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Resumo

A doenca de Chagas € um problema de satde publica no Brasil e entender com detalhes a
biologia do agente causal T.cruzi é crucial para gerar informacdes relevantes voltadas para o
desenvolvimento de tratamento efetivo no combate a doenca. Sua biologia molecular
apresenta caracteristicas peculiares, principalmente no que diz respeito aos mecanismos de
expressao de genes. A auséncia de controle especifico durante a transcri¢@o torna as vias pos-
transcricionais pontos importantes de controle da expressdo génica. Dentre as estas vias, a
exportacdo de RNA mensageiro (mRNA) em tripanossomatideos € pouco estudada em T.cruzi
e a elucida¢do da maquinaria envolvida nesta etapa contribuiu para elucidar alguns fatores
possivelmente envolvidos com o seu transporte até o local de tradugc@o e consequentemente
enriquecer o conhecimento sobre os mecanismos de modulacdo da expressdo génica neste
parasita. Apenas dois trabalhos foram publicados em T. cruzi e indicam participagcdo da
exportina CRM1 e de TcUBP1 na exportacdo nicleo-citoplasma, mas sem caracterizagdo
completa da maquinaria envolvida. Neste trabalho foi possivel identificar que T. cruzi possui
poucos componentes estruturalmente conservados no que diz respeito a exportacdo de RNAs,
principalmente mRNAs. Foi observado que a maioria das proteinas conservadas estio aquelas
que participam de exportacdo de RNAs dependente de gradiente de RanGTP como a prépria
proteina Ran e seus parceiros RanBP1, NTF2. Dentre as poucas proteinas altamente
conservadas envolvidas na exportacio de mRNAs, independente de RanGTP foram
observadas apenas duas helicases altamente conservadas: Sub2 e Dbp5. Devido a alta
similaridade de Sub2 com uma proteina de 7. cruzi, resolvemos analisar funcionalmente a
proteina entdo denominada TcSub,, que € estd anotada como RNA helicase hipotética no
banco de dados do NCBI. Observamos que é uma proteina exclusivamente nuclear e estd
relacionada especificamente a sitios de transcricdo ativos de mRNA, assim como as
homoélogas em eucariotos superiores. Observamos também que ¢é essencial para a
sobrevivéncia T. cruzi e T. brucei através de andlises de genética reversa, com o fendtipo de

parasitas alongados ap6s o silenciamento do gene ortélogo em 7. brucei.
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1. Introdugao

1.1. Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e a doenca de Chagas

T. cruzi (CHAGAS, 1909) é um protozodrio flagelado pertencente ao reino Protista,
subreino Protozoa, incluido no filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe
Zoomastigophora e ordem Kinetoplastida. Esta ordem abrange protozodrios flagelados que
possuem uma regido especializada conhecida como cinetoplasto, onde reside o DNA
mitocondrial, também denominado de KDNA (SHAPIRO; ENGLUND, 1995, TELLERIA et
al., 2006). E na ordem Kinetoplastida que é encontrada a familia Trypanosomatidae, na qual
estd presente o género Trypanosoma (LEVINE et al., 1980). Este género constitui um dos
mais importantes da familia Trypanosomatidae, pois inclui além de 7. cruzi, agente etioldgico
da doenca de Chagas (CHAGAS, 1909), outras duas subespécies de Trypanosoma brucei (T.
brucei) que ocasionam doencas em humanos, 7. b. rhodesiense e T. b. gambiense, ambos
agentes da doenca do sono. Adicionalmente, ainda ha T.b. brucei, causador da enfermidade
em animais conhecida como nagana (HIDE, 1999).

A doenga de Chagas, ou tripanossomiase americana, ocorre principalmente nas
Américas, desde o sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina e Chile. Segundo a
Organizacdo Mundial da Satde, hd cerca de 10 milhdes de individuos infectados nas
Américas, sendo que somente no Brasil ha 2 milhdes de chagisicos (WHO-Bulletin of the
World Health Organization, 2009).

Nesta doenca duas fases distintas podem ser observadas: aguda e cronica. A fase
aguda inicia-se com a formag@o de um edema no local de entrada do parasita (chagoma de
inoculacdo) que tende a desaparecer durante o curso da infecc@o. Este primeiro momento é
seguido por um periodo pré-patente, de tempo varidvel, no qual os parasitas se multiplicam de
forma exponencial (KROPF; AZEVEDO; FERREIRA, 2000). Quando da presenca de
sintomas, € caracterizada por alta parasitemia e intenso parasitismo tecidual, o que resulta em
mal-estar, cefaléia, edema subcutineo, disfuncdo cardiaca com miocardite focal,
hepatomegalia, esplenomegalia e conjuntive unilateral (sinal de Romafia) (ANDRADE,
1999). A letalidade pode estar relacionada a meningoencefalite e insuficiéncia cardiaca
(RASSI; RASSI JUNIOR; RASSI, 2000). Quando a manifestacdo aguda diminui, segue um
periodo de infeccdo latente onde eventualmente pode ocorrer miocardite cronica

acompanhada de cardiomegalia, arritmia, dispnéia e edema periferal sem evidéncias ou com
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rapida retomada da multiplicagdo do parasita (LARANJA;ANDRADE, 1980; ANSELMI et
al., 1966). Os casos agudos podem evoluir para a fase cronica com sintomas (forma
determinada), onde os individuos doentes apresentam distirbios cardiacos e digestivos como
megaesdfago e megacdlon, ou com auséncia de sintomas (forma indeterminada) (DIAS,
2000).

T. cruzi é um microrganismo heteroxénico, com ciclo bioldgico alternado entre
hospedeiros vertebrados (mamiferos) e invertebrados (triatomineos). Existem diferentes
formas de transmissdo da doenca, dentre as quais se destaca a via vetorial que consiste na
transmissd@o do parasita por meio das excretas do inseto vetor hematdfago pertencente a
ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. H4 cerca de 123 espécies
conhecidas de triatomineos distribuidas em 15 gé€neros, sendo que alguns dos géneros -
Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius - estdo relacionados com a transmissdo natural da
doenca (LARANIJA et al., 1956). A principal caracteristica bioldgica dos triatomineos é que
sdo obrigatoriamente hematdfagos e necessitam do repasto sanguineo para completar o
desenvolvimento (DIAS, 2000). O parasita pode ainda ser transmitido aos mamiferos através
de transfusdo sanguinea e, com menos freqiiéncia, por via congénita, acidentes de laboratdrio,
transplantes de orgdos ou via oral (TANOWITZ et al, 1992; SCHMUNIS, 2000).
Praticamente todo tipo de célula nucleada do hospedeiro mamifero pode ser parasitada
considerando o tropismo das diferentes cepas (LENZI et al., 1996).

Outra caracteristica deste parasita € apresentar diferentes morfologias durante o ciclo
biolégico. A classificacdo de suas formas baseia-se também na posi¢do do cinetoplasto em
relacdo ao nucleo e do local de onde emerge o flagelo (HOARE; WALLACE, 1966). Por
exemplo, o flagelo emergindo na extremidade posterior que percorre todo o corpo formando
uma membrana ondulante é caracteristica da morfologia tripomastigota. Os tripomastigotas
sdo alongados, possuem cinetoplasto posterior ao nicleo e sdo as formas infectivas
extracelulares, ndo multiplicativas, encontradas no sangue de hospedeiros vertebrados
(tripomastigotas sanguineos) ou entdo na por¢do distal do intestino do inseto vetor
(tripomastigotas metaciclicos). As formas amastigotas sdo arredondadas ou ovodides e
apresentam flagelo que ndo se exterioriza. A multiplicacdo destas formas ocorre por fissdao
bindria no interior de células do hospedeiro vertebrado. Ja no hospedeiro invertebrado, os
epimastigotas sdo as formas multiplicativas extracelulares, com corpo alongado e cinetoplasto
anterior bem proximo ao niicleo (SOUZA, 1999)

A forma infectante para o hospedeiro mamifero no ciclo de transmissdo natural é a

tripomastigota metaciclica que estd presente nas por¢des distais do intestino de triatomineos
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infectados e pode ser eliminada durante o repasto sanguineo junto as fezes e urina. A
penetracdo dos tripomastigotas metaciclicos pode ocorrer através de mucosas ou
descontinuidades da pele de mamiferos, seguido de internalizacdo celular através de
pseudopodos das células hospedeiras onde o parasita pode permanecer algumas horas no
interior do vacuolo parasitéforo (GARCIA & AZAMBUIJA, 1991; SOUZA, 2002;
TEIXEIRA; NASCIMENTO; STURM, 2006). A fusdo desse vaciolo com os lisossomos leva
a um aumento da acidez no interior desta estrutura onde se encontra o parasita, o que inicia o
processo de diferenciacdo na forma amastigota. Paralelamente, ocorre a degradacdo gradual
da membrana vacuolar pela acdo de uma enzima secretada pelo parasita, a TcTOX, cuja
molécula é semelhante a porina (ANDREWS, 1993).

Uma vez no citoplasma das células, os amastigotas se dividem sucessivamente por
fissdo bindria e iniciam o processo de diferenciagdo em tripomastigotas sanguineos (MEYER
e de SOUZA, 1976). Depois de cinco dias, em média, as células hospedeiras sdo rompidas
havendo liberacdo de tripomastigotas que se disseminam pela circulacio sanguinea e invadem
outras células. Os triatomineos se infectam através da ingestdo destas formas sanguineas,
dando continuidade ao ciclo de infeccdo (SOUZA, 2002). As formas sanguineas ingeridas
pelo triatomineo se diferenciam em epimastigotas/esferomastigotas no estdmago - porcao
anterior do trato digestivo e se dividem por fissdo bindria. Uma vez estabelecidas, as formas
epimastigotas aderem as membranas perimicrovilares do intestino - por¢do distal do trato
digestivo - diferenciando-se em formas tripomastigotas metaciclicas, que posteriormente sao
liberadas junto com fezes do triatomineo (BONALDO et al., 1988; GONZALEZ et al,
1999).

Esse processo de diferenciacdo celular de formas epimastigotas para tripomastigotas
metaciclicas, denominado de metaciclogénese, ¢ uma etapa crucial do ciclo biolégico do
parasita e pode ocorrer in vitro em meio LIT ou em outros meios de cultura (CAMARGO,
1964; CASTELLANI; RIBEIRO; FERNANDES, 1967; LANAR, 1979; RONDINELLI et al.,
1988). Nesses meios, a diferenciagdo ocasionalmente é acompanhada por multiplicagdao
celular e por isso, Contreras e colaboradores (1985a) desenvolveram condicdes para
metaciclogénese in vitro sem multiplicacdo celular. Por esse método, alta densidade de
epimastigotas previamente cultivados em meio LIT sdo incubados em uma solugdo
ligeiramente hipertonica que se assemelha as condi¢des idnicas encontradas na urina do inseto
vetor (TAU). Devido a falta de nutrientes, esta etapa promove um estresse nutricional e
desequilibrio metabdlico que afeta o programa de expressdo génica do parasita

(GOLDENBERG et al., 1984). Posteriormente, esses protozodrios sao incubados em meio de
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diferenciacdo TAU3AAG (TAU suplementado com L-prolina, L-acido glutamico, L-acido
aspartico e glicose), permitindo a diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos que sao
liberados no sobrenadante da cultura (GOLDENBERG et al., 1987). Ha evidéncias de que a
expressdo de genes especificos de tripomastigotas precede as alteracdes morfoldgicas deste
estdgio e as primeiras modificages na expressdo de genes ocorrem nas primeiras 24 horas.
Com isso, a metaciclogénese in vitro pode ser considerada um modelo de estudo para
caracterizacdo de genes diferencialmente expressos (CONTRERAS; MOREL;
GOLDENBERG, 1985a).

1.2. Expressao e regulacao génica de tripanossomatideos

A maturacdo dos transcritos em parasitas da ordem Kinetoplastida, entre eles os
tripanossomatideos, difere da maioria dos eucariotos (CLAYTON et al., 2002). As regides
codificadoras estdo ordenadas em grupos em uma mesma fita de DNA e na maioria dos casos
ndo apresentam interrupgdes por introns, com excecdo do gene que codifica para a enzima
poli-A polimerase, relatado em 7. cruzi e T. brucei (MAIR et al.,2000). A transcricdo resulta
na formacdo de RNAs denominados policistrdnicos que contém a informacdo de diversos
genes, 0s quais ndo possuem necessariamente fungdes relacionadas (JOHNSON; KOOTER;
BORST, 1987; TEIXEIRA; DAROCHA, 2003). Uma peculiaridade neste processo é que
genes de um mesmo transcrito policistronico podem ser expressos em niveis diferentes,
ressaltando a importancia de mecanismos pds-transcricionais no controle da expressio génica
(VANHAMME & PAYS,1995).

Outra peculiaridade inclui as diferencas observadas entre as RNA polimerases dos
tripanossomatideos em relacdo as de eucariotos superiores que sdo as alteragdes na extensao
C-terminal da RNA polimerase Il (auséncia das repeticdes em fandem de heptapeptideos nos
tripanossomas) € a susceptibilidade das RNA polimerases dos tripanossomatideos a diferentes
concentragcdes de inibidores como a a-amanitina, o que auxilia no estudo funcional destas
enzimas 7. brucei e T. cruzi, por exemplo (LAUFER et al., 1999; CAMPBELL; THOMAS;
STURM, 2003; DOSSIN; SCHENKMAN, 2005).

Anteriormente ao inicio da tradugdo, os transcritos policistrOnicos requerem
processamento para gerar RNAs mensageiros (mRNAs) maduros e individualizados
referentes aos respectivos genes. Neste caso, o processamento ¢ decorrente de um evento
denominado trans-splicing que adiciona uma sequéncia conservada na extremidade 5°de cada
mRNA e da adi¢do de uma cauda de adeninas (poli-A) na extremidade 3 (LIANG et al,

2003). O trans-splicing foi inicialmente caracterizado em tripanossomatideos através de
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estudos sobre glicoproteinas varidveis de superficie (VSGs) de T. brucei, quando foi
observado que os mRNAs apresentavam conservagdo de aproximadamente 39 nucleotideos na
extremidade 5°, denominada entdo de sequéncia lider - spliced leader (SL-RNA), ou mini-
éxon (BOOTHROYD; GROSS, 1982; NELSON et al., 1983). Posteriormente, a presenga de
sequéncias homdlogas de SL-RNA foram observadas em transcritos de outros
tripanossomatideos como 7. cruzi e Leptomonas collosoma (NELSON et al, 1983; DE
LANGE et al.,, 1984). O SL-RNA origina-se de um transcrito de aproximadamente 141
nucleotideos e € adicionado na por¢cdo 5’ da sequéncia codificante presente nos RNAs
policistrdnicos precursores, originando unidades monocistronicas que serdo traduzidas (VAN
DER PLOEG et al., 1982). Como pode ser observado na figura 1, uma por¢do rica em
polipirimidinas, crucial para o processo de trans-splicing, estd localizada na regido
intergénica que precede o sitio de adicdo de SL-RNA do pré-mRNA (HUG et al., 1994). A
adicdo de SL-RNA ¢ direcionada pela regido aceptora de SL-RNA que possui o dinucleotideo
AG na regido 3" no RNA policistronico primario (LEBOWITZ et al., 1993; MATTHEWS;
TSCHUDI; ULLU, 1994). Sabe-se também que a conservacdo da distdncia entre a regido
aceptora - 3°AG - e a regido de poliadenilacdo é importante para que o processamento ocorra
corretamente, revelando assim o papel de regides intergénicas na regulacdo do trans-splicing

(revisto por TEIXEIRA, 1998) e consequentemente na expressdo génica nestes organismos.
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Figura 1. Mecanismo de trans-splicing. Estdo indicadas a regido 5°GU no sitio de clivagem do SL-RNA e a
regido aceptora 3°AG presente no pré-mRNA. BP: ponto de ramificacdo. Py: regido rica em polipirimidina.
Fonte: LIANG et al., 2003.

As caracteristicas peculiares na estrutura de genes e transcricdo do RNA faz com que a
regulacdo da expressdo g€nica em tripanossomatideos seja praticamente, se nao
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exclusivamente pés-transcricional, diferente da maioria dos eucariotos superiores, onde €
evidente a importancia de um controle transcricional complementando os controles em nivel
pos-transcricional. Neste tltimo caso, proteinas de ligacdo a RNA (RBPs) possuem um papel
principal (revisto por DREYFUSS; KIM; KATAOKA, 2002) e originam complexos
ribonucleoprotéicos (mRNPs) que direcionam o mRNA ao citoplasma para traducdo ou
degradacdo (KEENE, 2001). Além disso, as RBPs também participam em diferentes eventos
moleculares como splicing alternativo, poliadenilacdo, exportagdo, localizacdo, traducdo e
estabilidade de mRNAs (revisto por GLISOVIC et al., 2008).

Os tripanossomatideos também possuem proteinas de ligacio a RNA como
protagonistas na regulacdo da expressdo génica (D"ORSO, DEGAUDENZI; FRASCH, 2003,
DEGAUDENZI; FRASCH; CLAYTON, 2005, CARO et al., 2006), como por exemplo,
PABPI, TcUBPI1, TcSR, p34 e p37 (revisto por D°'ORSO, DEGAUDENZI; FRASCH 2003).
De modo geral, estas proteinas reconhecem sequéncias presentes nas regides ndo traduzidas
localizadas na extremidade 3°"de mRNAs denominadas de 3"'UTR.

Ensaios com gene repoérter luciferase mostraram que sequéncia 3°'UTR de diferentes genes
estagio-especificos, como gp72, gp85 e gp82, podem alterar os niveis de expressdo de
luciferase. Por exemplo, as inser¢des de 3"'UTR dos genes estagio-especificos gp72 e gp85
resultaram em diminuicdo dos niveis de transcritos em epimastigotas, promovendo a
instabilidade ou maturacgfo ineficiente do mRNA (NOZAKI; CROSS, 1995). Em mamiferos,
a estabilidade de mRINAs € regulada por um elemento desestabilizador rico em AU na regido
3°UTR, denominada ARE — AU rich element (CHEN; SYU, 1995). Da mesma forma,
elementos estaveis ricos em U - UREs, estrutural e funcionalmente relacionados aos AREs,
foram encontrados na regido 3"UTR de diferentes transcritos de 7. brucei, que sdo estaveis na
forma prociclica mas instdveis na forma sanguinea (revisto por CLAYTON e SHAPIRA,
2007), bem como em alguns mRNAs de 7. cruzi (D’'ORSO, DEGAUDENZI; FRASCH,
2003) e de Leishmania (revisto por HAILE; PAPADOPOULO, 2007). Existem vdrias
evidéncias para o papel de elementos presentes em moléculas de mRNA e de RBPs no
controle da estabilidade e traducio de mRNA em tripanossomatideos, contudo, pouco foi
publicado até o momento quanto a maquinaria e mecanismos envolvidos com outros eventos

pos-transcricionais, como por exemplo, a exportacdo de mRNA do niicleo para o citoplasma.
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1.3. Exportacao de mRNA em eucariotos: do nicleo celular ao citoplasma

Em células eucaridticas, a delimitacdo entre nicleo e citoplasma ocorre através de
uma dupla membrana lipidica que forma o envelope nuclear por onde atravessam proteinas
denominadas nucleoporinas. Estas proteinas formam os complexos de poro nuclear (NPC)
totalizando uma massa de aproximadamente 125 MDa, e podem ser compostos por até 100
proteinas diferentes (STOFFLER; FAHRENKOG; AEBI, 1999). A livre passagem ¢
permitida a moléculas menores que 40 kDa, processo conhecido como difusdo passiva,
enquanto as macromoléculas atravessam através do auxilio de proteinas, caracterizando um
processo seletivo com necessidade de sinais de transporte (YONEDA, 2000). Em T. brucei
foram identificadas algumas nucleoporinas, como por exemplo, NUP1 que esta envolvida
com a organizacdo de heterocromatina perinuclear, bem como proteinas possivelmente
relacionadas ao transporte de macromoléculas através do NPC como TbGle2 e TbSecl3
(ROUT; FIELD, 2001; DeGRASSE et al., 2009).

A exportacdo de mRNA comumente auxilia no direcionamento para regides de
traduc@o, sendo um ponto de controle que garante o transporte dos transcritos corretamente
processados e a sintese protéica em determinado local ou tempo dentro de uma célula ou
organismo (DU; SCHIMD; JANSEN, 2007). O modelo geral de transporte nicleo-
citoplasmatico de RNA tem a participacdo de proteinas da familia das [-carioferinas
(importinas e exportinas, responsdveis pela importagdo e exportacdo, respectivamente) que
utilizam energia fornecida por Ran-GTP para o transporte de cargas (STROM; WEIS, 2001).
A importina- B em fungos, denominada Kap95, ¢ um fator de transporte que interage com o
adaptador Kap60 -importina-a - através do reconhecimento de sinais de localizagdo nuclear
(NLS) presentes em proteinas que tém papel funcional no nicleo (POLLARD et al., 1996).
Outra representante da classe de importinas € a transportina 1 que reconhece a sequéncia
denominada M9, composta por 38 aminodcidos de cargas positivas, que também estd
relacionada com a importacio de macromoléculas para o nicleo (IZAURRALDE et al.,
1997).

As exportinas CAS e CRM1 de fungos, ortdlogas funcionais de CSE e Exportin-1
(XPO1) de humanos respectivamente, sdo responsaveis principalmente pela exportacdo de
proteinas e algumas espécies de RNAs. Geralmente, as exportinas interagem especificamente
a algum tipo de RNA, apesar de ser observado também que a mesma exportina pode
transportar tipos diferentes de RNA. Em fungos, por exemplo, a exportacdo majoritaria de

tRNA e miRNA ocorre por exportinas diferentes: Losl e Msn5, respectivamente, enquanto
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snRNA, snoRNA e rRNA sdo exportados pela mesma exportina: CRM1 (SHIBATA et al.,
2006; YAO et al., 2007; KOHLER e HURT 2007).

As proteinas que possuem afinidade a CRM1 geralmente possuem sinal de exportagcdo
nuclear (NES) rico em leucina, motivo LRR, que foi primeiramente descrito pelo grupo de
Takahashi (1985) que apresenta um consenso de aminoacidos com conservacdo na posicao
dos aminodcido leucina: LX;3,L.X;3,LXL, onde L é preferencialmente uma leucina e X um
aminodcido qualquer, de preferéncia hidrofébico (BOGERD et al.,1996; IKUTA et al., 1998).

Este motivo LRR estd ilustrado na figura 2.

MAPKK(32-43)
Rev(74-84)
Ahr(63-73)
PKI(38-47)
FMRP(428-437)

Figura 2. Exemplos de proteinas que possuem dominio LRR. A localizagio das leucinas permanece
conservada em diferentes proteinas, destacadas em cinza. MAPKK: Map-quinase-quinase. Rev: proteina
regulatéria do virus HIV. Ahr: fator f indutor de hipoxia. PKI: inibitor de proteina quinase A. FMRP: proteina
encontrada na sindrome do X-frgil. G: Glicina. K: Lisina. P: Prolina. R: Arginina. Q: Glutamina. S: Serina. A:
Alanina. V: valina. E: 4cido glutdmico. D: aspartato. N: Asparagina. T:Treonina. L: Leucina. L:Isoleucina. K:
Lisina. (Fonte: IKUTA et al., 1998).

Os motivos LRR também sio encontrados em proteinas de exportagio de mRNA,
posicionados na por¢do N-terminal, concomitantemente a outro dominio de reconhecimento
de RNA - RRM - de aproximadamente 90 aminodcidos (DE GAUDENZI; D’ORSO;
FRASCH, 2003; revisto por COOK et al., 2007). Em T. cruzi, foi caracterizada uma proteina
denominada TcUBP1 que possui este motivo consenso LRR e parece haver relacdo indireta
com exportacdo de mRNAs (D'ORSO e FRASCH, 2001; CASSOLA e FRASCH, 2009).
Neste mesmo grupo, foi observado que o tratamento com leptomicina B (LMB), uma droga
que inibe a fungdo de CRMI, resulta em actimulo de mRNAs de TcPABP1 e TcUBP2/1 no
nicleo (CUEVAS; FRASCH; D’ORSO, 2005) e os autores propuseram que CRM1 estaria
envolvida na exportagdo de mRNA. Esta droga liga covalentemente a residuos de cisteina
desta proteina e interfere na interacdo da molécula a ser exportada, comprometendo o
processo de transporte (KUDO et al. 1999). Apesar da presenga das proteinas TcUBPI e
CRM1, néo foi feita uma caracterizagdo mais detalhada da maquinaria, assim como, nao foi

demonstrado que esta € a via exclusiva para a exportacdo de mRNA em T.cruzi.
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Diferentes exportinas como CRMI1, Losl e Msn5 obedecem o modelo geral de
transporte de RNA dependente da proteina Ran (revisto por KOHLER e HURT, 2007). A
proteina Ran € uma GTPase pequena e solivel, presente tanto no nicleo quanto no citoplasma
de todas as células eucaridticas e tem um papel critico na exportagdo de RNA: exportinas se
ligam a carga junto com RanGTP no nicleo para formar o complexo terndrio (RNA-
exportina-RanGTP). Este complexo € entdo translocado para o citoplasma, onde se dissocia
ap6s hidrdlise de GTP, ocorrendo a liberacdo do RNA. A proteina Rnal de fungos (RanGAP
em humanos) auxilia na hidrélise de GTP e liberagdo do RNA no citoplasma. O fator de
transporte nuclear 2, NTF2, leva RanGDP para o nicleo, onde ocorre a mudanga para
RanGTP com auxilio da proteina Srm1 (RanGEF ou RCC1 em humanos) (TALCOTT;
MOORE, 1999; STEWART, 2000; COOK et al., 2007). O transporte de macromoléculas

através do ciclo de Ran pode ser observado na figura 3.

A Exr

Importin

Figura 3. Desenho esquematico do transporte de macromoléculas através do ciclo de Ran em humanos. A:
Processos de exportagdo e importagdo mediados por B-carioferinas. Os dois complexos de poro nuclear (NPC)
mostram caracteristicas de cesta nuclear e fibrilas citoplasmaticas. A importina se liga a carga no citoplasma e a
libera através de ligacdo a RanGTP no ntcleo (esquerda). A exportina se liga a carga e a RanGTP no niicleo e
libera a carga no citoplasma ap6s hidrélise de RanGTP em RanGDP (direita). B: A alta concentragdo de
RanGDP no citoplasma é mantida por RanGAP (GTPase-activating protein), que estd ligada a fibrilas
citoplasmdticas do NPC. A alta concentragdo de RanGTP no nicleo é mantida pelo regulador de condensagio
de cromossomo 1 (RCC1), um fator de liga¢do a cromatina de troca de guaninas (RanGEF) que age em RanGDP
que € transportada para o niicleo através de NTF2 (Adaptado de: COOK et al., 2007).
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Estudos em Drosophila melanogaster, humanos e leveduras mostraram que CRM1
ndo € a via principal para a exportagdio de mRNA e que na realidade a via de exportacdo de
mRNA ¢é uma excecdo para o modelo geral dependente de RanGTP e carioferinas
(KATAHIRA et al., 1999; HEROLD; TEIXEIRA; IZAURRALDE, 2003; SCHUTZ et al.,
2006). Citando leveduras como exemplo, a exportacdo de mRNA é dependente de um dimero
Mex67-Mtr2 (TAP-pl5, em humanos) que é responsdvel por carrear o transcrito para o
citoplasma com o auxilio de diversas proteinas adaptadoras (SEGREF er al, 1997;
THAKURTA et al., 2002; KOHLER e HURT 2007). Para simplificar, a figura 4 compara as
vias de exportacdo de diferentes tipos de RNAs que dependem de RanGTP, com destaque

para o transporte de mRNA, ndo dependente de RanGTP.

(fA /M exgz\;
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Figura 4. Diferentes vias de exportacio de RNAs em leveduras. As vias majoritdrias de transporte estao
ilustradas: RNA transportador (tRNA), microRNA (miRNA), pequenos RNAs nucleares (snRNA), RNA
mensageiro (MRNA) e RNA Ribosomal (rRNA). Em cada caso, o transcrito primario estd ilustrado, bem como o
a protefna transportadora correspondente apds processamento dos respectivos RNAs. Os adaptadores de
exportacdo estdo ilustrados em azul e receptores de exportacdo em amarelo. No caso de mRNA, ambos os nomes
em humanos e fungos estio indicados, separadaos por “/”.Em humanos, os homélogos sdo: Aly, TAP e p15. Em
fungos: Yral, Mex67 e Mtr2, respectivamente. CBC, fator de ligacdo ao CAP; Exp, exportina. A via de mRNA
estd destacada em vermelho (Adaptado de: KOHLER e HURT 2007).
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Em fungos, durante a transcricio do mRNA existe a participacdo do complexo THO
que interage com as proteinas Yral, Texl e a RNA-helicase Sub,, originando o complexo
TREX (TRanscription/EXport) cuja fungdo estd relacionada ao processo de transcrigdo e
exportagio de mRNA (JENSEN, 2001; STRASSER et al., 2002; REED; CHENG, 2005). O
complexo THO ¢ constituido pelas proteinas nucleares Tho2, Hprl, Mftl e Thp2 (CHAVEZ
et al, 2000) e é bastante conservado em fungos, Drosophila e humanos com proteinas

homologas presentes nos trés organismos, como esquematizado na figura 5.

Yeast Drosophila Human

Current Opinion in Cell Biology

Figura 5. Conservacio do complexo TREX: Proteinas homélogas em diferentes organismos. Complexos
TREX de fungos, Drosophila e humanos contém o complexo THO associado as proteinas de exportagido (Fonte:
REED; CHENG, 2005).

Em fungos, o complexo THO se associa primeiramente ao molde de DNA e as
proteinas Yral e Sub2, formadoras do complexo TREX, que s@o recrutadas
cotranscricionalmente e interagem com o transcrito nascente (ABRUZZI; LACADIE;
ROSBASH, 2004), como esquematizado na figura 6. H4 também a participacdo de proteinas
SR, ricas em dominios contendo serina (S) e arginina (R), que também sdo recrutadas durante
a transcri¢do e podem interagir com RNA Polimerase Il e complexo TREX (GRAVELEY,
2000; REED; CHENG, 2005).
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Figura 6. Recrutamento cotranscricional do complexo TREX em fungos. Proteinas de exportacdo de mRNA
Yralp (Y) e Sub, (S). Protefnas tipo SR, Gbp2 e Hrbl, se associadam ao complexo TREX. A seta indica a
direcdo da transcricio (Fonte: REED; CHENG, 2005).

Estudos realizados em mamiferos indicam que o complexo TREX é recrutado durante
o “splicing” do mRNA e proteinas deste complexo também foram caracterizadas como
componentes do “spliceossomo”. A proteina Aly, por exemplo, se associa ao pré-mRNA
ainda antes da formacgdo do “spliceossomo”, enquanto Y14 e UAP56 se associam durante a
formacgdo deste (KATAOKA et al., 2000; JURICA; MOORE, 2003). O complexo TREX
também se associa a proteinas do tipo SR, consideradas fatores de “splicing” que se ligam aos
éxons do pré-mRNA e sdo responsdveis pelo recrutamento da maquinaria de processamento
(HUANG; STEITZ, 2001). A associagdo entre complexo TREX e “spliceossomo” em

humanos pode ser observada na figura 7.

Spliced mRMNP

Splicecsome

Curment Qpinion in Cell Blokogy

Figura 7. Recrutamento em humanos do complexo TREX durante o “splicing”. A montagem do
“spliceossomo” e o “splicing” ocorre assim que o transcrito ¢ sintetizado pela RNA polimerase II (RNAP II).
SR-proteinas (SR) recrutam o spliceossomo e apds o processamento permanecem ligadas ao mRNA havendo
recrutamento do complexo TREX (Fonte: REED; CHENG, 2005).

Alguns exemplos de proteinas SR de fungos sdo Npl3 e Gbp2, e em humanos sdo 9G8
e ASF/SF2. Estas tltimas migram do nticleo para o citoplama através da ligacdo dos dominios

SR a proteina TAP, receptora de exportacio (CACERES; SCREATON, KRAINER, 1998;
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SANFORD; BRUZIK, 2001). Esta associagdo depende da fosforilacio dos dominios SR:
quando fosforilados, interagem com TAP e quando desfosforilados, além de ligarem a TAP,
se ligam também ao mRNA. Provavelmente, a associagdo do complexo de exportacdo a
fatores de splicing reflete um mecanismo que seleciona 0 mRNA corretamente processado em
detrimento ao pré-mRNA (HUANG; YARIO; STEITZ, 2004). O modelo de exportacdo de

mRNA com a participacdo de proteinas SR estd ilustrado na figura 8.

@ TAPIpIS O hyperphosphorylited SR proteins
) exon junction complex © hypophosphorylated SR proteins
¢ I ona Y
Nucleus
l Transcription
Pre-mRMNA —————n
5R proteins n
Splicing
SR dephosphorylation

Spliced mRMNA %

Export \
Cytoplasm 53‘ /;:ospl‘lorylaﬁon

Figura 8. Papel das proteinas SR em humanos na exportacio de mRNA . Proteinas SR hiperfosforiladas sao
recrutadas até moléculas de pré-mRNA, potencializando o splicing. Durante esse processamento proteinas SR
sdo hipofosforiladas mas se mantém associadas com o mRNA processado. A TAP € entdo recrutada,
aumentando a eficiéncia de exportagdo em detrimento ao pré-mRNA ndo-processado. Apds a exportacdo de
mRNA para o citoplasma, ha a refosforilagdo das proteinas SR que se dissociam dos complexos mRNPs e sdo
entdo recicladas ao nicleo (Fonte: HUANG; YARIO; STEITZ, 2004).

Ha também a participacdo de outro complexo que interage sinergisticamente com
TREX em relacdo a exportagdo de mRNAs denominado de TREX-2 ou THSC, formado pelas
proteinas THP1-SAC3-SUS1-CDC31 que podem interagir também com o receptor de
exportagdo Mex67-Mtr2. Este complexo estd intimamente relacionado a transcri¢do através
da associacdo com outro conjunto de proteinas denominado SAGA, que tem como fungio a
promocgao de acetilacdo de histonas e interagdo com cromatina ativa (FISCHER et al, 2002;
TIMMERS; TORA, 2005; GONZALEZ-AGUILERA ef al., 2008). A proteina Susl é um
componente central para a interacdo com proteinas do poro nuclear e ha evidéncias de que em
conjunto com a proteina Sac3 e Thpl hd o recrutamento de transcricio de mRNAs para
proximo do NPC. Este processo de interagdo reforca a hipétese de "gene gating" que € a
aproximacdo de genes ativos para a periferia do nicleo, facilitando o direcionamento do
transcrito para o citoplasma (BLOBEL, 1985; FISCHER et al., 2002; RODRIGUEZ-
NAVARRO et al., 2004, revisto por IGLESIAS; STUTZ, 2008).
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Por fim, a intima interagdo entre transcricdo, processamento e transporte de RNA
reflete provavelmente o sinergismo entre os eventos nucleares e citoplasmaticos no que diz
respeito ao controle de qualidade do processamento do mRNA, assim como, a modulacdo da
expressdo génica propriamente dita. A figura 9 ilustra o modelo de exportagdo de mRNA em

fungos dentro do contexto dos eventos da expressao génica.
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Figura 9. Exportacio de mRNA ¢€ acoplado a transcri¢do e processamento em fungos. O complexo THO
estd associado a maquinaria de transcri¢do durante a elongacdo facilitando o recrutamento do adaptadores de
exportacdo de mRNA, Sub, e Yral, aos transcritos nascentes, que recrutam o receptor de exportagdo, Mex67.
Defosforilacdo de proteinas SR, Npl3p (outro adaptador para Mex67) é também necessdria para a liberagdo do
mRNA da maquinaria de processamento, havendo recrutamento de Mex67 ao transcrito poliadenilado. Mex67
medeia a translocagdo de mRNP através de interacdo com FG-nucleoporinas de complexo de poro nuclear. A
proteina Dbps, recruta mRNP e interage na face citoplasmadtica do poro nuclear, permitindo liberacio do mRNA

no citoplasma pelo complexo de exportagdo (Fonte: RODRIGUEZ; DARGEMONT; STUTZ, 2004).

A diferenca entre os componentes possivelmente reflete caracteristicas especificas no
metabolismo de RNA de cada organismo. Por exemplo, em leveduras o processamento de
mRNA por cis-splicing ocorre apenas para a minoria dos genes, enquanto em metazoarios o
cis-splicing passa a ser regra. No grupo de organimos basais as peculiaridades sdo evidentes,
como € o caso dos tripanossomatideos, onde um RNA policistronico € processado por trans-
splicing, com semelhangas e diferencas quando comparado ao processamento por cis-splicing.
Sendo assim, a caracterizagdo de eventos pds-transcricionais, como no caso da exportagdo de
mRNA em tripanossomatideos € sem diivida relevante para enriquecer o que se sabe sobre a

biologia molecular destes parasitas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Utilizar ferramentas de bioinformadtica, genética reversa, biologia molecular e celular
para identificar proteinas em 7. cruzi envolvidas na exportagdo de mRNA do niicleo para o

citoplasma.

2.2. Objetivos especificos

Objetivo 1- Identificar de proteinas envolvidas na exportacdo de RNA em organismos basais,
entre eles T.cruzi, através de andlises de gendmica comparativa.

Meta 1.1 — Buscar através da literatura as proteinas de vias de exportagdo do nicleo para o
citoplasma de diferentes tipos de RNAs, entre eles o mRNA, com evidéncias funcionais em S.
cerevisiae e H. sapiens (organismos-modelo) cujas vias estdo bem caracterizadas.

Meta 1.2 — Executar andlises comparativas de estruturas primdrias das proteinas encontradas
através de alinhamentos com espécies de eucariotos superiores e basais, a fim de cobrir a

arvore filogenética dos eucariotos.

Objetivo 2- Analisar dominios funcionais das proteinas candidatas através de modelagem

molecular por homologia estrutural.

Objetivo 3 — Analisar a fungdo de proteinas candidatas por métodos de localizagdo celular em
T. cruzi.
Meta 3.1 — Expressar e purificar proteinas recombinantes em Escherichia coli e obter antisoro

policlonal através de inoculagdo destas proteinas em coelhos e camundongos.

Meta 3.2. Expressar proteinas fusionadas a GFP - green fluorescent protein - em T. cruzi para

localizacdo celular através de microscopia 6tica de fluorescéncia.

Meta 3.3 — Localizar em T.cruzi as proteinas através de ensaios de microscopia Gtica e

eletronica de transmissdo por imunofluorescéncia e imunocitoquimica, respectivamente.
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Objetivo 4 — Caracterizar funcionalmente as proteinas por abordagens de genética reversa.
Meta 4.1 — Avaliar a viabilidade de manipulacio por nocaute génico em 7. cruzi.
Meta 4.2 — Analisar o fendtipo causado pelo silenciamento, por interferéncia de RNA (RNA1),

de genes de T. brucei ortdlogos aos genes identificados em 7. cruzi.
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3. Material e Métodos

3.1. Anélises de gendomica comparativa e identificacdo de proteinas

3.1.1. Identificacdo de proteinas componentes da via de exportagdo de diferentes tipos de

RNA através de evidéncias experimentais na literatura

Muitos mecanismos de exportacio de mRNA tém sido estudados em leveduras (S.
cerevisae) € humanos (H. sapiens) e pouco se sabe a respeito deste tipo de transporte em
tripanossomatideos, entre eles 7. cruzi. Por esse motivo, foi feito uma busca na literatura
nestes organismos-modelo para a identificacio de proteinas envolvidas em transporte de
diferentes tipos de RNAs , entre eles mRNA.

Para esta andlise, primeiramente foram identificadas proteinas de S. cerevisiae
funcionalmente caracterizadas na literatura e a partir dessas proteinas, foram verificadas quais
possuem caracterizagdo funcional em humanos na literatura, bem como estdo indicadas como

ortélogas pelo banco de dados do Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html). A partir

desses resultados foi feita uma tabela indicando os IDs do Genbank das proteinas de S.
cerevisiae ¢ humanos que foram utilizadas como sementes de busca (queries). Como as
proteinas de humanos foram buscadas a partir de dados funcionais relacionadas as de S.
cerevisiae e necessariamente precisam estar indicadas pelo Ensembl, houve menor nimero de

proteinas listadas.

3.1.2 Anélises comparativas por alinhamento de proteinas através de BLASTP

As sequéncias das proteinas de S. cerevisiae e H. sapiens identificadas conforme item
3.1.1 foram utilizadas como queries para andlises de conservacdo de estrutura primdria
através de alinhamento local — BLASTP — em bancos de proteinas de eucariotos superiores e
basais. Sao considerados eucariotos basais aqueles que divergiram cedo ao longo da evolucdo
- deeply diverging lineages — como por exemplo as linhagens eucariéticas Chromalveolates e
Excavates, sendo este dltimo o supergrupo onde 7. cruzi estd inserido. As sequéncias
encontradas nos diferentes bancos de dados através das queries sdo denominadas de subjects e
as regides de maior pontuagdo para o alinhamento local sio denominadas HSPs.
Os bancos de proteinas utilizados para os alinhamentos foram de representantes dos
supergrupos de eucariotos Animalia, Fungi, Chromalveolata, Amoebozoa, Plantae e

Excavates cobrindo a arvore filogenética dos eucariotos, o que permitiu inferir a conservacio
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de cada query ao longo da evolug@o. Foram inicialmente analisadas 45 espécies destes
supergrupos e foi considerado como resultado final o melhor Ait encontrado em cada espécie.

Esta andlise inicial incluiu duas ou mais espécies representativas dos gé€neros
Caenorhabditis, Cryptosporidium, Leishmania, Plasmodium e Trypanosoma que proveram
redundancia e serviram como controles consistentes para o protocolo de andlise que foi
realizado. As 45 espécies com as respectivas informagdes dos bancos de proteinas e o
resultado inicial estdo anexados (Anexo 1 - midia).

Posteriormente, estes resultados foram simplificados para 25 espécies (mostradas na
tabela 1) cobrindo a filogenia de eucariotos, como pode ser observada na figura 10. Para estas
25 espécies foi realizada uma andlise mais criteriosa onde os casos que apresentaram mais de
um HSP por alinhamento para o mesmo subject, tiveram os multiplos HSPs somados e

utilizados para a aquisicao real da cobertura de cada alinhamento.

Tabela 1. Espécies utilizadas para analises de conservacao de proteinas. Foram utilizadas 25 espécies para as
andlises. Nesta tabela também estd inserida S. cerevisiae, apenas para ilustrar a abreviacdo utilizada para esta
espécie. A esquerda, a abreviagdo relacionada a cada espécie e a direita, o supergrupo correspondente.
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Figura 10. Arvore filogenética de eucariotos utlizada neste estudo. A figura foi obtida através do programa
Treeview (PAGE, 1996). As espécies pertencentes a0 mesmo supergrupo de eucariotos foram agrupadas por
cores. (Fonte: Adaptacdo de Collins e Penny, 2005).

A classificagdo da conservacdo de estrutura primaria das proteinas ao longo da
filogenia de eucariotos foi realizada através de nimeros de 1 a 5 em escala decrescente de
conservagdo, sendo os nimeros 1 e 2 considerados os resultados de proteinas altamente
conservadas. Para as andlises, foi primeiramente determinada a linha de corte de e-value de E-
03 e os resultados com e-value maiores foram classificados como “NH”, indicando que nao
houve hits para a andlise. Foram analisados somente os hits que apresentaram o e-value
menor que E-05 e aqueles que apresentaram valores entre E-03 e E-05 foram denominados de
“SC”, indicando que ndo houve a classificagdo por nimeros.

Um dos critérios utilizados para as andlises foi a porcentagem de similaridade entre
query e subject. A similaridade indica o grau de semelhanga entre as sequéncias em um
alinhamento, revelando a porcentagem de aminoédcidos que apresentam caracteristicas
bioquimicas similares em ambas as proteinas.

Foi analisada a cobertura da guery no resultado do BLASTP (HSP/CQ), onde HSP € o
comprimento da regido alinhada entre query e subject e CQ € o comprimento da guery. Um
critério para analisar se essa cobertura de alinhamento foi ao longo de toda a guery ou apenas
em regides especificas desta, como dominios por exemplo, foi utilizado o critério de

similaridades de comprimentos entre query e subject (CQ ~ CS) onde CS indica comprimento
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do subject. Para este critério de comprimento foi padronizado que CQ ~ CS podia diferir em
até no maximo 30% e neste caso, uma alta cobertura de alinhamento (HSP/CQ maior ou igual
a 60%) indicou regides conservadas maiores entre as proteinas analisadas. Quando estes
critérios foram levados em consideragdo, bem como uma alta similaridade entre as proteinas
(maior ou igual a 60%), resultou em melhor classificacdo como 1 e 2, por exemplo.

Para os resultados em que os comprimentos das sequéncias CQ e CS diferiram em
mais de 30%, foram observados alinhamentos parciais havendo pior classificacdo de
conservagdo. Os critérios de classificacdo das proteinas em numeros de 1 a 5 estdo
sumarizados na tabela 2.

Tabela 2. Critérios utilizados para a classificacio dos resultados de alinhamentos de proteinas por
BLASTP. Os niimeros indicam a classificagdo: 1 - altamente similar; 2 — similar; 3 - pouco similar; 4 e 5 —

parcialmente similar. As classificacdes 1 e 2 estdo em destaque para ilustrar os melhores resultados de
conservagao neste tipo de andlise.

Classificacao Critérios

1 Similaridade >=60 % e HSP/CQ >=0.80e CQ ~ CS
2 Similaridade >=50 % e HSP/CQ >=0.60e CQ ~ CS
3 Similaridade >=40 % e HSP/CQ >=0.45e CQ ~ CS
4 Similaridade >=30 % e HSP/CQ >=0.30
5 Similaridade <=30 % ou HSP/CQ <=0.30

SC 1E-5<= E-value <=1E-3

NH E-value > E-03

3.1.3. Andlise comparativa através de dados de sintenia gendmica presentes no TritrypDB

A verificacdo de sintenia gendmica em tripanossomatideos foi realizada através da
utilizacdo dos resultados contidos em banco de dados do TritrypDB (http://TriTrypDB.org)
(AURRECOECHEA et al., 2007).

3.2. Predicao estrutural de proteinas através de programa de bancos de dados de
estruturas tridimensionais PDB e MODELLER

Foram realizadas buscas por proteinas homodlogas utilizando as estruturas primdrias
com o auxilio do programa BLASTP (ALTSCHUL et al., 1997) e o banco de estruturas
tridimensionais depositadas no banco de dados de proteinas PDB (WESTBROOK et al.,
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2002). Alinhamentos baseados em estruturas secunddrias entre proteinas que apresentaram
menor identidade sequencial foram realizados através do programa GenTHREADER
(McGUFFIN; JONES, 2003).

Modelos moleculares foram constituidos para os alvos identificados com o emprego
da técnica baseada em restricdes espaciais implementadas pelo programa MODELLER 9v3
(SALL; BLUNDELL, 1993). Foram utilizados critérios para aumentar o grau de liberdade,
facilitar a modelagem de regides de lacos e voltas bem como refinar a predi¢do e a andlise

comparativa.

3.3. Solucoes e tampoes
AP Buffer (tampao de reaciao para fosfatase alcalina): Tris-HCl 100 mM pH 9,5; NaCl
100 mM, MgCl, 5 mM.

Fenol - cloroféormio - alcool isoamilico: Fenol saturado 25 partes, cloroférmio 24 partes
alcool isoamilico 1 parte, tris-HCI 100 mM pH 8,0 10 partes.

Solucio de bloqueio para Western Blot: Tampao PBS, Tween 20 0,05% e leite em pd
desnatado 5%.

Solucao de Brometo de Etidio: 5,0 pg/mL de brometo de etidio em dgua destilada.
Solucio de descoloracao para SDS-PAGE: Metanol 30%, acido acético 10%, dgua 60%.

Solucio de hibridaciao para Southern blot: SSC 6x, solucdo Denhardt 5x, SDS 0,1%, DNA
fita simples de esperma de salmdo 100 pg/mL.

Solucio de lise para método de palitagem: NaOH 50 mM, glicerol 5%, SDS 0,5%, EDTA 5
mM, azul de bromofenol 0,025% em édgua deionizada.

Solucio de lise utilizada para eletroforese em campo pulsado: EDTA 0,5 M pH 9,0;
Sarcosyl 1%, Proteinase K 0,5 mg/mL.

Soluciio de Ponceau S: Ponceau S (Sigma P-3504) 0,5%, Acido acético glacial 1%.

Solucao para coloracao de géis de proteinas SDS-PAGE: Azul de comassie R-250 0,1%
em metanol/acido acético v/v (45%:10%); agua 45%.

Solucao PBS - TWEEN 20: PBS -Tween 20 0,05%.
Soluciao PSA 2%: Fosfato de s6dio 75 mM pH 8,0; NaCl 65 mM; Agarose Low Melting 2%.

Solucio PSG: Fosfato de sédio 75 mM pH 8,0; NaCl 65 mM, Glicose 1,5%.
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Solugﬁo TBE para eletroforese de DNA (Tris- Acido Bérico — EDTA): Tris-base 89 mM,
Acido bdérico 89 mM, EDTA 2 mM pH 8.0.

Solucio TE (Tris-EDTA): Tris-HCI 10 mM pH 7.5; EDTA 1 mM.

Tampao de amostra para eletroforese de DNA 6x: Azul de bromofenol 0,25%, xileno
cianol 0,25%, glicerol 30%.

Tampao de amostra de proteinas: Tris-HCI 40 mM pH 6,8; SDS 1%, B-mercaptoetanol
2,5%, glicerol 6% e azul de bromofenol 0,005 %.

Tampao de eletroporacao de T. cruzi: NaCl 140 mM, HEPES 4cido 25 mM, Na,HPO, 0,74
mM.

Tampao de lavagem para incorporacio de BrUTP: Sacarose 150 mM, glutamato de
potassio 20 mM, MgCl, 3 mM, DTT 2 mM, leupeptina 10 pg/mL.

Tampao de marcaciao para incorporacao de BrUTP: tampdo de lavagem adicionado de
creatina fosfato 50 mM, creatina cinase 200 pg/mL, RNasin (Promega) 120 U/mL e, quando
indicado, a-amanitina 200 pg/mL.

Tampdes de lavagem e eluicao de proteinas recombinantes por coluna Ni-NTA (Qiagen):
- Tampao A: GuHCl 6 M; NaH,PO,4 0,1 M; Tris-Cl1 0,01 M pH 8.0.

- Tampdo B: uréia 7 M; NaH,PO40,1 M; Tris-:C1 0,1 M pH 8.0.

- Tampao C: uréia 8 M; NaH,P040,1 M; Tris-C1 0,1 M pH 6.3.

- Tampao D: uréia 8 M; NaH,PO, 0,1 M; Tris-Cl1 0,1 M pH 5.9.

- Tampao E: uréia 8 M; NaH,PO40,1 M; Tris-C1 0,1 M pH 4.5.

- Tampao F: uréia 8 M; NaH,PO, 0,1 M; Tris-C1 0,1 M pH 4.0.

- Tampao G: uréia 8 M; NaH,PO, 0,1 M; Tris-C1 0,1 M pH 3.5.

- Tampao H: uréia 8 M; NaH,PO, 0,1 M; Tris-C1 0,1 M pH 3.0.

Tampao de Lise Hipotonica: Tris-HCI 10 mM pH 7,5; MgCl, 10mM, NaCl 10 mM.

Tampao de purificacao de proteinas: TRITON X-100 2%, NaH,PO4 100 mM, NaCl 0,5 M,
Tris - HC1 pH 8,0 10 mM, Uréia 2 M.

Tampao de sonicacio de proteinas: NaCl 500 mM, TRITON X-100 2%, Tris-HCI 20 mM
pH 8,0.

Tampao de suspensido de proteinas: NaH,PO, 100 mM, Tris-HCI 10 mM, Uréia 8 M pH
8,0.

Tampao de transferéncia para Western Blot: Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol
20%.

Tampao para SDS-PAGE: Tris-HC1 0,037 M pH 8,4; Glicina 192 mM pH 8,4; SDS 0,1%.
Tampao SSC 20X: NaCl 3M e Citrato trisédico 2-hidrato 0,3M.

Tampao ZPFM de eletroporacio de T. brucei: NaCl 129mM, KH,PO,4 1,5mM, KCl 8mM,
NaH,PO,4 8mM, MgCl, 1,5mM, CaCl, 90 uM e CH3COONa 2,4 mM pH 7,0.
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Tampao PBS - soluciao de uso (Phosphate-buffer saline): KCI 2,7 mM; KH,PO,4 1,5 mM,
NaHPO,.7HO 4,3 mM; NaCl 137 mM.

3.4. Microrganismos

3.4.1. Escherichia coli
GenGtipo BL21(DE3): {pLysS ™ {F- ompT hsdSB (rs ms") gal dem (DE3) pLysS (Cm®)}.
Gendétipo DH50™ : {F- recAl endAl hsdR17 (rk’, mk*) supE44 \- thi-1 gyrA96 relAl}.
3.4.2. T.cruzi clone Dm28c (GOLDENBERG et al., 1984)

Formas epimastigotas foram mantidas em cultura axénica de meio LIT (CAMARGO,
1964) a 28 °C com passagens a cada quatro dias.

Formas tripomastigotas metaciclicas foram obtidas através da metaciclogénese in

vitro, segundo Contreras e colaboradores (1985) com modifica¢cdes, conforme descrito no

item 3.6.

3.4.3. Trypanosoma brucei cepa 29-13 (WIRTZ et al., 1998)

Foram utilizadas as formas prociclicas que expressam o repressor de tetraciclina e a
T7 RNA polimerase para utilizagdo em ensaios de genética reversa. Os parasitas foram
mantidos em cultura axénica de meio SDM-79 complementado com 10% de Soro Bovino

Fetal (BRUN; SCHONONBERGER 1979) e antibiéticos apropriados.

3.5. Meios de cultura

Meio LB (Luria-Bertani) g/l

ST Te T R T o1 0] o DO PSR RUSS 10,0
P21 RO RRRRRRRRT 5,0
EXIIAt0 A€ LEVEAUTIA. ....evviveeieieieeeieeeeeeeeeeeeee ettt ettt et et e e aaaeasaeasaeasaeasaeaseeasasaeaeanns 5,0

(LB-4gar): adi¢do de 1,5% de agar-4gar.
Meio LIT 1

Infus@o de fIgado .......c.oiviiiiinii e eieene s 0,0 €
INACL ¢t e e ettt srneesreesinee e e A &
GlICOSE. ot ettt ettt e e e e e ettt et eneesnneeseneeenss 29 2 &
TIIPLOSE. . - e ettt e ettt ettt ettt et et e e et e ae e e
Fosfato basico de SOI0. . ....ceeriiiriiiiiiieiiiierieeeiie ettt eeieesite et e e eteeneeeeneeeennee e 11,50 €
Extrato de levedura...........coiiiiiii i sire e s e e a0 19,0 @
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L (55 1011 o DU 0,02 ¢

SOI0 fELAl DOVINO.....ciiiiiiiieciiiii ettt ettt e e e et ae e eetae e e esabbeee s nbbeeeeensaseeeesreeeean 10%
PeniCIIING. ......eiiiiiciiie e e e e e e e e e aar e e e e ar e e e e enaraas 10.000 U
pH 7,2

Meio SDM-79 11
MEM (Minimum Essential Meditlm).........cc.ccooiiuiiiiiiiiiieiieiiee et 70¢g
B (S T LS 20¢g
IMLOPS. ..o et e ettt e ettt e et e et e e ete e e e e eteae e e eteaeeeetreeeeearaeaeas 50¢g
HEPES . ... .ot e e e et e e e et e e e et e e et ae e e e e etaeae e rreaeean 80¢g
GLICOSE oot 1,0g
L1 & (10 20¢g
PIrUVALO A€ SOTIO vttt ettt e et et eeeaeeeae e aeeeaaaaasaeseseasaeanaessaeaee 0,1g
| AN 21 01 4 - T 02¢g
LmATZININA. .ottt ettt et ettt et sb e bt st e b 01g
L-GIUutamina. ... e e 03¢g
L-MELIONINA. c...eeeiiieeniiie ettt et e ettt e st e e stte et e sttt e sabeeebbe e sbeesnnteesabeeessseesaseesnseesnseens 0,07 g
L-Fenilalanina. ........coccveeiiiiieniiie ettt ettt e et st e et e e st ee st e e sabeessaseesbaeenseesneeenns 0,08 g

| I =3 (0] 1o TR 0,6 ¢g
| BT 1 TSRO 0,06 g
TAUTINA. ¢ttt ettt et ettt et e e ettt e st e e eab e e sabeeesabeesasaesastaesnseasssseesnsseesnseesneeesnseens 0,18 g
| I b (=T ) 111 b2 USRS 0,35¢g
AQBNOSINA. ...ueieeeiiiieiie ettt ettt e e e ettt e et e e sttt e s bee et e e sabeeesabe e e bbe e abtesnbaeenbeeeenteeennes 0,1g
GUANOSINA. 1.ttt eeitieeiteeeiie e ettt et e et e et e e s tteesbtesnteesabeeessseesnseeesnseesnseeesnseeesseasnsaesnseesseeenns 0,01¢g
GlUCOSAITINA. ¢ e esssnsnseenansnsnennnennnnnnnnnn 0,05¢g
MEM amino acids SOIULION, SOX .....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 10
mL

MEM non essential amino acidS TOO0X ......ccueeeeeiiiiiieiiiiee e 6 mL
PONICTIING. c...eeieeiiiiee et ettt e et esnaeesaree s 0,059 g
SHIEPLOMIICINA. ... ..eeuteenitiitieteeteeet ettt ettt ettt et et esbteshtesabeeabe e bt e bt e e st e b eebeesbaesaees 0,133 g
ACIAO FOLICO. ...t 0,004 g
PABA (4cido Para-aminobenzoiCo).........cccoueiiiiiuiiiiiiiiieeeeieee e et e et 0,002 g
55 (0] 801 USSR UUPRTPTR 0,0002 g
Meio TAU (Triatomine Artificial Urine) mM
INAC L e e et e e e et e e e et e e e e aae e e e aae e e eetaeeeeataeaeearreaean 190,00
K Lttt e e e et e e e et e e e e et e e e e e tae e e e e taeaeeeataeaeeeararaeean 17,0
[OF: T 6 ST TSSO SRR 2,0
MLttt ettt et ettt ettt h e e a ettt e aeeen e e et e et e e aateenteeateebeeeneeeneean 2,0
Tampao FOSTAto PH 6,0.......eeiiiieee ettt 8,0
Meio TAU 3AAG pH 6,0 mM
Meio TAU suplementado com:

GLICOSL. ... ettt ettt ettt e ettt e e e e ette e e e e tte e e e e s taseeeseassaeaesassaeeeansssesesasseeeennssesesansseeeans 10,0
ACIAO LraSPAITICO.....v.voveeeeeeeeeeee e ses s s soseeseseeeseseeseseesnesens 2,0
ACIAO LAGIUAMICO. ... ses eesesssseseseees s s eeesses s 50,0
| I & (o) 11 1 - OO U U R U U U U U SRRSO PP PRI 10,0
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3.6. Metaciclogénese in vitro

O processo de diferenciacio de formas epimastigotas para tripomastigotas
metaciclicas de 7. cruzi ocorre naturalmente no intestino do inseto vetor e pode ser
mimetizado in vitro em condi¢des quimicamente definidas permitindo isolar células em varios
estagios de diferenciacio deste parasita (CONTRERAS et al., 1985b; BONALDO et al,
1988)

Para a obtencdo das formas tripomastigotas metaciclicas, formas epimastigotas em
final de fase exponencial de crescimento foram centrifugadas a 7000 x g por 5 minutos a
10°C. As células foram suspensas em meio TAU com densidade de 5,0 x 10® células/mL e
incubadas a 28 °C durante 2 horas (CONTRERAS et al., 1985b). Apds esse periodo de
estresse nutricional, os parasitas foram inoculados na concentracdo final de 5,0 x 10°
células/mL em meio TAU3AAG e incubados a 28 °C sem agitacdo durante 96 horas. Durante
este periodo, os parasitas aderiram nas paredes das garrafas de cultivo e diferenciaram-se nas
formas tripomastigotas metaciclicas, soltando-se do substrato. Para obtencdo das células
aderidas apds 12 e 24 horas, o sobrenadante da cultura foi desprezado e as formas aderidas
foram liberadas por forte agitagdo das garrafas de cultura com tampao NKM (BONALDO et
al., 1988). Para a obtencdo de formas metaciclicas purificadas, foi coletado o sobrenadante da
cultura e em seguida realizada cromatografia de troca idnica com resina de DEAE celulose
(DEAE-52 Whatman) (CONTRERAS et al., 1985b). Para a obtencdo dos extratos protéicos
dos diferentes pontos da metaciclogénese, os parasitas foram lavados com PBS adicionado de
inibidores de protease e suspensos em tampao de amostra para proteinas, seguido de fervura a
100 °C por 3 minutos. Quanto ao extrato protéico de amastigotas, ja estava previamente

preparado e estocado no laboratério

3.7. Obtencao de DNA gendmico de 7. cruzi Dm28c (FRAGOSO e GOLDENBERG, 1992)

10
Um total de 5 x 10 parasitas foram coletados do meio LIT por centrifugag¢do a 7000 x

g por 10 minutos. As células foram lavadas em PBS, suspensas em 20 mL de tampdo de lise
hipotonica e lisadas pela adicdo de Nonidet P-40 de concentracdo final 1% por 3 minutos a 4
°C. A fracdo contendo os nicleos celulares foi enriquecida através de trés ciclos de
centrifugacdo a 800 x g por 10 minutos a 4 °C. Esta fracéo foi digerida com proteinase K 100
pg/mL por 12 horas a 37 °C em 5 mL de solugdo contendo NaCl 10 mM, EDTA 5 mM, SDS
0,5% e Tris-HCI 10 mM pH 7,6. O DNA foi extraido com fenol saturado em Tris-base 100
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mM e dialisado trés vezes com 20 mL de soluc¢do contendo NaCl 100 mM, EDTA 1 mM,
Tris-HCI 10 mM pH 7,6.

3.8. Preparacao de bactérias calcio-competentes

Para o preparo de bactérias cdlcio-competentes, foi utilizado o método de CaCl,
descrito por Sambrook e colaboradores (2001). Uma coldnia de E. coli da cepa desejada foi
inoculada em 5,0 mL de meio LB contendo antibidtico apropriado (50 pg/mL de canamicina,
no caso de E.coli B121 (DE3)). A cultura foi incubada a 37 °C por 18 horas sob agitacio
constante de 220 rpm. Um volume de 1 mL desta cultura foi transferido para 100 mL de meio
LB. As células foram incubadas a 37 °C sob as mesmas condic¢des de agitacdo até alcangar a
fase de crescimento exponencial (D.O.g09 de 0,6).

A cultura foi centrifugada a 4000 x g por 5 minutos a 4 °C e as células foram
suspensas em 50 mL (metade do volume original) de solucdo gelada de CaCl, 100 mM
tamponada com HEPES 10 mM pH 7,0 e mantidas no gelo durante 30 minutos. A suspensdo
foi submetida a centrifugacdo nas mesmas condicdes anteriores, as células foram suspensas
em 2,0 mL (1/50 do volume da cultura original) da solug@o anterior acrescida de 10% de

glicerol, mantidas no gelo seco por 2 horas e em seguida aliquotadas e armazenadas a — 70 °C.

3.9. Transformacao de bactérias calcio-competentes

Reagdes de recombinagdo ou ligacdo foram incubadas com 100 pL da suspensédo de E.
coli célcio-competentes por 30 minutos no gelo. Apds esse periodo, as células foram
submetidas ao choque térmico pela incubacdo a 42 °C por 2 minutos, seguido de 2 minutos no
gelo e posterior adi¢do de 1 mL de meio LB para incubacio sob agitacdo constante de 220
rpm a 37 °C por uma hora. Aliquotas de 100 puL e 900 pL foram espalhadas em meio sdlido
LB-4gar adicionado de antibidtico de acordo com a resisténcia conferida pelo vetor utilizado
na transformacfo de bactérias e incubadas a 37 °C por 18 horas. Apds o aparecimento de
coldnias isoladas, foi possivel analisar a clonagem através de PCR de colonia ou pelo método
de palitagem, conforme descrito nos itens a seguir.

No caso de clonagem em pGEM, o LB s6lido foi adicionado de 100 pg/mL de
ampicilina, 0,04 mg/mL de X-gal e 0,4 mM de IPTG. Neste caso, a selecdo dos clones
positivos foi feita pela andlise da cor das coldnias, devido a presenca ou auséncia da
expressdo da enzima [-galactosidase. Esta, cuja expressdo € induzida por IPTG, degrada o

substrato X-gal produzindo um substrato azul. Caso o fragmento seja incorporado ao vetor, a
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enzima [-galactosidase ndo é expressa e as coldnias permanecem brancas, facilitando a

identificacdo dos clones positivos, que posteriormente foram sequenciados.

3.10. PCR de colonia

Ap6s a selecdo por antibiético apropriado, cada coldnia foi coletada e misturada em 10
ul de dgua deionizada, sendo utilizado 1 pl dessa suspensdo para cada reacdo de PCR. Foram
acrescentados aos tubos de PCR os reagentes e os oligonucleotideos iniciadores que anelam
com regides que flanqueiam o fragmento de DNA a ser amplificado, em um volume final de
reacdo de 20 uL. As amostras foram incubadas inicialmente com um holding de 94 °C por 10
minutos seguidos de 35 ciclos. As temperaturas, tempo de anelamento e extensdo foram
padronizados para cada caso devido as caracteristicas dos iniciadores e tamanho do fragmento

amplificado.

3.11. Verificacao de clonagem através do método de palitagem (Toothpick)

Ap6s a selec@o por antibidtico apropriado, cada col6nia foi removida com um palito
esterilizado e transferida para um tubo de 1,5 mL. Em cada tubo foi adicionado 15 ul de
solugdo de lise e a mistura foi incubada a 65 °C por 10 minutos. O lisado foi centrifugado a
13.000 x g por 1 minuto e aplicado em gel de agarose 0,8 % nio submerso em tampdo TBE e
submetido a diferenca de potencial de 80 V. Uma vez que as amostras entraram na malha do
gel de agarose, o volume de tampao TBE foi completado e a voltagem alterada para 100 V. O
gel foi corado através da imersdo em solucdo de brometo de etideo e analisado em luz

ultravioleta (UV).

3.12. Transfeccao e selecio de parasitas

3.12.1. Transfecgdo de T. cruzi por eletroporacio e selecdo dos transfectantes

Para cada transfecgdo, um total de 1 x 10 ® formas epimastigotas em fase logaritmica
de crescimento foram coletadas por centrifugagdo por 5 minutos a 7.000 x g, lavadas com
PBS estéril e suspensas em 1 mL de tampao de eletroporagdo. Em seguida foram coletados
0,4 mL desta suspensdo (referente a 4 x 10’ células) e transferidos para cubeta de
eletroporacdo de 0,2 mm pré-resfriada. Foi adicionado o DNA as células e a mistura foi

incubada por 10 minutos no gelo. Para a transfec¢do do plasmideo pTcPR-GFPN-TcSub2
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foram utilizados 50 pg de DNA e para transfeccdo através de fragmento de DNA para o
nocaute do gene TcSub2, foram utilizados 10 pg de DNA. Para controle da sele¢do, formas
epimastigotas foram eletroporadas sem a presenga de DNA.

A mistura foi submetida a eletroporagdo com 2 pulsos de 450 V e 500 pF em
eletroporador GenePulser® II Apparatus (Bio-Rad) e mantida por 10 minutos no gelo. Em
seguida, as células foram transferidas para garrafas de cultura de 25 cm’ contendo 10 mL de
meio LIT adicionado de penicilina e incubadas a 28 °C durante 24 horas. Apds este periodo
de recuperacgdo, o processo de selecdo dos parasitas foi feito através da adicio em meio LIT
de 500 pg/mL de G418 e/ou higromicina, dependendo do experimento. Aproximadamente 72
horas apds a adicdo das drogas foi feita uma dilui¢do 1:4 dos parasitas em meio contendo 500
pg/mL de G418 e/ou higromicina.

As culturas foram cultivadas com passagens regulares até que fosse observada a morte
completa das células da cultura controle, que foi transfectada sem DNA. As células resistentes
a droga foram selecionadas em intervalo de 10 a 30 dias. A clonagem dos parasitas mutantes
foi realizada através de diluicdo limitante em meio LIT adicionado de 500 pg/mL de G418
e/ou higromicina, dependendo do experimento. Apds a selecdo, foi realizada a curva de
crescimento das culturas dos transfectantes através de contagem em camara de Neubauer para
comparagcdo de crescimento com parasitas selvagens (Wild-type - WT), bem como a

observagdo de possiveis alteragcdes morfoldgicas.

3.12.2. Transfeccao de T. brucei por eletroporagio e selecdo dos transfectantes

Um total de 2,5 x 10’ parasitas em fase logaritmica de crescimento foram utilizados
por transfeccdo. Um volume para 3 transfeccdes, referentes aos plasmideos p2T7-177-SubsA,
p2T7-177-Sub,B e o vetor usado como controle p2T7-177-GFP, foi coletado e os parasitas
foram centrifugados por 10 minutos a 6000 x g a 10 °C, lavados com o mesmo volume de
tampdo de eletroporacio ZPFM e novamente centrifugados nas mesmas condigdes e
suspensos em um volume de 1,5 mL. do mesmo tampao. Para cada cubeta de eletroporacao de
0,4 mm pré-resfriada foram aliquotados 500 pl de parasitas e para cada aliquota foi
adicionado 10 pg de DNA de cada clone de interesse previamente linearizado com Nofl.

Esta mistura foi incubada no gelo por 10 minutos e submetida a dois pulsos de 1,6 kV
com capacitancia de 25 pUF em eletroporador GenePulser® II Apparatus (Bio-Rad). Apéds a
eletroporacdo dos parasitas, cada mistura foi respectivamente transferida para garrafas de

cultura de 25 c¢cm’ contendo meio SDM-79 suplementado com SFB-10%, 50 ug/mL de
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higromicina e 15 pg/mL de G418. A sele¢éo dos parasitas transfectados foi através da adicdo
de 5 pg/mL de fleomicina, resisténcia conferida pelo vetor p2T7-177, apés 24 horas de
cultivo.

A clonagem dos parasitas mutantes foi realizada através de diluicdo limitante em meio
SDM-79 suplementado com SFB-10%, 50 pg/mL de higromicina, 15 pg/mL de G418 e 5
pg/mL de fleomicina. Apés a selecdo dos mutantes, foi realizada a curva de crescimento das
culturas dos parasitas transfectados com p2T7-177-GFP (controle), p2T7-177-TcSub,A e
TbSub,B e induzidos com tetraciclina na concentracdo de 2 ug/mL, seguido de 1 pug/mL nos
dias posteriores.

Foi realizada a contagem das culturas induzidas e ndo induzidas em cdmara de
Neubauer para observacdo de crescimento e possiveis alteracdes morfoldgicas apds a indugdo
do silenciamento da expressdao do gene TbSub,. Os extratos protéicos das culturas induzidas e
nio induzidas foram posteriormente analisados quanto a diminui¢do da proteina TbSub,

através de ensaio de Western Blot.

3.13. Caracterizacao funcional de proteinas por métodos de localizacao celular em 7.
cruzi

3.13.1. Expressdo e purificacdo de proteinas recombinantes em Escherichia coli

A amplificacio do gene TcSub, foi obtido através de reacdo de PCR com
oligonucleotideos iniciadores especificos contendo sitios de recombinacdo aftB, que sdo
responsdveis pela recombinacdo com a sequéncia attP presente no vetor de entrada
pDONR™221 (Plataforma Gateway - Invitrogen). O mapa deste vetor estd ilustrado na figura

11.
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4762 nucleotides

Figura 11. Mapa do vetor de entrada pDONR™221 (Invitrogen). pUC ori: permite replicacdo de alta cdpia.
attP1/attP2: sequéncia de 200 bp presente no pDNOR para recombinagdo com sitio aftB presente no produto
PCR. ccdB:
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gene que permite selecdo negativa do pDNOR, interferindo na DNA girase de E.coli, substituido apés
recombinagio com o sitio aztB do produto de PCR. Kanamycin: gene de resisténcia A canamicina. Cm®: gene de
resisténcia ao cloranfenicol. T1/T2: terminadores de transcri¢do. M13 Forward e Reverse: Oligonucleotideos
iniciadores do vetor utilizados para sequenciamento. Fonte: Catdlogo Gatewaye Tecnology Invitrogen.

A reacdo de amplificacio do gene de TcSub, (GenBank Gene ID:
Tc00.1047053508319.40) foi realizada através de PCR de DNA gendmico de 7. cruzi e os
oligonucleotideos iniciadores foram desenhados para amplificagdo do gene que possui 1311
pares de bases. Para permitir a recombinagdo do produto de PCR com a sequéncia a#tP do
vetor de entrada, pDONR™221, foram adicionadas sequéncias a#tB as extremidades 5” dos

oligonucleotideos Forward (F) e Reverse ®, ilustrados na figura 12.
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TcSub, F
5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAGCAGTGGACTTGCCGAC 3~

TCSsz R
5" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATTACTGATTCATGTACTGGCTCTG 37

Tamanho do gene: 1311 bp

Figura 12. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores sintetizados para amplificacio do gene TcSub,.
Forward (F) e Reverse (R). Em negrito, a sequéncia a#tB adicionada a regido 5’ de ambos oligonucleotideos,
recomendado pelo Catidlogo Gatewaye Tecnology Invitrogen.

Para a reagdo de amplificacdo de TcSub, foi utilizada a ciclagem: holding de 95 °C
por 2 minutos seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95 °C (desnaturacio), 30 segundos de 56
°C (anelamento) e 2 minutos a 72 °C (extensao). A reacdo foi realizada em volume final de 15
ul contendo 100 ng de DNA genomico de 7. cruzi, 1U de High Fidelity PFU- polimerase, 200
uM de cada dANTP, 10 pmol de cada iniciador F e R, tamp@o para a enzima PFU e 4dgua
deionizada.

Os produtos da amplificag@o foram precipitados através de solucdo 30% PEG 8000/30
mM MgCl,, fornecido pelo sistema de purificacdo do préprio sistema Gateway. Uma vez
purificado o fragmento amplificado, foi possivel a reagdo de recombinagdo com o vetor
pDONR™221 de acordo com o manual do fabricante (Invitrogen- Catdlogos 12535-019 e
12535-027).

Esta reacdo de recombinacdo foi utilizada para transformar E. coli DH5-a célcio-
competente, conforme descrito no item 3.9 e as bactérias foram selecionadas em meio s6lido
LB-dgar adicionado de 50 upg/mL de canamicina, resisténcia conferida pelo vetor
pDONR™221. Apds o surgimento de coldnias isoladas, estas foram inoculadas em 2 mL de
meio LB adicionado de 50 pug/mL de canamicina, incubadas a 37 °C durante 18 horas sob
constante agitacao constante de 220 rpm e entao submetidas a centrifugacdo a 12.000 x g por
1 minuto a temperatura ambiente. A minipreparacdo dos plasmideos foi realizada com base no

método da lise alcalina, adaptado de Birnboim e Doly (1979), purificados através do sistema

Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN) e utilizados como molde nas reacdes de PCR para

verificacdo das clonagens utilizando os oligonucleotideos iniciadores da sequéncia de TcSub,
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para a confirmacgdo da clonagem. Apds a verificacdo, o clone foi sequenciado e denominado
de pDNOR-TcSubs.

Este clone foi utilizado para recombinag@o com outros vetores. O vetor pPDONR™221
possui sequéncia que permite a recombinagdo do fragmento clonado com diferentes vetores
de destino. Neste estudo, foram utilizados os vetores pDESTTM17, para expressido de
proteinas recombinantes, e o vetor pTcPR-GFPN, construido no ICC, utilizado para producio
de proteinas fusionadas a GFP N-terminal em 7. cruzi (Batista ef al. em preparacao).

O vetor pDESTTM17 ¢ destinado a expressdo de genes em E. coli resultando em
proteinas recombinantes, fornecendo altos niveis de proteinas contendo uma etiqueta que
consiste em seis residuos consecutivos de histidina na extremidade amino - terminal,
importante para a purificacdo da protefna através de coluna Ni-NTA (Ni'*-nitrilo-tri-acetic-
acid). A alta afinidade de ligacdo entre as proteinas recombinantes que contém esta etiqueta a
resina permite a remocdo de proteinas inespecificas em condic¢des estringentes, permitindo a
purificacio mesmo em condi¢des fortemente desnaturantes (CROWE; MASONE; RIBBE,
1995). Esta etiqueta de histidinas também ¢é utilizada para confirmacido das proteinas
produzidas através de anticorpos monoclonais anti-histidina por ensaio de Western blot,. O

mapa do vetor pDEST™17 estd ilustrado na figura 13.

7 s [ATG, ovie Ja oo [ s 17 e
L |

pDEST™17

6354 bp

Figura 13. Mapa do vetor pDEST™17 (Invitrogen) de expressio de genes em bactérias T7: Promotor de T7
RNA Polimerase. RBS: Regido de liga¢do ao ribossomo. ATG: Cédon de inicio. 6xHis: Etiqueta de histidinas
N-terminal. sitios a#R (attR1 e attR2): regido de recombinacdo LR com vetor de entrada pPDNOR. Cm® : gene de
resisténcia ao cloranfenicol. Ampicilin: gene de resisténcia a ampicilina. ccdB: gene que permite sele¢do
negativa do pDEST™17. T7 term: regido de término da transcricio. Fonte: Catdlogo Gatewaye Tecnology
Invitrogen.

O gene de TcSub; clonado em pDONR, pDNOR- TcSub,, foi transferido para o vetor
pDEST ™17, conforme o manual do fabricante. ApSs a reacio de recombinagdo, bactérias E.
coli DH5-a calcio-competente foram transformadas, conforme descrito no item 3.9 e

incubadas por 16 horas a 37°C em meio sélido LB-4dgar adicionado de 100 pg/mL de
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ampicilina, resisténcia conferida pelo vetor pDEST ™17. Apés a obtengdo de col6nias
isoladas, estas foram selecionadas para andlise por PCR, item 3.10., utilizando os iniciadores
da sequéncia de TcSub, para a verifica¢do clonagem em vetor pDEST ™17.

Apés a verificagdo da clonagem por PCR, as coldnias correspondentes foram
inoculadas em 2 mL de meio LB suplementado com 100 pg/ml. de ampicilina e
posteriormente incubadas a 37 °C durante 18 horas sob agitacao constante de 220 rpm. Apds o
periodo de incubagdo, a cultura foi submetida a centrifugacdo a 12.000 x g por 1 minuto a

temperatura ambiente e a minipreparagdo do plasmideo foi realizada através do sistema

Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN), conforme o fabricante. Um plasmideo purificado foi
sequenciado e ap6s a confirmagéo da clonagem, este foi denominado de pDEST-TcSub,. Este
clone foi utilizado para transformacdo de E. coli da cepa BI21 (DE3) calcio-competente,
apropriada para a expressdo de genes produzindo proteinas recombinantes através de indugao

por IPTG.

3.13.1.1. Indugdo da expressdo de proteinas recombinantes através de andlogo sintético de
lactose - IPTG

Uma coldnia de bactéria da cepa Bl21 (DE3) transformada com o clone pDEST-
TcSub; foi inoculada em 2 mL de meio LB adicionado de 100 pg/mL de ampicilina e
incubada a 37 °C sob agitagdo constante de 220 rpm durante 18 horas. Apds o periodo de
incubacdo, 200 ul desta cultura foram transferidos para 2 mL de meio LB adicionado de 100
pg/mL de ampicilina. As células foram incubadas a 37 °C sob as mesmas condi¢des de
agitacdo até atingir a D.O.g00 de 0,6 e foi entdo adicionado 1 mM de IPTG a cultura e a
incubacgdo prosseguiu por mais 3 horas nas mesmas condicdes. Para o controle da inducgéo de
expressdo do gene TcSub,, foi também mantida uma cultura nas mesmas condi¢cdes mas sem
adicdo de IPTG (cultura ndo induzida). Células destas culturas foram sedimentadas a 6.000 x
g por 10 minutos a 4 °C, lavadas com PBS e suspensas em tampao de amostra para proteinas.
Para a andlise de solubilidade da proteina recombinante, células da cultura induzida foram
sedimentadas a 6.000 x g por 10 minutos a 4 °C, lavadas com PBS e suspensas em tampao de
sonicagdo. As células foram lisadas por sonicagdo através de 5 ciclos de poténcia 5 por 15
segundos (Homogenizador 4710 - Cole Parmer) com intervalos de 2 minutos no gelo seguido
de centrifugacdo a 6.000 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante (fracdo de proteinas
soliveis) e o sedimento (fragdo de proteinas insoliveis) foram separados e adicionados de

tampdo para amostra de proteinas. Todos os extratos protéicos foram desnaturados por
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aquecimento a 100 °C por 3 minutos. Este protocolo permitiu verificar em gel desnaturante

(SDS-PAGE) a indugéo e a solubilidade da proteina TcSub, recombinante.

3.13.1.2. Enriquecimento protéico através de lavagens com uréia e purificagdo de proteinas

recombinantes através de coluna de Ni-NTA e gel peparativo.

A inducdo da expressdo de proteinas recombinantes foi de acordo com o item anterior,
com modificagdes proporcionais para o volume final de 200 mL, seguido de indugéo por 1
mM de IPTG. Apés o periodo de indugdo, as células foram submetidas a centrifugacdo a
6.000 x g por 10 minutos a 4 °C , o sedimento foi lavado com PBS e suspenso em 5 mL de
tampdo de sonicagdo. A lise das células foi realizada por sonicag@o através de 5 ciclos de
poténcia 9 por 15 segundos, seguido de centrifugacdo a 6.000 x g por 20 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspenso em tampao de purificagao.

Apoés sucessivas lavagens com tampdo de purificacdo, o material foi submetido a
centrifugacio a 6.000 x g por 10 minutos e o sedimento suspenso em tampao de suspensio de
proteinas. Estes procedimentos de lavagens foram realizados para otimizar o enriquecimento
da proteina recombinante TcSub, na fragdo insolivel. A eficiéncia do protocolo foi analisada
através de eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE).

Ap6s as etapas de enriquecimento, as proteinas insoltiveis foram purificadas através de
cromatografia por coluna Ni-NTA (AUSUBEL; BRENT; KINGSTON, 1987), utilizando o
gradiente de pH dos tampdes de lavagem e elui¢do de proteinas recombinantes conforme o
fabricante - Spin Kit Handbook (Qiagen). Um volume total de 5 mL da fracdo enriquecida da
fracdo insoluvel, foi incubado com 1 mL de resina Ni-NTA (Qiagen) sob leve agitagdo por 30
minutos a temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacgdo, o material ndo ligado a resina
foi coletado por gravidade e a resina foi incubada com os diferentes tampdes de lavagem e
eluicdo para a verificacdo da purificacdo de TcSub, gel SDS-PAGE.

Devido a baixa eficiéncia de purificagc@o por este tipo de cromatografia para a proteina
TcSub,, uma alternativa utilizada foi a estratégia de misturar as fracdes eluidas da resina para
aplicar em um gel preparativo de poliacrilamida (SDS-PAGE) de 15 cm de largura por 10 cm
de altura. Essas fragcdes eluidas foram adicionadas de tampdo de amostra de proteinas em
volume final de 5 mL e aplicadas em um unico canal para eletroforese por 16 h a 20 mA.
Apéds este periodo, o gel foi incubado em solucdo de KCl 100 mM gelada e a regido
correspondente a proteina recombinante foi retirada do gel e eletroeluida por 2 horas a 60V

em tampdo para SDS-PAGE.
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3.13.2. Obteng¢do de antisoro policlonal através de inoculagdo de proteina recombinante em

coelhos e camundongos

A proteina recombinante TcSub, purificada foi utilizada para producdo de antisoro
especifico em camundongos e coelhos. A producdo de antisoros em camundongos foi
realizada no laboratério de Biologia Molecular de Parasitas — UEL (Comité de ética em
Experimentacdo Animal sob n° 47/09) - e cerca de 10 pg de proteina por camundongo foram
emulsionados ao adjuvante de Freund completo para otimizar a imunogenicidade. Foram
realizadas quatro inoculacdes em condi¢des semelhantes, intercaladas por um periodo de 10
dias entre elas.

Para a produgdo dos antisoros em coelhos foram utilizados 100 pg de proteina por
coelho a cada inoculag@o e foram produzidos pela empresa Célula B- Desenvolvimento de

anticorpos, no Centro de Biotecnologia- UFRGS.

3.13.3. Ensaio de Western blot (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979)

N

Para a verificacdo da especificidade dos antisoros em relagdo a proteina TcSub,
presente em extratos protéicos de T. cruzi ou T. brucei, foi utilizado o ensaio de Western blot.
Ha duas maneiras de realizar este ensaio, diferindo praticamente no método de deteccio,

sendo a quimioluminescéncia considerada a deteccdo mais sensivel.

3.13.3.1. Ensaio de Western blot através de revelacao por fosfatase alcalina.

Proteinas de gel SDS-PAGE foram transferidas para a membrana de nitrocelulose
através de corrente elétrica de 20 V por 16 horas a 4 °C em tampao de transferéncia para
Western blot. A membrana foi entdo corada com solu¢io de Ponceau S para a verificagcdo da
transferéncia, posteriormente descorada em &agua bidestilada e incubada em solugdo de
bloqueio por uma hora sob leve agitacdo a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado
antisoro primdrio, produzido em camundongo ou coelho de reconhecimento especifico a
proteina TcSub2, em diferentes dilui¢des e a incubagdo foi mantida por uma hora a 37 °C sob
leve agitacdo. Para a verificagdo de inducio de proteina recombinante fusionada a etiqueta N-
terminal de histidina, foi utilizado anticorpo monoclonal anti-histidina (Gibco) na diluicio de

1:3000.
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A membrana foi lavada trés vezes por 5 minutos com PBS-Tween 0,1% e incubada
por 1 hora a 37 °C sob leve agitagdo com anticorpos anti-IgG de coelho ou camundongo
(Promega) conjugados com a enzima fosfatase alcalina na dilui¢do de 1:7500 (v/v) em PBS-
Tween 0,1% e apos o periodo de incubagéo, foi novamente lavada com PBS-Tween 0,1%.

A reacdo imunoenzimética foi revelada com 50 mg/mL de NBT e 50 mg/mL de BCIP

em tampao da fosfatase alcalina - AP Buffer.

3.13.3.2. Ensaio de Western blot através de revelacdo por peroxidase (Quimioluminescéncia)

Este ensaio possui algumas diferencas em relacio ao anterior: o anticorpo secunddrio é
conjugado com enzima peroxidase e a revelacdo € através de filmes de raio-X.

Ap6s a transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose e incubagdao com
0 anticorpo primdrio, como citado no item anterior, foram realizadas 3 lavagens de 15
minutos com solu¢do PBS/Tween 0,1%, seguido de incubacdo com o anticorpo secunddrio,
anti-IgG de coelho ou camundongo conjugado a peroxidase (Amersham Biosciences) na
diluigdo de 1:8000 por 1 hora a 37 °C.

O produto da reacdo enzimética foi detectado por quimioluminescéncia, através do kit
ECL Western blotting (Amersham Biosciences) seguindo as instrugdes do fabricante. A
exposicdo foi feita em filme Kodak durante 1 minuto e a revelacdo foi obtida na auséncia de

luz, em solugdo de revelacdo seguido de lavagem por 2 minutos em dgua e 2 minutos em

solucgdo de fixacdo. Os tempos de revelacdo foram padronizados para cada experimento.

3.13.4. Expressdo e localizagdo celular de proteina fusionada a GFP N-terminal em 7. cruzi

A metodologia de expressdo de proteinas fusionadas a GFP foi uma abordagem

paralela a utilizagdo de anticorpos, que teve como objetivo a localizagdo de proteinas em 7.
cruzi através de fluorescéncia.
O gene de TcSub, foi fusionado a GFP N-terminal em vetor pTcPR-GFPN que permite a
recombinacdo com o inserto clonado em vetor pPDONR™221-TcSub2, conforme o fabricante
(Invitrogen- Catdlogos 12535-019 e 12535-027), citado no item 3.13.1.

A confirmagdo da clonagem foi através de PCR de col6nia, como descrito no item

3.10, utilizando os oligonucleotideos iniciadores de TcSub2. Apds a obtengdo do clone

pTcPR-GFPN-TcSub2 através da purificagdo do plasmideo pelo sistema © Spin Miniprep Kit
(QIAGEN), este foi sequenciado e utilizado para a transfec¢do de 7. cruzi utilizando 50 pg

do DNA para a eletroporacdo, segundo o item 3.12.1. Uma vez selecionados os parasitas
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transfectantes, as formas epimastigotas foram visualizadas diretamente em microscopia 6tica
de fluorescéncia em comprimento de onda de 488 nm.

Para esta visualizacdo, foi necessario a incubacdo das laminulas com poli-L-lisina.
Ap6s lavagens com PBS para retirar o excesso de poli-L-lisina, os parasitas foram lavados,
suspensos em PBS e aderidos por 20 minutos a laminula. As laminulas foram submetidas a
lavagens com PBS e os parasitas aderidos foram fixados com paraformaldeido 4% em PBS
por 5 minutos. Para a coloragdo da cromatina, os parasitas fixados foram incubados com 10
mg/mL de DAPI em temperatura ambiente por 5 minutos, seguido de lavagens com PBS. Foi
adicionado n-propil-galato como meio de montagem & superficie das ldminas de vidro e em
seguida as laminulas foram vertidas e seladas.

As laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon) e as imagens
foram capturadas com camera CoolSnap (Media Cybernetics) e analisadas com o programa

Image Pro-Plus v. 4.5.1.22 (Media Cybernetics).

3.13.5. Localiza¢do celular por imunofluorescéncia através de microscopia Otica de
fluorescéncia de campo aberto e confocal

Para a visualizacdo de localizagdo da proteina enddgena através de antisoro, foi
utilizado o protocolo de imunofluorescéncia como descrito por Holetz e colaboradores (2007).

A preparacdo das laminulas, adesdo e fixacdo dos parasitas, necessdrias para
posteriores incubagdes com os antisoros, foram realizadas conforme o item anterior. Apds a
etapa de fixacdo dos parasitas, foi adicionada uma solug@o de Triton X-100 0,1% durante 90
segundos para a permeabilizagdo destes. Posteriormente, as laminulas foram lavadas por
imersdo em PBS e bloqueadas com PBS contendo soro de cabra 25% por 16 horas a 4°C em
camara umida.

Ap6s o periodo de bloqueio, as laminulas foram lavadas e incubadas por uma hora a
37°C com antisoro anti-TcSub,, produzido em coelho ou camundongo, diluido 1:1000. Em
seguida, as laminas foram lavadas com PBS e incubadas por uma hora a 37°C com o
anticorpo secunddrio anti-IgG de coelho ou anti-IgG de camundongo marcado com Alexa 594
ou Alexa 488 (Invitrogen) diluido 1:400. Para a coloracdo da cromatina as laminulas foram
incubadas com 10 mg/mL de DAPI em PBS a temperatura ambiente por 5 minutos seguido de
lavagens com PBS. Foi adicionado n-propil-galato ou VectaShield como meio de montagem a
superficie de laminas de vidro e em seguida as laminulas foram vertidas e seladas.

Imagens bidimensionais foram obtidas através de microscépio Nikon Eclipse 90i

equipado com objetiva 100x/1.4 PlanApoVC de imersdo a 6leo e camera DS-Nikon QiMc,

43



controlada pelo software NIS-Elements AR. As imagens foram adquiridas de modo que os
valores de intensidade dos pixels permaneceram entre 0 e 255 (ou seja, sem saturacdo do
sinal) a partir da utilizacdo da funcdo de autoexposi¢cdo combinada com LUTs, disponivel no
software NIS-Elements.

Imagens tridimensionais (séries Z) foram adquiridas em um microscopio confocal Leica
TCS SP2 AOBS equipado com objetiva 63x/HCX 1.4 PL. Apo IbdBL de imersdo a dleo. O
diafragma foi ajustado para 1,00 airy e a fluorescéncia emitida por DAPI e Alexa 488 foi
adquirida por dois féton-multiplicadores (PMTs) de forma independente e sequencial. Para
deteccdo de cromatina pelo sinal de DAPI, foi utilizado um laser diodo de 405 nm e a emissao
foi adquirida em 415-485 nm. Para deteccdo de sinal de BrRNA indiretamente marcado por
Alexa 488 (Invitrogen), foi utilizado laser de argénio com emissdo a 488 nm e a emissdo foi
adquirida em 515-570nm. Um laser DPSS de 561 nm foi usado para excitagdo de estruturas
indiretamente marcadas por Alexa 594, sendo a emissao neste caso detectada em 570-645 nm.

A fim de melhorar a razdo sinal/ruido, cada “fatia dtica” da série Z foi composta pela
média de 16 frames (funcdo frame average) de 512 x 512 pixels cada. As imagens foram
adquiridas em 8 bits, com voxels de 58x58x122 nm (simplificadamente, o voxel € um pixel
com 3 dimensdes — X, Y e Z). Ap0s a aquisi¢do, imagens 2D e 3D foram montadas e tratadas
com o software Image] (ABRAMOFF; MAGELHAES; RAM, 2004) para a remog¢éo do ruido

(fung@o rolling ball radius ajustada em 50) e para realce do contraste.

3.13.5.1. Marcagdo de RNA nascente in sifu por incorporacido de BrUTP

A incorporacdo de 5-bromouridina 5’-trifosfato (BrUTP) em 7. cruzi foi realizada de
acordo com o protocolo de Dossin e Schenkman (2005), com pequenas modificagdes.

Foram utilizados 1x10’ parasitas para cada reacdo de incorporagdo. Os parasitas foram
centrifugados a 4000 x g por 2 minutos a temperatura ambiente, lavados em tampdo de
lavagem gelado e suspensos em 50 pl de tampao de lavagem seguido de adicdo de 1,5 pul de 5
mg/mL de lisofosfatidilcolina (lisolecitina, Sigma) para permeabilizacdo dos parasitas. Apos
homogeniza¢do por inversdo, foram incubados por 2 minutos no gelo e em seguida
visualizados no microscépio para avaliacdo da mobilidade — idealmente, os parasitas deviam
ter sua mobilidade diminuida total ou parcialmente. Os parasitas permeabilizados foram
centrifugados a 6000 x g por 2 minutos a 4 °C e suspensos em 95 ul de tampao de marcagio.
Como controles, foram adicionados 75 pg/mL ou 200 pg/mL alfa-amanitina a algumas

amostras seguido de incubagdo a 28 °C sob agita¢do constante de 220 rpm por 4 minutos
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anterior a adicdo de BrUTP. Essa concentracdo de alfa-amanitina sabidamente inibe a
transcri¢gdo por RNA Pol II e RNA pol III respectivamente, mas néo a transcri¢do por RNA
Pol I (CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003). Em seguida, foram adicionados para cada
reacdo: 40 mM de ATP, 20 mM de GTP, 20 mM de CTP e 20 mM de BrUTP, seguido de
incubagdo a 28 °C sob agitagdo constante de 220 rpm por 15 minutos. As células foram entdo
fixadas por 1 hora com PBS-paraformaldeido 4 %. Os parasitas foram centrifugados a 8000 x
g por 2 minutos e lavados com PBS e em seguida submetidos ao ensaio de
imunofluorescéncia. Para a deteccdo de BrRNAs (RNAs nascentes marcados com BrU) foi
utilizado o anticorpo monoclonal de camundongo anti-bromodeoxiuridina (anti-BrdU) clone
PRB1 (Invitrogen) seguido de incubag@o com antisoro anti-IgG de camundongo-Alexa 488
(Invitrogen), diluido 1:200. Para os ensaios de colocalizagdo de TcSub, com os sitios ativos
de transcri¢io a imunofluorescéncia de TcSub; (descrita no item anterior) foi combinada com
a deteccdo de BrRNA, utilizando antisoro anti- TcSub, produzido em coelho seguido de

incubag@o com anti igG de coelho-Alexa 594 (Invitrogen).

3.13.6. Localizagdo celular por imunocitoquimica ultraestrutural

Os parasitas foram fixados em 0,3% de glutaraldeido, 4% de formaldeido e 1% de
acido picrico diluidos em tampdo cacodilato 0,1M pH 7,2. Apds lavagem neste mesmo
tampao, as células foram desidratadas a -20°C em concentrac¢des crescentes de etanol (30%,
50%, 70%, 90% e 2x 100%) a 4 °C, por 1 hora em cada etapa. Em seguida, o material foi
progressivamente infiltrado em Unicryl a baixa temperatura: etanol 100%: resina Unicryl
(2:1) a -20 °C por 16 horas; etanol 100%: resina Unicryl (1:1) por 8 horas a -20 °C e etanol
100%: Unicryl (1:2) a -20°C por 16 horas. Posteriormente, o material foi incluido em resina
pura a -20 °C e a polimerizagdo da resina foi feita em cdpsulas BEEM a 20 °C por 72h, sob
luz UV. Cortes ultrafinos foram obtidos com um ultramicrétomo Leica (Reichert Ultracuts) e
as grades contendo as secOes foram incubadas com 50 mM NH4CI por 30 min. As amostras
foram entdo incubadas com solucdo de bloqueio contendo BSA 3%, gelatina de peixe 0,5% e
Tween 20 0,02% diluidos em PBS, pH 8.0 por 30 min. Em seguida o material foi incubado
com antisoro anti-TcSub, produzido em coelho diluido 1:200 em solucdo de bloqueio por 1
hora. As grades foram entdo tratadas por 30 minutos em tampdo de bloqueio e depois
incubadas por 45 minutos com IgG anti-coelho acoplado a particulas de ouro coloidal de
10nm diluido 1:250 em solucdo de bloqueio. No controle, a incubagdo do material com o

antisoro primdrio foi omitida. Apds o procedimento imunocitoquimico, as grades foram
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contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas em microscopio

eletronico de transmissio Zeiss 900.

3.14. Caracterizacao funcional de proteinas por abordagens de genética reversa

3.14.1. Avaliagdo da viabilidade de manipulagdo por nocaute génico em 7. cruzi

O silenciamento de genes através de nocaute por recombinacdo homdloga é uma
metodologia de genética reversa que vem sendo utilizada para estudar a fungdo de genes em
T. cruzi (MACRAE et al., 2006), mas a viabilidade depende da estrutura e fun¢do do gene. A
estrutura do gene TcSub2 foi o primeiro item a ser avaliado e para esta estratégia, foi
primeiramente verificado que este gene possui copia tinica no genoma de 7. cruzi.

Para a clonagem das regides intergénicas, foram utilizados vetores pBlueScript ja
contendo gene npt, que codifica a enzima neomicina fosfotransferase e confere resisténcia ao
antibidtico neomicina - G418 (NEO), e gene hph, que codifica a enzima higromicina
fosfotransferase que confere resisténcia ao antibidtico higromicina B (HIGRO), construidos
no ICC (Souza et al., em preparacdo). Estes genes de resisténcia foram entdo flanqueados por
regides intergénicas do gene de TcSub, a jusante (downstream - DOWN) e a montante
(upstream - UPS). O esquema dos vetores utilizados para as clonagens das regides
intergé€nicas e da construcio a ser obtida para a estratégia de nocaute podem ser observados

na figura 14.
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Figura 14. Esquema de vetores e construcio para a estratégia de nocaute em 7. cruzi. A: Tlustracio de vetor
pBlueScript (pBS) contendo gene npt (NEO) — pBS-NEO - com os devidos sitios de restricdo para a clonagem
das regides intergénicas. B: Ilustragdo de vetor pBlueScript contendo gene hph (HIGRO) — pBS- HIGRO - com
os devidos sitios de restri¢do para a clonagem das regides intergénicas. C: Ilustracdo da construgdo dos genes de
resisténcia flanqueados pelas regides intergénicas com os respectivos tamanhos indicados em pares de bases
(BP). Em amarelo a regido intergénica upstream do gene TcSub,. Em laranja a regifio intergénica downstream do
gene TcSub,. Apds ambas as clonagens, os genes de resisténcia tornam-se flanqueados pelas regides
intergénicas. As setas indicam a dire¢@o dos oligonucleotideos iniciadores para amplificagdo do fragmento a ser
utilizado para a transfec¢do de T. cruzi, para o nocaute dos alelos do gene TcSub,.

Os oligonucleotideos iniciadores dos genes de neomicina (NEO) e higromicina
(HIGRO) foram utilizados para confirmacgao da orientacao de clonagem e estdo representados

na figura 15.
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gE(?Glz}GTCGACATGATTGAACAAGATGGATTG 3’ Sall
NEOR
5" GGGGAATTCAGAAGAACTCGTCAAG 3’ EcorRI
tamanho do gene: 800 bp
B
HIGRO F

5" AGCTTCTAGAATGAAAAAGCCTGAACTCACC 3’ Xbal

HIGRO R
5’ TCGGTCGGAATCCACTCTATTCCTTTGC 3’ BamHI

tamanho do gene: 1000 bp

Figura 15. Oligonucleotideos iniciadores dos genes npt (NEO) e hpt (HIGRO) utilizados. A:
Oligonucleotideos iniciadores do gene npt (NEO). B: Oligonucleotideos iniciadores do gene de hph (HIGRO)
Forward (F). Reverse (R). Os sitios de restricdo estio em negrito e as respectivas enzimas de restri¢do

correspondentes estdo indicadas no lado direito.

Os iniciadores foram desenhados para amplificar as regides intergénicas upstream e

downstream do gene TcSub,. Aos iniciadores foram adicionados sitios de enzimas de

restricdo apropriados na extremidade 5° para permitir que os produtos de PCR fossem

coesivos com os vetores pPBS-NEO e pBS-HIGRO ap6s a digestdo de ambos com as mesmas

enzimas. Estes oligonucleotideos iniciadores estdo ilustrados nas figuras 16 e 17.
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Regido Upstream do gene TcSub, — Tamanho do fragmento: 700 bp

A

UPS-NEO F
5" GGGGTCGACGGTGTTATTTGCGTCACGATGTGC 3 Sall

UPS-NEO R
5" GGGCGTCGACTTGCTTATGTCTATCTGGTTTCTTA 3°  Sall

B

UPS-HIGRO F
5" GGGTCTAGAGGTGTTATTTGCGTCACGATGTGC 3° Xbal

UPS-HIGRO R
5" GGGCTCTAGATTGCTTATGTCTATCTGGTTTCTTA 3"  Xbal

Figura 16. Oligonucleotideos iniciadores da regido intergénica upstream do gene TcSub,. A: Iniciadores
sintetizados para a clonagem em vetor pBS-NEO. B: Iniciadores desenhados para a clonagem em vetor pBS-
HIGRO. Forward (F) e Reverse (R). Os sitios de restricdo estdo em negrito e as respectivas enzimas de restri¢ao
correspondentes estdo indicadas no lado direito.

Regido Downstream do gene TcSub, — Tamanho do inserto: 450 bp

A

DOWN-NEO F
5" GGGGAATTCGATTTAAGGCCTCTGGAAAATAAGAATGAGG 3’ EcoR1

DOWN-NEO R
5" GGGGAATTCAACACAAAAATAAGAAGAAGTATTGGAATGGCAATTGC 37 EcoRI

B

DOWN-HIGRO F
5" GGGGGATCCGATTTAAGGCCTCTGGAAAATAAGAATGAGG 37 BamH]1

DOWN-HIGRO R
5’ GGGAAGCTTAACACAAAAATAAGAAGAAGTATTGGAATGGCAATTGC Hindlll

Figura 17. Oligonucleotideos iniciadores da regido intergénica downstream do gene TcSub,. A: Iniciadores
sintetizados para a clonagem em vetor pBS-NEO B: Iniciadores desenhados para a clonagem em vetor pBS-
HIGRO. Forward (F) e Reverse (R). Os sitios de restricdo estdo em negrito e as enzimas de restri¢do
correspondentes estdo indicadas do lado direito.

As regides intergénicas foram amplificadas por PCR, tendo como molde 100 ng de
DNA gendmico de T. cruzi através de enzima Taq DNA polimerase. As reagdes foram

realizadas em volume final de 20 pL, contendo tampao de reacdo com MgCl, 1,5 mM, 200
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UM de cada ANTP, 10 pmol de cada iniciador F e R e Tag DNA polimerase (Invitrogen) 2,5
U.

As clonagens foram realizadas por etapas (detalhadas nos itens a seguir). Apds a
finalizagdo das construgdes, os plasmideos foram utilizados como molde para amplificacdo
dos fragmentos, delimitados pelas setas na figura 14 C. Ap6s a obten¢do de maior quantidade
de DNA foi possivel a purificag@o através de excisdo de gel 0,8 % seguido de eletroelui¢éo a
20 mV durante 4 horas. A transfeccdo e selecdo dos parasitas mutantes foram realizadas

conforme item 3.12.1.
3.14.1.1. Clonagem de regido upstream em vetor pBlueScript-NEO

Para a amplificacdo por PCR da regido upstream foram utilizados os iniciadores da
figura 16 A com a ciclagem de: holding de 94 °C por 3 minutos seguido de 35 ciclos de 94 °C
por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto.

Foi digerido 1 pg deste produto de PCR com 3 U de enzima Sall (Amersham
Biosciences) em solucdo contendo tampdao H em volume final de 40 pL. A reagdo foi
incubada a 37°C por 16 horas e a purificagdo do DNA digerido com o auxilio do kit — High
Pure PCR Product Purification Kit da Roche. O vetor pBS-NEO (figura 14 A) foi digerido e
purificado nas mesmas condi¢cdes. Apds purificado, 1 pg do vetor foi desfosforilado com 1U
de enzima SAP - Shrimp Alkaline Phosphatase - (Promega) em volume final de 50 pL. Para
inativac@o da enzima esta reacdo foi incubada a 65°C por 15 minutos.

Para a reac@o de ligacdo, foi utilizada a propor¢do de 1:5 em pmol de vetor e inserto
digeridos, respectivamente, adicionado de 1 U de T4 DNA ligase (USB), 1 puL de tampao 10X
da T4ADNA ligase em volume final de 10 pL. A incubacio foi realizada por 16 horas a 16 °C e
esta reacdo foi utilizada para transformar bactérias DHS5a célcio-competentes, conforme item
3.9.

A verificacdo da clonagem foi realizada através do método de palitagem, descrito no

item 3.11 e os plasmideos de possiveis clones foram posteriormente purificados utilizando o

sistema Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN) conforme as recomendacdes do fabricante. A
confirmacdo da orientacdo de clonagem da regido upstream nestes plasmideos foi feita através
de PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores UPS-NEO F (figura 16A) e NEO R
(figura 15A). A ciclagem utilizada foi de: holding de 94 °C por 3 minutos seguido de 30
ciclos de 94 °C a 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 2 minutos. Esta construg¢do
foi denominada de pBS-UPS-NEO.
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3.14.1.2. Clonagem de regido downstream em clone pBS-UPS-NEO

Para a reacdo de amplificacdo da regido interg€nica downstream de TcSub, a ser
clonada em vetor pBS-UPS-NEO foram utilizados os iniciadores indicados na figura 17 A.

A ciclagem utilizada foi de: holding de 94 °C por 3 minutos seguido de 35 ciclos de
94 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos.

Foi digerido 1 pg deste produto de PCR com 3 U de enzima EcoRI (New England
Biolabs) em solu¢do com 4 pl. de tampao NEB 3 em volume final de 40 pL. A reagdo foi
incubada a 37°C por 16 horas e a purificagdo do DNA digerido foi através do auxilio do kit—
High Pure PCR Product Purification Kit da Roche. O clone pBS-UPS-NEO foi digerido e
purificado nestas mesmas condi¢des. Em seguida, 1pg deste vetor clonado foi desfosforilado
com 1U de enzima SAP - Shrimp Alkaline Phosphatase (Promega) - conforme descrito
anteriormente.

Para a reac@o de ligacdo, foi utilizada a propor¢do de 1:5 em pmol de vetor e inserto
digeridos, respectivamente, adicionado de 1 U de T4 DNA ligase (USB), 1 puL de tampao 10X
da T4DNA ligase em volume final de 10 pL. A incubacio foi realizada por 16 horas a 16 °C e
esta reagdo foi utilizada para transformar bactérias DHS5a cdlcio-competentes, conforme item
3.9.

A verificagdo da clonagem foi realizada através do método de palitagem, conforme

item 3.11 e os plasmideos de possiveis clones foram posteriormente purificados utilizando o

sistema Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN) conforme as recomendacdes do fabricante. A
confirmacdo da orientacdo de clonagem da regido downstream nestes plasmideos foi através
de PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores UPS-NEO F (Figura 16 A) e DOWN-
NEO R (Figura 17 A) com a ciclagem: holding de 94 °C por 3 minutos seguido de 30 ciclos
de 94 °C a 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 2 minutos.

Para a transfeccao de 7. cruzi, foi realizada uma reacdo de PCR de maior volume,
obedecendo proporcionalmente as concentracdes utilizando os iniciadores UPS-NEO F e
DOWN-NEO R, como citado acima, para a obten¢do do fragmento de DNA conforme

esquematizado na figura 14 C.
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3.14.1.3. Clonagem de regido upstream em vetor pBlueScript-HIGRO

Para a amplificacdo por PCR da regido upstream foram utilizados os iniciadores da
figura 16 B com a ciclagem de: holding de 94 °C por 3 minutos seguido de 35 ciclos de 94 °C
por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto.

Foi digerido 1 pg deste produto de PCR por 3 U de enzima Xbal (New England
Biolabs) em solugdo, 3 pL. de tampdo NEB2, 0,3 uL de BSA em volume final de 30 pL. A
reacdo foi incubada a 37 °C por 16 horas e a purificacdo do DNA digerido foi através do
auxilio do kit High Pure PCR Product Purification Kit da Roche. A reacdo foi incubada a 37
°C por 16 horas. A purificagdo do DNA para a retirada desta enzima foi através do kit da
Roche — High Pure PCR Product Purification Kit - conforme o fabricante. O vetor pBS-
HIGRO (figura 14 B) foi digerido nestas mesmas condi¢des e posteriormente purificado e
desfosforilado como descrito anteriormente.

Para a reac@o de ligacdo, foi utilizada a propor¢do de 1:5 em pmol de vetor e inserto
digeridos, respectivamente, adicionado de 1 U de T4 DNA ligase (USB), 1 puL de tampao 10X
da T4ADNA ligase em volume final de 10 pL. A incubagdo foi realizada em 16 horas a 16 °C e
esta reagdo foi utilizada para transformar bactérias DHS5a cdlcio-competentes, conforme item
3.9.

A verificagdo da clonagem foi realizada através do método de palitagem, conforme

item 3.11 e os plasmideos de possiveis clones foram posteriormente purificados utilizando o

sistema Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN), conforme as recomendag¢des do fabricante. A
confirmacdo da orientagdo de clonagem da regido upstream nestes plasmideos foi através de
PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores UPS-HIGRO F (Figura 16 B) e HIGRO R
(Figura 15 B). Para a reacdo de PCR foi utilizada a ciclagem citada no item 3.14.1.1. Esta
construcdo foi denominada de pBS-UPS-HIGRO.

3.14.1.4. Clonagem de regido downstream em clone pBS-UPS-HIGRO

Para a reacdo de amplificacdo da regido intergénica downstream de TcSub, para
clonagem em vetor pBS-UPS-HIGRO foram utilizados os iniciadores indicados na figura 17
B. A ciclagem foi de: holding de 94 °C por 3 minutos seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 55 °C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos.
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Foi digerido 1 pg deste produto de PCR com 3 U de enzima HindIll e 3 U de enzima
BamHI (New England Biolabs) em solucdo contendo tampao NEB 2 (New England Biolabs)
em volume final de 60 pL. de reacdo. A reagdo foi incubada a 37°C por 16 horas e a
purificacio do DNA digerido foi feita com o auxilio do kit High Pure PCR Product
Purification Kit da Roche. O clone pBS-UPS-HIGRO foi digerido e purificado nestas mesmas
condicdes. Em seguida, 1pg deste vetor clonado foi desfosforilado com 1U de enzima SAP -
Shrimp Alkaline Phosphatase (Promega) - conforme descrito anteriormente.

Para a reac@o de ligacdo, foi utilizada a propor¢do de 1:5 em pmol de vetor e inserto
digeridos, respectivamente, adicionado de 1 U de T4 DNA ligase (USB), 1 puL de tampdo 10X
da T4ADNA ligase em volume final de 10 pL. A incubacio foi realizada por 16 horas a 16 °C e
esta reagdo foi utilizada para transformar bactérias DHS5a cdlcio-competentes, conforme item
3.9.

Para a verificacdo da clonagem foi realizada reagdes de PCR de coldnias isoladas,
apos selecdo com o antibidtico, utilizando os primers DOWN HIGRO F e DOWN HIGRO R
(figura 17 B) Como controle positivo de clonagem foi utilizado o préprio PCR de DNA

gendmico de T. cruzi de amplificacdo da regido intergénica downstream de TcSub2. Os

plasmideos de possiveis clones foram purificados utilizando o sistema Qiaprep® Spin
Miniprep Kit (QIAGEN) conforme as recomendacdes do fabricante, para posterior
confirmacdo da orientacdo da clonagem.

Para a confirmacgdo da regido downstream nestes plasmideos, foi realizada reagdo de
PCR utilizando os iniciadores UPS-HIGRO F (Figura 16 B) e DOWN-HIGRO R (Figura 17
B) com a ciclagem: holding de 94 °C por 2 minutos seguido de 30 ciclos de 94 °C a 1 minuto,
55 °C por 30 segundos e 72 °C por 2 minutos.

Para a transfeccao de 7. cruzi, foi realizada uma reacdo de PCR de maior volume,
obedecendo proporcionalmente as concentracdes utilizando os iniciadores UPS-HIGRO F e
DOWN-HIGRO R, como citado acima, para a obtencdo do fragmento de DNA conforme

esquematizado na figura 14 C.
3.14.1.5. Verificagdo de nocaute génico Southern blot (Southern, 1975) e Western blot

A separagdo dos cromossomos de T.cruzi foi feita através de eletroforese em campo
pulsado. Foram preparados 20 blocos contendo 2 x 10’ parasitas cada um. Para estas
preparacdes foi utilizado o clone Dm28¢c WT como controle, bem como parasitas
transfectados e clonados para o nocaute do gene TcSub, (KO).
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As células foram centrifugadas por 15 minutos a 5000 x g e lavadas 2 vezes com
NKM pH 8,0. Ap6s as lavagens, foram suspensas em 600 pl de solu¢do PSG e foi adicionado
igual volume de solucio PSA 1% aquecido a 37 °C. Esta suspensdo foi imediatamente
aplicada em um molde de 20 orificios para a solidificacdo da agarose, resultando em
pequenos blocos, cada um representando uma amostra.

Estes blocos foram depositados em 10 mL de solugdo de lise, previamente digerida
durante 1 hora a 37°C, incubados a 50 °C por volta de 50 horas. Os blocos foram estocados
nesta solucdo a 4 °C. Cada bloco utilizado para a anélise foi lavado 3 vezes com 50 mM de
EDTA pH 8,0 por uma hora antes de ser aplicado no gel de eletroforese.

Para a preparacdo do gel de eletroforese, foi utilizado gel de agarose 1,2% em TBE
0,5X. Os blocos foram aplicados no gel e selados com agarose 1%. Como marcador
molecular foi utilizado o 345 Yeast Chromosome PFG Marker de 225 a 1900 Kb (New
England Biolabs).

O tampdo de corrida TBE 0,5X foi previamente resfriado a 4 °C e a eletroforese
seguiu um programa com cinco fases de tempos crescentes de pulsos (N/S, E/W) por 135h a
83 V - interpolation. Fase 1 teve pulso de 90 s (30 h); fase 2, 200 s (30 h); fase 3, 350 s (25
h); fase 4, 500 s (25 h) e fase 5, 800 s (25 h).

Os cromossomos foram transferidos pelo método de Southern blot. O tratamento do
gel contendo o DNA consistiu de incubacdes consecutivas das seguintes solucdes: HCI 0,25
M por 15 minutos, solucdo de neutralizacdo de NaOH 0,5 M e NaCl 1,5 M por 30 minutos
com 2 repeti¢des e solucdo de Tris-HCI 0,5 M pH 7.5 e NaCl 1,5 M por 30 minutos. A
transferéncia do DNA para as membranas de ndilon (Hybond- Amershan) foi realizada
durante 16 horas por capilaridade utilizando tampao SSC 20X. Apds a transferéncia, o DNA
foi fixado na membrana com luz UV (302 nm) e, em seguida, foi realizada pré- hibridagéo por
1 hora a 65 °C com solugdo de hibridac3o.

As sondas para a hibridag¢do foram amplificadas por PCR e marcadas radioativamente
pela técnica de nick translation - Nick Translation System (Invitrogen). Estas reacdes
continham 100 ng de DNA, 2,5 U DNA Polimerase I, 2 mU DNase I, dNTPs (exceto dCTP)
0,1 mM cada, 20 a 80 uCi de dCTPa 32P e H,O para completar 50 pul. Em seguida, incubou-
se a 16 °C por 1 hora em banho seco e fez-se a purificacio centrifugando-se por 2 min a 2.000
x g em colunas de resina G-50 (Invitrogen). A seguir, as amostras foram desnaturadas com
incubacdo a 99 °C por 5 min e imediatamente em gelo por 5 min. Foram utilizadas como

sondas fragmentos referentes aos genes de TcSub, e nph de resisténcia a neomicina (NEO). A
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radioatividade incorporada foi quantificada por cintilacdo liquida, confirmando atividade
especifica em torno de 10° c.p.mm/pg.

A hibridag¢do com as sondas, concentragdo final de 10° c.p.m/mL, foi realizada durante
16horas nas mesmas condi¢des da pré-hibridagdo. Apods a hibridagdo, as membranas foram
lavadas 6 vezes por 15 minutos na mesma temperatura de hibridacdo com SSC 2X e SDS
0,1%, decrescendo a concentracdo de SSC a cada 2 lavagens (2x, 1x, 0,1x). A exposi¢do foi
feita em filme Kodak durante 24 horas no gelo seco e a revelag@o foi obtida na auséncia de
luz, incubando-se os filmes por 2 minutos em solugdo de revelagdo, por 2 minutos em dgua e
por 2 minutos em solug@o de fixacao.

Para avaliar se o nocaute de um dos alelos do gene TcSub; foi suficiente para diminuir
o nivel de expressdo da proteina, foram preparados extratos de proteina de Dm28c Wild-type
(WT) e Nocaute simples (KO). Para a eletroforese em gel SDS-PAGE, a quantidade aplicada
de proteina de cada amostra foi normalizado em relagdo ao nimero de parasitas (5x10°
parasitas por canal). As proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
para ensaios de Western blot e incubadas com antisoro de camundongo anti-TcSub, na
dilui¢do de 1:600 e antisoro de camundongo anti-TcGAPDH na diluicdo de 1:200, utilizado
como normalizador para a quantificacio. O Western blot foi revelado por
quimioluminescéncia, como descrito no item 3.13.3.2.

A quantificacdo da expressdo de proteina entre as diferentes amostras WT e KO foi
realizada através programa Scion Image que permite comparar a quantidade de pixels entre as
amostras. Neste caso a comparagido dos pixels foram referentes as quantidades de pixels entre

os resultados de TcGAPDH e TcSub, de T.cruzi em ambas as amostras WT e KO.

3.14.2. Andlise do fenétipo causado pelo silenciamento, por interferéncia de RNA (RNAi), de

genes de 7. brucei ortdlogos aos genes identificados em 7. cruzi.

Visto a auséncia de maquinaria de RNAi em T.cruzi (daROCHA et al., 2003), uma
abordagem alternativa a andlise da fun¢@o de genes é o uso de genes ortélogos de T. brucei
em andlises por RNAI, para gerar evidéncias que estejam relacionadas a funcionalidade do
gene em T. cruzi (NARDELLI et al., 2007, BALANA-FOUCE; REGUERA, 2007). Esta
abordagem foi utilizada neste trabalho para auxiliar no estudo da funcido do gene TcSub; a
partir de um ortélogo em 7. brucei ainda nio caracterizado, TbSub,. Os ensaios de RNAi
foram realizados em T. brucei, cepa 29-13, com sistema induzido por tetraciclina utilizando o

vetor p2T7-177, ilustrado na figura 18.
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Figura 18. Mapa do vetor p2T7-177 utilizado para ensaios de RNAi. T7 prom: Promotor de T7 RNA
Polimerase induzido por tetraciclina. T7 term: Terminador de transcri¢do. 177: Seqiiéncia repetitiva de 177 pares
de bases para alvo de inser¢do em minicromossomos. Phleo: gene de resisténcia a fleomicina. GFP: Proteina
Green Fluorescent Protein clonada na regido miltipla de clonagem, os sitios para as enzimas de restri¢do estdo
indicados. AmpR: gene de resisténcia a ampicilina (Fonte: Wickstead; Ersfeld, K.; Gull, 2002) .

Foram escolhidas duas regides do mRNA para alvos nos ensaios de RNAi: uma de
561 pares de bases, denominada TbSub,A, identificada com o auxilo da ferramenta RNAit da
base de dados do Trypanofan - Gendmica funcional de T.  brucei

(http://trypanofan.path.cam.ac.uk/trypanofan/main/) (REDMOND; VADIVELU; FIELD,

2003). A outra correspondente a 280 pares de bases, denominada TbSub,B, que corresponde a
uma parte de TbSub,A com nucleotideos adicionais em direcdo a extremidade 3".

Na extremidade 5” dos iniciadores da regido TbSub,A foram inseridos os sitios de
restricdo para as enzimas Xhol e BamH1 e na extremidade 5” dos iniciadores de TbSub,B
foram inseridos os sitios de restricdo para Hindlll e BamH]1, ambos os casos com estratégia
de clonagem no vetor p2T7-177. Paralelamente, foi verificada a auséncia do sitio de Not1 nos
fragmentos selecionados, pois foi a enzima utilizada para linearizacdo do vetor para posterior
transfeccdo em T. brucei. As regides utilizadas para o desenho dos iniciadores e as

respectivas sequéncias estdo ilustradas na figura 19.
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CTTC
IFGTCAAGCCATCGTCATTGCCCATGCACGCGAGTTGGCATATCAAATTGAGCAGGAGTTCAAGCGTTTCAACAAATAC
ITGCCGCATTGTACCACTGGTGTCTTCTTTGGGGGCGTCCCTGAAGACGAGAACATAAAACAACTCAAGAAGGAGGTT]
CCCGCAATAGTGGTGGCCACACCAGGTCGAATTTGTTCCCTCATTGAGCGAAAAGCTCTCGACGTGTCGCGTGTTAAG
IFGGTTTGTTGTTGATGAATTCGATCGCTGCCTAGAGGATGTGAAAATGCGTCGCGATGTGCAGACGGCATTCCTTAAG
ACACCGAAGGAAAAACAGGTGATGATGTTCTCAGCCACCATGACGGAGGAGCTGCGGAATGTGGCGAAGAAATTTAT
GTCGAACCCCACTGAAATCTACGTTGACCAGCGTTCCAAGCTTACACTTCACGGGTTGGCGCAATATTACATCAATGT
SACGGAGGCACAGAAACTTCGTAAGTTGTGCGACATCCTCGACGCTGTTGAGTTCAATCAAGTCATTATATTCACTTC
CACTGTTGAGCGCTGTGAGGCTCTCAGCCGTCAGCTGCAGGCTCTTAAGTTTCCCTCCAAGGCGATTCACTCTCGCATGGAG
CAGGCGGAGCGGTTGGTTGTGTATGAGAGCTGCAAAACAAACCAAGCTCGTATCATCGTC

B
ThSub,A — tamanho do fragmento 561 bp

TbSub, F 5" CCTCGAGCTTCTGTCAAGCCATCGTCA 3° Xhol

TbSub, R 5" CGCGGATCCCGCTCAACAGTGGAAGTGAA 3° BamH]1

C
TbSub,B - tamanho do fragmento 280 bp
TbSub,BF 5" CCCAAGCTTATCAATGTGACGGAGGCACAG 37 Hindlll

TbSub,BR 5" CGCGGATCCGACGATGATACGAGCTTGGTTT 3" BamHI

Figura 19. Regides utilizadas para desenho dos oligonucleotideos iniciadores das regioes ThSub,A e
TbSub,B. A: Sequéncia de nucleotideos do gene TbSub, (Genbank ID Tb10.70.7730). As letras em vermelho
delimitam a regido escolhida através da ferramenta RNAit, denominado TbSub,A, utilizada para desenho dos
iniciadores indicados em B. Em destaque cinza a regido denominada TbSub,B escolhida para o desenho dos
iniciadores indicados em C. Em negrito os sitios de restricdo das enzimas indicadas a direita adicionados a regido
57 dos oligonucleotideos iniciadores Forward (F) e Reverse (R).

Para as reacdes de amplificacio por PCR foram utilizados 100 ng de DNA de T.
brucei (previamente preparado e estocado no laboratério) em um volume de reagdo de 20 pl
contendo: tampdo de reacdo, MgCl, 1,5 mM, 200 uM de cada dNTP, 10 pmol de cada
iniciador F e R e Taqg DNA polimerase 2,5 U (Invitrogen).

Para a amplificacdo de TbSub,A foi utilizada a ciclagem: holding de 94 °C por 3
minutos seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos e 72 °C por 1
minuto. Para a amplificacio de TbSub,B foi utilizada a mesma ciclagem com mudanga
apenas no tempo de extensdo que foi alterada para 30 segundos. Nas duas reacdes de
amplificacdo, apds os 35 ciclos, foi adicionado holding de 72 °C por 10 minutos, que permite

BN

a adicdo de adeninas a extremidade 3’ do produto da amplificacio necessdrio para
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subclonagem em vetor pGEM® — T easy (Promega), ilustrado na figura 20. A ligacdo do
produto de PCR no vetor seguiu as recomendacdes do fabricante.

Obs: esta etapa de subclonagem em pGEM - Teasy foi utilizada para obtencdo dos insertos a
serem clonados em vetor p2T7-177 além de ajudar na confirmacgio por sequenciamento das

sequéncias amplificadas.

Xmnl 2009
171
Scal 1890 Nael 2707 / Fgoar 14 ™"
\ Aatll | 20
1 ori Sphl 26
BstZl 3
Necol a7
el Bstzl | 43
. Notl | 43
DGEM®-TEasy  facz Sacll | 49
Vector r ! EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRlI 70
Notl 77
BstZ| 77
. Pstl 88
ori Sall a0
Ndel | 97
Sacl 109
Bstxl 118 &
Nsil Ej’ g
=
T sps g

Figura 20. Mapa do vetor pGEM® - Teasy utilizado para as subclonagens. T7: Regido de iniciacdo da
transcricdo por T7 RNA Polimerase. 14-141: Miiltiplo sitio de clonagem. SP6: Promotor da SP6 RNA
Polimerase. LacZ: Cédon inicial de LacZ. Amp": Gene de resisténcia 2 ampicilina. F1 ori: origem de replica¢ao
de bacteriéfago filamentoso. (Fonte: Manual Promega).

As ligacdes foram utilizadas para transformar E. coli DHS5a célcio-competentes, como
descrito no item 3.9. As células transformadas foram cultivadas em meio solido LB-agar
adicionado de 100 pg/mL de ampicilina contendo IPTG X-gal e, apds o periodo de incubacio,

foi observada a formacgdo de algumas col6nias brancas isoladas. Foram purificados alguns

plasmideos dessas coldnias por Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN), conforme as
recomendacdes do fabricante para a andlise de subclonagem, através de digestoes.

Para a liberagdo do inserto TbSub,A clonado, o plasmideo correspondente ao clone
pGEM-TbSub,A foi realizada a digestdo com a enzima BamHI (New England Biolabs). Essa
reacdo foi realizada em 30 pL, contendo NEB 3, BSA 0,01%, 3ug de DNA e 24 U de enzima.
A reacdo foi incubada a 37 °C por 3 horas. Posteriormente, realizou-se digestao utilizando-se

a segunda enzima de restri¢do, Xhol (New England Biolabs). A reacdo ocorreu em um volume
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de 50 pL, contendo tampdo NEB 2 (New England Biolabs), 3 ug de DNA e 20 U de enzima,
e foi incubada a 37 °C por 4 horas.

Para a liberacdo do inserto TbSub,B clonado, o plasmideo correspondente ao clone
pGEM-TbSub,B foi realizada a digestdo com HindlIl (Amersham Biosciences). Essa reacéo
foi realizada em 30 pL, contendo tampao M (Amersham Biosciences), 3 ug de DNA e 24 U
de enzima. A reacdo foi incubada a 37 °C por 2 horas e inativada a 65 °C por 15 minutos.
Posteriormente, realizou-se digestdo utilizando-se a segunda enzima de restricio BamHI
(New England Biolabs). A reag¢do ocorreu em um volume de 50 pL, contendo tampao NEB 3
(New England Biolabs), BSA 0,1 %, 3 pg de DNA e 24 U de enzima. A reagdo foi entdo
incubada a 37 °C por 18 horas.

Ap6s a verificacdo de subclonagem, estes plasmideos foram sequenciados, digeridos
nas mesmas condicdes acima e submetidos a eletroforese em gel de agarose. A regido do gel
correspondente ao inserto liberado foi excisada e o DNA foi purificado com o auxilio do kit
High Pure PCR Product Purification Kit da Roche. Apés purificados, estes insertos TbSub,A
e TbSub,B foram ligados ao vetor p2T7-177 previamente digerido com as mesmas enzimas.

Para a reacdo de ligacdo, foi utilizada a relacdo de 1:10 pmol de vetor p2T7-177 e
inserto. A reacdo ocorreu com 1 U de T4 DNA ligase em um volume final de 10 pL. Esta
reacdo foi incubada a 16 °C durante 18 horas e posteriormente utilizada para transformar E.
coli DH5a célcio-competentes, como descrito no item 3.9. As bactérias transformadas foram
cultivadas em LB solido contendo 100 pg/mL de ampicilina, resisténcia conferida pelo vetor
p2T7-177.

Para a confirmacdo dos clones positivos, as colonias isoladas foram analisadas por
PCR conforme citado no item 3.10, utilizando iniciadores especificos dos respectivos

fragmentos. Os plasmideos correspondentes aos clones positivos foram purificados através do

sistema Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN), conforme o fabricante, ¢ denominados de
p2T7-177-TbSub,A e P2T7-177-TbSub,B.

Aproximadamente 10ug dos clones p2T7-177-TbSubyA, TbSub,B e do vetor controle
p2T7-177-GFP (figura 18) foram linearizados com a enzima Not I (New England Biolabs). A
reacdo ocorreu em 60 pl contendo 10 U de enzima Nofl, 6 pl. de tampao 10X e dgua
deionizada. A reacdo foi incubada a 37 °C por 16 horas.

Ap6s a digestdo o DNA foi precipitado e suspenso em tampao de eletroporacio ZPFM
para transfeccdo de T. brucei. A transfec¢do e posterior selecdo de 7. brucei foi realizada

conforme descrito no item 3.12.2.
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4. Resultados

4.1. Identificacao de proteinas envolvidas na exportacao de RNA em organismos basais,

entre eles 7.cruzi, através de analises de genomica comparativa.

A maioria dos trabalhos que caracterizam vias de exportacio de mRNAs engloba
estudos feitos em organismos-modelo, com isso, poucos dados existem a respeito das vias em
eucariotos basais, ou seja, que divergiram no inicio na evolucdo de eucariotos. Por isso, a
primeira etapa deste trabalho buscou avaliar a conservacdo dos componentes das vias de
exportacdo de mRNA, visando ao direcionamento das proteinas candidatas a serem os alvos
para estudo funcionais em tripanossomatideos. Para tanto, escolhemos uma abordagem de
gendmica comparativa mais ampla e completa com sequéncias de componentes das vias de
exportacdo de diferentes tipos de RNAs, incluindo mRNA. Baseado em dados da literatura foi
elaborada uma lista de proteinas de S. cerevisiae e H. sapiens que foram organizadas na tabela
3 de acordo com seu envolvimento em determinada via de exportacdo de RNA. Conforme
citado no item 3.1.1, as sequéncias das proteinas de S. cerevisiae funcionalmente
caracterizadas e descritas na literatura, bem como as proteinas ortélogas em humanos também
funcionalmente caracterizadas e posteriomente confirmadas pelo Ensembl, foram obtidas
através de banco de dados disponiveis no National Center of Biotechnology Information
(NCBI). A excegdo foi a proteina -PHAX, que estd descrita funcionalmente apenas em
humanos e foi escolhida para analisar a aquisi¢céo tardia em eucariotos superiores.

Durante esta etapa, foram analisadas as proteinas relacionadas as vias de exportagcdo
de mRNAs, rRNAs, tRNAs, miRNAs, snRNAs e snoRNAs. Alguns componentes especificos
da via de exportacdo pela exportina-1 (CRM1) também foram analisados, visto que esta via
estd relacionada majoritariamente a exportacio de proteinas em eucariotos superiores e
apenas alguns mRNAs em situacdes de estresse. Foram analisadas também proteinas
componentes do complexo transcricional SAGA, que é especifico em fungos e serviu para
fins de validagdo dos critérios utilizados para a andlise. Algumas proteinas estdo presentes em
mais de uma via de exportagdo e, por isso, apresentam-se repetidas na tabela quando

necessario.
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Tabela 3. Lista de proteinas de S. cerevisiae (Sce) e H. sapiens (Hsa) utilizadas como queries, organizadas
por vias de exportacio de RNA. As proteinas de humanos nido confirmadas pelo Ensembl (-) ndo foram
utilizadas para analise (células em cinza). ID: Nimero de identificagdo da proteina no GenBank. Sce_ID_gueries;
Hsa_ID_gueries: IDs das sequéncias utilizadas como queries para andlise.

Evento Via Sce - evidéncia Hsa_evidéncia Confirmaciao de Hsa Sce_ID Hsa_ID
experimental experimental pelo Ensembl queries queries
SGF11 ATXN7L3 - NP_015278.1
SGF73 Ataxin 7 - NP_011449.1
UBPS HsUSP33 USP33 NP_013950.1 NP_055832.3
TAF6 - - NP_011403.1
TAF10 TAF10 TAF10 NP_010451.1 NP_006275.1
TAF12 TAF12 TAF12 NP_010429.1 | NP_001128690.1
TRA1 TRAPP TRRAP NP_011967.1 NP_003487.1
Transcri¢io SAGA GCNS5 CeCR2 CeCR2 NP_011768.1 NP_113601.2
HFI1 - - NP_015069. 1
TAF9 TAF9 TAF9 NP_013963.1 | NP_001015891.1
TAFS TAF5 ? NP_009757.1 NP_008882.2
SPT7 - - NP_009637.1
NGG1 - - NP_010461.1
SPT20 - - NP_014493.1
CHDI1 CHDS CHDS NP_011091.1 NP_065971.2
Cdc31 CETN3 CETN3 NP_014900.1 NP_004356.2
TREX-2 Sac3 MCMB3AP MCM3AP NP_010443.1 NP_003897.2
Thplp - - NP_014569
Suslp ENY2 - NP_878049.2
N inas i Nupl Nup214 Nup214 NP_014741.1 NP_005076.3
a TREX-2 Nup60 - - NP_009401.1
Rirlp (THO2) THOC2 THOC2 NP_014260.1 NP_065182.1
THO1p - - NP_010985.1
Hprl THO1 - NP_010422
Complexo THO Mrel - = NP_013649
Thp2 - - NP_012037
Sub2 UAP56 (Batl) BATI - NP_010199 NP_004631.1
TREX Yra 1 Aly - NP_010669. 1
Texlp THOC3 THOC3 NP_014146 NP_115737.1
Stol CBP80 (NCBP1) NCBP1 NP_013844 NP_002477.1
Exportacio Cbe2 CPB20 (NCBP2) NCBP2 NP_015147.1 NP_031388
de mRNA Dbps DDX19 DDX19 NP_014689. 1 NP_060802.1
Glel GLE1 - NP_010074
Gle2 Rael Rael NP_011033.1 NP_003601.1
Mex67 TAP (NXF1) NXF1 NP_015156.1 NP_006353.2
Mitr2 P15 or NXT1 - NP_012735.1
Nab2 ukp68 - NP_011393.1
Fatores adici is de Sem1 SHFM1 SHFM1 NP_010651.1 NP_006295.1
exportacio de mRNA Npl3 9G8 - NP_010720.1
Mip2 CCDCS8C CCDCSSC NP_012117.1. | NP_001073883.2
Mip1 TPR TPR NP_013021.1 NP_003283.2
Hrb1 (Protein TOM34) HNRNPM HNRNPM NP_014394.2 NP_005959.2
Nup159 Nup214 - NP_012151.1
Gbp2 HRNPM HNRNPM NP_009916.1 NP_005959.2
Leal U2a - NP_015111.1
Rsp5 NEDD4 NEDD4 NP_011051.1 NP_006145.2
Tom1 HECT HECT NP_010745.1 NP_113584.3
Gspl Ran Ran NP_013396 NP_006316.1
Rnal RanGAP RanGAP1 NP_013962 NP_002874.1
Exportacio de tRNA CRM1 Exportina 1 - XPO1 XPO 1 NP_011734 NP_003391.1
Msns Exportina-5 - XPOS XPO5 NP_010622.1 NP_065801.1
Tef2 EEFIA EEF1A NP_009676.1 NP_001393.1
Los1 Exportina-t - XPOt XPOt NP_012717.1 NP_009166.2
Gspl Ran Ran - NM_006325 NP_013396 NP_006316.1
Rnal RanGAP RanGAP1 NP_013962 NP_002874.1
Mex67 TAP (NXF1) NXF1 NP_015156.1 NP_006353.2
Mitr2 P15 or NXT1 - NP_012735.1
Exportacio de rRNA Nmd3 NMD3 NMD3 NP_012040 NP_057022.2
CRM1 Exportina - XPO1 XPO1 NP_011734 NP_003391.1
Reil ZNF622 ZNF622 NP_009825 NP_219482.1
Arx1 - - NP_010386.1
ALB1 - - NP_012413.1
Gspl Ran Ran NP_013396 NP_006316.1
CRM1 Exportina - XPO1 XPO 1 NP_011734 NP_003391.1
Sec13 SEC13 SEC13 NP_013309.1 NP_899195.1
NTF2 pp15 PP15 NP_010925.1 NP_005787.1
CRM1 Sxm1 CSE1 CSE1 NP_010683 NP_001307.2
Yrbl RanBP1 RanBP1 NP_010285.1 NP_002873.1
Yrb2 RanBP1 RGP3 NP_012201.1
Rnal RanGAP RanGAP1 NP_013962 NP_002874.1
Srml RCC1 RCC1 NP_011418 NP_060661.3
MsnS Exportina-5 - XPOS XPOS5 NP_010622.1 NP_065801.1
Exportacio de miRNA Gspl Ran Ran NP_013396 NP_006316.1
Rnal RanGAP RanGAP1 NP_013962 NP_002874.1
Rntl Drosha - NP_013966.1
CRM1 Exportina - XPO1 XPO1 NP_011734 NP_003391.1
Exportacio de snRNA/snoRNA PHAX NP_115553.2
Gspl Ran Ran NP_013396 NP_006316.1
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As sequéncias de aminoéacidos das proteinas identificadas e listadas na tabela 3 foram
alinhadas com sequéncias presentes em bancos de dados de 25 espécies de eucariotos,
conforme o item 3.1.2. A classificacdo da conservagdo entre as sequéncias foi baseada nos
critérios listados na tabela 2 (material e métodos). Um exemplo do resultado desta
classificacdo pode ser observado nas tabelas 4 e 5. Por uma questao didatica as tabelas foram
divididas em vias dependentes de RanGTP e da via de exportagio de mRNAs que nédo
depende de RanGTP. O resultado completo da andlise de todas as proteinas analisadas nas 25

espécies estd em anexo (Anexo 2 - midia).

Tabela 4. Analise comparativa de conservacdo de proteinas envolvidas na via de exportacdo de RNAs
dependente de exportinas e RanGTP ao longo da filogenia de eucariotos. Na primeira linha: Os supergrupos
eucaridticos com as devidas espécies utilizadas para andlise. Sce: S. cerevisiae. Hsa: H. sapiens. SC: Sem
Classificagdo. NH: Nao houve Hits para a andlise. Os resultados foram analisados conforme critérios do item
3.1.2.

Animalia Fungi Plantae {Amoebozoa Chromalveolate Excavate

Hsa Mmu Cin Cel Dme| Spo Cgl Ner|Ath Cme| Ehi Ddi | Pte Tps Tgo Pfa Tpa Cho Ehu Gth| Gla Tva Thr Lma Ter

Queries

Hsa_Ran

Sce_Gsplp
) Hsa_RanBP1 4 412 2 2 42 2 2 4 4 4 NH| 2 2 3 3 2
Proteinas | g vy 2 2 2 4 ¢ 1 42 ) 14 4 NH| 3 2 32 2
d";;"’de Hsa_RCCI 4 43 4 3 3|4 4|4 3 4 3 4 3 3 NH|NH 4 4 4 4
" Sce_Srml 303 3 3 [2 0 3 40SC 403 3 4 4 4 4 3 NH|NH 4 4 4 3
Hsa_RANGAP 2 424 4 3 3[5 3[4 4 5 5 5 5 3 NH[S5S 5 3 3 3
SeRmal |4 4 4 4 4 [DN 2|4 3|4 4|3 4 5 4 5 3 4 NH|S 4 3 SC S
Hsa_XPO3 3 3 3 5]NH 3]5 5 5 5 5 NH 5 NH|NH 5 5 5 3
Sce_Msns 3 0 3 [NH NH|NH 3 |NH NH NH SC NH NH NH SC|NH NH NH NH NH
Bxpartioas Hsa_XPOt 33 2N 3 5 3 5 MH 303 3
Sce_Losl 3 4 NH NH NH 4 SC MNH 45 5
Hsa_XPOI 2 32 4 1 2 2
Sce_CRM1 2 3.2 4 23 2

Hsa - sem ortdlogo
Sce_Nup159
Hsa_eEFIA
Sce_TEF2
Hsa_CBP20
Sce_Chc2
Hsa_CBP80
Fatores Sce_Stol
adicionais Hsa_PHAX
de Sce - sem ortélogo

2
NH'2 2 2 2
NH NH NH NH NH
NH SC NH NH NH
NH SC NH NH NH

exportacdo Hsa_Nmd3 PRV RN )
Sce_Nmd3 2.2 2 122
Hsa_ZNF622 304 43 4
Sce_Reilp 3 3 Il 303 3 33
Hsa-sem ortélogo
Sce_Arxl 4 4 4 4 43 - 414 414 414 4 4 4 4 4 4 NH|NH NH 4 4 4

Hsa-sem ortélogo
Sce_ALBI NH NH NH NHNHNH-NHNHNH NH SC|NH SC NH NH NH NH NH NH|NH NH NH NH NH
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Tabela 5. Analise comparativa de sequéncias de proteinas envolvidas na via de exportacdo de mRNAs ao
longo da filogenia de eucariotos. Na Primeira linha: Os supergrupos eucaridticos com as devidas espécies
utilizadas para andlise. Sce: S. cerevisiae. Hsa: H. sapiens. SC: Sem Classificagdo. NH: Nao houve Hits para a
andlise. Os resultados foram analisados conforme critérios do item 3.1.2.

Animalia Fungi Plantae |Amoebozoal Chromalveolate Excavate
Hsa Mmu Cin Cel Dme| Spo Cgl Ner [Ath Cme| Ehi Ddi | Pte Tps Tgo Pfa Tpa Cho Ehu Gth| Gla Tva Tbr Lma Ter
Queries
Hsa_Cetn3 2 NH
Sce_Cde31 4 202 NH
Hsa_MCM3AP 305 415 5 5|4 s5|sC 5|5 4 5 NH S5 5 5 NH|SC 5 5 5 NC
TREX-2 Sce_Sac% 4 4 4 4 413 - 414 414 414 4 8C 4 5 SC 5 NH|SC 5 NH SC 35
Hsa- sem ortélogo
Sce_Thplp 4 4 4 3 4|3 - SC|4 3|NH 4|3 4 3 NH NH NH NH NH|NH NH NH NH NH
Hsa- sem ortélogo
Sce_Suslp 2 2 2 NH 2|2 NH NH|SC NH|NH 2 |[NH NH NH NH NH NH 2 NH|NH NH NH NH NH
HaTHOC2 [0l 010 2 23 4 4|3 5[5 4[3 3 5 4 5 5 3 N[5 5 5 5 5
Sce_Rlrlp 4 4 4 3 4|3 - 414 NH| 4 4|14 4 NH 4 SC SC NH NH|NH 4 5 NH NH
Hsa- sem ortlogo
Sce THOL |SC 4 3 SC SC|3 2 414 3|3 414 3 4 4 SC SC 4 NH|[SC 4 SC NH 4
Hsa- sem ortélogo
Sce_Hprlp 4 SC SC SC S5 |NH 2 SC|5 NH| 5 SC|SC NH SC 5 SC SC NH NH|NH 4 SC NH NH
Hsa- sem ortélogo
Sce_Mftlp 4 4 4 3 414 2 3|4 4|5 5|14 4 4 4 4 4 4 NH| 4 4 5 4 5
THO ”
Hsa- sem ortélogo
Sce_Thp2 NH|NH SC NH NH NH
Hsa_UAP56 2|2
Sce_Sub2 212
TREX Hsa- sem ortélogo
Sce_Yralp 3 SC|SC SC|SC SC SC SC SC SC SC NH|NH 4 sC sC sc
Hsa_THOC3 303 414 4 4 4 3 4 3 313 3 3 3 4
Sce_Texl 413 3]4 8 SC SC 3 NH NH SC| 4 3 SC SC SC
Hsa_TAP 2 2 313 3 3|8 SC|4 4|5 NH SC SC NH 5 NH NH/NH NH 5 SC 4
Adaptadores | N7 H 4 4 3|33 N NH|3 4|5 NH S 5 SC 5 SC NH|[NH SC 5 5 4
de exportacdo
Hsa-pl5
demRNA- | Mup NH NH NH NH NH
Hsa_DDX19 2 2 - 2 -
Sce_DbpS 2 fil 2 2 2 2
Hsa- sem ortélogo
Sce_Glel 4 4 5 5 4 3 5 5|5 4 5 45
Hsa_Rael 42 3 5.2 2 3 5|3 3 3 3 3
Fatores See_Gle2 4 23 5. 2 2 2 4|32 3 3 3
adicionais de |10 "rpR 303 3 4 3 4 4 SC[3 4 4 4 3
eportacio | wipl 303 4 4 3 03 4 sC|4 4 3 4 4
Hsa- sem ortélogo
Sce_Nab2 5 5 5 5 5 5 5 NH|S 5 5 45
Hsa_HNRNPM 304 3|4 4 414 45 414 4 4 4 4 4 4 5|SC 4 4 5 4
Sce_Gbp2 5443-244444444443344344

Como apresentado nas tabelas 4 e 5, a andlise comparativa permitiu perceber que
algumas proteinas de S. cerevisiae e H. sapiens apresentam conservacdo em termos de
estrutura primaria ao longo de toda a filogenia de eucariotos incluindo os eucariotos basais,
entre eles o 7. cruzi. Um grupo de proteinas altamente conservadas, classificadas como 1 ou 2
ao longo da filogenia, inclui proteinas pertecentes as vias dependentes de RanGTP (tabela 4)
como Ran e a exportina CRM1, componentes comuns as vias de TRNA, tRNA, snRNA e
proteinas, além de Nmd3, parceira de CRM1 na exportagdo de rRNA. Apesar disto, existem
também componentes de vias dependentes de RanGTP que ndo estdo conservadas, como € o

caso das exportinas das vias de exportacdo de miRNA e tRNA, Msn5 e Los1 respectivamente.
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Quanto as proteinas especificas da via de exportagdo de mRNA, ou seja, do grupo que
nio depende de RanGTP, foi observado que a maioria das proteinas nao é conservada ao
longo da filogenia de eucariotos, incluindo T.cruzi. Apenas duas proteinas sdo altamente
conservadas: Sub, e Dbps, homélogas respectivamente de UAP56 e DDX19 em humanos,
ambas pertencentes ao grupo de RNA helicases.

Em virtude do foco do trabalho ser a andlise de componentes da via de exportacdo de
mRNA em 7. cruzi, optou-se por priorizar as andlises na proteina com maior conservagio
que foi Sub, - SceSub,/HSAUAPS56. Foi analisado entdo com maior detalhe o resultado de
alinhamento com a proteina de 7. cruzi (GenBank ID XP_808002). Esta proteina estd anotada
no banco de dados do projeto genoma do 7.cruzi como RNA helicase hipotética e apresenta
massa molecular predita de 49 kDa. Os resultados de BLASTP mostraram que esta proteina
possui 49% de identidade e 68% de similaridade quando comparada a SceSub, (GenBank ID
NP_010199) Com relagdo ao ortélogo em humano, UAP56 - HsaUAP56 (GenBank ID
NP_004631.1), foi observado que a sequéncia de T.cruzi possui 51 % de identidade e 69 % de
similaridade. Como as buscas foram baseadas em sequéncias de leveduras decidimos
denominar a ortéloga de T.cruzi de TcSubs.

Foi realizado um alinhamento multiplo utilizando o programa CLUSTALW
(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) com proteinas identificadas a partir de BLASTP
utilizando TcSub, como query. Dentre essas proteinas estdo as ortélogas em S. cerevisiae
(Suby), em H. sapiens (UAP56), bem como proteinas similares a TcSub, mas ainda nio
caracterizadas funcionalmente em organismos-modelo e em outros tripanossomatideos.
Através deste alinhamento multiplo foi possivel observar a conservacdo em termos de
estrutura primdria desta proteina em 7. cruzi e também a conservagdo dos motivos
caracteristicos de proteinas da familia RNA helicases. O resultado pode ser observado na

figura 21.
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Figura 21. Alinhamentos de estruturas primarias de proteinas similares a TcSub, de organismos-modelo e
tripanossomatideos, para verificar a conservacio de TcSub, ao longo da filogenia de eucariotos. Os
motivos caracteristicos de RNA helicases estdo destacados em vermelho com os nomes indicados acima de cada
motivo. TcSub, _ T. cruzi (NP_808002.1), TbSub2 - T. brucei (XP_822312.1), Lma - L. major
(NP_XP_001683110.1), Pfa - P. falciparum (XP_001349607.1), HsaUAP56 — H. sapiens ( NP_004631.1),
SceSub2 - S. cerevisiae (NP_010199.1), Ath — A. thaliana (NP_568245.1), Ddi — D. discoideum
(XP_646415.1). As letras representam os aminodcidos. G: Glicina. K: Lisina. P: Prolina. R: Arginina. Q:
Glutamina. S: Serina. A: Alanina. V: Valina. Y: Tirosina. E: Acido Glutimico. D: Aspartato. N: Asparagina. T:
Treonina. L: Leucina. I:Isoleucina. F: Fenilalanina. C: Cisteina. K: Lisina. H: Histidina. W: Triptofano. M:
Metionina. Os destaques em preto e cinza indicam aminodcidos idénticos e similares, respectivamente.
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Ap6s esse alinhamento, foi observado que a proteina de 7. brucei (GenBank ID
Tb10.70.7730) possui 89% de identidade e 96 % de similaridade com relacdo a proteina
TcSub; e foi verificado que ambas estdo incluidas em um mesmo grupo de proteinas no banco
de dados de ortélogos do OrthoMCL, onde fazem parte também as ortdlogas SceSub2 e
HsaUAPS56.

Para confirmacdo da ortologia entre 7. cruzi e T. brucei, foi feita andlise de sintenia
gendmica entre alguns tripanossomatideos através dos resultados depositados nos bancos de
dados do TritrypDB, citado em 3.1.3. Foi observado que os genes ortélogos de TcSub, estdao
presentes nos cromossomos 10 em diferentes tripanossomatideos e da mesma forma, genes
vizinhos estdo em sintenia gendmica entre as diferentes espécies, como ilustrado na figura 22.
Apéds a confirmagdo de ortologia, tanto por alinhamento quanto por sintenia gendmica em
relacdo a TcSub,, a proteina de 7. brucei foi denominada de TbSub, e escolhida para as

analises posteriores neste trabalho.

TcChr10-F
h I . .
380k, 390K, 400k, 410K
Annotated Genes
T 1047053507075 .40 Tod 1047055505319 .79 T 1047053505319 .30 Todh 1047053506851 . 30
| - e |
TeO0.. 1047053507073 .30 ToO0 . 1047053508319 .70 ToO0 . 1047053508319 .20 T .10 70534
| | | |
ToO0 . 104 7053507075 .20 T 1047053505319 .60 Too) 1047053505319 .10
| | -l
ToO0 .. 104 7053507075 .10 ToO) . 1047053505518 .40
- -~
T. cruzi esneraldo genonic sequences .
30K, 390k 400k 410k,
T. cruzi esneraldo Santenic Genes
| N < - 1‘ b ] < A
L. najor genonic sequences . A
a2k Bak 657k
L. naior SHntenic Genes
| -l - e BB | - = | | |
L. braziliensis genonic sequences .
Stk 570k 55k a0k
L. braziliensis Syntenic Genes
N < | ix . | | e B | | |
L. infantun senonic sequences . .
B0k 626k Bk
L. infantumn Syntenic Genes
< - =i - I -l - A e . | | - | |
T. brucei genonic sequences ) .
151k 14k 128k
T. brucei Syntenic Genes
N < < T A A I < < -~ -~
EST Alignnents . T
. Th10.70.7730 L
il
o
o
BLASTX Alignnents
LT L e — L N e o —_— - - —_— —
C—m - E— o — - - —
Bl Bl CEE— - - — == — —
- - — —— = —
g ] — - - — = —
— - — Com—
- - — —
- — Com—
- — Com—
- — Co—
- — 1 —

Figura 22. Analise de sintenia de TcSub, em Leishmania spp e T. brucei. Destacado em amarelo estd o gene
TcSub, e por um retdngulo estd o gene de T. brucei, TbSub,. Os dados foram obtidos através do banco de dados
TritrypDB (AURRECOECHEA et al., 2007).
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4.2. Analise de conservacao de dominios funcionais de TcSub, através de modelagem

molecular por homologia estrutural

Ap6s a confirmacgdo de conservacdo de sequéncia de TcSub, ao longo da filogenia de
eucariotos, uma andlise detalhada mostrou que os dominios funcionais estdo altamente
conservados quando comparados as ortélogas SceSub, e HsaUAP56. Essas proteinas estio
incluidas em uma superfamilia de RNA helicases denominada DECD-helicases, que possuem
dois dominios: DExDc e HELICc caracteristicos, onde x é o aminodcido que pode variar
dependendo da familia de helicase. Os dados mostraram que TcSub; possui os dois dominios

caracteristicos conservados, como pode ser observado na figura 23.
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Figura 23. Esquema representativo dos dominios da superfamilia DEXDc-helicases. Os dominios presentes
nas proteinas estdo ilustrados em vermelho, e os nomes das proteinas analisadas estdo indicados do lado direito
de cada ilustracdo. Fonte: NCBI Conserved Domain Database and Search Service, v2.16.

De modo geral, as proteinas DEAD-box helicases possuem 9 motivos conservados,
responsaveis pela interacio com RNAs e atividades ATPase. Foi observado que os motivos

de TcSub; apesar de conservados apresentaram alteragdes em alguns aminodcidos, como pode

ser notado na figura 24.
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Figura 24. Analise de conservacio de motivos da proteina TcSub, Na primeira linha estdo ilustrados os
motivos comuns entre proteinas DEAD-Box helicases: Q, I, Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, com a respectiva posi¢ao
dos aminodcidos conservados. HsaUAP56 € a proteina ortéloga de SceSub, em humanos. TcSub, € a proteina
analisada de T. cruzi. Em cinza estdo delimitados os dois dominios tipicos de helicases. N: Por¢cao N-terminal. C:
Porcdo C-terminal. As linhas indicam os aminodcidos diferentes em relacio aos existentes nos motivos comuns
de proteinas DEAD-box.

Resolvemos entdo avaliar se as alteracdes de aminodcidos poderiam interferir com a
estrutura tridimensional dos motivos. Para tanto, como descrito no item 3.2., foi predita a
estrutura tridimensional de TcSub, baseando-se na estrutura cristalografica da ort6loga
HsaUAPS56 presente no banco de estruturas do PDB (I1XTKIA). Foi possivel observar que os
dominios e motivos estdo estruturalmente conservados, similares aos de HsaUAP56, como

ilustrado na figura 25.
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|
N-terminal C-terminal N-terminal C-terminal

Figura 25. Estrutura terciaria de TcSub, e HsaUAP56. A. Predicdo estrutural de TcSub, baseada na estrutura
cristalografica de proteina humana HsaUAP56 depositada no banco PDB (pdb [1XTKIA). B. Estrutura tercidria
de proteina humana HsaUAPS56 (pdb I1XTKIA). Os dominios estdo em cinza e os motivos da proteinas estio
indicados por cores. Para a predicdo estrutural foi utilizado o programa MODELLER versdo 9v3 (SALI ;
BLUNDELL, 1993).
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4.3. Caracterizacao funcional de TcSub; por métodos de localizacao celular em 7. cruzi.

Para avaliar a localizacdo de TcSub2 foram utilizadas duas abordagens: a expressao
em T.cruzi da proteina fusionada a GFP e a produgao de antisoros policlonais para ensaios de
imunofluorescéncia e imunocitoquimica a partir da inoculacdo em animais com a proteina
recombinante. Como os vetores utilizados para fusdo com GFP e para producio da proteina
recombinante estdo dentro da plataforma Gateway, o primeiro passo foi a amplificacdo da
sequéncia correspondente a regido codificante do gene TcSub, por PCR e clonagem em vetor
pDONR™221, conforme descrito no item 3.13.1. Ap6s a transformag@o e selecdo de bactérias
resistentes a canamicina, alguns plasmideos foram purificados e utilizados como molde para a
verificacdo das clonagens de TcSub, em vetor-pDONR™?221 através de PCR. O resultado da
verificacdo da clonagem pode ser observado na figura 26, onde o produto correspondente ao

tamanho do gene de 1311 pares de bases foi amplificado.
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Figura 26. Perfil eletroforético dos produtos de PCR para confirmacio de clonagem de TcSub, em vetor
pDONR™221. Gel de agarose 0,8% apds coloracdo com solucdo de brometo de etideo. M: marcador de massa
molecular representado em pares de bases. A, B e C: Resultados da amplificagdo por de PCR utilizando os
oligonucleotideos iniciadores de TcSub,.

Apesar de uma amplificacio menos eficiente para o clone B (figura 26), todos os
plasmideos foram utilizados para a confirmacio da clonagem também por sequenciamento. O
resultado mostrou que os trés genes estavam corretamente clonados e por isso, foi escolhido
de modo aleatdrio, o plasmideo correspondente ao clone A (pDONR™221-TcSub,) para a

reacdo de recombinagdo com o vetor de destino pDEST ™17, para a producio da proteina
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recombinante, e o vetor pTcPR-GFPN para expressdo de TcSub, com fusdo N-terminal de
GFP.

Por uma questdo didatica, serdo descritos primeiramente os resultados relativos a
expressdo da proteina recombinante e producdo do antisoro, seguidos dos resultados sobre a
fusdao com GFP. As recombinac¢des foram confirmadas por PCR e seqiienciamento. O
plasmideo purificado correspondente ao clone pDEST-TcSub, pode ser visualizado na figura

27.

Figura 27. Perfil eletroforético de minipreparaciio do plasmideo correspondente ao clone pDEST™17-
TcSub, em gel de agarose 0,8% apds coloracio com solucao de brometo de etideo. M: Marcador de massa
molecular representado em pares de bases. A: Minipreparagio do clone pDEST™17-TcSub,.

O plasmideo pDEST™17-TcSub, foi utilizado para transformar E. coli cepa BL21
(DE3) pLysS célcio-competente, como descrito no item 3.13.1. Apds a transformacio e
selecdo de bactérias resistentes a ampicilina, uma coldnia isolada foi escolhida para a indugao
da expressao da proteina recombinante, conforme 3.13.1.1.

A inducdo foi analisada através de eletroforese em gel SDS-PAGE e, conforme
mostrado na figura 28 A, foi evidente a inducdo de uma proteina com massa molecular de 49
kDa correspondente a proteina recombinante TcSub, Também foi observado que a proteina
apresentou-se majoritariamente na fracdo insolivel nestas condicdes de indugdo. Para a
confirmacdo da expressdo da proteina recombinante foi realizado também um ensaio de
Western blot, conforme descrito no item 3.13.3.1, utilizando um anticorpo monoclonal anti-
histidina. O resultado confirmou que a proteina induzida corresponde a TcSub2, pois a

reatividade foi especifica nas amostras induzidas (figura 28 B).
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Figura 28. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 10 % de inducio da proteina recombinante TcSub, e
teste de solubilidade. M: Marcador de massa molecular representado em kDa - Benchmark (Invitrogen). A:
Extrato protéico total E. coli B121 (DE3) wild-type. B: Extrato protéico total ndo induzido. C: Extrato protéico
total de bactéria induzido. D: Extrato protéico da fra¢do solivel induzido. E: Extrato protéico da fra¢do insolivel
induzido. F: Western blot anti-histidina de extrato protéico total ndo induzido. G: Western blot anti-histidina de
extrato protéico total induzido. H: Western blot anti-histidina de extrato protéico da fragdo soldvel induzido. I:
Western blot anti-histidina de extrato protéico da fra¢do insoldvel induzido.

Anterior a etapa de purificacdo, foi padronizado o enriquecimento da proteina
recombinante TcSub; na fracdo insoluvel do extrato protéico. Foi induzido 200 mL de cultura
de E. coli BL21 (DE3) pLysS transformada com o clone pDESTTM17—TcSub2 com IPTG
como descrito em 3.13.1.2. Esta etapa de enriquecimento consistiu em lavagens com tampao
de purificacdo para minimizar proteinas contaminantes da amostra no processo final. O

resultado do enriquecimento foi eficiente e pode ser observado na figura 29.
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Figura 29. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 15% de fracao insolivel enriquecida de proteina
recombinante TcSub,. M: Marcador de massa molecular representado em kDa - Benchmark (Invitrogen) . A:
Extrato protéico total proveniente de cultura ndo induzida. B: Teste de enriquecimento da proteina recombinante
TcSub, na fragdo insoldvel de cultura induzida.

Uma vez padronizado o protocolo de enriquecimento da proteina TcSub,
recombinante, foi realizada entdo a purificacdo. A fracdo insolivel do extrato protéico foi
enriquecida e submetida a cromatografia de afinidade com resina de Ni-NTA, (ver item
3.13.1.2). O processo de purificacdo foi avaliado por gel SDS-PAGE e o resultado estd

demonstrado na figura 30.
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Figura 30. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 15% das fracoes obtidas através de cromatografia em
resina de niquel. . M: Marcador de massa molecular representado em kDa - Benchmark (Invitrogen). A:
Lavado 1. B: Tampao A pH 8,0. C: Tampao B pH 8,0. D: Tampao C pH 6,3. E: Tampao D pH 5,9. F: Tampao E
pH 4.5. G: Tampao F pH 4,0. H: Tampao G pH 3,5. I: Tampao H pH 3,0.

Infelizmente o processo de purificagdo através de resina de Ni-NTA néo foi eficiente,
pois ocorreu a elui¢do da proteina recombinante TcSub, em quase todas as fragdes. Por isso,
foi realizada a purificacdo através de gel preparativo apds a mistura de todas as fragcdes

eluidas na etapa da resina de niquel como descrito no item 3.13.1.2. Apds a retirada da fracdo
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do gel correspondente a proteina, esta foi eletroeluida em tampao para SDS-PAGE. Esta etapa

foi eficiente e o resultado desta purificagdo pode ser observado na figura 31.
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Figura 31. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 15% de proteina recombinante TcSub, eletroeluida. M:
Marcador de massa molecular representado em kDa - Benchmark (Invitrogen). A: ProteinaTcSub, eletroeluida
de gel preparativo.

A proteina recombinante TcSub,; purificada foi utilizada como antigeno para produgdo
de antisoro policlonal em camundongos e coelhos conforme item 3.13.2. Os antisoros de
camundongos foram testados quanto a especificidade de reconhecimento da proteina TcSub,
em extrato protéico de 7. cruzi em fase exponencial de crescimento através de ensaio de
Western blot revelado por fosfatase alcalina como descrito no item 3.13.3.1. O resultado pode

ser visualizado na figura 32.
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Figura 32. Analise por Western blot para teste de especificidade do antisoro de camundongo anti-TcSub,
em extratos protéicos de T. cruzi. - 5x10° células/canal em gel SDS-PAGE 15%. M: Marcador de massa
molecular representado em kDa - Benchmark (Invitrogen). A: Diluicdo do antisoro de camundongo pré-imune
1:600. B: Dilui¢do do antisoro de camundongo imune 1:600. C: Dilui¢do do antisoro de camundongo imune
1:1200.

Este resultado confirmou a especificidade do reconhecimento do antisoro produzido

por camundongo, visto que o antisoro pré-imune nio reconheceu proteinas do extrato protéico
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de T. cruzi (canal A), enquanto o antisoro imune reconheceu apenas uma proteina de massa
molecular esperada de 49 kDa nas diferentes dilui¢des do antisoro (canais B e C).

Como este mesmo antisoro primdrio seria usado posteriormente para andlises de
RNAI, foi testada sua especificidade para o reconhecimento da proteina altamente similar,
TbSub,, em extrato protéico total de T. brucei através de ensaio de Western blot, conforme

descrito no item 3.13.3.1. Os resultados podem ser observados na figura 33.

kDa

>
==}
a
=)

220

T =

50

20

10

Figura 33. Analise por Western blot para teste de especificidade do antisoro de camundongo anti-TcSub,
em extratos protéicos de 7. brucei. 5x10° células/canal em gel SDS-PAGE 15%. M: Marcador de massa
molecular representado em kDa - Benchmark (Invitrogen). A: Dilui¢do de antisoro de camundongo pré-imune
1:75. B: Dilui¢do do antisoro de camundongo imune 1:300. C: Dilui¢do do antisoro de camundongo imune
1:150. D: Diluic¢do do antisoro imune 1:75.

Este resultado confirmou a especificidade do reconhecimento do antisoro produzido
para também em 7. brucei, visto que o antisoro pré-imune ndo reconheceu proteinas do
extrato protéico (canal A), enquanto o antisoro imune reconheceu apenas a proteina de massa
molecular de 49 kDa nas mesmo nas menores dilui¢cdes do antisoro (canais B, C e D).

Este antisoro produzido em camundongo também foi utilizado na andlise da
expressdao da proteina TcSub, ao longo da metaciclogénese de T. cruzi, através de Western
blot, descrito em 3.13.3.2, em extratos protéicos das diferentes etapas do ciclo celular.

Neste caso, foi utilizada a dilui¢do de 1:600 e o antisoro policlonal a-TcGAPDH foi
utilizado na diluicdo de 1:200 como controle de integridade do extrato protéico. O resultado
deste ensaio pode ser observado na figura 34, demonstrando que a proteina TcSub, estd
presente em todas as etapas do ciclo de vida de 7. cruzi e ndo parece ser regulada em nivel de

expressdo de proteina .
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Figura 34. Analise por Western blot para verificacio do perfil da proteina TcSub, ao longo da
metaciclogénese de 7. cruzi. A diluicdo do antisoro de camundongo imune anti-TcSub, utilizada foi de 1:600.
Gel SDS-PAGE 10% contendo extrato protéico de T.cruzi - 5x10° células/canal. M: Marcador de massa
molecular representado em kDa - Benchmark (Invitrogen). A: Extrato protéico de formas epimastigotas em fase
exponencial de crescimento. B: Extrato protéico de formas epimastigotas apds 2 horas de estresse nutricional. C:
Extrato protéico de formas aderidas apés 24 horas de stress nutricional. D: Extrato protéico de formas
tripomastigotas metaciclicas. E: Extrato protéico de formas amastigotas.

O antisoro produzido em coelho também foi testado em diferentes diluicdes quanto a
especificidade de reconhecimento da proteina TcSub, em extrato protéico de 7. cruzi em fase

de crescimento exponencial de crescimento através de ensaio de Western blot, como descrito

no item 3.13.3.1. O resultado pode ser visualizado na figura 35.
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Figura 35. Analise por Western blot para teste de especificidade do antisoro de coelho anti-TcSub, em
extratos protéicos de T. cruzi.. Extratos protéicos de T. cruzi - 5x10° células por canal em gel SDS-PAGE 15
%. M: Marcador de massa molecular representado em kDa - Benchmark (Invitrogen). A: Diluic¢do de antisoro de
coelho pré-imune 1:100. B: Diluicdo de antisoro de coelho imune 1:100. C: Diluicdo de antisoro de coelho
imune 1:200. D: Diluicao de antisoro de coelho imune 1:500. E: Dilui¢@o de antisoro de coelho imune 1:1000. F:
Dilui¢éo de antisoro de coelho imune 1:2000.

Da mesma forma que o antisoro de camundongo, este antisoro produzido em coelho

apresentou especificidade a proteina TcSub2 visto que o antisoro pré-imune ndo reconheceu
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proteinas do extrato protéico (canal A) enquanto o antisoro imune reconheceu apenas a
proteina de massa molecular de 49 kDa nas diferentes diluicdes do antisoro (canais de B a F).
Este antisoro foi utilizado entdo para os ensaios de localizagdo celular desta proteina no

parasita através de imunofluorescéncia.

4.3.1 TcSub2 é uma proteina exclusivamente nuclear

Os dados iniciais de localizacio foram obtidos em sistema in vivo, utilizando o
sistema baseado em vetor para expressao da proteina fusionada a extermidade N-terminal com
GFP, conforme item 3.13.4. Estes dados foram obtidos enquanto os antisoros estavam sendo
produzidos. A recombinagcdo do clone pDNOR-TcSub, com o vetor pTcPR-GFPN foi
confirmada por PCR de colonia e o resultado de amplificacdo do gene de TcSub, pode ser

observado na figura 36.

Figura 36: Perfil eletroforético da analise de clonagem do gene TcSub, em vetor pTcPR-GFPN por PCR
de colénia. Gel de agarose 0,8% ap6s coloragdo com solug¢do de brometo de etideo. M: marcador de massa
molecular demonstrado em pares de bases. A,B,C,D,E: Resultados positivos de amplifica¢cdo por PCR do gene
TCSllbz.

Ap6s a verificacdo da clonagem, os plasmideos foram purificados e sequenciados. O
plasmideo referente ao clone correto pTcPR-GFPN-TcSub; foi utilizado para transfeccdo de
T. cruzi e apés a selecdo dos transfectantes por G418, foi possivel observar a localizagdo
subcelular da proteina TcSub,. Foi observado que a proteina TcSub; € exclusivamente nuclear
e parece apresentar uma distribuicio compartimentalizada, como exposto com detalhes na

figura 37.
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GFP-TcSUB2

Figura 37. Localizacdo nuclear de TcSub, fusionada a GFP em vetor pTcPR-GFPN-TcSub, de
superexpressio em 7. cruzi. DIC: contraste diferencial. Em verde: Fluorescéncia de proteina GFP capturada em
comprimento de onda de 488 nm. Em azul: Sinal emitido pelo DAPI capturado em comprimento de onda de 372
nm. A: Visualizacdo de fluorescéncia de GFP através de microscopia confocal dos parasitas transfectados com
pTcPR-GFPN-TcSub, B: Sobreposi¢do de imagens dos parasitas transfectados com TcNGFP-TcSub, através de
microscopia otica de fluorescéncia de DAPI e GFP C: Imagens separadas de contraste diferencial -DIC,
marca¢do de cromatina -DAPI e fluorescéncia de GFP através de microscopia 6tica de campo aberto dos
parasitas transfectados com pTcPR-GFPN-TcSub,

A localizagdo nuclear de TcSub,, bem como o padrdo de compartimentalizagdo desta

proteina no nucleo de 7. cruzi, foram confirmados através de ensaios de imunofluorescéncia
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utilizando os antisoros de coelho especifico a proteina TcSub,. As 1aminas foram preparadas e
observadas em microsopia dtica de fluorescéncia de campo aberto. O resultado pode ser

observado na figura 38.

Figura 38. Localizacdo nuclear da proteina TcSub, em 7. cruzi por imunofluorescéncia através de
microscopia otica de fluorescéncia de campo aberto. Em verde: TcSub,, fluorescéncia capturada em
comprimento de onda de 488 nm. Em azul: DNA, sinal de DAPI capturado em comprimento de onda de 372 nm.
A. Imagens capturadas de contraste diferencial - DIC. B: Imunofluorescéncia utilizando antisoro primdrio anti-
TcSub, produzido em coelho dilui¢do 1:1000 seguido de antisoro secunddrio modificado com Alexa 488.C.
Marcagao da cromatina através de DAPI. D. Sobreposi¢do dos resultados obtidos em B e C.

4.3.2 TcSub2 esta associada a sitios de transcricio de mRNA

Visto que TcSub, é uma proteina nuclear e que em outros organimos faz a ligacdo
entre transcricdo e exportagdo, foram realizados ensaios de imunocitoquimica para uma
andlise ultraestrutural quanto a distribui¢do desta proteina no niicleo de 7. cruzi com relagdo a
cromatina. Os resultados mostraram que esta proteina estd presente principalmente em regioes
pouco eletrodensas que correspodem a cromatina menos compacta. Além disso, pdde-se notar
que a maioria da marcacio ocorre na borda de regides eletrodensas, ou seja, bordas de massas

de cromatina compactadas, como destacado na figura 39.
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Figura 39. Analise de distribuicio nuclear de TcSub2 em T. cruzi por imunocitoquimica ultraestrutural.
C: Cinetoplasto. Chr: Massas de cromatina eletrodensas. As setas indicam localizagdes de TcSub, nas bordas de
cromatinas eletrodensas. Barra: 1 pm.

Nesta regido de bordas de cromatina eletrodensa estd presente a cromatina menos
compacta e € o local onde geralmente hé transcricao ativa (VERSCHURE et al.,1999). Este
fato foi um indicio de que TcSub; estaria associada a sitios ativos de transcri¢do e para testar
esta hipdtese foi usada um abordagem de transcricdo in vitro com incorporacdo de BrUTP,
como descrito no item 3.13.5.1. Neste caso, os RNAs nascentes que incorporaram BrUTP
foram detectados com antisoro comercial seguido da imunodetec¢do com antisoro especifico
para a proteina TcSub,. Este ensaio foi analisado através de microscopia Gtica de
fluorescéncia de campo aberto e a colocalizagdo foi avaliada através de microscopia confocal.
O resultado apresentado na figura 40 A observado em microscopia de fluorescéncia de campo
aberto mostrou que a proteina TcSub, colocaliza com regides de RNAs nascentes, ou seja,
parece estar associada a sitios de transcricdo ativa. No entanto, a andlise detalhada com
microscopia confocal revelou que este padrdo ndo ocorre para todos os sitios de transcricao.
Como pode ser visto na figura 40 B, ao ser delimitada uma regido para a avaliacdo por
grafico da intensidade da fluorescéncia para cada marcacgdo, foi possivel verificar que existem

regides com marcacdo para RNA nascente sem que ocorra marcagdo para TcSub2. Este
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padrdo de colocalizacdo parcial € constante em diferentes planos focais. Algumas fatias Gticas
em diferentes planos focais foram anexadas para a visualizagdo da colocalizagdo entre alguns

sitios de transcrigéo ativa com TcSub, (Anexo 3 - Midia).
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Figura 40. Analise nuclear de colocalizacao de proteina TcSub, com sitios ativos de transcricio através de
deteccio de RNAs nascentes em 7. cruzi. A: Visualizacdo de colocalizacido por microscopia de fluorescéncia
de campo aberto. TcSub,: Imunolocalizac¢io da proteina TcSub,. BrRNA: Imunolocalizacio da RNAs nascentes.
DAPI: Marcagdo de cromatina. Merge: Sobreposi¢do das trés imagens superiores. B: Andlise de colocalizagdo
pormicroscopia confocal através de intensidades de fluorescéncia. Para esta andlise foi feito um traco pontilhado
sobre o resultado de sobreposi¢do das imagens de TcSub, (vermelho) e RNAs nascentes-BrRNA (verde). O
grafico mostra os perfis de intensidade fluorescéncia de TcSub, (vermelho) e BrRNA (verde) ao longo do espaco
delimitado dentro do niicleo pelo traco pontilhado. Os quadrados em preto indicam as regides de perfis similares
entre os picos de intensidades de fluorescéncia de TcSub, e RNAs nascentes, indicando colocalizagdo. Barra: 1
pum. Para esta andlise em microscopia confocal foi utilizado zoom 8.00.

Para avaliar a especificidade da marca¢do com BrUTP, as células foram previamente
tratadas com 200 pg/mL de a-amanitina, concentragdo que permite apenas a transcri¢do por
RNA Polimerase I e inibe a acdo da RNA Polimerase II e III. Foi realizado um ensaio para
bloquear apenas RNA Polimerase II utilizando a concentracio de 75 pg/mL e foi observado o
mesmo padrdo de marcagdo, havendo um sitio visivel de transcricdo por RNA Polimerase 1.
Nestas condi¢des ndo foi observada marcacdo em outras regides que corresponderiam

transcricdo por RNA Polimerase III (dados ndo mostrados). Isto deve-se ao fato de o
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protocolo utilizado ser otimizado para marcacgdo de transcricdo por RNA Polimerase II. Como
pode ser observado na figura 41, a marcacdo com BrUTP praticamente desapareceu apds o
tratamento com a droga e aparentemente TcSub, estd associada basicamente a transcri¢do
com RNA pol II, ou seja, RNA mensageiro visto que ndo foi observado sobreposicdo de
marcagdo entre sitios de RNA pol I e TcSub,, Isto também sugere que a proteina ndo estaria
associada a sitios de transcricdo de rRNA. Vale ressaltar que este tipo de resultado foi
reprodutivel, mas escolhemos apenas uma imagem para elaborar a figura. Algumas fatias
oticas em diferentes planos focais foram anexadas para a visualizagdo da colocalizacdo entre

alguns sitios de transcri¢@o ativa com TcSub; (Anexo 3 - Midia).
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Figura 41. Analise nuclear de colocalizacido da proteina TcSub, com sitios ativos de transcricio de RNA
Polimerase I através de deteccio de RNAs nascentes em 7. cruzi. A: Visualizacdo de colocalizagdo por
microscopia de fluorescéncia de campo aberto. TcSub,: Imunolocalizacdo da proteina TcSub,. BrRNA:
Imunolocalizagdo da RNAs nascentes por transcricdo através de RNA Polimerase I. DAPI: Marcacdo de
cromatina. Merge: Sobreposi¢do das trés imagens superiores. B. Andlise de colocalizacdo através de intensidades
de fluorescéncia. Para esta andlise foi feito um trago pontilhado sobre o resultado de sobreposi¢do das imagens
de TcSub, (vermelho) e BrRNA (verde). O grafico mostra os perfis de intensidade de fluorescéncia de TcSub,
(vermelho) e BrRNA (verde) ao longo do espago delimitado dentro do ntcleo pelo tragco pontilhado. Barra: 1
pum. Para esta andlise em microscopia confocal foi utlizado o zoom: 5.00.

A exclusio de localizac@o da proteina com sitios de transcricdo de RNA polimerase 1

observada pelos ensaios de microscopia dtica foram corroborados pelas andlises de
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imunocitoquimica que comprovaram a auséncia de TcSub2 no nucléolo, como mostrado na
figura 42. Neste caso, foi observada apenas marcagdo nas regides de cromatina menos

compacta.

i
i
5

ps X
+ ;I"-*"

T

Figura 42. Analise nuclear de auséncia de TcSub2 em nucléolo de 7. cruzi por imunocitoquimica
ultraestrutural. C: Cinetoplasto. Chr: Massas de cromatina eletrodensas. Nu: Nucléolo. As setas indicam
localizagdes de TcSub,. Barra: 1 um.

Os resultados descritos até o momento demonstram que TcSub2 estd associada
basicamente a sitios de transcricio de mRNA sem envolvimento direto com sitios de
transcri¢do de rRNA. No entanto, ainda é necessario ser demonstrado o quanto isto reflete a

sua fung¢do na exportacdo de mRNA em T.cruzi.

4.4. Avaliacao de viabilidade de manipulaciao por nocaute génico de TcSub,

Para realizarmos abordagens que visam a andlise genética para avaliar o quanto
TcSub; esta participando da exportacio de mRNA foi necessario gerar mutantes do parasita
que ndo possuam a proteina. Neste caso, como o gene TcSub; estd presente em cdpia tinica no
genoma de 7. cruzi, a primeira tentativa referiu-se a obtencdo de linhagens cujos alelos de
TcSub, estivessem nocauteados. Para tanto, oligonucleotideos iniciadores foram desenhados

com base nas regides intergé€nicas, conforme descrito no item 3.14.1, que foram utilizados
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para amplificar as regides a serem clonadas visando a obtengdo das constru¢des necessarias
para a substituicdo dos alelos de TcSub, por genes de marcadores seletivos através de

recombinacdo homoéloga.

4.4.1. Clonagem de regides intergénicas de TcSub, em vetores pBS-NEO e pBS-HIGRO

4.4.1.1. Amplificacio da regido upstream de TcSub, para clonagem em vetor pBS-NEO e
pBS-HIGRO

Primeiramente foram amplificadas regides intergénicas que flanqueavam o gene
TcSub,. O resultado da amplificacdo das regides upstream a TcSub,, tanto para clonagem em

vetor pPBS-NEO quanto em pBS-HIGRO, itens 3.14.1.1 e 3.14.1.3, pode ser visualizado na

figura 43.
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Figura 43. Perfil eletroforético dos produtos de PCR de regides intergénicas upstream de TcSub2 para
clonagem em vetores pBS-NEO e pBS-HIGRO. Gel de agarose 0,8% ap6s coloragdo com solucdo de brometo
de etideo. M: Marcador de massa molecular demonstrado em pares de bases. A: Resultado de amplificacdo por
PCR da regido intergénica upstream para clonagem em vetor pBS-NEO. B: Resultado de amplificagdo por PCR
da regido intergénica upstream para clonagem em vetor pBS-HIGRO. Abaixo consta esquema da construgdo a
ser obtida e os iniciadores utilizados estdo esquematizados.

4.4.1.1.1. Clonagem de regido upstream de TcSub, em vetor pBS-NEO e pBS-HIGRO

Os produtos de PCR referentes a regiao upstream de TcSub, (figura 43 A e B) foram
digeridos, purificados e clonados em vetor pBS-NEO e pBS-HIGRO, respectivamente. O
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resultado da andlise de coldnias para selecdo do clones possitivos pode ser observado na

figura 44.

Figura 44. Perfil eletroforético do vetor pBS-NEO E pBS-HIGRO apés processamento pelo método de
palitagem das colonias de bactérias DHSo transformadas com as respectivas ligacées. Gel de agarose 0,8%
corado em solucdo de brometo de etideo. A: Andlise de bactérias transformadas com ligacdo pBS-NEO/UPS. B.
Andlise de bactérias transformadas com ligagdo pBS-HIGRO/UPS C: Controle vetor pBS-NEO a esquerda e
pBS-HIGRO a direita. Em destaque as coldnias posteriormente analisadas.

Os plasmideos purificados referentes as colonias 41 e 55 (figura 44 A) e as colOnias
15,16 e 20 (figura 44 B) foram posteriormente analisados por PCR para confirmacido da
insercdo do produto de PCR na orientagdo correta, conforme itens 3.14.1.1 e 3.14.1.3. A
massa molecular dos produtos de PCR foram de acordo com o esperado e o resultado pode ser

observado na figura 45.
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Figura 45. Perfil eletroforético da analise de clonagem de regido intergénica upstream de TcSub, em vetor
pBS-NEO e pBS-HIGRO por PCR. Gel de agarose 0,8% ap6s coloragdo com solucdo de brometo de etideo.
M: Marcador de massa molecular demonstrado em pares de bases. A: A ,B - Resultado de amplifica¢do por PCR
referentes as coldnias 41 e 55, respectivamente. B:C,D,E - Resultado de amplificagdo por PCR referentes as
colonias 15, 16 e 20, respectivamente. Os iniciadores utilizados estdo esquematizados na figura, bem como os
tamanhos de cada fragmento analisado.
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Ap6s a verificacdo das clonagens na orientagdo correta, o plasmideo do clone referente
a coldnia 41 (figura 44 A) foi denominado pBS-UPS-NEO e o plasmideo do clone referente a
colonia 15 (figura 44 B) foi denominado pBS-UPS-HIGRO. Ambos foram sequenciados e
ap6s a confirmacdo do dado, foram utilizados para finalizar a constru¢do com regido

downstream de TcSubs.

4.4.1.2. Amplificagdo da regido downstream de TcSub,

Os resultados da amplificagdo referentes a regido downstream para clonagem tanto em

pBS-UPS-NEO quanto em pBS-UPS-HIGRO, podem ser visualizados na figura 46.
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Figura 46. Perfil eletroforético dos produtos de PCR de regioes intergénicas downstream de TcSub2 para
clonagem em vetores pBS-UPS-NEO e pBS-UPS-HIGRO. Gel de agarose 0,8 % ap6s coloragdo com solugdo
de brometo de etideo. M: Marcador de massa molecular demonstrado em pares de bases. A: Resultado de
amplifica¢do por PCR da regido intergénica downstream para clonagem em vetor pBS-UPS-NEO. B: Resultado
de amplificacdo por PCR da regido intergénica downstream para clonagem em vetor pBS-USP-HIGRO. Os
iniciadores utilizados estdo esquematizados na figura.

4.4.1.2.1. Clonagem da regidao downstream de TcSub, nos vetores pBS-UPS-NEO e pBS-
UPS-HIGRO

O produto de PCR (figura 46 A) correspondente a regido intergénica downstream-
NEO e o clone pBS-UPS-NEO foram digeridos e purificados como descrito no item 3.14.1.2.
A reacgdo de ligagdo foi utilizada para transformar bactérias e a andlise dos clones positivos foi

feita através do método da palitagem e o resultado estd representado na figura 47.
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Figura 47. Perfil eletroforético do vetor pBS-NEQO apoés processamento pelo método de palitagem das
colonias de bactérias DHSa transformadas com ligacao pBS-UPS-NEO/DOWN. Gel de agarose 0,8 % ap6s
coloracdo em solugdo de brometo de etideo. C: Controle pBS-UPS-NEO clone 41. 70 a 77: Colonias analisadas.
Em destaque a col6nia posteriormente analisada.

O plasmideo referente ao clone positivo (colonia nimero 73) foi purificado e
analisado por PCR para confirmar a inser¢cao na orientag@o correta, conforme descrito no item
3.14.1.2. A massa molecular do produto de PCR estava de acordo com o esperado e o clone

foi denominado de pBS-UPS-NEO-DOWN. O resultado pode ser observado na figura 48.
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Figura 48. Perfil eletroforético da analise de clonagem das regides intergénicas upstream e downstream de
TcSub, flanqueadoras do gene de NEO, por PCR. Gel de agarose 0,8 % apds coloragdo com solucdo de
brometo de etideo. M: Marcador de massa molecular demonstrado em pares de bases. A: Resultado de PCR do
clone pBS-UPS-NEO-DOWN. Os iniciadores utilizados estdo esquematizados na figura.

O resultado do produto de PCR (figura 46 B), referente a regido intergé€nica
downstream de TcSub, foi posteriormente digerido e purificado, assim como o clone
selecionado pBS-UPS-HIGRO (Figura 45 B), conforme citado no item 3.14.1.4. A reacgéo de
ligacdo foi utilizada para transformar bactérias e as coldnias isoladas foram analisadas por
PCR, conforme descrito no item 3.14.1.4. A massa molecular do produto de PCR foi de

acordo com o esperado e o resultado pode ser observado na figura 49.
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Figura 49. Perfil eletroforético da analise de clonagem da regiao intergénica downstream de TcSub2 em
clone pBS-UPS-HIGRO por PCR de colénia. Gel de agarose 0,8 % apds coloragdo com soluc¢do de brometo
de etideo. M: Marcador de peso molecular demonstrado em pares de bases. A: Resultado de amplificacdo por
PCR da regido downstream de TcSub2 utilizado como controle positivo de clonagem. B,C,D e F: Resultado de
amplificacio por PCR de coldnia da regido downstream de TcSub2 dos possiveis clones. Os iniciadores
utilizados estdo esquematizados na figura.

Os plasmideos dos clones positivos foram purificados e analisados por PCR para
verificacdo de clonagem na orientag@o correta, conforme descrito no item 3.14.1.4. A massa
molecular do produto de PCR estava de acordo com o esperado e os clones foram

denominados de pBS-UPS-HIGRO-DOWN. O resultado pode ser observado na figura 50.
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Figura 50. Perfil eletroforético da analise de clonagem das regides intergénicas upstream e downstream de
TcSub, flanqueadoras do gene de HIGRO, por PCR. Gel de agarose a 0,8% ap6s coloragdo com solucdo de
brometo de etideo. M: Marcador de massa molecular demonstrado em pares de bases. A. Resultado de
amplifica¢do por PCR de plasmideos purificados. Os iniciadores utilizados estdo esquematizados na figura.

Ambas as constru¢des foram analisadas também por sequenciamento confirmando a
clonagem correta.

Para os ensaios de transfeccdo, fragmentos de DNA correspondentes ao gene de
resisténcia NEO e HIGRO flanqueado pelas regides upstream e downstream foram entdo
amplificados por PCR e purificados por eletroelui¢cdo. O fragmento purificado foi utilizado
para transfec¢do em 7. cruzi, conforme item 3.12.1.

Primeiramente foi nocauteado um alelo do gene TcSub, utilizando o fragmento
purificado referente ao gene de resisténcia a NEO, flanqueado pelas regides intergé€nicas de
TcSub,. Uma vez selecionada a populagdo, os parasitas foram clonados por dilui¢do limitante

e posteriormente foi verificado o nocaute génico na populagio clonal por Southern blot.
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4.4.2. Verificagdo do Nocaute de um alelo do gene TcSub, através de substitui¢do por gene de

resisténcia a Neomicina

Ap6s a selecdo dos parasitas, foi realizada eletroforese em campo pulsado seguida de
analises tipo Southern blot para confirmagio da substitui¢cdo de um alelo de TcSub, pelo gene
de resisténcia a neomicina. O experimento foi realizado em duplicata, contendo amostras dos
parasitas Wild-type (WT) e dos transfectantes (KO). A figura 51 mostra o resultado da

separacdo de cromossomos das amostras analisadas por eletroforese em campo pulsado.

Figura 51. Perfil eletroforético de Campo Pulsado em gel de agarose 1,2 % ap6s coloragio com solucao de
brometo de etideo. M: Marcador 345 Yeast Chromosome PFG Marker, de 225 a 1900 Kb (NEB). WT: T. cruzi
Wild-type. KO: T. cruzi com um alelo nocauteado pela substitui¢do de TcSub, por gene de resisténcia a
neomicina.

O DNA foi transferido para membrana de ndilon e incubado com sondas radioativas
correspondentes ao gene TcSub, e ao gene de resisténcia a neomicina para confirmagdo do
nocaute de um alelo. A primeira dupla WT-KO foi incubada apenas com a sonda
correspondente ao gene TcSub, enquanto a segunda apenas com a sonda correspondente ao
gene de neomicina e a figura 52 mostra o resultado da hibridacdo. Quando utilizada a sonda
TcSub,, a marcagdo de dois alelos foi observada apenas na populacdo WT, ja na populacdo

nocaute apenas um alelo de TcSub, foi detectado. Nas amostras hibridadas com a sonda
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correspondente ao gene NEO, nenhuma marcagdo foi observada na populacio selvagem, ao
contrario da populagcdo nocaute onde ocorreu uma marcagdo na regido que corresponderia ao
alelo de TcSub,. Sendo assim, foi possivel confirmar que um alelo de TcSub, foi substituido

pelo gene de neomicina (NEO).

SondaTcSub2 SondaNEO

8=

Figura 52. Ensaio de Hibridacdo por Southern blot. WT: T. cruzi Wild-type. KO: T. cruzi com um alelo
nocauteado pela substituicdo de TcSub, por gene de resisténcia a neomicina. O quadrado destaca a auséncia de
um alelo de TcSub, a esquerda e a presenga do gene de resisténcia a neomicina a direita.

Além de confirmar o nocaute de um dos alelos, foi possivel verificar que isto causou a
diminui¢do na expressdo da proteina através de andlises de Western blot, conforme descrito
no item 3.14.1.5. Neste caso, o simples nocaute foi suficiente para diminuir o nivel de
expressdao da proteina TcSub, em aproximadamente 50% quando comparada ao nivel de
TcGAPDH, utilizada como referéncia para esta andlise. Os resultados podem ser observados

nas figuras 53 B e 53 C.
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Figura 53. Quantificacio da expressio de proteina TcSub, em populacio clonal de 7. cruzi simples
nocaute (KO). A: Gel de poliacrilamida SDS-PAGE corado apds eletroforese. WT: Extrato protéico de
populacdo Wild-type. KO: Extrato protéico de populagdo com um alelo de TcSub, nocauteado. Em cada canal foi
aplicada a quantidade de proteina referente a 5x10° parasitas. B. Western blot do gel da figura A, revelado por
quimioluminescéncia. O marcador estd representado do lado esquerdo em KDa. C. Resultado da quantificagdo
do Western blot pelo programa Scion Image.

Para avaliar se a diminui¢do da quantidade de proteina TcSub, poderia interferir com o
crescimento dos parasitas ou gerar alguma alteracdo na morfologia, foi realizada uma curva

de crescimento dos parasitas WT e KO, conforme descrito no item 3.12.1.. Durante a fase
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exponencial de crescimento dos parasitas, foi possivel observar se existia alguma alteracdo
fenotipica assim como obter a concentragdo de células para gerar a curva de crescimento.
Como mostrado na figura 54, nenhuma diferenca significativa foi observada quanto a
capacidade de divisdo celular assim como nenhuma alteragdio na morfologia quando
comparadas as populacdes selvagem e nocaute. Sendo assim, podemos concluir que pelo
menos no que se refere a capacidade de divisdo celular, a diminuicdo em 50% do nivel de

TcSub2 ndo teve qualquer efeito.
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—e— Wild type
—a— KO Sub2

Numero de parasitas/mL

Horas

Figura 54. Curva de crescimento de 7. cruzi Wild type e nocaute (KO Sub2) durante a fase exponencial de
crescimento. Eixo y: Numero de parasitas por mL. Eixo x. Intervalos em horas para a realiza¢cdo da contagem
dos parasitas.

Ap6s a confirmacdo do nocaute simples, a populagao clonal foi entéo transfectada com
o fragmento purificado referente ao gene de resisténcia a higromicina flanqueado pelas
regides intergénicas. Os parasitas ndo apresentaram crescimento e a transfecc¢io foi realizada
novamente, para eliminar erros técnicos, mas nao foi possivel obter o nocaute duplo do gene
TcSuby,, 0 que indica ser um gene essencial a sobrevivéncia de 7. cruzi.

Devido a inviabilidade de obten¢do do nocaute duplo, uma alternativa que utilizamos
foi a obtencdo de linhagens de T. brucei mutantes para silenciamento do gene TbSub, que
codifica para uma proteina ortéloga de 7. cruzi. Este sistema apresenta vantagens em relagdo
ao nocaute por ser induzido e permitir visualizagdo de fenotipo a partir da auséncia da

proteina nos parasitas antes da morte das células.
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4.5. Obtencao de transfectantes de 7. brucei para ensaios de interferéncia de RNA

Em virtude do nocaute duplo ndo ser vidvel e da alta similaridade entre as sequéncias
do gene entre T.brucei e T.cruzi, resolvemos obter linhagens de parasitas para ensaio
induzivel de “knockdown” para posterior avaliacdo fenotipica. Pretendemos utilizar esta
linhagem para analisar o quanto o silenciamento do gene afetaria a exportagio e mRNA.
Logo, o gene ortélogo Tb10.70.7730 em T. brucei de TcSub, (TbSub,) foi escolhido como
alvo para o silenciamento através de interferéncia de RNA (RNA1) neste estudo.

Como estratégia para garantir o silenciamento do mRNA alvo, escolhemos duas
regides (denominadas TbSub,A e TbSub,B) para clonagem no vetor de producdo de RNA
dupla fita. As amplificacdes de TbSub,A e TbSub,B foram executadas conforme descrito no

item 3.14.2 e podem ser visualizadas na figura 55.

bp M B

Figura 55. Perfil eletroforético dos produtos de PCR dos fragmentos TbSub,A e TbSub,B para
subclonagem em pGEM-Teasy. Gel de agarose 0,8% apds coloracdo com solugcdo de brometo de etideo. M:
Marcador de massa molecular demonstrado em pares de bases. A: Resultado de amplificacio da regido
TbSub,A. B: Resultado de amplificagdo da regidao TbSub,B..

Os produtos de PCR foram clonados no vetor pGEM-Teasy e algumas colOnias
brancas foram escolhidas para analisar a eficiéncia da clonagem através da digestdo dos
plasmideos purificados. Os resultados das digestdes dos clones de pPGEM-TbSub,A e pGEM-
TbSub,B podem ser visualizados na figura 56, confirmando a liberagdo dos insertos com 0s

tamanhos corretos.
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Figura 56. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% apés coloracio em solucdo de brometo de etideo de
digestao dos clones pGEM-TbSub,A e pGEM-TbSub,B. M: Marcador de massa demonstrado em pares de
bases. A: Resultado de digestdo do clone de pGEM-TbSub,A com enzimas BamHI e Xhol. B: Resultado de
digestdo do clone pPGEM-TbSub,B com as enzimas Hindlll e BamHI. Ambos os clones liberaram os fragmentos
no tamanho correto.

Ap6s a confirmagdo da clonagem por sequenciamento, os insertos foram purificados e
clonados em vetor p2T7-177, conforme descrito no item 3.14.2. Para a verificacdo de
clonagem neste vetor, as colonias foram analisadas por PCR e o resultado dos clones

positivos pode ser visualizado na figura 57.
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Figura 57. Perfil eletroforético da analise de clonagem dos fragmentos ThSub,A e TbSub,B em vetor
p2T7-177 por PCR de colonia. Gel de agarose 0,8 % apds coloragdo com solugdo de brometo de etideo. M:
Marcador de massa molecular demonstrado em pares de bases. A,B: Resultado de PCR de coldnia transformada
com ligagdo p2T7-177/TbSub,A. C,D.E: Resultados de PCR de coldnia transformada com ligagdo p2T7-
177/TbSub,B.
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Ap6s a clonagem em vetor p2T7-177, os plasmideos foram purificados, sequenciados
e denominados p2t7-177-TbSub,A e p2t7-177-TbSub,B. Os clones p2t7-177-TbSub,A, p2t7-
177-TbSub,B, bem como o vetor p2t7-177-GFP utilizado para o controle posteriormente na
inducdo de silenciamento foram linearizados com Notl para posterior transfecc¢do de T. brucei.

Este material digerido e utilizado para transfec¢do pode ser visualizado na figura 58.
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Figura 58. Perfil eletroforético de p2T7-177-GFP e clones p2T7-177-TbSub,A e P2T7-177-TbSub,B, com
as respectivas digestao por Notl. Gel de agarose 0,8% apds coloragdo em solucdo de brometo de etideo. M:
Marcador de massa molecular demonstrado em pares de bases. A: p2T7-177-GFP. B: p2T7-177-GFP digerido
com Notl. C: Clone p2T7-177-TbSub,A. D: Clone P2T7-177-TbSub,A digerido com Nofl. E: Clone p2T7-
177TbSub,B. F: Clone P2T7-177-TbSub,B digerido com Notl.

Os parasitas foram transfectados com estes clones linearizados, selecionados com
fleomicina, resisténcia conferida pelo vetor p2T7-177, e as populacdes foram avaliadas
quanto a eficiéncia do silenciamento do gene TbSub, apds indugdo por tetraciclina, conforme
descrito no item 3.12.2. Foi observada a diminui¢do da taxa de crescimento celular das
culturas transfectadas com p2T7-177-TbSub,A e p2T7-177-TbSub,B e observada a presenca
de parasitas alongados apenas apds 48 horas do silenciamento do gene TbSub, em ambas as
culturas, utilizando como controle os transfectantes P2T7-177-GFP. Os resultados para o

silenciamento nos transfectantes 177-TbSub,A podem ser visualizados na figura 59.
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Figura 59. Curva de crescimento e morfologia de transfectantes de 7. brucei p2T7-177-GFP e p2T7-177-
TbSub2, apos a inducio de silenciamento do gene ThSub, por tetraciclina. Eixo y: Nimero de parasitas por
mL. Eixo x. Intervalos em horas para a realizacdo da contagem. A. Curva de crescimento de transfectantes
p2T7-177-GFP induzidos e ndo induzidos com as respectivas morfologias dos parasitas apds 48 horas da
indugdo. B. Curva de crescimento de transfectantes p2T7-177-TbSub,A induzidos e ndo induzidos com as
respectivas morfologias dos parasitas apds 48 horas da inducdo. As setas indicam as mudancas morfolégicas
observadas.

Nos transfectantes p2T7-177-TbSub2, (Figura 59 B) foi observado crescimento
celular normal até 24 horas da inducdo do silenciamento do gene, sendo que em 48 horas
houve redugdo da taxa de crescimento, devido a diminui¢do da multiplicacdo celular, com
aparecimento de parasitas mais alongados na cultura. No entanto, foi verificada a diminui¢do
da proteina TbSub, no extrato protéico destes parasitas apds 24 horas da indugdo por
tetraciclina, mantendo este padrao apds 48 horas. Este resultado foi verificado através de
ensaio de western blot utilizando o antisoro primdrio produzido em camundongo anti-TcSub,
especifico e a revelacdo pelo método de fosfatase alcalina, conforme item 3.13.3.2. Para a

normalizacdo da quantidade de proteinas aplicadas no gel SDS-PAGE, foi utilizado o

anticorpo anti-GAPDH de T. cruzi, que também € especifico contra esta proteina de 7. brucei,
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e estes resultados para os transfectantes p2T7-177-GFP e p2T7-177-TbSub,A podem ser
observados na figura 60.
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Figura 60. Analise de confirmacao do silenciamento da proteina ThSub, apés 24 e 48 horas apés inducio
por tetraciclina por Western blot. Para a detecgdo foi utilizado antisoro primdrio de camundongo anti-TcSub,
em extratos de T. brucei de culturas induzidas e ndo induzidas. - 5x10° células/canal em gel de poliacrilamida
13%. M: Marcador de massa molecular representado em kDa - Benchmark (Invitrogen). A. Cultura transfectada
com p2T7-177-Sub2A induzida. B. Cultura transfectada com p2T7-177-Sub2A ndo induzida. C. Cultura
transfectada com p2T7-177-GFP induzida. D. Cultura transfectada com p2T7-177-GFP néo induzida. E. Cultura
transfectada com p2T7-177-Sub2A induzida F. Cultura transfectada com p2T7-177-Sub2A ndo induzida. G.
Cultura transfectada com p2T7-177-GFP induzida. H. Cultura transfectada com p2T7-177-GFP ndo induzida.

Esta diminui¢do da proteina TbSub, associada a auséncia de alteracdes morfoldgicas
dos parasitas apds 24 horas de inducdo por tetraciclina € um resultado interessante porque
indica o ponto a ser utilizado para avaliar a funcfo direta da proteina TbSub,, bem como as
proteinas relacionadas a ela, diminuindo possiveis alteracdes indiretas causadas pela auséncia

desta nos parasitas silenciados.
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5. Discussao

A auséncia de controle especifico durante a transcri¢do em tripanossomatideos torna
os eventos pds-transcricionais importantes para o regulacdo da expressdo gé€nica neste
organismos. Dentre as etapas pés-transcri¢des, a exportacio de mRNA do ntcleo para o
citoplasma ainda € carente de informacgdes quanto ao seu mecanismo. Ha poucas evidéncias
funcionais sobre proteinas envolvidas neste evento e muitos dos dados publicados estdo
relacionados a estudos em organismos-modelo (KOHLER e HURT, 2007) Levando isto em
consideragdo, este estudo teve como objetivo inicial avaliar a conservagao desta etapa ao
longo da filogenia de eucariotos. Para tanto, optou-se por uma abordagem de gendOmica
comparativa que abrangesse vias de exportacdo de diferentes RNAs, incluindo na anélise
sequéncias de proteinas de diversos eucariotos, inclusive os eucariotos basais. A escolha das
proteinas a serem utilizadas como queries na andlise comparativa foi baseada em dados na
literatura que fornecessem entio evidéncias experimentais. Neste caso, focamos em estudos
feitos com S.cerevisiae, visto que é um organismo-modelo unicelular bastante estudado
quanto aos mecanismos de exportacio de RNAs. O critério de validacdo experimental foi
essencial para garantir que estariamos trabalhando efetivamente com proteinas com fungéo
comprovada na exportacdo de RNAs. Com base nas proteinas selecionadas em S.cerevisiae,
foram identificadas as proteinas ortdlogas em Homo sapiens por ser um organismo-modelo
pluricelular e possuir também evidéncias funcionais na literatura de proteinas ortélogas as de
fungos na participacdo na exportacio de RNAs. Além destas evidéncias funcionais das
proteinas de humanos, utilizamos como critério para a confirmagdo de ortologia em relacio as
proteinas de S. cerevisiae o banco de dados de ort6logos do Ensembl. Apds a confirmacao, as
proteinas de humanos foram selecionadas também como queries para andlise de comparacdo
de proteinas em diversos eucariotos buscando enriquecer os dados obtidos através de S.
cerevisiae.

Os critérios utilizados para determinacdo da conservacdo foram exigentes quanto a
similaridade e cobertura de alinhamento entre as proteinas em virtude da distancia
filogenética entre as espécies incluidas na andlise. Esta exigéncia diminui o repertério de
identificacdo mas garante a confiabilidade nos dados, principalmente pela questio de envolver
organismos denominados basais, que divergiram had mais de 1 bilhdo de anos (ROGER; HUG,
2006).

Pelas anélises de conservagdo de proteinas foi possivel perceber que algumas poucas

sdo altamente conservadas em todas as linhagens de eucariotos inclusives nos organismos
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basais. Podemos entdo inferir que LECA possuia os componentes basicos de exportacdo de
RNAs, principalmente das vias dependentes de RanGTP. Provavelmente, a complexidade
aumentou de acordo com a evolugdo eucaridtica, com o surgimento de inovagdes durante a
evolucdo, principalmente em relagdo a via de exportacio de mRNA que é independente do
gradiente de RanGTP e possui componentes especificos.

As maioria das proteinas altamente conservadas, classificadas como 1 ou 2 na anélise
sdo as que estdo relacionadas com as vias de exportacdo de RNAs dependente de Ran-GTP,
como por exemplo, as proteinas Ran, NTF2, Yrb1l, Nmd3 e a exportina Crm1 (Tabela 4). Em
relacdo a via de exportacio de mRNAs, que ndo é dependente de gradiente de RanGTP,
apesar do grande nimero de proteinas envolvidas em humanos e fungos, pouquissimas sdao
conservadas ao longo de toda a filogenia, havendo praticamente duas proteinas altamente
conservadas: Sub2 e Dbp5 (Tabela 5). Os nossos dados confirmaram que o complexo SAGA
apresenta-se conservado apenas em fungos, de acordo com o esperado visto que SAGA é
caracteristico de fungos, e possui apenas algumas poucas proteinas homélogas em H. sapiens
e D. melanogaster BROWN et al., 2000; CABAL et al., 2006; KURSHAKOVA et al., 2007;
revisto por RODRIGUEZ-NAVARRO, 2009), e por isso acreditamos que os critérios
utilizados sdo realmente validos para a classificacdo de conservacdo das proteinas em outros
organismos. Sendo assim, € possivel sugerir que a exportacdo de mRNA seja uma via
especializada em eucariotos superiores.

Dentre as protéinas mais conservadas estd a Ran, que é importante na regulacdo do
transporte nucleocitoplasmético de proteinas (YONEDA et al., 1999; JEKELY, 2003) e de
diferentes tipo de RNAs como miRNAs, tRNAs, snoRNAs, snRNAs e rRNAs (KOHLER;
HURT, 2007). Com relacdo a conservacdo em eucariotos basais, embora nao haja evidéncias
funcionais diretamente relacionadas a exportacio de RNAs nestes eucariotos, existem
trabalhos em 7. brucei, Toxoplasma gondii e no género Leishmania que verificaram que as
ortdlogas possuem localizacdo nuclear, preferencialmente na periferia do ntcleo, e sao
essenciais para a sobrevivéncia destes eucariotos (CASANOVA et al, 2008; FRANKEL;
KNOLL, 2008; SMIRLIS et al., 2009). Além disso, estes trabalhos consideram Ran como
componente da exportagcdo de proteinas e, por isso, a sua conservagdo pode estar relacionada a
esta fung@o. No entanto, como ndo podemos descartar que a exportacio de RNA nos
eucariotos basais possa ser uma via dependente de RanGTP, sua participagcdo direta nesta
estapa da expressdo génica ainda € expeculativa.

Das proteinas relacionadas a exportagdo dependente de RanGTP que apresentam-se

conservadas em alguns eucariotos basais sdo Yrbl ( RanBP1 em humanos) e NTF2 (pp15 em
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humanos), classificadas majoritariamente como 1 ou 2 ao longo da filogenia, o que indica
similaridade de aminoacidos.maior que 50 % e cobertura de alinhamento maior que 60 %.
Esta conservagdo ndo € surpresa visto que Yrbl é a proteina citosélica ligadora de Ran que
ativa Rnal (RanGAP em humanos), responsavel pela hidrolise de RanGTP para RanGDP,
sendo RanGDP importada para o niicleo através da proteina NTF2 (COUTAVAS et al., 1993;
BEDDOW et al, 1995; RIBBECK et al., 1998). Além disso, as ortdlogas de Yrbl e NTF2 em
T. brucei foram identificadas e sdo essenciais para a sobrevivéncia celular. Neste mesmo
estudo, foram identificadas que as ortélogas em L. major sdo essenciais e possuem padrio de
distribuicdo nuclear similar a Ran, mas também sem evidéncias diretas de participacdo na
exportacdo de RNAs (CASANOVA et al., 2008). No entanto, dentro deste grupo de proteinas
diretamente envolvidas no gradiente de RanGTP, a proteina Rnal nio apresenta-se
conservada ao longo da filogenia em nossas andlises, sendo classificada como 1 ou 2 apenas
em fungos e metazodrios. Apesar de ndo esperado, este resultado pode ser real ji que
tampouco ha evidéncias funcionais de ortélogos desta proteina em eucariotos basais. Uma
explicacdo seria de que Ran possui uma atividade GTPésica intrinsica, como sugerido em
trabalhos com 7. gondii (FRANKELL; KNOLL, 2008), onde ndo foi identificado um
homoélogo de Rnal e por isso, os autores propdem que Ran possivelmente possa suprir a
necessidade de Rnal neste eucarioto. Outra proteina que nio estd altamente conservada é
Srm1 (RCC1 em humanos), uma proteina nuclear cuja funcdo € realizar a troca de GDP por
GTP na proteina Ran, mantendo a concentracdo elevada de RanGTP no nicleo em fungos e
metazodrios (BISCHOFF; PONSTINGL, 1991; NAKIELNY; DREYFUSS, 1999). Tanto a
proteina de humanos RCC1 quanto a de fungos Srml foram classificadas como 3 ou 4 ao
longo da filogenia indicando uma similaridade menor que 50% entre os aminodcidos e
cobertura de alinhamento menor que 60 % entre as sequéncias comparadas, o que indica
provavelmente um alinhamento entre os dominios das proteinas. Existem evidéncias de
ortologia em eucariotos basais devido a presenca de uma proteina que possui alguns motivos
funcionais conservados, e aparentemente nenhum protozodrio codifica para uma proteina
RCC1 tipica de eucariotos superiores, que possua todos os motivos funcionais encontrados
em Srm1/RCC1. Em T.gondii e P. falciparum as ortélogas identificadas sdo nucleares de
funcdo similar 8 RCC1, e embora possuam apenas alguns dominios similares a RCCl1, é capaz
de complementar a funcdo em mamiferos mantendo o gradiente de Ran nas células (DAR-
DER et al., 1998; FRANKELL; KNOLL, 2008).

Ainda dentro do grupo de proteinas que participam de vias dependentes de RanGTP,

podemos citar as exportinas. Entre as analisadas neste trabalho, Msn5 (XPO5 em humanos) e
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Losl, (XPOt em humanos), estdo relacionadas majoritariamente a exportacdo de miRNAs e
tRNAs em eucariotos superiores, respectivamente (SARKAR; HOPPER, 1998; SHIBATA et
al., 2006). Na andlise de conservacdo de Msn5/XPO5, a maioria dos resultados encontrados
foram descartados por apresentarem e-value maior que o valor de corte determinado nos
nossos critérios e portanto foram classificados como “NH”, o que indica a auséncia de
proteinas similares ao longo da filogenia. Em relagdo a andlise de Los1/XPOt os resultados
foram classificados entre 3 e 5, indicando baixa similaridade entre as sequéncias comparadas,
principalmente em eucariotos basais. Isto pode ser explicado pelo fato de ndo serem fatores
essenciais na exportacdo dos respectivos RNAs. Por exemplo, a delecdo de Losl ndo é
suficiente para bloquear a exportagdo de tRNAs em S. cerevisae, S. pombe e A. thaliana
(HURT et al., 1987; LI; CHEN, 2003; STEINER-MONSONY; MANGROO, 2004). Existe
um trabalho que indica as ortélogas de Los1/XPOt em algumas espécies pertencentes aos
supergrupos Chromalveolates e Excavates, como P. falciparum, T. brucei e T. cruzi
(MURPHY; DANCIS; BROWN, 2008), e vale ressaltar que obtivemos 0s mesmos hits como
resultados para a classificacdo conforme os critérios escolhidos. Neste caso, os autores
consideraram apenas o e-value menor que 10" como critério para a construcdo da arvore
filogenética, desconsiderando a similaridade e cobertura de alinhamento entre as proteinas.
Além disso, ainda ndo ha evidéncias funcionais relacionadas a exportacdo de tRNAs em
eucariotos basais e ndo podemos afirmar que os ortélogos de Losl/XPOt sejam os
responsaveis pela a exportacdo de tRNA nestes organismos. Com relagdo a Msn5/XPOS5, este
mesmo grupo ndo identificou as proteinas ortdlogas em eucariotos basais devido ao alto e-
value dos resultados apresentados, o que corrobora com os nossos resultados. Um ponto
interessante é que a auséncia de XPOS5 ndo deve refletir a auséncia de miRNAs, pois algumas
espécies cuja proteina nao estd conservada, como 7. brucei e T. vaginalis, possuem miRNAs
(DJIKENG et al.,, 2001; LIN et al., 2009). A exportina XPO5 também € considerada um
receptor auxiliar na exportacdo de tRNAs em alguns organismos através da interagdo com
eEF1A, um fator de elongacdo (BOHNSACK et al., 2002; TAKANO; ENDO; YOSHIHISA,
2005; MCGUIRE; MANGROO, 2007), que inclusive participa em alguns casos da
exportacdo de tRNAs através da interacdo direta com tRNAs aminoacetilados sem a
necessidade de exportinas (SARKAR; HOPPER, 1998; GROSSHANS; HURT; SIMOS,
2000). Embora eFIA seja uma proteina altamente conservada sendo classificada
majoritariamente como 1 ao longo da filogenia e possua certa independéncia funcional na
exportagdo de alguns tRNAs, também ndo ha evidéncias funcionais relacionadas & exportagdo

em eucariotos basais. Enfim, como nao existem evidéncias que estabelecam que ortélogos de
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MsnS5/XPO5 e Los1/XPOt exportam tRNA e miRNA em eucariotos basais, acreditamos que
ortélogos de outras exportinas ou exportinas diferentes sejam as responsaveis pela exportagdo
deste tipos de RNAs.

A exportina que estd mais conservada na filogenia de eucariotos é a Crm1 (XPO1 em
humanos) que é considerada em eucariotos superiores o receptor principal de exportacao
nuclear dependente de RanGTP. Crm1/XPO1 interage com proteinas que possuam o sinal de
exportacdo (NES), rico em leucina, e viabiliza a exportagdo tanto destas proteinas quanto de
snRNAs, rRNAs e alguns mRNAs associados a elas (GALLOUZI er al, 2000; CULLEN,
2003; HUTTEN; KEHLENBACH, 2007).

Para exportacdo de snRNAs e snoRNAs em metazodrios, foi demonstrado que XPO1
interage com as proteinas PHAX, RanGTP e complexo de ligacdo ao cap (CBC) para a
exportacdo eficiente destes pequenos RNAs (OHNO er al., 2000; WATKINS; LEMM;
LUHRMANN et al., 2007). A proteina PHAX é uma protefna tipica de humanos,
aparentemente ndo ha homologas em fungos, que permite associagdo entre XPO1 a CBC que
sinaliza para a exportagdo desses RNAs (OHNO et al, 2000; MATERA; TERNS; TERNS,
2007). Nossos dados também mostraram que apesar da conservagdo de Crml1/XPO1 em
eucariotos basais, PHAX estd conservada apenas em algumas espécies do grupo de
metazodrios e até o momento ndo existem proteinas em eucariotos basais com a mesma
funcdo de PHAX. Com isso, podemos propor que a proteina PHAX seja um caso de aquisi¢do
tardia ao longo da evolucdo. No entanto, um padrdo diferente foi observado para CBC que é
formado por duas subunidades denominadas de proteinas ligadoras de cap (CBP): CBP20,
que interage diretamente com o cap, e CBP80, que aumenta a afinidade de ligacdo de CBC
(CALERO et al., 2002; CHENG et al., 2006). Apesar de CBC ser um complexo que interage
com XPOI, na nossa andlise, apenas a subunidade CBP20 apresenta-se conservada em
eucariotos basais, sendo classificada como 1 ou 2. Isto pode ser explicado pelo fato de que
existam diferencas na estrutura do CAP nestes organismos em comparacdo ao CAP de
metazodrios, o que poderia modificar os fatores pertencentes ao complexo de reconhecimento
desta estrutura. Pela literatura, esta € uma possibilidade vidvel no caso de tripanossomatideos,
pois eles possuem alteracdes no cap devido a adicdo de 4 nucleotideos modificados ao m'G
cap. Em T. brucei, o complexo CBC existe mas, diferentemente do encontrado em outros
eucariotos, possui cinco subunidades sendo que nenhuma é similar a CBP80 mesmo que
tenha sido demonstrado que a ortdloga de CBP20 interage diretamente com o cap (LI;

TSCHUDI, 2005).
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Crm1/XPO1 que € altamente conservada pelos nossos dados, sendo classificada
como 1 ou 2 ao longo da filogenia, também ¢ fator majoritario tanto na exportacio de
proteinas e de rRNAs (MOY, SILVER, 1999, GLEIZES et al, 2001; HUTTEN;
KEHLENBACH, 2007). Pode ser que a conservacdo seja devido a sua participagdo no
transporte de proteinas, mas ndo podemos descartar a importancia na exportacdo de rRNAs.
Neste caso, esta exportina é recrutada por Nmd3, um fator pré-ribossomal que contém o sinal
de exportacdo rico em leucina (NES) e se associa com a particula pré-60S (HO;
KALLSTROM; JOHNSON, 2000; GADAL et al, 2001) Nossos resultados mostraram que da
mesma forma que XPO1, Nmd3 também apresenta-se altamente conservada ao longo da
filogenia de eucariotos e sua interacdo com XPO1 e a algumas proteinas do complexo da
subunidade ribosomal 60S, foi comprovada por ensaios biologicos em T. brucei. Estes fatos
confirmam que nossos dados inferem a existéncia de ortélogos funcionais de XPO1 e Nmd3
na exportacdo de rRNAs em eucariotos basais (PROHASKA; WILLIAMS, 2009). Além
disso, podemos sugerir que a via de exportacido de rRNA é uma das vias de exportacdo de
RNAs mais conservada ao longo da fiologenia.

Devemos chamar a atengdo também para dados em T.cruzi, onde o bloqueio da
funcdo de TcXPOI1 por leptomicina B (LMB) causa o aciumulo nuclear d¢ mRNAs que
codificam, por exemplo, para TcUBP1/2 e PABP. Isto sugere entdo o envolvimento desta
exportina com a exportacio de mRNAs neste tripanossomatideo (CUEVAS; FRASCH; D'
ORSO, 2005). Contudo ainda nio foram realizados estudos abrangentes que buscassem uma
descri¢do mais detalhada dos componentes envolvidos nesta via em 7. cruzi. De qualquer
forma, ja foi mostrada a participacdo desta proteina como fator de exportacdo de apenas
alguns mRNAs em paralelo a outra via com papel majoritario. As primeiras evidéncias da
existéncia de outra via ndo dependente de CRM1 para a exportacido da maioria dos mRNAS
surgiram em estudos com S. cerevisiae (NEVILLE; ROSBASH, 1999). Os autores mostraram
que a inativagdo de CRM1 por LMB resulta no acimulo de mRNA no niicleo. No entanto,
ndo houve diferenca na taxa de tradugdo apds o tratamento, sugerindo que o acimulo de
mRNA observado ndo seria suficiente para afetar a traducdo da maioria dos mRNAs. Este
trabalho propds pela primeira vez, a existéncia de uma via diferente da dependente de
CRM1/XPO1 que seria responsdvel pela exportacio da maioria dos mRNAs. Trabalhos
posteriores confirmaram que a via principal de exportacio de mRNA em eucariotos
superiores contém componentes diferentes, como o complexo TREX e/ou TREX-2, sendo o
dimero TAP-p15 o receptor que tem papel central na exportacido pelo NPC e liberacdo do

transcrito no citoplasma (SANTOS-ROSA et al., 1998; GRUTER et al.,1998). Por fim,
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analises do transcriptoma de D. melanogaster demonstraram que o silenciamento de XPO1
ndo afetou a exportagdo da grande maioria de mRNAs, enquanto o silenciamento de TAP e
pl5 resultou em actimulo nuclear de maior parte dos mRNAs (HEROLD; TEIXEIRA;
IZAURRALDE, 2003).

Nossos dados mostram que a maioria das proteinas especificamente presentes na via
de exportacio de mRNAs em eucariotos superiores nao estdo conservadas em eucariotos
basais, inclusive quando se trata do receptor principal, TAP-pl15. Através da andlise
comparativa, foi observado que a conservacdo deste dimero estd restrita a fungos e
metazodrios, sendo os resultados para Mex67/TAP majoritariamente classificados como 4 ou
5, enquanto Mtr2/p15 classificados como NH ao longo da filogenia. Foi publicado um
trabalho sobre uma "Mex67-like" em T. brucei cujo silenciamento resulta em acimulo de
mRNA poliadenilados no niicleo (SCHWEDE er al., 2009), e pode ser que a sequéncia
identificada, mesmo que com baixa similaridade com a Mex67, possa ser o receptor da
exportagdo de mRNAs neste organismo. Ainda assim, vale ressaltar que existe a necessidade
de ensaios funcionais mais elaborados para elucidar se o fenétipo observado resultou na
auséncia de exportacdo ou se foi devido a funcdo em outra etapa do metabolismo nuclear de
RNA.

Dentre as proteinas relacionadas a exportacio de mRNAs em eucariotos superiores
que estdo bem conservadas ao longo da filogenia podemos citar: as helicases Sub2 e Dbp5,
ortélogas de UAP56 e DDX19 de humanos respectivamente. Estas helicases pertencem a
familia DEAD-box por possuirem 9 motivos conservados ao longo da estrutura primdria e
cujo nome deve-se ao motivo Il (DEAD) encontrado na maioria das proteinas. Estes motivos
apresentam-se distribuidos em dois dominios globulares relacionados a atividade ATPase,
afinidade de ligacdo a RNA e promocdo de mudangas conformacionais nas interagdes entre
duplex DNA-RNA ou entre RNAs e proteinas (CORDIN et al., 2006).

Em eucariotos superiores Sub2/UAP56 se associa cotranscricionalmente com pré-
mRNAs através da interacdo com THO, Tex e Yral originando o complexo TREX (REED;
CHENG, 2005). Também existem evidéncias de que além da exportagdo, esta proteina
também estaria relacionada as etapas iniciais da montagem do "spliceosomo" (FLECKNER et
al., 1997; LIBRI et al., 2001; WAHL; WILL; LUHRMANN, 2009). Apds o processamento
do pré-mRNA, Sub2/UAP56 promove a liberacdo deste para o receptor de exportacio TAP-
pl15 (Mex67-Mtr2, em fungos) e se desliga do mRNP permanecendo no nticleo (STRASSER;
HURT, 2001). O transcrito é entdo levado pelo dimero até o poro nuclear onde hé a interagdo

com a helicase Dbp5/DDX19, localizada na face citoplasmética do NPC, que promove a
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liberagdo deste no citoplasma para o complexo de tradugdo (SCHMITT et al., 1999; ZHAO et
al., 2002). Apesar da alta conservagéo, no caso de Sub2/UAP56 apenas um estudo foi feito
em eucariotos basais, onde a ortéloga de P. falciparum trata-se de uma proteina nuclear que
possui afinidade ao RNA e atividade ATPase (SHANKAR; PRADHAN; TUTEJA, 2008). J4
para Dbp5/DDX19, nenhum trabalho que demonstrasse a sua fun¢do em eucariotos basais foi
publicado até o momento.

Em virtude da alta conservacio de Sub2/UAPS6 atrelada a auséncia de
caracterizacdo dos mecanismos da via de exportagdo de mRNA em tripanossomatideos,
optamos por focar as andlises funcionais da ortéloga em 7. cruzi denominada entdo de
TcSub,. Ela estd anotada como uma RNA helicase hipotética em 7. cruzi e as andlises de
sequéncia e predicdo estrutural mostraram que, assim como a de levedura, é uma proteina que
pertence a familia DEAD-box. Foi possivel notar mudangas de aminodcidos nos motivos
conservados, por exemplo, em 7.cruzi existe uma fenilalanina no lugar da cisteina do motivo
I (DECD) tipico de Sub2 e UAP56. Contudo, apesar da fenilalanina (F198) de TcSub2 ter
carater apolar e possuir cadeia lateral maior que a cisteina (C198) de UAPS6, a presenca de
uma cisteina espacialmente proxima a fenilalanina (C201) em TcSub2 compensa
espacialmente este aminodcido e mantém a estrutura tipica do dominio DECD. Desta forma, a
predicdo estrutural além de mostrar altas semelhancas com a UAP56 de humanos, identificou
que as diferencas na composicdo de aminodcidos ndo intereferem com a estrutura
tridimensional, mostrando que existe uma conservacdo do motivos funcionais desta helicase.

Com estes dados em maos, partimos para avaliacdo da homologia através de ensaios
funcionais. Os dados de expressdo indicaram que esta proteina € constitutiva, pois ndo
observamos alteracdo na sua sintese ao longo do ciclo de vida. Além disso, pudemos verificar
que da mesma forma que em outros eucariotos, trata-se de uma proteina exclusivamente
nuclear. Também notamos que a sua distribui¢do ndo € homogénea, pois foi possivel notar
através das andlises de microscopia de fluorescéncia, regides com maior concentragdo da
proteina, visualmente semelhante a pontos ao redor do nucleo. Esta distribuicdo é semelhante
ao observado para as proteinas homoélogas em eucariotos superiores como S. cerevisiae
(Sub2), H. sapiens (UAP56), Chiromonus tentans (C. tentans) (HEL), Drosophila
melanogaster (D. melanogaster) (HEL) e Caenorhabditis elegans (C. elegans) (HEL). Nesses
organismos foi verificado que existem regides do nicleo onde essas proteinas apresentam-se
mais concentradas. Estes agregados sdo conhecidos como "speckles" e s@o tipicos de
proteinas relacionadas ao processamento por "splicing" como Srm160 e SC-35, que foram

inclusive utilizadas como marcadores para verificar a associacio de UAP56 e HEL ao
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processamento de mRNA em humanos e D. melanogaster respectivamente (EBERL et al.,
1997; GATFIELD et al., 2001; STRASSER; HURT, 2001; KIESLER; MIRALLES; VISA,
2002; MACMORRIS; BROCKER; BLUMENTHAL, 2003; CUSTODIO et al., 2004). Foi
observado que UAP56 e HEL colocalizam com estes “speckles”, bem como encontram-se ao
redor deles. Estudos de posicionamento genes ativos mostraram que estas regides proximas de
sitios de processamento estdo relacionadas a transcricdo ativa de mRNAs (NIELSEN;
HUDSON; ARMSTRONG, 2002; SHOPLAND et al., 2003; BROWN et al., 2008).

Partindo dessas evidéncias das proteinas ortélogas de TcSub, relacionadas com a
transcri¢do, foram realizadas andlises de imunocitoquimica ultraestrutural para observar a
relacdo da proteina com a cromatina e foi observada uma distribuicio ndo homogénea, que
representa agrupamentos em regides de cromatina mais frouxa com tendéncia de associacio
na periferia da cromatina mais densa. Em humanos e C. tentans, HsaUAP56 e HEL também
estdo distribuidas na periferia dos dominios de cromatina mais densa denominados de
agrupamentos de granulos de cromatina, IGCs (KIESLER et al., 2002; KOTA et al., 2008).
Estes IGCs, visiveis na microscopia de transmissdo, correspondem aos “speckles”, visiveis
em microscopia de fluorescéncia, sdo formados pelo aglomerado de proteinas de
processamento, principalmente SC-35, e estdo intimamente associados as fibrilas
pericrométicas (PFs) onde ocorre a transcricio de mRNAs (revisto por SPECTOR, 2003 e
ZHAO; BODNAR; SPECTOR, 2009). Outras evidéncias mostram que mRNAs nascentes
estdo presentes principalmente na periferia de dominios de cromatinas mais compactas, ou
seja, ha a deposicdo dos transcritos recém-sintetizados nos espacgos intercromatinicos
(IBORRA et al., 1996; CMARKO et al., 1999; VERSCHURE et al., 1999; CREMER;
CREMER, 2001). Um trabalho recente em 7. cruzi mostrou que histonas H4 acetiladas
possuem o perfil de distribui¢do nuclear nos espacos entre cromatina densa e frouxa (espagos
intercromatinicos) que poderiam realmente ser regides de transcricio de mRNAs neste
parasita (NARDELLI er al., 2009). Sendo assim, a associacdo de TcSub2 com regides do
nucleo de T.cruzi semelhantes as fibrilas pericromatinicas ou intercromatinicas indicam que
TcSub2 estaria associada a transcricio de mRNA. Além disso, nenhuma marcagdo foi
observada no nucléolo, corroborando esta hipétese.

Levando em consideragéo o perfil de distribuicdo nuclear de TcSub2 e as evidéncias
de associacdo a sitios ativos de transcricdo observadas nas homdlogas de eucariotos
superiores, foram entdo realizados ensaios de colocalizagdio com marcacio de RNAs
nascentes (incorporacdo de BrUTP) em 7. cruzi. O protocolo utilizado neste trabalho foi

otimizado para transcricio de RNA Polimerase II, para que pudéssemos verificar se esta
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associacdo também ocorre neste parasita. Os resultados de colocalizagdo indicam que TcSub2
estd associada a sitios ativos de transcricdo de mRNA e foi confirmado apds a inativacdo da
RNA Polimerase II (RNA pol. II) por alfa- amanitina. Apds este tratamento, a marcagao para
RNA nascentes caiu drasticamente e apenas um sinal mais forte ocorreu préximo ao nucléolo,
indicativo de transcri¢do dirigida por RNA pol. I, pois na concentracdo utilizada a inibi¢ao
ocorria apenas para RNA pol. II e pol. III. Apesar de inativada a transcricdo de RNA Pol II, o
sinal referente a TcSub2 niao diminuiu, havendo apenas uma diminui¢cdo leve no padrio de
agregados, mas nada muito consistente. No entanto, foi clara a auséncia de sobreposi¢cdo de
sinais entre as marcacdes por microscopia confocal. Foi também utilizada uma concentracio
da droga para inibi¢ao apenas de RNA pol II, ndo havendo inativacdo das RNA pol I e III, e o
sinal foi semelhante ao observado quando havia apenas transcricdo de RNA pol. I. Da mesma
forma, apenas um sitio localizado no nucléolo foi detectado e tampouco foi observada a
colocalizacdo deste sitio com TcSub,. Foi verificado portanto que ha uma especificidade de
associacdo de TcSub?2 a sitios de transcricdo de mRNAs no nicleo de 7. cruzi.

Os dados gerados at¢é o momento levam para um caminho de que TcSub2 tem
caracteristicas semelhantes as proteinas homdlogas de outros eucariotos, ou seja, associagdo
especifica a sitios de transcri¢do de RNA pol. II e consequentemente de RNA mensageiro. A
associacdo parcial observada nos nosso dados, pode ser explicada pela dinamica de interacdo
entre os diferentes eventos dentro da célula, onde regides diferentes do DNA estariam em
estados diferentes de transcricdo. A outra possibilidade seria de que TcSub2 estaria
relacionada a transcri¢do de determinados mRINAs, consequéncia talvez de um possivel papel
regulatorio na expressdo génica. Enfim, a sua associacéo a sitios de transcricio de mRNA néo
¢ suficiente para determinar que TcSub2 estaria realmente atuando na exportagdo, por isso,
andlises genéticas necessitam ser concluidas para verificar em que etapa do metabolismo
nuclear de mRNA ela teria o papel principal. Para tanto, o préximo passo foi obter linhagens
nocaute de T.cruzi para avaliar o fenétipo gerado apds a auséncia da proteina. Neste caso, a
ideia seria avaliar se isto poderia causar o acimulo de mRNA no nicleo. Embora o nocaute
de um alelo ndo foi suficiente para gerar diferencas na morfologia das células bem como na
taxa de crescimento celular, o nocaute duplo parece ser invidvel e assim podemos concluir
que a proteina, omo nos outros eucariotos, € essencial para a sobrevivéncia da célula.

A alternativa encontrada foi avaliar a similaridade entre TcSub; e a proteina ortéloga
em T. brucei para que pudéssemos utilizar o método de RNA interferéncia para o
silenciamento induzivel da expressdo do gene TbSub, e assim inferir o papel da respectiva

proteina em T.cruzi. Como as proteinas TcSub, e TbSub, sdo altamente similares,
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acreditamos que a funcdo desta proteina em T.brucei seja semelhante a de T.cruzi. Os
primeiros dados fenotipicos obtidos apds o silenciamento da expressdo do gene de TbSub,
corroboram com os de T.cruzi: de que a proteina € essencial, pois a diminuicao desta proteina
afeta o crescimento apés 24 horas de indug@o por tetraciclina seguido de mudangas na
morfologia, resultando em parasitas mais alongados. Essa morfologia alongada é similar a de
parasitas tratados com puromicina, uma droga que bloqueia a traducgdo e, podemos especular
que a auséncia da proteina TcSub, possa resultar em acimulo de mRNAs no nicleo,
interrompendo a produgédo de proteinas no citoplasma.

As homologas de eucariotos superiores estdo relacionadas aos sitios ativos de
transcricdo de mRNAs e estdo funcionalmente relacionadas a exportacao destes transcritos
(REED; CHENG, 2005; AGUILERA, 2005; KOHLER; HURT, 2007). Em C. tentans por
exemplo, foi observado que a proteina HEL se associa a loci transcricionalmente ativos de
cromossomos politénicos das glandulas salivares e participa do transporte de mRNA até o
poro nuclear, sendo liberada antes mesmo do complexo mRNA alcangar o citoplasma,
permanecendo no niicleo (NIELSEN; HUDSON; ARMSTRONG, 2002).

Ja o papel de UAP56 na exportagdo foi comprovado através de acimulo de mRNAs
poliadenilados no nicleo apdés 24 horas de silenciamento do gene UAPS56 por siRNA
(KAPADIA et al., 2006). Mutagdes em UAPS56 foram responsdveis pela diminuigio
significativa da exportacdo de mRNAs de B-globina que se acumularam no nicleo das células
(KOTA et al., 2008). Isto foi corroborado por um trabalho mais recente em células HeLa que
também observou a relacdo de UAPS56 com a exportacio de mRNAs. Foi verificado que a
expressao de UAPS56 mutada resultou em diminuicdo significativa na sintese protéica devido
a auséncia da maioria dos mRNAs disponiveis para a traducdo no citoplasma. Neste mesmo
trabalho também foi obtido um resultado complementar em cardiomidcitos de ratos através de
silenciamento de UAP56, resultando no mesmo fenétipo de diminui¢do significativa de
sintese protéica e inibi¢cdo do crescimento celular (SAHNI; WANG; ALEXIS, 2010).

Esta relacdo entre diminui¢do de proteina e acimulo de mRNAs poliadenilados no
nicleo também foram relatadas em proteinas homoélogas de S. cerevisiae, C. elegans e D.
melanogaster (GATFIELD et al, 2001; STRASSER; HURT, 2001; MACMORRIS;
BLOCKER BLUMENTHAL, 2003). Em D. melanogaster também foi comprovada a
diminui¢do de sintese protéica devido ao acimulo nuclear de mRNAs pelo silenciamento de
HEL na célula (GATFIELD et al., 2001). Um estudo posterior de transcriptoma do grupo da

Elisa Izaurralde (2003) verificou que apds o silenciamento de HEL a maioria dos mRNAs
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permanecem no nucleo, confirmando a relacdo desta proteina a exportacio de mRNA neste
eucarioto (HEROLD; TEIXEIRA; IZAURRALDE 2003).

Enfim, para a confirmacio da associacdo da proteina TcSub, com a exportacdo de
mRNAs serd necessdrio analisar o acimulo de mRNAs no nicleo, seguido de marcacdo
metabdlica de proteinas sintetizadas durante este periodo. Para confirmar a participacdo de
TcSub2 neste evento também € importante verificar quais as proteinas relacionadas a ela para

enriquecer os dados quanto ao complexo em que estd associada.
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Conclusoes
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Perspectivas

¢ Confirmar viabilidade dos transfectantes de 7. cruzi apds nocaute duplo do gene
TcSub,. Caso ndo seja vidvel esta estratégia, serd realizado o nocaute induzivel através
integracdo de dominio de desestabilizacdo de proteinas (DD) no genoma de parasitas

que ja possuem um de um alelo do gene nocauteado.

e Analisar acimulo nuclear de mRNAs no nidcleo de 7. cruzi com gene TcSub2
nocauteado e 7. brucei apds silenciamento de 48 horas do gene TbSub2, por FISH de

RNA.

e Verificar se o silenciamento do gene TbSub2 acarreta em diminuicdo de sintese

protéica por marcagdo metabdlica através de metionina marcada.
e Analisar as proteinas associadas a TcSub2 e TbSub2 através de andlises de

protedmica, para compreender em que contexto do metabolismo nuclear de mRNA a

proteina estd inserida.
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Um trabalho em C. fentans
mostraram que a associacio a foi observado que a proteina HEL se associa a loci
transcricionalmente ativos de cromossomos politénicos das glandulas salivares e participa do
transporte de mRNA até o poro nuclear, sendo liberada antes mesmo do complexo mRNA
alcancar o citoplasma, permanecendo no niicleo (NIELSEN; HUDSON; ARMSTRONG,
2002).
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