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RESUMO

Em tripanossomatideos, a regulacdo da expressao génica ocorre principalmente em
nivel pos-transcricional. A associacdo entre mRNAs e determinadas proteinas
determinam o destino de um mMRNA, direcionando-o a traducgdo, repressdo ou
degradacéo. Para caracterizar complexos proteicos associados a mRNAs traduzidos
ou nao-traduzidos, um trabalho prévio isolou MRNPs de epimastigotas e
epimastigotas sob estresse nutricional utilizando microesferas poli-(T) e os
complexos proteicos ligados a mMRNAs poli-(A") foram analisados por espectrometria
de massas. Dentre estas proteinas, uma proteina poli-Q com funcdo desconhecida,
ortéloga a TOhGAP2 em T. brucei, foi identificada, presente nas fracdes polissomal e
poOs-polissomal de epimastigotas e epimastigotas sob estresse nutricional. O objetivo
deste estudo é caracterizar esta proteina e determinar se esta esta envolvida com a
regulacdo da expressao génica. O gene codificador desta proteina foi clonado e
expresso para produzir anti-soro policlonal. O anti-soro contra a proteina TcGAP2
mostrou especificidade e identificou uma proteina de tamanho esperado em extratos
de T. cruzi. TcGAP2 esta presente no cinetoplasto e no citoplasma. Além disso,
analises por Western blotting mostraram que TcGAP2 estd diminuida nas formas
metaciclicas, corroborando a marcacdo de imunofluorescéncia mais fraca nestas
formas. Quando lisados de epimastigotas e epimastigotas sob estresse nutricional
foram aplicados em gradiente de sacarose 15-55% e as fragcdes foram analisados
por imunoblotting, a proteina foi detectada em polissomos apenas nas ultimas
formas. Marcacéao in situ de nicks e gaps nas redes de minicirculos com a terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) e dUTP fluorescente seguida de
imunofluorescéncia mostrou co-localizag&o parcial indicando certo envolvimento com
replicacdo de minicirculo. Para identificar mRNAs e proteinas associadas a
complexos mMRNPs contendo TcGAP2, foram realizados ensaios de
imunoprecipitacdo com o soro contra TcGAP2 usando lisados de epimastigotas e
epimastigotas sob estresse nutricional. Os RNAs alvo de TcGAP2 foram
identificados por sequenciamento de RNA em larga escala e as proteinas, por
espectrometria de massas. Os transcritos dos complexos contendo TcGAP2 mudam
entre as duas formas, entretanto eles sédo funcionalmente relacionados, estando
enriquecidos em ligacdo a ATP, fosforilacdo de proteinas, processo metabdlico,
dentre outros. Analises utilizando o algoritmo MEME foram realizadas para identificar
motivos de sequéncia comuns dentre os alvos identificados. Nenhum motivo
aparente foi encontrado nas regibes 3 ndo-traduzidas nem nas regides
codificadoras. Entretanto, dois motivos foram encontrados na regido 5 nao-
traduzida. Assim como os RNAs alvo mudam entre os dois estagios, as proteinas
parceiras também. Algumas das proteinas identificadas em epimastigotas como
parte dos complexos contendo TcGAP2 incluem proteinas ribossomais e proteinas
de ligacdo a RNA e em epimastigotas sob estresse nutricional, varias proteinas
hipotéticas. Ja GAP1 foi identificada em ambas formas e, juntamente com GAP2,
esta envolvida com estabilizacdo de gRNA em T. brucei. O duplo nocaute do gene
de TcGAP2 ndo se mostrou viavel sugerindo que este gene seja essencial. Estes
dados sugerem que esta proteina pode ter diferentes funcbes dependendo de sua
localizacdo e que TcGAP2 é um componente de complexos ribonucleoprotéicos no
citoplasma que podem estar regulando o processamento de mMRNAs especificos.
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ABSTRACT

In trypanosomatids, regulation of gene expression occurs mainly at the post-
transcriptional level. The association between mRNAs and certain proteins determine
MRNA fate, directing them to translation, repression or degradation. To characterize
protein complexes associated with non-translated or translated mRNAs, previous
work isolated mRNPs from epimastigotes and epimastigotes under nutritional stress
using poly-(T) beads and the protein complexes bound to poly-(A") mRNAs were
analysed by mass spectrometry. Among these proteins, one hypothetical poly-Q rich
protein, ortholog of TOGAP2 in T. brucei, were identified, present in the polysomal
and post-polysomal fractions of epimastigotes and epimastigotes under nutritional
stress. The aim of this study is to characterize this protein and to determine if it is
involved in gene expression regulation. The gene encoding this protein was cloned
and expressed to produce polyclonal antisera. TcCGAP2 antisera showed specificity
and identified a protein with an expected weight using T. cruzi extracts. TcCGAP2 was
shown to localize in the kinetoplast and in the cytoplasm. Moreover western blot
analysis was performed and showed that TcGAP2 is downregulated in metacyclic
forms, corroborating the weak immunofluorescence staining in these forms. When
epimastigotes and nutritionally stressed epimastigotes lysates were loaded onto a
15-55% sucrose gradient and the fractions were analysed by immunoblot, we
observed that the protein was detected in polysome complexes only in the latter. In
situ labeling of the nicks and gaps in network minicircles with terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) and fluorescent dUTP followed by
immunofluorescence showed partial colocalization indicating some involvement with
minicircle replication. To identify mRNAs and proteins associated to TCGAP2 mRNP
complexes, we carried out immunoprecipitation assays with anti-GAP2 serum using
epimastigotes and epimastigotes under nutritional stress lysates. The RNA targets of
TcGAP2 were identified by RNA deep sequencing technology and proteins were
identified by mass spectrometry. The transcripts in TcGAP2 complexes change
between these two forms however they are functionally related, being enriched for
ATP binding, protein phosphorylation, metabolic process, among others. MEME
algorithm analysis was used to identify commonly occurring sequence motifs among
the identified RNAs. No apparent motifs were found in the 3’ untranslated region nor
in the coding sequence. However, two motifs were found in the 5 untranslated
region. As TcGAP2 RNA targets change between the two stages, protein partners
also do. Some of the proteins identified in epimastigotes as part of TcGAP2
complexes include ribosomal proteins and RNA-binding proteins and in
epimastigotes under nutritional stress, many hypothetical proteins. GAP1 was
identified in both forms and together with GAP2 are involved in gRNA stabilization in
T. brucei. Double-knockout of TcGAP2 gene was not successfully achieved
suggesting that this gene is essential. These data suggest that this protein can have
different roles depending on its localization and that TcGAP2 is a component of
ribonucleoprotein complexes in the cytoplasm that might be regulating the processing
of specific mMRNAs.
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1.1. Trypanosoma cruzi e a Doeng

Il a de Chagas

INTRODUCAO Em 15 de abril de 1909, Carlos Chagas, um

jovem pesquisador do Instituto Oswaldo Cruz,

comunicou ao mundo cientifico a descoberta de

ELV;’gznsosomacr“ZieaDoe”‘?ade uma nova doenca tropical causada pelo

protozoario  Trypanosoma cruzi que foi

Expresséo génica em denominada Tripanosomiase Americana ou
tripanosomatideos
Organizacéo gendmica Doenca de Chagas (CHAGAS, 1909). Apesar dos

Transcricdo policistronica

Regulacdo da expressao génica esforcos de mais de um século desde sua

PUSGEEZITEND & RGOIEGE 6D descoberta, esta doenca continua sendo um
MRNA policistrénico
Controle traducional grande problema de salude que afeta milhdes de

Degradacao de mRNA _ ]
pessoas na Ameérica Latina (WHO, 2005). Sem

Operons Pés-transcricionais vacinas ou tratamento quimioterapico eficiente, a

principal estratégia de controle limita-se a
prevencdo da transmissdo por transfusdo sanguinea e ao controle populacional do
vetor barbeiro. Além da sua importancia como patdégeno humano, este organismo
apresenta caracteristicas peculiares as quais o tornam um excelente modelo para o
estudo de guestdes biolbégicas basicas.

Trypanosoma cruzi esta inserido no reino Protozoa o qual inclui 14 filos bem
definidos (DE SOUZA, 2000), entre eles o filo Euglenozoa, dividido em trés ordens:
Diplonemida, Euglenida e Kinetoplastida (NCBI Taxonomy Browser). A ordem
Kinetoplastida compreende as familias Bodonidae e Trypanosomatidae e apresenta
uma estrutura proeminente, conhecida como cinetoplasto, que corresponde a uma
condensacao de DNA localizado no interior de uma mitocondria Unica e ramificada
por todo o corpo do protozoario (DE SOUZA, 2000). A familia Trypanosomatidae
contém diversos géneros, dentre os quais se destaca 0 género Trypanosoma por
incluir uma série de espécies causadoras de doencas humanas importantes. A
exemplo de T. cruzi, os protozoérios T. brucei rhodesiense e T. brucei gambiense
s&o0 patogénicos para o homem e causam a doenca do sono na Africa Oriental e

Ocidental, respectivamente (DUMAS, 2000). Com base no comportamento do
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parasita em seus hospedeiros, principalmente no vetor, o0 género Trypanosoma pode
ser dividido em dois grupos: Stercoraria e Salivaria. Assim, 0s parasitas, tais como T.
cruzi e T. lewisi, que se desenvolvem no tubo digestivo do vetor, progredindo no
sentido da porcédo intestinal, com a liberacdo das formas infectivas pelas fezes,
constituem o grupo Stercoraria. Aqueles que se desenvolvem inicialmente no tubo
digestivo e, posteriormente, atravessam o epitélio digestivo e atingem as glandulas
salivares, onde sdo encontradas as formas infectivas, formam o grupo Salivaria.
Pertencem a este Ultimo grupo T. brucei, T. congolense e T. rangeli, entre outros
(DE SOUZA, 2000).

Trypanosoma cruzi apresenta um ciclo complexo na natureza envolvendo
pelo menos quatro estagios distintos de desenvolvimento e dois hospedeiros
filogeneticamente distantes, inseto e mamifero. As formas replicativas epimastigotas
e amastigotas dos hospedeiros invertebrado e mamifero, respectivamente, alternam-
se com as formas infectivas e nao-proliferativas tripomastigotas metaciclicas
(proveniente do inseto vetor) e tripomastigotas sanguineas (originaria do mamifero
infectado) (DE SOUZA, 1984).

Durante o repasto sanguineo do vetor, as formas tripomastigotas sanguineas
de um vertebrado infectado sdo ingeridas. Uma vez ingerida, a maioria dos
tripomastigotas é lisada no estdbmago do inseto (revisto por DE SOUZA et al., 2010).
Os tripomastigotas sobreviventes se transformam em epimastigotas. As formas
epimastigotas migram para o intestino onde se dividem repetidamente por um
processo de fissdo binaria e podem aderir as porgdes terminais, cujo ambiente é
pobre em nutrientes (KOLLIEN e SCHAUB, 2000). Esta etapa de adesdo e o
estresse nutricional parecem ser importantes para desencadear o processo de
diferenciacdo celular de epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos (processo
denominado metaciclogénese). Nas regides mais posteriores do intestino e no reto,
0S epimastigotas se soltam da superficie intestinal e se transformam em
tripomastigotas metaciclicos os quais sao, entéo, liberados juntamente com as fezes
e urina do vetor (BONALDO et al., 1988; DE SOUZA, 1984; KOLLIEN e SCHAUB,
2000). No hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas metaciclicas alcancam
a corrente sanglinea através de descontinuidades da pele ou da mucosa do
hospedeiro. Em seguida, os tripomastigotas podem infectar uma variedade de tipos
celulares Nas células infectadas, os tripomastigotas metaciclicos permanecem no

interior de um compartimento acidico, denominado vacuolo parasitéforo, onde tem
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inicio o processo de transformacdo para as formas replicativas amastigotas com
posterior ruptura da membrana do vacuolo (revisto por MORTARA et al., 2005).
Apos sucessivas divisbes no citoplasma da célula, as formas amastigotas se
diferenciam em formas tripomastigotas que rompem a célula e sao liberadas na
corrente sanguinea. Estas podem infectar novas células ou serem ingeridas pelo
inseto durante sua alimentacdo, onde se diferenciam em epimastigotas, fechando,
assim, o ciclo - figura 1 — (CARVALHO e DE SOUZA, 1989; DE SOUZA, 2002).

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

/— --

Diferenciacdo para formas

tripomastigotas metaciclicas _ Liberacao das formas
tripamastigotas metaciclicas

junto com as fezes e a urina
do triatomineo durante o
| repasto sanguineo

’\/?. .g\—\
Conversdo para forma

epimastigota e multiplicacdo
na porcao média do intesting

Formas tripomastigotas
metaciclicas invadem células
hospedeiras no sitio de

inoculacao ’
Tripemastigotas sanguinecs &
se difundem, através das )
correntes sanguinea e |
linfatica, infectando outras
células e novamente se i

transformando em
amastigotas intracelulares

e ™ Apds penetrarem nas células,
LA os tripomastigotas se
transformam em amastigotas
I ‘ I " e se multiplicam

Amastigotas intracelulares se

Ingestdo de formas e . 4 ) transformam em
tripomastigotas sanguineas Triatomineo se alimenta de tripomastigotas e, com o —-
pelo vetor sangue do homem e de rempimento das células,
outros mamiferos entram nas correntes
sanguinea e linfatica

Figura 1 — Ciclo evolutivo de  Trypanosoma cruzi (simplificado). No hospedeiro invertebrado (A),
formas epimastigotas (1) se multiplicam no limen do intestino. A diferenciacdo para tripomastigotas
metaciclicos (2) ocorre na porcao final do intestino. Estas formas infectam o hospedeito vertebrado
(B). Apos adesao e penetracdo nas células hospedeiras (3), os tripomastigotas se diferenciam em
amastigotas (4). Estes entéo se diferenciam em tripomastigotas sanguineos e séo liberados, podendo
infectar outras células (5). O ciclo se fecha quando o individuo infectado € picado pelo triatomineo.
Fonte: ARGOLO et al. (2008).

i R o o p—

infagraine Vanitie

Os vetores de T. cruzi sdo insetos hematéfagos da ordem Hemiptera, familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae. As espécies de maior importancia
epidemiologica sdo Triatomona infestans, T. dimidiata, T. brasiliensis, T. sordida,
Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus (GARCIA e AZAMBUJA, 2000;
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SHERLOCK, 2000). Os triatomineos séo popularmente conhecidos como barbeiros,
dentre outros nomes vulgares. Entre os hospedeiros mamiferos de T. cruzi, esta
uma seérie de animais de pequeno e médio porte, tais como marsupiais e roedores,
além de alguns carnivoros e do homem (DIAS, 2000).

A transmissdo do parasita pode ainda ser efetuada através de transfusado
sanguinea e, com menor frequéncia, via congénita, acidente de laboratério e
transplante de o6rgéos (revisto por TEIXEIRA, 2008). Além disso, ha também a
possibilidade de contaminacdo alimentar, como ocorrido no Brasil, através da

ingestao de caldo de cana contaminado com parasitas (STEINDEL et al., 2008).

1.2. Expressao génica em tripanossomatideos

1.2.1. Organizacao gendémica

Trypanosoma cruzi, bem como a maioria dos eucariotos, apresenta dois
genomas distintos, um nuclear e um mitocondrial. Nos tripanosomatideos, a
mitocondria apresenta caracteristicas peculiares, albergando uma complexa rede de
moléculas circulares de DNA, denominada cinetoplasto (KDNA), composta por
milhares de minicirculos e aproximadamente 50 maxicirculos concatenados entre si,
contribuindo com até 20% do genoma (SIMPSON, 1987). Os maxicirculos contém os
genes que transcrevem RNA ribossémico e 18 genes codificadores de proteinas.
Quinze dos dezoito RNAs mensageiros (mMRNAS) transcritos pelos genes contidos
nos maxicirculos sofrem modificacdo pods-transcricional por um processo
denominado edi¢cdo de RNA, que consiste na insercdo ou remocao de residuos de
uridina para a formacdo de uma fase aberta de leitura funcional. A especificidade
deste processo é controlada por pequenas sequéncias de RNA (RNAs guias)
transcritas a partir dos minicirculos (BLUM, BAKALARA e SIMPSON, 1990;
SIMPSON, 1990). Os RNAs guias hibridizam na extremidade 3' de um mensageiro-
alvo e encarregam-se diretamente de realizar remoc¢des ou delecbes através da
maquinaria do editossomo (STUART e PANIGRAHI, 2002). O processo de edicao

pode ser tdo massivo quanto no caso do transcrito que codifica a subunidade 9 da
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NADH desidrogenase mitocondrial, onde o pré-mRNA primario (ndo-editado) de 322
nucleotideos de comprimento € editado pela insercdo de 345 residuos de uridina e
pela remocao de 20 uridinas, convertendo o transcrito em 647 nucleotideos (SOUZA
et al., 1993).

A cromatina dos tripanosomas esta organizada na forma de filamentos
contendo nucleosomas com compactacdo limitada. Entretanto, os niveis de
compactagao da cromatina variam ao longo do ciclo celular de T. cruzi e estdo
associados aos padrbes de transcricdo. Assim, um maior nivel de compactacéao é
observado nas formas ndo replicativas tripomastigotas que apresentam niveis
reduzidos de transcricdo, quando comparado com as formas replicativas
epimastigotas e amastigotas (ELIAS et al., 2001). Essas variagcdes podem ser
atribuidas a diferentes padrées de histonas H1, proteinas que se dissociam mais
facilmente dos nucleossomos e conferem a cromatina dos tripanosomatideos uma
estrutura mais aberta do que a de outros eucariotos (BELLI, 2000).

Em 2005, foi publicado o primeiro esboco referente a montagem do genoma
de T. cruzi. Este trabalho é resultado da colaboragdo de véarios pesquisadores que
se uniram em um consorcio formado por trés instituicdes — The Institute for Genomic
Research (TIGR), Seattle Biomedical Research Institute (SBRI) e Karolinska
Institutet (EL-SAYED et al., 2005). A cepa utilizada foi a CL Brener, por ser bem
caracterizada experimentalmente (ZINGALES et al., 1997). Entretanto, sua natureza
hibrida com um conteudo repetitivo de 50% fez com que a obtencdo da sequéncia
do genoma fosse uma tarefa dificil, representando um conjunto de dados redundante
distribuido em varios contigs (revisto por ARAUJO e TEIXEIRA, 2011). Assim,
regides homologas que apresentam altos niveis de polimorfismo estdo montadas
separadamente fazendo com que sequéncias da maioria do genoma sejam
encontradas em dois contigs, cada um correspondendo a um haplotipo. A cobertura
gendbmica foi muito abaixo da média de projetos genomas e teve que ser
complementada com o seqiienciamento adicional da cepa Esmeraldo, para que
fosse possivel distinguir os dois haplétipos e auxiliar na montagem. Mesmo assim, a
sequéncia do genoma nao foi completamente montada e é representada por um
conjunto de dados redundantes distribuidos em numerosos contigs. Assim, 0
genoma de T. cruzi possui aproximadamente 100 Mb e contém cerca de 12.000
genes. Mais recentemente, Weatherly e colaboradores (2009) geraram versdes

consenso de cada par de cromossomos homélogos usando mapas de sintenia para
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0s cromossomos de T. cruzi. Em ultima analise, 41 cromossomos foram montados, o
gue é acima do numero predito por estudos prévios através de andlises por
eletroforese em campo pulsado (CANO et al., 1995; VARGAS, PEDROSO e
ZINGALES, 2004). O sequenciamento dos genomas dos outros dois
tripanosomatideos, T. brucei (BERRIMAN et al., 2005) e L. major (IVENS,
PEACOCK e WORTHEY, 2005), permitiu fazer comparacdes entre 0s trés
patogenos, revelando que, mesmo tendo divergido ha mais de 200 milhdes de anos
(OVERATH et al., 2001; STEVENS et al.,, 2001), a sintenia dos genomas destes
tripanossomatideos é bastante alta.

Uma das caracteristicas mais importantes revelada pelo seqienciamento do
genoma de T. cruzi foi a expansdo dramatica de familias génicas que codificam
proteinas de superficie (EL-SAYED et al., 2005). Sequéncias repetitivas
representadas por retrotransposons e sequéncias subteloméricas, somadas as
familias génicas de proteinas de superficie, representam cerca de 50% do genoma
nuclear de T. cruzi. Quando comparado com T. brucei e L. major, T. cruzi tem o
maior conjunto de familias multigénicas, talvez por sua capacidade Unica de invadir
e se multiplicar em diferentes tipos celulares. As maiores familias génicas sao as
proteinas de superficie associadas a mucina (MASP), trans-sialidades (TS), mucinas
e a glicoprotease de superficie gp63, as quais sdo geralmente especificas de T.
cruzi e perfazem cerca de 18% dos genes codificadores de proteinas (EL-SAYED et
al., 2005).

1.2.2. Transcricao policistrénica

Como citado anteriormente, a organizacdo gendmica dos tripanosomatideos
difere em varios aspectos dos demais eucariotos. Geralmente, nas células
eucaridticas, exons (sequéncias codificantes) e introns (sequéncias néo
codificantes) alternam-se ao longo dos genes que codificam proteinas e o fenbmeno
de transcricdo é, na maioria dos casos, dirigido por uma sequéncia promotora
situada a montante da regido codificadora, reconhecida pela RNA polimerase do tipo
II. Ao transcrito primario, em sua extremidade 5, é adicionado um residuo

metilguanosina - trifosfato (m7Gppp, ou cap) e, em sua extremidade 3’, uma cauda
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poli-A. Os transcritos primarios sédo processados pelo mecanismo de cis-splicing que
simultaneamente remove sequéncias de introns e liga as seqiéncias de exons
adjacentes (KORNBERG, 2007; PROUDFOOT, FURGER e DYE, 2002).

Em contraste, nos tripanosomatideos, a organizacdo génica lembra operons
de procariotos, especialmente as regifes codificadoras de proteinas as quais
raramente sdo interrompidas por introns; as Unicas excecdes S80 0S genes que
codificam a poli-A polimerase (MAIR et al., 2000) e a DNA/RNA helicase
(BERRIMAN et al., 2005). Apesar desta semelhanca, estes genes organizados em
tandem, os quais séo transcritos em uma unica molécula de RNA policistronica, nao
séo relacionados a uma determinada via metabdlica. Além disso, 0os genes de uma
mesma unidade policistrénica podem apresentar diferencas significativas em seu
nivel de expressdo, representadas pelas quantidades variaveis de moléculas
monocistrénicas e de proteinas observadas na célula. Os transcritos policistrénicos
sdo processados no nucleo a fim de gerarem unidades monocistrénicas estaveis e
traduziveis. O processamento do transcrito primario consiste em dois mecanismos
distintos, porém, intrinsecamente acoplados — uma reagdo de trans-splicing e outra
de poliadenilacao — figura 2 (CLAYTON, 2002; LEBOWITZ et al., 1993; VANHAMME
e PAYS, 1995).

Uma caracteristica importante dos SL RNAs é que eles possuem uma
estrutura cap 5. A adicdo do cap (m7G) € essencial para o metabolismo e
processamento de RNA em eucariotos. Em tripanosomatideos, o m7G é ligado por
uma ponte trifosfato 5’-5’ ao primeiro nucleotideo da sequéncia SL (TSCHUDI e
ULLU, 2002). Entretanto, o cap é mais complexo e denominado cap 4, porque 0sS
primeiros quatro nucleotideos 5’ adjacentes ao cap sdo modificados por metilagdes
(BANGS et al., 1992).
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Figura 2 — Expressédo génica em tripanosomatideos . Clusters extensos de genes néo relacionados
(caixas com setas) estdo organizados em unidades de transcricdo policistrdnicas (PTU) que estédo
separadas por regiées de mudanca de fita (strand switch) divergentes ou convergentes. Sitios de
inicio de transcricdo (TSS) por Pol Il estdo geralmente localizados a montante do primeiro gene do
PTU. No TSS (setas dobradas), variantes de histonas, histonas modificadas e alguns fatores de
transcricdo estdo freqientemente associados. Os RNAs policistrénicos (pré-mRNAs) séo
individualizados em mRNAs monaocistronicos apos a adicao do mini-exon contendo o cap através de
uma reacdao de trans-splicing acoplada a poliadenilacdo. Estas reacdes sao guiadas por regifes ricas
em pirimidinas (poli-Y) presentes em cada regido intergénica. Os mMRNAs maduros sdo, entao,
exportados para o citoplasma. Os pré-mRNAs também podem sofrer processamento alternativo que
pode resultar em mudancas no iniciador AUG, alterando, assim, a traducdo da proteina (A),
direcionamento e/ou funcdo (B). Splicing alternativo e poliadenilacdo podem também resultar na
inclusdo/exclusdo de elementos regulatorios presente nas regides 5-UTR (C) ou 3-UTR (D),
alterando, desse modo, a expresséo génica (adaptado de TEIXEIRA et al., 2012).

No processo de cis-splicing, os fatores envolvidos na adicdo do cap, no
splicing e na poliadenilagdo interagem com o dominio carboxi-terminal da RNA
polimerase Il em um estagio inicial da produ¢do de mRNA e estes processos, entao,
estdo ligados a transcricdo. Embora nenhuma sequéncia consenso para
poliadenilacdo e adicdo do mini-exon tenha sido encontrada em tripanosomatideos,
varios estudos demonstraram que regides ricas em polipirimidinas (poli-Y) nas
regides intergénicas tém papel fundamental no acoplamento das reacdes de trans-
splicing e poliadenilagdo (revisto por ARAUJO e TEIXEIRA, 2011). As sequéncias
intergénicas envolvidas no processamento dos mRNAs em T. cruzi, T. brucei e
Leishmania sp. foram investigadas comparando mMRNAsS com sequéncias

gendmicas, inicialmente usando banco de dados de ESTs (BENZ et al.,, 2005;
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CAMPOS et al., 2008; SMITH, BLANCHETTE e PAPADOPOULU, 2008) e, mais
recentemente, utilizando sequenciamento de RNA em larga escala (RNA-seq)
(SIEGEL et al., 2010; KOLEV et al., 2010; NILSSON et al., 2010). A distancia entre a
regido rica em pirimidinas e o sitio consenso (AG) para trans-splicing tem influéncia
sobre a adicdo da cauda poli-A. Para genes de T. cruzi, a distancia média entre a
regido poli-Y e o sitio de adicdo do SL € de 18 nucleotideos, enquanto para o sitio
de poliadenilagdo é de 40 nucleotideos (CAMPOS et al., 2008). Em T. brucei, a
meédia de comprimento das regides 5-UTR é de 130 nucleotideos e das regides 3'-
UTR é de 388 (KOLEV et al.,, 2010). Em T. cruzi, os comprimentos medios das
regides 5’-UTR e 3'-UTR séo de 35 e 264 nucleotideos, respectivamente (CAMPOS
et al., 2008). Estes tipos de predicdo in silico permitem a rapida identificacdo de
elementos regulatorios cis, cujas fun¢des na modulacdo da expresséo génica podem
ser experimentalmente validadas.

Os trés tipos de RNA polimerases (RNA pol I, RNA pol Il e RNA pol Ill),
descritos em eucariotos “superiores”, ja foram identificados em tripanosomatideos
(Das et al., 2008; Palenchar & Bellofatto, 2006). Os genes que codificam para as
subunidades principais ja foram clonados e caracterizados (EVERS et al., 1989;
JESS, HAMMER e CORNELISSEN, 1989; KOCK, EVERS e CORNELISSEN, 1988;
SMITH, LEVIN e AGABIAN, 1989). Entretanto, as RNAs polimerases isoladas de
formas epimastigotas de T. cruzi apresentam comportamento diferente das RNA
polimerases de mamiferos em relacdo a sensibilidade a a-amanitina, dependéncia
de Mn?, utilizagdo de DNA simples fita e no reconhecimento de promotores
especificos (HODO e HATCHER, 1986).

Cada classe de RNA polimerases é responsavel pela sintese de um tipo
diferente de RNA. De um modo geral, a RNA polimerase | transcreve os cistrons
para os RNAs ribossémicos 18S, 5,8S e 28S (rRNA); a RNA polimerase Il, 0s genes
que serdo traduzidos em proteinas e a maioria dos pequenos RNAs nucleares
(snRNAS); e a RNA polimerase lll, pequenos RNAs, como os tRNAs, o rRNA 5S e
alguns snRNAs.

Os promotores para as RNA polimerases | e Ill estdo definidos (LAUFER e
GUNZL, 2001; LAUFER et al., 1999). No entanto, o Unico promotor de Pol I
caracterizado até o momento é o0 que direciona a expressdo do SL RNA
(GILLINGER & BELLOFATTO, 2001). Nao foi possivel identificar sequéncias

promotoras consenso para Pol Il que direcionem a expressdo de genes
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codificadores de proteinas em tripanosomatideos. Apenas alguns promotores de
genes que codificam proteinas foram funcionalmente identificados e caracterizados.
Trata-se dos promotores dos genes dos antigenos VSG e prociclina de T. brucei
(GUNZL et al., 2003; PAYS, 2005). A transcricdo destes genes € resistente a a-
amanitina, caracteristica de RNA polimerase do tipo |. Entretanto, em relacdo ao
requerimento para cations divalentes, comportam-se como RNA polimerase Il (LEE e
VAN DER PLOEG, 1997). Além disso, alguns resultados mostraram que a RNA
polimerase | e promotores ribossomais podem ser usados em construcdes artificiais
para transcrever genes que codificam proteinas em tripanosomatideos (RUDENKO
etal., 1991; TYLER-CROSS et al., 1995; ZOMERDIJK, KIEFT e BORST, 1991).

Entretanto, analises por run-on do cromossomo 1 de L. major mostraram que
a transcricdo por Pol Il do cromossomo inteiro inicia-se na regido de mudanca de
fita, ou strand-switch (entre os dois clusters policistronicos divergentes), e continua
bidirecionalmente em direcdo aos teldomeros. Varios sitios de inicio da transcricao
foram mapeados para ambos clusters policistronicos divergentes dentro de uma
regido de menos de 100 pares de bases que contém uma seérie de guaninas (ou
citosinas), mas ndo contém um TATA-box ou nenhum elemento promotor tipico de
Pol Il. Assim, ao contrario do caso da maioria dos eucariotos, onde cada gene
possui seu préprio promotor, uma unica regido parece direcionar a expressao do
cromossomo 1 inteiro em L. major (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2003).

Estudos recentes vém demonstrando que modificacdes epigenéticas distintas
(acetilagdo e metilacdo) estdo presentes nos pontos de inicio e fim de unidades de
transcricdo pela Pol Il e podem ser essenciais para regular a transcricdo de genes
codificadores de proteinas. Um estudo ChIP-chip em L. major mostrou que histonas
H3 acetiladas em K9/K14, marcadores de sitios ativos de inicio de transcricdo em
outros eucariotos, foram encontradas em todas as regides strand-switch divergentes
no parasita (THOMAS et al., 2009). Em T. brucei e T. cruzi, também foram
observadas modificagcbes em histonas que, em outros organismos, estdo associadas
a genes ativos nestas regidoes (RESPUELA et al., 2008; SIEGEL et al., 2009).

10



INTRODUGAO

1.2.3. Regulagcéo da expresséo génica

Os tripanosomatideos, T. cruzi, T. brucei e L. major, sdo parasitas com um
complexo ciclo de vida. Mudangas coordenadas na expressdo génica sao vitais, ja
que eles se alternam entre diferentes hospedeiros, deparando-se com mudancas
rapidas em seu ambiente, como disponibilidade de nutrientes, temperatura, defesas
do hospedeiro, entre outras.

Em geral, a regulacdo da expressdo génica em eucariotos é, em grande
parte, atribuida ao controle do inicio da transcricdo pela RNA polimerase |II.
Entretanto, alguns trabalhos tém sugerido a presenca de um controle pos-
transcricional elaborado onde cada etapa do metabolismo de um mRNA em células
eucaridticas superiores esta sujeita a uma regulacdo mRNA-especifica (MOORE,
2005).

As peculiaridades bioldgicas dos tripanosomatideos, como, por exemplo, a
estrutura mais aberta da cromatina, o carater repetitivo e a distribuicdo dos genes ao
longo do genoma, a edicdo das moléculas de RNA mitocondrial, o trans-splicing, a
transcricdo policistronica, as inusitadas propriedades das RNA polimerases, a
auséncia de sequUéncias promotoras tipicas para a transcricdo de genes
codificadores de proteinas e o fato de que genes presentes na mesma unidade
policistronica apresentam niveis de mRNA processado distintos, indicam que a
regulacdo da expressdo génica ocorra principalmente, se ndo exclusivamente, por
mecanismos pos-transcricionais, majoritariamente citoplasmaticos compreendendo a
estabilidade e localizacdo tanto dos mMRNAs quanto das proteinas e a disponibilidade
dos mMRNAs para serem traduzidos.

A seguir, discutiremos 0s mecanismos potenciais de regulacédo da expresséo
génica em tripanosomatideos fazendo, quando necessario, uma analise comparativa

com 0s mecanismos de regulacdo mais usuais em outros eucariotos.
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1.2.4. Processamento e exportacdo do mRNA policistr ~ 6nico

Ha algum tempo atras, existiam poucos exemplos de genes regulados em
nivel de processamento de pré-mRNA e ndo havia evidéncias de regulacdo de
splicing durante o desenvolvimento dos tripanosomatideos (revisto por CLAYTON e
SHAPIRA, 2007). Embora o processamento de pré-mRNA, por si s6, pareca nao
contribuir para os niveis absolutos de mRNAs individuais, pode atuar em conjunto
com outros mecanismos.

A maioria dos eventos de trans-splicing descritos em tripanosomatideos
apontam para um uso preciso dos sitios aceptores 3'. Entretanto, varios ensaios tém
mostrado que mais de um sitio aceptor dentro de uma mesma regiao intergénica
pode ser usado na producdo de mRNAs maduros codificando a mesma ORF, mas
com regides 5-UTR de diferentes extensdes (revisto por MAYER e FLOETER-
WINTER, 2005). Um estudo da expressao do gene arginase em L. amazonensis
mostrou que o SL foi adicionado em mais de dois sitios distintos no prée-mRNA (DA
SILVA et al., 2002). Analises da sequéncia nucleotidica mostraram a presenca de
diferentes sitios aceptores adjacentes. Em tripanosomatideos, altera¢cdes no uso dos
sitios de adicdo do mini-exon para um determinado transcrito implicam em sitios de
poliadenilacédo alternativos para o cistron a montante. Sitios de adicdo de mini-exon
alternativos também foram encontrados para os transcritos TcRhol e Lytl em T.
cruzi (NEPOMUCENO-SILVA et al., 2001; MANNING-CELA, GONZALEZ e
SWINDLE, 2002).

Um estudo em T. cruzi mostrou que alguns sitios de trans-splicing e
poliadenilacdo podem ser “mascarados” durante o processamento dos transcritos
primarios. Como conseqiéncia, unidades dicistrbnicas ou mesmo unidades
monocistronicas com longas regifes 3’ nao traduziveis (3'- UTR) sédo produzidas.
Estes mRNAs intermediarios podem ser processados posteriormente pelos
mecanismos usuais de trans-splicing e poliadenilacdo. Os autores sugerem que este
mecanismo de processamento de pré-mRNA desacoplado do processo de
transcricdo faz parte de um mecanismo de controle de expresséo génica através do
qgual RNAs em “estado de laténcia funcional” possam ser estocados e processados

em mRNAs maduros quando requeridos pela célula (JAGER et al., 2007).
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Com o surgimento de tecnologias de seglienciamento em larga escala, como,
por exemplo, RNAseq, a importancia do processamento alternativo dos pré-mRNAs
como um mecanismo de regulacdo da expressdo génica foi reavaliada. A maioria
dos genes tem de um a trés sitios de adicdo de mini-exon alternativos, mas os sitios
de poliadenilacdo se mostraram mais variaveis (KOLEV et al., 2010; NILSSON et al.,
2010; SIEGEL et al., 2010). Nilsson e colaboradores (2010) analisaram trés
diferentes estagios do ciclo de vida de T. brucei e identificaram mais de 2.500
eventos de splicing alternativo, muitos deles parecendo ser especificos de um
determinado estagio no ciclo de vida. A heterogeneidade observada em T. brucei
tanto do trans-splicing quanto da poliadenilacdo gera uma colecdo de mRNAS com o
mesmo potencial codificador, mas com UTRs de comprimentos variaveis, o que
pode influenciar na eficiéncia da estabilidade e/ou traducdo desses RNAs.
Transcritos da aminoacil tRNA sintetase sdo exemplos interessantes de variantes
processadas por trans-splicing uma vez que diferencas na regido N-terminal
resultam em mudancas no sinal de direcionamento da proteina: mMRNAs distintos
produzem proteinas que sao direcionadas para a mitocondria ou permanecem no
citoplasma (NILSSON et al., 2010).

Outra etapa importante na regulacdo da expressao génica em eucariotos é o
transporte de mMRNAs processados do nucleo para o citoplasma. A exportacdo de
MRNA e proteinas do nucleo para o citoplasma é um processo regulado que permite
o controle de expressao de proteinas durante o desenvolvimento e a diferenciacéo
celular. Este transporte tem inicio no ndcleo, onde a associagdo com complexos
protéicos determina o destino dos mMRNAs no citoplasma. O modelo geral de
exportacdo de RNA envolve exportinas como receptores de transporte que
conduzem o RNA para os complexos poro nuclear (NPC) de forma dependente de
RanGTP. Em Metazoa e Fungi, a exportagcdo nuclear da maioria dos RNAs, como
microRNAs, rRNAs, snRNAs e tRNAs, seguem o modelo de transporte por
exportinas dependente de RanGTP (KOHLER e HURT, 2007). Entretanto, a
exportacdo da maioria dos mMRNAs ndo segue a via RanGTP-exportina. A
maquinaria de exportacdo de mRNA est4 altamente integrada com o processamento
do mRNA e inclui um conjunto diferente de adaptadores e outras proteinas de
ligacdo a RNA, RNA helicases e proteinas associadas ao NPC. Em leveduras e
humanos, os mMRNAs se associam com fatores protéicos, formando complexos

ribonucleoprotéicos (MRNPS), 0s quais séo, entdo, exportados através do NPC por
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um heterodimero receptor: Mex67/Mtr2 em leveduras e TAP/pl5 em humanos
(SANTOS-ROSA et al., 1998; SEGREF et al., 1997). Este receptor atua em conjunto
com TREX (Transcription/Export), um complexo multiprotéico que conecta a
transcricdo com a exportacdo do mRNA. TREX, em leveduras, € composto por Sub2
(RNA helicase - UAP56 em humanos), Yral (proteina adaptadora de ligacdo a RNA
— ALY em humanos) e pelo complexo THO (AGUILERA, 2005).

Até o0 momento, pouco se sabe acerca do processo de exportacdo de mRNAs
nucleares em tripanosomatideos. Analises comparativas, incluindo
tripanosomatideos, indicam que os componentes basicos da via dependente de
RanGTP estdo conservados entre 0s eucariotos, ao contrario da via independente
de RanGTP (SERPELONI et al,, 2011a). Em T. cruzi, um estudo descreve a
presenca de uma exportina semelhante a proteina CRM1 de eucariotos superiores,
denominada TcCRM1. Esta proteina contém uma regido central conservada que
interage com o sinal nuclear de exportacdo (NES) e um residuo de cisteina,
envolvido na interagdo com leptomicina B, um inibidor de CRM1 que bloqueia a
exportacdo nuclear. Experimentos de hibridagdo in situ revelaram um acumulo
parcial de RNA poli-A(+) no nacleo e uma redugéo significativa nos niveis de alguns
MRNAs como HSP70, TcUBP1/2 e TcPABP1, quando as células foram tratadas com
este inibidor (CUEVAS, FRASCH e D'ORSO, 2005). Recentemente, outro trabalho
identificou o ortélogo de Sub2/UAP56 e mostrou que o seu knockdown leva ao
acumulo de mRNA no nucleo e & diminuicdo dos niveis de traducdo (SERPELONI et
al., 2011b). O ortélogo do fator de exportacdo nuclear Mex67 também foi identificado
em T. brucei, o qual contém um motivo CCCH inesperado (KRAMER, KIMBLIN e
CARRINGTON, 2010).

Uma vez translocados para o citoplasma, os mRNAs sdo controlados pela
regulacéo da traducéo, estabilidade e localizagdo subcelular, processos que estao
frequentemente interconectados e serdo abordados na proxima secao.

1.2.5. Controle traducional

Uma vez que o mRNA maduro foi transportado para o citoplasma,

dependendo da condi¢do que o parasita se encontra, esse mMRNA estara disponivel
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para a maquinaria de traducdo. Em eucariotos, a traducdo tem inicio a partir da
ligacdo do complexo ternério elF4F (elF4AE, elF4A, elF4B e elF4G), via elF4E, ao
cap presente na extremidade 5 do mRNA. O elF4F, juntamente com o complexo
ribosomal 43S, percorre a regidao 5-UTR até encontrarem o primeiro cédon AUG,
recrutando a subunidade ribosomal 60S para formarem o complexo 80S, dando
inicio ao processo de elongacdo da tradugdo. A interacdo entre o fator elF4G,
presente no complexo elF4F, e a proteina PABP (poly(A) binding protein) aproxima
as regides 3'-UTR e 5-UTR promovendo a circularizacdo do mRNA (MAZUMDER,
SESHADRI e FOX, 2003). Dessa forma, alguns repressores da sintese protéica
ligam-se a regido 3’-UTR destes mRNAs e atuam como competidores de elF4G pela
ligacdo a elF4E. Além disso, homélogos estruturais ao elF4E podem se ligar ao cap
impedindo a ligacdo deste com o elF4G (RICHTER e SONENBERG, 2005). Os
mecanismos de iniciagdo da traducdao nao foram estudados em detalhe em
tripanosomatideos. Foram identificadas quatro proteinas distintas de ligacdo ao cap
(elF4E) em Leishmania spp., todas sendo conservadas também nos tripanosomas
(DHALIA et al., 2005; YOFFE et al., 2006). Entretanto, nenhum destes ortdlogos foi
capaz de complementar a deficiéncia de elF4E em leveduras ou em reticuldcitos de
coelho, provavelmente devido a divergéncia na estrutura para reconhecer o cap4
(YOFFE et al., 2006; YOFFE et al., 2004). A estrutura cap-4 altamente modificada
presente em todos os mMRNAs de tripanosomatideos pode ter papel relevante no
controle da traducdo, uma vez que o cap protege os mRNAs da degradacéao,
possibilita o transporte de mRNAs do nucleo para o citoplasma e tem papel
fundamental na montagem do complexo de iniciacdo da traducéo (revisto por
YOFFE et al., 2004). A RNA helicase elF4A-1 e a proteina elF4G-3 também foram
identificadas como parte do complexo elF4F, necessario para o recrutamento do
ribossomo e para o inicio da traducdo (DHALIA et al., 2006; YOFFE et al., 2009).

O inicio da traducdo é a etapa mais regulada na sintese protéica em
eucariotos e é altamente influenciada por estresse celular. Uma das primeiras
etapas na iniciacdo da traducdo em eucariotos comeca na formacdo do complexo
ternario, composto por GTP, metionil-tRNA (Met-tRNA) e elF2. Em células de
mamiferos, tipos distintos de estresse levam a fosforilagdo de elF2a por quinases
especificas e esta resposta ao estresse é conservada de leveduras a mamiferos e
fundamental na diferenciacdo em protozoarios (TONELLI et al., 2011). Em T. brucei,

0 ortélogo de elF2a contém uma extensdo N-terminal incomum e a fosforilacdo
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ocorre em posicao e residuo diferentes (MORAES et al., 2007). Das trés potenciais
quinases-elF2a encontradas em T. brucei, apenas a elF2K2 foi capaz de fosforilar
elF2a de mamiferos, leveduras e T. brucei. Interessantemente, elF2K2 é uma
proteina associada a membrana que se localiza na bolsa flagelar de T. brucei. Esta
localizac@o pode estar ligada a deteccdo de nutrientes, ja que a bolsa flagelar esta
envolvida na endocitose. Ainda assim, elF2a € citoplasmatico em T. brucei
(KRAMER et al., 2008), o que deixa em aberto a possibilidade da existéncia de
quinases citoplasmaticas ainda nao descritas que podem ter uma identidade baixa
de sequéncia com os ortélogos identificados em outras espécies (revisto por
CASSOLA, 2011).

Outro ponto importante de regulacdo pos-transcricional se refere a
estabilidade do mRNA. Diversos estudos mostram que o acumulo de mRNAs
durante estagios especificos do ciclo de vida ocorre por estabilidade diferencial do
MRNA e ndo por um aumento do nivel de transcricdo do gene (TEIXEIRA,
KIRCHHOFF e DONELSON, 1999; COUGHLIN et al., 2000; BARTHOLOMEU et al.,
2002; YAMADA-OGATTA et al.,, 2004; DA SILVA, BARTHOLOMEU e TEIXEIRA,
2006; GENTIL et al., 2009). Por outro lado, alguns mMRNAs mantém o mesmo nivel
de transcritos em diferentes estagios evolutivos, porém observa-se diferencas nos
niveis de proteina, sugerindo uma regulacdo em nivel traducional (THOMAS et al.,
2000). Outros estudos sugerem ainda que a expressao génica seja dependente da
mobilizacdo do mRNA aos polissomos (AVILA et al., 2001), bem como mecanismos
gue envolvem o blogueio do elongamento e/ou terminacdo da traducdo (NARDELLI
et al., 2007). Estas observacdes podem ser um fenbmeno mais geral, pois dados
obtidos usando a técnica de microarranjos de DNA mostram que outros genes
apresentam comportamento similar, indicando que o controle da associacdo a
maquinaria de traducdo seja um mecanismo importante de modulacao da expressao
génica neste protozoario (PROBST, 2005).

A investigacdo de fatores envolvidos na regulacdo da traducdo do mRNA
revelaram a importancia das regifes 3'- e 5-UTR. Na maioria dos casos, a regulacao
ocorre através de interacdes entre fatores regulatorios (trans) e sequéncias
especificas (cis) dentro destas regides néo traduziveis. Dados relacionados a esses
elementos foram descritos usando ensaios com gene reporter (TEIXEIRA e DA
ROCHA). Por exemplo, os niveis de mRNA da amastina sdo 68 vezes maiores em

amastigotas comparados a epimastigotas. Quando a regido 3’-UTR foi clonada a
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jusante do gene da luciferase para ensaios de transfecc¢éo, a atividade da luciferase
foi sete vezes maior em amastigotas quando comparados com epimastigotas
(TEIXEIRA, KIRCHHOFF e DONELSON, 1995). Os transcritos para a cruzipaina, a
principal cisteina-protease de T. cruzi, apresentam niveis constantes durante todos
0s estagios do ciclo de vida, no entanto, os niveis da proteina, bem como sua
atividade, sdo quatro a cinco vezes maiores nas formas epimastigotas, sugerindo um
mecanismo de regulacdo predominantemente traducional ou pdés-traducional
(TOMAS e KELLY, 1996). Experimentos de transfeccéo utilizando genes reporteres
sob controle das regides 3'- e 5’-UTRs dos genes HSP83 e HSP70 de Leishmania
mostraram que a regulacdo da traducdo foi dirigida pela regido 3'-UTR (QUIJADA et
al., 2000; ZILKA et al., 2001). A maior eficiéncia na traducdo da glicoproteina gp72
nas formas epimastigotas de T. cruzi também esta relacionada com a por¢éao 3'-UTR
deste transcrito (NOZAK & CROSS, 1995). Estudos com o mRNA que codifica a
tubulina indicam que sequéncias reguladoras presentes na regiao 3-UTR estéo
envolvidas na modulacdo da estabilidade destes transcritos que ocorrem em
resposta a mudancgas na dindmica dos microtubulos em T. cruzi (DA SILVA et al.,
2006). Interessantemente, um numero crescente de relatos tem mostrado que os
niveis de mMRNA e de proteina nem sempre estéo relacionados, mostrando, assim,
que controles traducionais e pos-traducionais tém um papel importante em
tripanosomatideos.

Em tripanosomatideos, existem estruturas similares aos AREs sabidamente
envolvidos na desestabilizacdo de mRNAs em eucariotos superiores por interacéo
com determinadas proteinas de ligacdo ao RNA (DINOIA et al., 2000; D'ORSO e
FRASCH, 2002). Estes elementos de instabilidade ricos em U (U-rich instability
elements — URES) estdo presentes na regido 3'-UTR de Varios transcritos que séo
estaveis na forma prociclica, porém instaveis nas formas sanguineas de T. brucei.
Da mesma forma, alguns mMRNAs em T. cruzi e 0 mRNA de amastina em Leishmania
infantum s&o regulados via UREs (HAILE & PAPADOPOULOU, 2007). Motivos
regulatérios presentes na regido 3'-UTR dos transcritos de prociclina em T. brucei
estdo bem caracterizados. Um elemento de 26 nucleotideos (26mer), rico em
pirimidinas, além de afetar a estabilidade do mRNA, também reduz a taxa de
traducdo deste transcrito nas formas sanguineas do parasita (HOTZ et al., 1997).

Outra sequiéncia de 16mer (stem loop) presente no mesmo mMRNA aumenta a taxa
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de traducdo nas formas prociclicas, mas ndo tem papel relevante na regulacdo
estagio-especifica neste organismo (FURGER et al., 1997).

Embora varios elementos regulatorios presentes em regides 3-UTR tenham
sido identificados em tripanosomatideos, até o momento pouco se sabe sobre as
proteinas regulatérias que se ligam a estes elementos. A busca por genes gque
contém motivos de ligacdo a RNA funcionais € uma abordagem util para encontrar
tais proteinas. Em tripanossomos e leishmanias ja foram identificados diversos
genes que codificam proteinas com dominio RRM, pumilio (PUF) e CCCH zinc
fingers (D'ORSO, DE GAUDENZI e FRASCH, 2003; DE GAUDENZI, FRASCH e
CLAYTON, 2005; IVENS, PEACOCK e WORTHEY, 2005; MORKING et al.; 2004).

Em geral, a traducdo comeca quando o complexo de iniciagdo encontra o
primeiro cédon AUG. Porém, pequenas ORFs (short open reading frames)
comecando com AUG estdo presentes nas regides 5-UTR de alguns mRNAs
eucarioticos, indicando que nem sempre o primeiro AUG é o cbédon mais
eficientemente selecionado para o inicio da traduc&o. A significancia e os efeitos
regulatorios destas pequenas ORFs ndo estdo totalmente esclarecidos, no entanto,
podem frequentemente inibir a tradugcao (KOZAK, 2005). A frequiéncia de 5-UTR
contendo pequenas ORFs varia de 26% em Saccharomyces sp. e 37% em humanos
até 52% em Drosophila sp., e de apenas 19,5% em T. brucei (SIEGEL et al., 2010).
A regido 5-UTR do mRNA da proteina tuzina de T. cruzi contém 22 cédons que
antecedem o codon de iniciacdo AUG, destes, 3 sdo para metionina, seguidos por
um cédon de terminacdo que se sobrepde ao codon de iniciacdo AUG deste
transcrito. Varios experimentos de transfeccdo, com diferentes mutacdes e
substituicdes na regido 5-UTR, indicaram que a expresséao reduzida desta proteina
durante o ciclo de vida do protozoario é devida ao processamento deficiente do
MRNA, bem como a ineficiéncia do processo de iniciacado da traducao decorrente da
presenca destas estruturas na regido 5-UTR (TEIXEIRA, KIRCHHOFF e
DONELSON, 1999). Outros exemplos de mRNAs de tripanosomatideos contendo
multiplos cédons AUG que precedem o coédon de iniciagdo influenciando
significativamente o inicio da traducdo foram descritos (KOENING-MARTIN,
YAMAGE e RODITI, 1992; LUKES et al., 2006; NORRIS, SCHRIMPF e SZABO,
1997).

A localizacdo de mRNAs também €& um mecanismo de controle poés-

transcricional e estudos indicam que o papel da maquinaria de localizagdo de mRNA
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na regulacdo da expressdo de genes esta interligada com o controle da tradugéo do
MRNA (CZAPLINSKI e SINGER, 2006). A localizacdo de RNAs especificos pode ser
observada em diversos organismos. Em Saccharomyces cerevisiae, ocorre a
localizacdo de transcritos especificos, tal como o que codifica Ashl, durante o
brotamento da célula (BEACH e BLOOM, 2001). Em embrides de Drosophila sp.,
varios mRNAs se localizam em partes especificas das células, como o0 mRNA que
codifica a proteina Bicoide, que fica no polo anterior, e a proteina Nanos, que fica no
polo posterior. Essa distribuicdo € essencial para o desenvolvimento correto do
embrido (TEKOTTE e DAVIS, 2002). As células neuronais sao altamente
polarizadas, sendo grande o numero de mRNAs localizados em dendritos ou na
porcao sinaptica dos axénios (JOB e EBERWINE, 2001). A traducdo desses mRNAs
€ reprimida até que eles atinjam seu destino. Para que essa repressao ocorra,
evidéncias mostram que o transporte desses MRNAs ocorre em granulos
(BARBARESE et al., 1995; KNOWLES et al., 1996). Para a localizacdo desses
MRNAS, algum tipo de sinal é necessario para que o transporte seja feito. Esses
sinais sdo encontrados em elementos cis, geralmente na regido 3'-UTR, e sao
reconhecidos por fatores trans, na sua maioria proteinas, mas nao se descarta a
hipétese de pequenas moléculas de RNA atuando nesses processos (KLOC et al.,
2002). A ligacdo desses fatores trans levam a uma mudanca conformacional da
molécula de RNA, permitindo assim que outras proteinas se liguem formando
MRNPs de transporte. Esses mMRNPs de transporte se associam ao citoesqueleto
carregando o mRNA ao seu local de destino onde este é traduzido (KLOC e ETKIN,
1994; HEASMAN et al., 2001).

Modificagdes pos-traducionais de proteinas possuem um papel fundamental
na regulacdo da expressao génica em eucariotos. A expressdo de varios genes
pode ser alterada simultaneamente em resposta a um estimulo extracelular através
de cascatas de sinalizacdo de quinases/fosfatases, o que resulta na fosforilagdo e
ativacao de fatores transcricionais residentes no nucleo ou na modificacéo de fatores
transcricionais latentes no citosol. Em tripanosomatideos, existem poucos estudos
que evidenciam a regulacdo da expresséo génica em nivel pds-traducional. Embora
tenham sido identificados varios genes putativos de quinases e fosfatases nos
genomas de T. cruzi, T. brucei e Leishmania, a importancia do mecanismo de
fosforilacdo estagio-especifica e sua implicacdo na regulacdo da expressao génica
ainda precisam ser determinadas (JONES et al., 2006; PARSONS et al., 2005). No
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entanto, varias proteinas de Leishmania sp. que apresentam modificacbes pOs-
traducionais tém sido identificadas através de experimentos em géis bidimensionais
(McNICOLL et al., 2006).

1.2.6. Degradacao de mRNA

Em geral, a degradacdo de mRNAs em leveduras e células de mamiferos tem
inicio com a desadenilacdo, ou seja, um processo de encurtamento da cauda poli-A
na extremidade 3’ pela acdo de varias enzimas desadenilases, como, por exemplo, o
complexo Ccr4/Pop2/Not. Apos esta etapa, 0 mMRNA pode ser degradado por duas
vias. Em uma via, a desadenilacdo estimula a retirada do cap (deccaping) pelas
enzimas Dcpl/Dcp2, expondo o transcrito a acdo da enzima XRN1, uma
exonuclease com atividade 5’-3'. Em outra via, apos a desadenilacdo, o transcrito
pode ser degradado na direcdo 3-5’ pelo exossomo, um complexo de onze
proteinas com diversas funcGes na degradacdo de mRNA (BUTTNER, WENIG e
HOPFNER, 2006; PARKER e SONG, 2004). Os tripanosomatideos contém a maioria
das proteinas envolvidas na degradacdo de mRNAs, incluindo desadenilases, o
complexo do exossomo, as proteinas XRN e Dhhl. A atividade de decapping foi
detectada in vitro (MILONE, WILUSZ e BELLOFATTO, 2002), mas as proteinas de
decapping Dcp ndo possuem ortdlogos que possam ser facilmente identificados por
similaridade de seqiiéncia nos genomas de tripanosomatideos, indicando que as
enzimas de decapping provavelmente possuem caracteristicas distintas que
permitem o reconhecimento da estrutura Unica do cap4 (BERRIMAN et al., 2005).

Em células de mamiferos, os RNAs que ndo estdo sendo traduzidos, ou
agueles que estdo destinados para a degradacédo, sdo estocados em granulos
visiveis microscopicamente. Estas estruturas citoplasmaticas distintas séao
denominadas processing bodies (P-bodies ou PB) e granulos de estresse (SG).
Estas estruturas participam ativamente no metabolismo de RNA e compartilham
MRNAs e muitas proteinas, mas também apresentam componentes proprios e
funcdes independentes. Em mamiferos, estas particulas estdo espacialmente e
funcionalmente ligadas, ambas séo induzidas por estresse e ambas contém mRNAs

nao traduzidos provenientes da dissocia¢ao dos polissomos. Drogas que estabilizam
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0os polissomos (cicloheximida) dissociam estes granulos, enquanto drogas que
desestabilizam os polissomos (puromicina) promovem um aumento no niUmero e no
tamanho dos mesmos, sugerindo a saida dos mRNAs do ciclo traducional e a
entrada dos mesmos nos granulos de estresse e P-bodies (KEDERSHA e
ANDERSON, 2002; SHETH e PARKER, 2003; TEIXEIRA et al., 2005). Entretanto,
estes granulos diferem em varios aspectos, entre eles, podemos ressaltar que
somente os P-bodies sdo observados em células em fase exponencial de
crescimento e em células ndo submetidas a estresse. Além disso, 0 estresse
induzido pela fosforilagdo de elF2a afeta somente a formacé&o dos granulos de
estresse e ndo tem efeito sobre os P-bodies. Os granulos de estresse sao
relativamente fixos no citoplasma e mudam de forma constantemente. Ao contrario,
os P-bodies movimentam-se rapidamente sem alterar a forma esférica. De forma
geral, os granulos de estresse sao definidos pela presenca de fatores de iniciagcédo
da traducdo enquanto os P-bodies sdo definidos pela presenca de componentes da
maquinaria de degradacdo. Além disso, varios estudos tém revelado que muitas
proteinas e RNAs com func¢des celulares distintas estdo integrados com granulos de
estresse e P-bodies, indicando que as funcbes destas estruturas vao além da
triagem de mRNASs entre a traducdo e a degradacdo (ANDERSON e KEDERSHA,
2006, 2007; KEDERSHA et al., 2005).

Quando as células sdo submetidas a algum tipo de estresse, como choque
térmico, estas reprogramam o metabolismo dos mMRNAs para reparar os danos
induzidos e se adaptar as novas condi¢des. Durante esse processo, a traducdo de
MRNASs que codifcam proteinas housekeeping € diminuida, enquanto a traducdo de
MRNAs que codificam chaperonas e enzimas envolvidas no reparo dos danos é
aumentada (ANDERSON e KEDERSHA, 2006). O recrutamento seletivo de mRNAs
especificos em granulos de estresse possivelmente regula a estabilidade e traducao
dos mesmos. Assim, os granulos de estresse sdo agregados dinamicos de mRNAs
bloqueados no processo de iniciagdo da traducdo. Os SGs contém mMRNAs
complexados com a subunidade ribossomal 40S, o complexo elF4F (composto por
elF4E, elF4G e elF4A), elF4B, elF3, elF2 e varias proteinas de ligacdo a RNA,
incluindo a proteina de ligacdo a poli-A (KEDERSHA et al., 2002). Estes
componentes formam o cerne de todos os granulos de estresse sendo considerados
marcadores destas estruturas. Dentre as proteinas de ligacdo a RNA presentes em

granulos de estresse, podemos mencionar TIA-1 (T cell internal antigen-1), TIA-R
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(TIA-1-related) e G3BP, as quais todas possuem dominios de auto-agregacédo que
podem contribuir para a formacao destas estruturas. Até o0 momento, os granulos de
estresse nao foram observados em Saccharomyces cerevisiae, entretanto, granulos
semelhantes aos granulos de estresse encontrados em mamiferos, contendo elF3,
elF4A e RNA, foram observados em Schizosaccharomyces pombe submetidos a
choque térmico (DUNAND-SAUTHIER et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2005).

Em mamiferos, a formacdo de granulos de estresse € dependente da
fosforilacdo do fator de iniciacdo eucariotico 2a (elF2a) por quinases ativadas por
estresse. A fosforilacdo de elF2a reduz a disponibilidade do complexo ternéario elF2-
GTP-tRNAiMet resultando num complexo de pré-iniciacao 48S deficiente, incapaz de
recrutar a subunidade ribossomal 60S bloqueando, assim, o inicio da traducdo e
promovendo a dissociacdo dos polissomos (ANDERSON e KEDERSHA, 2006;
DEVER, 2002; KEDERSHA e ANDERSON, 2002). A montagem e dissociacao dos
granulos de estresse sao reguladas por diferentes vias sinalizadoras que atuam
apos a fosforilacdo de elF2a. A montagem destes granulos comeca quando
proteinas ligadoras de RNA, tais como TIA-1, TTP, FMRP e G3BP ligam-se
preferencialmente a determinados transcritos, que estdo ligados ao complexo 48S,
provenientes da dissociacdo dos polissomos. ApOs esta primeira etapa de
nucleacédo, a proteina PABP-1, ligada a todos os transcritos poli-A(+), promove a
agregacdo destes pequenos granulos tornando-os microscopicamente visiveis.
Alguns transcritos podem estar ligados a varias proteinas de nucleagcdo o que
favorece a agregacgdo e aumenta progressivamente o tamanho dos granulos. Outras
proteinas ndo ligadoras de RNA sdo recrutadas a estes complexos através de
interacbes com as proteinas de nucleacdo o0 que sugere uma integracdo dos
granulos de estresse com outras vias de sinalizacdo na célula (ANDERSON e
KEDERSHA, 2007).

Os P-bodies (corpos de processamento) podem ser definidos como
agregados citoplasmaticos de mMRNPs associados a maquinaria de degradacéao de
MRNA e a fatores que inibem o processo de traducdo. As proteinas que constituem
o cerne destes granulos sdo enzimas necessarias para cada fase da via geral de
degradagdo de mRNA, incluindo o complexo de desadenilacdo (Ccr4/Not/Pop2), o
complexo de enzimas de decapping (incluindo Dcpl/2, Hedls, hEdc3 e seus co-
ativadores Dhh1/Rck/p54), o complexo heptamérico Lsm1-7 e a exonuclease 5'-3’
XRN1 (EULALIO, BEHM-ANSMANT e IZAURRALDE, 2007; PARKER e SHETH,
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2007). Aléem das proteinas de degradacdo ja citadas, varios componentes envolvidos
em processos pos-transcricionais distintos foram localizados nestes granulos em
diversos organismos. Estes componentes incluem proteinas da via NMD (Nonsense-
Mediate Decay) que degradam mRNAs que contém codons de terminagéo
prematuros, proteinas que se ligam a elementos AREs nas regifes 3'-UTR de
transcritos especificos, proteinas Argonautas envolvidas nas vias de silenciamento
de mRNA por interferéncia de RNA (RNAI) e micro RNA (miRNA), e proteinas que
regulam a traducgéao, entre elas o fator de iniciacdo elF4E (EULALIO et al., 2007).
Além da presenca das proteinas de degradacgdo, outras evidéncias indicam
que os P-bodies séo sitios de degradacdo de mRNA. A inibicdo da transcricdo com
actinomicina D e exposicao das células a acédo de ribonuclease-A promovem uma
reducdo de aproximadamente 90% no numero de P-bodies em S. cerevisiae,
indicando que a formacdo destas estruturas € dependente da presenca de RNA
(TEIXEIRA et al., 2005). Observacdes indicam que muitos mRNAs presentes nos P-
bodies sofrem a retirada do cap e sao posteriormente degradados (revisto por
PARKER e SHETH, 2007). Outros estudos, por outro lado, demonstram que os P-
bodies também podem estar atuando como sitios de armazenagem de mRNAs que
podem, eventualmente, retornar a traducdo (BRENGUES, TEIXEIRA e PARKER,
2005). Experimentos mostraram que mRNAs especificos se acumulam nos P-bodies
em células em crescimento ou estresse e que 0s mesmos saem desses granulos e
vao para os polissomos para serem traduzidos quando as condicdes sao alteradas
(BRENGUES, TEIXEIRA e PARKER, 2005; revisto por PARKER e SHETH, 2007).

A existéncia de estruturas citosoélicas dinamicas relacionadas a P-bodies e
SGs foram descritas tanto em T. brucei quanto em T. cruzi. A caracterizacgéo inicial
da RNA helicase DExD/H-box DHH1 e o ortdlogo de XRN1 (XRNA) em T. cruzi
mostrou que estas proteinas estéao localizadas em foci citoplasmaticos que lembram
estruturas tipo P-bodies (CASSOLA, DE GAUDENZI e FRASCH, 2007; HOLETZ et
al., 2007). P-bodies em tripanossomatideos podem conter outras proteinas, como
PUF6 (DALLAGIOVANNA et al.,, 2007), UBP1, SCD6 (KRAMER et al., 2008) e
XRNA (CASSOLA et al., 2007). Parece que os P-bodies possuem uma composicao
heterogénea em tripanossomos que pode ser especifica tanto em fungdo quanto em
conteado de mRNAs (CASSOLA, 2011). Aparentemente, os P-bodies de T. brucei e

T. cruzi contém mRNAs em equilibrio com os polissomos, ja que o tratamento com
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cicloheximida reduz o nimero e o tamanho dos foci estabilizando os transcritos na
fracédo polissomal (KRAMER et al., 2008; HOLETZ et al., 2007).

Em T. brucei, granulos de estresse similares aos de mamiferos aparecem em
resposta a choque térmico severo, concomitantemente com dissociacdo dos
polissomos e um aumento massivo na taxa de decaimento dos mMRNAs (KRAMER et
al., 2008). Entretanto, o estresse induzido por arsenito ndo leva a formacédo de
granulos de estresse em T. cruzi (CASSOLA e FRASCH, 2009). SGs em T. brucei
contém as proteinas de ligacéo a poli-A PABP1 e PABP2, todas as quatro isoformas
de elF4E, elF2a e elF3B e ndo possuem DHH1 e SDC6 (KRAMER et al., 2008).
Assim como em mamiferos, os granulos de estresse em T. brucei parecem estar em
equilibrio com os polissomos, ja que o tratamento com cicloheximida previniu sua
formacdo, sugerindo que a dissociacdo dos polissomos é necessaria antes dos SGs
serem formados. Entretanto, a liberacdo de mRNAs dos polissomos, tratanto os
parasitas com puromicina, ndo induziram a formacdo de SGs na auséncia de um
estresse, sugerindo que a disponibilidade de transcritos livres ndo seja suficiente
para induzir sua formacdo. Quando a temperatura normal de crescimento foi
restaurada, os componentes protéicos dos SGs voltam a sua localizacdo
citoplasmatica normal, sugerindo que a resposta ao estresse é reversivel (KRAMER
et al., 2008).

Balagopal e Parker (2009) prop6em um modelo para explicar o movimento de
MRNASs citoplasmaticos entre polissomos, P-bodies, granulos de estresse e nucleo,
ao qual denominaram “ciclo do mRNA” (figura 3). Nesse modelo, os mMRNAs
presentes nos polissomos podem sofrer varios ciclos de iniciagdo, elongacao e
terminacdo da traducdo para produzirem polipeptideos. Em resposta a defeitos no
inicio ou durante a traducéo, ou através de recrutamento por proteinas especificas,
0os MRNAs encontrados nos polissomos interagem com 0S componentes da
maquinaria geral de repressao ou degradacao finalizando o processo de traducédo e
favorecendo a montagem de mRNPs nos P-bodies. Os mRNAs associados com 0s
complexos de repressao e degradacdo podem sofrer decapping e degradacao 5'-3’,
se agregar em P-bodies ou o complexo mMRNP a ele associado pode sofrer um
rearranjo onde a maquinaria de degradacgédo é substituida por fatores de iniciagdo da
traducdo. Tais mRNAs podem, entdo, retornar a traducéo. Entretanto, se os fatores

de iniciacado forem limitantes em determinado momento celular, estes mRNAs podem
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se acumular em granulos de estresse, favorecendo o eventual retorno destes
transcritos para a maquinaria traducional (BALAGOPAL e PARKER, 2009). Esta
propriedade de agregacdo de mRNPs em P-bodies e granulos de estresse pode
servir como um sistema de “tamponamento” para manter constante a taxa de
traducdo dos mRNAs, uma vez que, quantidades excessivas de mRNAs podem
competir por fatores de traducéo limitantes, dificultando a traducdo de muitos
MRNASs. Por fim, Parker e Sheth (2007) propdem que os mMRNAS recém exportados
do nucleo podem entrar neste ciclo de mRNA por duas maneiras. Os transcritos que
codificam proteinas expressas constitutivamente séo traduzidos diretamente. Porém,
grupos especificos de mMRNAs submetidos a controle traducional podem formar tipos
diferentes de mRNPs nucleares, incluindo proteinas que direcionam estes mRNAsS
aos P-bodies, garantindo um controle traducional mais robusto (PARKER e SHETH,
2007).
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Figura 3 - Ciclo de mRNAs . O RNA mensageiro pode existir em pelo menos trés estados no
citoplasma: polissomos, P-bodies e granulos de estresse. O recrutamento de repressores
traducionais como Dhhl e Patl facilita o movimento do mRNA para um estado ndo-traduzivel. A
competicdo cinética segue entre a dissociacdo do ribossomo, recrutamento da maquinaria de
decapping, decapping seguido de degradacéo do transcrito e agregacdo em um P-body. Os mRNAs
complexados com a maquinaria de decapping podem ser degradados, agregados em um P-body ou
podem voltar a serem traduzidos. Condi¢Bes limitantes de iniciacdo da traducdo podem ser
superadas pela agregacédo em granulos de estresse onde a concentracao local do aparato traducional

¢é alta (adaptado de BALAGOPAL e PARKER, 2009).
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1.3. Operons Pos-transcricionais

Como discutido anteriormente, moléculas de mRNA se associam com proteinas
assim que sao transcritas, formando complexos mMRNPs. As proteinas associadas
por fim determinam o destino dos mMRNAs e esta associacdo € muito dinamica, ou
seja, 0 tipo de proteina envolvida pode mudar em resposta a varios estimulos.
Dentro do nucleo, esses mRNPs estdo envolvidos em varios processos, tais como
transcricdo, splicing, processamento e exportacdo do transcrito do nucleo para o
citoplasma. Uma vez que o mRNA sai do nucleo, ocorre um remodelamento desses
complexos, controlando transporte, localizacéo, traducéo, estabilidade, estocagem e
degradacédo dos mRNAs.

Um nudmero crescente de estudos em diversos organismos, utilizando
ferramentas de gen6mica como microarrajos ou sequenciamento em larga escala,
revelou que proteinas de ligacdo a RNA (RBPs) se ligam especificamente a grupos
distintos de mMRNAs que geralmente codificam proteinas relacionadas
funcionalmente durante o crescimento e diferenciacdo celulares. Essa aparente
coordenacao, especialmente em nivel de estabilidade e traducdo dos mRNAs, deu
base a teoria dos RNA Regulons ou operons pos-transcricionais de mRNAs
(KEENE, 2007), segundo a qual fatores atuando em trans (proteinas, pequenos
RNAs ou metabdlitos) regulam de forma combinatorial multiplos mMRNAs de maneira
coordenada, permitindo a célula respostas ageis a mudangas ambientais — figura 4
(KEENE e TENENBAUN, 2002; KEENE e LAGER, 2005). Dentro destes complexos,
0s elementos trans interagem com elementos regulatérios presentes nos mRNAS,
denominados USERs (Untranslated Sequence Elements for Regulation). Regulons
pos-transcricionais ja foram descritos em leveduras, Drosophila sp. e células de
mamiferos (KEENE, 2007) e, possivelmente, os exemplos mais estudados sdo os
membros da familia de proteinas de ligacdo a RNA Pumilio (PUFs) em leveduras.
Gerber, Herschlag e Brown (2004) realizaram um estudo sobre cinco membros da
familia PUF (PUF1-5) em leveduras e descobriram que cada uma delas se liga a
subpopulacdes distintas de mRNAs que codificam proteinas com funcdes
relacionadas. Desta forma, tais dados demonstram que os mMRNAs nao sao
regulados ao acaso, por eventos aleatdrios no nucleo e citoplasma, mas sao

membros de complexos altamente organizados que possuem funcdo desde o
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momento da transcricdo do mRNA até a estabilidade da proteina. Entretanto, como
tal coordenacdo por RBPs tem impacto sobre a expressdo génica nos niveis de
MRNA e proteina € uma questéo a ser elucidada.

Uma vez que em tripanosomatideos a transcricdo € policistrénica e 0os genes
de uma mesma unidade policistronica podem apresentar diferencas significativas em
seu nivel de expressédo, regulons de mRNAs parecem ser bons candidatos para
regulacdo génica nestes organismos (OUELLETTE e PAPADOPOULOU, 2009).
Como ja mencionado anteriormente, as proteinas de ligacdo a RNA possuem um
papel muito importante na regulacdo da expressao génica em tripanosomatideos e
iIsso pode ser evidenciado pela grande quantidade de RBPs nos seus genomas,
principalmente quando comparada aos genomas de outros eucariotos unicelulares
(ARCHER et al., 2009).
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Figura 4 — Genes eucarioticos dispersos produzem tr  anscritos que sdo, entdo, montados em
complexos RNPs. mRNAs, que estdo associados com cada complexo RNP especifico, sao
traduzidos para formar complexos proteina-proteina. Entretanto, quatro RBPs de levedura — a
proteina de exportacdo Mex67, a proteina Pumilio Puf3, Publ e Lhpl — tém mostrado associacéo
com grupos Unicos, mas também com grupos sobrepostos de transcritos, tais como aqueles
envolvidos na biogénese de membrana e de ribossomos. Este resultado ilustra a propriedade
combinatorial e a dindmica de operons de RNA pos-transcricionais (adaptado de KEENE, 2007).

Em T. cruzi, foram relatados alguns exemplos de RBPs que podem atuar
como operons pos-transcricionais como consequéncia da ligacdo a mRNAs
especificos. Um exemplo foi mostrado durante a caracterizagdo de membros da

familia PUF (Pumilio) que tem sido extensivamente estudada em tripanosomatideos.
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A superexpressao de TcPUF6 em T. cruzi seguida de andlises por microarranjo
permitiu uma andlise comparativa de RNA entre parasitas controle e transfectado.
Este estudo mostrou que a superexpressao de TcPUF6 teve um efeito significativo
na expressao génica geral. Interessantemente, alguns dos genes afetados codificam
proteinas de ligagdo a RNA, varias quinases e proteases, indicando a existéncia de
redes regulatérias pOs-transcricionais e pos-traducionais interconectadas em T.
cruzi. Uma determinada RBP também pode mostrar fungcfes biologicas diferentes
dependendo de quais proteinas estejam associadas em um complexo mRNP.
Assim, este estudo também sugeriu que interacdes entre TcPUF6 e TcDHH1, uma
proteina helicase com dominio DEAD-box associada com P-bodies, resultou na
desestabilizacdo e, consequentemente, na degradacdo de MmRNAs em formas
epimastigotas. Pelo contrario, a auséncia dessa interacdo estabiliza os mMRNAs
associados em tripomastigotas metaciclicos (DALLAGIOVANNA et al., 2008). Em T.
brucei, proteinas PUF também estdo envolvidas no controle da estabilidade de
MRNAs. Durante o ciclo celular, TOPUF9 estabiliza os transcritos alvo durante a fase
S e, quando relizado seu knockdown, estes transcritos sdo desestabilizados e ha um
acumulo de células na fase G2/M (ARCHER et al., 2009). Outra proteina em T.
brucei, TbDRBD3, se liga a um conjunto de mMRNAs regulados durante o
desenvolvimento e que codificam proteinas de membrana e essa associacdo
promove a estabilizacdo desses alvos (ESTEVEZ, 2008).

Estudos gendmicos recentes em T. brucei demonstraram a presenca de
diversos clusters de genes corregulados. Embora muitos dos genes dentro destes
clusters apresentem funcdes diversas, uma parte deles apresenta funcdes
relacionadas e seus padrdes de expressado apresentam consisténcia com o contexto
biolégico do parasita, como a repressdo de proteinas envolvidas com maquinaria
traducional durante a transicdo entre duas formas sanguineas do T. brucei e
superexpressao na transicdo da forma sanguinea para o prociclico (KABANI et al.,
2009; JENSEN et al., 2009; QUEIROZ et al., 2009).

N&o obstante, a regulacdo pos-transcrional de um determinado gene nédo sera
baseada em um Unico fator trans na maioria dos casos, mas ira depender de uma
combinacdo de tais fatores tanto competindo pelos mesmos elementos cis quanto se
ligando a diferentes elementos. E improvavel que quaisquer dois mRNAs distintos
sejam regulados exatamente pelos mesmos fatores trans. A presenca de Varios

niveis adicionais de controle pés-transcricional, tais como splicing, exportacdo do
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ndcleo para o citoplasma, modificacdes pos-traducionais, sugere que a regulacao
global é mais complexa. Além disso, as RBPs podem mostrar diferentes afinidades e
especificidades com relacdo aos RNAs alvo e podem ainda mediar interacdes
proteina-proteina através de dominios especificos, fazendo delas reguladores
versateis da expressdo génica. Por dltimo, mas ndo menos importante, a
observacdo mais interessante a respeito das proteinas de ligagdo a RNA em
tripanosomatideos é o fato de que a maioria delas ndo possui até agora ortélogos
identificados em outros eucariotos, proporcionando um potencial consideravel para
descobrir novas vias incomuns.

Apesar de numerosos exemplos ilustrando a importancia do controle pés-
transcricional nos niveis de mRNA e na eficiéncia traducional em T. cruzi e apesar
dos dados gendémicos demonstrarem a abundéancia de sequéncias que codificam
RBPs, poucos estudos publicados forneceram evidéncias para o papel de uma RBP
controlando a expressdo génica em T. cruzi. Analises protedbmicas recentes de
complexos que se ligam a mRNAs poliadenilados em T. cruzi identificaram proteinas
gue sabemos estar envolvidas no metabolismo de RNA, como PABP1, CCR4, CAF1,
NOT1, TIA-1 like, TcUBP1, TcPUF6 e TcDHH1. Os complexos protéicos que contém
estas proteinas interagem com mMRNAs derivados de epimastigotas em fase
exponencial de crescimento ou em epimastigotas sob estresse nutricional. Durante o
estresse, alteracbes nestes complexos protéicos podem mediar a estocagem ou
degradagcédo de mRNAs para reduzir suas taxas de traducédo (ALVES et al., 2010).
Dentre o numero limitado de RBPs envolvidas no metabolismo de RNA de T. cruzi
gue foram caracterizadas podemos citar PABP, TcUBP1, SLRBP, proteinas Pumilio,
proteinas dedo-de-zinco e TcDHH1 (revisto por ARAUJO e TEIXEIRA, 2011). Sabe-
se que os complexos mMRNPs contém ndo sO proteinas de ligacdo a RNA, mas,
também, varias outras proteinas com diferentes funcgdes.

Dentre os resultados obtidos por Alves e colaboradores (2010), foram
identificadas duas proteinas ainda néo caracterizadas, contendo regifes ricas em
glutamina (Q) (ALVES et al., 2010). Estas regides ricas em glutamina nos remeteram
a proteina ataxina. Ataxina-2 € uma proteina, normalmente com um dominio de 22
residuos consecutivos de glutamina (Q), que pode expandir até 32 residuos,
causando uma doenca neurodegenerativa denominada ataxia espinocerebelar tipo 2
(SCA2). Estudos mostraram que a proteina ataxina-2 interage diretamente com a

proteina de ligagdo a cauda poli-(A) (PABP), se associando, assim, com O0s
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polissomos sob condi¢cbes normais (SATTERFIELD e PALLANCK, 2006) e sendo
recrutada para granulos de estresse sob condi¢cdes de estresse (NONHOFF et al.,
2007). Todos esses dados, em conjunto com a presenca de dominio Lsm na
proteina ataxina-2, sugerem que esta proteina esteja envolvida no processamento
de mRNA e/ou na regulacdo da traducdo (RALSER et al., 2005; TADAUCHI et al.,
2004). Foi realizada, entdo, uma busca no banco de dados de T. cruzi por
sequéncias similares a desta proteina, através de BLASTp, utilizando a sequéncia
aminoacidica da ataxina-2 (ATXN2) de humano. Através desta analise, foi
identificada uma proteina com similaridade a ataxina-2. Decidimos, entéo, investigar
o papel desta proteina em T. cruzi, mesmo nao estando presente nos dados de
Alves e colaboradores (2010).

Levando em consideracdo a associacdo das proteinas ricas em glutamina
com mRNPs e as evidéncias do envolvimento da ataxina-2 no metabolismo de RNA
em outros organismos, o objetivo deste trabalho é caracterizar funcionalmente estas
proteinas e determinar se as mesmas estdo envolvidas em mecanismos de

regulacéo da expressdo génica em Trypanosoma cruzi.
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eletrbnica de transmissao;

O objetivo principal deste trabalho foi

identificar e caracterizar funcionalmente uma

proteina rica em glutamina em T. cruzi e avaliar o

papel desta na regulacdo da expressao génica do

parasita. Para isso estabelecemos as seguintes

metas:

1.

2.

Analisar a expressdao das proteinas
selecionadas durante a metaciclogénese de T.
cruzi utilizando anti-soros policlonais contra as

mesmas;

Analisar a localizagdo subcelular destas
proteinas através de ensaios de

imunofluorescéncia e de  microscopia

Caracterizar o perfil de sedimentacdo das proteinas em gradientes de sacarose;

Identificar os MRNASs alvos de regulacdo por estes genes através de ensaios de

ribonémica através de sequenciamento de RNA em larga escala;

Determinar se a proteina TcCGAP2 se liga diretamente a RNA através de ensaios

de mudanca de mobilidade eletroforética (EMSA);

Analisar possiveis interagbes da proteina TcGAP2 com demais proteinas nas

células através de ensaios de imunoprecipitacdo com anticorpos e identificar o

conteudo protéico do imunocomplexo por espectrometria de massas;

Avaliar a viabilidade da manipulagcéo por nocaute dos genes TcGAP2 e TC(WW de

T. cruzi por recombina¢cdo homologa.
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MATERIAL
E
METODOS

Procedéncia dos reagentes e
materiais

Solucdes e meios de cultura
Cultivo de T. cruzi
Clonagem e expressao dos genes

Producéo de anticorpos
policlonais

Anédlises por Western blotting

Ensaios de sedimentacéo em
gradientes de sacarose

Transfeccdo de T. cruzi por
eletroporacédo

Ensaios de imunolocalizacao por
fluorescéncia indireta

Marcacao in situ da rede de kDNA

Imunolocalizacdo por
microscopia eletrénica de
transmissao

Ensaios de imunoprecipitacéo
para a analise de mRNAs
associados a proteina TcGAP2 -
ribondmica

Ensaio de mudanca na
mobilidade eletroforética (EMSA)

Ensaios de imunoprecipitacéo
para a anélise de proteinas
associadas a TcGAP2

Caracterizacao funcional de
proteinas por abordagens de
genética reversa — nocaute
génico

3.1. PROCEDENCIA DOS MATERIAIS E
REAGENTES

Amersham-Pharmacia Biotech:  dNTPs; inibidores
de proteases; RNAse H.
Amershan Bioscience: membranas Hybond de
nitrocelulose e de nylon, filmes de raio-X Hyperfim®,
anticorpo monoclonal anti-histidina, endonucleasess
de restricao, resina de glutationa sefarose.

Applied Biosystems: kit Big Dye™ Terminator
Ready Reaction Mix.

Appligene: proteinase K.

BioRad: acrilamida, agarose; azul de bromofenal,
bis-acrilamida, persulfato de amonia, xilenocianol.
Cult-lab: soro fetal bovino.

Difco: extrato de levedura; infuso de figado; triptose.
Invitrogen: anticorpos secundarios Alexa 488 e
Alexa 546; agarose, X-gal, marcador de massa
molecular Benchmark, BP Clonase™ enzyme mix;
Dapi; DTT; EDTA; fenol, hexadmeros aleatorios;
IPTG, kit Nick Translation, LR Clonase™ enzyme
mix; Platinum® Pfx DNA Polimerase; Platinum® Taq
DNA Polimerase; Platinum® Taq DNA Polimerase
High Fidelity; RNaseOUT™: sacarose; Superscript™
II; Taq DNA polimerase.

Merck: acetato de sodio; acido acético glacial; acido
bérico; acido cloridrico; alcool isoamilico; citrato de
sadio; cloreto de amoénia; cloreto de calcio; cloreto de
litio; cloreto de magnésio; cloreto de potéassio; cloreto
de sodio; etanol absoluto; formaldeido, fosfato de
potadssio monobésico; fosfato dibasico de sodio;

glicose; glicina, hidréxido de sbédio; isopropanol,
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maltose; SDS; sulfato de amoénia; sulfato de magnésio.

Microbiolégica: hemina.

Millipore: filtro 0,22 pm.

New England Biolabs: endonucleases de restricdo, 1kb Plus DNA ladder.

Promega: fosfatase alcalina; transcritase reversa (ImProm-lITM Reverse
Transcriptase); NBT; BCIP.

Qiagen: kit RNeasy®, QIAprep Spin Miniprep; QlAprep Spin Midiprep; coluna de Ni-
NTA (nitrilo-triacetic acid - QIAexpress System).

Serva Electrophoresis : Alu-gel S.

Sigma-Aldrich: membranas de dialise.

Sigma: &cido L-aspartico; acido L-glutamico; adjuvante completo de Freund,
ampicilina; B-mercaptoetanol; brometo de etideo; BSA; cicloheximida; cloranfenicol;
DEAE26 celulose; DEPC; DMSO; E-64; ficoll; glicerol, heparina; hepes; imidazol;
IPTG; kanamicina; L-prolina; NP-40; n-propil-galato; paraformaldeido; PMSF; poli-L-
lisina; Ponceau-S; proteina A sepharose; proteina G sepharose; puromicina; triton X-
100; tween 20.

Syntec: cetamina.

TPP: garrafas para cultivo de células.

USB: sacarose; ureia.

Vetbrands: xilasina.

Vetec: glicina.

3.2. SOLUCOES

Fenol — cloroférmio — alcool isoamilico: fenol saturado 25 partes, cloroformio 24
partes, alcool isoamilico 1 parte, 100 mM Tris-HCI pH 8,0 10 partes.

H,O: a agua utilizada em todos os procedimentos foi proveniente do sistema de
filtragem milli-Q (Millipore). A agua utilizada para procedimentos com RNA foi tratada
com dietil pirocarbonato (DEPCc).

PBS: 2,7 mM KClI, 1,5 mM KH,;POy; 4,3 mM Na,HPO,4.7H,0 e 137 mM NacCl.

Solucédo de blogueio para Western blotting: PBS, 0,1% tween 20, 5% leite em po

desnatado.
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Solucdo de brometo de etideo : solu¢cdo 5 pg/mL de brometo de etideo em &gua
destilada.

Solucédo de glutationa reduzida: 30 mg de glutationa em 10 mL de 50 mM Tris-HCI
pH 8,0.

Solucéo de hibridagéo para Southern blotting: SSC 6X, solugéo de Denhardt 5X,
0,1% SDS, 100 pg/mL DNA fita simples de esperma de salmao.

Solucéo de lise para eletroforese em campo de pulso s alternados: 0,5 M EDTA
pH 9,0, 1% sarcosil, 0,5 mg/mL proteinase K.

Solucéo de Ponceau S: 0,5% Ponceau S (Sigma P-3504), 1% &cido acético glacial.
Solugdo para coloragdo de géis de proteinas SDS-PAG E: 0,1% azul de
Coomassie R-250 em metanol/acido acético v/v (45%:10%), agua q.s.p.

Solugdo PSA 2%: 75 mM fosfato de sodio pH 8,0, 65 mM NaCl e agarose Low
Melting (p/v).

Solugéo PBS-tween 20 0,1%: PBS contendo 0,1% de Tween 20.

Solucédo PSG: 75 mM fosfato de sodio pH 8,0, 65 mM NaCl, 1,5% glicose.

Solucéo TE (Tris-EDTA): 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA.

Tampdo de amostra de proteinas: 40 mM Tris-HCI pH 6,8, 1% SDS, 2,5% [3-
mercaptoetanol, 6% glicerol, 0,005% azul de bromofenol.

Tampéao de crosslink: 0,02 de DMP (dimetil pielimidato) em tampé&o de lavagem
para crosslink

Tampao de eletroforese para SDS-PAGE: 25 mM Tris-HCI pH 8,4, 192 mM glicina
pH 8,4, 0,1% SDS.

Tampdo de eletroporacdo de T. cruzi: 140 mM NacCl, 25 mM HEPES &cido, 0,74
mM NazHPO, pH 7,5.

Tampao de eluicdo: 50 mM NaH,PO,4; 300 mM NaCl; 300mM imidazol, 8 M uréia.
Tampao de lavagem: 50 mM NaH,PO,; 300 mM NaCl; 10 mM imidazol e 8 M uréia.
Tampao de lavagem para crosslink: 0,2 M de trietanolamina pH 8,0 em PBS.
Tampao de lise: 10 mM TrisHCI pH 7.5; 10 mM MgCl,;; 10 mM NaCl e 5 mM -
mercaptoetanol (TKM mais 10% NP-40 e 2 M de sacarose — para gradiente de
sacarose)

Tampao de lise IMP1: 100 mM KCI; 5 mM MgCl,; 10 mM Hepes pH 7,0 e 0,5% NP-
40.

Tampao de lise para proteébmica: 100 mM KCI; 5 mM MgCl,, 10 mM Hepes pH 7,0.

Tampao de parada para crosslink: 0,05 M etanolamina pH 8,0 em PBS.
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Tampao de purificacdo de proteinas: 2% triton X-100, 100 mM NaH,PO,4, 500 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 2 M ureia.

Tampao de revelacédo para fosfatase alcalina: 100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM
NaCl, 5mM MgCl,.

Tampdo de solubilizagdo de proteinas: 100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris-HCI pH
8,0, 8 M ureia.

Tampao de sonicacao de proteinas: 500 mM NacCl, 2% Triton X-100, 20 mM Tris-
HCI pH 8,0.

Tampao de transferéncia para Western Blotting: 25 mM Tris-base, 192 mM
glicina, 20% metanol.

Tampao NKM: 5 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 140 mM NaCl, 10 mM Hepes pH 7,4, 10
pug/mL cicloheximida; 20 U/mL heparina.

Tampao SSC 20x: 0,3 M citrato de sodio pH 7,0, 3 M NaCl.

Tampao TBE para eletroforese de DNA (Tris-acido bér  ico-EDTA): 89 mM Tris-
base, 89 mM &cido bérico, 2 mM EDTA pH 8,0.

Tampao TELT: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 62,5 mM EDTA pH 9,0, 2,5 M LIiCl, 4%
Triton X-100.

Tampao TKM: 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 10 mM MgCl,, 300 mM KCI.

Tampao TKM-P: 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 2mM MgCl,, 500 mM KCI.

TF (tampédo de amostra para DNA — Ficoll 10x):  25% Ficoll, 0,25% azul de
bromofenol, 0,25% xileno cianol em tampao TBE 1x.

TG (tampédo de amostra para DNA — Glicerol 6x):  0,25% azul de bromofenol,

0,25% xileno cianol, 30% glicerol.

3.3. MEIOS DE CULTURA

Meio LB (Luria-Bertani): 10 g/L bacto-triptona, 5 g/L NaCl, 5 g/L extrato de
levedura.

Meio LIT (Liver Infusion Tryptose): 15 g/L extrato de levedura; 11,56 g/L fosfato
dibasico de sodio; 2,2 g/L glicose; 0,02 g/L hemina; 5 g/L infuso de figado; 0,4 g/L
KCI; 4,4 g/L NaCl; 10% soro fetal bovino (v/v) e 5 g/L triptose. pH 7,2 ajustado com
HCI.
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Meio TAU (Triatomine Artificial Urine): 2 mM CacCl,; 17 mM KCI; 2 mM MgCl,; 190
mM NaCl; 8mM tampao fosfato pH 6,0.
Meio TAU3AAG: meio TAU suplementado com 2 mM &acido L-aspartico, 50 mM

acido L-glutamico, 10 mM L-prolina e 10 mM glicose.

3.4. CULTIVO DE Trypanosoma cruzi

Neste trabalho, foram utilizadas células do clone Dm28c de T. cruzi isolado de
Didelphis marsupialis (CONTRERAS et al.,, 1988; GOLDENBERG et al., 1984),
obtidas em diferentes etapas do processo de metaciclogénese in vitro. A
metaciclogénese, processo de diferenciacdo das formas epimastigotas em
tripomastigotas metaciclicos, foi descrita por Contreras e colaboradores (1985) e
consiste em um sistema de diferenciacdo celular que utiliza meio quimicamente
definido capaz de estimular a metaciclogénese pela simulacao das condicdes fisico-
quimicas encontradas na porc¢ao final do intestino do inseto triatomineo, resultando
em parasitas com as mesmas propriedades bioldgicas encontradas nos parasitas
diferenciados no inseto. Devido a auséncia de replicacdo neste sistema, é possivel
obter parasitas em diferentes etapas do processo de diferenciacdo celular,
possibilitando desta forma o estudo dos mecanismos que modulam a expressao de

genes estagio-especificos ao longo do processo.

3.4.1. Epimastigotas em fase logaritmica de crescim  ento

A cultura axénica de T. cruzi € mantida em meio LIT suplementado com 10%
de SFB a 28 T e, a cada trés dias, é repicada em um indculo de 1 x 10° células/mL.
As formas epimastigotas em fase logaritmica de crescimento sédo obtidas apés 72
horas de cultivo, onde a densidade celular é de aproximadamente 2 a 3 x 10’
células/mL. Estas condi¢cdes foram estabelecidas de acordo com a curva de
crescimento do parasita em meio LIT a 28 T (CAMARG O, 1964).
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3.4.2. Epimastigotas sob estresse nutricional

As formas epimastigotas em final de fase logaritmica de crescimento, ou seja,
no quinto dia de cultivo com densidade celular de aproximadamente 5 x 10’
células/mL, sédo centrifugadas a 7.000 x g durante 5 minutos a 4C. Apés a
centrifugacédo, as células sdo submetidas a estresse nutricional sendo mantidas em
meio TAU, na concentracdo de 5 x 10° células/mL, por duas horas a 28 T
(CONTRERAS et al., 1985).

3.4.3. Epimastigotas em diferenciacdo, aderidos ao  substrato

Ap6s o0 estresse nutricional (item 3.4.2), 1 x 10° células s&o inoculadas em
garrafas de 300 cm? contendo 200 mL de meio TAU3AAG, numa concentracdo de 5
x 10° células/mL, e incubadas a 28 T por 24 horas. Durante este periodo, os
parasitas aderem-se as paredes das garrafas de cultivo. Para obtencéo das células
aderidas, o sobrenadante da cultura foi desprezado e as formas epimastigotas em
diferenciacdo foram liberadas por forte agitacdo das garrafas de cultura em 10 mL
de tamp&o NKM (BONALDO et al., 1988).

3.4.4. Tripomastigotas metaciclicos

As formas tripomastigotas metaciclicas, ou simplesmente metaciclicos, sdo
obtidas pela incubacédo das formas epimastigotas estressadas em meio TAU3AAG,
na concentracdo de 5 x 10° células/mL, por 96 horas a 28°C. Nestas condicdes e
sem agitacao, as formas epimastigotas aderem-se ao substrato e diferenciam-se nas
formas tripomastigotas metaciclicas que aparecem livres no sobrenadante da
cultura. Ao final das 96 horas, € possivel observar que 80 a 90 % das células neste
sobrenadante sdo tripomastigotas metaciclicos (BONALDO et al., 1988). As formas

diferenciadas podem, entdo, ser purificadas. As células sdo concentradas por
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centrifugacéo — 10.000 x g por 10 minutos a 10C — ressuspensas em solucao de
PSG e purificadas por cromatografia de troca ibnica em coluna de DEAE celulose
(DEAE-52 Whatman) equilibrada em PBS (DE SOUZA, 1984). Esta purificacdo é
possivel ja que a carga liquida da membrana dos metaciclicos é mais negativa do
gue a de formas epimastigotas. Para os ensaios de imunofluorescéncia, a etapa de
purificacdo nao foi realizada, permitindo a comparagao das formas epimastigotas em

diferenciacdo com as formas metaciclicas.

3.4.5. Extratos protéicos de T. cruzi

As proteinas totais foram extraidas das formas epimastigotas em fase
logaritmica de crescimento, epimastigotas submetidos ao estresse nutricional,
epimastigotas aderidas ao substrato, metaciclicos, amastigotas e tripomastigotas de
cultura. Para isso, 2 x 10° células de cada etapa de diferenciacdo foram
centrifugadas a 7.000 x g por 5 minutos a 4°C e lavadas trés vezes em PBS
seguidos pelos mesmos passos de centrifugacdo. As células foram homogeneizadas
em 150 uL de PBS, sobre os quais foram adicionados 50 pL de tampao de amostra
de proteinas. As amostras foram fervidas por 5 minutos e submetidas a dois pulsos
de sonicacao — poténcia 2 por 10 segundos (homogeneizador 4710 — Cole Parmer).
As amostras foram centrifugadas a 14.000 x g por 10 minutos a 4°C e os
sobrenadantes contendo o extrato protéico de 10° células/pL foram transferidos para

novos tubos e armazenados a -80 °C até o momento do uso.

3.4.6. Extracdo de DNA gendmico de T. cruzi

O protocolo segue a descricdo de Medina e colaboradores (1993) onde 2 x
10° parasitas foram coletados do meio LIT por centrifugacdo a 7.000 x g por 10
minutos. As células foram lavadas com PBS e suspensas em 10 mL de tampao
TELT (sem agitacdo). Apés 5 minutos de incubacdo, 10 mL de fenol-cloroférmio-

alcool isoamilico foi adicionado e a suspenséo foi centrifugada a 13.000 x g por 5
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minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo Esta etapa foi repetida
guantas vezes necessarias até que nao houvesse uma interface proteica muito
evidente. Apoés isso, foram adicionados trés volumes de etanol absoluto a fase
aguosa e a suspensao foi centrifugada a 13.000 x g por 10 minutos e o0 DNA
precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70%. O DNA foi incubado a 50°C para
secar e foi ressuspendido em 50 pL de solugéo TE. A solucgao foi tratada com uma
concentracédo final de 10.000 pg/mL de RNase A a 37°C por 30 minutos e foi

mantida a 4°C para uso posterior.

3.5. CLONAGEM E EXPRESSAO DOS GENES DE INTERESSE

3.5.1. Amplificacdo dos genes

Os iniciadores para os genes selecionados foram desenhados com o auxilio
do programa Primer Select e Protean (Laser Gene, DNA Star) e estédo listados em
anexo. Para a amplificacdo dos genes, foram testadas diferentes temperaturas e
concentracbes de reagentes objetivando o melhor desempenho das reacdes de
PCR. As condicbes de amplificacdo determinadas para o gene GAP2 foram as
seguintes: 100 ng de DNA gendmico de T. cruzi em uma reacao com volume final de
50 pL contendo 15 pmol de cada um dos iniciadores, tampao Accume Primer Pfx e a
enzima Platinum® Pfx DNA Polimerase diluidos conforme recomendado pelo
fabricante. A ciclagem consistiu de um passo inicial de dois minutos a 94 C, seguido
por 35 ciclos de 15 segundos a 94 C, 30 segundos a 52 € e um minuto e meio a
68 T. Para os genes 661 e ATXN2, foram amplificadas regides menores para
producado de anticorpos. As condi¢cdes de amplificacdo para a regido selecionada do
gene 661 foram as seguintes: 100 ng de DNA gendmico de T. cruzi em uma reacgéo
com volume final de 20 pL contendo 3 mM MgCl,, 200 uM de dNTPs, 10 pmol de
cada iniciador, tamp&o e Platinum® Taq DNA Polymerase. A ciclagem consistiu de
um passo inicial de dois minutos a 94°C, seguido por 30 ciclos de 15 segundos a
94°C, 30 segundos a 56°C para 661 e a 60°C para ATXN2 e um minuto de extenséo

a 68°C. Para a regido selecionada do gene ATXN2, as condicdes foram as mesmas
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descritas para 661, porém a temperatura de anelamento foi aumentada para 62°C.
Para ATXN2, também foi amplificado o gene inteiro para clonagem em vetores de
expressdo em T. cruzi. Para isso, as condi¢cdes de amplificacdo foram as seguintes:
100 ng de DNA gendmico de T. cruzi em um volume final de 50 pL contendo tampé&o
HIFI, 200 uM de cada dNTP, 2 mM MgSQO,, 10 pmol de cada primer e 1 U de
Platinum® Taq High Fidelity. A ciclagem consistiu de um passo inicial de 2 minutos a
94°C, seguido por 30 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 2
minutos a 68°C. Uma aliquota de 5 pL de cada reacéo foi misturada com tampéao de
amostra de DNA e analisada em gel de agarose 1% em tampé&o TBE a fim de se
determinar o rendimento e a especificidade da reagao.

Para retirar pequenos fragmentos de DNA sintetizados e o0s iniciadores
empregados, provenientes do processo de PCR, foi utilizada a purificagcdo com PEG
(30% PEG 8000, 30 mM MgCl,,). Ao produto de PCR, foram adicionados quatro
volumes de solucéo TE e, em seguida, acrescentou-se o PEG 50% v/v. As solucdes
foram completamente homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 x g por 15 minutos
em temperatura ambiente. Apds a centrifugacédo, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi incubado a 60°C por, no minimo, 15 minutos. Em seguida, o
sedimento foi ressuspendido em 10 pL de solugdo TE. Apds este processo de
purificacdo, as amostras foram dosadas em espectrofotometro NanoDrop 1000

(Thermo Scientific).

3.5.2. Vetores

Os produtos dos genes selecionados, ap0s purificacdo, foram clonados em
vetores do sistema de clonagem comercial Gateway® (Invitrogen), cuja tecnologia é
baseada em recombinacdo utilizando sequUéncias sitio-especificas do bacteriéfago
lambda (LANDY, 1989), possibilitando uma rapida e eficiente analise funcional das
proteinas de interesse. O sistema Gateway® permite que, a partir do clone de
entrada, seja feita a passagem do inserto, de forma rapida e eficiente, para um
segundo vetor, denominado de destino, que pode ser dos mais variados tipos, de

acordo com a necessidade de caracterizacdo funcional (figura 5).
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Para gerar um clone de entrada, é necessario que ocorra recombinacao entre
0s sitios especificos attB (attachment), inseridos nos produtos de PCR, e attP do
vetor pDONR™221 (figura 5 — & esquerda), dando origem aos sitios attL, no vetor, e
attR, no produto intermediario (figura 6A). A enzima utilizada nesta reacdo €
composta por uma integrase do bacteriéfago lambda (Int) e um fator de integracéo
ao hospedeiro de Escherichia coli (IHF) (BP Clonase™ enzyme mix). A transferéncia
do inserto para o vetor de destino é facilitada pela recombinagcédo dos sitios attL
presentes no clone de entrada com os sitios attR do vetor (LR Clonase ™ enzyme
mix), originando o clone de expressao (figura 6B). Essas reacdes sao especificas e
direcionais. O vetor pDEST™17 foi escolhido como vetor de expressdo o qual é
apropriado para a expressdo heter6loga da proteina de interesse em E. coli,
fusionada a uma sequéncia de seis histidinas em sua extremidade N-terminal (figura
5 - meio). Para a expressdo de proteina soltvel, foi escolhido o vetor pDEST'™15 o
gual fusiona uma etiqgueta GST (glutationa-S-transferase) em sua extremidade N-
terminal a proteina de interesse em E. coli, permitindo uma maior solubilidade da

proteina expressa (figura 5 — a direita).

M13 M13

mem mReve.se w m ATel  oxHi tR1 Cm® | ccdB | atR2 w ATG | GST |attR1 CmR | ccdB atR2 |T7t
— ccdB s al m® | ee ai erm ai mR | ey El erm
| | I L = -I

pDONR"221

pDONR"/Zeo

Figura 5 - Mapa dos vetores utilizados. A esquerda: vetor pDONRTM221 e, em destaque, o sitio de
insercdo do gene com os adaptadores attP1 e attP2, que permitem a recombinagcdo com o0s
adaptadores attB1 e attB2 do gene, e o gene ccdB; No meio: vetor de expresséo pDESTTM17,
destacando as principais caracteristicas do vetor, como o promotor T7, a seqliéncia codificadora de 6
histidinas, sitios attR que recombinam com os sitios attL dos clones de entrada e gene ccdB. A
direita: vetor de expresséo pDESTTM15, com as mesmas caracteristicas do vetor pDESTTM17, porém
a etiqueta de histidinas foi substituida pela de GST. Fonte: manual Gateway® Tecnology - Invitrogen.

3.5.3. Obtencao dos clones de entrada

A insergéo dos produtos de PCR no vetor pPDONR™221, denominada reagéo
BP, foi realizada conforme orientagdes do fabricante (Gateway BP clonase Enzyme
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mix). A reacdo que continha 150 ng do produto de PCR com o sitio attB, 150 ng do
plasmideo pDONR™221, num volume final de 8 uL completados com TE, e 1 uL de
BP Clonase™ enzyme mix foi incubada a 25 por 16 horas. Apés esta etapa, foi
adicionado 0,5 pL de proteinase K e a reacéo foi incubada por 10 minutos a 37<.

ApOs a conclusdo dessa etapa, os clones em pDONR™221 foram
transformados em células calcio-competentes E.coli da linhagem DH5a. Para tanto,
2 uL da reacdo BP foi adicionada a 50 pL de células calcio-competentes. Estas
células permaneceram no gelo por 30 minutos e, em seguida, foram incubadas a 42°
C por 2 minutos, sendo colocadas novamente no gelo por um minuto. Apds a
transformacéao, foi adicionado 1 mL de meio LB sem antibioticos e as células foram
mantidas sob agitacdo (200 rpm) a 37°C por uma hora. Em seguida, a cultura foi
semeada em placa de LB contendo kanamicina (25 mg/mL) e incubadas a 37°C
durante 16 horas.

Para verificar a presenca de clones com os insertos de interesse, foram feitas
PCR de colbnia, seguindo o protocolo do fabricante da enzima Taqg polimerase
(Invitrogen). As colbnias selecionadas foram inoculadas em 5 mL de meio LB
contendo kanamicina (25 mg/mL) e incubadas por 16 horas a 37° C sob agitacao
(200 rpm). A purificacéo do plasmideo foi realizada com o kit QIAprep® Spin Miniprep
(Qiagen) conforme orientagées do fabricante seguindo o protocolo para uso em

microcentrifuga.
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A

ACAAGT TTGTACAAAAAAGCAGGCT === === == i e e s e ACCCAGCTTTCT TG TACAAAGT
Produto de PCR - a#/B Produto de PCR
CTGTTCAAACATGT TTITTCGTCCEA=========com o= e === ~TGGGTCGAAAGAACATGT TTCACC
L J L
atfB1 attB2
vector--=-Nq *'\FxTTT'JiETF\TN&FV\:\AGTTGF\:\T-Nl_»]», N CTTGTACAAAGTTGG-Ng-=-vector
pDONR® 221 ) N )
vector=--N75-GGTTGAAACATG CGACTTG=Nygp=========== N100~CAAGTC( GAAC 1’[ CAACC=-N7g~=-~-vector
t N7g ""'IT"‘\V"‘T‘TT?TTT“!\'TT" N1 00 Ny o-CAAGTC GAACATETTTCAACC-N75 t
L : L )
attP1 attP2
BP Clonase™
vector===N-¢ -CCAACTT TGTACAAAAAAGC. CTmm - - e o ACCCAGCTTTCTTGTACAAAGT'
Clone de Entrada " °° % 757 CCAR AGGH Produto de PCR CC. ACAAA or
vector---N75-GGTTGAAACATGT T TR R COT OO A S e e e e e e TGGGTCCAAAGAACATGT TTCAACC 5
L J L J
attL1 atiL2
Produto Secundario AAGTTTGTACAAAAAAGCTGAAC =Ny === === =====N; 4 ~GTTCAGCTTTCTTGTACAAAGT
o cchCmR o

ceec GTTrm\:&‘;\TGTTTTTT?::MTT::»Nl:-J‘, ——————————— N0 =CAAGTC GAARGAACATQT TTCACC?
L ] L J
attR1 attR2

B

vector N7 AACTTTGTACAAAAAAGCAGGCT- ~=r= === == == === = e == ~ACCCAGCTTTC TTGTACAA, vector
ae de Entrada ° - g Gene de Interesse - R
vect N7s GAAACATGTT TRTTCETCOBA= === === s e e o TGGGTCGAAAGAACATGT TTCAAC vector
L J L 1
attL1 atfL2
ecto
pDEST®17
vector

LR Clonase™

ACCCAGCTTTCTTGTACAAS 5T
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Figura 6 - Recombinacdes entre os vetores da plataf orma Gateway ©. A) Diagrama esquematico
mostrando a recombinacdo entre os sitios attB e attP, para a obtencdo do clone de entrada.
pDONR™221 é um dos vetores disponiveis para entrada na plataforma Gateway®. B) Diagrama
esquematico mostrando a recombinagdo entre os sitios attL e attR, para a obtencdo do clone de
expressdo. pDEST'M17 foi usado como exemplo de vetor de destino. Fonte: adaptado do Manual
Gateway"~ Technology - Invitrogen.

3.5.4. Obtencéo dos clones de expressao

A troca de insertos entre os vetores de entrada e destino, denominada de

reacao LR, foi realizada conforme orientacdes do fabricante (Gateway LR clonase
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Enzyme mix). Para isso, 150 ng do vetor de entrada pDONR™221 contendo o gene
de interesse foram adicionados a 150 ng do vetor pDEST ™17, ou vetor pDEST™15.
O volume final da reacéo foi ajustado para 10 uL com TE e foi adicionado 1 pL de LR
Clonase™ enzyme mix. A reacdo foi incubada a 25<C por 16 horas. Apds e sta etapa,
foi adicionado 0,5 pL de proteinase K (2 pg/yL) e a reagédo foi incubada por 10
minutos a 37C.

Células calcio-competentes de E. coli da linhagem DH5a foram transformadas
com o produto da recombinacdo, conforme descrito anteriormente, semeadas em
placas de LB contendo ampicilina (100 mg/L) e incubadas a 37 C durante 16 horas.

A verificacdo de clones de destino positivos foi realizada através de PCR de
coldnias conforme descrito anteriormente. As colonias selecionadas foram estriadas
em placa de LB contendo ampicilina (100 pug/mL), a qual foi incubada a 37° C
durante 16 horas. Para a obtencdo dos plasmideos, uma colénia de cada placa
referente a cada um dos genes foi selecionada e inoculada em 5 mL de meio LB
contendo ampicilina (100 pg/mL), e incubada a 37°C por 16 horas sob agitacdo (200
rpm). A purificacdo do plasmideo foi realizada conforme descrito anteriormente.

O seguenciamento dos clones obtidos foi realizado de acordo com as
especificacbes do kit BigDye™ terminator utilizando o sequenciador Automatic
sequencer 3730x| (Applied Biosystems), através de servigo prestado pelo Instituto

Pasteur Korea.

3.5.5. Expressao e purificacdo das proteinas recomb  inantes para

obtencéo de soros policlonais

A expressédo das proteinas foi feita primeiramente em pequena escala a fim
de se otimizar as condi¢cdes de expressao e verificar a solubilidade das mesmas.
Assim, células da linhagem de E. coli BL21(DE3) pLysS transformadas com o vetor
pDEST™17 contendo o gene de interesse, em fase logaritmica de crescimento
(DOsoonm €ntre 0,6 - 0,8), foram induzidas através da adicdo de concentracbes
variaveis de IPTG e incubadas a 37°C. Uma vez estabelecidas as condi¢des mais

favoraveis, a expressao foi realizada em maior escala. As células foram crescidas
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em 200 mL de meio LB acrescido de ampicilina (100 pg/mL) e, quando atingiram a
fase logaritmica de crescimento, foram induzidas com 1 mM de IPTG e mantidas a
37 T sob agitacdo (200 rpm) por trés horas. Uma al iquota de 1 mL foi retirada desta
cultura antes da adicdo de IPTG para servir como controle negativo. Apds este
periodo, a cultura foi centrifugada a 6.000 x g por 10 minutos a 4 . O
sobrenadante foi descartado, o precipitado ressuspendido em tampé&o de sonicagéo
de proteinas e sonicado por 4 ciclos de 15 segundos com intervalos de 1 minuto em
poténcia 8 (Ultrasonic homogenizer, Cole-Parmer). Apés a lise, as células foram
centrifugadas a 10.000 x g por 15 minutos a 4 € para a obtencdo das fracdes
denominadas soluveis e insollaveis. A fragcao solUvel é constituida pelo sobrenadante
obtido apos a centrifugacdo, a qual foi armazenada a -20 . O sedimento foi
ressuspendido em tampao de purificacdo de proteinas e lavado mais uma vez com
esse mesmo tampao. Em seguida, foi ressuspenso em tampéao de solubilizagao e,
em seguida, sonicado e centrifugado conforme descrito acima. O sobrenadante
desta centrifugacdo foi denominado fracdo insolivel e armazenado a -20CT.
Aliguotas das fracfes (soluvel, insolavel e controle ndo-induzido) foram analisadas
em gel SDS-PAGE conforme descrito por Laemmli (1970). O gel SDS-PAGE com
estas amostras foi corado com solucéo de coloragdo contendo Coomassie-blue ou
transferido para uma membrana de nitrocelulose para ensaios de Western blotting.

A clonagem dos genes de interesse no vetor de expressdo pDEST™17
possibilitou a inser¢cdo de um residuo de 6 histidinas na por¢cdo amino-terminal das
proteinas. As proteinas recombinantes foram purificadas por cromatografia de
afinidade em coluna de Ni-NTA. O NTA interage com os fons (Zn**, Ni**, Mn*") e
estes com a cauda de histidinas. A eluicdo das proteinas foi obtida pela adicdo de
imidazol, um analogo estrutural da histidina, que se liga a resina de NIi-NTA
deslocando a proteina.

A coluna de afinidade contendo 1 mL de resina Ni-NTA (Qiagen) foi lavada e
equilibrada com 10 volumes de tampéao de solubilizacdo de proteinas. Feito isso, a
solucéo de proteina solubilizada (proveniente da frac&do insolavel descrita acima) foi
aplicada na coluna. Esta mistura foi incubada por 16 horas a 4°C ou uma hora em
temperatura ambiente em agitador orbital. Apos a incubacéo, a solugédo contendo as
proteinas que nao se ligaram a resina foi recolhida, sendo denominada flow through
(FT). Para retirar proteinas contaminantes da resina, foram feitas cinco lavagens

com 10 mL de tampdo de lavagem e a amostra proveniente da primeira e da
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segunda lavagem foi armazenada para verificar a qualidade do processo de
purificacdo. Para eluir a proteina de interesse, foram adicionados 500 uL de tampéao
de eluicdo a resina e este processo foi repetido por mais 5 vezes. Todas as
amostras - aliquotas do FT, dos lavados e dos eluidos - foram analisadas em gel
SDS-PAGE, posteriormente corado com solucao de coloracao contendo Coomassie,
e armazenadas a -20 C.

Para obter proteinas recombinantes com maior grau de pureza, as fracdes
eluidas com imidazol foram aplicadas em gel SDS-PAGE preparativo. A
concentracéo de acrilamida utilizada variou entre 10 e 15% dependendo do tamanho
esperado das proteinas, utilizando 30 mA de corrente elétrica por gel. Apds a
corrida, o gel foi corado com 100 mM KCI previamente resfriado e a banda referente
a proteina de interesse foi removida. Para retirar a proteina desejada da matriz do
gel de acrilamida, foi utilizado o processo de eletroeluicdo. A banda foi colocada em
uma membrana de didlise (Sigma-Aldrich) com aproximadamente 1 mL de tampao
de SDS-PAGE. Feito isto, as membranas com as extremidades seladas foram
colocadas dentro de uma cuba eletroforética contendo tampéao de eletroforese para
SDS-PAGE e submetidas a uma corrente de 50 mA por 2 horas. Apds este periodo,
o liquido presente dentro da membrana foi coletado e foi realizada uma segunda
etapa de eletroeluicdo. A concentracdo de proteina foi dosada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976) no equipamento Qubit® fluorometer (Invitrogen).

3.5.6. Expresséo e purificacdo da proteina TcGAP2 s  oluvel

Células da linhagem de E. coli BL21(DE3) pLysS foram transformadas com o
vetor pDEST'™15 contendo o gene de interesse como descrito 3.5.4. Apds o
crescimento em meio seletivo e confirmacdo por PCR de colbnia, as bactérias que
apresentavam o inserto em questdo foram inoculadas em 5 mL de meio LB e
incubadas por 16 horas a 37°C e sob agitacdo constante. A partir desse pré-indculo,
um indéculo na diluicdo de 1:50 foi feito, incubado nas mesmas condicdes e
monitorado até a densidade 6tica em 600 nm alcancar valores entre 0,4 e 0,6. Antes
da inducéo, as bactérias sofreram choque térmico (em gelo) e adicdo de etanol

numa concentracdo final de 3% para aumentar a produgao de chaperonas capazes
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de dobrar mais eficientemente as proteinas. Apds uma hora nestas condicfes sem
agitacdo, foi adicionado IPTG a uma concentragdo de 0,1 mM para induzir a
expressao da proteina. A cultura foi mantida sob agitagdo (180 rpm) a 25°C por 16
horas. ApGs esse periodo, a cultura foi centrifugada a 7.000 x g por 10 minutos a 4
. O sedimento bacteriano foi ressuspendido em PBS contendo inibidor de
proteases (1 mM PMSF) e sonicado em gelo por 4 ciclos de 15 segundos com
intervalos de um minuto em poténcia 8 (Ultrasonic homogenizer, Cole-Parmer). Ap6s
a lise, as células foram centrifugadas a 10.000 x g por 15 minutos a 4 T para a
obtencdo das fracbes soluvel (sobrenadante) e insoluvel (sedimento). A fracdo
insolavel foi suspendida em PBS e sonicada nas mesmas condigbes acima.
Aliguotas das fracdes (soluvel, insoluvel e controle ndo induzido) foram analisadas
em gel SDS-PAGE. Em paralelo, foi realizada a inducdo da expressdo de GST
apenas, para servir de controle para experimentos seguintes. Apds confirmacao da
expressdo da proteina na fracdo soluvel através de corrida em gel SDS-PAGE
posteriormente corado com Coomassie blue, a mesma foi purificada utilizando
resinas diferentes, descritas a sequir.

Purificacdo em resina de Glutationa Sepharose® 4B (Amershan Biosciences):

A fracdo solavel foi purificada a partir da resina de Glutationa Sepharose® 4B que
liga especificamente & proteina GST fusionada a proteina de interesse. Cinquenta
microlitros de resina foram lavados trés vezes com PBS e incubados com a fracao
soltvel de TcGAP2 por uma hora a 4°C. Apds essa incubacdo, a resina foi
centrifugada a 600 x g por um minuto e a fracdo ndo ligada (flow-through) foi
coletada para posterior analise. A resina foi lavada trés vezes com 1 mL de PBS
cada (lavados 1, 2 e 3). Em seguida, a proteina solavel foi eluida com 50 pyL de
solucdo de glutationa reduzida. Esse passo de eluicdo pode ser repetido quantas
vezes forem necessarias para recuperar 0 maximo de proteina fusionada a GST;
neste caso, foram feitas seis elui¢cfes. A resina foi lavada com PBS e a fragdo eluida
foi mantida a -20°C para uso posterior.

Purificacdo da proteina TcGAP2 com soro anti-TcGAP2 imobilizado em beads

magnéticas contendo IgG anti-coelho: o anti-soro contra a proteina TcCGAP2 (40 pL)

foi diluido com PBS-BSA (40 mg/mL) em volume final de 100 uL e incubado por
aproximadamente 16 horas a 4°C com 10 pL de beads magnéticas contendo IgG
anti-coelho, previamente lavada e blogueada com PBS-BSA (40 mg/mL por 10

minutos), sob leve agitacdo. ApOs essa incubacdo, o tubo foi colocado em uma
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estante magnética para retirar os anticorpos néo ligados. A resina foi lavada uma
vez com PBS-BSA, uma vez com PBS e incubada com tampéao de crosslink por 30
minutos sob leve agitacdo. Apds essa incubacdo, os tubos foram colocados na
estante magnética para retirar o tampdo de crosslink e a resina foi lavada com
tampdo de lavagem para crosslink por cinco minutos sob leve agitacdo. A resina
passou por mais dois passos de crosslink e lavagens iguais aos descritos acima.
Apés a terceira lavagem, a reagcdo de crosslink foi interrompida com tampédo de
parada para crosslink, duas vezes de 5 minutos cada sob leve agitacdo. O excesso
de anticorpo néo-ligado covalentemente foi retirado com 200 pL de glicina 0,2 M pH
2,5 por um minuto. O pH foi imediatamente ajustado com trés lavagens com Tris-HCI
20 mM pH 8,0. Esta resina foi guardada a 4°C ou usada em seguida para
imunoprecipitar a proteina soluvel GAP2.

A fracdo contendo a proteina solavel TcGAP2 foi incubada com a resina
preparada como descrito acima por 2 horas em temperatura ambiente sob leve
agitacdo. Os tubos contendo a resina foram colocados em uma estante magnética, o
flow-through foi coletado e a resina foi lavada trés vezes com 1 mL de PBS e duas
vezes com 1 mL de Tris-HCI 50 mM contendo 300 mM de NaCl. A proteina solavel
GAP?2 foi eluida com concentracdes diferentes de sal: 100 pL de Tris-HCI 50 mM
contendo 0,5 M de NaCl seguida de 100 pL de Tris-HCI 50 mM contendo 1 M NacCl.

Uma aliquota de cada fracéo foi analisada em gel SDS-PAGE.

3.6. PRODUGCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS

As proteinas recombinantes foram inoculadas em camundongos da linhagem
Swiss. Para a primeira imunizacdo, foram utilizados 50 pg de cada proteina
recombinante recuperada do gel preparativo como descrito anteriormente. A
proteina foi diluida em 1 volume do adjuvante Freund completo e administrada por
via intraperitoneal em dois camundongos. Dez dias ap0s a primeira inoculacdo, os
animais receberam a segunda dose do antigeno (20 pg) misturada com 77 uL de
Alu-gel para os dois camundongos. Foram realizadas trés inoculacdes subseqlentes
com intervalos de dez dias. Apés a ultima inoculagéo, procedeu-se a coleta do soro.

Os animais foram sedados com 0,2 mg de cetamina e 2 mg de xilasina e 0 sangue
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foi coletado por puncéo cardiaca. 1 mL de PBS foi utilizado para coleta do lavado
peritoneal, apds o sacrificio do animal. O sangue foi incubado por 15 minutos em
temperatura ambiente e por 15 minutos a 37C e, em seguida, foi centrifugado por
10 minutos a 2.000 x g, para a obtencdo do soro. O sobrenadante foi coletado em
outro tubo e o processo de centrifugacgao foi repetido mais duas vezes. O soro obtido
foi aliguotado e armazenado a -20 T. Os procedimen tos utilizando camundongos
neste trabalho foram submetidos & aprovacdo pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana
(em anexo).

Para dispor de uma maior quantidade de soro, a proteina GAP2 foi utilizada
para imunizacdo em coelhos. As imunizacfes em coelhos foram feitas pelo servico
de producédo de anticorpos do laboratério de imunologia do Centro de Biotecnologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Foram utilizados 100 ug de proteina
purificada para cada inoculacdo em dois animais. Foram realizadas quatro
inoculagdes com intervalos de quatorze dias. Dez dias apds a ultima inoculagéo, o
sangue dos animais foi coletado, aliquotado e armazenado a -20°C.

Os anti-soros contra as proteinas TcGAP2 produzidos em coelhos foram
purificados por meio de incubagcdo com a proteina recombinante previamente
transferida para uma membrana de nitrocelulose. ApGs 16 horas de incubacgéo a
4°C, o sobrenadante foi descartado e a membrana foi lavada trés vezes com PBS-
tween 20 0,1%. Os anticorpos ligados a membrana foram eluidos com 200 pL de 0,2
M de glicina pH 2,5 por 2 minutos e o pH da solugao foi ajustado para 7 com tampao
1 M Tris-HCI pH 9,5 (20uL). Os anticorpos purificados foram aliquotados e

guardados a -20°C para uso posterior.

3.7. ANALISES POR WESTERN BLOTTING

Para os ensaios de Western blotting (TOWBIN et al., 1979), aproximadamente
200 ng de proteina recombinante e extrato protéico de epimastigotas equivalentes a
5 x 10° células foram submetidos & eletroforese em gel SDS-PAGE. Apds a
eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose

por duas horas a 60 V ou 16 horas por 20 V. Terminada a transferéncia, a
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membrana foi corada com solugdo de Ponceau para verificar a qualidade da
transferéncia e, em seguida, descorada em &gua destilada e incubada em solugéo
de bloqueio por uma hora em temperatura ambiente ou por 16 horas a 4 T. Apés
essa incubacdo, a membrana foi colocada em solucdo de bloqueio contendo o
anticorpo primério (soro policlonal obtido) permanecendo por duas horas a 37 C e,
em seguida, lavada trés vezes por 5 minutos com solugéo de PBS/Tween 20 0,1%.
A membrana foi incubada com o segundo anticorpo anti-lgG de camundongo ou
coelho conjugado com fosfatase alcalina, diluido em solucéo de bloqueio, por 1 hora
em temperatura ambiente. As membranas foram novamente lavadas como descrito
acima e, a seguir, foram reveladas com 66 pL de NBT (cromogeno) e 33 pL de BCIP
(substrato), diluidos em 10 mL de tamp&o de revelacdo para fosfatase alcalina. A
reacao de revelacdo foi bloqueada através da lavagem da membrana em 1 mM

EDTA e, em seguida, em agua.

3.8. ENSAIOS DE SEDIMENTACAO EM GRADIENTES DE SACAR OSE

O perfil de sedimentacgéo de polissomos foi obtido através de centrifugacdo de
extratos citoplasmaticos em gradientes de sacarose segundo o protocolo de Holetz e
colaboradores (2007). Epimastigotas em fase logaritmica de crescimento e
epimastigotas sob estresse nutricional foram incubados com 100 pg/mL de
cicloheximida por 10 minutos em temperatura ambiente para estabilizacdo de
MRNAS que estdo sendo traduzidos. As células foram centrifugadas a 7.000 x g por
10 minutos a 4°C e lavadas duas vezes com tampdo TKM suplementado com
cicloheximida. ApoOs descartar o sobrenadante, as células foram ressuspensas em
900 pL de TKM suplementado com 100 pg/mL de cicloheximida, 10 pug/mL de
heparina, 10 uM de E-64 e 1 mM de PMSF. A suspenséo foi transferida para novo
tubo contendo 100 pL de tampéo de lise e homogeneizada por pipetagem. A lise foi
monitorada em microscopio. O lisado foi entdo centrifugado a 16.000 x g por 5
minutos a 4°C e o sobrenadante (500 pL equivalentes 5 x 10° células) foi adicionado
no topo de um gradiente de sacarose