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Resumo

O estudo do controle da expressao génica das proteinas da familia das chaperonas pode
esclarecer alguns dos mecanismos da regulagdo pos-transcricional, a qual os membros
da familia dos tripanosomatideos utilizam para controlar a expressao da maioria dos
seus genes. Nos determinamos que, a 29°C, o mRNA de hsp70 apresenta uma meia-vida
de 60 minutos, com uma cinética exponencial de decaimento, enquanto que, a 37°C, a
meia-vida aumenta para 120 minutos. Além disso, essa estabilizagdo do mRNA de
hsp70 a 37°C ¢é perdida quando a sintese proteica € inibida. Nos também determinamos
a contribuicdo das regides ndo traduzidas (UTRs) do mRNA de hsp70 na regulagdo
génica durante o choque térmico. N6s construimos plasmideos repdrter contendo o gene
cloranfenicol acetil-transferase (CAT), flanqueado pelas regides intergénicas que
continham as UTRs 5" e 3° bem como suas respectivas sequéncias regulatorias. Nossos
resultados mostraram que ambas as UTRs 5" e 3" conferem regulacdo dependente de
temperatura ao gene reporter CAT, e que os efeitos de cada uma na indu¢do de CAT
parecem ser aditivos. NOs também mostramos que, enquanto cada UTR separadamente
¢ incapaz de afetar a estabilidade a 37°C, a presenca de ambas as UTRs leva a um
aumento de duas vezes nos niveis do mRNA CAT, indicando que as UTRs 5" e 3" agem
cooperativamente para estabilizar o mRNA de hsp70 durante o choque térmico, e
contribuem individualmente ¢ em combinagao para aumentar a eficiéncia de tradugdo a
37°C. No6s também investigamos a funcdo de um elemento rico em AU presente na UTR
3" do mRNA de hsp70, e verificamos que ele pode agir como elemento desestabilizador

deste mRNA a 29°C.
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Abstract

The understanding of control of gene expression of members of the chaperone family
will shed light on the mechanisms of post-transcriptional regulation through which
trypanosomatids govern the fate of most of their mRNAs. We have determined that at
29°C the HSP70 mRNA shows a half-life of 60 minutes in an exponential kinetics,
while at 37°C the half-life is increased to 120 minutes. In addition, the stabilization of
HSP70 mRNA at 37°C is lost when protein synthesis is inhibited. We have also
determined the contribution of untranslated regions (UTRs) of the mRNA to HSP70
gene regulation during heat shock. Plasmids containing the chloramphenicol
acetyltransferase (CAT) reporter gene, flanked by intergenic regions containing either
the 5' or 3' UTR and their respective regulatory sequences of the HSP70 mRNA were
constructed. Our results show that both the 5'- and 3'-UTRs confer temperature-
dependent regulation to CAT reporter gene, and that the effects of each on CAT
induction appear to be additive. We also show that, while each UTR separately is unable
to affect CAT mRNA stability at 37°C, the presence of both UTRs lead to a two-fold
increase in CAT mRNA levels, indicating that the 5'- and 3'-UTRs act cooperatively to
stabilize HSP70 mRNA during heat shock, and both UTRs can contribute individually
and in combination to increase translational efficiency at 37°C. We have also
investigated the function of an AU-rich element present in the 3'-UTR of the HSP70

mRNA, and we found that it may act as a destabilizing element of its mRNA at 29°C.
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Introducdo

1. Introducao

A execugdo de processos bioldgicos tais como desenvolvimento, proliferacao,
apoptose e diferenciacdo requerem um conjunto de passos precisamente orquestrados.
Tais passos dependem, em todas as instancias, da correta expressao de determinados
genes tanto espacialmente quanto temporalmente. Como resultado, erros no controle da
expressdo de tais genes podem levar a problemas de desenvolvimento e doencas. A
finalizacdo do sequenciamento do genoma humano e sua anotagdo usando os métodos
de genomica computacional e comparativa permitiram a catalogacdo de algo em torno
de 25.000 genes codificantes de proteinas (Consortium THGS, 2004). O estudo destes
genes e de seus produtos funcionais t€ém se intensificado nos ultimos anos,
principalmente no que se refere ao estabelecimento dos padrdes espaciais e temporais de
expressdo destes genes, e como esse padrao pode ser controlado tanto ao nivel celular
quanto ao nivel de um organismo como um todo.

Os mecanismos moleculares que governam o padrio especifico de expressao em
escala global ocorrem em etapas distintas durante o fluxo da informacdo génica e, por
convengao, tais mecanismos sao divididos em dois grupos: aqueles que atuam até que a
transcri¢do se inicie - o controle transcricional - € aqueles que atuam apos o inicio da

transcri¢do - o controle pos-transcricional.

1.1. O Controle Transcricional

No controle da expressdao de genes, uma das mais importantes questdes ¢ a
identificacdo dos elementos regulatorios associados a cada gene. De fato, a habilidade
de se encontrar tais elementos e a identificacdo de potenciais modificagdes em sua
estrutura ¢ um importante passo no entendimento do controle da expressao de cada gene
em particular e como sua expressdo pode ser alterada em condi¢des diversas ou até
patoldgicas. A identificagdo destes elementos funcionais ¢ um dos principais desafios da
pesquisa em gendmica, ¢ a disponibilidade de sequéncias de genomas completos em

combinagdo com os dados de expressdo em larga escala tém auxiliado na identificagdo
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destes elementos de regulagdo da transcricdo (Foekens et al., 2008; Keurentjes et al.,
2008).

Os genes codificantes de proteinas, transcritos pela RNA polimerase II, tipicamente
possuem duas familias distintas de elementos regulatérios que atuam em cis: (a) um
promotor, que ¢ composto de uma sequéncia promotora central e elementos regulatorios
proximais; e (b) elementos regulatorios distais, a saber, enhancers, silencers, insulators,
e locus control regions (LCR) (Simpson e Ayvar, 2008; Higgs et al., 2008). Esses
elementos regulatdrios presentes no DNA contém sitios para ligagao de fatores proteicos
os quais funcionam tanto para aumentar quanto para reprimir a transcri¢cdo (Bickel e
Perotta, 1990; Brown, 2003).

A necessidade dessa estrutura complexa dos promotores de transcri¢do, tipicamente
constituidos de multiplos elementos regulatérios, se faz evidente: tomando o genoma
humano como exemplo, sabemos que existem em torno de 25.000 genes codificantes de
proteina, e que a maioria destes genes deve ter um padrdo Gnico de expressao temporal e
espacial. No entanto, este genoma ndo codifica mais do que 2.000 diferentes tipos de
fatores de transcri¢cdo - um numero presumivelmente bem menor do que o nimero de
padroes de expressdo que devem existir. Logo, a presenca de multiplos elementos
regulatérios nos promotores permite um controle combinatorio para a regulacdo dos
genes, 0 que aumenta exponencialmente o nimero potencial de padrdes de expressdao
(Venter et al., 2001).

Mutagdes em alguns elementos regulatorios tém sido associadas com doencas
humanas. Em muitos casos, as alteragdes especificas sao conhecidas. Por exemplo,
mutacdes em um elemento promotor proximal do gene Gplbf resultam em baixa
capacidade de ligagcdo da proteina GATA-1, com consequente redugdo da expressdo da
propria Gplbp, e isso leva a uma doenca conhecida como Sindrome de Bernard-Soulier
(Ludlow et al., 1996). Em outros casos, as mutacdes ainda ndo estdo bem definidas. Por
exemplo, uma expansdo de uma repeti¢do de 12-mero no promotor do gene cystatin B
tem sido proposta como a causa da epilepsia mioclonus progressiva, presumivelmente
por alterar o espaco entre os elementos no promotor (Lalioti ef al., 1999).

Da mesma forma, mutagdes nos genes de componentes da maquinaria de transcrigdo
também tém sido associadas com doencas. Varios exemplos foram descritos: (1)

mutacoes no fator de transcri¢do TFIIH tém sido associadas com a doenca xeroderma
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pigmentosa (Lehmann, 2001); (2) mutacdes no ativador GATA-1 estdo associadas com
muitas desordens hematopoiéticas (Cantor, 2005); e (3) mutacdes em vdrios fatores de
transcricdo homeodominios (como LMX1B e PHOX2B) também sdo conhecidas como

causa de algumas doencas (Amiel et al., 2003; Vollrath et al., 1998).

A sequéncia promotora central e elementos reguladores proximais

A sequéncia promotora central ¢ uma regido a 5° do inicio de transcricdo que serve
como sitio de ligagdo para a maquinaria basica da transcricdo e para a montagem do
complexo de pré-iniciagdo, de modo a definir a posi¢do do inicio da transcrigdo bem
como sua diregdo (Smale e Kadonaga, 2003). O primeiro elemento na sequéncia
promotora central a ser descrito foi o TATA-box, o sitio de ligacdo para da fator TBP
(TATA-box binding protein). Além do TATA-box, o promotor dos metazoarios também
pode ser composto de um nimero de outros elementos, os quais incluem: [nitiation
element - Inr (Kaufmann e Smale, 1994), Downstream Promoter Element - DPE (Willy,
et al. 2000), Downstream Core Element - DCE (Smale e Kadonaga, 2003), TFIIB-
Recognition Element - BRE (Deng e Roberts, 2005), e o Motif Ten Element - MTE
(Lim, et al. 2004). Os elementos reguladores proximais estdo localizados em uma regido
de até poucas centenas de nucleotideos imediatamente a 5 da sequéncia promotora
central. Eles tipicamente contém multiplos sitios de ligagdao de ativadores e diferentes
combinagdes desses elementos podem conferir distintos efeitos na regulagdo da
transcricdo (McKnight e Kingsbury, 1982). Curiosamente, foi demonstrado
recentemente por andlise estatistica de sequéncias centrais de promotores de cerca de
10.000 genes humanos que que esses elementos podem ndo ser tdo comuns quanto se
imaginava antes do advento das ferramentas da gendmica (Gershenzon e loshikhes,
2005). Dos quatro elementos TATA, Inr, DPE, ¢ BRE, o elemento Inr foi o elemento
mais comum, ocorrendo em quase metade dos promotores estudados. Em contraste, os
elementos DPE e BRE foram encontrados em cerca de um quarto dos promotores, € 0s
TATA-boxes estavam presentes em somente um oitavo dos promotores. Além disso,
quase um quarto dos promotores analisados ndo tinha nenhum dos quatro elementos,
sugerindo que elementos adicionais para a sequéncia central de promotores devam

existir. Consistente com essa idéia, um outro recente trabalho sugere a existéncia de
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uma arquitetura nao usual para os elementos centrais de promotores, que foi chamada de

desertos de ATG (Lee et al., 2005).

Enhancers

Os enhancers sao elementos que regulam a transcri¢ao temporal e espacialmente de
maneira independente de sua distincia, posi¢do ou orientacdo relativa ao promotor
(Banerji et al., 1981; Banerji et al., 1983). Os enhancers sao também frequentemente
modulares, ou seja, um Unico promotor pode ser controlado por enhancers distintos em
tempos diferentes, ou em tecidos diferentes ou mesmo em resposta a diferentes
estimulos (Atchison, 1988). Eles sdo similares aos elementos reguladores proximais, de
modo que um mesmo fator de transcrigdo pode se ligar a um elemento proximal de um
gene e a um enhancer de um outro gene. A diferenca entre os dois elementos esta
principalmente no fato de que os enhancers se encontram tipicamente distantes do inicio

de transcri¢do (Atchison, 1988).

Silenciadores

Os silenciadores sdo elementos que conferem um efeito repressor ou silenciador na
transcricdo de alguns genes associados (Ogbourne e Antalis, 1998). Funcionam
tipicamente independente da distincia, posicdo e orientagdo dos seus promotores
associados, podendo inclusive se localizarem dentro de introns (Harris et al., 2005). Os
silenciadores contém elementos para ligagdo de fatores de transcricdo chamados
repressores, que atuam negativamente na transcri¢ao. Os repressores podem ainda

recrutar outros cofatores negativos chamados corepressores (Privalsky, 2004).

Insulators

Os insulators impedem que seus genes associados sejam afetados pela atividade
transcricional de um gene vizinho, delimitando o genoma em diferentes blocos com
atividade distinta (Recillas-Targa et al., 2002). Os insulators t€ém duas propriedades
principais: (a) eles podem bloquear a comunicagdo enhancer-promotor (enhancer-
blocking activity), e (b) eles ainda podem prevenir o espalhamento de heterocromatina

repressora (heterochromatin-barrier activity) (Recillas-Targa et al,. 2002).
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Locus control regions

As regides controladoras de locus (LCRs, locus control regions) sdao grupos de
elementos regulatorios envolvidos na modulacdo de um /Jocus inteiro ou de um
aglomerado de genes (Li et al., 2002). Sao operacionalmente definidos como elementos
que dirigem a expressao de genes adjacentes de forma independente de sua posi¢ao e do
nimero de copias de genes. Os LCRs sdo tipicamente compostos de multiplos
elementos, os quais podem incluir os enhancers, silenciadores e insulators. Estes
elementos sdo alvo de ligagdo de fatores de transcrigcdo, coativadores, repressores e/ou
modificadores de cromatina. Cada componente afeta a expressdo dos genes de uma
maneira diferente, do modo que ¢ a atividade coletiva desses elementos que define

funcionalmente um LCR e confere a apropriada expressdo dos genes.

1.2. O controle Pos-Transcricional

O controle pds-transcricional da expressdo dos genes em eucariotos possui um papel
igualmente importante na coordenagdo global da expressao génica destes organismos.
Cada etapa do metabolismo dos mRNAs esta sujeita a regulagdo, o que confere a célula
uma ampla gama de respostas a estimulos diversos além de maior flexibilidade do

genoma.

Splicing Alternativo

O splicing alternativo dos pré-mRNAs tém particular relevancia no controle da
expressdo dos genes em eucariotos, além de ser o principal mecanismo gerador de
diversidade protedmica nestes organismos. A maquinaria da rea¢do de splicing ¢
denominada spliceossomo, e trata-se de um complexo contendo 5 moléculas de snRNAs
e diversas proteinas associadas (Jurica e Moore, 2003). Ambos os componentes, 0s
snRNA e as proteinas associadas do spliceossdmo, interagem com sequéncias definidas
nas juncdes exon/intron para dirigir a clivagem do RNA e a ligagdo dos exons
adjacentes mediante reagdes de transesterificagdo (Jurica ¢ Moore, 2003). Embora o
spliceossomo catalise as reacdes com alta fidelidade, uma flexibilidade inerente a esse

complexo enzimatico permite que este seja sensivel a regulacdo (Black, 2003), tornando
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possivel a geracao de isoformas multiplas de splicing contendo diferentes combinagdes
de exons (Johnson et al., 2003). De fato, a maioria dos genes em eucariotos sofre o
chamado splicing alternativo e os seus efeitos nos produtos protéicos podem ser
dramaticos. Por exemplo, a produ¢ao de formas soltiveis ou ligadas a membrana do
receptor Fas, que tém efeitos opostos na apoptose (Cascino et al,. 1995), ou a producao
de isoformas da proteina fruitless que atua na determinacdo sexual em Drosophila

(Demir e Dickson, 2005).

Localizacdo dos mRNAs

Um importante mecanismo de regulacao pds-transcricional diz respeito a localizagao
dos mRNAs maduros no citoplasma celular. Esse tipo de regulagdo permite a sintese de
proteinas em dominios subcelulares especificos (Palacios, 2007). Esse mecanismo tem
sido encontrado em uma diversa gama de organismos. Por exemplo, em odcitos de
Drosophila e embrides de Xenopus a correta localizagdo de determinados mRNAs
parece importante para o estabelecimento dos eixos corporais (Hengst e Jaffrey, 2007).
A localizagdo de mRNA também foi mostrada como sendo importante para a
determinagdo das divisdes assimétricas dos neuroblastomas nos embrides de drosofila
(Hengst e Jaffrey, 2007). Em mamiferos, a localizagdo de mRNAs foi mostrada como
sendo importante na formag¢ao do citoesqueleto de actina em células migrantes, na
formagdo da bainha de mielina no sistema nervoso central, € no desenvolvimento dos

axonios e dendritos (revisto por Dahm et al., 2007).

NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay)

O controle pods-transcricional também pode atuar na avaliagdo da qualidade dos
mRNAs. Uma vez transcritos, os mRNAs associam-se a diversas proteinas durante toda
sua permanéncia no citoplasma (Moore, 2005). Estes complexos de ribonucleoproteina
(mRNPs) sofrem uma série de eventos de remodelamento que sdo influenciados, ou
influenciam, as maquinarias de traducao ou de degradagdo dos mRNAs (Dreyfuss et al.,
2003). Um dos eventos de degradagdo de mRNAs ¢ denominado degradacao de mRNA
mediado por terminacdo prematura (Nonsense-Mediated mRNA Decay - NMD), e se
trata de um mecanismo de seguranca que detecta mRNAs aberrantes cuja traducao

resultaria em proteinas truncadas que sdo com frequéncia deletérias aos organismos. O
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NMD ¢ um mecanismo conservado encontrado em Saccharomyces cerevisiae (Losson e
Lacroute, 1979), Drosophila melanogaster (Brogna, 1999), Caenorhabditis elegans
(Hodgkin et al., 1989), mamiferos (Maquat et al., 1981), e plantas (van Hoof e Green,
1996). A maioria dos mRNAs eucaridticos ndo sofrem o NMD porque eles contém
apenas um coédon de terminagdo no final de sua regido codificante. Ao contrario,
mRNAs mutantes que contém um coédon de terminacdo prematuro a 5’ do codon de
terminacdo normal sdo reconhecidos pela maquinaria de NMD, o que leva a
desestabilizacdo do mRNA. Muitas doengas humanas hereditarias s3o causadas por
mutacdes que atingem o NMD (Frischmeyer e Dietz, 1999). Os fatores proteicos
requisitados para o NMD e conservados entre varios organismos sdao: Upflp, Upf2p e
Upf3p, os quais foram originalmente identificados em um rastreamento genético em
leveduras (Culbertson et al., 1980). Porém, sabe-se que proteinas adicionais sdo também
necessarias para o NMD em eucariotos superiores, mas apesar de muitos trabalhos neste
campo o mecanismo de acdo do NMD esta apenas comegando a ser compreendido. Por
exemplo, a Unica proteina da maquinaria com fun¢do bioquimica claramente definida ¢é
Upfl: trata-se de uma proteina ligadora de ATP com atividade de RNA helicase
(Czaplinski et al., 1995; Bhattacharya et al., 2000).

Estabilidade dos mRNAs

Grande importancia também ¢ dada para a regulacdo das taxas de degradacdo, as quais
os mRNAs estdo sujeitos uma vez no citoplasma. A abundancia de um mRNA em um
momento qualquer ¢ dada pela diferenga entre a taxa de transcricdo e a velocidade de
degradacdo do mesmo, e esta ultima pode ser controlada em fun¢do de variagdes
ambientais. Os mRNAs de eucariotos sdo criados com duas estruturas que, além de
outras fungdes, lhes conferem estabilidade: o cap 5’ (5° 7-metilguanosina) e a cauda
poli-A. Uma vez que as condi¢des ambientais exigem que um determinado mRNA seja
degradado, o cap 5° ou a cauda poli-A devem ser removidos e, quando isso acontece,
uma via irreversivel de degradacdo ¢ ativada. Quando o cap 5° ¢ removido, em um
processo conhecido como decapeamento, 0 mRNA esta sujeito a degradagdo na direcao
5'—3' pela enzima exoribonucledsica XRN1 (Yamashita et al., 2005). Quando a cauda
poli-A ¢ encurtada a um tamanho minimo critico, o terminal 3° dos mRNAs ¢ atacado

pelo complexo exossdmico com atividade exonucleédsica 3'—5' (Yamashita et al., 2005).



Introducdo

Essas duas vias ndo sao excludentes, e a contribuicao relativa de cada uma no controle
dos niveis dos diferentes mRNAs ainda ndo ¢ completamente conhecida. Por exemplo,
em S. cerevisiae, a repressao de componentes da via de degradagdo 3'—5' ou 5'—3' tem
pouco efeito nos niveis globais dos mRNAs, o que sugere redundancia das vias (He et
al.,2003; Houalla et al., 2006).

Outro eficiente conjunto de enzimas de degradacdo de mRNA utilizado pelos
organismos eucarioticos sao as endonucleases. Elas clivam internamente 0 mRNA,
independente do decapeamento ou deadenilagdo, produzindo fragmentos que sdo alvos
para as exonucleases 5°-3" e 3°-5" (Yang e Schoenberg, 2004; Yang et al., 2006). Varias
endonucleases com essa funcao especifica foram caracterizadas recentemente, incluindo
PMRI1, IRE1 e MRP (Yang e Schoenberg, 2004; Yang et al., 2006).

As taxas de degradagdo de um mRNA em particular também dependem de sequéncias
contidas no proprio transcrito. Essas sequéncias sdo geralmente encontradas na UTR 3°
e sdo alvos para ligacdo de proteinas (Wilusz et al., 2001; Garneau et al., 2007). Dentre
essas sequéncias, a mais estudada ¢ o elemento rico em adenilato-uridilato - ARE (Shaw
e Kamen, 1986; Chen e Shyu, 1995). Os elementos AREs foram originalmente
definidos pela sequéncia ~AUUUA (Shaw e Kamen, 1986), embora subsequentes
estudos tenham mostrado outras sequéncias comportando pequenas variagdes dentro do
elemento que apresentam as mesmas propriedades do ARE canonico. As diversas
sequéncias descritas como elementos ARE sdo classificadas em trés grupos principais:
AREs classe I, que consistem de uma a trés copias do pentamero AUUUA dentro de
uma regido rica em U; AREs classe II, que contém pelo menos duas copias que se
sobrepdem do nondmero UUAUUUA(U/A)(U/A) também dentro de uma sequéncia rica
em U; e AREs classe III, que ndo possuem o pentdmero tipico AUUUA mas possuem
regides ricas em U (Chen e Shyu, 1995). Muitas proteinas que se ligam ao elemento
ARE foram identificadas e sdo coletivamente chamadas de AUBPs (4U-rich binding
proteins). Algumas das AUBPs aumentam a estabilidade dos mRNAs enquanto outras a
diminuem, de modo que a abundancia dos mRNAs que possuem este elemento depende
de um balango entre sua taxa de transcri¢do e os niveis de expressdo e atividade das
proteinas desestabilizadoras vs. proteinas estabilizadoras que se ligam ao elemento
ARE. Uma das familias de proteinas estabilizadoras de mRNAs que se ligam ao

elemento ARE ¢ a Hu. Essa familia ¢ composta por 4 proteinas em mamiferos e contém
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trés motivos de reconhecimento de RNA (RRM -RNA recognition motifs) (Query et al.,
1989). Foi demonstrado que as proteinas Hu se ligam aos elementos ARE encontrados
na UTR 3" de mRNAs especificos envolvidos no crescimento e diferenciagdo celular
(Keene, 1999). A proteina HuR, em particular, funciona se ligando ao ARE competindo
com AUBPs desestabilizadoras, prevenindo desta forma a agdo das proteinas que
degradam os mRNAs (Chen et al., 2001). Existem muitas proteinas descritas que se
ligam ao elemento ARE e promovem a degradacdo dos mRNAs. Uma delas, a proteina
AUF1 (também conhecida como hnRNP D), possui quatro isoformas produzidas por
splicing alternativo (p37, p40, p42, e p45) com pequenas diferengas de atividade. AUF1
foi a primeira proteina que se liga ao ARE a ser associada com a estabilidade de
mRNAs, quando foi verificada sua habilidade de promover a degradacdo do mRNA de
c-myc (Brewer, 1991).

miRNAs

Os eventos de remodelamento dos mRNPs também sdo cruciais para outro mecanismo
de controle pds-transcricional: o silenciamento de mRNAs mediado por miRNA. Este
tipo de regulacdo garante que uma dada proteina seja expressa em niveis adequados
para permitir a fun¢do celular normal. Os miRNAs sdao RNAs endogenos, ndo
codificantes, de aproximadamente 22 nucleotideos que controlam processos celulares
fundamentais em animais e plantas. Nos vertebrados, por exemplo, os genes de
miRNAs formam a maior classe de genes regulatorios (~1% de todos os genes) (Lim et
al., 2003; Bartel, 2004; Bartel e Chen, 2004; Lim et al., 2005). Ap6s a incorporagao do
miRNA no conjunto de proteinas chamado de complexo de silenciamento induzido por
RNA (RNA-induced silencing complex - RISC), os miRNAs guiam a maquinaria de
interferéncia de RNA (RNA1) para seus mRNAs alvos através da formacdo de RNAs
dupla fita, o que resulta em uma repressdo de tradu¢do ou degradacdo do mRNA de

maneira sequéncia-especifica (Ambros, 2004).
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Corpos P

Os corpos P (P-bodies) sdo locais especificos no citoplasma que contém proteinas
sabidamente envolvidas no metabolismo dos mRNAs (Kedersha e Anderson, 2007;
Parker e Sheth, 2007; Eulalio et al., 2007a). Esses locais podem também ser chamados
de corpos GW (GW bodies), uma vez que eles contém a proteina GW182 que ¢
requerida para a repressdo traducional mediada por miRNA (Eystathioy et al., 2002;
Jakymiw et al., 2005; Meister et al., 2005). As fungdes do corpos P ainda nao sdo
completamente conhecidas, mas sabe-se que os mRNAs nesses locais podem tanto ser
degradados ou retornar para a populagdo de mRNAs citoplasmaticos traduziveis. Na
composigdo proteica dos corpos P sdo encontrados os fatores gerais para degradacao de
mRNA mediada por NMD Upfl, Upf2, Upf3, Smg5 e Smg7 (Unterholzners e
Izaurralde, 2004). Também sdo encontrada outras proteinas que promovem a
degradacao dos mRNAs, incluindo a deadenilase CCR4 (Sheth e Parker, 2003; Andrei
et al., 2005) e o complexo decapeador DCP1-DCP2 (Ingelfinger et al., 2002; Sheth e
Parker, 2003). Acredita-se que os mRNAs nos corpos P sejam degradados no sentido
5°-3", uma vez que os corpos P contém a exonuclease 5'—3" XRN1 (Ingelfinger, et al.
2002; Sheth, e Parker, 2003). Os corpos P ndo possuem os componentes ribossomicos, a
maioria dos fatores de inicia¢do da tradu¢do nem a proteina PABP, o que sugere que
sejam locais de repressao traducional. Esta caracteristica também indica que os
ribosomos, PABP e os fatores de iniciagdo da tradugdo devem se dissociar dos mRNPs
antes ou imediatamente apds os mRNAs se agregarem aos corpos P. Os corpos P
também contém fatores proteicos envolvidos na repressdo traducional mediada por
miRNAs, incluindo as proteinas Argonauta, Rck/p54, e GW182 (revisto em Kedersha e
Anderson, 2007; Parker e Sheth, 2007; Eulalio et al., 2007a). No entanto, sabe-se que 0s
corpos P ndo sdo absolutamente necessarios para a fungdo dos miRNAs, uma vez que a
deplecdo de Lsml ou GW182, que causa a perda dos corpos P e a dispersdo das
proteinas Argonauta no citoplasma em células humanas e de droséfila, ndo afeta a

capacidade repressora dos miRNAs (Chu e Rana, 2006; Stoecklin et al., 2006).
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1.2.1. O controle Traducional

A sintese proteica ¢ um processo multifatorial complexo que envolve muitas etapas,
no qual a célula gasta mais energia do que em qualquer outra atividade (Dever, 2002;
Gebauer e Hentze, 2004). A regulacdo da tradug¢do engloba mecanismos de controle
global e especificos para a tradu¢do dos mRNAs, e o inicio da tradu¢do ¢ o principal
alvo do controle traducional (Preiss e Hentze, 2003). O controle da traducdo em larga
escala, que afeta a tradugdo da maioria dos transcritos, usualmente ocorre por mudancas
do estado de fosforilagao dos fatores iniciadores de traducdo e pelo ajuste no ntimero de
ribossomos disponiveis no citoplasma. Por outro lado, a regulagdo especifica, que
modula o destino de grupos distintos de mRNAs, pode ser mediada por uma diversidade
de mecanismos. Estes mecanismos envolvem por exemplo proteinas ligadoras de RNA,
que se associam com estruturas particulares ou elementos de sequéncias presentes nas
UTRs dos mRNAs alvo (Gebauer e Hentze, 2004). A regulacdo da traducao ¢ de
particular importancia em condi¢des que requerem mudangas rapidas e precisas dos
niveis de proteinas, o que inclui por exemplo as respostas celulares ao estresse
ambiental (Holcik e Sonenberg, 2005), e a regulagdo do crescimento celular e sua

coordenagao com a divisdo celular (Jorgensen e Tyers, 2004).

O controle da iniciacdo da traducdo

A tradug@o nos eucariotos ¢ iniciada por um de dois mecanismos atualmente
conhecidos: um mecanismo canonico dependente do cap 5°, € um mecanismo
alternativo independente do cap 5°, que ¢ mediado por elementos regulatérios em cis
que funcionam como sitio interno de entrada dos ribossomos (IRES) (Sonenberg et al.,
2000). O mecanismo canonico dependente do cap 5° requer a ligagdo do fator de
iniciacdo elF4E ao residuo de 7-metil guanosina que todos os mRNAs possuem em seus
terminais 5'. A ligacdo da subunidade menor do ribossomo com 0 mRNAs ¢ feita através
da interacdo entre os fatores elF4G (que estd associado ao ribossomo) com o fator
elF4E, associado ao mRNA. A interagdo entre estes fatores (eIF4E e elF4G) ¢ regulada
por membros da familia de proteinas ligadoras de elF4E (elF4E-BPs), uma familia de
repressores traducionais que contém motivos similares ao nucleo de interagdo da
proteina eIF4G. Enquanto a forma hipofosforilada da proteina 4E-BP se liga fortemente

ao fator eIF4E, sua forma hiperfosforilada tem pouca afinidade por esse fator (von der
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Haar et al., 2004). E de fato, o principal mecanismo de controle da tradugao dependente
de cap 5° ¢ baseado na regulacdo do status de fosforilagdo de 4E-BP (von der Haar et
al., 2004). Em determinadas situagdes, a sintese global de proteinas ¢ inibida por
intermédio do bloqueio do inicio da tradugdo, no entanto, a tradu¢ao de reguladores
criticos precisa ser ativamente mantida. Um exemplo tipico ¢ durante a mitose, onde a
sintese proteica global dependente de cap 5° ¢ inibida. Nesse momento, mRNAs
resistentes mantém a traducdo independente do cap 5' devido aos seus elementos IRES
funcionais (Elroy et al., 2007). O recrutamento da subunidade menor do ribossomo
dependente do cap 5° depende de eIF4E e elF4B. elF4E se liga a estrutura docap 5" e o
fator eIlF4B facilita a atividade de outro fator: e[F4A, a helicase dependente de ATP que
auxilia o escaneamento do ribossomo através da complexa estrutura da UTR 5°
(Dmitriev et al., 2003). E exatamente o sequestro de eIF4E (pela proteina mTOR) e
elF4B (pela proteina 14-3-3c) que leva a iniciacdo da traducao independente do cap 5°
mediada pelo IRES (Tinton et al., 2005; Gerlitz et al., 2002). Trabalhos com Drosophila
tém indicado recentemente que a propria expressao de elF4E pode ser regulada. Pumilio
(Pum), um repressor traducional, desempenha um importante papel na determinacao do
padrdo corporal anterior-posterior de Drosophila durante o inicio da embriogénese
(Johnstone e Lasko, 2001). Pum tém sido encontrada controlando a morfogénese dos
dendritos (Ye et al., 2004) e também envolvida na formacdo da memoria de longa
duracdo em Drosophila (Dubnau et al., 2003). Nas junc¢des neuromusculares de
Drosophila, a proteina Pum nos terminais pds-sinapticos reprime a expressao de elF4E
(Menon et al., 2004). Pum interage seletivamente com a UTR 3° do mRNA de elF4E,
indicando que pode modular a fun¢@o sinaptica através do controle direto da expressao
de eIlF4E (Menon ef al., 2004). A fungdo de elF4F também pode ser regulada pois sua
atividade ¢ significativamente aumentada por sua iteracdo com PABP, a proteina que se
liga a cauda poli(A) dos mRNAs. Essa interacdo tem sido mostrada ser o alvo do RNA
ndo codificante BC1 (Wang et al., 2002). O RNA BC1 ¢ uma pequena molécula que ndo
¢ traduzida e € seletivamente transportada para os dendritos (Muslimov et al., 1997). Ele
reprime o inicio da tradugdo inibindo a formagdo do complexo de pré-iniciacdo 48S

(Wang et al., 2002).
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O controle do alongamento da tradu¢do

O processo de alongamento da cadeia peptidica requer basicamente dois fatores: eEF1
que recruta os aminoacil-tRNAs ao sitio A do ribossomo, e eEF2 que promove a
translocacdo do ribossomo para o proximo codon. O fator eEF1 ¢ composto pela
subunidade ligadora de GTP eEF1A, e pelo fator de troca de nucleotideo guanina
(GEF) eEF1B, que por sua vez, consiste de varias subunidades dependendo da espécie.
Nos metazoarios, o complexo eEF1B contém pelo menos 4 subunidades: uma estrutural,
dois fatores de troca (exchange factors), e a valina-tRNA sintetase (Taylor et al., 2007).
As subunidades de troca sdo denominadas o, em plantas e 0,0 em animais, € a
subunidade estrutural ¢ chamada y (Le Sourd et al., 2006). As duas subunidades de troca
sd0 alvos da quiinase mitdtica CDK1/ciclinaB durante a meiose nos odcitos de Xenopus
(Belle et al., 1989; Janssen et al., 1991; Mulner et al., 1992 e 1994) e durante o inicio
do desenvolvimento do ourigo do mar (Monnier et al., 2001a e b). O fator eEF2 também
pode ser regulado para o controle da taxa alongamento. Por exemplo, a fosforilagdo de
eEF2, em sua Thr57 pela kinase eEF2K, o dissocia do ribossomo como mostrado por
medidas diretas de constantes de dissociagcdo usando complexos ribossomais purificados
(Carlberg et al., 1990). Efeito também mostrado por Celis e colaboradores, uma vez que
um aumento na taxa de fosforilacao de eEF2 ¢ detectado durante a mitose em correlagao
com a diminui¢do da taxa de sintese proteica (Celis et al., 1990) e a diminui¢do da
associacdo de eEF2 com os polissomos pesados (Sivan et al., 2007). O proprio fator
eEF2K pode ser regulado por fosforilagcdo, que opera de acordo com varios sinais,
muitos dos quais envolvidos no controle do ciclo celular (Nygard et al., 1991; Browne e

Proud, 2002).
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1.3. O controle da expressiao génica durante o choque térmico

A sobrevivéncia das células depende, entre outros fatores, da sua capacidade de
responder a condi¢gdes ambientais adversas. As indspitas pressdes ambientais, as quais
0s primeiros organismos estavam sujeitos, proporcionaram as células a habilidade de
responder ao estresse reprogramando o metabolismo celular para reparar os danos
provocados e evitar novos (Sorensen e Loeschcke, 2007). Um dos eventos chave na
resposta ao estresse € a reprogramagdao da traducdo, que € acompanhada pela
modificacdo de componentes da maquinaria de tradug¢do (Keene, 2007; Moore, 2005).
Além disso, a resposta redireciona mRNAs especificos que codificam proteinas ndo
essenciais para os corpos P para serem estocados ou degradados, e induz a traducao dos
mRNAs que codificam enzimas de reparo (Moore, 2005).

O bloqueio do inicio da traducdo € a principal consequéncia para a reprogramagao
durante o estresse ambiental (Holcik e Sonenberg, 2005). Esse bloqueio ¢ conseguido
por véarios eventos que culminam na desagregacdo do complexo de iniciacdo da
traducdo: fosforilacdo de elF2a, fosforilagdo das proteinas que se ligam a elF4E,
fosforilagdo da proteina ribossémica S6, modificacdo do RNA dupla fita gerando
inosina, e a clivagem de partes do RNA ribossomico por enzimas endonucleoliticas
(Holcik e Sonenberg, 2005).

Por outro lado, os mRNAs codificantes de proteinas de reparo sdo seletivamente
excluidos das vias de degradacdo e redirecionamento para os corpos P. Acredita-se que
este fendmeno ¢ o responsavel pela tradugdo preferencial desses mRNAs durante o
estresse (Kedersha e Anderson, 2002). Embora o mecanismo molecular para essa
seletividade seja desconhecido, ¢ possivel que os mRNAs induzidos por estresse sejam
alvos de proteinas que os protejam da estocagem ou degradacdo (Kedersha e Anderson,
2002). Além disso, mecanismos adicionais que promovam a selecdo de mRNAs para a
traducdo durante o estresse também sdo considerados, como controle da tradugdo

mediada por elementos IRES e por miRNAs (Kedersha e Anderson, 2002).

14



Introducdo

1.4. As chaperonas moleculares e a resposta ao estresse

Os mecanismos de resposta aos estresses ambientais sdo uma das estratégias que os
organismos adquiriram para protegerem-se de um insulto inicial, facilitar sua
recuperagao e produzir um estado de resisténcia a estresses futuros (fendmeno chamado
termotolerancia). Esta resposta deve ser induzida rapida e repetidamente para que seja
util aos organismos sob estresse. Algumas destas respostas sdo compartilhadas por todos
os organismos investigados até agora. (Fink, 1999). Ao nivel molecular, esta resposta ¢
acompanhada por um aumento expressivo do nimero de proteinas de uma familia em
particular, que estd envolvida no enovelamento proteico. A indugdo da expressdo de
proteinas desta familia, descrita por Gething e Sambrook em 1992, tem a fun¢do de
estabilizar agregados de enovelamentos intermediarios e facilitar a aquisi¢ao do estado
nativo e funcional de varias proteinas. A essa familia foi dada o nome de chaperonas
moleculares (Gething e Sambrook, 1992).

A sintese destas chaperonas moleculares ¢ aumentada em células experimentando uma
situagdo de estresse, como um choque térmico por exemplo, por isso as chaperonas
moleculares sdo também referidas como proteinas de estresse, ou mais commumente,
proteinas de choque térmico (HSP - heat shock protein) (Burston e Clark, 1995).

Além das chaperonas induziveis pelo estresse, outras proteinas dessa familia sdo
expressas constitutivamente (Gething e Sambrook, 1992; Hendrick e Harlt, 1993). A
presenga constante destas chaperonas na célula se faz necessaria devido a alta
concentragdo proteica intracelular e a tendéncia de agregagdo das cadeias polipeptidicas
que estao parcial ou completamente desenoveladas durante a traducdo (Ellis e Harl,
1996). A falha no enovelamento das proteinas ¢ deletéria ndo somente por causa da
perda de fun¢do da proteina incorretamente enovelada, mas também por causa da
toxicidade dos agregados proteicos. As caracteristicas de acdo em comum entre as
diferentes chaperonas sdo a interacdo transiente com espécies proteicas nao nativas
prevenindo a formacdo dos agregados proteicos. Essa interagdo pode ser seguida da
correcdo ativa do enovelamento destas proteinas ou, mais drasticamente, do
direcionamento dessas proteinas para degradacdo (Young et al., 2004; Bukau et al.,

2006).
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Alguns dos membros da familia de HSPs sdo designados de acordo com seus
tamanhos em quilodaltons: HSP10, HSP40, HSP70, HSP90 e HSP100.

O aumento na taxa de expressdo das HSPs ¢ geralmente proporcional a severidade e
ao tipo de estresse aplicado as células, porém o grau de indugdo das diferentes HSPs
pode ser significativamente diferente. Por exemplo, em células de mamiferos, a sintese
de HSP90, HSC70 e HSP60 em resposta ao tratamento com choque térmico ¢ apenas
levemente aumentada, enquanto que a sintese de HSP70 e, em alguns tipos celulares, as
pequenas HSPs, aumenta varias vezes (Wellch, 1992). Além disso, a indugdo por calor,
observada para diferentes isoformas do gene de HSP70, também tem sido descrita como
diferente, a HSP70 humana (HSP70A) ¢ induzida de 10 a 20 vezes (Wu et al., 1985),
enquanto que a expressdao de HSP70B ¢ aumentada em varias ordens de magnitude
(Voellmy et al., 1985).

A ativacao transcricional das proteinas de choque térmico em resposta a um estresse ¢
regulada pela interagdo do fator de transcri¢do de choque térmico (HSF) com os
elementos de choque térmico (HSE) na regido promotora destes genes. Existem quatro
HSFs identificados em vertebrados, dois dos quais HSF1 e HSF2 sdo expressos
constitutivamente ¢ os mais conservados (Morimoto, 1991).

Nos vertebrados, o principal HSF envolvido na resposta a mudangas ambientais e
fisiologicas ¢ o HSF1 (Pirkkala ef al., 2001). O fator HSF1 ¢ normalmente encontrado
no citoplasma como uma molécula monomérica ou, as vezes, complexado como um
heterodimero com uma das isoformas de HSP70, num estado latente que ¢ incapaz de se
ligar ao DNA. Entdo, sob condicdes de estresse e de modo dependente de Ras, os
fatores HSF1 s3o hiperfosforilados por proteinas da subfamilia das quinases ativadas
por mitégeno (MAPK), e nessa condi¢do eles formam trimeros fosforilados de HSF1
que tém a capacidade de se ligar ao DNA (Morimoto et al., 1991).

O modelo proposto para a regulacdo da formacdo de oligdmeros de HSF e sua
habilidade de ligar a0 DNA ¢ como descrito: em células sem estresse, a oligomerizacdo
de HSF ¢ impedida pela formacdo de heterodimeros entre mondmeros de HSF e
proteinas HSP70; apds o estresse, acumulam-se proteinas em conformag¢do nao nativa
que competem com HSF pela ligagio com HSP70. Como consequéncia desta
competi¢do, a fragdo nao ligada de mondmeros de HSF aumenta , eles sdo fosforilados e

formam-se os trimeros de HSF, que se ligam aos HSE nos promotores dos genes de
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choque térmico desencadeando sua transcricdo. Durante a recuperacao do estresse, as
HSPs continuam a ser sintetizadas e as proteinas desnaturadas voltam a sua
conformagdo funcional ou sdo degradadas pelo sistema proteolitico das células. A
concentracdo de HSP70 disponivel para ligar com HSF aumenta até o nivel anterior ao
estresse, os trimeros de HSF sdo dissociados e os heterodimeros com HSP70 voltam a

se formar, finalizando a indu¢do de HSP70 (Morimoto et al., 1991).

A chaperona HSP70

A HSP70 ¢ a principal chaperona molecular e a primeira a se ligar aos polipeptideos
nascentes que emergem do ribossomo (Harlt, 1996). A chaperona HSP70, e sua forma
constitutiva HSC70, possuem dois dominios funcionais: um dominio N-terminal com
atividade ATPase e um dominio C-terminal que se liga as cadeias polipeptidicas
nascentes (Jiang et al., 2005). As fungdes bioldgicas da HSP70 estdo relacionadas com o
enovelamento e desenovelamento de proteinas para a translocagdo, a sinalizagdo para a
resposta ao choque térmico, a regulacdo do ciclo celular, diferenciagdo e com a morte
celular programada (Bukau et al., 2006). A maioria dos eucariotos tem pelo menos 12
isoformas de HSP70 diferentes, presentes numa grande variedade de compartimentos
celulares (Fink, 1999). O ciclo de reagdao proposto para a HSP70 consiste nos seguintes
passos: a HSP70 complexada ao ATP liga-se ao substrato proteico ndo enovelado, a este
conjunto liga-se a chaperona cofatora HSP40 o que estimula a hidrélise do ATP,
formando o complexo mais estdvel HSP70-ADP + substrato. O ADP desliga-se do
complexo, sendo trocado por ATP em uma reagdo catalisada por outra chaperona, a
proteina GrpE. A substitui¢do de ADP por ATP gera alteragdes alostéricas na HSP70 que
diminuem sua afinidade pelo substrato, fazendo com que o mesmo seja liberado. O
complexo HSP70-ATP, agora livre, pode reiniciar o ciclo ligando-se a outra proteina nao
enovelada. Apos a liberagdo da HSP70, as proteinas enovelar-se-d0 espontaneamente
ou, caso nao possam fazé-lo sozinhas, deverao se ligar ao complexo de HSP60/HSP10

para atingir o estado nativo final (Fink, 1999).
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1.5. O Trypanosoma cruzi

Taxonomia

O Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenga de Chagas, ¢ um protozoario
flagelado da familia Trypanosomatidae, classificado no grupo taxondémico
Kinetoplastidae. Este grupo ¢ definido por apresentar o cinetoplasto, uma rede de
mtDNA disposta em circulos concatenados e localizada no interior de sua mitocondria
unica (Simpson, 1986). Exemplos de organismos que pertencem a esse grupo
taxondmico sdo os outros membros do género Trypanosoma, como Trypanosoma
brucei, causador da doenga do sono, € os membros do género Leishmania, causadores
de leishmaniose (revisto por de Souza, 2002).

Apesar da alta diversidade genética e fenotipica entre os seus diferentes isolados, o 7.
cruzi ¢ considerado uma espécie unica (Campbell et.al., 2004). Dois gendtipos
principais sdo reconhecidos como componentes desta espécie: 7. cruzi 1 (TCI) e T. cruzi
IT (TCI). O TCI ¢ associado ao ciclo de transmissdo selvagem e a infec¢do de
marsupiais (De Freitas et al., 2006), enquanto que o TCII, consistindo de cinco
subgrupos relacionados, Ila, IIb, Ilc, IId e Ile, ¢ associado ao ciclo de transmissdo
doméstico e a infec¢do em mamiferos placentarios incluindo o homem (De Freitas et
al., 2006). Recentes estudos sobre a ecologia do 7. cruzi em seus ambientes naturais, no
entanto, tém mostrado a presenc¢a de TCII no ciclo de transmissdo selvagem, circulando
em pelos menos cinco ordens de mamiferos: Primatas, Rodentia, Marsupialia, Xenarthra
e Carnivora (Lisboa et al., 2006)

O consorcio para o sequenciamento do genoma do 7. cruzi (The Trypanosoma cruzi

Genome Consortium, 1997), elegeu como linhagem referéncia o clone CL Brener,
derivado da cepa CL e membro do subgrupo Ile. No entanto, durante o sequenciamento
e nas etapas posteriores de anotagdo do genoma, observou-se que este clone tratava-se
de um hibrido cuja linhagem ancestral ¢ representada pelos subgrupos IIb e Ilc

(Westenberger et.al., 2005).
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Ciclo de vida

O T cruzi tem um ciclo bioldgico complexo envolvendo diferentes estidgios de
desenvolvimento que se alternam entre diferentes hospedeiros. O hospedeiro
invertebrado ¢ um inseto triatomineo hematofago cujas espécies mais conhecidas sdo:
Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Pastrongylus megistus, popularmente chamado
de barbeiro; os hospedeiros mamiferos podem ser, além do homem, mais de 100
espécies de mamiferos diferentes, incluindo animais domésticos e silvestres. Durante o
repasto sanguineo, o barbeiro torna-se portador das formas tripomastigotas encontradas
no sangue de individuos infectados. Uma vez ingeridas pelo inseto, os tripomastigotas
se diferenciam nas formas epimastigotas replicativas que se multiplicam por fissdo
bindria. Ap6s alcancar a por¢do final do tubo digestivo, os epimastigotas se diferenciam
em tripomastigotas metaciclicos que sdo eliminados junto com as fezes do inseto. Os
tripomastigotas metaciclicos sdo transferidos mecanicamente para o hospedeiro
mamifero e, ao atingirem a mucosa ou alguma descontinuidade da pele, invadem as
células do hospedeiro. Os tripomastigotas metaciclicos se diferenciam nas formas
amastigotas replicativas que se dividem por fissdo bindria e se transformam em
tripomastigotas que, apos a ruptura da célula, sdo liberados no espago intercelular. Ao
atingirem a corrente sangiiinea, os tripomastigotas podem penetrar em novas células do
hospedeiro e, assim, disseminar a infec¢do ou infestar outros insetos, completando

assim o ciclo bioldgico do 7. cruzi (revisto por de Souza, 2002).

O controle da expressao génica em tripanossomatideos

A familia Trypanosomatidae divergiu muito cedo da linhagem evolutiva eucaridtica,
de modo que possuem solugdes adaptativas distintas dos outros eucariotos. De fato, os
membros desta familia acumularam diversas caracteristicas particulares em sua
biologia, o que vem atraindo a atencdo e curiosidade da comunidade cientifica hd muito
tempo.

Os genes codificantes de proteinas estdo arranjados em aglomerados que podem
comportar dezenas ou mesmo centenas de genes na mesma fita de DNA (EI-Sayed et

al., 2005a). Estes genes sdo transcritos em unidades policistronicas Unicas, separados
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por pequenas regides intergénicas. Estas unidades policistronicas podem conter copias
de um mesmo gene, como € o caso dos genes da familia mucina TcMUC e TcSMUG
(Di Noia et al., 1998 e 2000), ou ainda genes com fungdes e padrio de expressdo
distintos como o tandem contendo os genes de a e B tubulina (Soares et al., 1989) o
tandem contendo os genes amastina/tuzina (Teixeira et al., 1995), ou o tandem contendo
os genes metaciclogenina/trypanredoxina peroxidase/gene associado (Mtc/TryP/AG)
(Avila et al., 2001). Esse arranjo génico em tandem dos tripanossomatideos ¢
semelhante ao arranjo de operons encontrado nos procariotos, sendo considerado uma
caracteristica que foi preservada nesse grupo (Clayton, 2002). No entanto, ao contrario
dos operons bacterianos, o arranjo genomico de tripanossomatideos ndo conta com um
promotor definido cujo transcrito engloba genes com produtos proteicos de funcdo
metabodlica afim. Outra importante particularidade da estrutura génica dos
tripanossomatideos, que os fazem semelhantes aos procariotos, ¢ o fato de que os genes
codificantes de proteina também ndo contém introns. Uma Unica excecdo foi descrita
para esta caracteristica: o gene que codifica a enzima poli-(A) polimerase (PAP) de T.
brucei (Mair et al., 2000). A regido codificante deste gene possui um intron tnico que,
tal qual os introns de eucariotos, possui o sinal candnico de cis-splicing GU/AG (Mair
et al.,2000).

Uma outra particularidade da biologia molecular dos tripanossomatideos corresponde
a transcricdo dos genes em longas cadeias policistronicas € ao mecanismo para a
maturagdo dos mRNAs. O processo difere do que ocorre na maioria dos eucariotos: as
unidades policistronicas transcritas sao clivadas e os genes sdao individualizados pelos
mecanismos de trans-splicing e poliadenilacdo (revisto por Liang et al., 2003). O trans-
splicing foi identificado por Boothroyd e Cross em 1982 quando descobriram que o
mRNA das proteinas VSG de T. brucei carregavam uma sequéncia de 39-nucleotideos
comum que foi chamada de sequéncia spliced leader (SL) ou mini-exon. Mais tarde foi
verificado que todos os mRNAs contém esta mesma sequéncia. A sequéncia do SL
RNA nao ¢ exatamente igual entre os tripanossomatideos, mas sua estrutura secundaria
¢ similar entre eles, sendo composta por trés stem-loops (Liang et al., 2003).

O mecanismo de trans-splicing envolve a unido de duas moléculas de RNA, ou dois
exons, que foram transcritos separadamente (revisto por Clayton, 2002). A adicao do

SL ao terminal 5° dos pré-RNAs nos tripanossomatideos atende a dois propositos: em
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conjunto com a clivagem e poliadenilagdo do transcrito policistronico individualiza os
genes e, uma vez que o SL jd possui o cap 5°, torna os mRNAs aptos a traducdo quando
no citoplasma destes organismos (Agabian, 1990).

Um dos sinais importantes para o processamento ¢ maturacdo dos mRNAs sdo as
sequéncias ricas em polipirimidina encontradas nas regides intergénicas que separam os
cistrons nos pré-mRNAs (Benz et al., 2005). Mutagdes nessa sequéncia podem levar ao
uso de sitios cripticos de trans-splicing ou poliadenilagdo ou, mais drasticamente,
podem abolir o processamento dos pré-mRNAs mutados (Hug et al., 1993). Nos
tripanossomas, a adi¢do da cauda poli(A) ¢ acoplada ao processo de trans-splicing do
gene a 3’ (LeBowitz et al., 1993). Todavia, recentemente Jagger e colaboradores (2007)
demonstraram que o processamento do RNA policistronico parece depender também de
outros sinais, uma vez que alguns dos sitios de trans-splicing e poliadenilacdo podem
ser ignorados pela maquinaria de processamento a despeito da presenca da sequéncia de
polipirimidina. Desta forma sdo gerados longos transcritos estaveis de mRNA contendo
mais de uma regido codificante e apenas uma sequéncia SL em sua por¢do 5°. Os
autores sugerem que estes RNAs intermediarios estdo em um estado de “laténcia
traducional”, pois poderiam ser estocados para processamento completo futuro em um
transcrito maduro, quando o ambiente assim o requeresse (Jagger et al., 2007).

O estudo dos promotores dos tripanossomatideos também gerou uma série de
informagdes que os distinguem dos outros eucariotos. A primeira sequéncia consenso de
promotores encontrada nesses organismos foi para a RNA polimerase Il em 7. brucei.
Se tratava de um promotor da classe 1 (contendo os elementos A e C), localizado dentro
do gene de rRNA 5S (Cordingley, 1985). Os promotores de classe 2 (contendo os
elementos A e B) foram em seguida encontrados dirigindo a transcri¢do dos genes de
tRNA também em 7. brucei (Campbell et al., 1989). Os promotores de classe 3 da RNA
polimerase III (contendo os elementos distal e proximal responsaveis pela transcri¢ao de
pequenos RNAs) ndo foram até hoje encontrados nos tripanossomatideos. Entretanto,
sabe-se que existe uma dependéncia por promotores de classe 2 e de um gene de tRNA
em orientacdo oposta para que haja a transcri¢do dos snRNAs (U1-U6) e outros RNAs
pequenos (Tschudi e Ullu, 2002).

Os promotores de RNA polimerase I foram primeiro identificados em 7. brucei nos

loci dos genes de rRNA e a 5° aos genes de VSG (Laufer ef al., 1999). Esses promotores
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assemelham-se aos promotores de rRNA de outros eucariotos e, em sistemas in vitro,
competem pelos mesmos fatores de transcricdo (Laufer e Gunzl, 2001). Nos
tripanossomatideos os genes de rRNA organizam-se em uma unidade transcricional que
contém oito genes: 18S, 58S 28Sa, 28SP e mais quatro rRNAs menores de distintos
tamanhos (220, 180, 140 e 70 nucleotideos) (White et al., 1986). Assim como 0s
promotores de rRNA de outros eucariotos, o promotor de rRNA de 7. brucei é sensivel a
mutagao no sitio de inicio de transcri¢ao (Rudenko et al., 1991; Zomerdijk et al., 1991).

A Unica sequéncia promotora identificada com caracteristicas de RNA polimerase II é
a que dirige a transcri¢do do gene spliced leader (SL) (Gillinger e Bellofatto, 2001). De
fato, algumas evidéncias corroboram o fato de que essa transcricdo ¢ realizada pela
RNA polimerase II, como por exemplo a presenca da estrutura cap 5’ no SL RNA (Mair
et al., 2000). Alguns fatores de transcricdo foram identificados para estes promotores,
porém nao se sabe se estes estdo também envolvidos na transcricdo dos mRNAs (Wen ef
al., 2000; Matkin e Bellofatto, 2001). O inicio da transcri¢ao dos genes do SL RNA tem
sido estudado extensivamente. Tipicamente sdo encontrados de 100 a 200 genes de SL
RNA organizados em tandem, o que representa 6% da sintese total de RNAs da célula
(Campbell et al., 2000). Os promotores estdo sempre a 5’ em relagdo ao inicio de
transcri¢do dos genes de SL RNA e apresentam os elementos criticos em cis localizados
a -60 e -30, e em muitos casos o elemento -5 (Campbell et al., 2000). Além disso, esses
elementos se assemelham em muito aos PSEs dos promotores de snRNAs de humanos
(Yu et al., 1998).

Esse peculiar cenario para os tripanossomatideos, transcri¢do policistronica em
conjunto a auséncia de promotores classicos de RNA polimerase II, indica que a
iniciacdo da transcricdo ndo ¢ um fator limitante para a producdo dos mRNAs. Ao
contrario, tudo indica que a transcrigdo ¢ um evento constitutivo para a quase totalidade
dos genes (Clayton, 2002). Isso implica em outra particularidade deste organismos: o
controle da expressdo génica deve ser predominantemente pds-transcricional e dirigido
por elementos em presentes nos proprios mRNAs. Esses elementos afetam o
processamento dos pré-mRNAs, sua estabilidade e taxa de tradugdo (Clayton, 2002;
Wong et al., 1994).

A maioria dos eventos de controle pos-transcricional nos tripanossomas descritos até

hoje correspondem a mudanga rapida da meia-vida dos mRNAs ou pelo controle da taxa
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de traducdo (Clayton, 2002). Esses eventos sao dependentes de elementos geralmente
presentes nas regides ndo traduzidas (UTRs) e de fatores que agem em trans
reconhecendo essas sequéncias (Clayton, 2002). A composi¢do do complexo
ribonucleoproteico determina qual o tipo de controle que sera executado para o mRNA.
Dos mRNAs observados até agora nos tripanossomatideos, os mais instdveis sdo 0s
que codificam as proteinas EP e PGKB em formas sanguicolas de 7. brucei. O
decaimento destes mRNAs apresenta uma cinética bifasica, ou seja, cerca de metade dos
mRNAs decaem com meia-vida de menos de 5 minutos, enquanto a metade restante
decai com meia-vida de cerca de 15 a 20 minutos (Li et al., 2006; Hotz et al., 1997).
Outros mRNAs também instaveis em 1. brucei sdo os que codificam as proteinas GPI-
PLC e actina. Entretanto, diferente de EP ¢ PGKB, estes decaem com cinética
exponencial com meias-vidas de 25 e 15 minutos, respectivamente (Webb et al., 2005).
Em T cruzi, o mRNA de amastina também apresenta uma meia-vida curta de cerca de
11 minutos (Coughlin et al., 2000). Por outro lado, a meia-vida de um mRNA nos
tripanossomatideos pode ser bem longa, como por exemplo a dos mRNAs de EP e
PGKB nas formas prociclicas de 7. brucei, ambos com meias-vidas de 2 horas (Irmer e
Clayton 2001; Schiirch 1997). Outros exemplos de mRNAs de meia-vida longa em T
brucei sao: ESAG 6,7 com meia-vida de 2 horas (Vanhamme et al., 1999); VSG com
meia-vida de 4,5 a 6 horas (Ehlers et al., 1987). Em leishmania, exemplos de mRNAs
de meia-vida longa sdo os que codificam as proteinas: PFR2 com meia-vida de 2,5
horas (Mishra ef al., 2003); tubulina com meia-vida de 7,5 horas (Purdy et al., 2005).
Grande parte dos elementos reguladores de meia-vida dos mRNAs est4 localizada nas
UTRs 3" (Di Noia et al., 2000; Coughlin et al., 2000; Dallagiovanna et al., 2001;
Clayton e Shapira 2007). Por exemplo, uma regido de 26 nucleotideos rica em U foi
demonstrada como necessaria para a estabilidade do mRNA da proteina EP nas formas
sanguicolas de 7. brucei (Irmer e Clayton 2001). No entanto, essa mesma regido de 26
nucleotideos ndo ¢ capaz de conferir estabilidade a mRNAs quando clonada em outros
contextos, ou seja, flanqueada por sequéncias de outras UTRs, mesmo sendo UTRs 3.
Esse fato sugere que outros elementos podem estar envolvidos na estabilizacdo de
mRNAs, tais como estruturas secundarias formadas pelos elementos ricos em U e

sequéncias adjacentes (Irmer e Clayton 2001).
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Diferente dos elementos regulatorios, as proteinas regulatorias sao mais dificeis de
serem estudadas. As razdes dessa dificuldade ainda nio sdo claras, mas a presenca de
muitas ligacdes inespecificas entre RNA e proteina nesses organismos ¢ uma delas
(Clayton e Shapira 2007). Em mamiferos, as proteinas que modulam a estabilidade dos
mRNAs geralmente possuem distintos dominios de ligacdo a outras proteinas ou aos
RNAs, que podem ser: RRM (RNA recognition motif); dominio KH; proteinas dedo de
zinco CCCH; e dominio Puf (pumilio). Sabe-se que o genoma dos tripanossomatideos
codifica 74 proteinas com dominio RRM (De Gaudenzi et al., 2005), 39 proteinas com
dominio dedo de zinco CCCH (Ivens et al., 2005) e 12 proteinas com dominio Puf
(Ivens et al., 2005). Entretanto, na maioria dos casos, o papel delas no metabolismo dos
RNAs nao pode ser predito baseado unicamente na sequéncia. Assim, novas abordagens
metodoldgicas tém sido desenvolvidas para o estudo dessas proteinas a fim de se
determinar o papel de cada uma delas. Por exemplo, utilizando a técnica de RNAi, Luu
e colaboradores testaram 9 das 12 proteinas com dominio Puf e verificaram que 2 dessas
eram necessarias para o crescimento normal de 7. brucei (Luu et al., 2006). Também em
T. brucei, e com metodologia semelhante, Wurst e colaboradores testaram 38 das 74
proteinas com dominio RRM e verificaram que 25 eram também necessarias para o
desenvolvimento (Wurst ef al., 2009).

Alguns resultados sugerem que as proteinas UBP (U-rich-RNA-binding protein), um
grupo de pequenas proteinas que possuem um dominio RRM ftnico, possam regular a
estabilidade de alguns mRNAs em 7. cruzi incluindo o mRNA de mucina (D Orso ef al.,
2003). Essas proteinas, denominadas UBP1, UBP2 e RBP3, se ligam a um numero
aparentemente limitado de mRNAs controlando sua abundancia (D'Orso et al., 2003).
Em T brucei, o cendrio parece o mesmo em relagdo as UBPs: a super-expressdo de
UBP2 inibi o crescimento tanto nas formas sanguicolas quanto nas prociclicas com um
aumento nos niveis de varios mRNAs (Hartmann et al., 2007). Quando as proteinas
UBP1 e 2 foram simultaneamente reprimidas por RNAi, os niveis gerais de proteina
diminuiram de 10 a 20 vezes e o crescimento do parasito também foi inibido (Hartmann

etal.,2007).
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HSP70 de Tripanossomatideos

O locus de HSP70 em T. brucei apresenta 5 cOpias arranjadas em um tandem (genes 2
a 6) e uma copia separada (gene 1), a 5° do tandem, que se encontra a alguns quilobases
de distancia (Glass et al., 1986). Na ocasido dessa descoberta, foi sugerido que o gene 1
poderia ser um pseudogene, uma vez que sua UTR 3" era diferente das demais do
tandem. Porém, estudos subsequentes indicaram que esta copia era transcricionalmente
ativa, e que seus niveis de mRNA ndo eram alterados durante o choque térmico,
passando a se chamar HSP70 cognata (Lee et al., 1990). Em L. major, 4 genes de
HSP70 também foram encontrados em um arranjo de tandem e uma quinta copia em
outro locus mas no mesmo cromossomo (Lee et al., 1988). As andlises de sequéncia
indicam que os cinco genes devem ser idénticos.

Em T cruzi, os genes de HSP70 também foram descritos com organizagdao em tandem
possuindo cerca de 10 copias (Requena et al., 1988). Essas copias apresentam 90% de
conservagdo nas regides intergénicas e 95% nas regides codificantes (Requena et al.,
1988 € 1992). Entretanto o nimero de genes de HSP70 identificados subiu para 21 apos
sequenciamento da maior parte do genoma do 7. cruzi (El-Sayed et al., 2005). As
proteinas sdo sintetizadas constitutivamente, € um tnico mRNA de 2,4 Kb ¢ detectado a
29°C (de Carvalho et al., 1990). Foi verificado que essas diferentes copias codificam 8
isoformas, das quais 5 sdo induzidas pelo calor (Giambiagi-DeMarval et al., 1996).
Ap6s incubagdo das células a 37°C por 3 horas, verifica-se um aumento de 4 a 5 vezes
nos niveis da proteina ¢ um aumento de cerca de 2 vezes nos niveis do mRNA
(Giambiagi-DeMarval et al., 1996). Quando a sintese de RNA ¢ inibida por
actinomicina D a indug¢do de HSP70 ¢ ainda mantida, indicando a presenca de um
estoque de mRNA de HSP70 na célula (de Carvalho et al., 1990). Logo, a diferenca
observada entre o aumento da sintese da proteina e o aumento dos niveis do mRNA
correspondente sugere um componente traducional no controle da expressdo génica de
HSP70 em T. cruzi. Estes resultados sugerem a presenca de elementos de resposta ao
choque térmico no mRNA de HSP70. Foram determinados, ainda, os sitios de
processamento dos mRNAs de HSP70 em 7. cruzi: para o trans-splicing foram
encontrados dos sitios alternativos e para a poliadenilacdo trés sitios alternativos

(Rodrigues 2004).
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2. Objetivos

Em face da importancia da compreensdao dos mecanismos de controle da expressdo
génica do 7. cruzi para um melhor entendimento de sua biologia e, sabendo-se que,
apesar dos muitos esforgos, ainda ¢ escassa a literatura que trata desta questao nesse
organismo, o objetivo geral desta tese ¢ estudar os mecanismos de controle da expressao

génica de Asp70 em T. cruzi. Os objetivos especificos sdo:

1. Investigar a participagdo de regulacdo de meia-vida e tradu¢do do mRNA de HSP70

durante o choque térmico.

2. Investigar a presenca dos elementos de resposta a choque térmico presentes no

mRNA de HSP70.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Microrganismos utilizados

Cepa de Escherichia coli

« DH5F'IQ (Hanahan 1983) - supE44 lac U169 (D80lacZA15) hsdR17 recAl endAl

2yrA96 thi-1 relAl

Clone de Trypanosoma cruzi

« Clone CL Brener (Brener e Chiari 1963)

3.2. Meios de cultura

 LIT (Infusdo de figado-tripticase)
NaCl
KCl
Na;HPO4(12H20)
D-glucose
Bacto-triptona

Infusdo de figado

75 mM
5,4 mM
62 mM
0,2%
0,5%
0,5%

pH ajustado para 7,2 com NaOH IN.

« Meio LB (Luria Bertani)
Bacto-triptona
Extrato de levedura

NaCl

« Meio LB-agar
Meio LB

Agar

1,0%
0,5%
86 mM

1,5%
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O pH ajustado para 7,0 com NaOH 5N.

Todos os meios de cultura recém-preparados eram esterilizados em autoclave a 120° C

por 20 minutos. Os valores expressos % se referem a relagdo em percentagem entre o

peso do soluto e o volume da solugao (p/v).

3.3. Solucgoes utilizadas

« TE
Tris-HCl pH 8,0
EDTA pH 8,0

« TE -4 (TR)
Tris-HCI pH 8,0
EDTA pH 8,0

« TBE
Tris-borato

EDTA pH 8,0

« TNE
Tris-Cl pH 8,0
NaCl
EDTA

« PBS (Tampao Salina-Fosfato)
NaCl
KCl
Na2HPO4
KH2PO4
Glicose

pH ajustado para 7,5

10 mM
1 mM

10 mM
0,1 mM

90 mM
1 mM

0,1M
1M
0,01 M

140 mM
2,7 mM
8 mM

1,5 mM
5,5 mM

28



Materiais e Métodos

« Tampao MOPS

MOPS pH7,5 20 mM
Acetato de sodio 5 mM
EDTA 1 mM

« Solugdo de Denhardt
Ficoll 400 1% (p/v)
Polivinilpirrolidona 1 % (p/v)
Albumina sérica bovina (BSA) (Fracao V) 1 % (p/v)

« SSC 20x
Citrato de sodio 0,3M
NaCl 3M

Com o pH ajustado para 7,2 com NaOH
« Solucdo de lavagem
SSC 0,1 x

SDS 1%

« Solucao de pré-hibridizagao

Formamida 50 % (v/v)
DNA de esperma de salmao 100 pg/mL
SSC 5x
Solu¢ao de Denhardt 5x
Na,HPO4 pH 7,0 50 mM

« Tampao de amostra de RNA (eletroforese desnaturante) 6x

Formamida deionizada 50 % (v/v)
Formaldeido 6 % (v/v)
MOPS 1x 44 % (v/v)
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Azul de bromofenol 0,025% (p/v)

Xileno-cianol 0,025% (p/v)
« GET

Tris-HCl pH 8,0 25 mM

EDTA 10 mM

Glicose 50 mM

« Tampao de Amostra de DNA para gel de agarose 6x

Azul de bromofenol 0,025% (p/v)
Xileno-cianol 0,025% (p/v)
Glicerol 30% (v/v)

« ZFM (Zimmerman Fusion Media)

NaCl 132mM

KCl 8mM

Na;HPO4 8mM

KH2PO4 1,5mM

Acetato de Mg 0,5mM

CaOAc 90uM
pH ajustado para 7,0

« Solugao de lise

Hepes 20mM
KCl 50mM
Acetato de Mg 3mM
Glicerol 5%
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3.4. Inducio de competéncia de Escherichia coli

Um mililitro de cultura da cepa de E. coli DH5aF '1Q, crescida em 5SmL de meio LB
por 16 horas a 37C, sob agitacdo, era inoculado em 50 mL de meio LB e mantido a 37C
sob agitacdao. Ap0s a cultura atingir a fase exponencial com uma densidade 6ptica (DO -
600nm) de aproximadamente 0,6, a cultura era centrifugada a 1.000 x g, por 10 minutos,
a 4°C. O sobrenadante era descartado e o sedimento celular era ressuspenso em 25 mL
de solugao de CaCl, 50 mM a 4°C. A suspensao era incubada em gelo por 30 minutos,
seguida de centrifugacdo a 1.000 g, por 10 minutos, a 4°C. O novo sedimento era
ressuspenso em 5 mL de CaCl 50 mM gelado e incubado no gelo por 1 hora.
Adicionava-se glicerol para concentracao final de 20% seguido de homogeneizacdo. A
suspensao de células competentes era distribuida em aliquotas de 200 pL. em tubos de

1,5 mL e armazenada a —70°C. (Sambrook e Russel 2001 com modifica¢des).

3.5. Transformacio bacteriana

As suspensdes de bactérias E. coli competentes eram transformadas segundo o método
de choque térmico. Aproximadamente 50 ng de DNA eram adicionados a uma aliquota
de 200 puL de bactérias competentes. A suspensao era incubada em gelo por 30 minutos,
a 42°C por 90 segundos, e novamente em gelo por 2 minutos. Em seguida eram
adicionados 800 pL de meio LB a amostra, que era incubada a 37°C por 1 hora. Ao
término da incubagdo, aliquotas de 50 e 200 puL eram espalhadas em placas de Petri
contendo LB-agar suplementado com ampicilina 50 ug/ml. Essas placas eram incubadas

em estufa a 37°C por 16 horas. (Sambrook e Russel 2001 com modificagdes).

3.6. Cultivo de T. cruzi

Formas epimastigotas do clone CL Brenner (Brener e Chiari 1963) eram mantidas em

meio LIT acrescido de 10% de soro fetal bovino, 0,025 mg/mL de hemina e o
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antibidtico penicilina a 100 U/mL, e incubados a 29°C. A cultura era mantida sempre em
fase log de crescimento, por meio de repiques com densidade populacional inicial

fixada em 107 células por mL.

3.7. Extracao de acidos nucléicos

Extracido de DNA de T. cruzi

O DNA total era extraido de culturas em fase estacionaria contendo cerca de 2,5x108
células totais (Sambrook, e Russel, 2001 com modificagdes). Essas culturas eram
centrifugadas a temperatura ambiente por 10 minutos a 3.500 x g em centrifuga clinica e
lavadas com 30 mL de tampao PBS 1x pelo menos trés vezes. A seguir, as células eram
ressuspensas em 420 plL de tampao TNE. Adicionava-se entdo SDS para uma
concentracgdo final de 1% e 400 ug de proteinase K, incubando-se a 37°C por 18 horas.
O DNA era extraido ao se adicionar ao lisado um igual volume de fenol-cloroférmio 1:1
(v/v) e centrifugando a mistura por 1 minuto em microcentrifuga a 12.000 x g. A fase
aquosa, que continha o DNA, era transferida para outro tubo e estes passos eram
repetidos até o desaparecimento da interface proteica. O DNA era precipitado desta
solucao adicionando-se 1/10 do volume de acetato de sdédio 3 M pH 4,8 e 2,5 volumes
de etanol absoluto. O DNA precipitado era sedimentado por centrifugacdo por 15
minutos em microcentrifuga a 12.000 x g. O sedimento era lavado com etanol 70% e
posteriormente o0 DNA era suspenso em 100-500 uL. de TE-4 (concentracdo final de

aproximadamente 1-2 pg /mL) e os tubos armazenados a 4° C.

Extracido de RNA de T. cruzi

O RNA total de formas epimastigotas do clone CL-Brener era extraido utilizando o
kit RNeasy Mini-kit (Qiagen®) conforme as instru¢des do fabricante, com algumas
modificagdes. Aproximadamente 2 x 108 células de cultura eram centrifugadas a 10.000
X g por 5 minutos a 4° C e lavadas com 10 mL de PBS 1x gelado. As células eram

novamente centrifugadas a 10.000 x g por 5 minutos a 4° C e o precipitado celular era
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descolado do fundo do tubo e suspenso em 600 uL da solugdo de lise RLT (594 pL da
solugdo RLT e 6 puL de 2-mercaptoetanol). O lisado de células era agitado em vortex e
homogeneizado em 10 ciclos de passagem em seringa com agulha 20 Gauge (0,9 mm),
em seguida era agitado em vortex novamente e era adicionado 600 pL de uma solugao
70 % de etanol. O material era transferido para a coluna de purificacdo do kit e
submetido a centrifugacdo a 8.000 x g por 15 segundos a temperatura ambiente. Em
seguida, 700 puL da solu¢do RW1 eram adicionados a coluna e o material era novamente
centrifugado a 8.000 x g por 15 segundos a temperatura ambiente. A coluna era lavada
2x com 500 pL da solucdo RPE e ao término da lavagem eram adicionados 50 pL de
agua livre de RNAse a membrana da coluna. A coluna era centrifugada a 8.000 x g por
15 segundos a temperatura ambiente ¢ o RNA total eluido era dosado em
espectrofotometro a 260 nm conforme item 3.12. A integridade do RNA total era
analisada por eletroforese desnaturante de RNA em gel de agarose (item 3.14) e as

amostras eram armazenadas em aliquotas em N liquido.

Extraciao de DNA plasmideal

As bactérias transformadas com plasmideos de interesse eram cultivadas em 2 mL de
meio LB suplementado com 50 pg/mL de ampicilina por 16 horas sob agitacdo a 37°C.
As células eram posteriormente sedimentadas por centrifugagdo a 12.000 x g em
microcentrifuga por 1 minuto. O sedimento de células era ressuspenso em 100 pL da
solucao GET, seguido da adigao de 200 puL de uma solucao contendo NaOH 0,2 N e
SDS 1%. Adicionava-se em seguida 150 uL de acetato de potassio 3M pH 4,8 e depois
150 pL de cloroféormio a solucdo e misturava-se por inversdo. O material era entdo
centrifugado por 3 minutos a 12.000 g em microcentrifuga e a fase aquosa transferida
para um tubo novo. O DNA plasmideal era precipitado adicionando-se 2 volumes de
etanol absoluto e incubando-se a temperatura ambiente por 2 minutos. O material
precipitado era sedimentado por 15 minutos em microcentrifuga a 12.000 x g em
microcentrifuga e ressuspenso em 20 a 30 pL de TE (Sambrook e Russel 2001 com

modificagdes).
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3.8. Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR)

Na reacdo de PCR eram utilizados 100 ng de DNA genomico de 7. cruzi (clone CL
Brenner), 1 uM de cada oligonucleotideo senso e anti-senso, 200 uM de cada um dos
dNTPs, 1,5 mM de MgClz, tampdo de PCR (Invitrogen™, Carlsbad, CA, U.S.A.) na
concentragdo de 1x e 1,0 U de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen™) em um
volume de reacdo de 50 pL. A reagdo ocorria em aparelho termociclador modelo
PTC-100™ (MJ Research, Inc., Watertown, MA, U.S.A.) programado de acordo com

cada experimento descrito a seguir.

3.9. Sintese de cDNA por transcricio reversa (RT)

A sintese da primeira fita do cDNA era realizada utilizando 5 pug de RNA total de
células epimastigotas do clone de CL Brenner, 10mM de cada desoxiribonucleotideo,
250 ng de random primer e agua livre de RNAses para um volume de 14 pL. A mistura
era incubada a 65°C por 10 minutos para desnaturacdo do RNA. Em seguida eram
adicionados DTT para concentracao final de 0,1 M, o tampao First Strand Buffer para
concentragdo final de 1x (Invitrogen™ ) e a mistura de reagdo era incubada a 25°C por 2
minutos. Em seguida, era adicionado 200 U da enzima Super-Script III Reverse
Transcriptase (Invitrogen™) e a reacdo era incubada a 37°C por 50 minutos e 75°C por

15 minutos, segundo instrug¢des do fabricante.
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3.10. Oligonucleotideos

Nome Sequéncia Sitio de Uso
5-3 restricao
70-1 GGTGGAGGAAGTGGACT X Amplificagdo da
G regido intergénica de
HSP70
70-2 GGATGGAAGCTTATGGCT X Amplificacdo da
CCCTCGTACGTC regido intergénica de
HSP70
18S.1 GGATCTGGTACCCACCAG Kpn I Amplifica¢do do
TTTCCTTGCGGG promotor ribosomal
18S
18S.2 GGATCCTCGAGATCCACA XhoI Amplificagdo do
CGGCGCTTTGAC promotor ribosomal
18S
SUTR.1 GGATCCTCGAGCTGCTGC Xho I Amplifica¢do da UTR
CGCCTGTGTGC 5'edaUTR S
deletada de HSP70
SUTR.2 GGATGGAAGCTTTTTCTT Hind 111 Amplificagdo da UTR
CTTCTTTCCTGCTG 5" e 3" de HSP70
SUTR.3 GGATGGAAGCTTGATAAC Hind 111 Amplificagdo da UTR
TCT CGACCTTGATTG 5" deletada de HSP70
3UTR.1 GATGGTCTAGAGAGCGC Xbal Amplificagdo da UTR
ATCCCTGAAGATG 3" de HSP70 ¢
3UTR70
3UTR 4 GATGGTCTAGATTCCCTC Xbal Amplificagdo da UTR
TCCATTATTATTA 3" deletada de HSP70
3UTR70 GCAATGACAGTACAAATA X Amplificagdo da UTR
ACAACCG 3" completa de HSP70
e de regido rica em
AU
3UTR70AAREa | GTGATGGCTGCTGGGTTT X Amplificagdo da UTR
s GTC 3" de HSP70 sem a
regido rica em AU
3UTR70AAREs | GACAAACCCAGCAGCCA X Amplificagdo da
TCAC regido rica em AU
Enolase F AACGGCCATTGAGAAGA X Controle enddgeno
AGGC qRT-PCR
Enolase R TGCAGAACTTGGATGCCT X Controle enddgeno
CGAT gRT-PCR

* As sequéncias sublinhadas correspondem aos sitios de restrigao
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3.11. Purificacdo de fragmento de DNA de gel de agarose

Os fragmentos de DNA eram purificados do gel de agarose com o kit QIAEX®
IT (Qiagen®). Apds eletroforese, o gel era corado em solugdo de brometo de etideo 0,5
ng/mL e os fragmentos de interesse eram separados do gel utilizando laminas
descartaveis. Em seguida, os fragmentos eram purificados utilizando o kit mencionado

acima seguindo as recomendagdes do fabricante.

3.12. Quantificacao de acidos nucléicos

A concentracdo de acidos nucléicos era determinada medindo-se a densidade optica
(D.O.) a 260 nm em aparelho espectrofotometro modelo BioPhotometer (Eppendorf,
Westbury, NY, U.S.A.). Uma unidade de D.O. (1 D.O.) equivale a 50 pg/mL de DNA e
a 40 pg/mL de RNA.

3.13. Digestao de DNA plasmideal e produtos de PCR com enzimas

de restricao

Os plasmideos e produtos de PCR eram digeridos com enzimas de restricdo adequadas
num volume final de 50 pL e utilizando-se a propor¢ao de 2 U de enzima para cada pg
de DNA. O tampao especifico da enzima era diluido para concentracdo final de 1x e a
reacdo enzimdtica transcorria de acordo com as especificagdes dos fabricantes,

tipicamente durante 2 horas a 37°C.
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3.14. Eletroforese

Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os géis de agarose eram feitos em concentragcdes que variavam de 0,8 a 2,0% em
tampao TBE 1x. As amostras de DNA eram diluidas em tampao de amostra e aplicadas
nos pogos formados no gel, no po6lo negativo. As condigdes de eletroforese eram 3-4 V/
cm do gel. Apds a eletroforese, os géis eram corados em solugdo de brometo de etideo
0,5 pg/mL e visualizados sob luz ultravioleta (Sambrook e Russel 2001 com

modificagdes).

Eletroforese de RNA em gel de agarose

Para as condi¢des desnaturantes da eletroforese de RNA, formaldeido era adicionado
na concentragdo final de 6% (v/v) a solucdo contendo 1,2 pg de agarose, 10 mL de
tampao MOPS 10x pH 7,5 e 73 mL de H2O. A solugdo era vertida em cuba apropriada
devidamente nivelada e o gel submerso em tampao de corrida MOPS 1x. As amostras
eram preparadas adicionando-se 5 pug de RNA total a 9,7 uLL de tampdo de amostra de
RNA, aquecendo-se por 10 minutos a 65°C e resfriando-se em gelo. A eletroforese era
realizada a voltagem constante de 100V até que o corante azul de bromofenol chegasse
a aproximadamente trés cm do final do gel. O gel era entdo corado com solugdo de
brometo de etideo 0,5 pg/mL e visualizado em transiluminador de ultravioleta
(Sambrook e Russel 2001 com modificagdes), ou submetido a transferéncia para filtro

de nitrocelulose como descrito abaixo.

3.15. Transferéncia de RNA para membranas de nylon — northern

blot

As preparagdes de RNA submetidas a eletroforese desnaturante em gel de agarose

eram transferidas por capilaridade para membranas de nylon Hybond-N+ (GE
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Healthcare Biosciences), utilizando-se a solu¢do SSC 20x, por 18 horas a temperatura
ambiente. Apds a transferéncia o RNA era fixado por aquecimento a 80° C em forno

proprio por 2 horas (Sambrook e Russel 2001).

3.16. Hibridizacao de acidos nucléicos

Marcacio de sonda de DNA

Parte da regido codificante de HSP70, obtida por rea¢do de PCR (item 3.8), e clonada
em vetor pCR2.1 (Invitrogen™), era utilizada como sonda nos ensaios de hibridizagao.
O vetor recombinante pCR2.1HSP70 era digerido com a enzima EcoR I para a liberagdo
do inserto. Em seguida, o material digerido era separado através de eletroforese em gel
de agarose 1,5 %. O produto da digestao de 1000 pb era purificado do gel e quantificado
em espectrofotdometro, conforme descrito nos itens 3.11 e 3.12, respectivamente. A
marcacao radioativa do inserto era realizada utilizando o kit Random Primer DNA
Labeling System (Invitrogen™), segundo as recomendagdes do fabricante com
modifica¢des. Em tubos de 0,5 mL eram adicionados 0,2 mM de cada ANTP, Ix first
strand reaction buffer e 250 ng de oligonucleotideos randomicos. Em seguida,
adicionava-se 50 uCi de [a-*?P]dCTP, 0,5 ug da amostra de DNA previamente
desnaturada por aquecimento a 95° C por 10 minutos e 40 U do fragmento Klenow da
DNA polimerase I (Invitrogen™). O volume final de reacdo era de 50 pL e os tubos
eram mantidos a 37° C por 1 hora. A reagdo era interrompida com a adi¢do de 150 uL de
TE 1x. A sonda marcada radioativamente era purificada em coluna de gel filtragdo
(G-50). A radioatividade incorporada era determinada por cintilagdo liquida em aparelho

Modelo LS 6500 (Beckman Coulter, Inc.).
Reacio de hibridizacao
A membrana, contendo os acidos nucléicos transferidos do gel, era colocada em saco

plastico, com a solucdo de pré-hibridizagdo por 2 horas a 42° C. Apds a pré-

hibridizacao, adicionava-se SDS para uma concentragdo final de 0,1 % e a sonda
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marcada radioativamente (5 x 10® cpm/ mL de solu¢do de hibridizagdo), previamente
aquecida a 95°C por 5 minutos. A rea¢cdo de hibridizagdo era realizada a 42° C por 18
horas e, em seguida, a membrana era lavada (2 x) em solugdo de lavagem a 55° C por 15
minutos (Sambrook, e Russel, 2001). A membrana era mantida a temperatura ambiente
sob papel de filtro 3MM para secagem e, em seguida, coberta com filme pléstico. A
membrana era exposta em tela Storage Phosphor Screen Modelo GP (GE Healthcare
Biosciences) e os resultados digitalizados em aparelho STORM™ Modelo 860 (GE
Healthcare Biosciences). As imagens obtidas eram analisadas no software

ImageQuant™ (GE Healthcare Biosciences).

3.17. Determinacao da meia-vida do mRNA de HSP70

O inibidor de transcri¢do actinomicina D - AMD (MERCK) foi adicionado, a
concentragdo final de 10 pg/mL, em culturas de células epimastigotas de 7. cruzi do
clone CL Brenner em inicio da fase log de crescimento. Para os experimento com
inibicdo da transcricdo e tradugdo, cicloheximida - CHX (SIGMA) foi adicionada a
concentragdo final de 20 pg/mL 30 minutos antes do tratamento com AMD. Estas
culturas foram em seguida divididas em duas metades, uma permaneceu a incubagao de
29°C e a outra sofreu o choque térmico a 37°C. Aliquotas de 10 mL contendo 2x108
células foram retiradas nos tempos de incubagdo: 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos.
Cada aliquota foi lavada 2x em PBS 1x e submetida a extragdo de RNA total como
descrito no item 3.7. Os RNAs totais obtidos foram quantificados por espectofotometria
(item 3.12) e tiveram sua qualidade avaliada por gel de agarose desnaturante. Os RNAs
foram submetidos a northern blotting (itens 3.15 e 3.16) usando como sonda parte da
regido codificante de HSP70. A intensidade dos sinais de hibridizagdo eram
determinadas pela exposi¢ao dos filtros em cassetes Phosphorlmager (GE Healthcare
Biosciences) e digitalizados em scanner STORM Modelo 860 (GE Healthcare
Biosciences). A imagens obtidas eram analisadas e quantificadas pelo software

ImageQuant™ (Molecular Dynamics).

39



Materiais e Métodos

3.18. Construcio dos plasmideos reporter

A regido intergénica de HSP70 que serviria de fonte para obten¢do das sequéncias
correspondentes as UTRs 5 e 3 dos mRNAs de HSP70 foi obtida através de PCR
usando como molde DNA gendmico total de 7. cruzi do clone CL Brener com os
oligonucleotideos 70.1 e 70.2 que anelam no inicio e no fim das regides codificantes dos
genes de HSP70 (ver tabela no item 3.10). As condi¢des de reagdo foram: desnaturagao
inicial de 94°C por 5 minutos, 25 ciclos de 94°C por 60 segundos, 59°C por 60
segundos, 72°C por 60 segundos e uma extensdo final de 10 minutos a 72°C. O
fragmento de PCR de 400 pb obtido foi purificado de gel, digerido com as enzimas
EcoR 1, Hind 111 e clonado nos sitios correspondentes do vetor pGEM-4z (Promega). O
plasmideo resultante foi denominado pIR70.

O gene reporter CAT foi obtido através de digestdo do plasmideo comercial pCAT 3 -
Basic Vector (Promega) com as enzimas Hind 111 e Xba 1. O produto da digestao foi
purificado como descrito no item 3.11 e clonado no plasmideo pBlueScript KS II
(Stratagene), previamente digerido com as mesmas enzimas, a este plasmideo foi dado o
nome de pCAT. O promotor do RNA ribosomal 18S foi obtido através de PCR a partir
do DNA genoémico total de 7. cruzi do clone CL Brener utilizando-se os
oligonucleotideos 18S.1 e 18S.2 (ver tabela no item 3.10), contendo sitios para as
enzimas de restricdo Kpn 1 e Xho 1, respectivamente. As condigoes de reacao foram:
desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos, 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 62°C
por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e uma extensdo final de 10 minutos a 72°C,
gerando um fragmento de 647 pb. O produto amplificado foi digerido com enzimas
mencionadas, purificado como descrito no item 3.11 e entdo clonado no plasmideo
pCAT, previamente digerido com Kpn I e Xho I, denominado agora pl8SCAT. O
plasmideo p18SCAT foi digerido com as enzimas Xho 1 e Hind 111 e nestes sitios foram
clonadas as sequéncias contendo as regidoes UTR 5’ de Asp70 ou do gene rab7 de T.
cruzi, dando origem aos plasmideos pl18S70CAT e p18SrabCAT, respectivamente. A
sequéncia contendo a UTR 5° de HSP70 foi obtida através de PCR a partir do plasmideo
pIR70, utilizando-se os oligonucleotideos 5’UTR.1 e 5’UTR.2 (ver tabela no item 3.10),
contendo os sitios de restricdo para Xho 1 e Hind 1lI, respectivamente (sequéncia

sublinhada nos oligonucleotideos). As condi¢des de reagdao foram: desnaturagdo inicial

40



Materiais e Métodos

de 94°C por 5 minutos, 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos, 72°C
por 30 segundos e uma extensdo final de 10 minutos a 72°C, gerando um fragmento de
150 pb. A sequéncia contendo a UTR 5’ de rab7 foi obtida a partir da digestdo do
plasmideo prab7hygrab7 (Leal 1996), com as enzimas X#o | e Hind 111.

Os plasmideos p18S70CAT e pl18SrabCAT foram, em seguida, digeridos com as
enzimas Xba I e Sac I e nestes sitios foram clonadas as sequéncias contendo as regides
intergénicas de HSP70 e UTR 3 de rab7 para que fossem finalizados os quatro
plasmideos repdrter. Os plasmideos resultantes foram denominados p70CAT70,
p70CATrab, prabCAT70 e prabCATrab. A sequéncia contendo a regido intergénica de
HSP70 foi amplificada por PCR a partir do plasmideo pIR70 utilizando-se os
oligonucleotideos 3’UTR.1 e 5’UTR.2 (ver tabela no item 3.10). As condicdes de reagdo
foram: desnaturacao inicial de 94°C por 5 minutos, 25 ciclos de 94°C por 30 segundos,
59°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e uma extensao final de 10 minutos a
72°C, gerando um fragmento de 400 pb. O fragmento foi purificado e clonado no vetor
do kit pMOSBIlue Blunt Ended Cloning Kit (Amersham). Em seguida, este plasmideo
foi digerido com as enzimas Xba I e Sac I, e o fragmento de 400 pb obtido foi
novamente purificado e clonado nos plasmideos reporter. A sequéncia contendo a UTR
3’ de rab7 foi obtida a partir de digestdo do plasmideo prab7hygrab7 com as enzimas
BamH 1 e Sac 1I. O produto da digestdo foi purificado como descrito no item 3.11. e
clonado nos plasmideos reporter mencionados acima.

Todos os fragmentos de DNA foram ligados com a enzima T4 DNA ligase; os
fragmentos eram combinados num volume final de 20 pL contendo 2 puL de tampao de
ligagdo 10x e 5 U da enzima. A reagdo era incubada a 14°C por 16 horas e uma aliquota
de 10 pL era utilizada para a transformagao bacteriana.

A posicdo e orientacdo de todos os fragmentos de DNA clonados nos plasmideos
descritos acima foram confirmadas por sequenciamento ao final de cada etapa de

clonagem.
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3.19. Ensaio reporter CAT por transfec¢io transiente

Transfeccdo Transiente de 7. cruzi

Os plasmideos reporter eram transfectados em células epimastigotas de 7. cruzi,
sempre em fase exponencial de crescimento (1,5 — 2,5 x 107 células/mL). As células
eram lavadas duas vezes com 20 mL de tampao ZFM e em seguida ressuspensas no
mesmo tampao na concentragdo final de 5 x 108 células/mL. A suspensdo de células era
distribuida em cada cubeta de eletroporagio em aliquotas de 400 pL. As células nas
cubetas, eram adicionados 100 a 300 pg de DNA de plasmideo em 50 puL de tampao
ZFM. Apés incubagdo por 10 minutos no gelo, as células eram transferidas para o
eletroporador Gene Pulser II (Bio-Rad) sob as seguintes condi¢des: um pulso de 1,5 Kv,
50 pF, 200 Q e voltagem final de ~1,4Kv. Ap6s o pulso as células eram incubadas ainda
dentro da cubeta a temperatura ambiente por cinco minutos, e transferidas para
erlenmeyer contendo 10 mL de meio LIT. As células eram incubadas entdo a 29°C por
48 horas. No caso de experimento com choque térmico, apds essas 48 horas a cultura
era dividida em duas metades, uma metade permanecia a 29°C e a outra sofria o choque

térmico a 37°C por quatro horas (Lu e Buck 1991 com modificacdes).

Ensaio CAT

Ap0s o periodo de recuperagao das células (48 horas), estas eram lavadas uma vez em
tampao PBS e em seguida ressuspensas em tampao de lise (Tris-HCI 0,1 M pH 7.8,
EDTA 1 mM e DTT 1 mM). As células eram submetidas a trés ciclos de congelamento e
descongelamento, onde cada ciclo consistia de incubagdo por 3 minutos em nitrogénio
liquido seguida de incubagao pelo mesmo tempo a 37°C. As células eram centrifugadas
a 12.000 x g em microcentrifuga e o sobrenadante era transferido para um novo tubo. O
lisado celular era incubado a 65°C por 6 minutos e mais uma vez centrifugado a 12.000
x g em microcentrifuga. O sobrenadante era transferido para novo tubo. Para a reagdo
enzimatica era utilizado o kit CAT enzyme Assay System (Promega). Uma aliquota de

112 pL do extrato era adicionada a 4 pL de butiril-CoA e 4 uL ['*C] cloranfenicol (25
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Ci/mL; Amersham). A reagdo era incubada a 37°C por 16 horas e interrompida pela

adi¢do de 200 pL de xileno (Lu e Buck 1991. com modificagdes).

Cromatografia em camada fina

A mistura de reagdo contendo xileno, descrita na secdo anterior, era misturada por
agitacdo e centrifugada a 13.000 g por um minuto a temperatura ambiente. A fase
organica resultante era transferida para um novo tubo. A esta fase orgdnica eram
adicionados 100 pL da solugdo TE, seguida de nova mistura por agitacdo e
centrifugacao a 13.000 g por um minuto a temperatura ambiente. A fase organica era
novamente transferida para um novo tubo e esse processo era repetido mais uma vez. A
fase orgénica final era evaporada em liofilizador Concentrator 5301 (Eppendorf). O
residuo resultante era dissolvido em 20 pL de acetato de etila e as amostras analisadas
em cromatografia de camada fina. As amostras eram aplicadas em placas de silica em
suporte de vidro (Merck 20x20 60254) a aproximadamente 2 cm da base da placa. A
placa era acondicionada em tanque apropriado contendo 200 mL de cloroférmio/
metanol 19:1 (v/v). Apos o solvente atingir 75% do comprimento da placa, esta era seca
e exposta a tela intensificadora do aparato de exposicdo Phosphor Screen General

Purpose (Molecular Dynamics).

3.20. Quantificacio dos mRNAs CAT por RT-PCR em Tempo Real

Apbs o choque térmico das culturas transfectadas de 7. cruzi com os diferentes
plasmideos repdrter, o RNA total era extraido conforme item 3.7, quantificado por
espectofotometria e tinha sua integridade avaliada por gel de agarose desnaturante (item
3.14). cDNAs de cada extragdao de RNA total eram sintetizadas conforme descrito no
item 3.9. Os cDNAs eram amplificadas no ABI Prism 7500 (Applied Biosystems). As
reagoes de amplificagdo eram feitas em placas de 96 pocos em um volume final de
25uLlL que continha 2 plL do cDNA diluido 10x, 12,5 uL de 2x Power SYBR Master Mix
(Applied Biosystems) e 150 nM de cada oligonucleotideo senso e anti-senso (tabela I). O

programa de amplificacao foi 55°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos seguidos de 40
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ciclos de 95°C por 30 segundos e 60°C por 1 minuto. A eficiéncia da reagao de RT-PCR
foi avaliada usando dilui¢des seriais de cada cDNA, ¢ os dados da curva de
desnaturacdo foram utilizados para se avaliar a especificidade do RT-PCR. Cada cDNA
foi amplificado em triplicata, e uma amostra correspondente sem a enzima transcriptase
reversa foi incluida como controle negativo de amplificagdo. Além disso, os niveis dos
mRNAs CAT foram normalizados pelos niveis dos mRNAs de enolase. As variagdes
dos niveis dos mMRNAs CAT em resposta ao choque térmico eram calculadas usando a
formula 2-A€D, onde ACT ¢ a diferenga entre o Ct (threshold cycle) encontrado para os

mRNAs CAT a 37°C e o Ct dos mRNAs CAT a 29°C.

3.21. Reacio de degradacio in vitro de RNA

Obtencio dos clones

A UTR 3" completa do mRNA de HSP70 de 230 pb, a sequéncia com os primeiros 111
pb da UTR 3" que ndo contém a regido rica em AU, e a sequéncia de 139 pb referentes a
regido rica em AU da UTR 3" foram amplificadas do clone da regido intergénica pIR70
(item 3.18 - construcdo do plasmidio repoérter) utilizando os primers 3UTR70.1 +
3UTR70, 3UTRAAREas + 3UTR.1 e 3UTR70 + 3UTR70AARES, respectivamente. As
condi¢des de reacdo foram: desnaturagdo inicial de 94°C por 10 minutos, 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, 59°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos € uma extensao final de 10
minutos a 72°C. Os produtos de amplificagao foram purificados de gel e clonados em
vetor pCR2.1 (Invitrogen™). Os respectivos clones foram denominados
pTOPO-3UTR70, pTOPO-3UTR70AARE e pTOPO-ARE. Ao final, as clonagens foram

verificadas por sequenciamento.
Transcri¢ao in vitro
Para a transcricdo in vitro e geracdo de moléculas de RNA para o ensaio de

degradagdo, os vetores pTOPO-3UTR70 e pTOPO-3UTR70AARE foram linearizados

por digestdo com a enzima de restricdo Sac I. Os produtos de digestdo com tamanhos
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esperados foram purificados de gel, quantificados em espectrofotdometro e submetidos a
seguinte reacdo de transcricdo in vitro: 400 ng de DNA molde, 5 mM de cada
ribonucleotideo, T3/T7 transcription buffer a concentragao final de 1x, 0,01% de BSA e
50U de T7 RNA polimerase (Invitrogen™). A reagdo era incubada a 37°C por 1 hora.
Ao final, era realizado a digestdo dos moldes de DNA com a enzima RQ1 RNAse-free
DNAse (Promega) segundo recomendacdes do fabricante. Apds a digestdo do DNA
molde, os transcritos eram purificados em coluna do kit RNeasy Mini-kit (Qiagen®),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Ao final, os transcritos eram quantificados

em espectrofotometro.

Obtencao do extrato proteico

Culturas de 4x108 células de culturas de epimastigotas do clone CL Brener de 7. cruzi,
em inicio de fase log de crescimento, eram usadas para a preparacdo dos extratos
proteicos. Essa cultura era inicialmente dividida em duas partes iguais contendo 2x103
c€lulas cada: uma permanecia a 29°C enquanto a outra sofria o choque térmico a 37°C
(em banho maria) por 4 horas. Ao final desse periodo, as culturas eram lavadas 2 vezes
em 10 mL de PBS 1x gelado e o pellet celular era ressuspenso em 88 pL da solucdo de
lise acrescida de 2 L. de DTT 0,1 M e 10 pL do coquetel inibidor de protease (SIGMA-
ALDRICH). A mistura era agitada em vortex e a lise ocorria em trés ciclos de
congelamento e descongelamento que consistia em: congelamento por 3 minutos e
nitrogénio liquido, seguido de descongelamento por 3 minutos a 37°C. Ao término dos
ciclos, o lisado era centrifugado a 12.000 g por 15 minutos a 4°C, e o sobrenadante era
coletado e dosado através do método de Bradford (Sambrook e Russel 2001 com

modificagdes). Os extratos proteicos eram usados imediatamente.

Reacio de degradacio in vitro

Cada reagdo de degradagdo consistia em 150 ng do transcrito in vitro, Tris-HCI 50
mM, NaCl 100 mM, MgCl> 5 mM, 10 pg de tRNA de levedura e 1 pg de extrato
proteico (29°C ou 37°C) em um volume final de 11 pL. Para cada um dos dois

transcritos (3UTR70 e 3UTR70AARE), 10 reacdes eram realizadas a partir de um
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mesmo mix reacional, que continha todas as solu¢des para garantir iguais condigdes
entre as amostras. Em 5 reagdes eram utilizados o extrato de 29°C e em outras 5 os
extratos de 37°C. Cada reagdo era incubada a 37°C por diferentes tempos, a saber: 0, 15,
30, 60 e 120 minutos. Como controle negativo de degradagdo, duas reagdes para cada
transcrito eram realizadas sem a presenca de extrato por um periodo de 0 e 120 minutos.
Ap6s o tempo de incubagdo, as reagdes eram congeladas imediatamente em nitrogénio

liquido para término da reacdo e armazenadas a -70°C.

Quantificacio dos transcritos

A quantificagdo dos transcritos apds a reagao de degradacdo in vitro era realizada por
RT-PCR em tempo real. Para tanto, copias de cDNA de cada rea¢do eram sintetizadas
conforme descrito no item 3.9 a partir de toda a reacdo de degradacdo (11 pL). As
amplificacdes das copias de cDNA eram realizadas no ABI Prism 7500 (4pplied
Biosystems). As reagdes de amplificacdo eram feitas em placas de 96 pogos em um
volume final de 25 puL que continha 2ul do ¢cDNA diluido 10x, 12,5 puL de 2x Power
SYBR Master Mix (Applied Biosystems) e 150 nM de cada primer senso e anti-senso
(tabela I). O programa de amplificagdo foi 55°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos
seguidos de 40 ciclos de 95°C por 30 segundos e 58°C por 1 minuto. A eficiéncia da
reacdo de RT-PCR foi avaliada usando diluigdes seriais de cada cDNA, e os dados da
curva de desnatura¢do foram verificados para se avaliar a especificidade do RT-PCR.
Cada cDNA foi amplificado em triplicata, € uma amostra correspondente sem a enzima
transcriptase reversa foi incluida como controle negativo de amplificacdo. As
quantidades dos transcritos presentes na reacdo de degradacdo foram determinadas por
correspondéncia com uma curva padrdo especifica realizada para cada transcrito. Em
cada ensaio, a curva padrio foi realizada com 4 dilui¢des seriadas do cDNA de cada um
dos transcritos (320, 80, 20 e 5 ng). Ao final da reacdo de PCR, os dados foram
analisados usando o software 7500 Sequence Detection (Applied Biosystems). Para
manter a consisténcia dos dados, a linha de base foi ajustada automaticamente pelo
software usando os dados coletados entre os ciclos 3 a 15. A crescente intensidade de
fluorescéncia do corante reporter (reporter dye) foi plotada contra o niimero de ciclos

para gerar a curva padrao. A quantificagdo dos transcritos foi calculada pelo software
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pela interpolagdo dos valores de Ct encontrados (threshold cycle - definido como o ciclo

onde a intensidade de fluorescéncia cruza a linha de base) na curva padrio gerada.

3.22. Seqiienciamento de DNA

O DNA plasmideal foi sequenciado em sequenciador de DNA capilar MegaBACE
1000 de 96 capilares (Molecular Dynamics € Amersham). As reagdes eram realizadas de
acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o APBiotech DYEnamic
ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA
Polimerase). As sequéncias eram analisadas pelo software Sequence Analyser v3.0

utilizando o Base Caller Cimarron 3 (Amersham).
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4. Resultados

4.1. Determinacio da meia-vida do mRNA de HSP70

Nos investigamos algumas das vias do metabolismo de RNAs para determinarmos se
o mecanismo de modulacao da estabilidade do mRNA faz parte do controle da
expressao de HSP70. Foi descrito que os niveis do mRNA de HSP70 em 7. cruzi
aumentam cerca de duas vezes apds o choque térmico (Engman et al., 1989; de
Carvalho et al., 1990). O primeiro passo foi a determinacao da meia-vida do mRNA de
HSP70 antes e depois do choque térmico, para se verificar a contribuicdo da
estabilizagdo deste mensageiro na inducdo da proteina a 37°C. Culturas de
epimastigotas, em inicio da fase logaritmica de crescimento, foram incubadas a 29°C ou
37°C na presenga do agente intercalante AMD. Amostras de RNA total foram extraidas
de aliquotas dessas culturas retiradas em intervalos de 30 minutos por um tempo total de
3 horas. As amostras de RNA foram submetidas a eletroforese em gel desnaturante,
transferidas para filtro de nitrocelulose, e hibridizadas com sonda correspondente a
regido codificante do gene de HSP70.

A figura 1A mostra um northern blot representativo dos trés que foram realizados. E
possivel observar os niveis do mRNA de HSP70 decaindo a taxas diferentes a 29°C e
37°C. A coloragdo com brometo de etideo dos rRNAs mostra a equivaléncia das massas
de RNA total utilizadas nesse experimento. A figura 1B mostra a cinética de decaimento
dos niveis de mRNA na auséncia de transcri¢do. Curiosamente, um aumento inicial dos
niveis de mRNA nos primeiros 30 minuto pode ser observado. As razdes para esse
aumento ainda nao sdo totalmente conhecidas, mas estdo de acordo com o observado em
outros genes de tripanossomatideos (Quijada et al., 2002; Colasante et al., 2007). Uma
das proposi¢des para esse efeito ¢ a de que os pré-mRNAs continuam a ser processados
em mRNAs maduros mesmo apds a inibi¢do da transcrigdo (Li et al., 2006).

Para que o efeito do aumento dos niveis d¢ mRNA de HSP70 nos primeiro 30 minutos
nao alterasse a correta avaliagdo de sua meia-vida, nés decidimos calcular essa medida
apods os 30 minutos iniciais. A 29°C, o mRNA de HSP70 apresenta uma meia-vida de 60

minutos (Fig. 1B, quadrados e linha azul). A 37°C, a meia-vida deste mRNA aumenta
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para 120 minutos (Fig. 1B, tridngulos e linha vermelha). Esse aumento de duas vezes na
meia-vida ap6s o choque térmico ¢ compativel com o aumento da abundancia
anteriormente descrito (de Carvalho et al., 1990). Esse resultado ¢ consistente com um
componente transcricional no controle da expressao de HSP70 muito pequeno ou
mesmo inexistente, sendo a estabilizagdo do mensageiro maduro provavelmente a
responsavel pela maior parte do incremento de sua abundancia em duas vezes apds o
choque térmico.

Curiosamente, enquanto uma cinética exponencial de decaimento do mRNA de
HSP70 ocorre a 29°C, a cinética de decaimento a 37°C apresenta uma curva bifasica. A
primeira fase se estende até os 90 primeiros minutos apos a adicdo do AMD, onde os
niveis do mRNA permanecem essencialmente constantes, seguida da segunda fase
durante a qual o mRNA ¢ degradado com taxa aproximadamente igual ao mRNA a
29°C. Esse resultado ¢ compativel com a hipdtese de um fator regulatério de meia-vida
curta que estabiliza os mRNAs de HSP70 a 37°C. A luz dessa hipétese, quando a
quantidade deste fator diminui a niveis criticos minimos, em fun¢do do tratamento com
AMD, a estabilizacdo dos mRNAs de HSP70 a 37°C ¢ perdida e seus niveis voltam a
decair a uma taxa comparavel aquela dos mRNAs das células incubadas a 29°C.

Para verificar esta hipotese, e testar se a sintese proteica ¢ necessaria para conferir o
efeito estabilizador, nds determinamos a meia-vida do mRNA a 29°C e 37°C na
presenga de AMD e de cicloheximida, um inibidor da tradugdo. Como pode ser
observado na figura 2 A, o tratamento com a cicloheximida 30 minutos antes do
tratamento com AMD e do choque térmico aboliu o efeito protetor sobre 0 mRNA a
37°C. Na figura 2 B, ¢é possivel ver a cinética de decaimento dos niveis de mRNA com a
auséncia da transcri¢do e tradu¢do. Em ambas as temperaturas (29°C quadrados e linhas
azuis - 37°C triangulos e linhas vermelhas), a meia-vida do mensageiro ¢ de 60 minutos
com cinética de decaimento exponencial similar ao apresentado a 29°C quando foi
usado apenas a AMD (Fig. 1 B). Concluimos que a sintese proteica ¢ necessaria para a

estabilizacdo do mRNA de HSP70 a 37°C.
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Figura 1. Determinagdo da meia-vida do mRNA endégeno de HSP70 a 29°C e a 37°C.
Culturas de 7. cruzi epimastigotas em inicio de fase log de crescimento foram incubadas
com 10 pg/ml de actinomicina D (AMD) e mantidas a 29°C (no gréfico - linha azul) ou
37°C (no grafico - linha vermelha) por 3 horas. Amostras destas culturas foram retiradas
a0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos ap6s a adi¢cdo da droga e usadas para extragdo de
RNA total. A, andlises de northern blot foram realizadas com 5 pg de RNA total e como
sonda utilizamos a regido codificante de HSP70. Coloragao com brometo de etideo dos
RNAs ribossomais foi usada como controle interno de massa. Os numeros acima de
cada lane indicam o tempo em minutos ap6s a adicdo da AMD. B, os niveis dos mRNA
em cada ponto foram quantificados com o software ImageQuant (Applied-
Biossystems). A intensidade do sinal de cada lane ¢ mostrada como porcentagem em
relagdo ao tempo 0 min (eixo y). Eixo x mostra o tempo de tratamento com AMD em
minutos. As barras indicam o desvio padrao correspondem a dados de 3 experimentos

independentes.
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Figura 2. Determina¢do da meia-vida do mRNA enddégeno de HSP70 a 29°C e a 37°C.
Culturas de 7. cruzi epimastigotas em inicio de fase log de crescimento foram incubadas
por 30 minutos com 20 pg/ml de cicloheximida em seguida adicionou-se 10 ug/ml de
actinomicina D (AMD). A cultura foi dividida em duas partes iguais sendo uma parte
incubada a 29°C (no gréfico - linha azul) e a outra incubada a 37°C (no gréafico - linha
vermelha) por 3 horas. Amostras destas culturas foram retiradas a 0, 30, 60, 90, 120,
150 e 180 minutos apds a adicdo da droga e usadas para extragdo de RNA total. A,
analises de northern blot foram realizadas com 5 pg de RNA total e como sonda
utilizamos a regiao codificante de HSP70. Coloracao com brometo de etideo dos RNAs
ribossomais foi usada como controle interno de massa. Os nlimeros acima de cada lane
indicam o tempo em minutos apods a adicdo da AMD. B, os niveis dos mRNA em cada
ponto foram quantificados com o software ImageQuant (Applied-Biossystems). A
intensidade do sinal de cada lane ¢ mostrada como porcentagem em relagdo ao tempo 0
min (eixo y). Eixo x mostra o tempo de tratamento com AMD em minutos. As barras

indicam o desvio padrao correspondem a dados de 3 experimentos independentes.
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4.2. Identificacdo de elementos regulatorios presentes nas UTRs 3°
e 5 do mRNA de HSP70

Com o objetivo de melhor compreender os mecanismos regulatorios da indugdo de
HSP70, nés investigamos a presenga de elementos de resposta ao choque térmico nas
UTRs de seu mRNA. Para tanto, nés construimos uma série de plasmideos reporter
contendo o gene reporter CAT sob o controle do promotor do rRNA 18S, flanqueados
por sequéncias que continham as regides UTRs 5" e 3° de HSP70 (Fig. 3). As
sequéncias utilizadas para as UTRs 5" e 3°, bem como seus respectivos sinais de
processamento, foram previamente mapeadas e obtidas durante minha tese de mestrado
(Fig. 4). A sequéncia que se estende do nucleotideo -146 até -1 (numerando o primeiro
nucleotideo do coédon de iniciagdo +1), que contém a UTR 5° e os sinais de
processamento para trans-splicing, foi inserida a 5° do gene CAT (Fig. 3, retangulo
vermelho 5°-70), e a regido intergénica inteira, de 436 nucleotideos, foi inserida a 3" do
gene CAT (Fig. 3, retangulo vermelho 3°-70). Como controles negativos que ndo
respondem ao choque térmico, utilizamos sequéncias que continham as UTRs 5" e 3" e
os sinais de processamento do mRNA de TcRab7 (Fig. 3, retangulos laranja 5’-rab e 3’-
rab). TcRab7 é uma proteina associada com os endossomos tardios e acredita-se que ela
regule o trafico dessas organelas no citoplasma (Feng et al., 995; Bucci et al., 2000).
Em T. cruzi, TcRab7 ¢ um gene de copia simples e seu mRNA de 1,7 kb mantém seus
niveis estdveis mesmo durante  transi¢do de formas epimastigotas para formas

metaciclicas (Leal et al., 2000).
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Figura 3. Representa¢dao esquematica dos plasmideos reporter CAT. Os nomes de cada
plasmideo sdo mostrados a esquerda. Eles contém o promotor do gene de rRNA 18S
(retangulo azul), o gene reporter CAT (retangulo preto), as UTRs 5’ e 3’ do gene HSP70
(retangulos amarelos) e as UTRs 5’ e 3° do gene rab7 (retangulos laranja). A linha preta

representa o vetor pBluescript II KS.
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AAGTGGACIG Aagagcgcat ccctgaagat gttctcatgg cggcgtctgt tcgcgaacga 60

ataacccgtt ggttttctcec tttgtagagec gtagtggtct gcgacaaacc cagcagccat 120
cactattatt attatttttt tttttccctc tccattatta ttattattat tattgattat 180
tattattatt attattattg ttattattat tggttacggt tgttatttgt actgtcattg 240
cgatggcact tgtgctgttg agggcaccac ggttgcctct geccattgttg ttgctgactg 300
accgcctgtg tgcgtgtcct tgtactgeccg gettecettte ctecctttecte cccecgetecct 360
ccgctectgtg ccacggagca cgccagagtc aatcaaggtc gagagttatc ttttaaaaaa 420
acagcaggaa agaagaagaa aATGACGTAC GAGGGAGCCA 460

Figura 4. Sequéncia da regido intergénica de HSP70. Uma das regides intergénicas de
HSP70 foi clonada e sequenciada. A sequéncia entre o final da regido codificante de um
gene upstream (em maiusculo com o cddon de termina¢do em negrito e sublinhado) e o
inicio da regido codificante de um gene downstream (em mailsculo com o codon de
iniciagdo em negrito e sublinhado) é mostrada. Os sitios de poliadenilagdo estdo em azul

e os sitios aceptores de trans-splicing em vermelho.
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ApoOs a construcao dos vetores, nos analisamos os efeitos do choque térmico sobre a
expressao do gene reporter CAT em parasitas transientemente transfectados com os
plasmideos p70CAT70, p70CATrab, prabCAT70 e prabCATrab. As culturas de parasitas
transfectadas com cada um dos plasmideos repoérter, apos o periodo de recuperacdo da
eletroporacdo de 48 horas, eram divididas em duas metades: uma das metades
permanecia a 29°C e a outra sofria o choque térmico de 37°C por 4 horas. Assim,
poderiamos determinar a atividade CAT relativa e a indu¢do com o choque térmico
proporcionada por cada plasmideo. Ao final do periodo de incubagdo, o extrato proteico
era preparado e a este eram adicionados os substratos da enzima CAT: butiril-CoA e
cloranfenicol marcado radioativamente ['*C]. Em seguida, uma analise de cromatografia
por camada fina era realizada para se determinar a quantidade de cloranfenicol ['*C]
modificado pelos diferentes extratos. A figura 5 mostra uma cromatografia tipica onde
se pode observar a atividade CAT dos extratos de células transfectadas com os
plasmideos p70CAT70, prabCAT70, p70CATrab, e prabCATrab, a 29°C e 37°C. A
atividade CAT da enzima de E. coli foi utilizada como padrdo de comparacdo para
assegurar que a atividade dos extratos estava na faixa linear de deteccdo. Estes
resultados indicam que as células transfectadas com os plasmideos p70CAT70,
p70CATrab, prabCAT70 e prabCATrab sdo igualmente capazes de dar origem a mRNAs
CAT funcionais.

A atividade do gene reporter CAT de cada cultura era entdo determinada em fungdo da
quantidade de cloranfenicol butirilado, € o grau de indugdo pelo choque térmico era
dado pela razao atividade a 37°C/atividade a 29°C. A figura 6 mostra a atividade CAT
relativa dos quatro plasmideos reporter. Como esperado, a atividade CAT nao ¢ afetada
pelo choque térmico quando o gene CAT ¢ flanqueado pelas UTRs de TcRab7 (Fig. 6,
prabCATrab). Por outro lado, a atividade do gene CAT, quando flanqueado pelas UTRs
de HSP70, aumenta aproximadamente 3 vezes a 37°C (barras negras) quando
comparada com a atividade a 29°C (barras brancas) (Fig. 6, p70CAT70).
Alternativamente, quando o gene CAT ¢ flanqueado pela UTR 5° de HSP70 e pela UTR
3" de TcRab7, pode-se observar um pequeno aumento de aproximadamente 1,3 vezes na
atividade CAT a 37°C (Fig. 6, p70CATrab). E quando o gene CAT ¢ flanqueado pela
UTR 5" de TcRab7 e a UTR 3" de HSP70 um aumento de 1,7 vezes € observado com o

choque térmico (Fig. 6, prabCAT70). Com esses resultados, nés concluimos que ambas
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UTRs 5" e 3° do mRNA de HSP70 contém elementos de resposta que atuam na
regulacdo dependente de temperatura deste gene. Além disso, os efeitos de cada uma
das UTRs parecem ser somatdrios uma vez que nenhum deles sozinho foi capaz de

induzir a enzima CAT aos mesmos niveis de quando utilizados juntos.
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p70CATIR70: p70CATrab : prabCATIR70 prabCATrab
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Figura 5. Analise do ensaio CAT por cromatografia de camada fina. Resultado tipico de

um ensaio CAT de células epimastigotas transfectadas transientemente com 100pug de

cada construcao. Apods a eletroporagdo, as células foram recuperadas por 48 horas e

incubadas a 29°C ou 37°C por 4 horas. Os extratos celulares foram obtidos e a reagdo

enzimatica CAT realizada adicionando-se butiril-CoA e [!“C]chloranfenicol e

incubando-se a 37°C for 1,5 horas. Apos a incubagdo, o ['“C]chloranfenicol butirilado

(seta superior) bem como o ndo butirilado (seta inferior) sdo separados por

cromatografia de camada fina. Os plasmideos usados e as temperaturas de incubagdo

sdao mostradas no topo da figura.
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Figura 6. Atividade CAT relativa a 29°C e 37°C de epimastigotas transfectados
transientemente com os quatro plasmideos repdrter. Os plasmideos usados sao
mostrados a esquerda. As barras brancas e pretas correspondem a atividade CAT relativa
a 29°C e 37°C respectivamente. A atividade CAT a 29°C foi arbitrariamente definida
como 100%. As barras de erro indicam o desvio padrido de pelo menos trés

experimentos independentes.

58



Resultados

Uma vez que as duas UTRs do mRNA de HSP70 sdo capazes de conferir a resposta ao
choque térmico, noés tentamos identificar quais eram os elementos de sequéncia
responsaveis por essa resposta dentro das UTR. Para tanto, nds construimos um novo
plasmideo reporter que continha delecao de parte da sequéncia correspondente a UTR
5", se o elemento regulatorio estivesse nessa regido deletada, a resposta ao choque
térmico seria perdida. A sequéncia correspondente a UTR 5° utilizada para construir o
plasmideo p70ACATrab, se estendia do nucleotideo -146 até -31, de modo a deletar os
ultimos 31 nucleotideos da UTR 5'. A figura 7 apresenta uma representacio
esquematica do plasmideo reporter com a deleg@o. Os ensaios reporter com o plasmideo
p70ACATrab foram realizados em 2 vezes independentes ¢ sob as mesmas condigdes
dos experimentos anteriores. Como pode ser observado na figura 8 A, para esta
constru¢do ndo hé indugdo dos niveis de CAT ap6s o choque térmico. No entanto, ndo ¢é
possivel concluir se a auséncia de inducao foi pela delecdo de parte da UTR 5° ou se
houve algum problema com o processamento do mRNA desta construgdo pois, como
pode ser observado na figura 8§ B, os niveis brutos da enzima CAT obtidos com esta
nova construcdo foram muito baixos, pelo menos 25 vezes menores do que os niveis

brutos encontrados para o plasmideo 70CATrab com a UTR 5° completa.

59



Resultados

p70ACATrab

AB’-70 3’-rab

18S

Figura 7. Representagdo esquematica dos plasmideo reporter CAT com dele¢ao da UTR
5" de HSP70. O nome do plasmideo ¢ mostrado a esquerda. Ele contém o promotor do
gene de rRNA 18S (retangulo azul), o gene reporter CAT (retangulo preto), a UTRs 5’
de HSP70 (retangulo amarelo) do nucleotideo -146 até -31 (a partir do inicio da
tradu¢do) e UTR 3° de rab7 (retangulo laranja). A linha preta representa o vetor

pBluescript IT KS.
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Figura 8. Atividade CAT de epimastigotas transfectados transientemente com o
plasmideo reporter contendo a dele¢do da UTR 5° de HSP70. Os plasmideos usados sdo
mostrados a esquerda. Em A, atividade CAT relativa a 29°C e 37°C do plasmideo
70ACATrab, e para efeito de comparacgao, foi incluida a atividade CAT a 29°C e 37°C do
plasmideo 70CATrab. As barras brancas e pretas correspondem a atividade CAT relativa
a 29°C e 37 respectivamente. A atividade CAT a 29°C foi arbitrariamente definida como
100%. Em B, atividade CAT bruta a 29°C dos plasmideos 70ACATrab (acima no

grafico) e 70CATrab (abaixo no grafico).
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4.3. Os papéis das UTRs 5" e 3" na estabilidade e traduciao dos
mRNAs de HSP70

Uma vez tendo determinado que a estabilizagdo dos mRNAs, mediada pelo aumento
da sua meia-vida, ¢ responsavel pelo acimulo de 2 vezes dos niveis do mRNA de
HSP70 e, consequentemente, parte do mecanismo de controle da expressao de HSP70
durante o choque térmico, nés investigamos se esse mecanismo ¢ também responsavel
pela modulacdo da expressio do gene CAT nos diferentes plasmideos reporter
construidos. Para avaliar a possivel contribuicdo de cada UTR na estabilizacdo dos
mRNAs CAT, nos determinamos os niveis dos mRNAs CAT nos parasitas transfectados
através de RT-PCR em tempo real. Apds o choque térmico dos parasitas transfectados
(seguindo o mesmo protocolo de transfec¢do dos vetores e choque térmico dos parasitas
utilizados para os ensaios da enzima CAT), nds extraimos o RNA total das culturas e
avaliamos sua integridade em gel desnaturante de agarose. Em seguida, sintetizamos os
cDNAs e realizamos a quantificacdo relativa dos mRNAs CAT utilizando uma sonda
especifica TagMan (Applied Biosystems) desenhada contra sua sequéncia. Como
controle endogeno, utilizamos o gene da enolase.

A figura 9 mostra os niveis relativos dos mRNAs CAT dos parasitas transientemente
transfectados com os plasmideos repdrter CAT. Como esperado, os niveis dos mRNAs
ndo aumentam com o choque térmico nas células transfectadas com o plasmideo
prabCATrab. Por outro lado, os niveis dos mRNAs CAT das células transfectadas com o
plasmideo p70CAT70 aumentaram um pouco mais de duas vezes a 37°C. Este resultado
indica que as UTRs de HSP70 sao capazes e suficientes para estabilizar o mRNA CAT a
37°C nos mesmos niveis do mRNA endogeno de HSP70. Para nossa surpresa, no
entanto, as UTRs de HSP70 quando separadas ndo sdo capazes de conferir a
estabilizacao a 37°C, como pode ser verificado para os niveis dos mRNAs CAT das
células transfectadas com os plasmideos p70CATrab ou prabCAT70 (fig. 9).
Concluimos que ambas as UTRs 5" e 3’ atuam cooperativamente na estabilizagdo do
mRNA de HSP70 durante o choque térmico.

Entretanto, apesar de isoladamente nao estabilizarem o mRNA CAT, cada UTR foi
suficiente para aumentar a atividade da enzima CAT a 37°C (Figura 6, p70CATrab e

prabCAT70), o que indica que ambas as UTRs sdo capazes de aumentar a eficiéncia de
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tradug¢do durante o choque térmico. Este aumento da eficiéncia de tradugdo ¢ também
observado quando ambas as UTRs estdo juntas no mesmo plasmideo, uma vez que a
inducdo da enzima CAT ¢ maior do que o aumento dos niveis do mRNA CAT (Figuras 6
e 9, p70CAT70). Baseado nestes resultados nos concluimos que as UTRs 5" e 3" de
HSP70 modulam tanto a estabilidade quanto a tradugdo do mRNA durante o choque

térmico.
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Figura 9. Niveis dos mRNAs CAT de epimastigotas transfectados transientemente a
29°C e 37°C. Os plasmideos usados sdo mostrados a esquerda. Para cada plasmideo
reporter, os niveis de mRNA a 29°C e 37°C foram determinados por qRT-PCR a partir
de RNA total como descrito em métodos. Barras brancas e pretas correspondem aos
niveis relativos de mRNA a 29°C e 37°C respectivamente. Os niveis de mRNA a 29°C
foram arbitrariamente definidos como 100%. As barras de erro indicam o desvio padrdo

de pelo menos trés experimentos independentes.
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4.4. O papel da regidao rica em AU da UTR 3 de HSP70 na

estabilizacio do mRNA durante o choque térmico

Na quase totalidade das vezes, a estabilizagdo dos mRNAs ¢ conferida por elementos
regulatdrios presentes na UTR 3°. Esses elementos sdo frequentemente formados por
sequéncias ricas nos nucleotideos adenina e uridina que formam estruturas secundarias
particulares. Desta forma, fatores proteicos reguladores podem se ligar a esses
elementos estabilizando o mRNA em situagdes onde expressdo aumentada do gene ¢
necessaria (Clayton 2002). No caso do mRNA de HSP70 de 7 cruzi, n6s determinamos
que sua meia-vida ¢ aumentada durante o choque térmico e que essa estabilizacdo ¢
dependente de sintese proteica (figuras 1 e 2, respectivamente). Além disso, durante o
sequenciamento e mapeamento da UTR 3" para a constru¢do dos plasmideos reporter,
nos detectamos uma sequéncia rica em AU que também esta presente na UTR 3’ de
HSP70 de T brucei como pode ser observado na figura 10. E possivel que esta
sequéncia corresponda a um dos elementos regulatérios da UTR 3’ (figura 4). Com o
objetivo de verificar se essa sequéncia rica em AU ¢ importante na estabilizagao do
mRNA de HSP70, inicialmente foi feita a predicdo da estrutura secundaria desta por¢ao
da UTR 3" a 29°C e a 37°C utilizando o software MFold (Zucker, 2003; http://
bioinfo.hku.hk/Pise/mfold.html). Como pode ser observado na figura 11 A, a predicao
da estrutura secundaria da sequéncia composta dos ultimos 139 nucleotideos da UTR 3°
(referentes a regido rica em AU) mostra que, nas duas temperaturas, uma estrutura em
forma de grampo ¢ formada por essa sequéncia. Em seguida, para excluirmos a
possibilidade da estrutura gerada ser um artefato resultante da auséncia do restante da
UTR, logo fora de seu contexto, foi feita a predicdo de estrutura secundaria de toda a
UTR 3°. A figura 11 B mostra que a mesma estrutura em forma de grampo ¢ formada

tanto a 29°C quanto a 37°C.

65


http://bioinfo.hku.hk/Pise/mfold.html
http://bioinfo.hku.hk/Pise/mfold.html
http://bioinfo.hku.hk/Pise/mfold.html
http://bioinfo.hku.hk/Pise/mfold.html

Resultados
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Figura 10. Alinhamento das UTRs 3" de 7. cruzi e T. brucei. As sequéncias de DNA
correspondentes as UTRs 3° dos mRNAs de HSP70 foram alinhadas utilizando o
programa CLUSTAL W. Os asteriscos indicam os nucleotideos idénticos. Os retangulos

vermelhos destacam a regido rica em AU presente nas UTRs de 7. cruzi e T. brucei.
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29°C 37°C
A Regiao rica em AU Regido rica em AU
29°C 370
UTR 3" de HSP70 UTR 3" de HSP70

Figura 11. Predicdo, in silico, da estrutura secundaria da regido rica em AU da UTR 3°
do mRNA de HSP70. A predigdo das estruturas secunddrias foi realizada com o software
Mfold utilizando os pardmetros pré-estabelecidos do programa variando apenas as
temperaturas. Em A, estruturas secundarias provaveis da sequéncia correspondente a
regido rica em AU da UTR 3" do mRNA de HSP70 nas temperaturas 29°C e 37°C. Em
B, estruturas secundarias provaveis da sequéncia correspondente a UTR 3° completa do
mRNA de HSP70. Os retdngulos em vermelho destacam a estrutura que se repete em

todas as predigdes.
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Com o objetivo de investigar a relevancia funcional desta sequéncia e avaliar sua
participagdo na estabilizagdo do mRNA de HSP70 a 37°C, nds desenvolvemos um
ensaio de degradagdao in vitro de RNA. A cinética de degradacdao de transcritos
correspondentes a UTR 3" completa (que foi chamada 3UTR70), a UTR 3 sem a regiao
rica em AU (BUTR70AARE) e a sequéncia rica em AU (ARE) foi avaliada neste ensaio
(figura 12). As sequéncias mencionadas acima foram clonadas em vetor para transcri¢ao
in vitro, ¢ os RNAs sintetizados foram incubados em tempos de 0, 30, 60, 90 ¢ 120
minutos com os extratos proteicos de células tratadas a 29°C ou 37°C. Como controle
negativo de degradacdo, cada um dos RNAs sintetizados foi incubado na auséncia de
extratos proteicos. Ao final do periodo de incubagdo os RNAs eram quantificados por
RT-PCR em tempo real. Uma curva padrdo de dilui¢do dos cDNA feitos a partir de
quantidades conhecidas de cada um dos RNAs foi utilizada para a quantificagdo
absoluta dos transcritos. A figura 13 mostra, como esperado, que nenhum dos trés
transcritos sofreu degradagdo considerdvel quando incubados na auséncia de extrato
celular (fig. 13 A, B e C - linhas negras). Quando o RNA sintético 3UTR70
(correspondente a UTR 3° completa do mRNA de HSP70) era incubado com extrato de
células tratadas a 29°C, foi possivel observar sua degradacdo em taxa exponencial,
resultando numa reducgdo de aproximadamente 150 vezes no periodo de 120 minutos
(fig. 13 A, linha azul). Por outro lado, a incubag¢do deste RNA com extratos de 37°C
pelo mesmo periodo resultou numa redugdo de aproximadamente 15 vezes (fig. 13 A,
linha vermelha). A degradacdo dos transcritos neste ensaio, portanto, ¢ claramente
dependente da presenca de extrato proteico. Além disso, a taxa de degradacao a 37°C ¢
aproximadamente 10 vezes menor que a taxa de degradagdo a 29°C, sugerindo a
presenca de um fator protetor no extrato de 37°C. Por fim, a sequéncia de RNA
utilizada, ou seja, a UTR 3" completa do mRNA de HSP70, contém elemento regulador
capaz de modular a resposta diferencial de degradac¢ao no extrato de 37°C.

A incubagdo do RNA sintético 3UTR70AARE (correspondente a UTR 3" de HSP70
sem a regido rica em AU) com extratos de 29°C resultou em redu¢do de menos de dez
vezes no periodo de 120 minutos (fig. 13 B, linha azul). A incubacdo com extratos de
37°C resultou na mesma taxa de reducdo (fig. 13 B, linha vermelha). Uma vez que a

taxa de degradacao do RNA 3UTR70AARE foi menor nas duas temperaturas do que a

68



Resultados

do RNA 3UTR70, notadamente na incubag¢ao com o extrato de 29°C, concluimos que a
regido rica em AU ¢ importante na desestabilizagao destes RNAs.

A utilizagdo do RNA sintético ARE (correspondente a regido rica em AU somente), ao
contrario do esperado, resultou em taxa de degradacdo bastante semelhante apos
incubagdo com os extratos de 29°C e 37°C, que foi de aproximadamente 15 vezes (fig.
13 C, linhas azul e vermelha). Estudos adicionais sdo necessarios para a elucidacao do

mecanismo de estabilizagdo do mRNA de HSP70.
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3'UTR completa - 228 pb

agcgcatccece tgaagatgtt ctcatggcegg
tttctecttt gtagagegta gtggtctgeg
atttttotty ticcctctice attattatta

attattgtta ttattattgg ttacggttgt

3'UTRAARE - 110 pb

agcgcatcce tgaagatgtt ctcatggegg

tttctecttt gtagagegta gtggtcotgeg

ARE - 138 pb

cgtctgtteg

acaaacccag

ttattattas

tatttgtact

cgtetgtteg

acaaacccag

acaaacccag cagccatcac tattattatt attttietee

cgaacgaata acccgttggt
cageccatcac tattattatt
tgattattat tattattatt

gtcattge

cgaacgaata acccgttggt

cagccatcac

ttccctectce attattatta

ttattattat tgattattat tattattatt attattgtta ttattattgg ttacggttgt

tatttgtact gtcattge

60

120

1680

228

60

-
-
o

150

210

228

Figura 12. Sequéncias utilizadas no ensaio de degradagdo in vitro de RNA. Em A,

sequéncia correspondente a UTR 3° completa do mRNA de HSP70. A sequéncia se

estende do nucleotideo 1 (exatamente downstream ao codon de terminacdo) até o

nucleotideo 228 (correspondente ao sitio de poliadenilagdo que gera a maior UTR 3°

possivel). Em B, sequéncia correspondente a UTR 3° sem a regido rica em AU. A

sequéncia de estende do nucleotideo 1 até o nucleotideo 110. Em C, sequéncia

correspondente a regido rica em AU da UTR 3" do mRNA de HSP70. A sequéncia se

estende do nucleotideo 100 até o nucleotideo 228. As sequéncias foram amplificadas e

clonadas em vetor para transcrigdo in vitro conforme descrito em métodos.
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Figura 13. Quantificagdo dos niveis de RNA sintético do ensaio de degradacao in vitro. Os RNAs

foram tratados na presenca dos extratos celulares de epimastigotas incubados a 29°C ou 37°C e

aliquotas de intervalos de 30 minutos de cada tratamento foram submetidas a quantificagdo por

gRT-PCR. Em A, B e C, os RNAs sintéticos correspondentes a (nessa ordem): UTR 3" completa,

UTR 3" sem a sequéncia rica em AU e sequéncia rica em AU do mRNA de HSP70, foram

incubado na presenga extratos proteicos de 29°C (linha azul), 37°C (linha vermelha) e na auséncia

de extrato (linha preta). O grafico mostra a quantificagdo relativa dos niveis de RNA com as

aliquotas do tempo de 0 min de cada tratamento definidas como 100%. As barras de erro

correspondem ao desvio padrio de trés experimentos independentes.
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5. Discussao

O controle da expressdo gé€nica em tripanossomatideos ¢ um processo ainda pouco
conhecido apesar de amplamente estudado por diversos grupos. Alguns membros desta
familia de organismos sdo patogénicos aos animais, inclusive o homem, e sao também
capazes de se replicar em hospedeiros invertebrados. O 7. cruzi multiplica-se no
citoplasma de células de vertebrados (amastigotas) e no intestino de insetos do género
Reduvidae (epimastigotas). Para se adaptar aos diferentes ambientes, alteracdes na
expressao dos genes sdo necessarias, e algumas centenas de mRNAs mostram variagao
de pelo menos duas vezes em seus niveis quando o parasita troca de hospedeiro (Brems
et al., 2005; McNicoll et al., 2006).

As mudangas na expressdo dos genes relacionadas a sobrevivéncia do organismo
durante o choque térmico constituem um fenomeno amplamente conservado e resultam
em dois principais efeitos: 1, uma diminui¢ao na expressao dos genes associados com o
crescimento celular; e 2, um aumento na expressio de genes associados com a
manuten¢do da integridade da estrutura das proteinas. Em tripanossomatideos, o
controle da expressao dos genes ocorre pos-transcricionalmente (revisto por Clayton e
Shapira 2007). Acredita-se que esse fato se deve a organizagdo das fases abertas de
leitura (ORFs) desses organismos em tandem, de modo que aqueles devem ser
transcritas como longos RNAs policistronicos (Martinez-Calvillo et al., 2003).
Posteriormente esses pré-mRNAs sdo processados em mRNAs individuais maduros
através do trans-splicing e poliadenilagdo (Liang ef al., 2003). Além disso, ndo existem
evidéncias até hoje de regulagdo da transcricdo mediada pela RNA polimerase II e o
genoma desses organismos codifica poucos fatores de transcrigdo (Palenchar e
Bellofatto 2006). A tinica exce¢do a regra de regulagdo pds-transcricional preponderante
¢ a regulacdo transcricional dos genes EP e VSGs de 7. brucei (e outros genes da mesma
unidade trascricional). A transcri¢do desses genes ¢ regulada durante o desenvolvimento
e ¢ mediada pela RNA polimerase I com promotores dedicados (Glover et al., 2006).

Desta forma, o controle pods-transcricional da expressdo dos genes em
tripanossomatideos ¢ exercido basicamente em trés etapas: o processamento dos pré-

mRNAs, a estabilizacdo dos mRNAs maduros no citoplasma e a taxa de tradugdo desses
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mensageiros (revisto por Clayton e Shapira 2007). As regides nao-traduzidas dos
mRNAs sdo frequentemente alvo para o controle da estabilidade e meia-vida dos
mRNAs e da tradugdo. Essas regides apresentam elementos de sequéncia que sdo
reconhecidos por proteinas ligadoras de RNA como descrito por diversos autores
(Nozaki e Cross 1995; Di Noia et al., 2000; Coughlin et al., 2000; Dallagiovanna et al.,
2001). No controle da estabilidade, a ligagdo desses fatores proteicos pode apresentar ou
esconder os mRNAs aos complexos de degradacao de RNA, e no controle traducional
essa ligacdo pode aumentar ou diminuir a interagdo dos mRNAs com a maquinaria de
traducdo. Justifica-se entdo a importancia da identificagdo de elementos nas regides
UTRs e das proteinas de ligacdo a RNA para que possamos entender os complexos
mecanismos que governam a expressao dos genes nestes organismos.

As proteinas de choque térmico sdo um excelente modelo para esse tipo de estudo
uma vez que sua expressao ¢ facilmente modulada com a variacdo da temperatura de
incubagdo. Os mecanismos de regulacdo da proteina HSP70 ja foram parcialmente
elucidados em T brucei e Leishmania (Hausler ef al., 1996; Lee et al., 1998; Quijada et
al., 1997; Folgueira et al., 2007). Em T. cruzi, os estudos preliminares da expressao da
proteina HSP70 mostraram que sua sintese aumenta cerca de 4 a 5 vezes durante o
choque térmico (de Carvalho et al.,, 1990), enquanto os niveis de seus mRNAs
aumentam apenas 2 vezes (Engman et al., 1989; de Carvalho et al., 1990), sugerindo a
existéncia de um mecanismo traducional no controle da expressdo dessa proteina.

Na intencdo de esclarecer os mecanismos de regulag@o pds-transcricional que os genes
de HSP70 sofrem durante o choque térmico, primeiramente, nés verificamos qual era a
contribuicdo da estabilizagdo do mRNA durante o choque térmico. Para isso, nos
determinamos a meia-vida do mRNA de HSP70 em temperaturas de 29°C e 37°C.
Nossos resultados indicam que a 29°C a meia-vida ¢ de 60 minutos. Comparando com
dados de outros mRNAs em tripanossomatideos, essa ¢ uma meia-vida intermedidria
entre mRNAs instaveis e mRNAs estdveis. mRNAs instdveis tém meias-vidas de 15
minutos ou menos, como no caso de EP e fosfoglicerato kinase em 7. brucei (Hotz et
al., 1997). J4a mRNAs estaveis t€ém meias-vidas de varias horas, como os mRNAs de
tubulina em Leishmania (Purdy et al., 2005). Quando nds determinamos a meia-vida do
mRNA de HSP70 a 37°C nés verificamos que esta aumenta 2 vezes, ou seja, de 60

minutos para 120 minutos, indicando que esse mRNA ¢ estabilizado durante o choque
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térmico. Além disso, essa estabilizacdo de 2 vezes ¢ equivalente ao aumento de 2 vezes
dos niveis de mRNA a 37°C previamente verificado (Engman et al., 1989; Folgueira et
al., 2007). Esses resultados estdo de acordo com um reduzido ou inexistente
componente transcricional participando do controle da expressdao dos genes de HSP70
durante o choque térmico, que ja havia sido antes descrito para 7. cruzi (Giambiagi-de
Marval et al., 1993; Folgueira 2007) e T brucei (Lee et al., 1998). A estabilizacdo de
mRNA pela variacdo de temperatura também ja foi descrito em Leishmania, onde os
mRNAs de HSP70 (Folgueira et al., 2005), HSP83 (Zilka et al., 2001) e amastina
(McNicoll et al., 2005) sdo estabilizados durante o choque térmico.

Curiosamente, nds observamos que a cinética de estabilizacdo do mRNA de HSP70 a
37°C se comportou como uma curva bifasica: uma fase inicial de estabilizacdo, que
durou 90 minutos e onde ndo had degradacdo aparente, seguida de uma fase de
degradacao que ocorre aproximadamente com a mesma cinética de degradagao a 29°C.
Além disso, n6és também observamos que a inibi¢do da sintese proteica leva a perda do
efeito estabilizador a 37°C. Estes resultados sdo consistentes com a existéncia de uma
proteina reguladora instavel que estabiliza o mRNA de HSP70 durante o choque
térmico. A perda do efeito estabilizador apds inibigdo da sintese proteica também foi
descrita para os mRNAs de ESAG em 7. brucei (Vanhamme ef al., 1999).

Para investigar os elementos presentes no mRNA de HSP70 que contribuem para a
resposta ao choque térmico, nés construimos uma série de plasmideos contendo o gene
reporter CAT. Nesses plasmideos, o gene reporter era flanqueado pelas sequéncias
correspondentes as UTRs do mRNA de Asp70 ou as UTRs do gene rab7. Nossos
resultados mostram que ambas as UTRs 5’ e 3> do mRNA de Asp70 contém elementos
que respondem ao choque térmico, uma vez que foram capazes de aumentar a atividade
da enzima CAT quando testadas juntas ou separadamente. Além disso, nds observamos
que o uso em conjunto das duas UTRs apresenta efeito somatério no controle da
expressao de HSP70. Estes dados estdo de acordo com outros ja descritos para hsp70 de
T. brucei e hsp83 de Leishmania, onde ambas as UTRs sdo capazes de responder ao
choque térmico (Aly et al., 1994; Hotz et al., 1997; Lee et al., 1998; Quijada et al.,
2000).

Para verificar qual a contribui¢do de cada UTR na estabilizagio do mRNA de HSP70,

nds determinamos os niveis dos mRNAs CAT nos parasitas transfectados com os 4
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plasmideos reporter. Os nossos resultados mostraram que ambas as UTRs, quando
juntas (plasmideo p70CAT70), foram capazes de estabilizar os mRNAs durante o
choque térmico. Além disso, essa estabilizagdo gerou um actmulo de cerca de 2 vezes
nos niveis do mRNA CAT p70CAT70, a mesma variacao de acumulo observada para o
mRNA de HSP70 endégeno. Isso nos levou a conclusdao que as UTR 5" e 3° de HSP70
contém os elementos necessarios para a estabilizagdo do mRNA a 37°C. A presenca de
elementos que regulam a estabiliza¢do nas duas UTRs 5° e 3° do mRNA de HSP70 ¢
também descrita para a HSP83 de Leishmania (Zilka et al., 2001). No entanto, na
maioria dos casos, a UTR 3° ¢ suficiente para conferir a estabilizagdo ou
desestabilizacio dos mRNAs durante o ciclo de vida ou o choque térmico nos
tripanossomatideos (revisto por Clayton e Shapira 2007). E portanto possivel que as
UTRs 5" e 3" de HSP70 devam interagir para manter o mRNA protegido da degradacdo
durante o choque térmico.

Curiosamente, quando as UTRs de HSP70 foram utilizadas separadamente nos
plasmideos reporter, ndo foram capazes de promover a estabilizagdo dos mRNAs CAT
(apesar de se poder observar a indu¢ao da enzima CAT durante o choque térmico).
Logo, as UTR separadamente sdo capazes de aumentar a eficiéncia de traducdo.
Corroborando essa conclusao, a indugdo da enzima CAT com o plasmideo p70CAT70 ¢é
de 3 vezes, portanto maior do que o acumulo dos niveis de mRNA que ¢ de 2 vezes.
Esses resultados diferem dos previamente descritos onde a regulagdo da tradugdo ¢
apenas controlada pela UTR 3°, como descrito em Leishmania (Zilka et al., 2001; Purdy
et al., 2005), T. brucei (Schiirch et al., 1997; Urwyler et al., 2007) e T. cruzi (Jager et
al., 2008). AUTR 5° do mRNA de HSP83 de Leishmania é também capaz de aumentar
a taxa de traducdo durante o choque térmico, porém apenas quando a UTR 3" esta
presente na mesma construcao (Zilka et al., 2001).

Uma familia de motivos ricos em adenina e uridina especificos de mRNAs (4U-rich
elements ou AREs), que foram inicialmente identificados a mais de duas décadas atras
(Shaw e Kamen 1986), sdo amplamente reconhecidos como importantes determinantes
da estabilidade de muitos mRNAs (Ross 1995). Os dados em conjunto indicam que
essas sequéncias sdo elementos que desestabilizam os mRNAs que os contém e que, em
condigdes especiais, podem ser alvos de ligacao de proteinas que podem acelerar a taxa

de degradacao dos mRNA ou os proteger da maquinaria de degradacdo aumentando sua

75



Discussdo

meia vida no citoplasma (Bevilacqua et al., 2003). Durante o mapeamento da UTR 3°
do mRNA de HSP70, ndés detectamos a presenca de uma sequéncia rica nos
nucleotideos adenina e uridina nos seus ultimos 100 nucleotideos. Elementos ricos em
AU também foram identificados nas UTRs 3" dos genes da mucina pequena (SMUG) e
EP prociclina (EP1) em T. cruzi e T. brucei, respectivamente (Di Noia et al., 2000;
D’Orso e Frasch 2001; Irmer e Clayton 2001). Esses elementos conferem
desestabilizacao seletiva dos mRNAs dependendo do estagio celular, e em 7. cruzi, o
elemento ¢ reconhecido por uma proteina ainda ndo identificada (D’Orso & Frasch
2001; D’Orso et al., 2003). A sequéncia rica em AU que nds encontramos nao contém a
repeticdo classica de nenhuma das trés classes de elementos ARE ja descritos com esse
papel. Porém essa sequéncia poderia estar envolvida na estabilizagdo diferencial
dependente de temperatura do mRNA de HSP70. A predi¢do in silico da estrutura
secundaria desse elemento, tanto a 29°C quanto a 37°C, sugere que ele forme uma dupla
fita, com uma estrutura em forma de grampo com 9 bolhas simétricas de ndo
pareamento. Até hoje, a Unica predicdo de estrutura secundaria de elementos
reguladores da estabilidade presentes na UTR 3° foi realizada por Quijada e
colaboradores em 2002. Esse trabalho mostra que os elementos ricos em U nas UTRs 3°
dos genes PGKB e PDDK se apresentam como fita simples, e funcionalmente sdo
responsaveis pela desestabilizacdo dos respectivos mRNAs durante o ciclo de vida do T.
brucei (Quijada et al., 2002). Nos verificamos a funcionalidade da sequéncia rica em
AU da UTR 3° do mRNA de HSP70 em um experimento de degradacdo in vitro de
RNA onde a cinética de degradagdo da UTR 3* com e sem a regido rica em AU e da
regido rica em AU isolada na presenca de extratos celulares foi comparada. Os nossos
resultados mostraram que, de fato, a UTR 3° completa pode conter o elemento
responsavel pela regulacdo da estabilidade dependente de temperatura, pois as taxas de
degradagdo deste transcrito quando incubado com extratos de células tratadas a 29°C ou
a 37°C sdo bastante diferentes. Esse resultado ¢ também consistente com a hipotese
onde um fator protetor esta presente no extrato de 37°C. Além disso, € possivel que esse
fator protetor reconhega algum elemento na UTR 3°. Nos também observamos que, a
regido rica em AU pode ser, pelo menos, um dos elementos desestabilizadores do
mRNA, pois quando esse elemento foi deletado, no transcrito 3UTR70AARE, a

degradagdo da UTR que ocorria no extrato de 29°C diminui em 10 vezes, ficando em
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niveis comparaveis de degradacdo com a incubacdo com extrato de 37°C. Nos
imaginamos que essa sequéncia desestabilizaria o mMRNA porque poderia ser
reconhecida e clivada pela maquinaria de degradacdo de RNA existente nos extratos, o
que justificaria a diminuicdo da degradacdo quando deletamos este elemento. Para
averiguar esta hipdtese, nos fizemos o mesmo ensaio de degradacdo in vitro com um
transcrito que continha apenas a sequéncia rica em AU. Porém, ao contrario do que
esperavamos, a cinética de degradacao deste transcrito foi igual na incubag¢dao com os
dois extratos. Portanto, ¢ possivel que a regido rica em AU da UTR 3° do mRNA de
hsp70 seja reconhecida pela maquinaria de degradacdo a 29°C, e esta clive 0o mRNA em
outro ponto da propria UTR 3. Além disso, também ¢é provavel que algum fator
proteico presente no extrato a 37°C impeca o reconhecimento do RNA pela maquinaria
de degradacao por se ligar a regido rica em AU, o que aumenta a meia-vida do mRNA
nessa temperatura.

Todas as hipoteses que levam em conta a presenca de um fator proteico ainda
precisam ser testadas com ensaios que mostrem a ligacdo proteina/RNA como
experimentos de alteragdo de motilidade eletroforética. E preciso averiguar se de fato
algum fator proteico se liga ao mRNA de hsp70 a 37°C protegendo-o de degradagdo, e
se essa ligacdo ocorre na regido rica em AU. Além disso, ¢ também preciso que sejam
feitos novos ensaios de degradacao in vitro onde a regiao rica em AU seja substituida

por outra sequéncia para verificarmos se o efeito protetor ¢ perdido ou nao.
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6. Conclusoes

« A meia-vida do mRNA de hsp70 em formas epimastigotas de 7. cruzi a 29°C ¢ de 60

min e a 37°C é de 120 min.

« A estabilizagdo do mRNA de hsp70 a 37°C depende de sintese proteica.

« As duas UTRs do mRNA de hsp70 contém elementos de resposta ao choque térmico.

« As duas UTRs do mRNA de hsp70 conferem aumento de estabilidade ao mRNA a

37°C, porém apenas quando ambas estdo presentes.

+ As duas UTRs do mRNA de hsp70 contém elementos que conferem aumento da

traducao a 37°C.

« A regido rica em AU ¢ necessaria para a degradagdo in vitro de um RNA sintético

correspondente a UTR 3 do mRNA de hsp70.
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