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Resumo

O sequenciamento do genoma ldg@shmania majqrTrypanosoma cruze T. brucei
mostrou que cada genoma contém entre 8300-120@ geeecodificam proteinas, dos
quais aproximadamente 6500 sdo comuns entre espExies. Neste estudo nos
focamos a busca nos bancos de dados de tripandésensapor proteinas envolvidas
com o metabolismo de ubiquitina. Existem basicamenve subfamilias distintas de
enzimas envolvidas com esta via, denominadas DUldguitina C-terminal hidrolases
(UCHSs), proteases especificas ao processamentobigiitina (USPs), proteases
relacionadas a doenca de Machado-Joseph (MJDshgapes de tumor ovariano,
também chamadas otubainas (OTUs), proteases convomd®MM, sentrinas,
autofaginas, peptidases semelhantes a papainarde dé RNA de fita dupla e
eucariotas (PPPDESs), e metaloproteases Wsslp-siiild/s). Neste trabalho nos
utilizamos ferramentas de bioinformatica para ifieatr esse repertorio de enzimas nos
bancos de dados publicos de genomas das espeéci@sfantum L. major, L.
braziliensis T. bruceieT. cruzi Nossa pesquisa silico obteve 163 possiveis entradas
que codificam para DUBs nestas espécies quandoatangs por BLASTXx a proteinas
ortélogas conhecidas no GenBank. Destas, 84 patena subfamilia USP, 10 a
JAMM, 10 a UCH, 15 a OTU, 5 a sentrina, 24 a PPPIIEa autofagina, 5 a WLM, e
nao foram encontradas sequéncias correspondeiMd® aNo genoma dd. cruzifoi
também observado a presenca de genes duplicadds, Gt entradas puderam ser
resumidas, com no minimo 95% de similaridade, &r#adas. No entanto, em cada
genoma dé_eishmaniaestudado foram encontrados em média 32 entradadniBs,

e sua maioria possuindo ortélogos no mesmo géAai@ises comparativas dos genes
responsaveis pela remocdo de ubiquitina mostrarderedcas significativas nos
tamanhos das suas sequéncias de nucleotideos e et suas composicbes de
aminoacidos, especialmente nas regides nao cobpdasdominios conservados,
sugerindo que h&d manutencdo da funcdo, mas diéessmtecificidade aos substratos.
Além disso, a expressao relativa dos gemebtlSP7, -10, -14, -1% TcUCH-L3
determinadas por RT-qPCR mostraram perfis similatesexpressdao em formas
epimastigotas das cepas Berenice-62, Berenice-@®nDiana e Y dol. cruzi No
entanto, os niveis décUSP15foram menores quando comparados as outras cepas
analisadas neste estudo, enquanto os niveisTa¢CH-L3 foram os maiores.
Finalmente, nds determinamos a atividade DUB atilifo o substrato CBZ-Gly-Gly-
Arg-7-amido-4-metilcumarina em extratos nuclearesitesolicos e a conjugacdo de
proteinas com ubiquitina e SUMO nos mesmos extratdigando western blot e
anticorpos especificos para ubiquitina e SUMO. Nesgsultados mostraram que a
atividade é predominantemente citosolica. A técdieavestern blotting mostrou que os
conjugados ubiquitinados sao preferencialmente reramos no citoplasma e os
sumorilados no nucleo. Esses resultados evidengiaomplexidade e diversidade das
DUBs em tripanossomatideos e abre a possibilidadexplorar a relevancia das
interacdes na regulacdo das vias mediadas poritibegnesses parasitos.



Abstract

The genome sequencesL&ishmania majqrTrypanosoma bruceandT. cruzirevealed
that each genome contains 8300-12000 protein-coglémgs, of which approximately
6500 are common to their genomes. In this study fa®ised the mining the
trypanosomatid databases looking for proteins wealin ubiquitin metabolism. There
are basically nine distinct subfamilies of enzymesolved in this pathway,
denominated DUBSs: ubiquitin C-terminal hydrolasedCHs), ubiquitin-specific
processing proteases (USPs), Machado-Joseph diggassases (MJDs), ovarian
tumour proteases (OTUs), JAMM motif proteases, rges)t autophagins, Permuted
Papain fold Peptidases of DsRNA viruses and Eultasy(PPPDESs), and Wss1p-like
metalloproteases (WLMs). In this work we used Hmimatic approaches to identity
these set of enzymes In infantum L. major, L. braziliensis T. bruceiandT. cruzi
public genome databases. Qursilico search retrieved 163 putative entries coding to
DUBs in these species among databases when compakedwn GenBank ortholog
proteins through BLASTx. Of these, 84 belong to UsBfamily, 23 to JAMM, 10 to
UCH, 15 to OTU, 5 to sentrin, 24 to PPPDE, 10 ttophbagin, 5 to WLM, and where
not found entries to MJD. IA. cruzi genome was also observed the presence of
duplicated genes, where the 63 entries might benred, with at least 95% of
similarity, in 34 sequences. However, in eadeishmaniagenome studied were found
on average 32 entries for DUBs, and most of thewe liig orthologues into the same
genus. Comparative analysis of genes responsibleulbaquitin removal showed
significant difference in their respective nucldetisequence lengths as well as amino
acid composition, especially with regards to regioouter conserved domains,
suggesting maintaining of function, but differenbstrate specificity. In addition, the
relative gene expression ®tUSP7, -10, -14, -18nd TcUCH-L3 determined by RT-
gPCR showed similar profile in epimastigotes folresveen Berenice-62, Berenice-78,
Colombian and Y strains of. cruzi However, the levels ofcUSP15were lowest
when compared to strains analyzed in this studylewhe levels offTcUCH-L3where
highest. Finally, we determinate the DUB activitying the substrate CBZ-Gly-Gly-
Arg-7-amido-4-methylcoumarin in nuclear and citos@xtracts and the ubiquitin and
SUMO protein conjugation in the same extracts uswegtern blot and specific
antibody to ubiquitin and SUMO. Our results showdtht the activity were
predominantly citosolic. The western blotting shdwthat preferentially conjugate
ubiquitin was found in the cytoplas@ind sumoylation in the nucleus. These results
evidence the complexity and diversity of DUBs imp@anosomatids and open the
possibility to explore the relevance of their iatgtions in regulation of ubiquitin-
mediated pathways in these parasites.
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Figura 1: Ciclo de vida doT. cruz. As diferentes formas d®é. cruziao longo de seu
ciclo evolutivo no hospedeiro vertebrado e inveddb. Figura adaptada de
TDR/Wellcome Trust, 2004.

Figura 2: Alinhamento das seqUéncias primarias coflcadoras para a molécula de
ubiquitina em diversos eucariotos.O alinhamento ressalta a grande identidade
entre as sequéncias obtidas nos bancos (70 resiirdgos e 6 similares). Sao
indicados pelas setas os residuos de lisina (Korssveis pela ligacdo entre
moléculas de ubiquitina que formam diversos tipescadeias de poliubiquitina
em suas respectivas posi¢des nas sequéncias psmas asteriscos (*) indicam
conservacdo do residuo de aminoacido em todasgaérsgas, dois pontos (:)
indicam posi¢cdes em que todas sequéncias apreseesitinos de aminoacidos
com caracteristicas fisico-quimicas muito similaeagm ponto (.) indica posi¢coes
em que algumas sequéncias apresentam residuos deaeitios com

caracteristicas fisico-quimicas semelhantes.

Figura 3: Representacdo esquematica da via de ubigmacédo envolvendo as
enzimas El-ativadora, E2-conjugadora e E3-ligase daiquitina. A ubiquitina
é ativada pela E1 (1), por uma ligagdo ATP depetedesendo em seguida
transferida ao grupo tio-éster de uma E2 conjuga{@y. Essas E2 transferem a
ubiquitina a uma enzima ligase (E3) que se liga2aeEao substrato (3). Este
prossesso é repetido diversar vezes (4) para famadeia de poliubiquitina (5).
Um processo bem conhecido é a degradacédo de @m®tpého proteassoma 28S
(6). Adaptado de http://nobelprize.org/chemistiyésates/2004/public.html
(acessado em 01/03/2009).

Tabela 1: Moléculas de ubiquitina-simile e sua oco&ncia. Adaptado de Ponder e
Bogyo, 2007.

Figura 4: Maturagcdo, conjugagdo e desconjugacao deibiquitina (Ub) e
ubiquitinas-simile (Ubls). Antes da conjugacdo da Ub e Ubls, as mesmas séo
processadas de um precursos para exposicao dergda [C-terminal. Substratos
modificados sdo entdo sujeitos ou estimulam umaedade de processos

biolégicos, dependendo do tipo de modificacdo. Ex@mente o modificador é
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removido e reciclado por proteases especificas giam as ligacdes
isopeptidicas geradas durante o processo de cgdjpigRevisado por Ponder e
Bogyo, 2007.

Figura 5: Gel de agarose (0,6%) em TBE, corado conbrometo de etideo,
mostrando extracées de DNA gendmico de formas epistgyota deT. cruz.
Cerca de 5ug de DNAg de cada cepa foram utilizadosorrida eletroforética, e
para visualizacdo o gel foi corado com brometotitkee. A extracdo do DNAg e
a montagem do gel foram realizadas segundo o méesioito anteriormente. —
cepa Be-62; — cepa Be-78; Col — cepa Colombiana;cépa Y; CN — controle
negativo.

Figura 6: Analise da integridade do RNA total obtid a partir de formas
epimastigotas de cepas dd. cruzi. Aproximadamente 10y de RNA total,
obtidos como descrito acima, foram analisados enug@garose/formaldeido e
corados com brometo de etideo. Em 1 — cepa Be-62¢&pa Be-78; 3 — cepa
Colombiana e 4 — cepa Y. Os RNAs ribossomais estdicados por setas e

apresentam seus respectivos pesos moleculares.

Tabela 2: Entradas correspondentes agximers utilizados na reacdo de RT-gPCR
em cepas dd. cruzi. Sao apresentadas as respectivas entradas do dadas
GeneDB, os oligonucleotideos e o0 respectivo tamadboproduto génico
esperado. bp — pares de base; F — fita diretafjtR reversa.

Tabela 3: Eficiéncia dogrimers utilizados na técnica de RT-gPCR.

Tabela 4: Entradas de provaveis enzimas desubiquitadoras em T. cruz. As
sequéncias foram  recuperadas do banco de dados DHBene
(http://www.genedb.org). Os e-Values foram obtidasavés da ferramenta
BLASTp sob o0 modelo HMM no banco de dados PFAM ©23.

Figura 7: Representacdo esquematica dos dominiosnservados em ORFs preditas
de possiveis enzimas desubiquitinadoras dE. cruzi. As sequéncias foram
recuperadas do banco de dados GeneDB. As linhagohtais representam a
estrutura primaria da ORF predita. Dominios core#wg das subfamilias UCH
(PF0O0443), zf-UBP (PF02148), Peptidase_C12 (PFQ1088v34 (PF01398),
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OTU (PF02338), Peptidase_C48 (PF02902), DUF862596]), Peptidase_C54
(PF03416) e WLM (PF08325).

Figura 8: Arvore filogenética consenso baseada nasqiiéncias de aminoacidos que
contém o dominio UCH (PF00443)A construcdo da arvore e a analise do
“bootstrap” foram realizadas nos programas Clust@ddX e MEGA 4.1
respectivamente. Para arvore consenso e confiatdidios ramos formados foi
utilizado o teste de filogenidootstrap utilizando 2000 réplicas para cada
sequéncia, como descrito em materal e métodosrra bepresenta o nimero de
aminodacidos que foram substituidos de uma sequ@acioutra. Os codigos de
acesso referentes as sequencias foram obtidoswo Ha dados GeneDB.

Figura 9: Alinhamento da regido compreendendo os séduos cataliticos de
dominios UCH (PF00443) em ORFs preditas d&. cruz. O alinhamento
mostra a regido dos residuos cataliticos cistastigima/histidina (C/H/H —
realcados com um quadrado) caracteristicos dessdnio Os pontilhados
localizados na porcdo N e C-terminal representaporgdo extra-dominio da
proteina. Os pontilhados dentro da sequéncia dwergm tamanho de acordo
com a entrada, sendo 0 menor correspondente a rsE@Ué
Tc00.1047053507053.100 (~280 aa) e o maior a T6@@A53509073.30 (~600
aa) — dados ndo mostrados. As entradas foramasbtid banco de dados
GeneDB e os dominios conservados foram localizatiizando a ferramenta
BLASTp sob o modelo HMM do banco PFAM v23.0. Osdstos (*) indicam
conservacdo do residuo de aminoacido em todasgagérssas, dois pontos (:)
indicam posi¢cdes em que todas sequéncias apreseesénios de aminoacidos
com caracteristicas fisico-quimicas muito similaeegm ponto (.) indica posi¢coes
em que algumas sequéncias apresentam residuos d®aeithos com

caracteristicas fisico-quimicas semelhantes.

Figura 10: Alinhamento das ORFs preditas de USP74sile em eucariotos.A caixa
azul mostra a regido compreendida pelo dominio UBH00443). As setas
vermelhas, juntamente com os quadrados nédo prescimdicam os residuos da
triade catalitica. As entradas foram obtidas nacbate dados GeneDB (TcT-
cruzi, Tc00.1047053510761.70; Thr= brucej Th09.211.4910; Li L. infantum
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LinJ35_V3.1730; Lm -L. major, LmjF35.1740; Lb - L. braziliensis
LbrM34_V2.1640) e NCBI (At Arabidopsis thalianaAAG42754.1; Hs Homo
sapiens N Os asteriscos (*) indicam conservacdo do resitthiaminoacido em
todas as sequéncias, dois pontos (:) indicam pesietn que todas sequéncias
apresentam residuos de aminodcidos com caradasidisico-quimicas muito
similares, e um ponto (.) indica posi¢cdes em ggamhs sequéncias apresentam
residuos de aminoacidos com caracteristicas fepidmicas
semelhantes.P_003461.2).

Figura 11: Alinhamento das ORFs preditas de USP1(sile em eucariotos.A
caixa azul mostra a regiao compreendida pelo donddiH (PF00443). As setas
vermelhas, juntamente com os quadrados ndo prefscimdicam os residuos da
triade catalitica. As entradas foram obtidas nabate dados GeneDB (TcT-
cruzi, Tc00.1047053507507.40; TbT- brucej Tb11.01.6080; Li 1. infantum
LinJ32_V3.1310; Lm -L. major, LmjF32.1250; Lb - L. braziliensis
LbrM32_V2.1400) e NCBI (Dr -banio rerio, XP_685621.3; Hs Homo sapiens
NP_005144.2). Os asteriscos (*) indicam conservagicesiduo de aminoéacido
em todas as sequéncias, dois pontos (:) indicamdessem que todas sequéncias
apresentam residuos de aminoécidos com caradasidisico-quimicas muito
similares, e um ponto (.) indica posi¢cdes em ggambs sequéncias apresentam

residuos de aminoacidos com caracteristicas fegidmicas semelhantes.

Figura 12: Alinhamento das ORFs preditas de USP1l4sile em eucariotos.A
caixa azul mostra a regidao compreendida pelo donddiH (PF00443). As setas
vermelhas, juntamente com os quadrados ndo prescimdicam os residuos da
triade catalitica. As entradas foram obtidas nabate dados GeneDB (TcT-
cruzi, Tc00.1047053506569.10; TbT- brucej Th927.4.3790; Li L. infantum
LinJ31_V3.0150; Lm -L. major, LmjF31.0140; Lb - L. braziliensis
LbrM31_V2.0140) e NCBI (Dm DBrosophila melanogasteNP_609377.1; Hs -
Homo sapiens NP_001032411.1). Os asteriscos (*) indicam comggio do
residuo de aminoacido em todas as sequénciaspadeiss (:) indicam posicoes
em que todas sequéncias apresentam residuos dedaidos com caracteristicas

fisico-quimicas muito similares, e um ponto (.)i@adposi¢cdes em que algumas
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sequéncias apresentam residuos de aminoacidos eoacteristicas fisico-

guimicas semelhantes.

Figura 13: Alinhamento das ORFs preditas de USP15ile em eucariotos.A
caixa azul mostra a regidao compreendida pelo dondd@H (PF00443). As setas
vermelhas, juntamente com os quadrados ndo prescimdicam os residuos da
triade catalitica. As entradas foram obtidas nacbate dados GeneDB (TcT-
cruzi, Tc00.1047053508707.180; THr- brucej Th11.01.7760; Li L. infantum
LinJ32_V3.3060; Lm -L. major, LmjF32.2910; Lb - L. braziliensis
LbrM32_V2.3160) e NCBI (Dr -Banio rerio, XP_686236.3; Hs Homo sapiens
NP_004642.2). Os asteriscos (*) indicam conservaghcesiduo de aminoacido
em todas as sequéncias, dois pontos (:) indicamdessem que todas sequéncias
apresentam residuos de aminoacidos com caracasidisico-quimicas muito
similares, e um ponto (.) indica posi¢cdes em ggambs sequéncias apresentam
residuos de amino4cidos com caracteristicas fegidmicas semelhantes.

Figura 14: Alinhamento ORFs preditas de possiveisngimas desubiquitinadoras
contendo o dominio Peptidase C12 (PF01088) de cruzi. O alinhamento
ressalta a grande similaridade entre as sequénEs8o0 marcados com um
quadrado os residuos cataliticos cisteina, higtidinacido aspartico (C/H/D),
caracteristicos deste dominio. Observa-se queradanTc00.1047053510945.10
apresenta um braco em sua porcédo C-terminal cooxiapgdamente 80 residuos
de aminoacidos, a qual ndo apresenta coberturasc@nparaloga. As entradas
foram obtidas no banco de dados GeneDB. Os asterfscindicam conservagao
do residuo de aminocido em todas as sequénci&s, pdatos (:) indicam
posicdes em que todas sequéncias apresentam gesiduaminoacidos com
caracteristicas fisico-quimicas muito similareapeponto (.) indica posi¢cdes em
gue algumas sequéncias apresentam residuos dedaido®wcom caracteristicas

fisico-quimicas semelhantes.

Figura 15: Alinhamento das ORFs preditas de UCH-L3imile em eucariotos.A
caixa verde mostra a regido compreendida pelo domieptidase C12
(PF01088). As setas vermelhas, juntamente com adrgdos ndo preenchidos,
indicam os residuos da triade catalitica. As earddram obtidas no banco de
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dados GeneDB (Tc . cruzi Tc00.1047053504109.90; Tb T. brucej
Tbh11.03.0890; Li 1. infantum LinJ25_ V3.0190; Lm L. major, LmjF25.0190;
Lb - L. braziliensis LbrM25 V2.0190) e NCBI (XI —Xenopus laevis
NP_001088200.1; HsHomo sapiensNP_005993.1). Os asteriscos (*) indicam
conservacdo do residuo de aminoacido em todasgaérssas, dois pontos (:)
indicam posi¢cdes em que todas sequéncias apreseesénios de aminoacidos
com caracteristicas fisico-quimicas muito similaeagm ponto (.) indica posi¢coes
em que algumas sequéncias apresentam residuos d®aeithos com

caracteristicas fisico-quimicas semelhantes.

Figura 16: Alinhamento das ORFs preditas de possii® enzimas
desubiquitinadoras contendo o dominio Mov34 (PFO189 de T. cruz. O
alinhamento ressalta a baixa similaridade entreegséncias. As entradas foram
obtidas no banco de dados GeneDB (http://www.gepeglh Os asteriscos (*)
indicam conservacdo do residuo de aminoacido emasted sequéncias, dois
pontos () indicam posicbes em que todas sequémaqisssentam residuos de
aminoacidos com caracteristicas fisico-quimicagamsimilares, e um ponto (.)
indica posigbes em que algumas sequéncias apresessé&uos de aminoacidos

com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes.

Figura 17: Alinhamento das ORFs preditas de possii® enzimas
desubiquitinadoras contendo o dominio OTU (PF02338We T. cruz. O
alinhamento ressalta a baixa cobertura entre aseseigs. As entradas foram
obtidas no banco de dados GeneDB (http://www.gepeglh Os asteriscos (*)
indicam conservacdo do residuo de aminoacido emasted sequéncias, dois
pontos () indicam posicbes em que todas sequémaqiessentam residuos de
aminoacidos com caracteristicas fisico-quimicasamsimilares, e um ponto (.)
indica posi¢bes em que algumas sequéncias apresess&uos de aminoacidos

com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes.

Figura 18: Alinhamento da regido do dominio Peptidse C48 (PF02902) da
entrada Tc00.1047053505193.40 de cruzi com seu correspondente HMM.
Os dominios cataliticos estdo realcados por quedradas posicoes
H588/D605/C680 (considerando a posi¢cdo na ORF caa)plOsmatchsquando
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+ representam a conservagdo da funcdo do residuamileodcido quando
comparado a sequéncia (#SEQ) ao dominio conserf#tldM) depositado no
banco; quando ha a repeticdo do aminoacido sigridientidade entre os residuos
representados. As entradas foram obtidas no bamdados GeneDB (#SEQ) e
PFAM (#HMM), e o alinhamento foi obtido com o auixitio software PFAM.

Figura 19: Alinhamento das ORFs preditas de possii® enzimas
desubiquitinadoras contendo o dominio Peptidase CH®PF03416) deT. cruz.
O alinhamento ressalta a alta similaridade entreegsi€ncias obtidas no banco,
bem como a presenca de regides onde nédo ha caebere as paralogas. Estao
marcados com um quadrado os residuos cataliticsira e histidina (C/H),
caracteristicos deste dominio. As entradas foratida® no banco de dados
GeneDB. Os asteriscos (*) indicam conservacdo diue de aminoacido em
todas as sequéncias, dois pontos (:) indicam pesietn que todas sequéncias
apresentam residuos de aminodcidos com caradasidisico-quimicas muito
similares, e um ponto (.) indica posi¢cdes em ggamhs sequéncias apresentam

residuos de aminoacidos com caracteristicas fegidmicas semelhantes.

Figura 20: Arvore filogenética consenso baseada nagqiiéncias de aminoéacidos
que apresentam o dominio DUF862 (PFO5903A construcdo da arvore e a
andlise do “bootstrap” foram realizadas nos progsa@lustalX 2.0 e MEGA 4.1.
Para arvore consenso e confiabilidade dos ramasaftws foi utilizado o teste de
filogenia bootstrap, utilizando 2000 réplicas parada sequéncia. A barra
representa o niamero de aminoacidos que foram #iibdeg de uma sequéncia
para outra. Os cédigos de acesso referentes a8rsx@gi foram obtidos no banco
de dados GeneDB.

Figura 21: Alinhamento das ORFs preditas de possiie enzimas
desubiquitinadoras contendo o dominio DUF862 (PF0B3) deT. cruzi. O
alinhamento ressalta a diversidade entre as pissingimas desubiquitinadora-
similes sequéncias obtidas no banco GeneDB. Ogisaste (*) indicam
conservacao do residuo de aminoacido em todasqagrsgas, dois pontos (:)
indicam posi¢cdes em que todas sequéncias apreseeséinios de aminoacidos

com caracteristicas fisico-quimicas muito similaeesm ponto (.) indica posicdes
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em que algumas sequéncias apresentam residuos deaeitios com

caracteristicas fisico-quimicas semelhantes.

Figura 22: Alinhamento da regido dos dominios WLM PF08325) da entrada
Tc00.1047053507509.60 de cruzi com seu correspondente HMMOsmatchs
quando + representam a conservacdo da funcdo do residuanteoacido
comparando a sequéncia (#SEQ) ao dominio conse(¥#atddM) depositado no
banco; a repeticdo do aminoéacido significa idedigdantre as posicoed. —
primeiro dominio, apresentado pela sequéncia, cé®akminoacidos, iniciando
na posi¢do 12 e terminando na posicdo 180 em elag@RF completaB —
segundo dominio, apresentado pela sequéncia pdeslid¥ aa, com inicio na
posicdo 272 e término na posicdo 448 em relacaRR €dmpleta. As entradas
foram obtidas no banco de dados GeneDB (#SEQ) eMPEAIMM) , e o
alinhamento foi obtido com o auxilio do softwareARE

Tabela 5: Numero de contigs que possivelmente coddm para enzimas
desubiquitinadoras e desubiquitinadoras-simile em idersos
tripanosomatideos. As sequéncias foram recuperadas do banco de dados

geneDB.
Tabela 6: Entradas de enzimas desubiquitinadoras ein brazliensis.
Tabela 7: Entradas de enzimas desubiquitinadoras ein infantum.
Tabela 8: Entradas de enzimas desubiquitinadoras ein major.
Tabela 9: Entradas de enzimas desubiquitinadoras e brucei.

Figura 23: Dendograma dos membros da subfamilia USRle proteinas em
tripanossomatideos.A construcdo foi realizada com o auxilio desftwares
ClustalX 2.0 e MEGA 4.1 respectivamente. Para igsoam utilizados os
dominios conservados UCH (PF00443) presentes n&s @PRditas previamente
identificadas, como descrito na se¢do material ®ao&. Pode-se observar que a
sequéncia Tc00.1047053507053.100 ndao apresentgartém T. brucei Os
codigos de acesso referentes as sequéncias foradosolmo banco de dados
GeneDB.
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Figura 24: Percentual de identidade entre membrosab subfamilias UCH, JAMM
e OTU. A identidade foi determinada utilizando software ClustalW, como
descrito em material e métodos. Em A- membros da#amilia UCH que
apresentam o dominio Peptidase C12 (PF01088); Brbmus da subfamilia
JAMM que apresentam o dominio Mov34 (PF01398); e nimbros da
subfamilia Otubaina que apresentam o dominio OTR0ZB38). Os numeros de

entrada foram obtidos do banco de dados GeneDB.

Figura 25: Alinhamento das ORFs preditas de possiie enzimas
desubiquitinadoras da subfamilia sentrina/Smt30 alinhamento ressalta a alta
cobertura em determinadas regides das sequéndidasobos bancos, bem como
a presenca de regides onde quase nao ha cobertrgae ortdlogas. As entradas
para as sequéncias de ULP1-simile ddosapiens- NP_001070671.1Canis
familiaris - XP_545077.2Mus musculus NP_001003971.1Rattus norvegicus
NP_001099358.1; Gallus gallus - XP_001232523.1; Xenopus laevis -
NP_001082507.1Caenorhabditis elegans NP_498095.3Trypanosoma cruzi
Tc00.1047053505193.40Trypanosoma brucetr Tb09.160.0970;Leishmania
braziliensis - LbrM26_V2.1990; Leishmania infantum- LinJ26_V3.2070;
Leishmania major LmjF26.2070. As entradas para as sequénciad 824dimile
sdo: Drosophila simulans- XP_002077300.1;Drosophila melanogaster-
NP_572827.1,Aedes aegyptt XP_001653149.1Danio rerio - CAM56615.1;
Homo sapiens NP_055369.1Canis familiaris- XP_534823.2Mus musculus
NP_659100.1Rattus norvegicus XP_217046.4Bos taurus NP_001095358.1.
Ja as entradas para as sequéncias caracterizagdas $SBNP8-simile sao:
Drosophila pseudoobscura XP_001360346.2;Drosophila melanogaster-
NP_610763.1; Aedes aegypti - XP_001650938.1; Apis mellifera -
XP_001122332.16Gallus gallus- XP_413710.1Bos taurus- XP_001250987.1,
Canis familiaris- XP_544756.1Homo sapiens NP_660205.2Mus musculus
NP_082114.1Rattus norvegicusNP_001012355.1.

Figura 26: Alinhamento das ORFs preditas de enzimagLP-simile em eucariotos.
O alinhamento ressalta a presenca de regides cdmléh&d cobertura entre as
ortélogas. As entradas foram obtidas no banco dmsd&eneDB T. cruzi -
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Tc00.1047053505193.40;T. brucei - Tb09.160.0970; L. infantum -
LinJ26_V3.2070L. major - LmjF26.2070;L. braziliensis- LbrM26_V2.1990) e
NCBI (G. gallus - XP_422676.2;C. elegans- NP_498095.3;T. gondii -
EEB03638.1;P. falciparum- PFL1635w eS. cerevisiaee NP_015305.1). As
cores indicam similaridade (cinza claro) e iderd&gcinza escuro) entre 0s
aminoacidos das sequéncias analisadas. Os asteffydodicam conservagdo do
residuo de aminoacido em todas as sequénciaspadeiss (:) indicam posicoes
em que todas sequéncias apresentam residuos deaaidos com caracteristicas
fisico-quimicas muito similares, e um ponto (.)i@adposi¢cdes em que algumas
sequéncias apresentam residuos de aminoacidos eoacteristicas fisico-

quimicas semelhantes.

Figura 27: Alinhamento das ORFs preditas de possiie enzimas
desubiquitinadoras da subfamilia autofagina.O alinhamento ressalta a alta
cobertura em determinadas regides das sequéndidasobos bancos, bem como
a presenca de regides onde quase nao ha cobertrgae ortdlogas. As entradas
foram obtidas no banco de dados GeneDB:fuzi- Tc00.1047053507509.6T;
brucei- Th11.01.6130L. infantum- LinJ32_V3.1370L. major - LmjF32.1310;
L. braziliensis- LbrM32_V2.1470) e NCBI @. sativa- NP_001057027.1S.
cerevisiae - YHR134W; P. falciparum - PF10_0092). As cores indicam
similaridade (cinza claro) e identidade (cinza escentre os aminoacidos das
sequéncias analisadas. Os asteriscos (*) indicanseceacdo do residuo de
aminoacido em todas as sequéncias, dois pontdad{gam posi¢cbes em que
todas sequéncias apresentam residuos de amino&oithosaracteristicas fisico-
quimicas muito similares, e um ponto (.) indicaip@ss em que algumas
sequéncias apresentam residuos de aminoacidos eoacteristicas fisico-

guimicas semelhantes.

Figura 28: Arvore filogenética consenso baseada nagqiiéncias de aminoacidos
que apresentam o dominio DUF862 (PF05903) em 5 ddates
tripanosomatideos. A construcdo da arvore e a analise do “bootstfapim
realizadas nos programas ClustalX 2.0 e MEGA 4draRarvore consenso e

confiabilidade dos ramos formados foi utilizadoesté de filogenia bootstrap,
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utilizando 2000 réplicas para cada sequéncia. g8&eias iniciadas pelas siglas
Lbr, Lin, Lmj, Tc e Tb correspondem respectivamexdeespéciek. braziliensis
L. infantum L. major, T. cruzie T. brucei Os codigos de acesso referentes as

sequéncias foram obtidos no banco de dados GeneDB.

Figura 29: Alinhamento das ORFs preditas de possii® enzimas
desubiquitinadoras da subfamilia WLM. O alinhamento ressalta a alta
cobertura em determinadas regides das sequéndidasobos bancos, bem como
a presenca de regides onde quase nao ha cobertrgae ortdlogas. As entradas
foram obtidas no banco de dados GeneDBE:(uzi- Tc00.1047053507509.6T;
brucei- Th11.01.6130L. infantum- LinJ32_V3.1370L. major - LmjF32.1310;
L. braziliensis- LbrM32_V2.1470) e NCBI @. sativa- NP_001057027.1S.
cerevisiae - YHR134W; P. falciparum - PF10_0092). As cores indicam
similaridade (cinza claro) e identidade (cinza escentre os aminoacidos das

sequUéncias analisadas.

Figura 30: Niveis de expressao relativo de genes éommas epimastigotas de cepas
do T. cruz. Sdo avaliadas as expressoes relativas dos gelksP7,TcUSP10
TcUSP14 TcUSP15e TcUCH-L3 Para o calculo dos niveis relativos de
expressdo foi utilizado o método d&“% tendo como normalizador o gene
HGPRT. Be-62 — Cepa Berenice-62; Be-78 — Cepa Brxet8; Col — Cepa
Colombiana; Y — Cepa Y.

Figura 31: Deteccao de conjugados protéicos modifidos com ubiquitina e SUMO.
Em A, as bandas protéicas (30 ug de proteinas) aelefmforese em gel de
acrilamida a 10% foram coradas com azul de CoomaBgsn B e C, as bandas
protéicas foram transferidas para membrana decrititose e a seguir incubadas
com anticorpos anti-ubiquitina humana e anti-SUMIglcabra, respectivamente,
e posteriormente revelados como descrito em mbter#todos. PM- padrdo de

peso molecular.

Figura 32: Atividade desubiquitinadora em fracdes itosolicas e nucleares em
formas epimastigota de cepas dd. cruzi. 20pug do extrato bruto obtido como

descrito em material e métodos foram utilizados cada experimento. Como
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substrato foi utilizado o peptideo (Cbz- Gly-GlygAr-amido-4-metilcumarina).
Estes valores séo resultados de no minimo trégimedos independentes para

cada situacao apresentada.
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1.1. OTrypanosoma cruz e a Doenga de Chagas

O T. cruzifoi descoberto em 1907 por Carlos Justiniano Rib&hagas, em
triatominios alojados nas paredes de casas de pigue em Lassance (Minas Gerais,
Brasil). Carlos Chagas verificou a patogenicidadstel novo parasito em animais de
laboratério e sua presenca em animais domésticasosCChagas em abril de 1909
descobriu o parasito no sangue de um ser humanmtdua fase aguda da doenga, em
uma menina de 3 anos chamada Berenice, cujo nommola primeira cepa do
parasito.

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase ameri@nampla distribuicdo nas
Américas do Sul e Central, estando concentradaipdamente no hemisfério sul. E
considerada endémica em 21 paises, com 16 a 18asitte pessoas infectadas por esta
doenca e 100 milhdes sob risco de infeccao, sendodas pessoas portadoras, 50.000
morrem a cada ano (WHO, 2006).

No homem, além do contégio através de excretasriddemineos infectados, a
transmissao do parasito pode ocorrer atraves dsftisbes sanglineas, transplantes de
orgaos, transmissdo congénita (Brener e GazzinEd@7) e, mais raramente por
alimentos contaminados com tripomastigotasTdacruzi e acidentes de laboratério
(Lambrecht, 1965; Prata, 2001).

O T. cruzj agente etiolégico da doenca chagas, € um praiozéidgelado
digenético, pertencente a familia Trypanossomatidadem Kinetoplastidae. Os
membros dessa ordem se caracterizam pela presengana organela denominada
cinetoplasto, que contém a mitocéndria do parasito.

O T. cruzi apresenta um ciclo biolégico que tem, basicameanés, formas
diferentes, definidas com base na forma geral tldacé na posicdo do nucleo com
relacéo ao cinetoplasto. O ciclo no hospedeirortetaeado inicia-se quando este ingere
tripomastigotas sanguineos durante seu repastaisa&og No tubo digestivo do inseto
vetor, estas formas diferenciam-se em formas epigosss, colonizam o intestino
meédio e multiplicam-se por divisdo binaria. A segaiigram para a parte posterior do
tubo digestivo do hospedeiro iniciando os procedsosietaciclogénese. De uma forma
geral, a metaciclogénese ocorre em resposta agies de estimulos ambientais tais
como alteragbes de osmolaridade, pH, temperaturaambiente intestinal dos
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triatomineos e enzimas digestivas resultando erstidegd mudancas na expressao
génica, sintese de proteinas e morfologia do par@sonzales-Perdom&988).

Ao realizarem o repasto sanguineo, os hospedeimesrtébrados ingerem
grande quantidade de sangue, seguida por rapidesdie liberacdo de grande numero
de parasitos junto as suas excretas. A contamirge@itamiferos pode ocorrer atraves
da penetracdo das formas tripomastigotas metascliepositadas pelo triatomineo
sobre a pele lesada do vertebrado por acdo darebéspida, ou através da penetracao
por membranas mucosas. Os tripomastigotas metagialo penetrarem no hospedeiro
vertebrado, invadem células proximas ao local éecgdio sofrendo o primeiro ciclo de
multiplicacdo local seguido pela disseminacdo emiosétecidos e oOrgdos do
hospedeiro. As formas epimastigotas, apesar dengarabém liberadas nas excretas do
vetor e penetrarem nas células do hospedeiro vadebsao destruidas no interior do
vacuolo parasitoforo pela acdo de proteinas semelhaa do complemento, sendo
apenas as formas tripomastigotas capazes de eslwsparecanismos de destruicdo dos
fagodcitos e da lise mediada pelo complemento (Amsir£990)

Posteriormente a penetracdo nas células, as fdripasastigotas diferenciam-
se em formas amastigotas no citoplasma destasasélApos a multiplicacdo, as
amastigotas diferenciam-se em formas tripomassggpi& posteriormente sao liberados
por ruptura celular e alcancam os sistemas ciitet, podendo infectar qualquer
célula nucleada ou reiniciar o ciclo de infeccamsarem ingeridas por um novo inseto
vetor.

Diversos grupos independentes demonstraram quéesenties manifestacoes
clinicas da doenca de Chagas sdo determinadag eutros fatores, pela grande
diversidade das cepas d&. cruzi, envolvendo fatores relacionados as suas
caracteristicas geneéticas, antigénicas, bioquimgcds tropismo tecidual e viruléncia
(Lima e cols, 1999; Macedo e Pena, 1998).
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Figura 1: Ciclo de vida doT. cruz. As diferentes formas dd. cruziao longo de seu ciclo
evolutivo no hospedeiro vertebrado e invertebré&igura adaptada de TDR/Wellcome Trust,
2004.

o
(’

1.2. O genoma dd. cruz

A organizacdo dos genes em tripanossomas e outamssiips da ordem
Kinetoplastidae lembram o operon das bactériasnlfgfiamame e Pays, 1995; Teixeira,
1998; Clayton, 2002). Os genes que codificam pragisdo destituidos detrons
estando geralmente reunidos em agrupamentos demtasdeme suas sequéncias sao
separadas por regides intergénicas. Muitos genés @gsesentes em duas ou mais
copias no genoma, que podem ser encontradas disprragrupadas. Como exemplos,
temos os genes que codificam proteinas de choqgumeictg histonas, cisteina-
proteinases, ubiquitina, tubulinas, calmodulinasastinas, proteinas [Pribossomais,
proteinas ligantes de calcio, antigenos de superfientre outros. Igualmente
organizados estdo os genes para moléculas de RbOSsdmal e do mini-exon
(Hernandez, 1990; Sogin, 1986). A existéncia de egemulticOpias nesses
microrganismos poderia ser explicada como um meganpara evitar a perda de genes
essenciais durante os varios ciclos celulares,ifiedn assim a perpetuacdo da espécie.
Outra hipotese estaria relacionada a manutencaaides de produtos especificos na
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célula, como acontece com genes que codificam ipesteestruturais abundantes, por
exemplo, histonas e tubulinas (Swindle e Tait, 1996

Genes de cOpia unica ocorrem em frequéncia retaéwée pequena nos
tripanossomatideos, tais como os que codificam PArA topoisomerase Il (Fragoso e
Goldenberg, 1992), TcPGP2 (Dallagiovanna, 2001psfafidil-inositol-fosfolipase C
(Nozaki , 1995).

O genoma dol. cruzi esta situado em dois compartimentos bem definidos:
nacleo e mitocondria. Nos triponossomatideos enalger mitocondria apresenta
caracteristicas peculiares. Alberga uma compled@ de moléculas circulares de DNA,
localizada em uma regido especializada, denominaddoplasto. Cada rede contém
minicirculos de cerca de 1.4Kb e maxicirculos deaele 30Kb (Shapiro e Englund,
1995; Morris , 2001).

Os maxicirculos assemelham-se em funcdo ao DNAconitdrial encontrado em
outros organismos, ou seja, codificam para RNAssbmal e um pequeno namero de
proteinas que estdo envolvidas principalmente ndaboBsmo energético da
mitocondria (revisto por Shapiro e Englund, 1995).

Alguns RNAs transcritos pelos genes contidos nogigiraulos sofrem uma
modificacdo poés-transcricional que é denominadadedido RNA. Este processo
consiste na insercdo e retirada de residuos denarghra a formagdo de uma fase
aberta de leitura funcional. A especificidade docpsso de edicdo € controlada por
pequenas sequéncias de RNA (RNAs guias) transcatgertir dos minicirculos
(Moffet, 1997; Sloof e Benne, 1997).

O genoma nuclear d®. cruzi consiste, em média, de 43 a 50Mb de DNA
distribuidos entre 30 a 40 bandas cromossOmicasapresentam tamanhos de 0,45 a
4,0Mb (Johnston, 1999), detectado através de &@xmie eletroforese de campo pulsado
(Schwartz e Cantor, 1984; Carle, 1986). O polinsonfh cromossémico detectado entre
as diferentes cepas pode ser o responsavel pelas;0es do conteudo de DNA
(Engman, 1987).

Foi observada variacao entre os cromossomos hoo®(btenriksson, 1995) e a
diferenca de intensidade da fluorescéncia emitielaspbandas cromossémicas apds
coloracdo com brometo de etidio sugere co-migraigialois ou mais cromossomos

(Cano, 1995). Apesar da plasticidade do genoma énhtepas dd. cruzi nenhuma
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modificacao foi observada durante a transformagiepimastigotas em tripomastigotas
metaciclicos (Aymerich e Goldeneberg, 1989).

O sequenciamento do genoma do cruzi mostrou que a cepa CL Brener
apresenta um genoma diploide com 22.570 proteimaktas. Dos genes que codificam
essas proteinas 12.570 representam pares de &elogenoma (60-200x3#b) possui
um tamanho relativamente maior que o tamanho dasnggs de outros parasitos,
como, por exemploleishmaniasp (~33x10pb) e Trypanosoma bruce{26x10pb),
porém a complexidade do genomaldaruzié significativamente inferior a do genoma
humano, cujo tamanho é da ordem de 300tpti@EIl-Sayed e cols, 2005). Mais de
50% do genoma consiste de sequéncias repetitisasdmo retrotransposons e genes
para grandes familias de moléculas de superficmoc trans-sialidases, mucinas,
gp63s e uma grande familia (contendo pelo menoB &8pias) de genes de mucinas-

associadas a proteinas de superficies. (El-Sagels,2005).

1.3 Transcrigdo e controle da expressao génica eripanossomatideos

Devido a organizacdo emandemdos genes dd. cruzj os transcritos sao
normalmente formados por longas unidades policigta®. Esta organizacao particular
explica porque apenas poucos promotores tém sidongados. Genes originados da
mesma unidade transcricional podem mostrar grardiisencas no padrao de
expressdo. Isso leva a conclusao que, em tripamagiteos, grande parte do controle
da expressédo génica ocorre apoés a transcricaot¢g|e3002).

As unidades de RNA policistronicas séo processatiagés de reacdes de trans-
splicing e poliadenilacdo para dar origem aos RN#gnsageiros maduros
monocistrénicos. O trans-splicing € uma reacao egssamento de RNA na qual
sequéncias de duas moléculas separadas sdo aasqmaa formar um mRNA maduro.
Nos tripanossomatideos, uma sequéncia, splice@€&dl) ou mini-exon, presente na
extremidade 5" de um pequeno RNA nao poliadenil@loRNA), é adicionada ao
transcrito primario em um sitio de clivagem canazéelo pelo dinucleotideo AG e um
residuo de adenosina (Davis, 1996).

As reacOes de trans-splicing e poliadenilacdo eooratravés de clivagens

dentro das regides intergénicas. Até o momentohdaevidéncias para uma sequéncia
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sinal consenso conhecida para a poliadenilacdoh@fame e Pays, 1995) e a reacéo
parece ocorrer em uma regido a montante situadsalistancia conservada do sitio de
corte e adicdo do mini-exon (Lebowitz, 1993; Schuf994). As regides intergénicas

apresentam motivos ricos em pirimidinas que saoci@isipara o0 processamento correto
do mRNA (Huang e Vander Ploeg, 1991; Vassella, 1B@%aki e Cross, 1995).

As trés polimerases classicas de eucariotos jamfordentificadas em
tripanossomatideos (revisto por Vanhamme e Pag;1%®e e Van der Ploeg, 1997).
Em eucariotos geralmente os genes que codificateipes possuem sua transcricao
dirigida por promotores que sao reconhecidos poA Rblimerase do tipo Il, que séo
sensiveis a drogaamanitina.

Em eucariotos superiores, a regulacdo da expregddica, ha maioria das
vezes, € atribuida ao controle do inicio da trag&orpela RNA polimerase Il. Em
tripanossomatideos nenhum promotor caracteristica pssa enzima foi observado,
com excegao para os genes do mini-exon onde algewidéncias sugerem que a
transcricdo dos genes Heishmaniasp. que codificam a sequéncia lider € mediada por
RNA pol I, enquanto outros snRNA séo transcriteas BNA polimerase 1l (Saito,
1994; Gilinger e Bellofato, 2001; Matkin, 2001).

Promotores para polimerase | foram identificadosTerbruceiem genes que
codificam glicoproteinas variaveis de superficieS@J nas formas sanguineas e
prociclicas (Clayton, 1990; Rudenko, 1990; Zomé&rdip90; Pays, 1990).

Em tripanossomatideos, de modo geral, a polimerasanscreve 0os genes
ribossomais e a polimerase lll, moléculas de RNAleunlar e de transferéncia. A
polimerase Il transcreve os genes do mini-exon.tdduevidéncias mostram que 0s
principais mecanismos de regulacdo da expressa@agé&m tripanossomatideos
ocorrem apos o inicio da transcri¢ao (Gillingeredl@&atto, 2001).

Estudos relacionados com a estabilidade de cerRiNA® propdem possiveis
mecanismos de regulacdo da expressao génica emasgomatideos. Esta estabilidade
diferencial, de acordo com a forma evolutiva deapép pode estar em parte associada
a presenca de sequéncias reguladoras nas regd@d¢rmdézidas. Estudos em cruzi
demonstraram que a meia-vida do mRNA do gene amaastisete vezes maior em

amastigotas do que em epimatigotas (Teixeira, 1988 efeito é provavelmente
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mediado por fatores que se ligam na regido 3 UTRstbilizam o RNA em
amastigotas (Coughlin, 2000).

Também foi demonstrado que, €m cruzi moléculas de RNA mensageiro,
podem ser mantidas estaveis e ndo associadas digsom@as, no citoplasma.
(Goldenberg, 1985). Existem evidéncias que o ctentta mobilizacdo polissomal € um
importante mecanismo na regulacdo poés-transcricigAaila, 2001; Dallagiovanna,
2001; Fragoso, 2003). Este mecanismo provavelmestéd também associado a
sequéncias nas UTRs o que leva a traducéo difatedws RNAs. EniL. majoro gene
da amastina tem a expresséao regulada por um eleraensua 3' UTR que modula a
associacéo do transcrito deste gene para polissanmosntando sua traducéo (Boucher,
2002). Outras evidéncias sobre um possivel conti@ducional também foram
demostradas em tripanossomatideos. Em algumasna®texpressas par cruzj tais
como a cruzipaina (Tomas e Kelly, 1996), e topomase |l (Fragoso, 1998), foram
observadas que, apesar de niveis similares de médtBkem presentes em todas as
formas evolutivas do parasito, os niveis de pratieram maiores nas formas

epimastigotas em relacdo as outras formas.

1.4. Modificacdo poés-traducional dependente de pretnas

Muitos processos bioldgicos sdo controlados pelagdifinacbes pos-
traducionais dependentes de proteinas. Até o momergistema melhor entendido é o
dependente de ubiquitina. Este sistema esta edwoha regulacdo de varios processos
celulares, dentre eles: protedlise intracelulantrode do ciclo celular, desenvolvimento
embriondrio, resposta a estresse, reparo do DNsdpsta imune, transducdo de sinal,
biogénese de organelas, regulagdo transcriciommpogose e enderecamento de
proteinas (Quesada, 2004).

A ubiquitina é uma proteina de 76 residuos de afwidos, presente no citosol,
nacleo e em diversos compartimentos da célula,ocsbadtante conservada entre os
organismos eucariotos (Schwartz, 2003), como detramitsna figura 2.

O processo de ubiquitinacdo de proteinas é cadalipar trés enzimas: enzima
ativadora de ubiquitina (E1), enzima conjugadoraudiguitina (E2) e enzima ligase

(E3), como ilustrado pela figura 3. A ubiquitinatévada pela E1, por uma ligacdo ATP
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dependente, formando um intermediaric-éster, sendo em seguida transferide
grupo tioéster de uma E2 conjucora. Esas E2 transferem a ubiquitina a uma en:

ligase (E3) que se liga a E2 esubstrato (Pickart, 2001).
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Figura 2: Alinhamento das sequéncias primarias coficadoras para a molécula de
ubiquitina em diversos eucariotos O alinhamento ressalta grande identidade entre as
sequéncias obtidas nos bar (70 residuos idénticos e 6 similareS3io indicados pelas setas
residuos de lisina (K) responséaveis pela ligacéoe emoléculas de ubiquitina quermam
diversos tipos de cadeias de poliubigu em suas respectivas posicdes nas sequé
primarias. Os asteriscog) indicam conservacdo do residuo de aminoacido em todi
sequéncias, dois pontos (:) inam posicBes em que todas sequénaj@®sentam residuos
aminodcidos com caracteristicas fi-quimicas muito similares, e um ponto (.) indicai giess
em que algumas sequéncias apresentam residuosim@aeisios com caracteristicas fis-
guimicas semelhantes.

Um substrato alvo pode : modificado pela adicdo de uma, duas ou 1
ubiquitinas. Substratos com quatro ou mais molécdéubiquitina ligados no resid
de lisina 29 ou lisina 48 sao direcionados pareoteplise dependente do proteass:
26S — figura 3A mono e poliubiquitiacdo no residuo de lisina 63 esta envolvidi
processo de degradacao lisossomal, endocitoseprépaDNA, ativacdo de quinase
heranca mitocondriak{m, 2003).

A ubiquitina éconjugda covalentemente a proteina ahtavés de uma ligag:
isopeptidia entre o residuo de glicina (Gly 76) da ubiquitioaalizado na regido -
terminal e o residuo de lisina (Lys) do grupo amdagroteina a ser ubiquitinada (F,
2003). Os sinais para a ubiquitinacdo nas proteéhas podem ser geneticamel
programads, regra do -terminal, onde as proteinas tém dagtias de aminoacidos
regido Nterminal necessarias para direcionar a sua ubigg#io. Uma outra forma «
sinalizacao ocorre por meio da fosforilacdo regidea ubiquitinacdo das proteinas
(Wilkinson, 2000).
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Figura 3: Representacdo esquematica da via de ubiquitinac@volvendo as enzimas E-
ativadora, E2-conjugadora e E-ligase de ubiquitina.A ubiquitina é ativada pela | (1), por
uma ligagdo ATP depende, sendo em seguida transferida groipo tic-éster de uma E2
conjugadora (2)Essas E2 transferem a ubiquitina a uma enzinaadigE3) que se liga a E:
ao substrato(3). Este prossesso é repetido diversar vezes &4 formar a cadeia |
poliubiquitina (5). Um processo bem conhecidc degradagéo de proteinas pelo proteas
28S (6). Adaptado dkttp://nobelprize.org/chemistry/laureates/2004/mulbim| (acessado em
01/03/2009).

Além da ubiquitina, até o0 momento sdo conhecidgrdeinas similares
ubiquitina (Ubsimile), conforme escrito pela tabela. Estas proteinas utilizam ur
maquinaria similar a j4 descrita para conjugac&peddendo também de enzimas
E2 e E3-similesRonder e Bogyo, 20i).

Tabela 1 Moléculas de ubiquitine-simile e sua ocorrénciaAdaptado de PonderBogyo, 2007.

Ub's?:q'itl'ga' Fungéo conhecid Homologos preditos Ubiquitina -simile caracterizada
Degradagao de proteir Plasmodium, Toxoplasma, Leishmania, Plasmodium, Leishmani
Ubiquitina internalizacé&o, regulagéo Trypanosoma, Entamoeba, Giardia, Trypanosoma, Entamoe e
histonas Cryptosporidiume Theileriaspp. Giardia spp.
NEDD8 Conjugacéo de ubiquitil Plasmodiunspp. Nenhun
ISG15 Resposta a interfer Nenhum Nenhun
Regulago transcricion: Plasmodium, Toxoplasma, Leishmania,
SUMO localizacao protéic Trypanosomg, Entampel_)a, Nenhun
Cryptosporidiume Theileriaspp.
FAT10 Degradacgéo umdepentenc Nenhum Nenhun
Hubl Pré-mRNAsplicing Plasmodium, Toxoplasma, Entamoeba, Nenhun

Cryptosporidiunme Theileriaspp.
Plasmodium, Leishmania,
Urml Resposta a inani¢ Trypanosoma, Entamoeba, Nenhun
Cryptosporidiume Theileriaspp.
Plasmodium, Toxoplasma, Leishmania,
Trypanosoma Theileria spp.

Atgl2 Autofagia Nenhum Nenhun

Atg8 Autofagia Leishmanii e Trypanosomapp.
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1.5 A ubiquitinac&o é um processo reversivel

A modificagdo de proteinas dependente de ubiquéin@iquitinas-simile € um
processo reversivel, sendo as enzimas desubiglot@s responséveis pela remocéo de
ubiquitina dos conjugados ubiquitinados, em um migca denominado
desubiquitinacdo. Assim como fosforilar e defosémyi a ubiquitinacdo e a
desubiquitinagdo sdo de extrema importancia nalae@o das vias dependentes de
ubiquitina, que esta relacionada a numerosos poselulares (Tanaka, 1999).

No principio da década de oitenta foi caracterizadgrimeira atividade
desubiquitinadora, quando pode ser verificado geezima denominada isopeptidase
era capaz de clivar as ligacdes isopeptidicas dtuitiba de histona H2A (Matsui,
1982). Desde entdo um vasto numero de enzimas idagutadoras e
desubiquitinadoras-simile vém sendo identificageseém muito pouco € conhecido
sobre o mecanismo de acao destas enzimas.

As enzimas desubiquitinadoras (DUBs) também est@woledas no
processamento de ubiquitina, reconhecendo a ligpe@tidica entre os residuos de
glicina e metionina da cadeia de poliubiquitinamalécula de ubiquitina é codificada
como um transcrito policistronico (poliubiquitin@u em fusdo com subunidades
ribossomais L40 e S27a. Estes mRNAs séo traduzédgeocessados gerando a
ubiquitina livre (Hershko e Ciechanover, 1998).

As DUBs regulam de forma negativa a degradacdo deteipas
poliubiquitinadas, evitando a protedlise via presgana ou vacuolar, aumentando assim
a meia-vida destas proteinas. Elas sdo respongau#i®m pela retirada das cadeias de
ubiquitina ancoradas ao proteassoma 26S, que padenpetir com substratos
ubiquitinados pelos sitios de ligagdo a ubiquitinBm de estarem envolvidas na
remocao de ubiquitina de proteinas que regulamlo celular durante a mitose. Estas e
outras fungdes sao listadas na figura 4 (Kim, 2@08erik e Hoshstrasser, 2004).

As DUBs e DUBs-simile sdo organizadas em subfasitastintas: UCH
(ubiquitin C-terminal hydrolage USP (biquitin-specific proteage OTU (Ovarian
Tumou), MID (Machado-Joseph disease proteasemetaloproteases JAMM
(JAB1/MPN/Mov34, metaloenzima), Sentrinas, Autofeg, PPPDERermuted Papain
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fold Peptidases of DsRNA viruses and Eukaryotes WLM (Wsslp-like
metalloproteasg@qNijman , 2005).
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Antiviral activity
Figura 4: Maturacéo, conjugacado e desconjugacao deiquitina (Ub) e ubiquitinas-simile
(Ubls). Antes da conjugacao da Ub e Ubls, as mesmas s@egsadas de um precursos para
exposicdo de sua por¢cdo C-terminal. Substratosfitadios sdo entdo sujeitos ou estimulam
uma variedade de processos biolédgicos, dependemtipalde modificacdo. Eventualmente o
modificador é removido e reciclado por proteasepe@ficas que clivam as ligacdes
isopeptidicas geradas durante o processo de cgajogdevisado por Ponder e Bogyo, 2007.

As USPs, também denominadas proteases processatordasquitina (UBP),
apresentam tamanhos variados e grande complexadadrural. Cerca de 90 proteases
constituem este grupo eklomo sapienssendo proteinas de alto peso molecular, 50-
300 kDa, que contém varias regides conservadasuamsequéncias de aminoacidos,
incluindo aquelas em torno dos residuos Cys, Hisgeque formam a triade catalitica
(Wing e cols, 2003; Hu e cols, 2002).

As USPs exibem extensdes N-terminal e C-terminalgprecem ter importante
papel na determinacao da localizacéo celular especdicidade/reconhecimento dessas
enzimas pelo substrato. Estas proteases atuam é#rplostniveis na via da ubiquitina,
sendo responsaveis pela geracdo de ubiquitinadivaeés da hidrélise das cadeias ndo
ancoradas de poliubiquitina e de proteinas premsste ubiquitina. As UBPs também
estdo correlacionadas com a estabilidade de fati@escricionais entre outras funcoes
(Kim, 2003; Quesada, 2004).
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Um segundo grupo de cisteino-proteases, as UCHsmposto de proteinas
relativamente pequenas, entre 20 a 30 kDa, conmalguexce¢cbes. Estas tém um
dominio catalitico de aproximadamente 230 aminaécidque é estruturalmente
caracterizado pela presenca de uma triade caaldpresentando os residuos
conservados Cys, His e Asp (Kim, 2003).

Alguns estudos sugerem um papel para as UCHs enegaus especificos
regulados por ubiquitina. Mutacdes em UCH-L1 (UCHbressa especificamente em
neurénios), foram descritas em dois irmédos com ghoele Parkinson (PD). UCH-L1
mutada tem sua atividade DUB reduzida e um polisioid neste gene tem sido
relacionado a reducao no risco desta doenca. Neos tws estudos tém encontrado uma
relacdo estrita entre a atividade UCH-L1 e PD (Mijp2005).

A ataxin-3 uma proteina com dominio MJD (Doenca Machadophjse
representa o terceiro grupo de cisteino-protedsstabilidade de um nucleotideo nas
repeticbes CAG no gene ddaxin-3 leva a uma condi¢cdo neurolégica hereditéria
conhecida como ataxia espinocerebelar tipo 3 ongode Machado Joseph.afaxin-

3 se associa ao proteassoma, participando da vemlitiba-proteassoma, e apresenta
propriedades tipicas das DUBs (Nijman, 2005; Ameridochstrasser, 2004). Alguns
experimentos indicam que a funcdo normalatixin-3 esta envolvida na regulagéo
transcricional, mas se a atividade desta DUB tenpapel neste processo ndo se sabe
ao certo.

As proteases OTU compreendem um grupo pontual steimo-proteases que
sdo homoélogas ao gene do tumor ovarianBesophila Otubain-1e otubain-2foram
as duas primeiras proteinas OTU onde a atividadB foUverificadain vitro. Cézanne,
outra proteina contendo o dominio OTU, regula negaiente o NReB clivando
cadeias de poliubiquitina vitro (Balakirev, 2003; Evans , 2003).

O grupo das cisteino-metaloproteases JAMM/MNP+ mmterepresentado por
um constituinte da tampa do proteassoma 26S, angl#nle Rpnll, que € de extrema
importancia para a degradacdo de substratos pgliijados. Outra proteina com
motivo JAMM/MPN+ foi recentemente encontrada, a A@nolécula associada com
o dominio SH3 de STAM), que também tem atividadsubiuitinadora (Amerik e
Hochstrasser, 2004).
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A subfamilia de enzimas desubiquitinadoras-simile geconhecem a molécula
SUMO/Smt3, chamadas Sentrinas, clivam o precurgd@ para sua forma ativa que
contém o duplo residuo de glicina no motivo C-teahinecessario para sua ligacéo ao
substrato (Johnson, 2004). A conservacdo da viee eag leveduras e mamiferos
sugerem que esta molécula é um forte candidatogalagio da transcricdo e na
progress&o do ciclo celular de parasitos. E caraatia a presenca de dois subgrupos
de cisteino-proteases que clivam o substrato SUdd6hecidas como ULP1 e ULP2,
sendo ambas homologas encontradas Rfasmodium(Wu, 2003). Caracterizacdes
gendmicas e funcionais das ULPs sdo necessariasopanelhor entendimento das
origens evolucionarias assim como de suas func@esgenes correspondentes de
parasitos protozoarios.

A proteina relacionada com autofaginaadtophagy-related protein 4 Atg4),
um dos membros da subfamilia autofagina, € umaic@iprotease que processa Atg8
para expor a glicina C-terminal para conjugacéadjva Atg8 de seu conjugado PE na
membrana externa do autofagossoma (Kirisako, 2R0b@nsky, 2004). Homologos de
Atg8 em organismos apicomplexos e parasitos danordénetoplastidae foram
identificados (tabela 1), apresentando de 16,5 ,8%21de conservagao entre seus
ortélogos. A inibicdo da expresséo para Atg4lemmajorleva a defeitos no trafego dos
autofagossomas. Adicionalmente, parasitos que ssfoe um mutante ATPase,
acumulam autofagossomas e tem sua susceptibilaladentada a falta de nutrientes, e
sao incapazes de realizar a transicdo da formagstiyota para o estagio metaciclico
infectivo (Besteiro, 2006). Atg8 e Atg4 sdo altateenonservadas nos protozoarios,
enquanto ndo é observada a presenca da variani? Ams mesmos, 0 que vai ao
encontro dos resultados prévios obtidos por HernZ&)6, em seus estudos de
bioinformatica em tripanossomatideos.

Uma subclasse adicional de DUBs preditas identiisacom ferramentas de
bioinformética foi a familia PPPDE (lyer, 2004).uSerot6tipo foi uma proteina
hipotética encontrada no parasito apicompl&tgptosporidium parvumEmbora os
estudos nao confirmaram nenhuma atividade DUB nig#ida para nenhum dos
membros desta classe, as ferramentas de bioinficemdentificaram a maiorias das

classes de enzimas aceitas como DUBs (revisaddNipoan, 2005). Os estudos tém
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potencial de identificar o papel da interacdo cams assim como membros que tenham
novas fungdes relacionadas as ja conhecidas desbayg#s pelas DUBs classicas.

A subfamilia WLM é representada em plantas, fungagsitos apicomplexos e
tripanossomatideos. Em contraste, estas proteficasnteam-se ausentes em mamiferos,
Cryptosporidium e microsporidios, sugerindo que estes foram gesdem ocasides
distintas durante a evolugdo dos eucariotos. A®raésv filogenéticas dividem a
subfamilia WLM em dois grandes clados: (i) proteigae contém 1 ou 2 pequenos
dedos na porcado C-terminal, os quais incluem mesnlite fungos, plantas e
Trypanosoma e (i), proteinas que contém um dominio Ubiqgaitina por¢cdo N-
terminal, e ocasionalmente, um dominio PUG na po@&erminal, compreendidos por
diversos fungos e plantas. A subfamilia WLM de hogt@teases preditas parece ser
mais relacionada com homélogos bacterianos do goergetaloproteases tipo zincin-
similes de eucariotos. Assim, o ancestral de WLNega ter sido adquirido por
transferéncia horizontal genética de bactériasceutados para a fungdo do sistema

ubiquitina, independente de outros organismos eiias (lyer , 2004).

39



2. OBJETIVOS



Objetivos

Considerando que uma das caracteristicas maradwgesipanossomatideos € a
grande heterogeneidade tanto genb6mica quanto [geotentre espécies e cepas,
entendemos que estes parasitos protozoarios cmmstindo s60 bons modelos para
avaliar a relevancia biologica da regulacdo exarpielas enzimas desubiquitinadoras,
como também bons exemplos de organismos onde ¢deyanas taxas de
ubiquitinacao/desubiquitinacdo poderiam influenciamportamentos biol6gicos como
taxa de crescimento, patogenicidade e suscepéb#ids drogas.

Diante destas consideracdes, este trabalho teme objetivo geral reconstituir
o repertério de enzimas desubiquitinadoras emrogsomatideos, bem como estudar
aspectos moleculares e bioquimicos das enzimabidaginadoras em diferentes cepas
deT. cruzi De modo a estabelecer correlacdes, foi utilizzata as analisas silico as
seguintes espécies. cruzi T. brucej L. braziliensis L. chagasj e L. major. Para as
analises moleculares iniciais, foram utilizadaseas Berenice-62 (Be-62), Berenice-
78 (be-78), CL, Colombiana (Col) e Y docruzi

Para isso, foram realizados os seguintes objegispscificos:

1- Recuperar sequéncias dos bancos de dados publicos;

2- Analisar comparativamente as sequéncias supostamedificadoras para enzimas
desubiquitinadoras e desubiquitinadoras-similetotasuas paralogas quanto suas
ortélogas;

3- Padronizar a técnica do RT-qPCR;

4- Determinar o padrdo de expressdo dos geheldSP7 TcUSP1Q TcUSP14
TcUSP15% TcUCH-L3utilizando a técnica de RT-qPCR,;

5- Padronizar a metodologia de enriguecimento de asficla partir de formas
epimastigotas das cepasTecruzianalisadas neste trabalho;

6- Determinar conjugados ubiquitinados e sumorilad@s riracbes nuclear e
ciplasmaticas de formas epimastigotas nas cepasataziutilizadas neste trabalho;

7- Determinar a atividade desubiquitinadora totalrag&o nuclear e citoplasmatica em

formas epimastigotas das cepadderuziestudadas.
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Material e métodos

3.1. Andlises utilizando ferramentas de bioinforméata
3.1.1. Obtencéo das sequéncias

As sequéncias utilizadas neste trabalho foram gergmbr iniciativas tanto
nacionais quanto internacionais de sequenciamentdagga escala do genoma dos
parasitos protozoarios pertencentes a familia dipanbssomatideos, disponiveis
basicamente nos seguintes bancos de dados:

» GeneDB Version 2.1 (www.genedb.org),

* TriTrypDB Version 1.0 (tritrypdb.org),

* TcruziDB Release 5.1 (tcruzidb.org),

* The TIGRT. cruziGenome Project (www.tigr.org/tdb/e2k1/tcal),

* The TIGRT. bruceiGenome Projedivww.tigr.org/tdb/e2k1/tbal),

» The TIGRL. braziliensisGenome Project (www.sanger.ac.uk/Projects/L_heaals),
» The TIGRL. infantumGenome Project (www.sanger.ac.uk/Projects/L_infiamf

* The TIGRL. major Friedlin Genome Project (www.sanger.ac.uk/Projectmajor) e

* National Center for Biotechnology Information (wwebi.nlm.nih.gov).

3.1.2. Andlise e anotacao das sequéncias

Para a identificacdo das sequéncias codificadaes PUBs e DUB-simile nos
genomas dos parasitos protozoaiosruzi T. brucej L. braziliensis L. chagasj eL.
major, foi realizada uma busca por dominios PFAM v2Fhr(, 2008) em seus
respectivos bancos de proteinas preditas pelo métaodien Markov model (HMM),
utilizando como motivos de busca os seguintes dosiitJCH (PF00443), zf-UBP
(PF02148), Peptidase_C12 (PF01088), Mov34 (PF01398pv34 (PF01398),
Peptidase_C48 (PF02902), DUF862 (PF05903), Peptiist (PF03416), e WLM
(PF08325).

3.1.3. Caracterizagéo das sequéncias

ApOs a recuperacdo das ORFs preditas, partiu-sa para analise de

similaridade por BLASTp (disponivel em http://blasbi.nim.nih.gov) visando
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identificar ortélogos tanto com outros eucariotassim como entre 0s proprios
tripanosomatideos. Essa mesma metodologia fozadidi para pesquisa de paralogos
nas espeécies citadas.

Em seguida, as sequéncias que apresentaram diadarpor BLASTp (e-Value
<-5) com ort6logos de proteinas que nado foram ameente anotadas como DUBs ou
DUB-similes foram excluidas das analises postesiofeambém foram excluidas
paralogas que apresentaram mais de 97% de simdariquando alinhadas com a
ferramenta ClustalW (disponivel em http://www.ebid/Tools/clustalw2). Outro
critério adotado foi utilizar as maiores ORFs plientre paralogas para garantir
melhor cobertura nas analises posteriores.

Para a comparacdo entres as ORFs preditas dosogmddle paralogos
recuperados nos bancos de dados, os alinhamentas fieealizados utilizando o
software ClustalX 2.0 (Larkin, 2007), e formatadosm o auxilio do software
BOXSHADE v3.2 (Hofmann e Baron, disponivel em

http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).

3.1.4. Andlises filogenéticas

O alinhamento multiplo das proteinas preditas pairgeréncia filogenética foi
realizado com o software ClustalX 2.0 (Larkin, 2D87as analises filogenéticas foram
calculadas pelo software MEGA 4.1 (Tamura, 20073. akvores filogenéticas das
sequéncias foram inferidas utilizando o método haag-Joining (Saitou e Nei, 1987).
A arvore filogenética consenso foi montada utildam analise dbootstrapde 2000
réplicas para representar a histéria evolutivataess analisadas. Os bragos das arvores
correspondendo a partes que repetiram em meno9%edas réplicas dbootstrap
foram colapsados. As arvores foram desenhadas @tagsendo o tamanho dos ramos
correspondente as distancias evolutivas usadasipi@r& a arvore filogenética. A
distancia evolutiva foi calculada utilizando o nuobaseado na matrix JTT (Jones,
1992) e estdo em unidades do numero de substitud@eaminoacidos por posicéo.
Todas as posicdes contengaps e porcdes sem cobertura foram eliminadas do

conjunto de final dados (opcéo de delecdo completa)
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3.2. Validacao experimental das analises silico
3.2.1. Obtencéo das formas epimastigotas do cruz

As cepas utilizadas neste trabalho sédo pertencarit@sagem genétich cruzil
e ll. A cepa Y foi isolada de um caso humano aguoioFreitas e cols (1953), sendo
estudada e descrita por Silva e Nussenzweig (19%3)cepas Be-62 e Be-78, isoladas
da mesma paciente, através de xenodiagnostico gigad® e cols (1962) e Lana e
Chiari (1986), respectivamente. As formas epimasdy utilizadas nos experimentos
foram mantidas em meio LIT (Camargo, 1964) a 28°Cyletadas a cada 3 dias em sua

fase exponencial de crescimento.
3.2.2. Extracdo de DNA gendmico

Cerca de 2x10epimastigotas foram homogeneizados em 1mL de tauipiise
(Tris 50mM pH 7,5, N-laurilsarcosina 1%, EDTA 1mlgroteinase K 10@g/mL), e
mantidos a 37°C durante 2 horas. A segquir, foissenrgado 1060 de NaCl 5M e a
mistura foi incubada por 10 minutos a’65 Posteriormente, foi adicionado 100de
uma solucédo de CTAB/NaCl a 10%, seguido por umabacido de 20 minutos a°&

O DNA foi extraido com cloroférmio (v/v) e postemieente precipitado pela
adicdo de isopropanol (v/v) com conseguinte incéibag temperatura ambiente por 30
minutos. Em seguida, o DNA foi centrifugado a 1af)d&vado com etanol 70%, seco,
ressuspendido em agua e armazenad@€aAl figura 5 mostra uma preparacdo de DNA
gendmico realizada como descrito acima e analisadagel de agarose 0,6%. A

quantificacao foi realizada com o auxilio de umeesmfotdmetro com leitura a 260nm.
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Figura 5: Gel de agarose (0,6%) em TBE, corado corrometo de etideo, mostrando
extracBes de DNA genbmico de formas epimastigota decruzi. Cerca de 5ug de DNAg de
cada cepa foram utilizados na corrida eletrofoaétec para visualizagdo o gel foi corado com
brometo de etideo. A extracdo do DNAg e a montadengel foram realizadas segundo o
método descrito anteriormente. — cepa Be-62; a 8p78; Col — cepa Colombiana; Y — cepa
Y; CN — controle negativo.

3.2.3. Extracdo do RNA total em formas epimastigotade cepas dd. cruz

Todos os instrumentos utilizados foram esterilizagor autoclavacédo por 40
minutos ou limpos com inibidor de nucleases (RNABMAseAway (InvitrogeR').

Aproximadamente 1xfOepimastigotas foram homogeneizados em 1mL de
TRIzol® Reagent (InvitrogelY' ). Posteriormente o homogeneizado foi transfepiaia
tubos eppendorfde 1,5 mL e incubado por 5 minutos a temperatanhiente para
permitir a completa dissociacdo dos complexos deleoproteinas. Foram entdo
adicionados 0,2 mL de clorofémio (Sigma) para cadamL de Trizol nos tubos
contendo o homogeneizado e em seguida agitadososgynente durante 15 segundos,
e incubados novamente por 2 a 3 minutos a temparaimbiente. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 12 minutos a 08.@dn microcentrifuga (Centrifuga
Eppendorf 5418) a temperatura ambiente. Apés ariftegacdo, a fase aquosa foi
transferida para um novo tubo seguido da adicamtleme equivalente de etanol 95%
v/v (preparado com agua tratada com DEPC) e honeixpao suavemente invertendo
o tubo por trés vezes para precipitacdo do RNA.

Para purificacdo do RNA foi utilizado o kit de e¢édo de RNA total (SV total
RNA Isolation System - Prome@a seguindo o protocolo do fabricante.
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Resumidamente, a amostra foi transferida paraspm basketacoplado a um tubo
coletor de 2mL e centrifugado a 12.000g por 1,5uoist em microcentrifuga. O liquido
residual no tubo coletor foi descartado apds aessiMas centrifugacdes. Foram
adicionados 600uL de solucédo de lavag8w RNAWash Solutione em seguida
centrifugado a 12.000g por 1,5 minutos. As amostigdsRNA foram tratadas com
DNase para assegurar a auséncia de contaminac&uiNgg. Para isso, foi preparado
uma mistura contendo 40uL dellow core buffer 5,0uL MnC} 0,09M e 5uL de
DNase aplicados sobre a membranasgm baskete incubado por 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente foram adidm&00uL deSV DNase Stop
Solutionpara inibicdo da atividade enzimatica da DNas&l® foi entdo centrifugado
a 12.000g por 1,5 minutos e o liquido contido nbotwoletor descartado. Foi
adicionado entdo 600uL de solucéo de lavag&vhRNA Wash Solutipe centrifugado
por 12.000g por 1,5 minutos. Adicionou-se novam@biiiL dessa solucao de lavagem
no tubo seguido de centrifugacdo a 14.000g pomfrkitos, e posteriormente Spin
basketfoi transferido para um tubo de eluicdo e adialmnaO0uL de agua livre de
nucleases e centrifugado a 12.000g por 1,5 mindtesamostras foram armazenadas
imediatamente a -80°C até o momento do uso.

A seguir, uma aliquota desta preparacédo foi armkigeor espectrofotometria
para quantificar o grau de contaminacdo por praggintilizando a razdo das leituras
realizadas a 260 e 280nm, conforme descrito pob&aok, 1989.

A integridade da preparacéao foi verificada em geladarose 1,2% em MOPS
1X diluido com agua DEPC (MOPS 219, acetato deosd@ddratado 3,49, EDTA
tetrassodico 1,99, &gua DEPC 500mL, pH 7,0), reptado pela figura 6. Antes de
aplicar as amostras no gel, 10pg de RNA foram awiclos a 15ul de tampao de
amostra (formamida 187,5uL, formaldeido 27,5uL, NBOROX 37,5uL, azul de
bromofenol [100mg/mL] 1uL, agua DEPC 42uL e bromeé& etideo 0,5uL). Essa
mistura foi desnaturada por 15 minutos a 65°C,idagie banho de gelo por 3 minutos.
As amostras foram aplicadas no gel e adotou-sevoitegem de 50V, sendo o tampéao
de corrida MOPS 1X.

47



Material e métodos

Figura 6: Analise da integridade do RNA total obtid a partir de formas epimastigotas de
cepas doT. cruz. Aproximadamente 1y de RNA total, obtidos como descrito acima, foram
analisados em gel de agarose/formaldeido e comosrometo de etideo. Em 1 — cepa Be-
62; 2 — cepa Be-78; 3 — cepa Colombiana e 4 — ¥efs RNAs ribossomais estéo indicados
por setas e apresentam seus respectivos pesositasc

3.2.4. Obtencéo da primeira fita

A primeira fita do cDNA foi sintetizada utilizandoKit Thermoscript RT-PCR
System (Invitrogen), seguindo as recomendacoesluticinte. Para isso, foi utilizado
1ug de RNA total, 50pmol de oligo-dT, 10mM de dNTP&geia livre de RNAse para
um volume final de 10L. A desnaturacdo do RNA foi realizada atravésmtalhacéo
da mistura a 6%C em termociclador durante 5 minutos, seguido aédae gelo por 1
minuto. Em seguida, foram adicionados o tampéao rdam&, 0,1M de DTT e 15
unidades da enzima transcriptase reversa. Posbembe, essa mistura foi incubada
novamente em termociclador a’@2durante 60 minutos e 85 por 5 minutos. Por fim,

a amostra foi estocada a 2@0até o momento do uso.

3.2.5. Idealizacao dogrimers

Os primers para a analise da expressédo génica foram ideatizatilizando as
sequéncias depositadas no banco que codificavae qaata DUB, como mostra a
tabela 2. Foi utilizado o software GeneRunner (disponivel em

http://www.generunner.com), obedecendo os critép@as sua utilizacdo em analises
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por RT-gPCR, ou seja, o percentual GC de gadaer foi maior ou igual a 50%, para
nao hibridizar entre si, ou formar grampos. Comaegeonstitutivo, foi utilizada a

enzima hipoxantina-guanina fosforibosil transferall&SPRT (Allen e Uliman, 1994).

Tabela 2: Entradas correspondentes aoprimers utilizados na reacdo de RT-gPCR em
cepas deT. cruzi. Sdo apresentadas as respectivas entradas do bamados GeneDB, os
oligonucleotideos e o respectivo tamanho do prodétoco esperado. bp — pares de base; F —
fita direta; R — fita reversa.

Produto

Enzima Entrada Primers (5" - 3’) esperado

F -~ GCGTGCTCAAGACCTAAG ;o0 1
R — GAAGTTGGCGTTGGTAAG P

F — CATGCCTCGGTTCTTGTC 10200
R — CTGTCGTAAACTCGCTCAC P

F — ATGCTGATTCGGCTTGTG 10400
R — ATGCTGGAGACTGGATTG P

F — CGCACTTTGGAGGTAATC 10200
R — CCGTGGTGTAAACATCAC P

F - TTAAGGAGGGAGGGACTC
Tc00.1047053504109.90 1, GGOTGATIGTITOTGAC  103pD

TcUSP7 Tc00.1047053510761.70
TcUSP10  Tc00.1047053507507.40
TcUSP14  Tc00.1047053506569.10
TcUSP15 Tc00.1047053508707.180

TcUCH-L3

F — CACGGGAGTACGAGTTTG

HGPRT Tc00.1047053506457.30 1 _ G AGCACAAGAGGGTTGAC 137pb

3.2.6. Amplificacao utilizando PCR convencional

Cerca de 500ng de DNA gendmico de formas epinwasgda cepa Y do.
cruzi foram utilizados nas reacfes de PCR para postedooagem. Foi realizado um
programa de amplificacdo que consistiu de: umaaetipdesnaturacao inicial a 94°C
por 5 minutos, seguida de 30 ciclos formados pa atapa de desnaturacéo a 94°C por
1 minuto, uma etapa de anelamento a 60°C por ltmieuuma etapa de extensao a
72°C, terminando com uma etapa de extensao find2°&€ por 6 minutos. Nestas
reacbes foi utilizado o kiPlatinunf Taq DNA Polymerasélnvitrogen) segundo
especificacdes do fabricante, com uma concentfag@ade 1,5mM de MgGl

Para avaliar se os iniciadores utilizados amjphftan a sequéncia de DNA
especifica para os genes avaliados nas condicOaguersera realizado o gPCR, foi
realizado um programa de PCR com o reag8X¥8R GREEN PCR Master Mix
(Applied Biosystems) nas condi¢Oes de termociclageri5°C por 10 minutos, seguido
de 40 ciclos de 60°C por 1 min e 95°C por 15 semgindilizando o termociclador
Veriti™ Termal Cycler (Applied Biosystems). Paraoisfoi utilizado 4uL de cDNA
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diluido 5X, 1uM dos iniciadore®rward ereversede cada gene e 5uL de SYBR Green
PCR Master Mix para cada reagdo de PCR com volurakde 10pL.

Os ampliconsgerados nesta etapa foram visualizados em gebligcplamida
10% utilizando 6uL de produto de reacéo para 1utadgao de amostra (concentrado
6X).

3.2.7. Purificagao do produto de PCR

O produto obtido na reacdo de PCR a partir de DfRvAgransferido para um
novo tubo tipceppendorie em seguida foi adicionado 1/10 do volume inid@akcetato
de sédio 3M pH 7,0 e 2,5 vezes do volume de etahsbluto. Posteriormente esta
mistura foi incubada a -20°C por 30 minutos e eguiska, centrifugada a 10000g por 5
minutos. O precipitado foi lavado com etanol 70%eeo. O DNA foi ressuspenso em

10pL de agua milli-Q estéril.

3.2.8. Preparo de células competentes

Células dekE. coli (DH50) previamente estocadas a -80°C foram semeadas em
meio LB-Agar e incubadas & temperatura de 37°Cntlird6h. Posteriormente foi
retirado uma colbnia isolada, e esta foi inoculaa 5mL de meio LB-caldo,
incubando-se em shaker a 37°C sob agitacao deriGupante 16h. A seguir, 250uL
desta cultura foram transferidos para 25 mL de raBi@aldo e incubado emshakera
37°C sob agitacdo de 200rpm até umadafa de 0,3 a 0,5. Em seguida, a cultura foi
incubada em banho de gelo por 30 minutos e posteitte centrifugado a 3000g por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartadpediet foi ressuspendido em 10mL
de tampao PIPES e novamente centrifugado a 30@0@ @or 10 minutos. Esta etapa
foi repetida seguida de banho de gelo por 30 miatoentrifugado a 2000g a 4°C por
10 minutos. Opellet foi ressupendido em 1,2 mL de tampao PIPES e astoem
aliquotas de 200uL a -80°C até a etapa de tranaf@on
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3.2.9. Clonagem e obtencao do DNA plasmidial

O sistema utilizado para as reacdes de ligacam f@iGEM-T Easy Vector
System(Promega), segundo protocolo do fabricante. Residmnipara cada reacao de
ligacdo, foi preparado um mix contendelL5de 2X Rapid Ligation BufferlulL de p-
GEM-T Easy Vectoe luL de T4 DNA Ligaseadicionando-se em um tubo de 0,2mL
contendo 8L de produto de PCR purificado. Ap6s ser homogegizo tubo foi
incubado a temperatura de 4°C por 16 horas paraogoea a reagdo de ligacdo e
posteriormente armazenado em geladeira até o moméat uso na etapa de
transformacao.

Para a transformacgéo bacteriana, foi adicionadode produto de ligagdo em
tubos de 1,5mL para cadap®Ode células competentes previamente armazenaeas a
80°C. Em seguida, os tubos foram incubados em badalyelo por 30 minutos seguido
por banho maria a 42°C por 2 minutos e novametédados em banho de gelo por 2
minutos. Foi entdo adicionado 900de meio LB-caldo e incubado por 90 minutos a
37°C emshakera 200rpm. Posteriormente os tubos foram centrifoga 2000g por 5
minutos, e as células mantidas emllO8o meio inicial.

A seguir, esta suspensdo de células foi plaqueada meio LB-Agar
suplementado com ampicilina, IPTG e X-gal. Estasieeforam incubadas por 16h a
37°C, e os clones recombinantes foram selecionpélasresisténcia ao antibidtico e
incapacidade de hidrélise do substrato X-Gal.

Para a extracdo do DNA plasmidial, uma coléniamdunante foi transferida
para 5mL de meio LB-caldo suplementado com amp&i({lOOug/mL). Apos 16h de
crescimento a 37°C sob agitacdo de 200rpm, faiadeti uma aliquota de 1uL para
pesquisa de inserto, utilizando a técnica de PCRadl@nia, seguindo o protocolo
descrito no item 3.2.6. ApOs a andlise em gel deosg 1,2%, foram retirados 1,5mL
da cultura, os quais foram centrifugados a 140@@d@mminutos. pellet resultante foi
utilizado para a extracdo do DNA plasmidial, conferdescrito a seguir.

Inicialmente, opellet foi resuspendido em 100 de uma solu¢cdo contendo
glicose (50mM), EDTA (10mM), solucdo de Tris-HCI5(@M pH8,0) e 2(L de
RNAse 20mg/mL. ApGs 5 minutos de incubacdo em batiaelo, foi adicionado
200uL de uma solucéo contendo NaCl (0,2M) e SDS 1% mndgeneizado por
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inversdo. Posteriormente os tubos foram incubado®anho de gelo por 5 minutos e
em seguida adicionado 180 de solugcédo de acetato de potassio (3M pH4,8 gelad
misturado por inversdo. Os tubos foram entdo inbokgor 5 minutos em banho de
gelo e apos esta etapa foram centrifugados a 1380006 minutos. O sobrenadante foi
entdo transferido para um novo tubo e adicionadaul5@e isopropanol. Os tubos
foram incubados por 15 minutos a temperatura d¥&C-20posteriormente centrifugados
a 12000g por 10 minutos. O sobrenadante foi destmre adicionado 1mL de etanol
70% e em seguida centrifugado a 12000g por 10 wenuApdés o descarte do
sobrenadante, pellet foi seco com o auxilio de um fluxo laminar, e eaglEda
resuspendidos em pD de 4gua livre de nucleases e armazenado a -2@8°@mostras
de plasmideos purificados foram avaliadas em gedg#ose a 0,8% e coradas com

brometo de etideo.

3.2.10. Sequenciamento e andlise das sequéncias

As reacbes de sequenciamento foram realizadagantb o kit Big-Dye
Terminator (Applied Biosystems), de acordo com rastrucdes do fabricante, e as
reacdes analisadas no sequenciador automatico d¢ BBl 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Os plasmideos foram sequdosianas direcbes “direta” e
“reversa”, utilizando para isso, gwimers M13. A sequéncia obtida foi analisada
utilizando o algoritmo BLASTn contra o banco de@®adoT. cruzi

3.2.11. Padronizagéo da técnica de RT-gPCR

Para anélise da expressédo dos gdm&sSP7 TcUSP1Q TcUSP14 TcUSP15¢e
TcUCH-L3foi utilizada a técnica de PCR quantitativo, tambénhecida com®&eal
Time PCR As reacfes foram realizadas utilizando o kit STREREEN PCR Master
Mix (Applied Biosystems). As andlises foram reatiaa utilizando o método deCr e
o numero de moléculas de RNA calculado em relagdgeae constitutivo pelo método
do 2", conforme boletim técnico do fabricante, utilizand aparelho ABI7300
(Applied Biosystems).
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Para avaliar a eficiéncia da reagdo de qPCR pativessos pares dgrimers
utilizados neste trabalho, foram construidas cupzaéo utilizando diluicbes seriadas
de 10X de diferentes amostras de cDNA. O ensaiadalizado em duplicata e a
concentracdo dos iniciadores foi de 100nM, e osrgalforam plotados em um grafico
onde o eixo X representa o Log das concentracoe®NA e no eixo Y o valor deC
para cada diluicdo. Ogrimers foram considerados adequados para avaliar expressa
génica pelo sistema SYBR™ Green quando apresentefieiéncia de reacao acima de
99%, calculado pelslopeda curva aplicado na seguinte formula:

Eficiencia = [1§*°P9)- 1] x 100.

Os valores dbaselinee thresholdpara ogrimersutilizados foram ajustados de
acordo com cada par geimers variando de 3 a 15 ciclos referentebagelinee de
0,11 a 0,35 parthreshold(tabela 3). Segue como exemplopbsts de amplificacéo e a
curva de eficiéncia referente ao gene HGPRT demamtsino anexo 1. A eficiéncia de
reacdo doprimersutilizados estd demonstrada na tabela 3, bem seu® respectivos
coeficientes de linearidade. As curvas de disséoiggara cada par derimers é
mostrada no anexo 2.

Os testes estatisticos foram realizados com ocoapstrumental dcsoftware
GraphPad Prism 5.0 (Prism Software, Irvine, CA, YJSAnormalidade dos dados foi
demonstrada pelo teste Kolmogorov-Smirnoff. Comalados apresentavam natureza
paramétrica, foi realizada a andlise de varian@Bl(dVA) seguida pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey. Os dados obtidesnf@considerados estatisticamente

significativos quando o valor gefoi menor do que 0,09%€0,05).

Tabela 3: Eficiéncia dogrimers utilizados na técnica de RT-qPCR.

Gene Threshold Slope R2 Eficiéncia
TcUSP7 0,31 -3,328845 0,997797  99,71%
TcUSP10 0,11 -3,323556 0,999970  99,93%
TcUSP14 0,35 -3,329638 0,999861  99,68%
TcUSP15 0,34 -3,334141 0,999995  99,49%
TcUCH-L3 0,18 -3,343262 0,999196  99,12%
HGPRT 0,33 -3,324433 0,999970 99,90%
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3.2.12. Obtencdo do extrato protéico bruto e fracdmuclear de formas

epimastigota deT. cruz

Inicialmente, 2x1® epimastigotas foram adicionados em 1mL do tamp&o de
homogeneizag¢édo (HEPES pH 7,9 10mM, KCIl 10mM, MdCbmM, sacarose 0,34M,
glicerol 10%) acrescido de 0,2% de NP-40. A seguimistura foi estocada em banho
de gelo e sonicada utilizando o equipamento Son#t® (Branson), adotando-se 4
pulsos de 45 segundos com intervalos de 1 minutbatho de gelo.

Para o enriquecimento da fragdo nuclear de praaiaaformas epimastigotas
do T. cruzj adaptou-se o protocolo descrito por Shechter7, 266nforme descrito a
seqguir.

Primeiramente, 1xf0epimastigotas, com 3 dias de cultivo, mantidasnesio
LIT foram centrifugadas a 3000g por 15 minutos &@.4Descartado o sobrenadante,
estas foram ressuspendidas em tampao PBS 1X geledotrifugadas novamente nas
mesmas condi¢cdes. Em seguidaetiet foi cuidadosamente ressuspendido em 1mL de
tampdo de homogeneizagdo (HEPES pH7,9 10mM, KCIMOmIgCl, 1,5mM,
sacarose 0,34M, glicerol 10%) acrescido de 0,29%Eet0. Apds incubacdo por 10
minutos em banho de gelo, a amostra foi submetidan&rifugacdo a 6500g por 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi completamentevih (fracdo citoplasmatica), e
o pellet restante (fracdo nuclear) foi ressuspendido coskEmiente no tampao de
homogeneizagdo, desta vez sem a adicdo de NP-40sdgmida, a amostra foi
centrifugada a 800g por 15 minutos a 4°C. O sol@ma foi cuidadosamente
recolhido com o auxilio de um pipetador automatpara ser descartado. Para a
confirmacdo da presenca dos nucleopgeltet com aspecto transparente e gelatinoso
formado foi ressuspendido em 4@0do tampé&o de homogeneizacéo, e a uma aliquota
de 5Q.L foi adicionado fL de uma solucéo de lodeto de Propidio (10bg/e feito a
leitura imediatamente no microscopio de fluores@heica DM 5000 B.

Para as extracdes de proteina que seriam postente utilizadas nos
experimentos devestern blotting foi adicionado no tampao de homogeneizagdo 0s
inibidores de protease NEM (1mM), TPCK (), TLCK (10uM) e PMSF (1mM).
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A determinacdo da concentracdo protéica presengxtnato bruto foi realizada
segundo o método do BCA (Smith, 1985). Para a nog@ da curva padrao foi

utilizada a solucéo de soroalbumina bovina em dagdiluicdes.

3.2.13. Gel SDS-PAGE wrestern blot

Cerca de 20ug de extrato bruto ou 20ug das frandesar e citosolica foram
fracionados em gel de SDS-PAGE 10% como descrito la@mmli (1970). Foi
utilizado como padrao de peso molecular o PageRukbus Prestained Protein Ladder
(Fermentas). A amperagem durante a corrida foi0teA3 Apos a corrida, um dos géis
foi corado com solucéo de azul de Coomassie 2%agrgLo outro gel foi preparado
para a transferéncia de acordo com o método despat Towbin, 1979, com
modificagcbes no tampéo de transferéncia (Tris-HEh#M pH 8,3, glicina 192 mM,
etanol 18% e SDS 0,02%). Utilizou-se 25V a uma temprra de 4°C com agitacao por
16 horas. Apo6s o término da transferéncia, a memakiig corada com Ponceau (0,25%
em acido acético 1%) por 5 minutos e descorada &gua para visualizacdo das
proteinas. Posteriormente, a membrana foi bloqupadd 6 horas a 4°C com TBS-T
(Tris-HCI 50 mM pH 8,3, NaCl 150 mM, Tween-20 0,0%deite desnatado em poé
5%) e submetida Bnmunoblot Apos o bloqueio, a membrana de PVDF foi lavada 3
vezes em TBS-T e incubada com anticorpo primandi-(diquitina — Santa Cruz
Biochem — para detectar a ubiquitina e proteinaguitthadas e anti-SUMO — Santa
Cruz Biochem — para detectar SUMO e proteinas SUlistxs) numa diluicdo 1:250
em TBS-T durante 3 horas a 4°C. O anticorpo foionddo e a membrana lavada trés
vezes rapidamente com TBS-T. Na sequéncia a memlfoaincubada por 1 hora a
temperatura ambiente, com o anticorpo secundanid (G de coelho conjugado com
fosfatase alcalina — Sigma — para a deteccdo deipas ubiquitinadas e anti-IgG de
cabra conjugado com fosfatase alcalina — Sigmara padeteccdo de SUMO) na
diluicdo 1:1000. ApGs este periodo, a membrandaf@da por trés vezes durante 5
minutos em tampé&o de revelacao (Tris pH9,5, NaCl| SClL 1M e HO g.s.p.
100mL). Finalmente, foram adicionados 5mL de tampB®T/BCIP (Amresco)

agitando-se por 30 minutos.
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3.2.14. Atividade desubiquitinadora total

Nestes ensaios foi utilizado o substrato fluorag@z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly-
AMC para a determinacgéo da atividade desubiquitira(endopeptidasica) nas fragdes
citosOlica e nuclear das formas epimastigotas epascdd . cruziem estudo.

Para isso, foram utilizados 20ug de proteinasstatanforme descrito no item
3.2.12. O tampao utilizado nos ensaios de atividgatesenta concentracdo final de
Tris pH7,5 1M, MgC} 1M, DTT 100mM e peptideo fluorogénico 13mM, naserg;a
(controle negativo) ou auséncia de NEM 1mM. O engai realizado num volume
final de 200uL com incubacdo de 30 minutos a 37ACseguir, a reacao foi
interrompida pela adicdo de 2mL de etanol absol@o analisadas em
espectrofluorimetro (RF-5301PC - Shimadzu) nos comgntos de onda de 380nm
(excitacdo) e 440nm (emissao). Os resultados fevgmessos em unidades arbitrarias

de fluorescéncia por g de proteina por hora.
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Resultados

Para uma melhor avaliagdo dos resultados obtedta,sesséo foi dividida em 2
partes. A primeira compreende 0s resultados ddsesi@ silico correspondentes aos
genomas dos organismos analisadoscruzj T. brucej L. braziliensis L. infantum e
L. major. Na segunda, sdo apresentados os resultados diisesmmoleculares dos
genes TcUSP7 TcUSP10Q TcUSP14 TcUSP15e TcUCH-L3 bem como ensaios

bioquimicos, denominado validagio experimental.
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4.1.1. Repertério das enzimas desubiquitinadoras desubiquitinadoras-

simile emT. cruz

As sequéncias que apresentam os dominios relacie@advarias subfamilias de
DUBs foram recuperadas dos bancos de dados corantde®m material e métodos, e
estéo listadas abaixo.

A tabela 4 mostra os 34 contigs encontrados, bemocas subfamilias, seus
PFAMs ee-Valuescorrespondentes. Sendo assim, podemos observastpi@arasito
apresenta 18 entradas para a subfamilia USP, adestipara a subfamilia UCH, 2
entradas para a subfamilia JAMM, 3 entradas patdbtamilia Otubaina, 1 entrada para
a subfamilia Sentrina, 5 entradas para a subfaPHRDE, 2 entradas para a subfamilia
Autofagina, e somente 1 entrada para a subfamiliM\WPodemos também notar que
os valores de similaridade séo significativos gados os membros desta familia de
proteinas.

A figura 7 mostra o esquema posicionando os domipresentes nas ORFs
preditas obtidas no banco de dados Tdocruzi bem como seu tamanho quando
comparadas umas as outras. Podemos observar iuifsto aparentemente aleatéria
dos dominios ao longo das ORFs preditas. Em A, kdasiilia USP mostra esta
ocorréncia, tendo em vista que os dominios UCH ipoderesentar-se tanto na porcao
N-terminal, como, por exemplo, nas sequéncias TEAT053510761.70,
Tc00.1047053507053.100, ou na por¢cao C-terminahocpor exemplo nas sequéncias
Tc00.1047053510749.40, Tc00.1047053509965.40.

A figura 7 também mostra que as proteinas que ordaédominio UCH
apresentam tamanhos semelhantes, sendo 201 aa [araentrada
Tc00.1047053510945.10 e 217 aa para a entradaIleX@®53504109.90, ressaltando
que estes ocupam uma grande porcédo do tamanhdopdeditas ORFs (310 e 236 aa
respectivamente). Também € observado que as mstgire contém o dominio OTU
apresentam tamanhos semelhantes, sendo 85, 1128 eadlpara as entradas
Tc00.1047053508301.10, Tc00.1047053508723.59 e .T@80053508839.50,
respectivamente. Seus dominios apresentam difertaizacdes quando comparadas
as distancias das porcdes N e C-terminal nas ORE&ditgs, mais precisamente

compreendendo as posi¢des 401 a 485, 105 a 2165 & 4830, respectivamente.
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Também é mostrado na figura 7 que as ORFs pred#asenzimas que
compreendem a subfamilia PPPDE (dominios DUF86@saptam tamanhos distintos,
variando de 245 a 1004 residuos de aminoacidos, dominios de tamanho
semelhantes (139~172 aa) que se mantém prefererai@ na por¢cdo N-terminal. Ja as
entradas Tc00.1047053507017.150 e Tc00.1047053318(2que correspondem a
proteinas da subfamilia das autofaginas apreseB®&8maa e 357 aa, respectivamente.
Seus dominios conservados apresentam tamanhoshaetes| sendo 257 aa, com
inicio na posicdo 32 e término na posicado 288, d# tendo inicio na posicédo 67 e
término na posicao 326, respectivamente.

A regido que compreende o dominio Mov34, nas sel@® mostradas pela
figura 7, apresenta tamanhos similares entre agge@s, sendo 142 aa para a entrada
Tc00.1047053507083.60 e 165 aa para a entradaIlXD53506715.20, iniciando-se
nas posicoes 56 e 5, e terminando nas posi¢coes 1689, respectivamente.

A sequéncia que possui o dominio Peptidase_C48smondendo a familia das
sentrinas, mostrou, de acordo com a figura 7, ORHifm com 732 residuos de
aminoacidos, apresentando um dominio com 222 adg teeu inicio na posicao 498 e
término na posi¢cdo 719. Ja a familia WLM também troasna mesma figura, um
membro, cuja ORF predita é composta por 539 residieo aminoacidos, com 2
dominios de tamanhos semelhantes wmdem O primeiro dominio possui 169
aminoacidos e inicia-se na posicdo 12 e com térmmaosicdo 180, enquanto o

segundo possui 177 aa e tem inicio e término nsig@es 272 e 448, respectivamente.
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Tabela 4: Entradas de provaveis enzimas desubiquithidoras emT. cruz. As sequéncias
foram recuperadas do banco de dados geneDB (ttpvgenedb.org). Os e-Values foram
obtidos através da ferramenta BLASTp sob o mod®&d/Ho banco de dados PFAM v23.0.

Dominio Entrada Pfam e-Value Dominio
USP Tc00.1047053510749.40 UCH (PF00443) > 4.2e-13
(18 entradas) Tc00.1047053510761.70 zf-UBP (PF02148) (PF00443)
Tc00.1047053507053.100 ubiquitin (PF00240)
Tc00.1047053509965.40
Tc00.1047053508355.380
Tc00.1047053511307.20
Tc00.1047053504131.170
Tc00.1047053506569.10
Tc00.1047053509023.120
Tc00.1047053509429.250
Tc00.1047053511367.260
Tc00.1047053506871.50
Tc00.1047053506747.30
Tc00.1047053509073.30
Tc00.1047053508277.360
Tc00.1047053508153.120
Tc00.1047053506593.40
Tc00.1047053511003.80
UCH Tc00.1047053510945.10  Peptidase_C12 (PF01088) >7.5e-46
(2 entradas) Tc00.1047053504109.90
JAMM Tc00.1047053507083.60 Mov34 (PF01398) >3.7e-5
(2 entradas) Tc00.1047053506715.20
Otubaina Tc00.1047053508301.10 OTU (PF02338) >2.13-21
(3 entradas) Tc00.1047053508723.59
Tc00.1047053508839.50
Sentrin Tc00.1047053505193.40  Peptidase_C48 (PF02902) 1.6e-05
(1 entrada)
Permuted papain Tc00.1047053503693.20 DUF862 (PF05903) >1.1e-19
fold peptidase Tc00.1047053504797.80
Tc00.1047053506755.90
Tc00.1047053506871.130
Autophaginas Tc00.1047053507017.150  Peptidase_C54 (PF03416) >1.1e-14
(2 entradas) Tc00.1047053511527.50
WLM Tc00.1047053507509.60 WLM (PF08325) 2.1e-08

(1 entradas)
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Figura 7: Representacao esquematica dos dominiosnservados em ORFs preditas de possiveis enzimas
desubiquitinadoras de T. cruzi. As sequéncias foram recuperadas do banco de dadoeDB. As linhas
horizontais representam a estrutura primaria da @Rigita. Dominios conservados das subfamilias UCH
(PF00443), zf-UBP (PF02148), Peptidase_C12 (PF(Q1088v34 (PF01398), OTU (PF02338), Peptidase C48
(PF02902), DUF862 (PF05903), Peptidase_C54 (PFQZW_M (PF08325).
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4.1.2. Subfamilia USP ent. cruz

A figura 8 mostra a divergéncia entre os membrosutidamilia USP de DUBs
emT. cruzi indicando que estes se dividem em dois grandgsgr Dos 18 membros,
16 apresentam o dominio UCH e 2 o dominio Zf-UB#\de este representado pelas
entradas Tc00.1047053506593.40 e Tc00.1047053518M03rambém pode ser
observado a presenca do dominio Ubiquitin na eatfia@00.1047053506569.10. S&o
mostrados baixos valores deotstrappara as sequéncias analisadas.

Outra caracteristica observada entre os membrosulfamilia USP foi uma
grande conservacdo dos residuos de aminoacidenpegroximos a triade catalitica
(C-H-H), caracteristico do dominio UCH, como madtraa figura 9. Os residuos que
compdem a triade catalitica estdo realgcados cooula$r A distancia entre estes
residuos varia em tamanho na sequéncia da ORRgredsim como a distancia da
porcao N-terminal onde o dominio se encontra.

A figura 10 mostra o alinhamento de ort6logos d&P@-simile. As entradas
apresentadas possuem o dominio conservado UCH,r& @d. cruzi (entrada
Tc00.1047053510761.70) este contém 331 aa, iniciaadosi¢cdo 142 com término na
posicdo 472, estando os residuos cataliticos fammtds com uma seta vermelha nas
posicdes C154/H408/H417.

A figura 11 mostra o alinhamento de ortélogos &PWO-simile. As entradas
apresentadas possuem o dominio conservado UCH,r@& @d. cruzi (entrada
Tc00.1047053507507.40) este contém 438 aa, iniciaadposicdo 77 com término na
posicdo 434, estando os residuos cataliticos faemtds com uma seta vermelha nas
posi¢coes C89/H376/H385. As sequéncias Dr e Hs apt@® em sua por¢ao N-terminal
um braco de 250 aa que ndo possui cobertura camdasgos de tripanosomatideos.

A figura 12 mostra o alinhamento de ortdlogos &PW4-simile. As entradas
apresentadas possuem o0 dominio conservado UCH,r& @d. cruzi (entrada
Tc00.1047053506569.10) este contém 464 aa, iniciaadposi¢cdo 104 com término na
posicdo 450, estando os residuos cataliticos faemtds com uma seta vermelha nas
posicdes C116/H397/H406.

A figura 13 mostra o alinhamento de ortdlogos &PW5-simile. As entradas

apresentadas possuem o dominio conservado UCH,r& @d. cruzi (entrada
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Tc00.1047053508707.180) este contém 1207 aa, iuiciaa posicdo 531 com término
na posicdo 1168, estando os residuos cataliti@mgifitados com uma seta vermelha
nas posi¢cdes C543/H1142/H1150.

Tc00.10471 120
Tc00.1047053510761.70
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Tc00.1047053506747.30
0 14 Tc00.1047053507053.100
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44 I— Tc00.1047053508277.360
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Figura 8: Arvore filogenética consenso baseada naseqiiéncias de aminoacidos que contém o
dominio UCH (PF00443).A construcdo da arvore e a analise do “bootstfapim realizadas nos
programas ClustalX 2.0 e MEGA 4.1 respectivameRgga arvore consenso e confiabilidade dos ramos
formados foi utilizado o teste de filogeriaotstrap utilizando 2000 réplicas para cada sequénciapcom
descrito em materal e métodos. A barra representan®ro de aminoacidos que foram substituidos de
uma sequéncia para outra. Os codigos de acesgentefe as sequencias foram obtidos no banco de
dados GeneDB.
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Figura 9: Alinhamento da regido compreendendo os séduos cataliticos de dominios UCH
(PF00443) em ORFs preditas dd. cruz. O alinhamento mostra a regido dos residuos cataiti
cisteina/histidina/histidina (C/H/H — realcados comm quadrado) caracteristicos desse dominio. Os
pontilhados localizados na por¢cdo N e C-terminptegentam a porcao extra-dominio da proteina. Os
pontilhados dentro da sequéncia divergem em tamah@cordo com a entrada, sendo o menor
correspondente a sequéncia Tc00.1047053507053- 18D (@aa) e o maior a Tc00.1047053509073.30
(~600 aa) — dados ndo mostrados. As entradas fobbsidas no banco de dados GeneDB e os dominios
conservados foram localizados utilizando a ferrdam@&LASTp sob o modelo HMM do banco PFAM
v23.0. Os asteriscos (*) indicam conservacdo dawesde aminoacido em todas as sequéncias, dois
pontos (:) indicam posicbes em que todas sequérapassentam residuos de aminoacidos com
caracteristicas fisico-quimicas muito similareggreponto (.) indica posi¢cdes em que algumas se@g£nc
apresentam residuos de aminoacidos com caradasi§isico-quimicas semelhantes.
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Figura 11: Alinhamento das ORFs preditas deUSP10-simileem eucarioto:. A caixa azul
mostra a regido compreendida pelo dominio UCH (B#&B). As setas vermelhas, juntame
com os quadrados nao preenchidos indicam os restthutriade catalitic As entradas foram
obtidas no banco de dados Geni (Tc - T. cruzi Tc00.1047053507507.; Th - T. brucej
Tbh11.01.6080; Li -L. infantun, LinJ32_V3.1310; Lm -L. major, LmjF32.125(; Lb - L.
braziliensis LbrM32_V2.140() e NCBI (Dr —Danio rerio, XP_685621.3Hs - Homo sapiens
NP_005144.2)0Os asteriscos (*) indicam conservacdo do residuandeoacido em todas
sequéncias, dois pontos (:) indicansicdes em que todas sequéncias apresentam reslig
aminoacidos com caracteristicas fi-quimicas muito similares, e um ponto (.) indicaip@ss
em que algumas sequéncias apresentam residuosim@aeicthos com caracteristicas fis-
guimicas semelhantes.
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SGTME 219

TGNLS 219
LFEGKLE 217
LFEGKLHE 217
LFEGKMH 259
SFIDQFFGGTFE 239
SLIDQFFGVEFE 217

*xk * AR s k% P . * ..t 3 * k. ..akkdk .. skkokk o kk

Tc F REEKL? PEYLE FEWR? FPL 318
Th gvLE F KLA ARMP MVRE FPM 318
U AT TR A F AP g M FS¥ FPF 317
tm AF APCERA APEYVEVEMVRESH FPF 317
Lb PT AFDER ; \AQF PEYVE FSW PINFPF 359
Dm SE PS SEN?LQ F KSK KK R A F EQ) K IKFPI 338
Hs TEMKETESEEEEVTKGKENQLOLSGFINQEVKYLFTGLKLRLOEETIKOSPT RLEA MVRE VKEPL 316

Dominio'UCH"-"PF00443

Ic -==-P IPL--- 464
Th ----P IPL--- 465
Li 533
lm ---- TPVIPL--- 457
Lh -——-F IPL--- 499
Dm-----LEKL-------- 475
Hs ===== VEIMEEESE'—— 459

Figura 12: Alinhamento das ORFs preditas deUSP14-simileem eucarioto. A caixa azul
mostra a regido compreendida pelo dominio UCH (B#&B). As setas vermelhas, juntame
com os quadrados nao preenchidos indicam os restthutriade catalitic As entradas foram
obtidas no banco de dados Geni (Tc - T. cruzi Tc00.1047053506569.; Th - T. brucej
Th927.4.3790; Li -L. infantun, LinJ31_V3.0150; Lm -L. major, LmjF31.014(, Lb - L.
braziliensis LbrM31_V2.014() e NCBI (Dm -Drosophila melanogasteNP_609377.1; H-
Homo sapiens NP_001032411). Os asteriscos (*) indicam conservacdo do residu
aminoacido em todas as sequéncias, dois pontoxl{cam posi¢cées em que todas sequér
apresentam residuos de aminoacidos com caradasi$tsio-quimicas muito similares, e L
ponto (.) indica posic6es em que algumas sequéapr@sentam residuos de aminoacidos
caracteristicas fisicquimicas semelhant:
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4.1.3. Subfamilia UCH enil. cruz

A subfamilia UCH, cujos membros apresentam o dmmMeptidase C12
(PF01088), é compreendida por 2 isoformas, comdrmasfigura 14. Foi observado
21% de identidade entre seus membros. A figura éaminostra a presenca de um
braco de aproximadamente 80 residuos de aminoatépsercao C-terminal da entrada
Tc00.1047053510945.10 que ndo apresenta coberumasoa pardloga. E mostrado
também a presenca dos residuos cataliticos cdsticies desta subfamilia, sendo
C83/H157/D172 para a entrada Tc00.1047053510946.1097/H172/D187 para a
entrada Tc00.1047053504109.90.

A figura 15 mostra o alinhamento de ortélogos d&H-L3-simile. As entradas
apresentadas possuem o dominio conservado PeptitiEs¢quadrado verde), e para o
T. cruzi(entrada Tc00.1047053504109.90) este contém 23mia@mndo na posicéo 4

com término na posicéo 220.

K kkkok Kk P Lorn o kkpkrik Lk skkkg

Tc00.1047053510945.10 -MPEWCLT pm‘nummc--vav-:mqunn-—wsummﬁcnp-s —————————— VWP 68
Tc00.1047053504109. 90 MAKKWLPT PIVLN.LRILGVPIPKVIFCDV]GLDPDLLVFLPRPVRAMILL'PIIPIIDAADAKIVMMIIKAFMA 82

s kg okkkok
Tc00.1047053510945.10 DAPVEE.
Tc00.1047053504109. 90 IKD

sk v o * k% gk ok gk ok g e

- -DF SN LB IR AYLAGIQY FAPEEFFVLIDE 148

HA GI.IG'P-RALLI PHLD. = 163
bl & &d o) .*‘.*.*. ¥R wt By PR INk,

Tc00.1047053510945.10 l LOKG VVRKRVI GRGISFSLMA LI§ 230

Tc00.1047053504109. 90 I s‘cmm FVIVIH..AI'AKI' ----8FRENIIAL -- 236

Tc00.1047053510945.10 LEKEIEEAKAREEPIAYLARQLEELRLOREKCRAENORRRENYVPMYVELLKALARKCKLECIVEEALARKARSASSDRE 310

Tc00.1047053504109:.890 mrrmmmrmmmm s s e s e e o e o o i e T e T S T e o e 236
Figura 14: Alinhamento ORFs preditas de possiveisngimas desubiquitinadoras contendo
o dominio Peptidase_C12 (PF01088) d&. cruz. O alinhamento ressalta a grande
similaridade entre as sequéncias. Estdo marcadosucoe quadrado os residuos cataliticos
cisteina, histidina e acido aspéartico (C/H/D), ctedsticos deste dominio. Observa-se que a
entrada Tc00.1047053510945.10 apresenta um bracoswsn por¢gao C-terminal com
aproximadamente 80 residuos de aminoacidos, an§oapresenta cobertura com sua paraloga.
As entradas foram obtidas no banco de dados Gen@BBsteriscos (*) indicam conservacéo
do residuo de aminoacido em todas as sequéncigspadiatos (;) indicam posicbes em que
todas sequéncias apresentam residuos de aminoéomasaracteristicas fisico-quimicas muito
similares, e um ponto (.) indica posicbes em ggeraas sequéncias apresentam residuos de
aminodcidos com caracteristicas fisico-quimicasfwantes.
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Figura 15: Alinhamento das ORFs preditas deUCH-L3-simile em eucarioto:.. A caixa
verde mostra a regido compreendida pelo domPeptidase C12 (PF010. As setas
vermelhas, juntamente com os quadrados ndo preschindicam os residuos da trii
catalitica. As entradas foram obtidas no banco de dados Ge (Tc - T. cruzi
Tc00.1047053504109.90;Tb - T. brucej Th11.03.0890; Li L. infantun, LinJ25 V3.0190;
Lm - L. major, LmjF25.019(; Lb - L. braziliensis LbrM25 V2.0190)e NCBI (XI — Xenopus
laevis NP_001088200;1Hs - Homo sapiens NP_005993.1).0s asteriscos (*)indicam
conservagdo do residuo de aminoacido em todagjaérsgas, dois pontos (:) indicam posi¢
em que todas sequéncias apresentam residuos deaaios com caracteristicas fis-
quimicas muito similares, e um ponto (.) indica ip@dss em que almas sequéncias
apresentam residuos de aminoacidos com caraadasifisic-quimicas semelhant

4.1.4. Subfamilia JAMM emT. cruz

A subfamilia JAMM, cujos membros apresentam o demwMov34 (PF01398),
possui 2 representantes no genomT. cruzi Observase 6% de identidade entre s
membros, calculados pelo software ClustalW, consarite em material e métod

Na figura 168 mostrado que as sequéncias apresentam tamamizosasend
398 aa e 303 aa para as entreTc00.1047053507083.60 e 0@1047053506715..
respectivamente. Também sdo mostradas regifes méwleha cobertura entre

sequéncias paralogas.

4.1.5. Subfamilia otubaina enT. cruz

Esta subfamilia € compreendida por 3 membros gasugm o dominio OT!
(PF02338. As ORFs predas apresentam tamanhos variados (figi7), com 654, 261
e 847 residuos de aminoacidos para as entradas .1040053508301.1!
Tc00.1047053508723.59 e Tc00.1047053508839.50ecaspmente
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* - . . * dk -k * - .. *
Tc00.1047053507083. 60 MMMMQ pwmqpny LAALOMMIHAKRGEP 80
Tc00.1047053506715. 20 -—n.xn.a.lp%cvl m‘.vllzgllacm M PAISTGAKSFGGNV 78
---------- *-* * Hi
Tc00.1047053507083.6 .N A-mpm-p_wslmmmc s-mv-a 160
Tc00.1047053506715.2 ﬁvnmnlwc ----------- wn..n.vnmn VEIAPEMLAGASD 132
: % % % % ¥ %k vk * 1. . kek &
Tc00.1047053507083. 60 G-EGCI - FPENYVAEQOGESQHTD 238
Tc00.1047053506715.20 GHHERVI PRI p. Bfey [Ty Em——————— 198
Tc00.1047053507083. 60 GRHWEGSTISIWVPSERT x..p:ln 318
Tc00.1047053506715.20 —-—-mm-m == mmmmmmmmmm - IEIV PLRELP HRL —EV‘NAA cnmnpmuc 254
4 .* .
Tc00.1047053507083. 60 -svagnn.mcenqr. 398
Tc00.1047053506715.20 AAAFALQEVOL¥TLEKLIAQPELR 303

Figura 16: Alinhamento das ORFs preditas de possn&a enzimas desublqumnadoras
contendo o dominio Mov34 (PF01398) dél. cruz. O alinhamento ressalta a baixa
similaridade entre as sequéncias. As entradas faftidas no banco de dados GeneDB
(http://www.genedb.org). Os asteriscos (*) indicanmservacao do residuo de aminoacido em
todas as sequéncias, dois pontos (:) indicam pesiein que todas sequéncias apresentam

residuos de aminoacidos com caracteristicas féglomicas muito similares, e um ponto (.)
indica posicdes em que algumas sequéncias apresemsiduos de aminoacidos com
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes.

Tc00.1047053508301.10 —-mmmmmmmmmmmmmf MQAT AR~ gIeAGT 59
Tc00.1047053508839. 50 MGGESSSQICLIKGETPEQLALT pnn.ww] 85
Tc00.1047053508723.59 s o oee CESOR SO D Us.
Tc00.1047053508301.10 & PCWLCARPANY FILCFSCFR 116
Tc00.1047053508839. 50 GEBGWARGPISDCERYALEFPVVEVER IVSEFKHY PCHIDEAKKE n-mz.z 170
T T e b 4
- *
Tc00.1047053508301.10 FPLID SPAAFTAKLWRLE -~~~ ——— $sD sy 183
Tc00.1047053508839.50 APEPSALISAALPNMD PVASIGEE VEFH QEPQPAS TKSQE 255
Tc00.1047053508723.59 LRLPNSSQPVEFDVEERTPWIAFLEGVESREG-—--—----------—~ sqrpnwnmmz.vus LI 72
Tc00.1047053508301.10 VDPEQ 247
Tc00.1047053508839. 50 340
Te00.1047053508723 . 59 105
* * * [ 3 *

Tc00.1047053508301.10 .VGTII SICQSACR“———— IVWK QPLIWACS; 312
Tc00.1047053508839. 50 LLGSEDTHEIT SDSLEIN 125
Tc00.1047053508723.59 --SBNS LNVI.RI —————————————————————————————————— KSREDGPKLREECAAVV 138
Tc00.1047053508301.10 mf ------------ LRVCRECGAYRMP T TABg----- 380
Tc00.1047053508723 .59 LANPDE---- 144
Tc00.1047053508301.10 462
Tc00 . 1047053508839 50 595
Tc00.1047053508723.59 166
Te00.1047053508301.10 519
Tc00.1047053508839. 50 680
Tc00.1047053508723 .59 205
Te00.1047053508301.10 590
Tc00.1047053508839.50 T 765
Tc00.1047053508723 .59 261
Tc00.1047053508301 .10 —----======———=== RPREVEP! PPLVE PAR 654
Tc00.1047053508839.50 mpmwmuz FLELPDVGE rnprum - 847
00 0A 705 808235 e . N e 261

Figura 17: Alinhamento das ORFs predltas de possiig enzimas desubiquitinadoras
contendo o dominio OTU (PF02338) dé&. cruzi. O alinhamento ressalta a baixa cobertura
entre as sequéncias. As entradas foram obtidas apncob de dados GeneDB
(http://www.genedb.org). Os asteriscos (*) indiceomservacado do residuo de aminoacido em
todas as sequéncias, dois pontos (:) indicam pesiein que todas sequéncias apresentam
residuos de aminoacidos com caracteristicas fégidmicas muito similares, e um ponto (.)
indica posicdes em que algumas sequéncias apresemsiduos de aminoacidos com
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes.
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4.1.6. Subfamilia sentrina enT. cruz

Observa-se uma Unica sequéncia previamente anatladbanco de dados
GeneDB contendo o dominio Peptidase_C48 (PF02882)pnsavel pela remo¢édo da
ubiquitina-simile sentrina/Smt3.

A figura 18 mostra os residuos da triade catalit@racteristicos desta familia,
representados por uma histidina, seguido de uno é&sgartico, e por fim uma cisteina,

nas posi¢coes 588, 605 e 680, respectivamente.

#HMM  1*->ewlIndtvidfylkllaerleskdedsknervhffntfF yskLtkIfkdFkkc
#MATCH +wind+vit++yl ++ ++ + + + +ke v + + fF + 4+l +d+ k
#SEQ 498 QWLNDQVINAYLSMI-CDERNN-TSGKEEAVSLGTHFFARVEQELKGDLSKV

#HMM kskkkfkegkklkdfyngvrrwirkvnkkdIfdkDiiy iPinldgkHWwIIi
#MATCH + ++ ++++ + ++ A+ + +i+iP +nl + HW |++

#SEQ VQLPSLQKDSGILRWLRRRRNILQPG------ ATRVIL IPVNLSQTEWALWV
#HMM InlpkkpsctltilDSlislhtkesavkkgirpidnll pyLveeW..alkke
#MATCH n++ t ++DSi++ a+ +i+++ | +e+W+ +++e+

#SEQ FNWEVH---TWFYY BSYIRGKA---AMTRGILVLQQLSHVFLESWriLCDSE

#HMM nkdllpiskvgyditpfeierltkv............. .PQQpnsgDCGiyv
#MATCH + + 1+ + et PQQ+n +DCG++v
#SEQ GGNA------- CHLADCKLVVAEPLrgnersydggfaf aPQQSNLY[@GVFV
#HMM Ikfiellaegvpgefsgakdltekdvdrfrkklavdiy eilrsrl<-*237
#MATCH ++++ +gv f+q  +dv+r+| +l+++

#SEQ CHMAWCAVHGVATVFTQ------ EDVTAHRRALL---- HELLCQK 719

Figura 18: Alinhamento da regido do dominio Peptidae_C48 (PF02902) da entrada
Tc00.1047053505193.40 de cruz com seu correspondente HMMOs dominios cataliticos
estdo realgados por quadrados nas posi¢coes H58BMERD (considerando a posigdo na ORF
completa). Osnatchsquando + representam a conservacao da funcasidinoede aminoacido
quando comparado a sequéncia (#SEQ) ao dominiermau® (#HMM) depositado no banco;
guando h& a repeticdo do aminoécido significa idadé entre os residuos representados. As
entradas foram obtidas no banco de dados GeneDBY¥S PFAM (#HMM), e o alinhamento
foi obtido com o auxilio do software PFAM.

4.1.7. Subfamilia autofagina enfT. cruz

A familia das autofaginas, caracterizadas pelasgmg@ do dominio
Peptidase_C54 (PF03416), € representada no genomgarmsitoT. cruzi por 2

possiveis membros.
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A figura 19 mostra a presenca de uma diade d¢edaliis posicbes C68/H234
para a sequéncia  Tc00.1047053507017.150, e para equérkgia
Tc00.1047053511527.50 nas posi¢coes C97/H272, masoamn um quadrado vazado

na cor preta.

: H * *: ki sokk o kk o ko
1047053507017.150 -------- MEWLKIALVAFSG! PC.ILG'KVA.K'I- 1 PLPH 63
1047053511527.50 h'mlRlAGAAPFCDm. cMFaLRAHKLL PLM.G 92

Dokk o kkkk kK

1047053507017.150 sz F e — DCRI.IHFC'I-D GCIAIRCCV'NAV.R 145
1047053511527.50 LFWG sp[zwn-mcnvp pm: v_s.nm;—v.c .uqqnmm 184
* . o ke sk : % -
1047053507017.150 KLIPPIRVWC-GCLLAR'IC' FG'VI.ILAPMRC FlL'HLLH.ACIGWGGVPlR- 0 238
1047053511527.50 GGIGPVVMEER.IH.VKI IPVMLG-IRVI mc:w-IGILGGK.R]ALmFGHQDD QP 276

VAE 328
FS8 357
Figura 19: Alinhamento das ORFs predltas de possiie enzimas desubiquitinadoras
contendo o dominio Peptidase C54 (PF03416) de cruzi. O alinhamento ressalta a alta
similaridade entre as sequéncias obtidas no béeco,como a presenca de regides onde ndo ha
cobertura entre as parélogas. Estdo marcados coguaanado os residuos cataliticos cisteina e
histidina (C/H), caracteristicos deste dominio. eldradas foram obtidas no banco de dados
GeneDB. Os asteriscos (*) indicam conservacdo dbdwe de aminoacido em todas as
sequéncias, dois pontos (:) indicam posicdes entapas sequéncias apresentam residuos de
aminoacidos com caracteristicas fisico-quimicagamimilares, e um ponto (.) indica posi¢coes
em que algumas sequéncias apresentam residuosimd@aeithos com caracteristicas fisico-
guimicas semelhantes.

4.1.8. Subfamilia PPPDE enf. cruz

A subfamilia PPPDE, é caracterizada pela preselgcadominio DUF862
(PF05903), apresenta 5 possiveis membros no gedoiecruzi

A arvore filogenética apresentada na figura 20emsaga ocorréncia de
duplicacdes génicas que resultaram em 3 cladostdst A figura 21 mostra a
ocorréncia de diversas regides onde ndo ha paréaemine as seqiéncias paralogas de
PPPDE ndl. cruzi Observa-se também um melhor alinhamento na rédrtesminal
das proteinas, onde estdo localizados os domioiseovados, enquanto a regido C-
terminal apresenta alto grau de diversificacéo.

As figuras 20 e 21 mostram a maior similaridaddreeras sequéncias
Tc00.1047053506755.50 e Tc00.1047053506755.90,uass capresentam a relacéo

‘tamanho do dominio’/*ORF completa’ maior que asrasi entradas.
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49 Tc00.1047053506755.50
[l _I Tc00.1047053506755.90
Tc00.1047053503693.20
Tc00.1047053506871.130
Tc00.1047053504797.80

05
Figura 20: Arvore filogenética consenso baseada naseqiiéncias de aminoacidos que
apresentam o dominio DUF862 (PF05903A construcdo da arvore e a analise do “bootstrap”
foram realizadas nos programas ClustalX 2.0 e MEGA. Para &arvore consenso e
confiabilidade dos ramos formados foi utilizadcesté de filogenia bootstrap, utilizando 2000
réplicas para cada sequéncia. A barra representaineero de aminoacidos que foram
substituidos de uma sequéncia para outra. Os dg@acesso referentes as sequéncias foram
obtidos no banco de dados GeneDB.
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Figura 21: Alinhamento das ORFs preditas de possii®e enzimas desubiquitinadoras
contendo o dominio DUF862 (PF05903) d&. cruzi. O alinhamento ressalta a diversidade
entre as possiveis enzimas desubiquitinadora-sirsiguéncias obtidas no banco GeneDB. Os
asteriscos (*) indicam conservacao do residuo dia@mido em todas as sequéncias, dois
pontos (:) indicam posi¢gées em que todas sequéaprasentam residuos de aminoacidos com
caracteristicas fisico-quimicas muito similaresjreponto (.) indica posi¢bes em que algumas
sequéncias apresentam residuos de aminoacidos amacteristicas fisico-quimicas
semelhantes.
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4.1.9. Subfamilia WLM emT. cruz

A subfamilia WLM, caracterizada pela presenca doidm WLM (PF08325), é
representada nol. cruzi por apenas 1 membro, com O numero de acesso
Tc00.1047053507509.60 no banco de dados GeneDB.

A figura 22A mostra identidade entre o primeiro dioim e a sequéncia
consenso depositada no banco de dados PFAM. Pod@tassum e-Value de 5.5e-52.

A figura 22B mostra que o segundo dominio apreseiMalue de 2.3e-08.

A
#HMM  1*->phvsnikalkilpLrkPdksrAldILkrlAadpGvrp IMkehrfrVglLtEfyPrnpr
#MATCH ++++ I+ + AR + I+ +h+++++ L+EfyPr++r

#SEQ 12 STIGAATTLG-----WAGDEYAREYMQRLLVR--AHA ILSAHNWKIRHLKEFYPRSAR

#HMM vssrLLGINVNkGekleLRLRtpsddkgFLpyesimg TILHELaHnvhgpHDakFyal
#MATCH LLGINVN+G++++ R+R ps ++ FLp++++++ T+LHELaH+ +++HD+ F+ |
#SEQ ----LLGLNVNRGDEVCVRFRAPSAKNTFLPFTDVIC TMLHELAHCRYSRHDKYFWGL
#HMM IdeLekEveelLdarGytgtGdgFIstGrrlggrgvyn gvPIslreaaereaeervidg

#MATCH +++L E+e L++ G+ G+ +g ++ +

#SEQ YSQLVTECEQLEV-GIA-------- CGKIVGTASQQF -

#HMM tgleGggrrLGRGnssvsrpkkaktkakkalrtklkk rriegekvkkEeggksvaksr
#MATCH +++G+ +1LG G+ ++ p

#SEQ -RFTGS-HRLG-GSGPSLHP---------------—- e

#HMM vrsgasaRelaaeAAerRle<-*252
#MATCH ++ stR+++a+AA +R++

#SEQ -NCLTSMRKILADAALKRIQ 180

B
#HMM  1*->phvsnikalkilpLrkPdksrAldILkrlIAadpGvrp IMkehrfrVgILtEfyPrnpr
#MATCH +v+ ik+ + + AILHA+ p I++e++++V +L Ef P +
#SEQ 272 CAVQHIKVFG----AQTGNLSAHGLLGRLADV--LDP ILRERGWQVICLNEFSPTTLT
#HMM VS srLLGINVNkGekleLRLRtpsddkgF LpyesimgTILHELaHnvhgp
#MATCH VA++++ 4o ++ RLR+p+ +++F L++ ++ LH+LaH+v
#SEQ VMsqgefidsRR--------- AVLRVRLRSPNTPSEF LSFAYVCTAALHQLAHMVERH
#HMM HDakFyalldeLekEveelLdarGytgtGdgFIstGrr lggrgvyngvPIslreaaere
#MATCH H+ F++++ + ++L ++ + ++  ++
#SEQ HGVAFFEVWVSMLN--CCLMT--------- EKVQEDV VMSEDIKGSL-----------
#HMM aeervldgtgleGggrrLGRGnssvsrpkkaktkakk alrtklkkrriegekvkkEeg
#MATCH ++ 4 G G+
#SEQ —-LQFTRRLETILEDQRGG-GKRP--------=-== e
#HMM gksvaksrvrsgasaRelaaeAAerRle<-*252
#MATCH +st lat ++
#SEQ - LTMTSMHSLVADCGNVVKR 448

Figura 22: Alinhamento da regido dos dominios WLM PF08325) da entrada
Tc00.1047053507509.60 de cruzi com seu correspondente HMMOs matchsquando+ representam

a conservagdo da funcdo do residuo de aminoacidparando a sequéncia (#SEQ) ao dominio
conservado (#HMM) depositado no banco; a repet@@oaminoacido significa identidade entre as
posicdesA — primeiro dominio, apresentado pela sequéncia, 89 aminoacidos, iniciando na posicéo
12 e terminando na posicdo 180 em relacdo a ORpletanB — segundo dominio, apresentado pela
sequéncia possuindo 177 aa, com inicio na posigdoe2término na posicao 448 em relacdo a ORF
completa. As entradas foram obtidas no banco desd&tneDB (#SEQ) e PFAM (#HMM) , e o
alinhamento foi obtido com o auxilio do softwareARFE
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4.1.10. DUBs e DUBs-simile no TriTryp

A tabela 5 mostra o repertério de DUBs ém major, L. braziliensis L.
infantum T. bruceie T. cruzi Podemos notar quB cruziapresenta o maior repertério
de DUBs eL.. majora menor, com 30 membros. Além disso, verificotiagebém que
nao ha representantes da subfamilia Josephin (PBP2@ genoma destes parasitos.
Também podemos observar que as espécibsaziliensise L. chagasicompartilham
no menor niumero de membros da subfamilia USP.

A espéciel. braziliensisapresenta o menor numero de membros da subfamilia
PPPDE, contando com 4 membros, contra 5 das oefpécies analisadas. As
subfamilias UCH, JAMM, Otubaina, Sentrina, Autofegie WLM compartilham do
mesmo numero de membros entre essas espécies.

As tabelas 6 a 9 mostram os contigs correspondastesbfamilias de DUBs e
DUBs-simile, bem como seus PFAMseeValuescorrespondentes, nas espédies

braziliensis L. infantum L. major, eT. brucei

Tabela 5: Numero de contigs que possivelmente caddm para enzimas
desubiquitinadoras e desubiquitinadoras-simile em idersos tripanosomatideos. As
sequéncias foram recuperadas do banco de dadd3RBjene

p; _Especle L. major L. braziliensis L. infantum T. cruz T. brucei
Subfamilia
USP 17 16 16 18 17
UCH 2 2 2 2 2
JAMM 2 2 2 2 2
Otubaina 3 3 3 3 3
Josephin 0 0 0 0 0
Sentrina 1 1 1 1 1
PPPDE 5 4 5 5 5
Autofagina 2 2 2 2 2
WLM 1 1 1 1 1
Total 33 31 32 34 33
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Tabela 6: Entradas de enzimas desubiquitinadoras ein brazliensis.

Dominio Entrada Pfam e-Value Dominio
USP LbrM09_V2.0240 UCH (PF00443) >2.5e-18
(16 entradas) LbrM12 V2.0210 zf-UBP (PF02148) (PF00443)
LbrM15_V2.1240 ubiquitin (PF00240)
LbrM16_V2.0720
LbrM17_V2.1200
LbrM20_V2.3690
LbrM21_V2.0460
LbrM24 V2.0630
LbrM27_V2.1390
LbrM30_V2.1320
LbrM32_V2.1400
LbrM32_V2.3160
LbrM34_V2.1640
LbrM34_V2.2360
LbrM29 V2.2270
LbrM31_V2.0140
UCH LbrM24 V2.0420 Peptidase_C12 (PF01088) >9e-72
(1 entrada)
JAMM LbrM16_V2.0860 Mov34 (PF01398) >2.9e-10
(2 entradas) LbrM26_V2.2360
Otubaina LbrM16_V2.1440 OTU (PF02338) >3.2e-17
(3 entradas) LbrM34_V2.1310
LbrM35_V2.6330
Sentrin LbrM26_V2.1990 Peptidase C48 (PF02902) 8.8e-08
(1 entrada)
Permuted LbrM09_V2.1350 DUF862 (PF05903) >1.5e-17
papain fold LbrM24_V2.0660
peptidase LbrM32_V2.1490
(4 entradas) LbrM33_V2.2550
Autophaginas LbrM30_V2.0280 Peptidase C54 (PF03416) >5.4e-15
(2 entradas) LbrM32_V2.4130
WLM LbrM32_V2.1470 WLM (PF08325) 1.8e-26

(1 entrada)
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Tabela 7: Entradas de enzimas desubiquitinadoras ein. infantum.

Dominio Entrada Pfam e-Value
Dominio
USP LinJ09_V3.0390 UCH (PF00443) >9.6e-14
(16 entradas) LinJ12_Vv3.0170 zf-UBP (PF02148) (PF00443)
LinJ15_Vv3.1320 ubiquitin (PF00240)
LinJ16_V30730
LinJ17_Vv3.1190
LinJ21_Vv3.0460
LinJ24_Vv3.0630
LinJ27_Vv3.1170
LinJ30_V3.1260
LinJ32_Vv3.1310
LinJ32_V3.3060
LinJ34_V3.3890
LinJ35_Vv3.1730
LinJ35_V3.2460
LinJ29_Vv3.2410
LinJ31_Vv3.0150
UCH LinJ24 V3.0420 Peptidase_C12 (PF01088) >7.0e-64
(2 entradas) LinJ25 V3.0190
JAMM LinJ16_V30850 Mov34 (PF01398) >8.7e-07
(2 entradas) LinJ26_V3.2450
Otubaina LinJ16_V31460 OTU (PF02338) >2.7e-22
(3 entradas) LinJ35_V3.1400
LinJ36_V3.6280
Sentrin LinJ26_V3.2070 Peptidase C48 (PF02902) 4e-05
(1 entrada)
Permuted LinJ09_V3.1360 DUF862 (PF05903) >8.5e-14
papain fold LinJO9 V3.1370
peptidase LinJ24 V3.0660
(5 entradas) LinJ32_V3.1390
LinJ33_V3.2390
Autophaginas LinJ30_V3.0270 Peptidase_C54 (PF03416) >7.9e-15
(2 entradas) LinJ32_V3.4040
WLM LinJ32_Vv3.1370 WLM (PF08325) 8e-31

(1 entrada)
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Tabela 8: Entradas de enzimas desubiquitinadoras ein major.

Dominio Entrada Pfam e-Value
Dominio
USP LmjF09.0240 UCH (PF00443) >2.8e-17
(17 entradas) LmjF12.0190 zf-UBP (PF02148) (PF00443)
LmjF15.1300 ubiquitin (PF00240)
LmjF16.0730
LmjF17.1090
LmjF21.0400
LmjF24.0620
LmjF27.1270
LmjF29.2300
LmjF30.1200
LmjF31.0140
LmjF32.1250
LmjF32.2910
LmjF34.4060
LmjF35.1740
LmjF35.2410
LmjF34.3280
UCH LmjF24.0420 Peptidase_C12 (PF01088) >2.5e-63
(2 entradas) LmjF25.0190
JAMM LmjF16.0850 Mov34 (PF01398) >5.7e-09
(2 entradas) LmjF26.2430
Otubaina LmjF35.1390 OTU (PF02338) >3.1e-16
(3 entradas) LmjF36.6020
LmjF16.1385
Sentrin LmjF26.2070 Peptidase C48 (PF02902) 1.9e-08
(1 entrada)
Permuted LmjF09.1300 DUF862 (PF05903) >2.6e-15
papain fold LmjF09.1310
peptidase LmjF24.0650
(5 entradas) LmjF32.1330
LmjF33.2260
Autophaginas LmjF30.0270 Peptidase_C54 (PF03416) >1.2e-14
(2 entradas) LmjF32.3890
WLM LmjF32.1310 WLM (PF08325) 1.5e-31

(1 entrada)

80



Resultados

Tabela 9: Entradas de enzimas desubiquitinadoras e brucel.

Dominio Entrada Pfam e-Value
Dominio
USP Tb09.160.4020 UCH (PF00443) >6.4e-16
(17 entradas) Tb09.211.4270 zf-UBP (PF02148) (PF00443)
Tb09.211.4910 ubiquitin (PF00240)
Tbh10.70.5540
Tbh11.01.4060
Th11.01.6080
Tbh11.02.2940
Th11.46.0014
Th927.3.4840
Th927.4.3790
Th927.5.2400
Th927.6.1110
Th927.6.2690
Th927.8.5620
Th11.01.7760
Tb09.160.2620
Th927.4.1460
UCH Tbh11.02.2800 Peptidase_C12 (PF01088) >5.8e-66
(2 entradas) Tb11.03.0890
JAMM Tb09.160.0580 Mov34 (PF01398) >8.1e-06
(6 entradas) Th927.8.5530
Otubaina Tbh10.6k15.1750 OTU (PF02338) >1.0e-19
(3 entradas) Th927.5.1070
Th927.8.5050
Sentrin Tbh09.160.0970 Peptidase_C48 (PF02902) 5.0e-10
(1 entrada)
Permuted Tbh09.160.2050 DUF862 (PF05903) >1.8e-18
papain fold Th11.01.5020
peptidase Th11.01.5070
(5 entradas) Th11.01.6150
Th11.02.2980
Autophaginas Tb11.01.7970 Peptidase_C54 (PF03416) >7.3e-14
(2 entradas) Th927.6.1690
WLM Th11.01.6130 WLM (PF08325) 1.5e-54

(1 entrada)
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4.1.11. Subfamilia USP de proteinas no TriTryp

Os membros da subfamilia UCH que apresentam donR®Ri00443 foram

comparados quanto a identidade com ortélogds. deajor, L. braziliensisL. infantum
T. bruceie T. cruzi Os resultados estdo apresentados na Figura @8nm@s observar

que T. brucei ndo apresenta ortdlogos correspondentes a entrada
Tc00.1047053507053.100.
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Figura 23: Dendograma dos membros da subfamilia USPde proteinas em
tripanossomatideos.A construcao foi realizada com o auxilio dsuftwaresClustalX 2.0 e
MEGA 4.1 respectivamente. Para isso, foram utibzads dominios conservados UCH

(PF0O0443) presentes nas ORFs preditas previamdatgificadas, como descrito na secéo
material e métodos. Pode-se observar que a sequec@).1047053507053.100 ndo apresenta

ortélogo emT. brucei Os codigos de acesso referentes as sequéndas dbtidos no banco de

dados GeneDB.
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4.1.12. Membros das subfamilias UCH/JAMM/OTU no Trlryp

A Figura 24A, B e C, mostram respectivamente atidade entre os membros
das subfamilias UCH, JAMM e OTU entre seus par&agortologos.

A subfamilia UCH apresenta dois paradlogos em canea dos genomas
estudados. Podemos notar que a identidade corhpddilentre os paralogos Gecruzi
foi de 15%. Este mesmo padrdo foi encontrado paraspécies deeishmania
estudadas, com 5, 19 e 18% pdra braziliensis L. infantum e L. major,
respectivamente. Ef. brucej a identidade detectada foi de 21%. Além dissuop&an
foi possivel evidenciar que a identidade compaatith entre os ortélogos foi de 43 a
97%.

A familia JAMM também possui dois membros em cada dos genomas
estudados. A andlise comparada entre os paral@bsaluzimostram uma identidade
de 6%. Este mesmo padréo foi encontrado para @&siespdeleishmaniaestudadas,
com 9, 11 e 10% para braziliensis L.infantume L. major, respectivamente. Em.
brucei a identidade detectada foi de 9%. Entre os sesgecévos ortdlogos, a
identidade compartilhada variou de 31 a 93%.

A familia OTU possui trés membros em cada um dosas estudados. A
analise comparada entre os paralogod .deruzi mostram uma identidade de 5, 11 e
10%. Este mesmo padréo foi encontrado para asiespist eishmaniaestudadas, com
7, 11 e 12% par&. braziliensis 7, 11 e 12% parh. infantume paraL. major, 9, 10,
11%, respectivamente. Em bruceia identidade detectada foi de 9, 10 e 11%. Erstre o

seus respectivos ortdlogos, a identidade compadivariou de 23 a 93%.

83



Resultados

A- Subfamilia UCH (dominio Peptidase_C12)

Tc00.1047053

419703.20
Tc00.1047053

504109.90
LmjF24.0420
LmjF25.0190

Th11.02.2800
Th11.03.0890
LbrM24_V2.0
LbrM16_V2.0
LinJ24_V3.04
LinJ25_V3.01
90

420
860
20

Tc00.1047053419703.20 100
Tc00.1047053504109.90 15 100
Th11.02.2800 65 19 100
Th11.03.0890 15 57 21 100
LbrM24_V2.0420 50 20 50 22 100
LbrM16_V2.0860 8 8 8 6 5 100
LinJ24_V3.0420 50 19 50 22 91 10 100
LinJ25_V3.0190 12 43 21 43 23 9 19 100
LmjF24.0420 51 19 50 23 92 9 97 19 100
LmjF25.0190 12 43 21 43 23 6 17 92 18 100

B- Subfamilia JAMM (dominio Mov34)

Tc00.1047053

507083.60
Tc00.1047053

506715.20
LinJ16_V3085

LinJ26_V3.24
LmjF16.0850
LmjF26.2430

LbrM26_V2.2
50

Tb09.160.058
Th927.8.5530
LbrM16_V2.0
860

360

0

Tc00.1047053507083.60 100
Tc00.1047053506715.20 6 100
Tb09.160.0580 9 62 100
Th927.8.5530 47 11 9 100
LbrM16_V2.0860 32 12 10 31 100
LbrM26_V2.2360 11 32 32 12 9 100
LinJ16_V30850 33 12 10 30 78 13 100
LinJ26_V3.2450 13 34 25 13 5 70 11 100
LmjF16.0850 33 10 11 30 78 14 93 12 100
LmjF26.2430 9 43 38 8 11 72 11 87 10 100

C- Subfamilia Otubaina (dominio OTU)

LbrM16_V2.1
LbrM34_V2.1
LbrM35_V2.6
330
LinJ16_V3146
LinJ35_V3.14
LinJ36_V3.62
80
LmjF35.1390
LmjF36.6020
LmjF16.1385

00

Tc00.1047053
0

508301.10
Tc00.1047053

508723.59
Tc00.1047053
508839.50
Th10.6k15.175
Th927.5.1070
Th927.8.5050

440
310

Tc00.1047053508301.10 100
Tc00.1047053508723.59 10 100
Tc00.1047053508839.50 11 5 100
Tb10.6k15.1750 9 58 10 100
Th927.5.1070 30 12 7 9 100
Tb927.8.5050 11 6 25 10 11 100
LbrM16_Vv2.1440 14 10 23 8 10 19 100
LbrM34_V2.1310 32 7 12 13 27 11 12 100
LbrM35_V2.6330 12 54 5 49 8 9 7 11 100
LinJ16_V31460 14 9 21 8 10 24 60 12 5 100
LinJ35_V3.1400 32 12 12 12 29 11 14 70 12 12 100
LinJ36_Vv3.6280 10 53 13 46 10 5 9 11 65 7 11 100
LmjF35.1390 31 12 14 10 29 11 10 69 12 12 93 11 100
LmjF36.6020 8 53 10 47 10 4 10 7 64 9 9 83 10 100
LmjF16.1385 11 8 13 9 9 15 44 10 6 64 10 11 9 11 010

Figura 24: Percentual de identidade entre membros ab subfamilias UCH, JAMM e OTU. A
identidade foi determinada utilizandsoftwareClustalW, como descrito em material e métodos. Em
A- membros da subfamilia UCH que apresentam o donfaptidase_C12 (PF01088); B- membros
da subfamilia JAMM que apresentam o dominio MovBEQ1398); e C- membros da subfamilia
Otubaina que apresentam o dominio OTU (PF02338)i@®ros de entrada foram obtidos do banco
de dados GeneDB.
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4.1.13. DUBs-simile especificas para NEDD8/Smt3 maTryp

Foi encontrado uma Unica sequéncia previamernitada do GeneDB para 0s
genomas dos tripanossomatideos relacionadas coemac#io de sentrina/Smt3 —
chamadas enzimas ULP.

A figura 24 mostra a arvore filogenética feita caliversos membros da
subfamilia sentrina em eucariotos. Os membros éramos nos tripanossomatideos séao
mostrados em clados proximos a ULP1-similes.

O alinhamento entre as ortdlogas (figura 25) naogtre a regido N-terminal
varia entre os tripanossomatideos, e a espedieaziliensisapresenta uma extensao N-
terminal de 37 aminoacidos na ORF predita quandopasado conlL. major e L.
Infantum Em relag@o &. cruzie C. elegansesta extensdo é de 71 e 70 aminoécidos,
respectivamente. Entr®. melanogaster G. gallus S. parvume S. cerevisae a
identidade compatrtilhada esta centrada na regi@ninal, proxima ao dominio tipico
desta familia de proteinas. Também ficou evidemcadumas inser¢cdes nas posicoes
610-660, 830-862 e 1270-1345 em relacdo as se@¥rmuimparadas do género

Leishmania

4.1.14. DUBs-simile especificas para Atg8 e/ou Ao TriTryp

Foram encontradas duas sequéncias previamentadasato GeneDB para 0s
genomas de cada tripanosomatideo relacionadas coemaecdo de Atg8/Atgl2. O
alinhamento entre as ortélogas mostra que a reQierminal € variavel entré.
braziliensis L. major e L. infantumquando comparado® cruzie T. brucei Também
ficou evidenciado a presenca de uma insercdo ngdoogl85-515 em relacdo as
sequéncias comparadas, bem como uma delecdo n@ago2l0-235, conforme
apresentado pela figura 27. Também € observadesampga de um braco na porgéo C-
terminal na sequéncia LbrM30 V2.0280 que nao aptaseobertura com seus

paralogos.
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Figura 25: Alinhamento das ORFs preditas de possiigenzimas desubiquitinadoras da
subfamilia sentrina/Smt3.0 alinhamento ressalta a alta cobertura em detadas regides das
sequéncias obtidas nos bancos, bem como a predernegides onde quase ndo ha cobertura
entre as ortdlogas. As entradas para as sequédeiablLP1-simile sdoH. sapiens-
NP_001070671.1Canis familiaris- XP_545077.2Mus musculus NP_001003971.1Rattus
norvegicus - NP_001099358.1;Gallus gallus - XP_001232523.1; Xenopus laevis-
NP_001082507.1; Caenorhabditis elegans- NP_498095.3; Trypanosoma cruzi -
Tc00.1047053505193.40rrypanosoma brucet Th09.160.0970;Leishmania braziliensis
LbrM26_V2.1990;Leishmania infantum LinJ26_V3.2070Leishmania major LmjF26.2070.

As entradas para as sequéncias de ULP2-simileDs@sophila simulans XP_002077300.1;
Drosophila melanogaster NP_572827.1Aedes aegyptt XP_001653149.1Danio rerio -
CAM56615.1;Homo sapiens NP_055369.1Canis familiaris- XP_534823.2Mus musculus
NP_659100.1Rattus norvegicus XP_217046.4Bos taurus NP_001095358.1. Ja as entradas
para as sequéncias caracterizadas como SENP8-s$&uleDrosophila pseudoobscura
XP_001360346.2Drosophila melanogasterNP_610763.1Aedes aegypti XP_001650938.1;
Apis mellifera - XP_001122332.1; Gallus gallus - XP_413710.1; Bos taurus -
XP_001250987.1;Canis familiaris - XP_544756.1;Homo sapiens- NP_660205.2;Mus
musculus NP_082114.1Rattus norvegicusNP_001012355.1.
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L. infantum 1) 143
L m{l‘;‘or E( BVAVE: D! DTOAHD! Dz T 143
L. braziliensi: HEE © E; D 1 179
T. brucei
T cruzi
G. gallus
C. elegans
7. gondii
P falci El T INNKI WNYMKNT 136
S cerevisiae
L. infantum SWL 323
L.m{./‘or OTSSMAT : L DY : : E] 'l SWL 323
L iliensi g IEEEG! SLSWI 355
T. brucei
T. cruzi
G. gallus
C. elegans
T. gondii
P. falci NNT LKKKHISNNSRLT 289
S. cerevisiae
L infantum DTAGRST -
L infeeum R DR o & B GBLDTST, mgl = 298
L. braziliensis GRAGHSTLGCISQSLSLSSBR \D; VEDQQ: E AVSGRLI] DLRT; IQSIEPVDDLSHRO) E] 535
L R —— - TLLNAAGH: TNEC 1 120
L R — EE 1 130
G. gallus AQC 113
C. elegans E] QEDDEI T MI EVII 1 134
7. gondii E" 95
P falci IVRKBDKIKNTLYNDIAHHTDEYIYMDT INKNIHQDNIT 422
S cerevisiae FSPI 118
L infantum CTFSR 1ARGMAR TROTTS 678
L m{rior DAEHFD; E: D: E DE DGEVTEGATAASKRTTRARVLEQLRAATAAGMAA o 678
L. braziliensis FILSWI DAEHRD: EL E: D1 D RR; 714
T. brucei QIE--GSEHYSVEQ! MERTNNQ 236
T. cruzi 1 QRKQKQP: 238
G. gallus DNC i3 I TIP TEP 215
C elegans  -------- V. PTPDDSVSRP 249
T. gondii - 0 196
P. falciparum -=--==-=- INT TMF IFEEINKHT 530
S. cerevisiae TESE IGSNSE 223
L. infantum ARLTESLAML I M 11 IMSEVCVP 857
L major B II ETRTRD VD! TDT IMSEVCVP 857
L. braziliensi: i I VD! IMSEVCTC 893
T. brucei T IVLGDEVRS 369
T. cruzi NLEGKVLFAPIDPPQ! B DI 384
G. gallus I N 338
C. elegans DLRKI! RAKN] ITT) 388
7. gondii JEIQARQATT YRSYA 321
P falci TKDTNEKINNIDNHITNKNSDT TPI T INTID: 682
S cerevisiae I LRQ: TKTTLIENNKNRL T 346
L infantum  LVQRDVQHAMNVSSSAADRALTQW- - TERHIMLELTQP- -~ -—----
L m{'/‘or I D1 D BT
L. braziliensi: IDVSC TQHT D DTEGYET
T. brucei I RRHIECGKAAYT Ia
T. cruzi v DT IRERKAVI SLSYQQT:
G. gallus ‘GDEISEEG--SFELHLAPVQSG--------—-- P SAFDVEE- - KKFPRSERREDLEPLTEDMEREVMAALGEGKED —~—————~— ———————————— = 3
C.elegans  KLNDILSQI! ONSYQLSKQKED! I YGIAT B
T.gondii  ASL 1 IDKEN
P. falcipar D) :r TEDTSSEDKNKYVILKYDEDSL IDKKKKDKLIKLKEKYPEDI N YEKAIIILNEKIENRVLIEK X
S. cerevisiae TLEFEKDFRRYNEL —--KKI 15

el ikl ) i krs: el
L infantum  HRIA: IEAQHWA 1195
L. major HRIA! : : IG : e _"_ : I1195
L By iensis BRTA o = IE [ D RY: ACT 1231
T. brucei T --ILCDSP KAEF 664
T cruzi TLIPVNL Q0 L KLVVA 654
G. gallus ILVPI] LS 555
C.elegans  PKI T IFAFDT TDMGEKKL 632
T. gondii BDIFAVBLILI ¥ TEEWCT 568
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L. infantum DSLD IRHQEEL! 1264
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Figura 26: Alinhamento das ORFs preditas de enzimasJLP-simile em eucariotos.O
alinhamento ressalta a presenca de regides ondgndbertura entre as ortologas. As entradas
foram obtidas no banco de dados GeneDBcfuzi- Tc00.1047053505193.40;. brucei -
Tb09.160.0970;L. infantum - LinJ26_V3.2070;L. major - LmjF26.2070;L. braziliensis-
LbrM26 _V2.1990) e NCBIG. gallus- XP_422676.2C. elegans NP_498095.3T. gondii-
EEB03638.1;P. falciparum- PFL1635w eS. cerevisiae NP_015305.1). As cores indicam
similaridade (cinza claro) e identidade (cinza escwentre os aminoacidos das sequéncias
analisadas. Os asteriscos (*) indicam conservagioediduo de aminoacido em todas as
sequéncias, dois pontos (:) indicam posicdes entapas sequéncias apresentam residuos de

aminoacidos com caracteristicas fisico-quimicagargimilares, e um ponto (.) indica posi¢oes

em que algumas sequéncias apresentam residuosimd@aeithos com caracteristicas fisico-

quimicas semelhan

tes.
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Figura 27: Alinhamento das ORFs preditas de possiigeenzimas desubiquitinadoras da
subfamilia autofagina. O alinhamento ressalta a alta cobertura em datadas regides das
sequéncias obtidas nos bancos, bem como a predenegides onde quase ndo h& cobertura
entre as ortdlogas. As entradas foram obtidas nadale dados GeneDBT.( cruzi
Tc00.1047053507509.60;. brucei- Th11.01.6130L.. infantum- LinJ32_V3.1370L. major -
LmjF32.1310;L. braziliensis- LbrM32_V2.1470) e NCBI@. sativa- NP_001057027.1S.
cerevisiae- YHR134W; P. falciparum- PF10_0092)As cores indicam similaridade (cinza
claro) e identidade (cinza escuro) entre os amidoaaas seqiiéncias analisadas. Os asteriscos
(*) indicam conservacao do residuo de aminoacidot@ias as sequéncias, dois pontos (:)
indicam posicdbes em que todas sequéncias apresemsitiuos de aminoacidos com
caracteristicas fisico-quimicas muito similaresjreponto (.) indica posi¢bes em que algumas
sequéncias apresentam residuos de aminoacidos amacteristicas fisico-quimicas
semelhantes.
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4.1.15. Subfamilia PPPDE no TriTryp

Como mostrado na tabela b, braziliensispossui 4 pardlogos para PPPDE,
enquanto os demais genomas analisados apresemgmiaros. Sendo assim, podemos
observar na figura 28 que braziliensisndo apresenta ortdlogos correspondentes as
entradas LinJ09_V3.1370 e LmjF09.1310.

A arvore filogenética representada na figura 28tmaca divisdo desta subfamilia
em dois clados principais quando as sequénciassg@metidas a comparacdo. Os
membros pertencentes ao clado superior apresergaiespectivos ortdlogos entre os
tripanossomatideos analisados, enquanto os merdbrolado inferior sugerem que as
sequéncias dé. cruzisdo mais relacionadas cdmbruceido que com as espécies do

géneroLeishmaniaanalisadas, sendo o inverso desta afirmacao vardad

- LinJ33 V3.2390
_52|£ LmijF33.2260
98 LbrM33 V2.2550
Tc00.1047053504797.80
4 454: Th09.160.2050
- Tc00.1047053506871.130
{ Th11.01.6150
™ LbrM32 V2.1490
2 —WE LinJ32 V3.1380
83 LmijF32.1330
o6 T¢00.1047053506755.90
{ Th11.01.5020

30 LmjF24.0650
50 LbrM24 V2.0660

78— Tc00.1047053503693.20
L Tbi1.02.29080

B Tc00.1047053506755.50
L Thi1.01.5070

g7 LinJO9 V3.1370
5 i
LmjF09.1310

79 LbrM09 V2.1350
69 LmjF09.1300

Figura 28: Arvore filogenética consenso baseada naseqiiéncias de aminoacidos que

apresentam o dominio DUF862 (PF05903) em 5 difer&sttripanosomatideosA construcéo

da arvore e a andlise do “bootstrap” foram readigatbs programas ClustalX 2.0 e MEGA 4.1.

Para arvore consenso e confiabilidade dos ramaesaftws foi utilizado o teste de filogenia

bootstrap, utilizando 2000 réplicas para cada segaéAs sequéncias iniciadas pelas siglas

Lbr, Lin, Lmj, Tc e Tb correspondem respectivameiesspéciek. braziliensis L. infantum

L. major, T. cruzie T. brucei Os cédigos de acesso referentes as sequénaas étatidos no

banco de dados GeneDB.
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4.1.18.Proteasts com dominio WLM no TriTryp

A figura 29mostra um alinhamento entrs proteasesom dominio WLMem
diversostripanossomatideos. Podemos notar uma extere 35 e 32 aminoacidos ¢
T. bruceie T. cruzirespectivamen, quando comparadola braziliensi, L. majoreL.
infantum Estas extensdes também estdo presentes na @-terminal. Além disso, ha
insercoes nas posicORr$7-233, 265-285, 317-345 e 430-447.
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Figura 29: Alinhamento das ORFs preditas de possiveis enzimalesubiquitinadoras de
subfamilia WLM. O alinhamento ressalta a alta cobertem determinadas regides (
segéncias obtidas nos bancos, bem como a presenggides onde quaseéio ha cobertura
entre as ortélogas. As entradas foram obtidas nedale dados GeneDET. cruzi
Tc00.1047053507509.6T. brucei- Th11.01.6130L.. infantum- LinJ32_V3.1370L. major -
LmjF32.1310;L. braziliensi: - LbrM32_V2.1470) e NCBI@. sativa- NP_001057027.1S.
cerevisiae- YHR134W; P. falciparun - PF10_0092)As cores indicam similaridade (cin
claro) e identidade (cinza escuro) entre os amidoaaas sequéncias analisa
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Resultados

4.2.1. Determinacao do perfil de expresséo dos gene

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando &¥XBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), conforme o manual do fabriea A reacdo de PCR
quantitativo foi conduzida conforme programacéo tiden no aparelho ABI 7300
(Applied Biosystems). Através dos graficos das riigu30, podemos verificar que os
genesUCH-L3 e Tc-USP7sdo mais abundantes quando comparado aos genes
USP1Q -14 e -15. Também podemos notar que esses genes Sao maidaatas na
cepa Berenice-78 em relacdo as demais cepas emdoesiwdas as analises
comparativas foram feitas em relagéo ao gene t¢otsti HGPRT.

O TeUSP7
W TcUSP10
W TcUSP14
B TcUSP15
@ TcUCH-L3

Niveis de expressio
relativos ao gene HGPRT
N

]_.

Be-62 Be-78 Col Y
Cepas

Figura 30: Niveis de expressdao relativo de genes darmas epimastigotas de cepas db.
cruzi. S&o avaliadas as expressoes relativas dos e 7, TcUSP10TcUSP14 TcUSP15

e TcUCH-L3 Para o calculo dos niveis relativos de exprefsidatilizado o método do™#,
tendo como normalizador o gene HGPRT. Be-62 — Gapanice-62; Be-78 — Cepa Berenice-
78; Col — Cepa Colombiana; Y — Cepa Y.
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4.2.2. Conjugados ubiquitinados e sumorilados

A figura 31A mostra o perfil em gel 1D de proteirgtosolicas e nucleares de
epimastigotas das cepas em estudo. Em 31B e 31@idizacdo com anticorpo anti-
ubiquitina e anti sumo-1. Os resultados mostrammpsedois compartimentos existem
diferentes proteinas modificadas por ubiquitinaras

95kDa
72kDa

55kDa

36kDa

17kDa

I d & & 3 & &
e;)‘}é, 0-9& é@gﬂ & é}&o é\’&,‘o o-d’a ‘\'o‘} 69‘,& ‘\'o‘} O‘d,&* ‘\;yb 6943‘ e‘o‘}

Be-78 CL Col Y Be-78 CL Col Y

Figura 31: Deteccao de conjugados protéicos modifidos com ubiquitina e SUMO.Em A,

as bandas protéicas (30 ug de proteinas) apéefetese em gel de acrilamida a 10% foram
coradas com azul de Coomassie. Em B e C, as bawdssicas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose e a seguir incubadasaricorpos anti-ubiquitina humana e anti-
SUMOL de cabra, respectivamente, e posteriormawvelados como descrito em material e
métodos. PM- padrao de peso molecular.
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4.2.3. Determinacéo da atividade desubiquitinadoréotal

A figura 32mostra o resultado da atividade DUB toE observad que as cepas
Be-62 e Yapresentaram niveis similares, enquanto a ce|-78 apresen a maior
atividade, sendo estzerca de2 vezes maior quandocomparada cepa CL. A cepa

Colombianaapresenta niVl intermediario entre as cepas Y e Be-78.
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Be-62 Be-78 CL Col Y

Figura 32: Atividade desubiquitinadora em fragBes citosolicae nucleares em forma:

epimastigota de cepas dT. cruz. 20ug do extrato bruto obtido como descrito material e
métodos foram utilizados em cada experimento. Cambstgat foi utilizadc o peptideo (Cbz-
Gly-Gly-Arg-7-amido-4metilcumarina). Estes valores sdo resultados demifimo trés

experimentos idependentepara cada situacdo apresentada.
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Discussao

A conclusado recente de varios projetos genomaip@nbssomatideos oferece
novas oportunidades de estudo de vias de modifigags-traducionais nestes parasitos.
A énfase deste trabalho foiTo cruzi o agente causador da tripanossomiase americana,
também chamada de doenca de Chagas, cujo genopa@buido em 2005. @. cruzi
possui um ciclo de vida complexo, incluindo duasnfas replicativas, as epimastigotas,
presentes no intestino do inseto vetor, e as agodss, a forma intracelular em
mamiferos infectados; e duas formas infectivas,-repbcativas, a tripomastigota
metaciclica no inseto vetor e tripomastigota sameui liberado para a corrente
sanguinea a partir de células infectadas no mamifés transicbes entre os
hospedeiros, bem como as mudancas no ambiente cefigp@nhadas de extensas
mudancas metabdlicas e morfologicas do parasit&éled e cols, 2005).

Neste sentido, a nossa hipotese de trabalho é apienodificacdes pos-
traducionais de proteinas dependentes de ubig@tmaras proteinas similares podem
ser um dos mecanismos utilizados por este paragi®y possivelmente, estariam
influenciando comportamentos biolégicos, tais comaxa de crescimento,
patogenicidade e susceptibilidade a drogas. De naodstabelecer estas correlacoes,
neste trabalho utilizamos duas abordagens: umasanadl silico e a caracterizacao
molecular de algumas enzimas.

A ubiquitina € uma proteina altamente conservadde osua conjugacdo a
proteina alvo atua como sinal para a alteracaoadizacédo ou da funcao de proteinas
e ou atua regulando a interacdo proteina-protefnaonjugacdo de uma Unica
ubiquitina & proteina alvo, a ubiquitinacdo, é exgla para varios processos, tais como
eliminacdo de proteinas anormais, progressdo do calular, transducdo de sinal,
ativacdo da transcricdo, apresentacdo de antigegajacdo da expressdo génica,
modificacdes de receptores de superficie celulaparo de DNA (Hernebring e cols,
2006; Glickman e Ciechanover, 2002).

Até o momento sdo conhecidos varios paralogos dguitiha em eucariotos
superiores, dos quais destacam-se: SUMO/Smt3, NEBRB. Dados de genbmica
comparada sugerem que a maioria dos apicomplexssugm todos os tipos de
paralogos de ubiquitina (Ponder e Bogyo, 2007; ¢éties e Newbold, 2000).

As DUBs possuem duas fung¢des importantes: a pandgias é responsavel

pela formacdo dgool livre de ubiquitna na célula, seja pela hidrolge ligacdes
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especificas no precursor de poliubiquitina, sejéa peciclagem das cadeias de
ubiquitina ligadas aos substratos que sao endeye@axproteassoma. Nesta fungéo, as
DUBs estdo associadas com subunidades do proteag8worodovsky e cols, 2001;
Verma e cols, 2002). Uma segunda funcao importaaseDUBs esta associada com o
controle e degradacdo de proteinas de membrartgéfizo para o vacuolo/lisossoma
(Haglund e cols, 2003; Hicke e cols, 2003; Katwmks, 2000, Mizuno e cols, 2005).

Além disso, DUBs simile também apresentam papépitantes na biologia
celular eucaridtica. Neste sentido, diversos relatdocam SUMO em evidéncia como
participante de um mecanismo emergente que permiteontrole da atividade
transcricional. Estudos envolvendo receptores avete e a proteina Sp3 indicam que
essas proteinas possuem um dominio chamadoS®@rgy Contrgl, que apresenta
homologia de sequéncia com o sitio de sumorila€BeE (Iniguez-Lluhi e Pearce,
2000). Esses estudos também indicam que a mutacé@ada um dos aminoacidos do
sitio de sumorilagéo, leva a uma abolicdo da refessugerindo que a sumorilagéo (ou
ligacdo da Ubc9) estd mecanisticamente envolvidemaessao (Yang e cols, 2002). O
mecanismo, pelo qual SUMO inibe a transcricdo, aimdio esta completamente
elucidado, mas um possivel modelo é que a mod&xapr SUMO pode promover ou
inibir as interacdes proteina-proteina e destadomagular a montagem de complexos
transcricionais (Verger e cols, 2003).

Devido ao fato da via de sumorilacdo estar envaldth importantes aspectos
da fisiologia celular, incluindo transcricdo de @gnmitose, localizacdo sub-celular,
transporte nacleo-citoplasma e regulacao da estatdd protéica (Verger e cols, 2003),
esta via pode ter um papel importante &@mcruzi uma vez que o controle do
mecanismo da expressdo génica é feito em sua maanivel pds-transcricional ou
pos-traducional (Elias, 2001). Estes parasitos sstieen adaptar-se rapidamente as
transi¢cdes entre o inseto vetor e 0 hospedeiro faesrfazendo uma reprogramacao na
expressao de seus genes (Teixeira e Darocha, 2D0Bnte este processo muitas
alteracbes podem estar associadas a selecdo agnpsoestagio-especificas para a
marcacado com ubiquitina ou proteinas similarestritnnindo tanto para a estabilizacdo
como para o enderecamento correto de proteinastduen ciclo biolégico completo
(De Diego e cols, 1996; Gonzalez e cols, 1997).
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Similar ao mecanismo da desubiquitinagdo, o process sumorilagdo é
reversivel, mediado por um conjunto de proteaseSdMO, que apresentam duas
funcdes nesse processo: estas removem SUMO dasnagtfornecendo também uma
fonte de SUMO livre para ser usada para conjugaca@atras proteinas. A proteina
SUMO em sua forma livre € gerada tanto da clivagenpequeno peptideo da porgéo
C-terminal da pré-proteina quanto pela reciclagemahjugados de SUMO com outras
proteinas. De qualquer forma, ambas as fontes déCslivre sdo importantes para a
manutencao dos niveis normais de SUMO intracekil@€arepa e cols, 2003; Johnson
e cols, 1997).

Nos diversos organismos estudados, a subfamilia é$&Ppresente em grande
namero, sendo considerada a maior classe das DWIBs ¢ cols, 2002). Em
Schizosaccharomyces pormastem no minimo 18 enzimas desubiquitinador&snés
e cols, 2004) e, no genoma 8accharomyces cerevisiaproximadamente 17 dessas
enzimas podem ser encontradas (Amerik e cols, 20@0)do que somente uma €
ubiquitina C-terminal hidrolase (UCH) (Johnstonots¢c1999). EnH. sapiensdurante
0 projeto genoma humano, foram sequenciadas m&@$ @azimas desubiquitinadoras
e 80% delas pertencem a subfamilia USP (Hu e 2002).

A disponibilidade de dados de analises em largalasde genomas e
transcriptomas de parasitos tém possibilitado odasferramentas de bioinformatica no
sentido da reconstituicdo de vias metabdlicas.sksttratégias vém contribuindo tanto
para um melhor entendimento da biologia celularpdeasitos de grande impacto
epidemiolégico, como por exemplolo cruzj e podem fornecer novas abordagens para
o entendimento da patologia associada (El-Sayedtse 2005).

Como apresentado pela figura 9, a subfamilia USPprd¢einas € a que
apresenta o maior numero de membros, sugerindaqrande diversidade pode ter
relagcdo com a especificidade das ligacoes. De datmndo consideramos 0s principais
residuos potenciais para modificacdo envolvendabstsato alvo e residuos internos de
lisina (K29, K48 e K63) e considerando a especdéide de enzimas com seus
substratos, a diversidade desta sub-familia deegges emT. cruzi pode estar
relacionada com estes mecanismos (Peng e cols, R@Bart e Fushman, 2004).

Considerando outros modelos como humanos e protogoéntracelulares

apicomplexos, também fica ressaltada a diversidadta familia (Ponts e cols, 2008).
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Vale a pena ressaltar que esses resultados foreadogea partir da analise em larga
escala em bancos de dados e que a real importéesta familia de proteinas necessita
ser melhor explorada utilizando abordagens bioguaisne modelos de nocaute.

As figuras 11, 12, 13 e 14 mostram os alinhamendts proteinas preditas
TcUSP7, -10, -14, e -15 com seus respectivos @osloEstes alinhamentos permitiram
inferir alta similaridade destas proteinas com setfdogos.

A ortéloga humana de TcUSP7 é denominada de HAU&Raeenvolvida na via
p53-Mdm2. Neste sistema, HAUSP estaria envolvidanenanismos de estabilizacao
da proteina supressora de turmor p53, um fatosdramonal nuclear, ocasionando a
inibicdo da proliferacdo celular e ativando a apsptem resposta aos varios tipos de
estresses. A HAUSP atua na estabilizacdo endogeltioh2, uma E3-ligase que liga a
ubiquitina a p53. Mdm2 também se auto-ubiquitinade havendo sua ligacdo a p53
esta enzima é degradaidavivo (Li e cols, 2004; Hu e cols, 2002). Até 0 momenéo
se conhece a contribuicdo da via p53 Bntruzi Também ndo podemos descartar a
possibilidade de que ef. cruzia TcUSP7 teria como alvos proteinas de regulacao
transcricional. Esta hipotese sera futuramentesimyada.

Dados da literatura demonstram que USP14 de mammifesta associada ao
proteassoma se ligando a particula reguladorat&88o como funcao principal ajudar
na remocdo de ubiquitina ou poliubiquitinas ligagagroteinas alvo destinadas a
degradacéo proteassomal. Entretanto, as atividimesoteassoma e das DUBs podem
ser interdependentes. Ensaios realizados verifitagae a inibicdo da protedlise
proteassomal resulta no acumulo de conjugados itibagos e num aumento da
atividade de USP14. O mecanismo proposto parado dancional entre as atividades
do proteassoma e de USP14 ligada a este complexéiqm, € de que a ativacdo de
USP14 ocorre devido a mudancas conformacionaisagesfas através do complexo
inteiro do proteassoma 26S sob inibicdo. Por datto, a atividade de USP14 pode ser
regulada também pelos niveis de substratos poliitlrigdos, que estdo aumentados
com o proteassoma inibido (Borodovsky e cols, 26{ile cols, 2005).

Véarias DUBs sao associadas ao proteassoma 268 asssiciacdo € necessaria
para a plena atividade da enzima, como exemplo $etGH37, USP14/Upb6 e
Rpnl11/POH. A enzima desubiquitinadora Rpn11/POHkkpee a classe MPN+/JAMM,

e constitui uma subunidade integrada ao complegulagdrio do proteassoma 19S, sua
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atividade DUB requer a interagdo com outras sulaa@s do complexo 19S. Ubp6 liga-
se a subunidade Rpnl do complexo 19S, e interatmfente estimulando a atividade
de Ubp6. Assim a atividade de ambas Rpnll e UbpGiskimitadas ao seu sitio de
acdo, o proteassoma. Mutacbes que eliminam a atigi®UB de Rpnll ou de Ubp6
séo letais em fungos, e leva também a um acumulsubstratos ubiquitinados. As
DUBSs que néo estao associadas ao proteassomays#aales de maneira diferente, pois
elas apresentam uma alta especificidade por sbssratos (Hu e cols, 2005; Amerik e
cols, 2006).

Wilson e cols (2002) verificaram que a atividadsutequitinadora de USP14
associada a atividade proteassomal dependenteigigtina sdo essénciais em alguns
processos celulares. Ratos com muta¢cdes em USHdltare em transmissao sinaptica
anormal, doenca conhecida como ataxia. USP14 mestesso tem como funcao
manter os niveis celulares de mondmeros de ubiquisiiteracées nestes niveis podem
contribuir para a ocorréncia de doencas neurolégica

Hangai (2007) e Oliveira (2007) demonstraram quéuragcdo normal dos
proteassomas € fundamental para o desenvolvimardoehca de Chagas experimental
e que existem niveis alterados desta protease remagcepimastigotas das cepas Y, Be-
62, Be-78, CL, CL-Brener e ColombianaTocruzi sugerindo que proteinas acessorias
ao proteassoma poderiam modular diferentementepestaase. Quando analisamos em
conjunto o perfil de expressdo dos genet)SP7 -10, -14 e -15 (figura 31) e da
atividade DUB total (figura 33) juntamente com temips de protedlise dependente de
proteassoma 20S, fica ressaltado o papel regulathstas proteases. Futuros
experimentos de co-imunoprecipitacdo serdo reawat sentido de evidenciar a
interacdo direta entre TcCUSP10, -14 e 15 com cepssbma 20 e 26S nas cepas Be-62,
Be-78, CL, Colombiana e Y db. cruzi

Além disso, resultados de andlise de microarrargpsesentativos das formas
amastigota, epimastigota, tripomastigota de culteratripomastigota metaciclico
sugerem que estas enzimas sdo expressas em fopmassteggotas (resultados nao
mostrados), sugerindo uma possivel especificidagleinteracdo a alvos estagio-
especificos. Esses resultados estdo sendo validatiaando a metodologia de RT-
gPCR.
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Como apresentado nas tabelas 4, 5, 6, 7 e 8,rabtdhio também possibilitou a
identificacdo de proteases envolvidas com o0 pracessto e desconjugacao da
ubiquitina e suas paradlogas SUMO, NEDD8 e Atg8lenmajor, L. braziliensis, L.
infantume T. brucej sugerindo que este sistema € bem complexo npatesitos.
Quando analisado com os dados recentemente despdtoPonts e cols (2008) fica
evidenciado a complexidade destas subfamiliasateipas. O que chama a atencéo € o
fato destes organismos serem eucariotos primitt@$orma que esta grande variedade
de enzimas pode estar relacionada a importantesegsos bioldgicos como na
transducdo de sinal, na progressao do ciclo celoaregulacdo da transcricdo, nos
mecanismos de reparo do DNA (Glickman e Ciechano2602). Varios grupos
independentes vém mostrando nos dltimos anos Zrela da desubiquitinacdo, que
agora é reconhecida como uma importante estratégialatéria, sugerindo que as
proteinas desubiquitinadoras afetam numerosas ésregulares distintas.

A complexidade da subfamilia USP de proteinas mbryjip € apresentada pela
figura 24. Também ficou ressaltada a grande hetemidade entre os membros das
subfamilias UCH, JAMM, OTU, e PPPDE (figuras 25, 280). Uma caracteristica
marcante destas familias € sua grande heterogenidague dificulta a sua anotacéo
(Eisele e cols, 2006; Kim e cols, 2003; Chung ekB4899). Esta mesma dificuldade
foi encontrada para a anotacdo correta dos mendaofamilia autofagina. Como
mostra a figura 28, existem grandes delecdes aciieme nas ORFs preditas que
dificultam uma analise mais detalhada. Futurassesterao realizadas para um melhor
entendimento desta familia de proteinas, tantd.ncruzi quanto nos outros parasitos
estudados.

Também foi possivel determinar que To cruzi e os demais organismos
analisados apresentam somente um tipo de Sentnma, ULP-1 simile, conforme
figura 26, sugerindo que nos tripanossomatideagesapenas um tipo de SUMO. J4 é
descrito na literatura 4 paradlogos de SUMO (rewspdr Frauke, 2000). Dados do
nosso laboratério sugerem quie cruzi apresenta a isoforma Smt3-C (resultados néo
mostrados).

Em estudos anteriores do nosso laboratorio, fademtificados nos bancos de
dados as sequéncias que codificam tanto para asanabiquitinadoras (E1, E2 e E3)

como para membros da familia ubiquitina de protidantre elas uma semelhante a
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NEDD8 e outra a SUMO (Olmo, 2005). Apesar de pouompreendida ao nivel
molecular, varios trabalhos sugerem que NEDD8 possu papel regulador na
protedlise intracelular, enquanto SUMO, particiga rdanutencdo da integridade do
DNA, transporte nuclear, transducao de sinal, emiiteos (revisado por Rabut, 2008).
Sendo assim, a regulagéo extra fornecida pelas DéHgke a aumentar a especificidade
das vias dependentes, tendo em vista que a reti@ddiquitina ou da poliubiquitina
pode proteger o substrato alvo contra degradacdocerdéio alterar sua via de
enderecamento dentro da célula. Os resultadosesppae®s na figura 33 reforcam esta
hipotese emT. cruzji uma vez que o perfil 1D mostra uma maior abundade
conjugados sumorilados nas fracdes nucleares eauitibaglos na fracdo citosolica.
Experimentos estdo sendo realizados para se dateros conjugados nedilados neste
parasito.

Os resultados obtidos com as analises dos pegfiexgressdo das enzimas
desubiquitinadoras em. cruzisugerem a correlacdo entre o fenotipo apresenigds p
cepas e a expressao dos genes relacionados, @ apservado diferentes quantidades
de mMRNA para cada DUB de variadas cepas. E intmr@ssobservar que cepas
relacionadas apresentaram perfis de expresséaohsarted, como pode ser observado
nas cepas Be-62 e Be-78, enquanto cepas de ctifgesntes apresentaram variagoes
significativas nas quantidades de mRNA para algun#iBs, como pode ser observado
entre as cepak. cruzil (Be-62, Be-78, Y) §. crwzi Il (Colombiana).

Os dados da literatura mostram que a ubiquiticadiicada por uma familia de
multiplos genes em muitos eucariotos. Por exemmpdoirés mRNAs distintos para
codificar ubiquitina em humanos e quatro em ratésveduras (Finley e cols, 1991).
Em parasitos foi descrito existirem dez &mcruzi um emL. donovani(Kirchhoff e
cols, 1998) e um er®. lambia(Krebber e cols, 1994), mas pelo menos um delesupo
um ou diversos genes para poliubiquitina, sendo @t@manho das repeticdes pode
variar de 3 a 17 (Kirchhoff e cols, 1998).

Desta forma, pelo menos uma parte do contetuddidgitina livre presente no
parasito deve ser gerada pelo processamento deamorgor, no qual varias repeticoes
exatas da sequéncia de aminoacidos da ubiquitinbgs@las diretamente entre o Ultimo
residuo de glicina de uma molécula e a metioningainda proxima molécula de

ubiquitina. Esta atividade é relacionada a enzin@HWL3, também chamada de
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isopeptidase-T, que apresenta como caracterisiigal a clivagem especifica destas
ligacBes (Kurihara, 2000). A figura 31 mostra ogeis relativos de expressdo do gene
TcUCH-L3 que quando comparados aos outros genes estudadstra-se
aproximadamente 10 vezes mais abundante quandacadaopao gen€cUSP15Esses
dados corroboram com os descritos na literaturgersudo seu importante papel na
manutencgéao dpool livre de ubiquitina.

Futuros estudos sé@o necessarios para determiestesgene € de copia Unica e
demonstrar que se a entrada Tc00.1047053504108dfica uma proteina especifica
do processamento de NEDDS8, e desta forma evideacisatureza essencial desses
genes, como demonstrado dPn falciparum por Artavanis-Tsakonas (2006). Além
disso, esta mesma abordagem sera adotada parmavedf especificidade do gene
codificando para WLM, uma vez que andlises de Moinatica sugerem que este
também apresenta especificidade para esta molécula.

Como mostra a figura 33, as cepas Be-62, Be-78, Chlombiana e Y
apresentam diferentes taxas de hidrolise do sobs@hz- Gly-Gly-Arg-7-amido-4-
metilcumarina. Tendo em vista que este substrdleteea capacidade de hidrolise da
ligacdo especifica apos dois residuos de Gly-Gjyides de Met, e considerando que o
gene de ubiquitina é codificado como um precursaiom(poliubiquitina), esta medida
reflete a capacidade de gerar ubiquitina livre sinasmanter o pool intracelular.
Entretanto, para correlacionarmos a especificidkdenzima para a quebra de ligacao
isopeptidica ou endopeptidica, deve-se utilizar aomjunto de substratos (Ponder e
Bogyo, 2007). Experimentos serdo realizados paractaizar estas atividades em
cepas dd. cruzi

A anélise em conjunto dos resultados apresentpdlas figuras 30, 31 e 32
sugerem que a cepa Be-78 apresenta um metaboligerendiado com relacdo aos
niveis de expressao, atividade DUB total, e pdditonjugados ubiquitinados. Lana e
cols (1986) mostraram que a amostra Berenice-7B deuzirecém isolada apresentou
caracteristicas bem distintas da cepa Bereniceséada 16 anos antes na mesma
paciente. Foram verificadas sua alta infectividadmixa viruléncia para camundongos
C3H isogénicos que sobreviveram a fase aguda eaci@b. Os parasitos desta cepa
apresentaram tropismo para 0os musculos esquektteardiaco, ascensdo gradual da

parasitemia ao longo de 25 passagens sanglinesssisas e estabilidade da curva de

103



Discussao

parasitemia. A cepa Berenice apresentou as mesrexgearisticas descritas por Brener,
Chiari e Alvarenga (1974) em relacdo ao tropisnadrdo da curva de parasitemia,
sendo, no entanto, demonstrado que sua viruléacegamundongos albinos continua
aumentando com o decorrer do tempo.

Os resultados obtidos nesse trabalho abrem unmaley@erspectiva no sentido
de correlacionar o papel biologico das DUBs corer®fipo diferenciado da doenca de
Chagas. Um outro aspecto de grande interesse matigacdo dessas enzimas € a
identificacdo dos seus alvos naturais, o que pgamitma melhor compreensao da
importancia das modificacdes poés-traducionais depeles de proteina na biologia

celular destes parasitos.
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Conclusobes

Os principais resultados deste trabalho sugerem:

A presenca de muitos membros da familia DUBs e D&IBsle de proteinas no
genoma doT. cruzi indica um possivel papel destas enzimas na refula@
expressao protéica do parasito;

* A andlise comparada no TriTryp mostrou um repeast@quivalente para todas as
subfamilias de DUBS;

* Os genegcUSP7-10, -14, -15e TcUCH-L3apresentam perfis comuns de expressao
nas cepas cepas Be-62, Be-78, Colombiana e Y, alijgenovas perspectivas para a
investigacdo de possiveis interacdes das protemasalentes com a via ubiquitina
proteassoma;

 Foram observados compartimentalizagdo de modificapés-traducional de

proteinas, ou seja, ubiquitinacdo predominantatoeat e sumorilacdo no nucleo.

Sendo assim, os resultados obtidos mostram qummm@artimentalizacdo de

conjugados ubiquitinados e sumorilados neste paydmm como esta via esta presente

e ativa neste parasito protozoario.
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Perspectivas futuras

Diante dos resultados ja obtidos, abrem-se asrgegyperspectivas:

Determinar o padréo de expressao de todas DUBsBsBUnile preditas na fase
epimastigota dd. cruzi

Determinar o padréo de expressao de todas DUBsBsBUnile preditas na fase
promastigota de. braziliensiseL. infantum

Determinar o padréo de expressao dos membros digaf&iSP no ciclo bioldgico
doT. cruzj

Avaliar o papel da TcUSP7 no proteomald@ruzi

Demonstrar a interacéo direta das peptidases TaSPA e -15 com a subunidade
alfa-7 do proteassoma 20S Tocruzi

Obter as peptidases UCH-L3, UCH-L5 e WLM recombiaarpara determinacao
da cinética enzimatica frente aos substratos UtingaAMC e NEDD8-AMC.
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Anexo 1: Figura representativa das curvas padrao doprimers especificos para os genes
TcUSP7, TcUSP10, TcUSP14, TcUSP15 e TcCUCH-L3. As curvas de dissociacdo sédo geradas
no final de cada reacdo de gPCR, de acordo conogrgmacdo padrao do termociclador.
Foram utilizadas diluicbes de 10X a partir do cDN& cepa Be-62. As linhas de tendéncia
foram geradas a partir da média entre duplicatdédicas.
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Anexo 2: Figura mostrando a sobreposicao de diversacorridas de RT-gPCR para o gene
HGPRT do T. cruz. A intercessao da linha verde com as curvas indicaG da curva de
amplificagdo. A sobreposicdo dos diversasts de amplificacdo mostra que ha grande
sobreposicdo entre corridas diferentes para o mesmRNA analisado, ressaltando a
confiabilidade apresentada pelo get8PRTcomo constitutivo para este parasito. Os cDNAs
foram gerados a partir de 1pg de RNA total de caga utilizada nos estudos.
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Anexo 3: Figura mostrando as wrvas de dissociacdo doprimers especificos para os geni
TcUSP7, TcUSP10, TcUSP14, TcUSP15 e TCUCH-L3. A presenca de um Unico pico mos
que provavelmente ndo ha formacdo de dimeros durastciclos de amplificacado.

sobreposicéo das linhdemonsta realizacdo dos experimentos daplicat:.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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