmaniose cutanea inicia-se com uma papula no local da picada do
inseto, que aumenta de tamanho, forma uma crosta e eventualmente ulcera. Ja
na mucocutanea ha o envolvimento da mucosa do nariz, cavidade oral e faringe

(PISCOPO & AZZOPARDI, 2006).

c

Figura 13: Diferentes tipos de leishmanioses. A) Leishmaniose visceral. B) Leishmaniose cutanea.
C) Leishmaniose mucocutanea.
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O diagndstico da leishmaniose visceral € basicamente a deteccdo das
formas amastigotas em aspirados de tecido ou bidpsias (medula d&ssea,
linfonodos e bago). Testes imunolégicos podem ser utilizados, mas podem
resultar em reacdo cruzada com outras doencas como Chagas, lepra, maléria e
esquistossomose. Para o diagnéstico de leishmaniose cutanea, o material retirado
das lesdes é analisado por microscopia ou entdo cultivado em meio de cultura
para andlises moleculares (mais sensivel, mas mais dificil). Os métodos
imunol6gicos nao sao sensiveis, mas o teste de Montenegro, que detecta reacao
de hipersensibilidade tardia, pode ser utilizado, mas nao é possivel a distincao
entre uma infecgdo recente ou passada (PISCOPO & AZZOPARDI, 2006).

O tratamento da leishmaniose visceral é baseado nos antimoniais
pentavalentes, mas que possuem efeitos colaterais e observa-se resisténcia em
varios casos. A anfotericina B é utilizada nos casos de resisténcia, mas € toxico. A
miltefosina € um farmaco efetivo administrado por via oral, sendo hoje a opgéao
mais efetiva e segura de tratamento. Na leishmaniose cutanea, o tratamento pode
ser local ou sistémico, dependendo do tipo de leishmania presente. No tratamento
local s&o utilizados paromomicina-metilbenzetonio e imiquimod. Para o tratamento
sistémico podem ser utilizadas pentamidina, fluconazol, cetoconazol, miltefosina e

alopurinol (PISCOPO & AZZOPARDI, 2006).

1.5. Doencas negligenciadas

As doencas negligenciadas sdao doencas que afetam milhares de pessoas

ao redor do mundo, mas que nao dispbéem de tratamentos eficazes ou

adequados. Em sua maioria, sdo doencgas tropicais infecciosas que afetam
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principalmente pessoas pobres, a exemplo da leishmaniose, doenga do sono,
malaria e doenga de Chagas, que geram um impacto devastador sobre a
humanidade. Como resultado, por se tratarem de doengas que afetam pessoas
pobres, ndao oferece um retorno lucrativo suficiente para que a industria
farmacéutica invista em pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos
voltados para as mesmas. Fica claro, portanto, que a crise de falta de
medicamentos para doencas negligenciadas nao chegou as atuais proporcdoes por
falta de conhecimento cientifico, e nem pela falta de interacdo entre a pesquisa
basica e a pré-clinica. Esta crise é o resultado tanto das insuficientes politicas
publicas voltadas para pesquisa e desenvolvimento de medicamentos de
interesse nacional dos paises em desenvolvimento, quanto da falha de mercado,
provocada pelo baixo interesse econémico que esses pacientes representam para
a industria. Associado a esses fatores comente-se a necessidade de formacao de
recursos humanos qualificados e de muitos estudos sobre a tematica.

Diante desse panorama, foi criada a Iniciativa de Medicamentos para
Doencas Negligenciadas (DNDi - Drugs for Neglected Diseases initiative), uma
iniciativa sem fins lucrativos com o objetivo de criar e estimular esforgos para a
Pesquisa e o Desenvolvimento (P&D) de medicamentos para as doencgas
negligenciadas. Essa iniciativa foi criada em 2003 com o objetivo de iniciar e
coordenar a P&D de medicamentos em parceria com a comunidade internacional
de pesquisa, o setor publico, a industria farmacéutica, e outros parceiros
relevantes. Sao parceiros dessa iniciativa a FIOCRUZ no Brasil, Conselho Indiano
de Pesquisa Meédica, Ministério da Saude da Malésia, Instituto de Pesquisa
Médica do Quénia, Instituto Pasteur da Franga, PNUD/Banco Mundial/Programa

Especial de Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais da Organizagéo
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Mundial de Saude (OMS/TDR) e Médicos Sem Fronteiras (MSF)
(www.dndi.org.br).

Além disso, podemos contar com o empenho de vérios institutos de
pesquisa e universidades que continuam na busca de novos alvos parasita-
especificos e moléculas ativas, com a esperanca de que, num futuro préximo,
haja tratamentos eficazes para a cura de milhares de pessoas que sofrem com

essas doencas.

2. Parasitologia Molecular

Denomina-se como parasitologia molecular o estudo dos parasitas e suas
interagcdes com seus hospedeiros, em nivel molecular, para o entendimento dos
mecanismos que permitem a esses organismos a sobrevivéncia, proliferacao e
interferéncia na saude do hospedeiro. Dentre os varios mecanismos moleculares
peculiares dos tripanosomatideos, podemos citar o processamento dos RNAs por
frans-splicing que, por ser um mecanismo ndo usual e ndo estar presente em
mamiferos (somente cis-splicing) torna esse processamento e suas proteinas

participantes importantes alvos parasita-especificos.

2.1. Processamento dos RNAs

A maioria dos genes eucariéticos sdo expressos na forma de um mRNA

precursor, chamado de pré-mRNA, que é convertido em um mRNA maduro pelo

mecanismo de splicing. Nos eucariotos superiores, cada sequiéncia que codifica
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para uma proteina é transcrita independentemente, contendo a (s) sequéncia (s)
de introns, regides ndo codificadoras que serdo removidas, e éxons, sequéncias
codificadoras que serao unidas durante o cis-splicing. Ja em tripanosomatideos e
outros eucariotos inferiores, sdo produzidos pré-mRNAs policistrénicos, ou seja,
um unico pré-mRNA codifica para varios genes (éxons), separados por
sequéncias intergénicas (também denominados de introns) nao codificantes que,
em sua maioria, serdo removidos por frans-splicing e 0s genes serao
individualizados. O processamento dos pré-mRNAs por cis e trans-splicing é
catalizado pelo spliceosomo, uma maquinaria de alto peso molecular composta
por ribonucleoproteinas (RNPs) e outras proteinas. As ribonucleoproteinas (U1,
U2, U4/U6, U5 e SL) se apresentam na forma de complexos de pequenos RNAs
(snRNAs) e proteinas, capazes de catadlise de RNA. Até o momento foram
caracterizados dois tipos de spliceosomos, o maior U2-dependente e o U12-
dependente (menos abundante) (LIANG et al., 2003; MAYER & FLOETER-
WINTER, 2005; TYCOWSKI et al., 2006). Neste trabalho, abordamos o
spliceosomo maior U2-dependente, que ocorre no processamento da maioria dos

mRNAs.

2.1.1. Cis-splicing

Em sintese, no processamento do pré-mRNA por cis-splicing os introns sao
removidos e liberados na forma de uma estrutura em lagco e os éxons unidos em
uma mesma molécula de mRNA (LIANG et al., 2003; MAYER & FLOETER-
WINTER, 2005). Para que haja o correto processamento do pré-mRNA é

necessario o reconhecimento e pareamento dos sitios corretos de splicing 5" e 3’
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e a definicdo das extremidades do intron no inicio do processamento; para isso
sdo utilizados nts que serdo responsaveis por essa sinalizagdo, como o GU no
sitio de splicing 5 (sitio de clivagem 57), AG no sitio de splicing 3" (sitio de
clivagem 3°), A do branch point (sitio de ligacado da extremidade 5" do intron
durante o processamento) e o trato de polipirimidinas (reconhecimento do branch

point, selecao do sitio de splicing 3" e poliadenilacao) (Fig. 14).

5'SS BP 3'Ss

| } }

| J
intron

Figura 14: Sinalizacao para reagao de cis-splicing. 5°SS: sitio de splicing 5°, BP: branch point, Py:
trato de polipirimidinas, 3'SS: sitio de splicing 3".

Durante o cis-splicing (Fig. 15), U1 snRNP reconhece o sitio de splicing 5’
(ATP-dependente), formando um complexo que compromete o pré-mRNA para a
montagem do spliceosomo. Esse reconhecimento envolve o pareamento de
bases entre os nts conservados na extremidade 5 de U1 snRNA e o sitio de
splicing 5°. Apo6s a ligagao de U1 snRNP, U2 snRNP reconhece o branch point do
pré-mRNA, com o auxilio das proteinas BPS, SF3a e SF3b, para a formacao do
complexo de pré-splicing, também pelo pareamento de bases de U2 snRNA
(REED, 1996). U2AF, um heterodimero de U2AF35 e U2AF65, é requerido para a
associacao estavel de U2 snRNP com BPS durante a formagdo do pré-
spliceosomo. U2AF35 interage diretamente com o dinucleotideo AG do sitio de
splicing 3" (MERENDINO et al., 1999; WU et al., 1999). O U4/U5/U6 tri-snRNP se

liga ao complexo, estabelecendo o conjunto do spliceosomo. Em seguida, ha o
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rearranjo de interacdes RNA-RNA que induz ao estado catalitico do spliceosomo.
U6 se dissocia de U4, produz uma nova interagdo com U2 snRNA e desloca U1
snRNP que estava interagindo com a extremidade 5" do intron. A primeira reagdo
de transesterificacdo ocorre, gerando um lago intermediério e o corte do éxon 5°.
Em seguida, ocorrem modificacbes conformacionais no spliceosomo que
permitem a segunda reacdo de transesterificacdo. Neste passo, o éxon 5" é
alinhado com o éxon 3°, com auxilio de U5 snRNP, permitindo o ataque
nucleofilico do 3"OH do éxon 5" no sitio de splicing 3". Por fim, o intron é liberado
na forma de uma estrutura em laco e os éxons estdao unidos formando o mRNA
maduro. Toda a formacdo do spliceosomo e os rearranjos conformacionais das
interacdes RNA-RNA sdo mediados por um grande numero de fatores protéicos

nao-snRNPs (TYCOWSKI et al., 2006).
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Exon 1 A Exon 2
[EeonT]

Figura 15: Reacdo de cis-splicing. A) Reconhecimento do 5SS por U1 snRNP. B)
Reconhecimento do BP por U2 snRNP. C) Interagdo do tri-snRNP, liberacdo de U1 snRNP e
dissociagao de U4/U6 snRNP. D) Associagao de U6/U2 e primeira reagao de transesterificagao. E)
Segunda reacgao de transesterificagao. F) Liberagdo do mRNA maduro e intron na forma de lago.
As snRNPs estao representadas pelas estruturas de seus snRNAs. U2AF: fator auxiliar de U2.
Trato de polipirimidina em azul. Patel & Steitz 2003.

Intermediarios da formacdo do spliceosomo durante o cis-splicing séao
observados e denominam-se de complexos E, A, B, B* e C (Fig. 16). O complexo
E é formado pela ligacdo de U1 snRNP ao pré-mRNA e em seguida U2 snRNP se
liga ao branch point formando o complexo A. O tri-snRNP U4/U6.U5 pré-formado
liga-se para a formagao do complexo B que, apds rearranjos e liberacdao de U1 e
U4 snRNP, é chamado de B* e esta ativado para a catalise. Apds a primeira
reacao catalitica € formado o complexo C. Ap6s a segunda catdlise, o
spliceosomo se dissocia e as snRNPs ficam livres para o processamento de outro

RNA (WILL & LUHRMANN, 2006).
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exon I GU = A

AG pre-mRNA
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Figura 16: Formagao dos complexos intermediarios do spliceosomo U2-dependente durante o cis-
splicing. Step 1 e 2: primeira e segunda reagdes de transesterificagdo. As setas pontilhadas
indicam a reciclagem das snRNPs. Will & Luhrmann 2006.

Ap6s o processamento por cis-splicing, o mMRNA recebe um residuo
modificado na extremidade 5" chamado de cap (residuo de metilguanosina) e a
extremidade 3" é clivada e 80-250 residuos de adenina sdo adicionados para criar
uma cauda de poli-A. O cap tém a funcdo de protecao contra ribonucleases e
também participa na ligacdo do mRNA ao ribossomo para iniciar a tradugéo. A
cauda de poli-A serve como sitio de ligagdo para uma ou mais proteinas
especificas e acredita-se que também participe na protecdo do mRNA contra

destruicao enzimatica (LEHNINGER et al., 2006).
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Andlises de espectrometria de massas de uma mistura de complexos do
spliceosomo humano revelaram n&o somente a presenca das snRNPs, mas a
presenca de mais de 200 proteinas associadas (RAPPSILBER et al., 2002; ZHOU
et al.,, 2002). Um grande numero de proteinas desconhecidas também foi
identificado por espectrometria de massas dos complexos A, BAU1, B* e C
(HARTMUTH et al., 2002; JURICA et al., 2002; MAKAROV et al.,, 2002;
MAKAROVA et al., 2004). Segundo Chen e colaboradores (2007), o numero de
fatores relacionados ao processamento de RNA compreende mais de 300.

Até 2000, acreditava-se que em tripanosomas todos os mRNAs eram
processados por trans-splicing, mas Mair e colaboradores (2000) evidenciaram
também a presengca de cis-splicing nesses organismos ao encontrarem
sequéncias intervenientes no gene que codifica para poli-A polimerase (PAP), e
sendo assim, pela presenca desse mecanismo, mais tarde foi identificada a
particula de U1 snRNP em tripanosomas (DJIKENG et al., 2001; PALFI et al.,

2002; PALFI et al., 2005).

2.1.2) Trans-splicing

O processamento dos pré-mRNAs por trans-splicing é considerado nao
usual por estar presente em somente alguns organismos. Esse processamento foi
descoberto em 1982, quando foi observado que os mRNAs de T. brucei para
diferentes glicoproteinas variaveis de superficie (VSGs) possuiam uma sequéncia
comum de 39 nt, denominada de spliced leader (SL) (BOOTHROYD & CROSS,
1982). Mais tarde foi determinado que todos os mRNAs em tripanosomas eram

processados por trans-splicing (AGABIAN, 1990), mas com a exce¢ao do gene da
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poli-A polimerase (MAIR et al., 2000). Inicialmente, acreditava-se que somente os
tripanosomas apresentavam esse processamento, mas mais tarde o mesmo foi
observado em nematodes (KRAUSE & HIRSH, 1987), euglendides (TESSIER et
al.,, 1991), trematodos (RAJKOVIC et al., 1990), cordados (VANDENBERGHE et
al., 2001), entre outros.

Nesses organismos, os pré-mRNAs sdo transcritos em unidades
policistronicas, ou seja, um unico pré-mRNA contendo a sequéncia que codifica
para proteinas diferentes, intercaladas por regides intergénicas nao codificantes,
que sao denominadas de introns (JOHNSON et al., 1987). No processamento por
trans-splicing, cada sequéncia codificante é individualizada e unida a outro
transcrito independente, o SL, de forma que todo mMRNA maduro inicia com a
mesma sequéncia de SL (aproximadamente 39 nts) e o intron é liberado na forma
de uma estrutura em Y, diferentemente da estrutura em lagco observada no cis-
splicing (BOOTHROYD & CROSS, 1982; DE LANGE et al., 1984; MURPHY et al.,
1986; LIANG et al., 2003; MAYER & FLOETER-WINTER, 2005) (Fig. 18). Da
mesma forma que no cis-splicing, o trans-splicing necessita de elementos
sinalizadores para o correto reconhecimento e catélise, mas neste caso, o sitio de
splicing 5 encontra-se no SL RNA (Fig. 17). Parece n&o existir uma sequéncia
consenso especifica para a sinalizagdo da poliadenilagdo nos tripanosomatideos,
mas a escolha do sitio de poliadenilacdo estd relacionada ao trato de
polipirimidina (BOOTHROYD & CROSS, 1982; AGABIAN, 1990; LIANG et al.,
2003; MAYER & FLOETER-WINTER, 2005). Em leishmanias, o requerimento
minimo para que ocorra o trans-splicing é a presenca do AG no sitio de splicing 3”

e um trato de polipirimidina sintético (CUROTTO DE LAFAILLE et al., 1992).
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Figura 17: Sinalizagao para reagao de trans-splicing. 5°SS: sitio de splicing 5°, BP: branch point,
Py: trato de polipirimidinas, 3°SS: sitio de splicing 3, SL: spliced leader, circulo: cap. Liang et al.
2003 modificado.

Exceto pela natureza intermolecular, o trans-splicing apresenta as mesmas
etapas do cis-splicing (Fig. 18), com duas reacdes de transesterificacdo; na
primeira etapa, ocorre clivagem no sitio doador do SL (5’SS), gerando 5 SL éxon
(Fig. 18B, a); o SL remanescente liga-se a adenosina do intron no pré-mRNA
aceptor para formar o Y-intermediario (correspondente ao lagco do cis-splicing)
(Fig. 18B, b). Na segunda etapa, a clivagem no sitio de splicing 3’ e ligagdo do
éxon geram o RNA maduro e um Y-intron excisado (Fig. 18B, c) (MURPHY et al.,
1986; ULLU & TSCHUDI, 1995). Como no cis-splicing, o trans-splicing €&
catalisado pelo spliceosomo, incluindo U2, U4/U6, U5 e SL RNPs, mas na
auséncia de U1 snRNP (HANNON et al.,, 1991). O SL RNA existe também na

forma de uma snRNP (BLUMENTHAL & STEWARD, 1997; HASTINGS, 2005).
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Figura 18: Comparagao entre os mecanismos de cis (A) e trans-splicing (B). Mayer & Floeter-
Winter, 2005 modificado.

A sequéncia de SL em tripanosomatideos apresenta uma estrutura nao
usual do cap, chamado de cap4 por possuir uma 7-metilguanosina ligada a quatro
nucleotideos modificados. Foi verificado que a metilagdo do cap € um passo
essencial para que a reagao de trans-splicing ocorra (ULLU & TSCHUDI, 1991;
MCNALLY & AGABIAN, 1992).

A adicao de SL possui dois propésitos: participa na individualizacao de
cada gene contido no pré-mRNA policistrénico, juntamente com a poliadenilacao
e fornece o cap (capacete de metilguanosina), pela adicdo do SL RNA capped,
para a extremidade 5 de cada mRNA maduro (AGABIAN, 1990).

Estudos de cinética sugerem que o processamento da extremidade 5" dos
pré-mRNAs por trans-splicing com o SL RNA ocorre muito rapidamente, ja que a
meia-vida do SL RNA é de aproximadamente 4-6 min, sendo assim, foi observado
que 0s processos de transcricao e trans-splicing ocorrem acoplados, sendo o0s

pré-mRNAs transcritos e rapidamente processados. Os processos de trans-
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splicing e poliadenilagdo ocorrem coordenados, sendo que a poliadenilagéo
parece ocorrer apds o processamento do pré-mRNA (ULLU et al., 1993).

Até o momento, verificou-se a presengca e fungdo de catalise das
ribonucleoproteinas no processo de trans-splicing como componentes do
spliccosomo, mas a dindmica de interagdo entre elas durante esse
processamento ainda € desconhecida, principalmente pela falta de um sistema de

estudo in vitro eficiente.

2.2. Ribonucleoproteinas (SnRNPs)

As ribonucleoproteinas (RNPs) sdo definidas como complexos de uma ou
mais proteinas unidas firmemente a uma molécula curta de RNA (60-300 nt) rica
em uridina, chamadas de snRNA, presentes em todos os compartimentos de
células eucaridticas. Aquelas presentes no nucleo, as ribonucleoproteinas
pequenas (snRNPs), sdo divididas em varias familias, a maioria envolvidas na
expressdo génica. As snRNPs envolvidas no processamento dos pré-mRNAs,
abordadas neste trabalho, sdo constituintes da familia Sm pois apresentam, além
de proteinas especificas de cada particula, um core comum de proteinas Sm
unidas ao snRNA. Esses snRNAs possuem um cap de trimetilguanosina (TMG) e
formam estruturas secundarias conservadas (TYCOWSKI et al., 2006).

As snRNPs (U1, U2, U4, U5 e SL) apresentam em comum um conjunto de
sete proteinas, denominadas de proteinas Sm, que apresentam-se interligadas
formando uma estrutura em forma de anel, na regidao do sitio Sm (AAUUUUUGA)
(SERAPHIN et al.,, 1995; KAMBACH et al., 1999). As proteinas Sm séao

denominadas de Sm-B, -D1, -D2, -DS3, -E, -F e —G (Fig. 19A), apresentando em T.
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brucei pesos moleculares de 12,3; 11,7; 12,5; 12,4; 9,6; 8,4 e 8,9 kDa,
respectivamente (CROSS et al., 1991; PALFI et al., 2000). Uma excecgéo € a
particula de U6 snRNP, onde o U6 snRNA n&o apresenta a regiao Sm e proteinas
Sm, mas contém um trato de uridina préximo da extremidade 3" no qual se liga
um conjunto de proteinas Sm-like (LSm), denominadas de LSm-2, -3, -4, -5, -6, -7,
-8, também formando uma estrutura em anel (LIU et al.,, 2004; TKACZ et al.,
2008). Recentemente foram observadas algumas variacbées em tripanosomas no
core Sm da particula de U2 snRNP (Fig. 19B), que apresenta as proteinas U2-
15k/ Ssm 2-1 e U2-16,5k/ Ssm 2-2 ao invés de Sm-B e D3, respectivamente
(WANG et al., 2006; TKACZ et al., 2007) e U4 snRNP (Fig. 19C) que apresenta a

proteina Ssm-4 substituindo Sm-D3 (TKACZ et al., 2007).

SL, U1 e U5 snRNPs

U2 snRNP U4 snRNP

—
i A

A 15K [16,5k

Figura 19: A) Modelo do core Sm. B) Variagdo do core Sm em U2 snRNP de T. brucei. C)
Variagdo do core Sm em U4 snRNP em T. brucei. Kambach et al. 1999, Wang et al. 2006
modificado.

Além das proteinas Sm, as snRNPs possuem um conjunto de proteinas
especificas para cada particula, localizadas na extremidade 5 do snRNA. Em

tripanosomas, algumas proteinas que compdéem as particulas de U1, U2 e U5
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snRNPs ja foram identificadas, mas até o momento nenhuma proteina especifica
de U4/U6 e SL RNP (CROSS et al., 1993; LUCKE et al., 1997; PALFI et al., 2002;
PALFI et al., 2005; IVENS et al., 2005).

Na biogénese de U1, U2, U4 e U5 snRNPs em mamiferos (Fig. 20), os
snRNAs sao transcritos pela RNA polimerase Il e adquirem um cap de
metilguanosina no nucleo (A). Para a exportacdo dessa molécula para o
citoplasma, o complexo de ligacdo ao cap (CBC), PHAX (adaptador fosforilado
para exportacdo do RNA) e Xpo1/CRM1 (exportina 1/regido de manutencao do
cromossomo 1) sao ligados e a molécula atravessa a membrana nuclear (B).
Apés a entrada no citoplasma, PHAX € defosforilado e continua associado a
CBC/pré-snRNA, até a hipermetilagdo do cap (C). O complexo SMN (survival
motor neuron protein), que consiste de sete proteinas Gemin (Gemin 2-8), é o
responsavel pela ligacao das proteinas Sm (B-D3, D1-D2 e E-F-G) ao sitio Sm
(D), hipermetilacdo do cap e corte da extremidade 3" do snRNA (E). Em seguida,
a particula é importada para o nucleo através da associacao da Imp B (importina
B) e SPN1 (snuportina-1) (F). Essa fase nuclear é a menos entendida na
biogénese das snRNPs, mas foi observado que a modificagcao por 2°-O-metilagéo
e pseudouridinagdes dos snRNAs pelos scaRNAs (cajal bodies (CBs) ligados a
um gRNA) é necessaria para que a particula de snRNP seja funcional (G). Os
CBs também parecem estar envolvidos na ligacdo das proteinas especificas e
formacao dos complexos U4/U6 e U4/U6.U5. As SFCs (compartimento de fatores
de splicing) seriam as responsaveis pelo armazenamento das snRNPs e liberacao

das mesmas para montagem do spliceosomo (H) (PATEL & BELLINI, 2008).
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Figura 20: Biogénese de U1, U2, U4 e U5 snRNPs em mamiferos. A) Transcricdo do snRNA. B)
Ligacdo ao complexo de exportacdo. C) Transporte para o citoplasma. D) Associagdo das
proteinas Sm. E) Hipermetilagdo do cap e corte na extremidade 3". F) Ligagao ao complexo de
importagao e transporte para o nucleo. G) Modificagdes no snRNA. H) Armazenamento e liberagao
das snRNPs para montagem do spliceosomo. RNAPII: RNA polimerase Il. Patel & Bellini 2008.

A biogénese de U6 snRNP em mamiferos (Fig. 21) diferencia-se das outras
snRNPs por ser transcrita pela RNA polimerase |ll e adquire o cap de -
monometilguanosina, sendo o U6 snRNP formado no ndcleo (A). O auto-antigeno
La se liga ao cap e ao trato de uridina 3°, o que parece proteger o snRNA contra a
acao de ribonucleases e sinalizar a particula para entrada no nucléolo (B). No
nucléolo, um grupo metil é adicionado ao cap (C). Em seguida, com o auxilio das

snoRNAs (RNA nucleolar pequeno), a extremidade 3" do snRNA é modificada, o
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snRNA é 2°-O-metilado e pseudouridinado e as proteinas LSm sdo adicionadas
formando uma estrutura em anel (D). A particula é entdo transportada para fora
do nucléolo e da mesma forma que na biogénese das outras snRNPs, os CBs
estariam envolvidos na ligagdo das proteinas especificas e formacdo dos
complexos U4/U6 e U4/U6.U5 (E) e as SFCs armazenariam as snRNPs e
liberariam as mesmas para montagem do spliceosomo (F) (PATEL & BELLINI,

2008).

Nascent pre-mRNAs
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Figura 21: Biogénese de U6 snRNP em mamiferos. A) Transcricdo de U6 snRNA. B) Ligacao de
La sinaliza para entrada no nucléolo. C) Adigao do grupo metil ao cap. D) Ligagao das proteinas
LSm. E) Transporte para fora do nucléolo e formacdo dos complexos U4/U6 e U4/U6.U5. F)
Armazenamento e liberagdo das snRNPs para montagem do spliceosomo. RNAPIIl: RNA
polimerase lll. Patel & Bellini 2008.

2.2.1. U1 snRNP
Dentre as particulas de ribonucleoproteinas, U1 snRNP & a melhor
caracterizada, contendo um total 10 proteinas altamente conservadas desde

leveduras até humanos, sendo sete proteinas Sm e trés proteinas especificas,
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U1-70K, U1A e U1C, chamadas de SNP1, MUD1 e YHC1 em leveduras,
respectivamente (KAMBACH et al., 1999; STARK et al., 2001).

U1 snRNP participa no reconhecimento do sitio de splicing 5 pela
interacdo RNA-RNA, com a participagcdo de U1-C (HEINRICHS et al., 1990;
MUTO et al., 2004), havendo a evidéncia em leveduras de que U1-C sozinha é
capaz de reconhecer o sitio de splicing 5 sem a necessidade da particula de U1
intacta (DU & ROSBASH, 2002; LUND & KJEMS, 2002; ROSSI et al., 1996). Em
contraste, U1-A ndo é essencial no complexo spliceosomal, consistente com a
observacao de que na auséncia do sitio de ligacdo de 70K (stem-loop 1) ou U1-A
(stem-loop 1), a particula de U1 snRNP continua ativa na reacao de splicing in
vitro (WILL et al., 1996). U1-A também participa na comunicacao entre os sitios
de splicing 5 e 3 (TARN & STEITZ, 1995) e na regulagdo da poliadenilacao
(GUNDERSON et al., 1994; O'CONNOR et al., 1997; PHILLIPS et al., 2004).

Em tripanosomas, o U1 snRNA é mais curto que nos mamiferos (75 nt em
tripanosomas e 164 nt em mamiferos) e com uma estrutura secundéria simples
(auséncia dos stem-loops Il e Ill) (Fig. 22). Como em outros organismos, U1
snRNP possui proteinas especificas U1-70K e U1-C. Além disso, foi identificada a
proteina especifica U1-24K e U1-A parecia estar ausente. A evidéncia da
auséncia do sitio de ligacdo de U1-A e uma provavel substituicdo de U1-A pela
nova proteina U1-24K contribuiram para a hipétese de auséncia dessa proteina,
sendo a validade deste dado discutido posteriormente nesta tese (DJIKENG et al.,

2001; PALFI et al., 2002; PALFI et al., 2005).
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Figura 22: A) Comparacao entre as estruturas de U1 snRNP de T. brucei e humanos. Palfi et al.
2005. B) Estrutura tridimensional de U1 snRNP humana. Stark et al. 2001.

2.2.2. U2 snRNP

Varias proteinas especificas de U2 snRNP sdo conhecidas em mamiferos
e leveduras (entre parénteses), sdao elas A" (LEA1), B” (MSL1), SF3a120
(PRP21), SF3a66 (PRP11), SF3a60 (PRP9), SF3b155 (HSH155), SF3b145
(CUS1), SF3b130 (RSE1), SF3b125, SF3b49 (HSH49), SF3b14b (RDS3) e
SF3b10. Além disso, s&o conhecidas proteinas que estdo presentes em
purificacbes de U2 snRNP, mas que apresentam uma ligagcdo fraca, sendo
denominadas de proteinas U2-relacionadas. Algumas delas sao Prp5, SR140,
CHERP, PRP43/DDX15, SPF45, SPF31 e SPF30 (WILL & LUHRMANN, 2006;
CHEN et al., 2007).

A PRP5, uma proteina DEAD-box e U2 relacionada, parece estar implicada
na aproximagéo de U1 e U2 snRNPs durante o splicing (XU et al., 2004).

Em tripanosomas sao conhecidas as proteinas especificas U2-40K e U2-B.

A U2-40K apresenta 31% de identidade (aas) com U2-A” de humanos e os pontos
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de interacéo especifica com o U2 snRNA e geral com os outros snRNAs foram

identificados (CROSS et al., 1993).

2.2.3. U4/U6 snRNP e U4/U6.U5 tri-snRNP

In vivo, U4 e U6 snRNPs nao existem na forma de mono-snRNP, mas
formam um complexo U4/U6, pelo pareamento de seus snRNAs e adicao de
proteinas especificas dessa di-snRNP. Acredita-se que a proteina SART3 (p110,
ortélogo de Prp24 em leveduras) esteja envolvida na unido de U4 e U6 snRNPs
em humanos (NOTTROTT et al., 2002; BELL et al., 2002; RADER & GUTHRIE,
2002). A forma de tri-snRNP, U4/U6.U5, é observada em maior quantidade por
ser a forma funcional (Fig. 23). No tri-snRNP humano, além de U4, U6 e U5, sao
observadas mais 30 proteinas que compdem esse complexo, entre elas é
observada a proteina Prp31 como a responsavel pela ligacao de U5 a U4/U6 (LIU
et al., 2006).

Em humanos (e em Saccharomyces cerevisiae, entre parénteses), sao
conhecidas as proteinas especificas 90K (PRP3), 60K (PRP4), 61K (PRP31), 20K
(USA-CypP) e 15,5K (SNU13) de U4/U6 di-snRNP, enquanto que o tri-snRNP
apresenta 110K (SNU66), 65K (SAD1) e 27K (LIU et al.,, 2006; CHEN et al.,
2007). As ciclofilinas (peptidil-prolil isomerases) catalizam mudancgas
conformacionais em proteinas. USA-CypP (20K), uma ciclofilina associada a
U4/U6, tem importancia na segunda reacao do splicing (HOROWITZ et al., 2002).
Sabe-se que a proteina 15,5K se liga a regidao do stem-loop 5 do U4 snRNA e
que a sua presenca é de essencial importancia para a ligacdo de 61K com U4 e

U4/U6 snRNAs e com o complexo 20/60/90K. Experimentos indicam que a
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proteina 90K interage com o stem |l de U4/U6 snRNAs (NOTTROTT et al., 2002).
A Fig. 23 mostra um modelo proposto para a localizacao dessas proteinas em

U4/U6 snRNPs.

Figura 23: Modelo esquematico para a interagdo das proteinas especificas de U4/U6 snRNPs.
Nottrott et al. 2002 modificado.

Apo6s estudos de interagdes utilizando a metodologia do duplo-hibrido,
foram mapeadas as interagdes entre as proteinas do tri-snRNP em humanos e

um modelo foi proposto (Fig. 24) (LIU et al., 2006).

Figura 24: Modelo esquematico das interagdes proteina-proteina no tri-snRNP. Liu et al. 2006. Os
pontos pretos significam as interagdes observadas por Liu et al. 2006 e os pontos em branco e
preto, interacdes observadas por Dix et al. 1998, Uetz et al. 2000, Ito et al. 2001 e van Nues &
Beggs 2001.
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Em tripanosomatideos, até o momento ndo foram identificadas proteinas
especificas de U4 e U6 snRNPs experimentalmente, somente algumas proteinas
apresentaram baixa identidade com as proteinas especificas ja conhecidas em

outros organismos, por analises de bioinformatica.

2.2.4. U5 snRNP

Sao conhecidas oito proteinas especificas de U5 snRNP em humanos, com
suas respectivas denominagdes em S. cerevisiae entre parénteses: 220K (PRP8),
200K (BRR2), 116K (SNU114), 102K (PRP6), 100K (PRP28), 52K (LIN1 ou
SNU40), 40K e 15K (DIB1) (CHEN et al., 2007).

Com PRP8, um dos maiores e mais conservados fatores de splicing, tem
sido observada interacao fisica e funcional com o dinucleotideo GU do sitio de
splicing 5" e com sitio de splicing 3" (TEIGELKAMP et al., 1995a,b; REYES et al.,
1996; SIATECKA et al., 1999; MARONEY et al., 2000). Além disso, também faz
contato com BPS e o trato de polipirimidina (MACMILLAN et al.,, 1994,
TEIGELKAMP et al., 1995a,b; MCPHEETERS & MUHLENKAMP, 2003). PRP8
também esta relacionada ao reconhecimento do sitio de splicing 5° e parece ter
uma posicao especifica neste sitio durante a primeira reacao catalitica. Acredita-
se que apos essa reacao, PRP8 alinha os sitios 5" e 3" para a segunda reacao de
catalise (COLLINS & GUTHRIE, 1999). PRP8 pode auxiliar no reconhecimento do
sitio de splicing 3°. A regiao de PRP8 em levedura relacionada com o
reconhecimento do sitio de splicing 3" apresenta-se conservada na proteina de

tripanosoma (LUCKE et al., 1997).
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A U5-116K esta relacionada com a separagdo do duplex U4/U6 durante a
ativacdo do spliceosomo (BARTELS et al., 2002; 2003). As proteinas U5-220K, -
200K, -116K e -40K formam um complexo heteromérico na auséncia do RNA,
sugerindo um complexo pré-formado antes da montagem da particula de U5

(ACHSEL et al., 1998).

2.2.5. SL RNP

Como mencionado anteriormente, a sequéncia spliced leader transferida
para os mRNAs existe na forma de uma ribonucleoproteina, possuindo as
proteinas Sm e proteinas especificas (BLUMENTHAL & STEWARD, 1997;
HASTINGS, 2005). O SL RNA é composto por dois dominios, o dominio 5" SL,
composto pelo 5° éxon de 22 nts em nematodes e 39 nts em tripanosomas, € 0
dominio 3", composto pela porcdo do intron. A estrutura secundaria dos SL RNAs
séo similares entre as espécies, com sequéncias de 5 SL altamente conservadas
(com excecédo do sitio Sm em nematodes) e as sequéncias do SL intron
divergentes.

A interagdo entre SL, U5 e U6 tem sido relatada por estudos com T. brucei
(XU et al., 2000). A interagéo SL e U6 é observada em nematodes, mas pode nao
ocorrer em tripanosomas (HANNON et al., 1992; MANDELBOIM et al., 2002).

Proteinas ligantes de SL RNA tem sido relatadas na literatura, mas até o
momento nenhuma proteina especifica de SL RNP foi isolada e identificada nos
tripanosomatideos. No nematode Ascaris, em adicdo ao Sm core, foram
identificadas proteinas de 30K e 175K na particula de SL RNP, elementos

essenciais durante o mecanismo de frans-splicing, mas nao no cis-splicing.
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Analises foram realizadas utilizando ferramentas de bioinformatica para a procura
de proteinas homélogas em outros organismos, mas nenhuma similaridade foi
encontrada entre os tripanosomatideos. Foi verificado ainda que 30K interage
com SF1/BBP, sendo essa interacdo essencial para a reagdo de trans-splicing

(DENKER et al., 2002).

2.3. Fatores de splicing

Uma vasta lista de fatores relacionados ao cis-splicing € conhecida
(aproximadamente 300 proteinas), além das proteinas que compdéem as
ribonucleoproteinas. Essas proteinas foram identificadas por diversas purificacées
do spliceosomo em diversos estagios do processamento de alguns organismos.
Entre elas estao proteinas sdo denominadas de SAPs (proteinas associadas ao
splicecosomo) conhecidas, RNA helicases-like, hnRNPs (RNP heterogénea
nuclear), proteinas SR (ricas em serina), ciclofilinas, RBPs (proteinas ligantes de

RNA), entre outras (CHEN et al., 2007).

Diante de todas essas informagdes podemos observar que pouco se
conhece da dindmica dos complexos durante o frans-splicing em
tripanosomatideos, bem como as proteinas que compdem as ribonucleoproteinas
e o spliceosomo, quando em comparacdo ao cis-splicing em mamiferos e
leveduras, que possui grande parte do mecanismo desvendado e
aproximadamente 300 proteinas que participam desse processamento
conhecidas. Sendo assim, este trabalho propds a identificacdo de novas proteinas

que compdem o spliceosomo em tripanosomas, seja como proteinas especificas
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presentes em RNPs individuais ou como fatores de trans-splicing, essenciais para
a reacdo. Desse modo, esses dados poderdo auxiliar na busca de alvos de agao
imunoldgica ou farmacolégica, relacionados ao mecanismo de trans-splicing, que
ndo estejam presentes nas células humanas, e que possam servir, futuramente,
para atenuacdo ou destruicdo dos parasitas e, também, na verificacdo de
eventual expressao diferencial de algumas proteinas nos diferentes estagios e/ou

formas dos parasitas.
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OBJETIVOS

1)

Os objetivos desse projeto foram:

Amplificacdo e clonagem da sequéncia que codifica para a proteina SmD1 de

Trypanosoma brucei em vetor PC-PTP-neo;

Estabelecimento da linhagem de T. brucei que expresse a proteina SmD1
fusionada ao PTP-tag para a obtencdo de proteinas que compdem o

spliceosomo apos a purificagao;

Identificacdo das proteinas obtidas, apdés a purificacdo de SmD1-PTP,
utiizando espectrometria de massa (fingerprint de massa) e andlise em

bancos de dados especificos;

Amplificacdo e clonagem de 10 proteinas conservadas hipotéticas em vetor

PC-PTP-neo;

Estabelecimento de linhagens de T. brucei que expressem cada uma das 10

proteinas conservadas hipotéticas;

Analise das 10 proteinas conservadas hipotéticas para a ligagdo com os
snRNAs (SL, U1, U2, U4, U5 e U6) utilizando reagcédo de primer extension,

apos precipitagdo com resina de 1gG;

Imunolocalizagdo das proteinas fusionadas ao PTP-tag em T. brucei.
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MATERIAIS E METODOS

1. Cultivo de Trypanosoma brucei

As formas prociclicas de Trypanosoma brucei brucei, cepa 427 (CROSS &
MANNING, 1973) foram cultivadas em meio SDM-79 (BRUN &

SCHONENBERGER, 1979) contendo 10% de soro fetal bovino, em estufa a 26°C.

2. Amplificacao por PCR e clonagem em vetores

2.1. Construcao dos oligonucleotideos para PTP-tag C-terminal

Todos os oligonucleotideos para o PTP-tag foram construidos para a
adicdo do tag na porcao C-terminal de cada proteina alvo. Para isso, o
oligonucleotideo antisense (AS) sempre foi complementar a porgcdo terminal da
regiao 3’ da sequéncia de DNA que codifica para a proteina alvo, sem a trinca de
bases para o stop cdédon (2, na Fig. 25), e contendo o sitio de restricdo para Eag l.
Em seguida foi necessario localizar um sitio de restricdo Unico na seqléncia da
proteina alvo e que nao estivesse presente no vetor pC-PTP-neo, para ser
utilizado na linearizagdo do plasmidio recombinado. Este sitio deveria estar numa
posicdo de no minimo 150 pb do stop cédon, em direcdo a extremidade 5. O
oligonucleotideo sense (S) foi entdo construido com numa regiao de, no minimo,
150 pb do sitio de restricdo em diregcdo a extremidade 5 (1, na Fig. 25), e
contendo o sitio de restricdo de Apa |. Para a confirmagdo dos parasitas

transfectados, um oligonucleotideo S 5’out foi construido fora da sequéncia
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amplificada, em direcdo a extremidade 5’ (3, na Fig. 25). Esse oligonucleotideo,
juntamente com o oligonucleotideo para a sequéncia de proteina C (protC-TAP3’)
permitiram a verificagdo da insercdo do vetor na posi¢cédo correta no genoma do

parasita. Todos os oligonucleotideos utilizados encontram-se no anexo.

| 2

[ 5 utR [] N 3 utr
3 1
[ start cédon (ATG) | sitio de restricao
M stop codon [ gene

Figura 25: Esquema da construgao dos oligonucleotideos para PTP-tag. 1) oligo S com sitio de
restricao para Apa l. 2) oligo AS com sitio de restrigao para Eag |. 3) oligo 5 out.

Somente para p18 foi utilizado o sitio de Not | ao invés de Eag | no
oligonucleotideo, pois a sequéncia da proteina ja possuia um sitio interno para
Eag .

Os sitios de restricao Unicos para a digestdao de SmD1-PTP e das proteinas

hipotéticas conservadas encontram-se a seguir:

SmD1 - SnaBl p13,2—-Bsml p16,2 — PshA | p17 — Bcl |
p18 — Bsm | p31 — Sall p35 — BsiW | p42 — Smal
p65,5 — Bsm | p87,7 — Aat Il p92,2 — Xho |

2.2. Amplificacao por PCR e purificacao do produto

A sequéncia de SmD1 utilizada inicialmente e as sequéncias de p13,2;
p16,2; p17; p18; p31; p35; p42; p65,5; p87,7 e p92,2*, identificadas neste

trabalho; foram amplificadas por PCR utilizando 1 ul de DNA gendémico de T.
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brucei (cepa 427) 50 ng/ul, 5 ul tampao Taq HiFi 10X, 2 ul MgSO4 50 mM, 1 ul

dNTP 10 mM, 1 ul oligo S 100 ng/ul, 1 ul oligo AS 100 ng/ul, 0,2 ul Platinum Taq

DNA polimerase High Fidelity 5 U/ul (Invitrogen), HO q.s.p. 50 pl. Os

oligonucleotideos (IDT) utilizados encontram-se a seguir.

Ciclo de amplificagdo: 94 °C — 1 min 30 seg

94°C - 30 seg
56 °C — 30 seg 30X
68 °C — 45 seg

4°C - oo

* para p92,2 foi necessaria a mutagdo de um sitio de Apa | que estava presente no interior da

sequéncia, utilizando-se PCR por overlapping.

SmD1-PTP Apal S
SmD1-PTP Not | AS

p13,2-PTP Apal S
p13,2-PTP Eag| AS
p16,2-PTP Apal S
p16,2-PTP Eag| AS
p17-PTP Apal S
p17-PTP Eag| AS
p18-PTP Apal S
p18-PTP Not| AS
p31-PTP Apal S
p31-PTP Eag | AS
p35-PTP Apal S
p35-PTP Eag | AS
p42-PTP Apal S
p42-PTP Eag | AS
p65,5-PTP Apal S
p65,5-PTP Eag | AS
p87,7-PTP Apal S
p87,7-PTP Eag| AS
p92,2-PTP Apal S

5-TAGGGCCCGCGGCGGAGTCATCGACGCTCATCG-3
5-ATGCGGCCGCTCATTTGATCGCTCCGTCCTTTTGCTTCCCGGT
CTCGCCTTCGCGGCGGCAGC-3
5-TAGGGCCCCCACTCGAAACATTGAAGGC-3
5-TACGGCCGATCCTGAGGTACGGAAGGTTTTAC-3’
5-TAGGGCCCCTGGAGGCGTTGCGGTCGGC-3
5-TACGGCCGCTCTCCCTTGATACGCTTCA-3’
5-TAGGGCCCAGCACAATTGTGTTCACACG-3’
5-TACGGCCGCTCTCCACGAGCACGCTTTC-3’
5-TAGGGCCCGCTTTGGGGAACTCGGGTCG-3’

5- TAGCGGCCGCGTAAGGCGTCTAAGAAAAAGCAC-3
5-TAGGGCCCGGATGAGTTGCTGCTTAGTG-3’
5-TACGGCCGTGACGTAAACCTCTTTCC-3
5-GGGCCCTCTTGCGGTAAGGAATCC-3’
5-CGGCCGAATTCGCTGTAATATTAC-3’
5-TAGGGCCCACGACACAAAATGATAGCGG-3’
5-TACGGCCGCTCACCCTTCTTGCGCTCGC-3
5-GGGCCCGCCGGAGCCCCATGCATAC-3’
5-CGGCCGCTTTCTCTTCAGTAGTTGC-3’
5-TAGGGCCCACAATTTCACCGCTCTGACG-3’
5-TACGGCCGTGCCTTTTTCTTCACAAACAAC-3
5-GGGCCCCGGGAGTTCTCCAAATTG-3"
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p92,2-PTP Eag | AS 5-CGGCCGCGTAAGTGCTGGCACCGG-3”
p92,2-PTP mut S 5-GTAATGCGGATAGAGCGCACACCGTGATGGAGGCC-3”
p92,2-PTP mut AS 5-GGCCTCCATCACGGTGTGCGCTCTATCCGCATTAC-3’

Os produtos de PCR foram tratados com 4 ul 5X B/K buffer (25 ul tampao
T4 PNK 10X; 25 ul tampao Klenow 10X; 25 ul dNTP 10 mM; 2,5 ul dATP 100 mM;
H2O g.s.p. 100 pl), 1 ul T4 polinucleotideo kinase (T4 PNK) 10 U/ul e 1 ul Klenow
5 U/ul, incubando a 37°C/ 30 min, para ajuste das extremidades e fosforilagdo dos
produtos. Em seguida, os produtos foram purificados do gel de agarose 1%
contendo BrEt, utilizando o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen), apés
eletroforese. Esse tratamento foi necessario para a clonagem em vetor digerido

com uma enzima que produz uma extremidade abrupta.

2.3. Reacao de ligacao e transformacao

O vetor utilizado para a clonagem e sequenciamento foi o pTZ18U (Bio-
Rad) (Fig. 26) digerido com Sma | (extremidade abrupta) e defosforilado. A reagéo
de ligagéo foi realizada utilizando-se 20 ng do vetor digerido, 1 ul tamp&o T4 DNA
ligase 10X, produto de PCR 3x mais que a quantidade molar do vetor, 1 ul de T4

DNA ligase 400 U/ul e H,O g.s.p. 10 pl, incubando por 2h/ TA ou 16°C/ overnight.
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lac_promote
M13

T7_proma
EcoRI 255
Sacl 265

Kpnl 271

smal 273 €—
BamHI 276
¥bal 282

Sall 288

PstI 293
HindIII 306

F—lacg_a
Fl_origin
pBR3Z2_origin

AmpR_promoter

Ampicillin

Figura 26: Mapa do vetor pTz18U. A seta preta indica o sitio de Small.

A transformacao foi realizada com 50 ul de bactérias DH5a competentes
(Subcloning Efficiency DH5a Competent Cells, Invitrogen) e 5 ul da reagdo de
ligacdo, incubando por 20 min. em gelo. Em seguida foi dado o choque térmico
por 20 seg/ 37 °C e gelo por 2-5 min. Adicionou-se 150 pul de meio LB (1%
Triptona; 0,5% extrato de levedura; 1% NaCl; pH 7,0) e logo em seguida as
bactérias foram esparramadas em placa de petri contendo LB agar (LB com 2%
de 4gar) e 100 ug/ml de ampicilina. A placa foi incubada em estufa a 37 °C/

overnight.
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2.4. Confirmacao da clonagem, obtencao do plasmidio recombinado e

sequenciamento

Algumas coldnias foram repicadas da placa de LB agar para meio LB com

100 pg/ml de ampicilina. Apds o crescimento, uma aliquota de cada cultura foi
utilizada na reagao de PCR para a confirmacao da clonagem. A PCR foi feita com
2 ul de cultura (5h de crescimento); 5 ul tampao da Taq platinum 10X; 1,5 wl
MgClz 50 mM; 1 ul primer M13 foward (5-GTAAAACGACGGCCAGT-3') 100 ng/ul; 1 wl
primer M13 reverse (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3) 100 ng/ul; 1 ul dNTP 10 mM; 0,2
ul Taq platinum 5 U/ul (Invitrogen); H20 q.s.p. 50 ul.
Ciclo de amplificagdo: 94 °C — 1 min 30 seg

94°C - 30 seg

56 °C — 30 seg 30X

72°C —1 min 45 seg

4°C - o0

Apos a eletroforese em gel de agarose 1% corado com BrEt e identificagao
dos clones positivos, o0 DNA plasmidial de uma cultura de 5 ml dos mesmos foram
extraidos utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) e enviados para

sequenciamento.

2.5. Subclonagem em vetor pC-PTP-neo

Depois de confirmada a seqliiéncia, o inserto foi liberado pela digestdo com

Apa | e Eag | (com excecdo da p18 que foi digerida com Apa | e Not |) para a



Caracterizagdo molecular de proteinas que compoem o complexo spliceosomal em tripanosomatideos 47

clonagem em vetor pC-PTP-neo digerido com Apa | e Not | (SCHIMANSKI et al.,
2005 — Fig. 27). A banda referente ao inserto foi purificada do gel de agarose 1%
corado com BrEt apo6s eletroforese. A ligacéo, transformacao, confirmacao dos
clones e obtencdo do DNA foram realizadas da mesma forma que nos itens 2.3 e
2.4, mas utilizando os oligos S especifico de cada proteina e oligo Prot C-TAP3’
(5-TCGCTAGCAGTAGTTGGAATATCATATTTCCCATCAATAAGACGAGG-3), complementar

a sequéncia de proteina C presente no tag PTP do vetor.

pC-PTP-NEO

Sacl”” QT H23

-
NEO' N\ Clal
/ Hindlll
Hpal 'Ndel
BstBI

Figura 27: Mapa do vetor pC-PTP-neo (Schimanski et al. 2005). PTP-tag em azul. Marcador de
resisténcia a neomicina em verde. Gene de U1-70K que é substituido pela sequéncia da proteina
de interesse, em vermelho.

3. Transfeccao dos plasmidios pC-PTP-neo recombinados em T. brucei e

confirmacao dos clones

O plasmidio linearizado por uma enzima de restricdo foi inserido em um
alelo do genoma do parasita apos eletroporacdo, como observado no esquema a

sequir:
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gene

v PTP NEO-R v

vetor

3.1. Preparo do DNA

10 ug de plasmidio foram digeridos overnight com uma enzima de restricao
especifica para cada sequéncia (item 2.1), utilizando tampao e temperatura
6timos para cada enzima. O DNA foi fenolizado (V/V), precipitado e ressuspenso

em 10 ul de H-O MilliQ.

3.2. Preparo dos parasitas

Uma cultura de 10 ml de formas prociclicas de T. brucei cepa 427 (~8x10°-
1x107 parasitas/ml) foi centrifugada por 7 min/ 3.000g/ TA. O sobrenadante foi
descartado e os parasitas lavados com 2 ml de ZPMF 1X (132 mM NaCl; 8 mM
KCI; 8 mM NazHPO4; 1,5 mM KH2PO4; 1,5 mM MgOAc.4H;0; 90 uM CaOAcy), 7

min/ 3.000g/ TA. O sedimento foi ressuspenso em 390 ul de ZPMF 1X.

3.3. Transfeccao

O DNA e os parasitas foram colocados em cubeta de eletroporacao (BTX 2
mm) e eletroporados em eletroporador BTX , pulso de 1,5 kV, 25 uF, 24 Ohmes.
AplGs a eletroporagdo os parasitas foram transferidos para uma garrafa

contendo 10 ml SDM-79 e 20 ug/ml de G418 (gene da neomicina fosfotransferase
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Il como marca de resisténcia do vetor pC-PTP-neo). Em um tubo plastico, foram
misturados 2,5 ml dos parasitas da garrafa, 2,5 ml de parasitas 427 nao
transfectados, 7,5 ml meio SDM-79 e 20 ug/ml G418 e em seguida 250 pul dessa
mistura foram distribuidos em 48 pocos de uma placa de poliestireno de 96 pogos
estéril, incubada em camara Umida a 26 °C, para o isolamento de clones
transfectados. Apds a selegéo dos clones, foram utilizados 40 ug/ml de G418 para

garantir a presenca somente de parasitas transfectados.

3.4. Confirmacgao dos clones positivos

O DNA de cada clone isolado foi extraido para a confirmagdo da

transfeccéo por PCR e a expressao da proteina foi analisada por western blot.

3.4.1. Obtencao rapida do DNA genémico de T. brucei

1 ml de cultura (fase log) foi centrifugada por 1 min/ 3.000g/ TA. Os
parasitas foram lavados com 800 ul de tampéo tryps wash (100 mM NaCl; 3 mM
MgClz; 20 mM Tris-HCI pH 7,5), centrifugando por 1 min/ 3.000g/ TA. O sedimento
foi ressuspenso em 250 ul tampéo TELT (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 62,5 mM EDTA
pH 8,0; 2,5M LiCl; 4% Triton X-100) e extraido com 250 ul de fenol/cloroférmio,
centrifugando por 2 min/ 16.000g/ TA. Em seguida foi realizada a extracdo com
250 ul cloroférmio, centrifugando por 2 min/ 16.000g/ TA. O DNA foi precipitado
com 3 vol ETOH 100% e 0,1 vol NaAc 3M pH 7,0, centrifugando por 5 min/
16.000g/ TA. O sedimento foi lavado com 500 ul ETOH 70%, centrifugando por 5

min/ 16.000g/ TA. O sedimento foi seco e ressuspenso em 30 ul H,O MilliQ.
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3.4.2. Reacao de PCR

Foi utilizado um oligonucleotideo para a sequéncia da proteina C (protC-
TAP3’) e outro sense 5out para cada sequéncia alvo, mostrados a seguir e

descritos no item 2.1.

SmD1-PTP 5out 5-ACTCTTTACTTGAATCAGTG-3’
p13,2-PTP 5out 5-GTTCGGTGGGGAGCAGATTC-3
p16,2-PTP 5out 5-ATGTATAATGGCATCGCTCC-3
p17-PTP 5°out 5-ATGGTCCGGCGGAATAATAAG-3’
p18-PTP 5out 5-ATGGAGGCGCTTCGCGTTCAG-3’
p31-PTP 5°out 5-CCATTGCAGAAGGGGAAAGC-3’
p35-PTP 5°out 5-ATGATGGCTATTTGGTTC-3’
p42-PTP 5°out 5-GTAAGCCACAGCCAAGAAGG-3’
p65,5-PTP 5 out 5-AAGCTTACGCGTGTCTGGGATGCGCGTTAC-3’
p87,7-PTP 5out 5-GCTACGCGAAGTTGGAGGAG-3’
p92,2-PTP 5 out 5-ACACGGTTGCCTCTCCAC-3’

A reagao de PCR foi realizada da mesma forma que no item 2.4, utilizando

2 ul do DNA extraido do parasita (~50 ng).

3.4.3. Western blot

Os clones PCR positivos foram analisados para a expressdo da proteina
alvo contendo o PTP-tag por Western blot.

1 ml de cultura (fase log) de cada clone obtido foi centrifugada 1 min/
3.000g/ TA e o sobrenadante removido. Os parasitas foram ressuspensos em 30
ul de tampao de amostra de SDS-PAGE (125 mM Tris-HCI pH 6,8; 5% SDS; 25%
glicerol; 2,5 mg/ml azul de bromofenol; 200 mM DTT) e fervidos por 10 min. 12 pl

de cada amostra foram aplicados em gel SDS-PAGE 10% para a eletroforese a
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80V para o empilhamento e 130V para a separagdo. As proteinas foram
transferidas do gel para membrana de PVDF em tampé&o de transferéncia (25 mM
Tris; 150 mM glicina; 10% metanol) a 100V/ 1 h/ 4°C e esta foi bloqueada com 10
ml solugcdo de bloqueio (5% leite desnatado; 5% soro fetal bovino; 0,1% Tween
20) por 2 h/ TA. O anticorpo anti-proteina A conjugado com peroxidase (diluicao
1:2000) foi adicionado a solucao de bloqueio e incubado por 30 min/ TA. Em
seguida foram realizadas 5 lavagens de 5 min cada com TBST 1X (50 mM Tris;
150 mM NacCl; 0,1% Tween 20). A membrana foi entdo revelada utilizando o kit
BM Chemiluminescence blotting substrate (POD) - Roche e o resultado foi

observado apés exposicao em filme de raios-X.

4. Preparacao do extrato para a purificacao das proteinas contendo PTP-tag

3,5 a 4 L de cultura (fase log - 1x10” parasitas/ml) foram centrifugados por
10 min/ 2.700g/ 2 °C. O sobrenadante foi descartado e os parasitas lavados 2x
com 40 ml tampao tryps wash gelado, ressuspendendo o sedimento no vortex e
centrifugando por 7 min/ 2.700g/ 2 °C. Determinar o volume do sedimento. O
sedimento foi lavado com 30 ml de tamp&o de transcricdo gelado (150 mM
sucrose; 20 mM ac glutdmico; 20 mM HEPES-KOH pH 7,7; 3 mM MgCly),
centrifugando por 10 min/ 3300g/ 2 °C. O sedimento foi ressuspenso no mesmo
volume de tampao de transcricdo gelado e incubado no gelo por 20-30 min.

O dounce de vidro de 7 ml foi lavado com ETOH 100%, 3x com H>O e com
tampao de transcricdo, mantendo no gelo. Os parasitas foram colocados no
dounce de vidro e foram adicionados 1ul DTT 1M, 1 pl leupeptina 10 mg/ml e 1 pl

aprotinina 10 mg/ml para cada ml. Apoés a quebra de >70% dos parasitas (~5
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min), o extrato foi aliquotado em fragées de 1 ml, congelado em N liquido e

armazenado a -80 °C. Cada fragdo é chamada de Y4.

5. Purificacao do PTP-tag

Dez aliquotas de 1 ml do extrato do parasita (Y4), correspondente a 2-
4x10° células, foram descongeladas e colocadas imediatamente em gelo. 100 pl
do tampéo de extracao gelado (1,5 M KCI; 20 mM Tris-HCI pH 7,7; 3 mM MgCly;
0,5 mM DTT; 1% Tween 20) foram distribuidos em eppendorfs previamente
colocados em gelo, para cada 1 ml do extrato. Cada aliquota do extrato foi
adicionada em um eppendorf contendo o tampao de extragdo, misturando
rapidamente e incubando por 20 min no gelo e invertendo o tubo 3x.

A coluna de IgG (poly-prep chromatography columns 0.8x4cm, BioRad) foi
preparada com 200 ul de beads de IgG (IgG sepharose fast flow, GE), passando
50 ml de tampéao PA-150 (150 mM KCI; 20 mM Tris-HCI pH 7,7; 3 mM MgCly; 0,5
mM DTT; 0,1% Tween 20) pela coluna.

Os tubos foram centrifugados por 15 min/ 21.000g/ 2 °C e o sobrenadante
transferido para outro eppendorf previamente colocado em gelo. Os tubos foram
centrifugados novamente por 3 min e os sobrenadantes adicionados a um mesmo
tubo de 15 ml previamente em gelo (~ 6 ml). Foram separados 20 pl amostra + 25
pl tampao de amostra + 5 pl 2-Me para WB (input). Foram adicionados 500 ul do
inibidor de protease (complete mini, EDTA free, Roche) previamente dissolvido
em 1 ml de PA-150 (A, Fig. 28). A coluna de IgG foi fechada embaixo e o extrato
adicionado. O topo foi fechado e a coluna deixada sob rotagédo a baixa velocidade

a 4 °C/ 2h (B, Fig. 28).
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O flow-through (FT) foi coletado e separado a amostra para WB — 20 pl
amostra + 25 ul tampéao de amostra + 5 pl 2-Me. Adicionou-se aproximadamente
10 ml de PA-150 a coluna, deixando sob baixa rotagdo por 10 min/ 4°C e em
seguida a solucdo foi descartada. Mais 15 ml de PA-150 foram passados pela
coluna para completar a lavagem. A coluna foi fechada novamente e adicionados
2 ml tampéao da TEV (150 mM KCI; 20 mM Tris-HCI pH 7,7; 3 mM MgCl,; 0,5 mM
EDTA pH 8,0; 1 mM DTT; 0,1% Tween 20) e 300 U TEV protease (AcTev,
Invitrogen), deixando sob baixa rotagdo overnight/ 4 °C (C, Fig. 28).

A coluna de anti-proteina C foi preparada com 200 pl de resina (anti-protein
C affinity matrix, Roche), passando 50 ml do tampao PC-150 (150 mM KCI; 20
mM Tris-HCI pH 7,7; 3 mM MgCl,; 1 mM CaCly; 0,5 mM DTT; 0,1% Tween 20).

O eluato da TEV (~2 ml) foi coletado e 20 ul da amostra + 25 ul tampao de
amostra + 5 pl 2-Me foram separados para o WB. Passou-se mais 4 ml de PC-
150 na coluna, que foi coletado juntamente com o TEV eluato. Foram adicionados
7,5 pl of CaCl, 1M e 500 pl do inibidor de protease e os 6 ml colocados na coluna
de anti-proteina C, deixando sob baixa rotagédo por 2h/ 4°C (D, Fig. 28). O flow-
through foi coletado e 20 pul amostra + 25 pl tampao de amostra + 5 pl 2-Me foram
separados para WB.

A coluna foi entdo lavada com 10 ml de PC-150, sob rotagdo por 10 min,
passar pela coluna mais 10 ml e depois mais 10 ml. As lavagens foram repetidas
mais uma vez.

600 pl do tampéao de eluicao EGTA/EDTA (5 mM Tris-HCI pH 7,7; 10 mM
EGTA; 5 mM EDTA pH 8,0; 0,01 pug/ul leupeptina) foram adicionados e a coluna

foi colocada sob baixa rotagdo por 5 min/ TA. O eluato foi coletado e esse passo
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repetido mais 2x (E, Fig. 28). Foram separados 20 pl amostra + 25 pl tampao de

amostra + 5 ul 2-Me para WB e SDS-PAGE.

TEV [PiotAlPIotA] —> extrato A
Ligacao a IgG sepharose l
TEV [ Prot A @ B
Digestdao com TEV protease l
— 5> TEVeluato C
Ligacao a anti-protC beads l
@ D
Eluicdo com EGTA/EDTA l
— 5 EGTA/EDTAeluato E

—> Detecc¢ao com anti-protC F

Figura 28: Esquema da purificagao do PTP-tag.

5.1. Analise da eficiéncia da purificacao

As amostras coletadas foram analisadas por WB para checar a eficiéncia
da purificacao (F, Fig. 28). No gel SDS-PAGE 12,5% foram aplicados 2,5 ul do
extrato e IgG FT; 4,2 ul TEV eluato; 12,5 pl protC FT; 15 ul EGTA/EDTA eluato

O WB foi realizado como descrito no item 3.4.3, mas com a adi¢ao de 1
mM CaCl, na solugdo de bloqueio e no TBST para as lavagens, pois para esta
analise foi utilizado anticorpo anti-proteina C (diluicdo 1:2.000), que é dependente

de Ca®** para a ligagdo. Como o anticorpo anti-proteina C ndo é conjugado, foi
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realizada uma incubagdo com o anti-lgG conjugado com peroxidase (diluigdo
1:5.000) por 1h/ TA, seguido das lavagens com TBST.

As mesmas amostras foram aplicadas em gel Tris-HCI gradiente 10-20%
linear (Tris-HCI gel 10-20% linear gradient, Biorad), corado com Sypro-Ruby

(Invitrogen).

6. Espectrometria de massas

O eluato obtido na purificacdo do PTP-tag foi concentrado a vacuo até o
volume de aproximadamente 200 pl. A amostra foi dialisada em tampé&o de dialise
(10mM Tris-HCI pH 7,6-7,8; 1 mM MgCly; 10 mM KCI; 0,1mM DTT), overnight/
4°C. A amostra foi concentrada novamente a vacuo até aproximadamente 100ul e
armazenada a -80°C até o envio para o Seattle Biomedical Research Institute,

Seattle, WA, USA, em colabora¢do com Aswini K. Panigrahi, PhD.

7. Analise da ligacao aos snRNAs pela reacao de primer extension

Essa reacdo consiste na utilizacgdo de um oligonucleotideo marcado
radioativamente, especifico para cada snRNA a ser analisado, em uma reagao
com transcriptase reversa. Com isso, sdo obtidas fitas Unicas de DNA

complementar ao RNA, observadas apos eletroforese.
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7.1. Marcacao radioativa dos oligonucleotideos

A marcagdo radioativa dos oligonucleotideos para U1 (5-
AGCACGGCGCTTTCGTGATG-3), U2 (5-ACAGGCAACAGTTTTGATCC-3), U4 (5-
TACCGGATATAGTATTGCAC-3), U5 (5-CCGCTCGAGGACACCCCAAAGTTT-3), U6 (5-
GGGAGAGTGCTAATCTTCTC-3’) e SL (5-CGACCCCACCTTCCAGATTC-3) snRNAs foi
realizada misturando-se 14,3 ul H>O; 2 ul tampao da T4 PNK 10X; 2 ul oligo 100
ng/ul; 1,2 ul [y-P] ATP (ICN >200 pCi); 0,5 pl T4 PNK 10 U/ul. A reagao foi
incubada por 30 min/ 37 °C e purificada por gel filtragdo (Micro Bio-Spin 30,
BioRad). Foram adicionados 150 pl de H,O para acertar a concentragdo para 1

ng/ul.

7.2. Obtencao do RNA

Uma aliquota de 1 ml do extrato (Y4) foi extraida como no item 5,
aliquotada em fragdes de 100 ul cada e guardadas a -80 °C. ~ 30 ul de beads de
lgG foram equilibrados com 800 ul de tampao PA-150 (item 5, substituindo KCI
por NaCl), centrifugando 3.000g/ 30 seg, por 2x. Uma amostra de 10 ul + 10 pl
tampao de amostra foi separada da aliquota de extrato extraido para o WB. Apds
a retirada do sobrenadante, a resina foi incubada com 100 pl do extrato extraido e
400 pl de tampao PA-150 por 1h/ 4° C/ rotacéo lenta. Apds centrifugagdo 3.000g/
30 seg, o sobrenadante foi coletado, uma amostra de 10 ul + 10 yl tampéao de
amostra foi separada para WB e a resina lavada 5x com 800 pul de tampé&o PA-
150, centrifugando a 3.000g/ 30 seg a cada lavagem. A resina foi ressuspensa em

30 uyl de PA-150 e 12 pl (equivalente a 6 ul de resina sem tampao) foram
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transferidos para outro tubo para o WB. O sobrenadante foi retirado e a resina
ressuspensa em 40 yl de tampao de amostra. O restante da resina (o outro tubo)
foi centrifugado novamente, retirado o sobrenadante e seguiu-se com a extracao
do RNA. No gel para o western blot foram aplicados 2 ul do input, 5 ul do
sobrenadante e 5 pl da resina, seguindo 0 mesmo protocolo do item 3.4.3.

O RNA presente na amostra foi obtido com a adicdo de 300 pl de solucao
D (25¢g tiocianato de guanidina; 29,3 ml H,O; 1,76 ml citrato de sédio 0,75M pH
7,0; 2,64 ml sarcosyl 10%; 7,2 ul 2-Me/ ml no momento do uso) diretamente nas
beads e vértex. Adicionou-se 30 ul NaAc 2M pH 4,0 e inverteu-se o tubo para
homogeneizagdo. Em seguida o RNA foi extraido pela adicdo de 300 pl de fenol
acido saturado e 60 pl cloroféormio, vortex e incubou-se no gelo por 10 min,
seguido de centrifugacdo 16.000g/ 5 min/ TA. A fase aquosa foi transferida para
um novo tubo e adicionou-se 1 ul de glicogénio 20 mg/ml, misturando por
inversdo. O RNA foi precipitado com 3 volumes de ETOH 100%, centrifugando
por 10 min/ 16.000g/ TA. O sedimento foi lavado 2x com 500 ul de ETOH 70%,

centrifugando 5 min/ 16.000g/ TA, seco e ressuspenso em 40 ul H,O DEPC.

7.3. Primer Extension

Misturou-se 10 pl RNA (item 8.2); 4 pl tamp&o 1% strand 5X e 3 ul dos
oligonucleotideos marcados (volume total). Para cada RNA foram realizadas uma
reacao contendo os oligos de U2, U4, U6 e SL (reacdo a) e outra contendo os
oligos de U1 e U5 (reagéo b). Os tubos foram incubados por 5 min/ 70 °C e 5 min/

gelo. Foram adicionados 2 yl DTT 0,1M; 1 ul JNTP 10 mM e 0,5 pl transcriptase



Caracterizagdo molecular de proteinas que compoem o complexo spliceosomal em tripanosomatideos 58

reversa (Superscript Il — Invitrogen) e a reacgao foi incubada por 45 min/ 42 °C. Os
produtos da reacao foram precipitados com 60 pl ETOH 100% e 2,5 ul NaAc 3M
pH 7,0, centrifugando 16.000g/ 10 min/ TA. O sedimento foi seco e ressuspenso
em 10 ul de tampé&o de amostra contendo uréia.

Cinco ul de cada produto foram aplicados em PAGE 8% - 7M uréia para

eletroforese e analisados apds exposicao em filme de raios-X.

8. Imunolocalizacao das proteinas fusionadas ao PTP-tag

2-4x10° parasitas PTP-tag positivos (fase log) foram centrifugados a 600g/
10 min, o sedimento foi lavado 2x com 1 ml de PBS 1X, pH 7,4 (Sigma — tabletes)
gelado e em seguida os parasitas foram ressuspensos em 100 ul de PBS 1X
gelado.

Laminulas de 12 mm de didmetro foram colocadas em cada pog¢o de uma
placa de 24 pocos. Foram pipetados 25 pul da suspensao de parasitas em cada
laminula, incubando por 15 min/ TA para a adesdo na laminula. Foi adicionado
gentilmente 1 ml de solugcao de paraformaldeido 4% em PBS 1X para fixacao,
incubando a placa por 15 min/ 4°C.

Apds 2 lavagens com 1 ml de PBS 1X gelado, foi adicionado 1 ml de
solucao Triton X-100 0,1% em PBS 1X gelada, incubando por 10 min/ TA. Apés 4
lavagens com 1 ml de PBS 1X gelado (5 min cada), a laminula foi bloqueada por
1h/ TA com 200 ul de solugcéo de bloqueio (1% fish gelatin (Sigma); 0,02% NaNg3;
PBS 1X/ 0,05% Tween 20 g.s.p.).

A laminula foi entdo incubada com 200 ul do anticorpo primario anti-

proteina A de coelho (Sigma, P3775, diluicdo 1:40.000) diluido em solu¢do de
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bloqueio por 1h/ TA. Apds 6 lavagens com 1 ml de PBS 1X/ Tween 20 0,05%
gelado (5 min cada), 200 ul de solugdo de bloqueio contendo o anticorpo
secundario Alexa 594 (Invitrogen, A11072, diluido 1:400) e DAPI 1 mg/ml (diluido
1:200) foi adicionada, incubando por 1h/ TA.

A laminula foi entdo lavada 6x com 1 ml de PBS 1X/ Tween 20 0,05%

gelado (5 min cada) e montada em uma lamina de vidro com Vectashield.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de conhecer novas proteinas que compdem o spliceosomo
em tripanosomatideos, estabeleceu-se a metodologia de PTP-ftag segundo
Schimanski et al. (2005), em colaboragdo com o Prof. Dr. Arthur Gunzl da
University of Connecticut Health Center, durante o programa de doutorado
sanduiche (PDEE) por um periodo de 12 meses, com o apoio financeiro da
Capes.

Nessa metodologia uma proteina alvo fusionada ao tag PTP (Proteina C,
sitio de clivagem TEV protease, Proteina A) pode ser produzida in vivo em
Trypanosoma brucei (Fig. 27). A presenga do tag permite a purificacdo da
proteina alvo, ligada a outras proteinas que tenham interagao in vivo, a partir do
extrato total do parasita (Fig. 28).

Neste trabalho, a proteina SmD1 de T. brucei foi escolhida como alvo para
a purificagdo do complexo spliceosomal utilizando a metodologia de PTP-tag com
o intuito de se identificar proteinas que se ligam a SmD1 e/ou a outros
componentes do spliceosomo, havendo um interesse especial em proteinas
ligadas ao SL RNP até hoje nao identificadas. A escolha dessa proteina se deve a
sua presenca em todas as snRNPs envolvidas no processamento dos pré-mRNAs
por splicing (U1, U2, U4, U5 e SL), com excecao de U6 snRNP que é composta
por proteinas LSm (Sm-like). A SmD1 de T. brucei (codigo de acesso -
Tb927.7.3120) é uma proteina de 11,7 kDa, 106 aas e que possui um dominio
Sm. Experimentos envolvendo RNAi mostraram que o knock-down de SmD1 é
letal para o parasita e causa anormalidades no mecanismo de trans-splicing

(Mandelboim et al. 2003; Zeiner et al. 2004).
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Sendo assim, o vetor pC-PTP-neo contendo a sequéncia que codifica para
SmD1 (do ATG ao stop codon) fusionada ao PTP na porcdo C-terminal foi
inserido no genoma do parasita (transfec¢do) para a producdo da proteina
recombinada e, apds diluicbes seriadas, alguns clones foram isolados. Para a
verificacdo da insercao correta da sequiéncia alvo no genoma, foi realizada a
reacdo de PCR com oligonucleotideos SmD1-PTP 5out e protC-TAP3’, que
resultou na presenca de uma banda de 410 pb, como esperado (dados nao
mostrados). O mesmo clone também foi analisado para a producao da proteina
contendo o tag utilizando WB com anticorpo anti-proteina A (Fig. 29). Neste
experimento, foi observada uma banda uUnica de 30,7 kDa (11,7 kDa de SmD1 +
19 kDa do tag PTP), demonstrando que o parasita expressou a proteina

recombinada adequadamente.

WT D1
PM (kDa)

100
75

50

37

@ —smD1-PTP

25

Figura 29: WB do clone PCR-positivo para a transfecgdo de SmD1-PTP, utilizando anticorpo anti-
proteina A. WT: cepa 427 nao transfectada.

Em seguida, foi realizada uma cultura de 3,5 L da fase /og do clone SmD1-
PTP positivo para o preparo do extrato total. A purificagdo de SmD1-PTP (ver item

5) consiste na utilizagdo de uma coluna de IgG, seguida de uma coluna de anti-
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proteina C, na presenca de Ca?. SmD1 foi eluida pela desestabilizacdo da
reacao antigeno-anticorpo, com a adi¢cao de solugdo EGTA/EDTA para a retirada
do Ca?*. Cada etapa da purificagdo foi acompanhada por WB utilizando anticorpo
anti-proteina C (Fig. 30A). No input (amostra inicial do extrato) observou-se a
presenca da proteina recombinada. O FT-IgG com auséncia de banda mostrou
que toda a proteina presente no extrato foi ligada a coluna de IgG e nao perdida
durante as lavagens. Ao clivarmos a proteina com TEV protease, a proteina
recombinada foi eluida eficientemente e com um tamanho reduzido, ja que a
porcao da proteina A foi retirada. O FT-ProtC mostra que toda a proteina se ligou
a coluna e em seguida foi eficientemente eluida, como observado na amostra do
eluato final.

As amostras da purificacdo de SmD1-PTP também foram analisadas apo6s
eletroforese em gel Tris-HCI 10-20% gradiente corado com Sypro-Ruby
(Invitrogen) (Fig. 30B). Observamos que houve a eluigdo de uma série de
proteinas no TEV eluato, sendo que as ndo contaminantes apresentaram-se mais

concentradas no eluato final, confirmando uma purificagéo eficiente.
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Figura 30: A) WB das etapas de purificagdo de SmD1-PTP, utilizando anticorpo anti-proteina C.
B) Eletroforese em gel Tris-HCI 10-20% gradiente contendo as amostras da purificagdo de SmD1-
PTP, corado com Sypro-Ruby. Algumas proteinas especificas de U1, U2 e U5 conhecidas estao
indicadas no gel. Input: extrato total inicial; FT-1gG: flow-through da coluna de IgG; TEV: eluato
apés clivagem com TEV; FT-protC: flow-through da coluna anti-proteina C; Elu: eluato final. As
concentragbes das amostras aplicadas nos géis estao indicadas nas figuras.
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Apés dialisado e concentrado, o eluato da purificagdo de SmD1-PTP foi
enviado para a andlise por espectrometria de massas (LC/MS/MS) e as proteinas,
identificadas por pelo menos 2 peptideos diferentes, encontram-se descritas na

tabela a seguir:

Tabela 1: proteinas identificadas apés purificagdo de SmD1-PTP

. PM n. peptideos . .
Proteinas . Referéncias ou dominios
(kDa) diferentes

Proteinas Sm

SmB* 12,3 8 Palfi et al. 2000

SmD1* 11,7 7 Palfi et al. 2000

SmD2* 12,5 8 Palfi et al. 2000

SmD3* 12,4 4 Palfi et al. 2000

SmE* 9,6 7 Palfi et al. 2000

SmF* 8,4 4 Palfi et al. 2000

SmG* 8,9 5 Palfi et al. 2000

Sm U2-15K/ Ssm2-1* 12,8 4 Wang et al. 2006; Tkacz et al. 2007
Sm U2-16.5K / Ssm2-2 14,7 2 Wang et al. 2006; Tkacz et al. 2007
Ssm-4* 23,2 8 Tkacz et al. 2007

Proteinas snRNPs especificas

U1-70K* 31,7 5 Palfi et al. 2002; Palfi et al. 2005
ui-c* 21,7 4 Palfi et al. 2005

U1-24K 24,2 3 Palfi et al. 2005

U2-40K* 36,5 16 Cross et al. 1993

u2-B* 13,6 4 Ivens et al. 2005

U5-PRP8* 277,0 47 Licke et al. 1997

U5-116K* 105,5 22 Ivens et al. 2005

U5-15K (Dib-1) 17,7 2 Ivens et al. 2005

Proteinas Lsm

Lsm4 14,2 3 Liu et al. 2004

Lsm7* 10,2 3 Liu et al. 2004

Lsm8 14,0 3 Liu et al. 2004
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Outras proteinas**

Hipotética conservada (p12) 12,0 2

Hipotética conservada (p13,2) 13,2 6 dominio Lsm'
Hipotética conservada (p16,2)* 16,2 4

Hipotética conservada (p17)* 17,0 3

Hipotética conservada (p18)* 18,0 3 dominio RRM?
Hipotética conservada (p27,1) 271 3 ciclofilina®
Hipotética conservada (p31) 31,0 2

Hipotética conservada (p31,7) 31,7 4

Hipotética conservada (p35)* 35,0 6 dominio WD40*
Hipotética conservada (p42) 42,0 4

Hipotética conservada (p55,4) 55,4 4

Hipotética conservada (p63,2)* 63,2 9 dominio PRP3°
Hipotética conservada (p65,5) 65,5 12 dominio WD40 e PRP4°
Hipotética conservada (p87,7) 87,7 8 dominio HAT’
Hipotética conservada (p92,2)* 92,2 10

Hipotética conservada (p111) 111,0 7 repeticoes TPR®
Triparedoxina peroxidase 224 2

Poly A binding protein 62,1 7

HSP70 75,4 5

RNA helicase putativa 249.3 45

* presentes em duas purificagdes diferentes.

** para facilitar a nomenclatura, as proteinas conservadas hipotéticas serdo chamadas de p
seguido do PM.

' LSm (Sm-like): dominio encontrado no core da estrutura de proteinas LSm. Essas proteinas
possuem diversas fungdes, e acredita-se serem importantes moduladores da biogénese e fungao
do RNA.

2 RRM (RNA recognition motif): dominio abundante em proteinas envolvidas nos processos de
regulagdo pos-transcricionais (processamento de mRNA e rRNA, exportagdo e estabilidade de
RNA), que interage com RNAs de fita simples, mas que também pode interagir com DNAs de fita
simples. E encontrado em uma variedade de hnRNPs (ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas), proteinas relacionadas ao splicing alternativo e componentes de snRNPs.

® ciclofilina: ligagdo de proteinas com alta afinidade em vertebrados. Exibe uma atividade peptidil-
prolil cis-trans isomerase, que acelera o folding de proteinas, ou seja, participa em processos nas
mudangas conformacionais protéicas.

* WD40: Este dominio é encontrado em proteinas eucaridticas, com uma variedade de fungées,
incluindo adaptador/regulador na transdugao de sinal, processamento de pré-mRNA, montagem
do citoesqueleto e coordenacéo de interagbes com outras proteinas e/ou pequenos ligantes.

® PRP3 (pre-mRNA processing factor 3): fator de splicing associado a U4/U6 snRNPs.
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® PRP4 (pre-mRNA processing factor 4): encontrado em U4/U6 snRNPs, envolvida no
processamento do pré-mRNA.

" HAT (half-A-TPR): caracterizado pela presenca em varias proteinas que ligam RNA e
estruturalmente similar aos TPRs (dominio repetido tetratricopeptideo). Parece ser componente de
complexos macromoleculares requeridos para processamento de RNA. As repeticbes podem estar

envolvidas em interagdes proteina-proteina.

8 repeticbes TPR (tetratrico peptide repeat): presente em uma variedade de proteinas, que

promove a interagdo proteina-proteina e a montagem de complexos multiprotéicos. Proteinas
contendo TPRs estdo envolvidas em diversos processos como regulagao do ciclo celular, controle
transcricional, transporte de proteinas mitocondriais e peroxisomais, neurogénese e folding
protéico.

Foram realizadas duas purificagbes independentes, com extratos
preparados em dias diferentes e enviados para a espectrometria de massas. As
proteinas identificadas em ambas as purificagdes estéo indicadas na Tabela 1 por
asteriscos.

Como esperado, todas as proteinas Sm e proteinas especificas de snRNPs
ja conhecidas estavam presentes na amostra. Das 7 proteinas LSm conhecidas,
somente 3 foram detectadas na amostra naquele momento. Uma possivel
explicacao seria que a presenca de U6 snRNP é dependente da presenca da
forma U4/U6 snRNP, pois U4 snRNP possui SmD1, permitindo a sua co-
purificacdo. Sendo assim, a auséncia de U6 snRNP livre promove uma menor
concentragdo de suas proteinas LSm e especificas na amostra, dificultando a
detecgéao pelo espectrémetro de massas.

As proteinas triparedoxina peroxidase, poly-A binding protein e HSP70 nao
eram esperadas nesta amostra, mas sua presenca pode estar relacionada com a
contaminagcdo da amostra durante a purificacdo ou por interacées eventuais com
o spliceosomao.

Além das proteinas ja mencionadas, mais 16 proteinas conservadas

hipotéticas foram identificadas na amostra que, pelo nosso interesse em proteinas
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desconhecidas, 10 delas foram os alvos de estudo nessa tese. A maioria das

proteinas conservadas hipotéticas presentes em T. brucei apresentaram

identidade com proteinas em T. cruzi e L. major (tabela 2). Para p12, p31 e p31,7

nao foram encontradas sequéncias homologas em L. major.

Tabela 2: Porcentagem de identidade entre seqiiéncias de T. brucei quando comparadas com T.

cruzie L. major

T. cruzi L. major
T. brucei arﬁinoé.tcidos aminodcidos ar.ninoé.lcidos aminoécidos
idénticos conservados idénticos conservados
p12 61 69 N -
p13,2 62 77 36 18
p16,2 64 79 42 =
p17 36 53 8 16
p18 56 70 33 55
p27,1 61 75 - -
p31 27 43 - -
p31,7 27 43 - -
p35 22 34 50 59
p42 35 48 - -
p55,4 45 59 23 36
p63,2 54 67 35 49
p65,5 52 65 8 T
p87,7 66 79 41 59
p92,2 55 74 37 =7
p111 59 75 2 e

Todas as sequéncias foram analisadas utilizando-se ferramentas de

bioinformatica como BLAST no NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/Blast.cgi),

ominiBLAST no GeneDB

(http://www.genedb.org/genedb/seqSearch.jsp)

e
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alinhamentos com GeneDoc e ClustalW, na busca de informagdes que pudessem
direcionar para uma possivel identificacdo dessas proteinas, possivel ligagdo com
snRNAs ou outras proteinas conhecidas, bem como provaveis fungdes.

Algumas proteinas apresentaram dominios conservados que estdo
apresentados na tabela 2, enquanto as outras ndo mostraram nenhum tipo de
informacao, além da presenca de proteinas homoélogas a de T. brucei em T. cruzi
e L. major.

Com o projeto genoma dos Tritryps (denominagcdo que engloba T. brucei,
T. cruzi e L. major), foi evidenciado aproximadamente 57% de identidade entre as
sequéncias de genes ortélogos de T. brucei e T. cruzi, e 44% de identidade entre
L. major e esses tripanosomas, refletindo uma relagao filogenética entre esses
organismos. O restante do proteoma €& composto por proteinas espécie-
especificas (T. cruzi — 32%, T. brucei — 26% € L. major — 12%), que estao
relacionadas com familias de antigenos de superficie, genes relacionados a
estratégias de sobrevivéncia e evaséo do sistema imune (EL-SAYED et al., 2005).
Esse tipo de analises torna possivel o estudo do mecanismo de splicing e das
proteinas nele envolvidas em T. brucei, extrapolando-se os resultados obtidos
para proteinas homologas de T. cruzi e L. major. Sendo assim, foram escolhidas
10 proteinas conservadas hipotéticas (p13,2; p16,2; p17; p18; p31; p35; p42,
p65,5; p87,7 e p92,2) para o prosseguimento dos estudos, utilizando T. brucei
como modelo de estudo.

As seqliéncias das 10 proteinas foram analisadas para a construcao dos
oligonucleotideos para clonagem em vetor pC-PTP-neo e transfeccao (ver itens 2
e 3, em materiais e métodos), com o objetivo de purificar cada proteina do extrato

e observar a sua eventual relagdo com algum dos snRNAs envolvidos no splicing
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(U1, U2, U4, U5, U6 e SL), o que auxiliaria na identificacdo de proteinas
especificas de snRNPs, bem como dedugéo de possiveis subcomplexos.

Apos a verificagdo dos clones para cada uma das proteinas por PCR e
western blot, como ja descrito anteriormente para SmD1-PTP, o experimento de
primer extension foi utilizado para a identificacdo dos snRNAs presentes em cada
amostra das proteinas hipotéticas fusionadas ao PTP, sendo utilizado SmD1-PTP
como controle positivo para todos os snRNAs e CITFA-2-PTP, um fator de
transcricdo de classe | (BRANDENBURG et al., 2007), como controle negativo.
Os snRNAs foram obtidos apds a incubagao do extrato extraido com as beads de
lgG, ja que a purificagao total do PTP seria financeiramente invidvel somente para
este experimento.

A Fig. 31 mostra os produtos da reacédo de primer extension das proteinas
p18; p16,2; p35; p65,5 e p13,2; que apresentaram interacdo forte com um dos
snRNAs quando comparada a reacdo com a amostra de SmD1-PTP, indicando
serem provaveis proteinas especificas de U1, U5, U5, U4/U6 e U6 snRNPs,

respectivamente.
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Figura 31: Eletroforese em PAGE 8% - 7M uréia contendo os produtos da reacdo de Primer
extension das proteinas p18; p16,2; p35; p65,5 e p13,2 com os oligonucleotideos marcados
radioativamente para (a) SL, U2, U4 e U6, e (b) U1 e U5, com as respectivas bandas marcadas na
figura. SmD1, como controle positivo e CITFA-2, como controle negativo.

Diante dos resultados obtidos na reacéo de primer extension (Fig. 31), foi
possivel a analise mais direcionada das sequéncias para eventuais proteinas
homdlogas conhecidas. A p18 foi a primeira a ser analisada pela presenca de um
dominio conservado de ligagdo ao RNA, denominado de RRM (RNA recognition
motif), do Glu® & Pro’”®>. RRM, também conhecido como RBD (RNA binding
domain) ou RNP (ribonucleoprotein domain), € um dominio abundante em
proteinas envolvidas nos processos de regulacdo pds-transcricionais
(processamento de mRNA e rRNA, exportagdo e estabilidade de RNA), que

interage com RNAs de fita simples, mas que também pode interagir com DNAs de
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fita simples. O dominio RRM & encontrado em uma variedade de hnRNPs
(ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas), proteinas relacionadas ao splicing
alternativo e componentes de snRNPs.

Com os resultados da ligacdo de U1 snRNA a p18 observados na reagao
de primer extension, analisamos essa sequéncia como sendo um possivel
homdélogo da proteina U1-A, que até o momento ndo havia sido identificado em
tripanosomas e acreditava-se que a sua auséncia seja devida a presenca da
proteina U1-24K, conservada entre os tripanosomatideos (PALFI et al., 2005).

A Fig. 32 mostra o alinhamento da sequéncia de pl18 dos
tripanosomatideos e de U1-A de outros organismos. Diante desse alinhamento,
podemos observar varias regides altamente conservadas que nos permitem

concluir que deva se tratar da sequéncia de U1-A.
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Figura 32: Alinhamento mudltiplo da seqiéncia de p18 dos tripanosomatideos com outras
seqliéncias de U1-A conhecidas. Em vermelho estdo os aminoacidos idénticos entre os
tripanosomatideos, em preto os aminoacidos idénticos em pelo menos cinco organismos e em
cinza os aminoacidos conservados em pelo menos cinco organismos. O dominio RRM esta
indicado por asteriscos. H. sapiens (NP_004587), D. melanogaster (P43332), C. elegans
(NP_500505)e A. thaliana (NP_182280).

A p16,2 mostrou a presenca de U5 snRNA na reacédo de primer extension
(Fig. 31) sugerindo uma provavel proteina especifica de U5 snRNP. Em humanos
sao conhecidas 7 proteinas de U5 (PRP8, 200K, 116K, 102K, 100K, 40K, 15K) e

em tripanosomas somente 3 (PRP8, 15K, 116K) e, ap6s extensas e detalhadas
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comparagoes entre cada uma das proteinas de U5 conhecidas e a p16,2, néo foi
possivel uma conclusdo de que essa seja uma proteina homodloga a alguma
dessas proteinas U5 conhecidas. Sendo assim, a p16,2 pode tratar-se de uma
nova proteina de U5 snRNP, que deverda ser melhor estudada quanto a sua
importancia para o parasita e fungdo no mecanismo de splicing em tripanosomas.

Uma das informacdes relevantes obtidas foi que ao compararmos essa
sequéncia com o genoma humano, apresentou uma identidade baixa (42%) com
a sequéncia da proteina SRRM2 de humanos, mas com regides extremamente
conservadas, principalmente os 5 aas iniciais de p16,2, correspondentes

exatamente aos 5 aas iniciais de SRRM2 (Fig. 33).
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Figura 33: Alinhamento multiplo da seqiiéncia de p16,2 dos tripanosomatideos com sequéncias
de SRRM2 de outros organismos. Em vermelho estdo os aminoacidos idénticos entre os
tripanosomatideos, em preto os aminoacidos idénticos em pelo menos quatro organismos e em
cinza os aminoacidos conservados em pelo menos quatro organismos. H. sapiens (AAH46104) e
C. elegans (NP_496595).
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Ao investigarmos a proteina SRRM2, também chamada de CWF21, 300-
kD, SRL300 e SRm300 nos diferentes organismos, observamos que se trata de
uma proteina denominada de SR relacionada, pois apresenta o dominio RS, mas
o RRM estd ausente, que € comum nas proteinas SR. A proteina SRm300
aparece ligada a proteina SRm160, formando um complexo splicing co-ativador.
SRm160/300 promove o splicing de seus substratos pela formacao de multiplas
interagcdes com fatores que se ligam diretamente ao pré-mRNA, mas a auséncia
somente de SRm300 nao influenciou no processamento como na deplecao do
complexo inteiro ou de somente SRm160. Essa associagdo com o pré-mRNA
requer U1 snRNP, proteinas SR que se ligam a um ESE (exonic splicing
enhancer) que é estabilizado pela U2 snRNP (BLENCOWE et al., 1998;
BLENCOWE et al.,, 2000; SAWADA et al, 2000). Nenhuma informacao
relacionada a interacao com U5 snRNP foi encontrada na literatura; sendo assim,
estudos de funcionalidade serdo importantes para a caracterizacao desta proteina
e para desvendarmos se ela pode estar funcionalmente relacionada com a
proteina SRm300.

A p13,2 apresentou-se ligada fortemente a U6 snRNA e (Fig. 31), como
esperado, podemos observar a presenca de U4 snRNA por estar pareado com U6
(U4/U6 snRNP). Esta proteina apresenta um dominio LSm, caracteristico de
proteinas que se ligam ao sitio LSm de snRNAs. Somadas as informacdes da
presenca de um dominio LSm e da presenga marcante de U6 snRNA, concluimos
que se tratava de uma proteina LSm, uma vez que 2 proteinas LSm (LSm-2 e
LSm-5) ainda eram desconhecidas em tripanosomas. Entretanto, Tkacz e
colaboradores (2007) determinaram essa proteina como sendo a LSm-2. Também

podemos observar nessa reagédo a presencga de pequena quantidade de U2, que
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pode indicar a formacédo de um complexo intermediario U2/U4/U6, ndo observado

no cis-splicing.

A p35 mostrou-se associada fortemente a U5 snRNA (Fig. 31), como ja
esperado pelos dados obtidos por analises de bioinformatica, que indicavam uma
proteina com uma fraca identidade com a U5-40K, apresentando somente 27% de
identidade de aas quando comparada com a proteina de humanos, identidade
que se deve principalmente ao dominio WD40. Este dominio é encontrado em
proteinas  eucaridticas, com uma variedade de fungbes, incluindo
adaptador/regulador na transducdo de sinal, processamento de pré-mRNA,
montagem do citoesqueleto e coordenacao de interacées com outras proteinas
e/ou pequenos ligantes. Diante dessas informacbes e de que a proteina possui
peso molecular préximo aos 40 kDa, é possivel que essa proteina seja um
homologo de U5-40K, mas sdo necessarios estudos de interacdo com as outras

proteinas de U5 e de funcionalidade para esta comprovacao.

A p65,5 apresentou ligacdo com U4 e U6 snRNAs (Fig. 31) e possui os
dominios WD40 e PRP4, caracteristicos da proteina PRP4 presente em U4/U6
snRNPs de humanos e leveduras. Além disso, a proteina PRP4 apresenta, em
humanos, peso molecular de 60 kDa, muito préximo ao da p65,5. Entretanto, os
alinhamentos com as sequéncias das proteinas de humanos e leveduras
apresentaram identidade somente na regido dos dominios conservados. Sendo
assim, sdo varias as evidéncias de que essa proteina seja o homoélogo de PRP4,
apesar de ndo ter apresentado muita identidade com as outras PRP4 conhecidas.

Na Fig. 34A podemos observar os produtos da reacao de primer extension

das proteinas p87,7; p42; p31; p17 e p92,2 que, diferentemente das reacdes
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observadas na Fig. 31, apresentaram um padrdo de reagdo com 2 ou mais
snRNAs. Para um melhor controle da eficiéncia na purificagdo dos RNAs, tendo
em vista que ndo foi observada uma reagédo téo intensa no primer extension,
realizou-se a reacao de western blot da purificacdo com anticorpo anti-proteina A.
Apesar de algumas amostras ainda conterem proteina ndo ligada no
sobrenadante, a quantidade de proteina ligada a resina manteve-se semelhante,
demonstrando que todas as proteinas foram purificadas adequadamente e é

possivel a comparagao dos resultados (Fig. 34B).
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Figura 34: A) Eletroforese em PAGE 8% - 7M uréia contendo os produtos da reacdo de primer
extension das proteinas p87,7; p42; p31; p17 e p92,2 com os oligonucleotideos marcados
radioativamente para (a) SL, U2, U4 e U6, e (b) U1 e U5, com as respectivas bandas assinaladas
na figura. SmD1, como controle positivo e CITFA-2, como controle negativo. B) Western blot
controle da obtencao dos RNAs para o primer extension utilizando anticorpo anti-proteina A. Input
(I, sobrenadante (SN) e beads (B).

As proteinas p87,7 e p42 (Figura 34A) apresentaram um padrdo de
reatividade com U5 e U2 semelhantes, mas além disso, observou-se a presenca

de reacao com SL, U4 e U6 em menor intensidade. Esse resultado pode sugerir a
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interagcdo de U2, U5, SL e U4/U6 em algum momento do processamento por
frans-splicing. A p87,7 apresenta um dominio HAT (Half-A-TPR) que é
caracterizado pela presenca em varias proteinas que ligam RNA e ¢é
estruturalmente similar aos TPRs (dominio repetido tetratricopeptideo). Parece
ser um componente de complexos macromoleculares requeridos para
processamento de RNA. As repeticbes podem estar envolvidas em interacdes

proteina-proteina.

A p31 apresentou SL, U2, U4 e U5 em concentragcées extremamente
baixas se compararmos com o controle positivo com SmD1 (Fig. 34A). A p92,2
apresentou-se positiva para U5 e U2, podendo sugerir a formacao desse
complexo em algum momento do processamento.

Em relacdo as proteinas p87,7, p42, p31 e p92,2 (Fig. 34A), podemos
concluir que se tratam de provaveis fatores de trans-splicing que fazem interacées
com complexos pré-formados ou possuem alguma funcdo de ligacdo entre
algumas ribonucleoproteinas, mas esta funcéo especifica necessita ser melhor
analisada.

A p17 nao apresentou reagcdo com nenhum dos snRNAs analisados (Fig.
34A). Algumas justificativas podem ser levantadas: a proteina pode ter aparecido
na lista de proteinas vindas da espectrometria de massas por contaminagéo
durante a purificacdo e nao ter nenhuma relagdo com o spliceosomo; ou estaria
fazendo uma interagédo instavel e momentanea que foi desfeita durante a sua
purificacdo; ou a adicdo do fag a proteina estaria modificando a sua estrutura
tridimensional, desfazendo as interacbes com as snRNPs, sendo esta a

explicacao mais provavel.
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Para todas as proteinas estudadas (p13,2; p16,2; p17; p18; p31; p42 e
p87,7) foi realizada a imunolocalizagdo utilizando-se o anticorpo anti-proteina A,
dirigido para o tag PTP (Fig. 35). Todas as proteinas apresentaram-se
concentradas no nucleo, como esperado por se tratarem de proteinas envolvidas
no splicing, um processamento que ocorre no nucleo. As proteinas p35; p65,5 e
p92,2 foram imunolocalizadas e também se apresentaram concentradas no
ndacleo, mas por problemas técnicos, ndao foram apresentadas na Fig. 35.
Somente a proteina p16,2 apresentou-se também dispersa pelo citoplasma, mais

um motivo intrigante para o estudo funcional desta proteina.
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Figura 35: Imunolocalizagdo das proteinas PTP-tagged com anticorpo anti-proteina A (vermelho),

DAPI em azul. SmD1, como controle positivo e 427, como controle negativo.
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Tabela 3: Resumo dos dados obtidos com as proteinas estudadas

81

Dominios PE (snRNA) Identificacao
p18 RRM U1 U1-A
p13,2 Sm/Lsm U6 e U4 LSm-2
p16,2 - us ?
p35 WD40 us U5-40K
p65,5 WD40 e PRP4 U4 e U6 U4/U6-60K
p87,7 HAT SL, U2, U4, U5 e U6 fator de splicing
p42 - SL, U2, U4, U5 e U6 fator de splicing
p31 - SL, U2, U4 e U5 fator de splicing
p92,2 - U2e U5 fator de splicing

pl17

?
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CONCLUSOES

1.

A metodologia de PTP-tag, tendo como proteina alvo SmD1, foi eficiente
para a purificagdo do complexo spliceosomal em Trypanosoma brucei,

Um conjunto de 41 proteinas foi identificado por espectrometria de massas
da purificacdo de SmD1-PTP, entre elas estdo as proteinas Sm, LSm,
proteinas especificas de snRNPs ja conhecidas e 16 proteinas
conservadas hipotéticas;

Algumas das proteinas hipotéticas apresentaram dominios conservados e
as restantes ndo apresentaram nenhuma informacédo relevante para a
caracterizacdo por andlises de bioinformatica para a sua caracterizagéo,
além da sua presenga em T. cruzi, T. brucei e L. major,

Obtiveram-se linhagens celulares de 10 proteinas conservadas hipotéticas
(p13,2; p16,2; p17; p18; p31; p35; p42; p65,5; p87,7 e p92,2) fusionadas ao
PTP-tag e a ligacao aos snRNAs (U1, U2, U4, U5, U6 e SL) foi analisada
por primer extension;

Foi possivel a determinacao da proteina especifica UTA (p18) da particula
de U1 snRNP em T. brucei que, até o momento, acreditava-se estar
ausente nesses parasitas;

Uma proteina LSm foi detectada (p13,2) ligando-se a U6 snRNP, como
esperado, e que foi caracterizada como uma LSm2;

A proteina p16,2 apresentou-se ligada a U5 snRNA, mas n&o apresentou
nenhuma identidade com as proteinas especificas de U5 ja conhecidas;
entretanto, apresentou identidade de 42% com uma regido de SRRM2 de

humanos. Além disso, demonstrou-se estar concentrada no nudcleo, mas
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também dispersa pelo citoplasma, diferentemente das outras proteinas
estudadas;

8. Estudos de funcionalidade e interagdo protéica de p16,2 serdo de
fundamental importancia para a determinacdo do papel dessa proteina
durante o splicing;

9. p35 apresentou-se ligada fortemente a U5 snRNA e, considerando-se a
presenca do dominio WD40 e um tamanho proximo ao de U5-40K de
humanos, acredita-se que essa proteina seja um homologo de U5-40K em
tripanosomatideos;

10.p65,5 apresenta os dominios WD40 e PRP4, que sugerem que essa
proteina seja especifica de U4/U6 snRNP. Adicionada a informacdo de
ligagcdo com U4 e U6 snRNAs, torna essa proteina uma candidata a PRP4
(U4/U6-60K) nos tripanosomatideos;

11.p87,7; p42; p31 e p92,2 apresentaram-se ligadas a mais de dois tipos de
snRNAs, em uma reag¢ao pouco intensa, o que indica que essas proteinas
devam ser provaveis fatores de splicing, e nao proteinas especificas de um
dos snRNAs analisados;

12.As analises de primer extension com p87,7; p42; p31 e p92,2 também
puderam sugerir a composi¢cdo de intermediarios da reacdo de splicing,
como um complexo formado por U2/U5/SL/U4/U6, e o complexo U2/U5;

13.A p17 n&o mostrou ligagdo com nenhum dos snRNAs analisados, sendo
uma provavel explicacao que a presenca do PTP-tag tenha desestabilizado
a interacdo com as snRNPs;

14.Na imunolocalizacao, todas as proteinas apresentaram-se concentradas no

nucleo, como ja esperado por se tratarem de proteinas relacionadas ao
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processamento do RNA que ocorre no nucleo, com excegao de p16,2 que
se apresentou também dispersa pelo citoplasma;

15.Estudos de funcionalidade para as proteinas analisadas devem ser
realizados para mostrar a influéncia de cada uma delas, especificamente,
nos mecanismos de cis e trans-splicing, principalmente da p16,2 que

parece ser uma nova proteina de U5 snRNP.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
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Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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