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RESUMO

Além da importancia médica como causador da doenga de Chagas, o protozoario
Trypanosoma cruzi € considerado um organismo modelo para o estudo de
mecanismos poés-transcricionais na regulagdo da expressdo génica em eucariotos.
Estes mecanismos sdo mediados por proteinas de unido ao RNA (RBPs) e
elementos regulatorios presentes nas regides ndo traduzidas (UTRs) dos mRNAs,
ambos associando-se em complexos ribonucleoproteina (RNPs). Nestes RNPs,
MRNAs relacionados funcionalmente e RBPs se associam de modo combinatorial,
definindo redes regulatérias conhecidas por "regulons" de RNA. A caracterizagéo
das proteinas presentes nos diferentes RNPs e seus respectivos alvos pode
contribuir para a compreensao dos mecanismos pos-transcricionais em eucariotos. A
ribondmica consiste na purificagdo de RNPs ou RBPs isoladas com seus transcritos
associados, seguindo o isolamento dos mRNAs e hibridizagdo em microarranjo para
identificacdo. Neste trabalho foram selecionadas diversas RBPs com o dominio
RRM (RNA Recognition Motif) expressas em formas epimastigotas de Trypanosoma
cruzi e que apresentem algum grau de regulagao durante a diferenciagdo. Uma das
proteinas, denominada TcRBP40, foi caracterizada funcionalmente neste trabalho.
Esta foi sintetizada fusionada a uma etiqueta de histidinas em sua forma soluvel,
para utilizar em ensaios de purificacdo por afinidade de RNAs das formas
epimastigotas. O gene codificante da proteina em estudo também foi clonado em
vetor que contém sequéncias para etiquetas protéicas uteis para o ensaio de
purificacdo sequencial por afinidade. Esta construgao foi transfectada em T. cruzi e a
proteina purificada para extracdo dos mMRNAs associados. Os mRNAs alvos dos dois
ensaios foram hibridados em microarranjo de T. cruzi e analisados. Cerca de 70%
constituem proteinas hipotéticas, e metade delas contém uma sequéncia de
insercdo em membrana. O elemento de reconhecimento da TcRBP40 foi investigado
por EMSA. Uma regido rica em As e Gs foi apontada como candidata. O perfil de
expresséo dos alvos no ciclo de vida mostrou que a grande maioria esta aumentada
em metaciclicos, enquanto que estudos do perfil de expressdo da proteina
mostraram diminuicdo da sua expressao nesta fase. Um ensaio de superexpressao
da TcRBP40 em T. cruzi mostrou que a expressao dos alvos foi diminuida. Estes
dois resultados sugerem uma fungao de desestabilizagcdo dos mMRNAs associados. A
proteina mostrou localizag&o celular na regido dos reservossomos do parasita. Esta
€ a primeira evidéncia experimental de proteinas de regulagdo de mensageiros
presente nesta estrutura. Futuras analises permitirdo caracterizar o mecanismo de
regulacdo dos mRNAs e determinar a relevancia da proteina no processo de
diferenciagao celular.



ABSTRACT

Beyond the medical interest on Chagas disease, Trypanosoma cruzi can be
considered as a model organism for studying the posttranscriptional mechanisms
that regulate gene expression in eukaryotes. These mechanisms are mediated and
facilitated by RNA binding proteins (RBPs) and regulatory elements present in the
untranslated regions (UTR) of the mRNAs. In a combinatorial way, the UTRs
associate in functionally related ribonucleoprotein complexes (RNPs) to define
regulatory networks known as RNA regulons. Characterizing the proteins present in
the different RNPs and their target mMRNAs may contribute to the comprehension of
posttranscriptional mechanisms in eukaryotes. The ribonomic approach consists in
the purification of RNPs or RBPs, followed by isolation of the associated mRNAs and
microarray hybridization to define their identity. Our interest was on the RBP protein
family containing the RNA Recognition Motif (RRM). We have selected several
proteins that are expressed in the epimastigote forms of T. cruzi and show some
degree of regulation during differentiation. We characterized the function of one of
these proteins, the TcRBP40. His-tagged and TAP-tagged recombinant TcRBP40
was used in pull-down assays with total RNA from epimastigote forms. The
recovered RNAs were amplified and analyzed by the T. cruzi oligonucleotide
microarray. 70% of the identified mRNAs correspond to hypothetical proteins, and
half of these had a signal for trasmembrane localization. The TcRBP40 recognition
element was investigated through EMSA and the results point to an A- and G-rich
region as the strongest candidate. The expression profile of the TcRBP40 targets
indicates that they are all more abundant in the metacyclic life stage of the
trypanosome. On other hand, the corresponding protein expression decreases in the
same life stage. The TcRBP40 over expression resulted in a decrease of its targets.
These results suggest an mRNA destabilization function by the TcRBP40. In
addition, we also found the protein localized to the parasite reservosomes. This is the
first experimental evidence of a protein that controls transcript abundance localized
to this organelle. Further analyses will help fully characterize the mechanism of target
regulation by the protein and determine the relevance of the protein on cell
differentiation process.
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1 INTRODUGAO

1.1 O Trypanosoma cruzi

1.1.1 Classificacdo geral

O protozoario Trypanosoma cruzi foi primeiramente descrito por Carlos
Chagas, no inicio do século XX, que o detectou nos insetos hematoéfagos
transmissores da doenca de Chagas, patologia causada pelo parasita (CHAGAS,
1909).

A classificagdo filogenética o enquadrou na ordem Kinetoplastida
(Honigberg, 1963), familia Trypanosomatidae. Os organismos desta ordem possuem
habito de vida parasitario. Sua biologia & preparada para adaptagcdo aos diversos
ambientes que ocupa durante seu ciclo de vida. Sdo consideradas trés espécies
como as principais dentro deste grupo, que recebem a designagao TriTryps:
Leishmania major, causadora da leishmaniose, Trypanosoma brucei, que causa a
doenga do sono, e o Trypanosoma cruzi. O grupo divergiu precocemente da arvore
evolutiva dos eucariontes, e apresenta caracteristicas bem peculiares, distintas dos
demais eucariotos (MASLOV; PODLIPAEV; LUKES, 2001).

Varias classificagdes das diferentes cepas de T. cruzi ja foram propostas. A
que vem sendo melhor aceita foi baseada em dados de comportamento biolégico e
padrées de isoenzimas, onde as 138 cepas isoladas foram classificadas em
biodemos Tipo |, Il e Il (ANDRADE; MAGALHAES, 1997; DEVERA; FERNANDES;
COURA, 2003).

1.1.2 Doenca de Chagas

A doencga de Chagas é uma desordem restrita as Américas, por este motivo

também chamada tripanossomiase americana. Esta espalhada por 21 paises.
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Atualmente, 15 milhdes de pessoas sofrem da doenca e mais 28 milhdes vivem nas
areas de risco. Ha ainda 41 mil novos casos de transmissao vetorial e 12,5 mil

pessoas morrem a cada ano da doenga (WHO, 2005).

No local de entrada do parasita no mamifero é formada uma lesdo, o
chagoma. O processo inflamatoério se espalha localmente (TANOWITZ et al., 1992).

A doenca de Chagas no homem pode se manifestar em duas fases. A fase
aguda é caracterizada por altos niveis de parasitas no sangue e tecidos, resultado
da evasdo do T. cruzi ao sistema imune. Apesar de poder estar associada a
sintomas severos, a fase aguda n&o constitui a causa principal das mortes por
doenga de Chagas, sendo em criangas e individuos com deficiéncia imunologica,
sendo ela assintomatica na maior parte dos casos. Uma das possiveis
manifestagdes € a formacéo do sinal de Romana, um edema periorbital indolor. Esta
fase termina quando os niveis de parasitas no sangue s&o controlados pelo sistema
imune. Entdo duas formas podem se seguir: uma assintomatica, que pode durar
varios anos com alguns episodios de febre, e uma crbénica, bem menos frequente.
Esta pode manifestar-se no coragdo, causando inflamacao crénica e fibrose, ou,
menos comumente, no trato digestivo e ocasionar paralisia do eséfago e colon pela
destruicdo de ganglios. O obito advém da disfuncdo destes sistemas vitais, pela
destruicdo dos tecidos e da comunicacdo nervosa provocadas pelo parasita. Ainda
outros oOrgaos sao passiveis de infecgdo, porém com menor frequéncia de
ocorréncia em relagdo aos casos acima citados (TANOWITZ et al, 1992;
TARLETON, 2003).

Para combater o T. cruzi no organismo sao utilizadas drogas baseadas em
compostos nitro-heterociclicos. O Nifurtimox produz metabdlitos reativos de
oxigénio, aos quais o parasita € mais sensivel do que sdo as células do organismo.
O Benzonidazol atua com estresse redutivo, causando modificacdes covalentes em
macromoléculas. Estas drogas sao eficientes para tratar a fase aguda da doencga,
porém com varios efeitos colaterais. Para controlar a fase crénica ainda ndo ha
terapia efetiva. O tratamento com as drogas disponiveis ndo leva a eliminagéo
completa do parasita em pacientes cronicamente infectados. Algumas cepas
apresentam ainda resisténcia a estas drogas, tornando o tratamento inviavel (WHO,
2005).
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1.1.3 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um parasita heteroxénico. Seu ciclo parasitario inclui
dois hospedeiros distintos na natureza: um inseto hematofago e um vertebrado
mamifero. O inseto € comumente conhecido por barbeiro, pertencente a ordem
Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. A principal espécie
transmissora no Brasil é Triatoma brasiliensis (ARAUJO et al., 2006). Entre os
hospedeiros mamiferos estao roedores, animais domeésticos, marsupiais, primatas e
o homem (BRIONES et al., 1999).

Estudos mostram a presenca de varias formas transicionais; contudo ha
basicamente quatro formas distintas no ciclo de vida: epimastigotas, formas
replicativas do trato digestivo do inseto; tripomastigotas metaciclicas, formas
infectivas que se desenvolvem no intestino do inseto; amastigotas, formas
replicativas e também infectivas das ceélulas do mamifero; tripomastigotas
sanguineas, da corrente sanguinea do mamifero (CHAGAS, 1909; CHAGAS, 1935;
DE SOUZA, 2002).

Ao se alimentar do sangue de um mamifero contaminado, o inseto vetor
recebe os tripomastigotas sanguineos, que seguem pelo sistema digestivo até o
intestino. Num ambiente pobre em monossacarideos, com temperatura inferior e pH
mais acido, a maioria dos parasitas diferencia nas formas epimastigotas (TYLER;
OLSON; ENGMAN, 2003). Ali se proliferam quando ha nutrientes oriundos de uma
nova alimentac&do. Ao final do intestino, aderem pelo flagelo a ampola retal para
iniciar a metaciclogénese, processo de diferenciagdo para formas tripomastigotas
metaciclicas infectivas. Estas sdo liberadas juntamente com as excretas do
triatomineo (GARCIA; GONZALES; AZAMBUJA, 1999).

A infecgdo no vertebrado ocorre principalmente por contaminagdo com as
excretas do inseto durante seu repasto sanguineo. Ao entrar no tecido por uma
descontinuidade na pele ou por mucosas, as formas tripomastigotas metaciclicas
sao capazes de invadir células nucleadas. O mecanismo de entrada nas células
mais conhecido € através de lisossomos, recrutados pela reorganizacdo do

citoesqueleto na regido da invasdo na membrana plasmatica (ANDREWS, 2004). E

formado um vacuolo parasitéforo que envolve todo o parasita até que este se
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encontre totalmente dentro da célula. Neste ambiente &acido, provocado pelas
enzimas lisossomais ali fusionadas, o parasita permanece de 2 a 4 horas, quando
deve romper a membrana do vacuolo ou sendo morre. No citoplasma sofre um novo
processo de diferenciacdo, a amastigogénese, cujas formas amastigotas adotam
morfologia esférica e reentram no ciclo celular para proliferar. Quando a célula
hospedeira ja estiver repleta de parasitas, inicia-se nova diferenciagdo para uma
forma epimastigota alongada intermediaria ao tripomastigota. Estes podem romper a
célula por agcédo de proteases ou mesmo pelos proprios batimentos do flagelo. Ao
escapar da célula, sdo capazes de invadir novas células e, ao entrar na corrente
sanguinea, espalhar-se para outros tecidos. Na corrente, podem ser ingeridos pelo
triatomineo, reiniciando o ciclo (Fig. 1) (DE SOUZA, 2002; TYLER; OLSON;
ENGMAN, 2003).

Estagio no inseto vetor Estagios humanos
inseto ingere sangue, depositando

@ triromastigotas metaciclicos gue entram @e Tripomastigotas metaciclicos penetram vérios

pela ferida ou por membranas mucosas lipos celulares no local de entrada. Dentro das

> 4 células, se transformam em amastigotas

tripomastiqotas metaciclicos
no intestino posterior

multiplicam no intestino @
% Inseto se nutre de sangue

epimastigotas no (tripomastigotas ingeridos)

ointesiiho médio \e '%T
rg};

e Amastigotas. se muttiplicam por
Trinomastigotas fiss&o bindria dentro das células

podem infectar outras dos tecidos infectados
células e se transformar em

amastigotas intracelulares
em novos locais

Amastigotas intracelulares
se transformam em tripomastigotas,
gue entram no sangue ao
estourarem as células

Figura 1 - CICLO DE VIDA DO Trypanosoma cruzi. FONTE: PROBST, 2005, modificado de
www.dpd.cdc.gov/dpdx.
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1.1.4 Metaciclogénese

As formas epimastigotas, tripomastigotas metaciclicas e formas transicionais
da metaciclogénese vém sendo alvo de estudos de grupos de pesquisa do Instituto
Carlos Chagas. A metaciclogénese € apontada na comunidade cientifica em geral
como um bom modelo de estudo, pois pode ser mimetizada in vitro em condi¢des ja
estabelecidas. Estudar genes expressos diferencialmente permite a identificagdo de
fatores e processos que atuam na modulacdo e controle do processo de
diferenciacdo (KRIEGER et al., 1999; AVILA et al., 2003; BONALDO et al., 1991).

Para ser reproduzida in vitro, alguns procedimentos foram adotados. A
primeira alteragdo ambiental que desencadeia o processo de diferenciacdo em
metaciclicos é a transigao do parasita dentro do intestino do inseto vetor para um
ambiente pobre em nutrientes. In vitro, as células s&o transferidas para um meio de
cultura que mimetiza a urina do triatomineo (TAU), também pobre em nutrientes
(CONTRERAS et al., 1988). Outro pré-requisito para que a diferenciagdo seja
completada € a adesao dos parasitas a parede do intestino do inseto em seu transito
final. O mesmo acontece nas garrafas de cultura: o parasita adere ao plastico,
mantendo sua propriedade de diferenciacdo. Apés um periodo de 3 a 4 dias as
formas aderidas se liberam para o sobrenadante, ja diferenciadas em formas
metaciclicas (BONALDO et al., 1988).

1.1.5 Biologia celular de T. cruzi

O organismo unicelular Trypanosoma cruzi apresenta caracteristicas

celulares préprias que o diferenciam dos outros organismos.

E observada uma rigida estrutura de microtibulos, o citoesqueleto
subpelicular, localizada logo abaixo da membrana plasmatica, a qual confere alta
resisténcia contra ruptura mecanica (DE SOUZA, 2002). Seu flagelo emerge de uma
invaginagao endocitica denominada bolsa flagelar. Esta estrutura é responsavel por

toda endo e exocitose que ocorre no parasita, uma vez que a camada de
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microtubulos impede a formagédo de invaginagdes na membrana. Os microtubulos
subpeliculares estdo ausentes apenas na regido da bolsa flagelar. Na regido
posterior estdo 0s reservossomos, responsaveis por armazenar macromoléculas
ingeridas pela célula por endocitose através do citostomo (DE SOUZA, 2003). Os
glicossomos estdo distribuidos por todo o citoplasma; s&o semelhantes aos
peroxissomos em outros eucariotos, porém contém todas as enzimas glicoliticas, as
quais em outros organismos se encontram dispersas no citoplasma (DE SOUZA,
2002).

Possui apenas uma mitocdndria, que se estende ao longo de toda a célula.
Esta mitocdndria apresenta uma regido especializada, denominada cinetoplasto. O
cinetoplasto é uma estrutura particular da ordem. E formada por um concatenado de
DNAs circulares, arranjados na matriz da mitocondria unica, e proteinas associadas
envolvidas com a manutencdo da estrutura e a replicacdo do cinetoplasto. Sua
localizagéo é alterada durante o ciclo de vida, permitindo caracterizar o estagio em
que o parasita se encontra (MORRIS et al.,, 2001). Nas formas replicativas as
moléculas de kDNA sdo bem empacotadas, formando um disco cbncavo, e
orientadas paralelamente ao eixo longitudinal do parasita. Podem aparentar ter uma
dupla camada ao microscopio Optico. Em tripomastigotas o cinetoplasto é
subterminal (DE SOUZA, 2002).

O material genético do T. cruzi esta concentrado em um nucleo pequeno,
que sofre rearranjos durante o ciclo de vida. Enquanto na fase proliferativa, o nucleo
€ arredondado, com nucléolo evidente e pouca heterocromatina periférica. Quando
diferencia para as formas infectivas, a forma do nucleo se torna alongada, quase
todo tomado por heterocromatina e o nucléolo se desfaz (ELIAS et al., 2001).

1.1.6 Biologia Molecular de T. cruzi

1.1.6.1 Genoma
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O genoma nuclear do T. cruzi contém 60,3 Mb, organizado em 41 pequenos
cromossomos. Apenas recentemente foi possivel obter a estrutura cromossémica
completa do organismo (WEATHERLY; BOEHLKE; TARLETON, 2009) devido a
dificuldades na montagem no primeiro sequenciamento (EL SAYED et al., 2005),
iniciado em 1997 (THE TRYPANOSOMA CRUZI GENOME CONSORTIUM, 1997).

E constituido por cerca de 12 mil genes (segundo TryTripDB2.0). E um
genoma bem compacto, quase totalmente ausente de introns. De fato, a uUnica
demonstracdo de cis-splicing foi para o gene codificante da Poli(A) polimerase
(MAIR et al., 2000). Em T. brucei foi encontrado um intron em um isotipo de gene de
tRNA (TAN et al., 2002). Os genes sdo bem proximos, arranjados em unidades
policistrénicas, sem relagdo funcional entre seus produtos (CAMPBELL; THOMAS,;
STURM, 2003). As unidades transcricionais contém de dezenas a centenas de
genes e podem estar localizadas em ambas as fitas. Entre as unidades podem haver
arranjos sequenciais de rRNA. (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010)

1.1.6.2 KkDNA

O cinetoplasto (kDNA), estrutura celular encontrada na mitocéndria, contém
moléculas de DNA em forma de minicirculos e maxicirculos. Acredita-se que a
funcdo dos minicirculos (0,5 kb a 10 kb) seja codificar pequenos RNAs guias que
promovem a edicdo do RNA mitocondrial. Este RNA é transcrito a partir de
sequéncias dos maxicirculos com maior tamanho (20 a 40 kb). Por microscopia
eletrbnica foi estimado o numero de minicirculos em 30 mil e de maxicirculos em
apenas 30 (LUKES et al., 2002; DE SOUZA, 2002).

1.1.6.3 Transcrigao

N&o ha regulacao individual da transcricao dos genes de T. cruzi. O primeiro

promotor encontrado para a RNA polimerase |l sinalizando o inicio da transcricdo
esta na sequéncia do gene do mini-éxon (GILINGER; BELLOFATTO, 2001).
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Assim, todos os genes do T. cruzi sao transcritos concomitantemente, sendo
que apenas a partir do estagio de RNA mensageiro sdo direcionados para tradugéo
ou degradacédo, determinando assim o perfil de expressdo do gene. Em teoria, ha
um promotor no inicio das unidades, possivelmente uma regido rica em As e Ts (DE
LAFAILLE; LABAN; WIRTH, 1993). Outros argumentam que ha apenas uma regiao
de inicio da transcrigdo no cromossomo (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2003). E ha
argumentos suportando a idéia de que a transcri¢do seria randémica e a polimerase

se associaria em regides de baixa afinidade (McANDREW et al., 1998).

1.1.6.4 Processamento pdos-transcricional

O pré-mRNA policistrénico contém as sequéncias de diversos genes, sem
relacdo de fungcdo ou mesmo de regulagdo entre seus produtos (VANHAMME;
PAYS, 1995). Esses transcritos devem, portanto, ser segregados a fim de que cada
um possa seguir seu destino na célula e sofrer regulagao individual.

No processo de frans-splicing, as unidades codificadoras sao separadas e &
incorporado a regido 5' dos transcritos primarios o mini-éxon, ou spliced-leader (SL),
proveniente de outro mensageiro, o qual contém a metil-guanosina trifosfato
(m7Gppp). Este segmento contém 39 a 41 bases e tem como principal fungéo
sinalizar o mRNA para a tradugdo. Esta sequéncia € inserida por uma maquinaria
que reconhece um sinal AG precedido por uma regido rica em pirimidinas no
transcrito primario policistrénico. Esta maquinaria de trans-splicing esta acoplada a
componentes que realizam adicdo da cauda poli(A). Elas realizam simultaneamente
a adicdo da sequéncia SL na regido 5' do transcrito a jusante desta regido
sinalizadora, e a clivagem e adicdo da cauda poli(A) na regido 3' do transcrito a
montante (LeBOWITZ et al., 1993; LIANG et al., 2003; HAILE; PAPADOPOULOU,
2007).
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1.2 Regulacao da expressao génica

O Trypanosoma cruzi, juntamente com outros kinetoplastideos, apresenta
varias atribuicbes e especializagbes incomuns ou unicas. Nao ha regulagéo
transcricional individual clara nestes organismos, visto a auséncia de promotores de
RNA polimerase Il definidos (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007). A regulagao
transcricional é global, ja que os fatores transcricionais sdo gerais. Em metaciclicos,
a atividade da RNA polimerase Il € diminuida, o que reflete na redugcédo geral da
transcricdo (ELIAS et al., 2001). Os genes adjacentes sdo transcritos em unidades
policistrbnicas, as quais ndo apresentam fungdes relacionadas ou mesmo padrao
regulatério em comum (ABUIN et al., 1999). Estas unidades s&o processadas por
trans-splicing, sendo as regides 5' e 3' do transcrito processadas simultaneamente.
(CLAYTON, 2002).

A expressao estagio-especifica de genes que estdo no mesmo policistron e
a auséncia de relagao funcional evidente entre os produtos dos transcritos indicam
que o controle da expressédo génica é essencialmente pds-transcricional. Assim, ha
possibilidade de regulagdo nas etapas de frans-splicing, exportagdo do nucleo para
o citoplasma, degradagéao citoplasmatica dos mRNAs, associagdo a maquinaria de
tradugdo e estabilidade protéica. Estudos investigam a estabilidade do mRNA e
niveis de traducdo como evidéncia desta proposicéo (AVILA et al., 2003; CLAYTON;
SHAPIRA, 2007).

As regides nado traduzidas (UTRs) nos mensageiros sdo de extrema
importancia para a regulagdo pos-transcricional da expressdo génica. Proteinas
especializadas se associam a estas regides, que podem adotar conformacgdes
estruturais, tornando-as ainda mais particulares e diferenciadas umas das outras. O
tamanho destas regides varia conforme o organismo, mas é observada uma
conservagao deste tamanho nos mRNAs dentro de cada organismo. Ha diversos
elementos caracterizados nas UTRs de eucariotos. Cada elemento corresponde a
um sinal especifico reconhecido por proteinas que irdo desempenhar sua funcao
designada. E fundamental que os elementos que sinalizam destinos diferentes para

o transcrito sejam distintos, a fim de que o processo de regulagdo seja fino
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(MIGNONE et al., 2002). Em eucariotos esses elementos encontram-se em geral na
regidao 3'UTR do transcrito. Nestes organismos devem haver motivos distintos, sendo
cada um especifico para um perfil de expressao particular no ciclo de vida. Uma vez
que sejam identificadas as proteinas que ligam a estes motivos e suas modificagdes
pos-traducionais sejam mapeadas, sera possivel determinar como as decisdes no
destino dos RNAs estéo ligadas as condigbes do ambiente em que o parasita se
encontra (CLAYTON; SHAPIRA, 2007).

Estes niveis de regulacdo do mRNA envolvem fatores trans, como proteinas
de unido ao RNA, as RBPs (RNA Binding Proteins), que organizam 0s mensageiros
em grupos afins e formam complexos ligando-se a varios mMRNAs e outras proteinas,
denominados complexos RNP. A formacdo destes complexos € determinada por
interagcbes RNA-proteina, o que envolve a sequéncia ou estrutura do RNA alvo, e
ainda interacbes proteina-proteina. Além disso, modificagdes pds-traducionais na
proteina podem afetar a capacidade de ligagdo ao RNA e, por consequéncia, o
complexo RNP resultante. Assim, é necessario que proteinas adicionais sejam
recrutadas para resultar na formagao regulada de um complexo altamente dindmico
(GLISQVIC et al., 2008).

Esta coordenagao forma a base da teoria de operons pds-transcricionais,
onde estes complexos regulam combinatoriamente varios mMRNAs de modo
coordenado e interativo, permitindo que o organismo responda agilmente a
alteragdes ambientais (Fig. 2) (TENENBAUM et al., 2000; KEENE; TENENBAUM,
2002; KEENE, 2007). Os operons de RNA co-regulam mRNAs monocistrénicos que
podem ainda ser membros de mais de um operon de RNA, formando em maior

escala os regulons de RNA.
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Figura 2 - ORGANIZAGAO COMBINATORIAL DE SUBPOPULAGOES DE mRNA EM RNPS
EUCARIOTICOS. (A) Representagdo de um transcrito policistrénico de um operon procariético
contendo ORFs codificando para 4 genes. (B) Representados 4 mRNAs monocistrénicos que contém
diferentes combinagbes de codigos de sequéncias ndo transcritas (caixas coloridas). RNAs
mensageiros contendo uma sequéncia ndo transcrita especifica podem ser ligados por uma RBP
especifica (formas coloridas). Este modelo ilustra o potencial de a informagéo genética ser combinada
a subgrupos de mRNA. Uma importante atribuicdo do modelo é que uma dada RBP pode regular seu
préprio mRNA, afetando assim a regulagédo do seu grupo de mRNAs. O diagrama de Venn (a direita)
descreve subpopulagdes de mRNAs g podem ser organizados em varias combinac¢des através dos
cédigos de elementos ndo-transcritos. FONTE: KEENE; TENENBAUM, 2002.

Parte consideravel do genoma de organismos eucariotos codifica para
RBPs. Leveduras contém de 5 a 8% de seus genes anotados para RBPs, e em
Drosophila chegam a quase 2% (GLISOVIC et al., 2008). Esta evidéncia sugere a
importancia que as RBPs podem ter na regulagdo fina poés-transcricional da

expressao génica.

Para abranger a diversidade de fun¢des das RBPs deve também haver uma
diversidade de estruturas de reconhecimento do mRNA. Ha nas RBPs uma série de
dominios de ligagdo ao mRNA, sendo cada um particular em estrutura e
combinagdes possiveis, criando superficies versateis para definir especificidade,
afinidade e estabilidade na ligacdo (Fig. 3) (LUNDE; MOORE; VARANI, 2007).
Interacbes eletrostaticas sao responsaveis pela atracio inicial que reune RNA e
proteina, enquanto empilhamento e pontes de hidrogénio mantém o RNA em sua
orientacdo adequada no complexo RNP (AUWETER; OBERSTRASS; ALLAIN,
2006).
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Figura 3 - MODULOS DE LIGAGAO AO RNA SAO COMBINADOS PARA CRIAR MULTIPLAS
APLICAGCOES FUNCIONAIS. Dominios de ligagdo ao RNA funcionam de varias maneiras. (a)
Reconhecem sequéncias de RNA com afinidade e especificidade tais que nao seria possivel para um
unico dominio ou se multiplos dominios ndo cooperassem. Reconhecem uma longa sequéncia de
RNA (esquerda), sequéncias separadas por varios nucleotideos (centro), ou sequéncias que
pertencem a moléculas distintas (direita). (b) Os dominios podem organizar mRNAs topologicamente
interagindo simultaneamente com multiplas sequéncias de RNA. (c) Alternativamente, podem atuar
como espagadores para posicionar corretamente outros moédulos para reconhecimento. (d) Podem
interagir com dominios enzimaticos para definir a especificidade do substrato para a catélise ou para
regular a atividade enzimatica. Os mddulos de ligagdo ao RNA sao representados por elipses com
sua superficie de contato com o RNA marcada em azul-claro, e o sitio correspondente no RNA
marcado em vermelho; dominios individuais estdo marcados diferentemente. FONTE: LUNDE;
MOORE; VARANI, 2007.

1.3 Dominios de ligagdo ao RNA

Mais de 40 dominios de ligagdo ao RNA ja foram identificados. O mais
comum deles € o RNA Recognition Motif (RRM - motivo de reconhecimento do
RNA), encontrado em mais de 50% das RBPs. Uma proteina que contenha este
dominio pode ser considerada uma RBP. Sendo as mais abundantes, as RRMs
estdo envolvidas na maior parte dos processos de regulagado pos-transcricional, se
ndo em todos. O dominio K homology (KH), inicialmente visto na particula hnRNP K,
pode se associar a moléculas de fita simples de DNA ou RNA. O Zinc finger é
também um modelo classico de ligagdo a acidos nucléicos. A subfamilia do motivo
CCCH é especializada para ligagcdo em RNA. Ja o dominio Double-stranded RBD

(dsRBD) interage com RNAs de dupla-fita pelo esqueleto externo da molécula, sem
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especificidade por bases. O dominio Pumilio (PUF) associa a regido 3'UTR de
transcritos e influencia sua estabilidade e tradugdo. O S1 foi primeiramente
identificado na subunidade ribossomal, posteriormente encontrado em outras RBPs
e mesmo exonucleases. E o dominio Piwi/Argonaute/Zwille (PAZ) esta presente em
proteinas envolvidas no processamento de miRNAs, posicionando a molécula para
clivagem pela Dicer (Fig. 4) (AWETER; OBERSTRASS; ALLAIN, 2006; LUNDE;
MOORE; VARANI, 2007).

Alguns destes dominios ja foram estudados em Trypanosoma cruzi. RRM,
nas proteinas TcUBP1, TcUBP2, TcRBP3 (D'ORSO; FRASCH, 2001b; D'ORSO;
FRASCH, 2002; NOE; DE GAUDENZI; FRASCH, 2008) e TcRBP19 (PEREZ-DIAS
et al., em peparagao), Zinc-finger CCCH, nas proteinas TcZFP1 e TcZFP2
(MORKING et al., 2004; MORKING et al., em preparagéo) e Pumilio na proteina
TcPUF6 (DALLAGIOVANNA et al., 2005; CARO et al., 2006; DALLAGIOVANNA et
al., 2008).

Nas RBPs em geral pode haver mais de um dominio de ligagdo ao RNA,
conferindo ainda maior especificidade, estabilidade e afinidade a interacao (Fig. 4).
Outros dominios acessorios também podem estar presentes, promovendo
interagbes com outras moléculas e determinando uma fungdo mais especializada
para a proteina (GLISOVIC et al., 2008).
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Figura 4 - DOMINIOS DE LIGAGAO AO RNA NAS RBPS. Freqiientemente, varios dominios de
ligacdo ao RNA s&o encontrados em uma RBP. Diferentes dominios incluem o RNA Recognition Motif
(RRM), K-homology domain (KH), Arg-Gly-Gly box (RGG), double stranded RNA-binding domain
(dsRBD), Piwi/Argonaute/Zwille domain (PAZ), RNA helicase DEAD/DEAH box, RNA-binding zinc-
finger (ZnF) e Puf RNA-binding repeats (Puf). FONTE: GLISOVIC et al., 2008.

Os motivos presentes na sequéncia do RNA reconhecidos por proteinas
podem estar presentes em regides n&do-codificantes 3° e 5 ou em regides
codificantes, o que € menos comum. Estes elementos sdo reconhecidos por varios
dominios de ligacdo ao RNA, como o KH, Zinc finger e mesmo o RRM. Alguns
exemplos sao o motivo YCAY, reconhecido pela proteina neuronal humana Nova, o
motivo UAGG, de ligacdo a hnRNP A, e o UCUU para a PTB. Em células de
mamiferos, varios mRNAs instaveis contém elementos ricos em AU (AREs — A-U
rich elements) na sua regido 3’ ndo-codificante (MIGNONE et al., 2002). Uma
proteina humana que reconhece este motivo € a ELAV, que €& expressa
predominantemente em neurdnios e esta associada a doengas (KENNE, 2001).
Elementos AREs similares estdo presentes em Kinetoplastida, e ha evidéncias de
que o mecanismo de regulagdo por estes elementos seja semelhante ao de
mamiferos (D'ORSO; FRASCH, 2001a).
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1.4 Dominio RRM

O dominio RRM é composto por aproximadamente 90 aminoacidos e
contém 2 motivos conservados: RNP1 e RNP2. Sua estrutura possui 4 folhas
antiparalelas entremeadas por 2 a-hélices (BaBBaf). A interagdo com a molécula de
RNA se da através de 3 residuos conservados na folha 3, localizados nos motivos
conservados: uma Arg ou Lys que forma uma “ponte de sal” com o esqueleto
fosfodiéster; e 2 residuos aromaticos, que fazem interagdes por empilhamento das
nucleobases. De 2 a 8 nucleotideos podem ser reconhecidos, dependendo da
estrutura apresentada pelo RNA (Fig. 5) (AWETER; OBERSTRASS; ALLAIN, 2006;
LUNDE; MOORE; VARANI, 2007).

a RRM C

FIGURA 5 - INTERAGAO ENTRE O DOMINIO RRM E O RNA. Estrutura tridimensional da interagdo
entre o dominio RRM N-terminal da proteina U1A humana e uma molécula de RNA. Nesta estrutura,
bem como em varios outros complexos RRM-RNA, bases em fita simples s&o reconhecidas
especificamente pela folha-B da proteina e por duas algas que conectam os elementos da estrutura
secundaria. FONTE: LUNDE; MOORE;VARANI, 2007.
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1.5 RRMs em T. cruzi

De Gaudenzi et al., em 2005, descreveram 139 proteinas em T. cruzi
contendo o dominio RRM. No entanto, sabe-se que ha genes paralogos no genoma
deste organismo, devido ao gendtipo hibrido utilizado no sequenciamento, e que foi
empregado na busca pelo dominio. Eliminando a redundéncia, encontraram 79
proteinas em T. cruzi, sendo duas delas especificas do organismo. Em outros
tripanossomatideos foram encontradas em torno de 75 proteinas (DE GAUDENZI;
FRASCH; CLAYTON, 2005).

Ha ainda poucos estudos notaveis acerca do envolvimento de RRMs no
controle da abundéncia e da tradugdo do mRNA em tripanosomatideos. A maioria
delas ainda nao possui fungéo bioldgica definida.

Dentre as primeiras RRMs a serem estudadas estdo as proteinas TcUBP1 e
TcUBP2. A TcUBP1 reconhece um elemento no mRNA de instabilidade rico em AU
nos transcritos de mucinas, direcionando-as para degradagdo. Tem semelhangas
com a proteina ELAV humana, porém com efeito antagonista sobre o RNA
(D'ORSO; FRASCH, 2001b). Sua regidao C-terminal rica em glicinas permite
homodimerizagcdo, ou heterodimerizagdo com a proteina TcUBP2, formando um
complexo de regulagdo negativa. Esta ligagdo é rompida pela proteina de unido a
poli(A) (PABP) (D'ORSO; FRASCH, 2002). Recentemente foram identificados os
transcritos alvos da TcUBP1. A maior parte deles codifica para proteinas envolvidas
no metabolismo das glicoproteinas. Também foram caracterizados os alvos da
TcRBP3, cuja maior parte codifica para subunidades ribossomais. O elemento de
reconhecimento destas duas proteinas foi identificado e mostrou envolver estrutura
secundaria no RNA. Foi utilizado para buscar alvos candidatos em bases de dados,
obtendo retorno positivo (NOE; DE GAUDENZI; FRASCH, 2009). Foi recentemente
demonstrado que a TcUBP1 possa estar envolvida no metabolismo de mRNAs em
ambos os lados do complexo do poro nuclear, servindo o RRM como sinal de
localizagédo nuclear e sendo transportada associada ao RNA (CASSOLA; FRASCH,
2009).

A proteina TcRBP19 é uma proteina de baixa expressdo presente em
amastigotas, e reconhece preferencialmente homorribopolimeros de poli(C)
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(PEREZ-DIAZ et al., 2007). E foi mostrado que dois genes para RRMs, TcRRM1 e
TcRRM2 possuem expressao regulada no ciclo de vida (GOMES et al., 2004).

1.6 Estratégia Ribondmica

Para compreender as relagbes entre uma RBP e processos bioldgicos
especificos € necessario gerar uma lista dos RNAs associados. Inicialmente, isto era
feito através da identificagdo de sequéncias consenso por meétodos in vitro,
submetidas a buscas in silico para identificar os possiveis alvos, que eram entao

confirmados por outros métodos.

A estratégia ribonémica, desenvolvida pelo laboratério de Jack Keene,
consiste em uma purificacdo bioquimica de complexos RNP contendo a RBP em
estudo, seguida do isolamento e identificagdo dos mMRNAs associados por
microarranjo ou outro método genémico (RIP-Chip) (KEENE, 2001). Variagbes no
protocolo inicial incluem o uso de anticorpos para imunoprecipitar complexos RNP,
uso de transgenes expressando uma RBP associada a um ou mais tags, ou ainda
protocolos que combinam procedimentos in vivo e in vitro. Da lista gerada, analises
de bioinformatica devem extrair o maximo de informagdes possivel, como elementos
consenso que podem definir o sitio de ligacdo e/ou fungdes relacionadas das
proteinas codificadas (SANCHEZ-DIAZ; PENALVA, 2006).

O Recombinant RIP-Chip (rRIP-Chip) utiliza uma metodologia de purificagéo
de RNAs a partir de um extrato total de RNAs utilizando a proteina recombinante e
posterior hibridacdo em chips de microarranjos de DNA (Fig. 6). Townley-Tilson et
al.,, em 2006, identificaram desta forma mRNAs de histonas associados a SLBP,
confirmando posteriormente por imunoprecipitagdo de complexos enddgenos
(TOWNLEY-TILSON et al., 2006).

Esta mesma estratégia ja foi anteriormente realizada com sucesso no ICC
(Instituto Carlos Chagas), no estudo de 2 proteinas de unido ao RNA: TcPUF6
(DALLAGIOVANNA et al., 2008) e TcZFP2 (MORKING, 2009 — em preparagéo). Os
estudos mostraram reconhecimento de grupos diferentes de mRNAs entre estas
duas proteinas.
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FIGURA 6 - ESTRATEGIA DE rRIP-CHIP. FONTE: TOWNLEY-TILSON et al., 2006 - adaptado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Identificar RBPs com motivo RRM em Trypanosoma cruzi e identificar os
RNAs associados as proteinas selecionadas.

2.2 Especificos

* Selecionar e expressar proteinas de unido ao mRNA de Trypanosoma
cruzi que contenham o dominio RRM.

* Analisar a expressao da proteina durante o ciclo de vida, através de
ensaios usando anticorpos policlonais produzidos em camundongos para
imunolocalizagdo celular das proteinas.

* Avaliar a funcionalidade das proteinas purificadas por EMSA.

* |dentificar os alvos da proteina selecionada por ensaio de purificagdo por
afinidade e hibridacdo do mRNA reconhecido pela proteina em microarranjo de DNA
de T. cruzi.

* Purificar por afinidade dos complexos RNP in vivo para confirmacdo dos
resultados do microarranjo.

* |dentificar o elemento conservado nos mRNAs reconhecidos pela proteina.

* Confirmar a interagdo RNA-proteina por EMSA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Composicao das solugoes utilizadas

3.1.1 Meios de cultura

LB - Bacto-triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 85,6 mM.

LIT - Infuso de figado (Difco) 0,5%, Bacto-triptose (Difco) 0,5%, Soro fetal bovino
(Cult Lab) 10%, Hemina 0,0025%, Glicose 10 mM, NaCl 75,3 mM, KCI 5,4 mM,
Na;HPO4 56,4 mM.

TAU (Triatomine Atrtificial Urine) - NaCl 190 mM, KCI 17 mM, CaCl; 2 mM, MgCl, 2
mM, Tampéo fosfato 8 mM pH 6,0 (NaH,PO4 0,2 M, Na;HPO4 0,2 M), NaHCO3
0,035%.

TAU-3AAG - meio TAU + Glicose 10 mM, Acido L-aspartico 2 mM, Acido L-glutamico
50 mM, L-prolina 10 mM.

3.1.2 Tampbes

Eletroporacao - NaCl 140 mM, Hepes acido 25 mM, Na,HPO4 0,74 mM.

EMSA - Tris-HCI 10 mM pH 8,0, MgCl, 10 mM, KCI 10 mM, DTT 0,1 mM.

Fosfatase alcalina - Tris-HCI pH 9,5 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM.
Hibridizagdo - SSC (NaCl 750 mM, Nas-citrato 75 mM), Denhardt’s (Ficoll 0,084%,
Polivinilpirrolidona 0,084%, Albumina de soro bovino fragdo V [Sigma] 0,084%),
ssDNA 0,21 g/L, SDS 0,42%, Formamida 42%.

IMP1 - KCI 100 mM, MgClz 10 mM, Hepes 10 mM pH 7,0, Nonidet P-40 0,5%.

IMP2 - KCI 100 mM, MgCl; 10 mM, Hepes 10 mM pH 7,0, Nonidet P-40 1%.

Lise protéica - NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM.

PBS - NaH2PO4 4,3 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM.
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SDS-PAGE - Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1% - pH 8,3.

Solubilizagdo de proteinas - NaH,PO4 100 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM,
Uréia 8 M.

TA (Tampao de amostra para proteinas) - NaH,PO4 28 mM, NaHPO4 71 mM , SDS
1%, B-mercaptoetanol 1%, Uréia 6 M, Azul de bromofenol 0,015%.

TBE - Tris-base 89 mM, Acido bérico 89 mM, EDTA 2 mM.

TD (Tampao de amostra para DNA) - Ficoll 25%, Azul de bromofenol 0,25%, Xileno
cianol 0,25%.

TE - Tris-HCI pH 8,0 10 mM, EDTA 1 mM.

TG (Tampao de amostra com glicerol para DNA) - Azul de bromofenol 0,25%, Xileno
cianol 0,25%, Glicerol em H20 30%.

Transferéncia de proteinas - Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%.

3.1.3 Corantes

Azul de Coomassie - Azul de Coomassie 0,1%, Metanol 45%, Acido acético 10%.

Ponceau - Ponceau S (Sigma), 0,5%, Acido acético 1%.

3.2 Ferramentas de Bioinformatica

3.2.1 Programas

BLAST - Busca por regides de similaridade entre sequéncias, de DNA e proteinas,
fornecidas ou provenientes de bancos de dados, calculando a significancia
estatistica das correspondéncias (ALTSCHUL et al, 1990). Local:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

HMMER - Busca bases de dados de sequéncias por homodlogos de sequéncias de
proteinas. Mais acurado e capaz de encontrar homologos remotos devido a forga do
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modelo matematico de busca, o perfil de modelos hidden Markov (HMM) (EDDY,
1998).

MEME - Predicdo de motivos em sequéncias de DNA e proteinas, busca por motivos
em bancos de dados e compara motivos (BAILEY; ELKAN, 1994).

PrimerSelect™ - Desenho e analise de oligonucleotideos. DNASTAR®.

SAM - Analise de significancia de microarranjos, calculando a porcentagem da taxa
de falso-positivos.

SeqMan™ - Andlise de sequenciamento de DNA. DNASTAR®.

SPOT - Pacote de analise de imagens de microarranjos de cDNA (YANG;
BUCKLEY; SPEED, 2001).

2.2.2 Bases de dados

GeneDB - Genomas com anotagdo de 35 organismos patogénicos, alimentado pela
Sanger Institute Pathogen Sequencing Unit's (HERTZ-FOWLER et al., 2004). Local:
http://www.genedb.org.

Pfam 24.0 - Ampla colecdo de familias de proteinas, cada uma representada por
alinhamento multiplo de sequéncias e modelos hidden Markov (SONNHAMMER,;
EDDY; DURBIN, 1997; FINN et al., 2010). Local: http://www.pfam.org.

GenBank - Base de dados do NIH, uma colecado anotada de todas as sequéncias de
DNA disponiveis publicas, de mais de 260 mil organismos (BENSON et al., 2008).

3.3 Cepas de E. coli

DH5a - Selegao de clones positivos. (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989)

BL21(DE3)pLysS - Expressao de proteinas recombinantes. (STUDIER et al., 1990)
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3.4 Culturas de Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas do clone de T. cruzi Dm28c foram cultivadas em meio
liquido LIT a 28 °C, em frascos de cultura herméticos contendo até 1/3 do volume da
capacidade total (CAMARGO, 1964; CONTRERAS et al., 1988).

3.4.1 Metaciclogénese in vitro

Epimastigotas foram cultivados a 28 °C por 4 dias (indculo inicial de 1 x 10°
parasitas/mL) até atingir a densidade de 6 x 10" parasitas/mL. A cultura foi
submetida a centrifugagdo a 5.000 x g por 10 minutos e as células foram incubadas
com o meio TAU, em volume suficiente para obter 5 x 10® parasitas/mL, por 2 horas
a 28 °C (estresse inicial). Foram transferidos 5 x 10° parasitas por mL para uma
garrafa de cultura com 200 mL de meio TAU-3AAG. Apds 24 horas foram
observados parasitas aderidos a garrafa, inciando o processo de diferenciagéo.
Apoés 4 dias, as formas tripomastigotas metaciclicas presentes no sobrenadante
foram coletadas e centrifugadas a 5.000 x g por 10 minutos. Os parasitas foram
purificados, suspendidos em tampdo de purificagdo de metaciclicos e depois
purificados por cromatografia de troca idbnica em resina DEAE Celulose, para

selecionar as formas metaciclicas.

3.5 Purificagao de acidos nucléicos e proteinas

3.5.1 Extragéo de DNA gendémico

Formas epimastigotas foram cultivadas em meio LIT até atingirem fase

exponencial, e foi utilizado um total de 5 x 10'° células. Os parasitas foram coletados
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por centrifugagdo a 7000 x g por 10 minutos, lavados em tampdo PBS,
ressuspendidos com tampao de lise e lisados pela adicado de Nonidet P-40 1% por
cerca de 3 minutos a 4 °C. A fragdo contendo os nucleos celulares foi enriquecida
através de trés ciclos de centrifugagao a 8000 x g por 10 minutos a 4 °C. Esta fragéo
foi digerida com proteinase K 100 ug/ml por 12 horas em tampao contendo NaCl 10
mM, EDTA 5 mM, SDS 0,5% e Tris-HCI 10 mM pH 7,6. O DNA foi extraido com fenol
saturado em Tris base 100 mM e dialisado trés vezes com solu¢ado de NaCl 100 mM,
EDTA 1 mM e Tris-HCI 10 mM pH 7,6.

3.5.2 Obtencéo do extrato total de RNA

Culturas de epimastigotas de T. cruzi em fase exponencial foram utilizados
para a extracdo de RNA, e foram utilizados um total de 1 x 10° parasitas. A cultura
foi centrifugada a 5.000 x g por 10 minutos a 4 °C e lavada em PBS. As células
foram lisadas e seu RNA total extraido com o RNeasy Mini/Midi Prep kit (Qiagen),

segundo o protocolo do fabricante.

As amostras de RNA foram quantificadas a 260 nm no espectrofotdmetro
NanoDrop® ND-1000 (Uniscience).

3.5.3 Extragéo de proteinas totais

Foram produzidos extratos protéicos de T. cruzi de diferentes estadios da
metaciclogénese: formas epimastigotas, formas epimastigotas apos 1 hora de
estresse nutricional, formas aderidas apds 24 horas de estresse nutricional, formas

metaciclicas e amastigotas.

Parasitas (1 x 10%) foram coletados por centrifugacéo e lavados em PBS. As
células foram ressuspendidas em PBS e lisadas em tampdo TA na concentragao
final de 1 x 10° parasitas por pL. Os extratos foram fervidos por 15 minutos, agitados

vigorosamente e centrifugados a 13.000 x g por 3 minutos.
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3.6 Expressao de proteinas recombinantes

3.6.1 Selegéo das proteinas

Diversas ferramentas de bioinformatica foram empregadas na selegcado das
proteinas em estudo. As sequéncias dos genes foram obtidas na base de dados
GeneDB. A ferramenta HMMER permitiu a busca do dominio consenso nos genes. A
busca por ortélogos foi feita pelo programa BLAST.

3.6.2 Desenho de iniciadores

Oligonucleotideos iniciadores foram construidos para cada um dos genes
selecionados com o programa PrimerSelect™ 5.03, da ferramenta Lasergene,
DNASTAR 2.0. Foram selecionados aproximadamente 20 nucleotideos ao inicio e
final de cada gene, terminando cada sequéncia em G ou C e mantendo a
temperatura de anelamento dos iniciadores préoxima de 60 °C (Tab. 1). As
sequéncias de recombinagcdo ao vetor de clonagem pDONR™221 (attB1:
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC, no iniciador direto; attB2:
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC, no iniciador reverso) foram inseridas na
regidao 5 dos iniciadores.
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. Tm GC Produto
Nome Sequéncia 5' — 3' Nt .

(°C) | (%) (bp)
F | ATGATGGACGACCAGTCCTCCACATC 26 | 63,0 | 53,8

DRBD2 TcRBPO1 831
R | TTACGCCGTGGTTTTGTTGTCG 22 [ 59,4 | 50,0
F | ATGGACGACAATTTGGCCGC 20 [ 59,3 | 55,0

RBP20 TcRBP02 558
R | TCAACATACAATGATGGTACTGCCCTTG | 28 | 60,9 | 42,9
F | ATGCACGCGCTGCTCTTCTCTTG 23 [ 62,5 | 56,5

SGN1 TcRBPO3 696
R | TTAATGCACTCCGCCGCGTC 20 [ 60,5 | 60,0
F | ATGCCACAATCGAAACCAAGAGCC 24 [ 62,0 | 50,0

RBP40 TcRBP04 381
R | TCACAACAAACGTTTGGCTGGAGTG 25| 61,8 | 48,0
F | ATGGCTACTTTTAAGCGGGAGGATCTC | 27 | 61,1 | 48,1

DRBD1 TcRBP05 786
R | TCACATTTGTTGTCCTCGGGCAAAC 25| 62,7 | 48,0
F | ATGGTGCTGGGACAGGCACG 20 [ 60,3 | 65,0

RBP7 TcRBP06 357
R | TCACTGTGGCACTGTTCGTTCAGG 24 [ 60,9 | 54,2
F | ATGGCGGCGTGGGCG 151 59,5 | 80,0

EIF3D TcRBPO7 822
R | TCAGTGTCGCCTCTGTTCAGCCTC 24 [ 61,5 | 58,3
F | ATGGATCCATTAACCGTTTTGGCTTTTTG | 29 | 64,3 | 37,9

RBP23 TcRBP08 729
R | CTATATCCCCATTTGAAGCGCCACTG 26 | 62,5 | 50,0
F | ATGCATTTTCAAAACTTGTTTGTGGCG 27 | 62,8 | 37,0

DRBD5a | TcRBP09A 639
R | TCATCGGCCTAGGCGCCAATAAC 23 [ 62,8 | 56,5
F | ATGCATTTTCAGAACCTGTTTGTGGC 26 | 61,2 | 42,3

DRBD5b | TcRBP09B 639
R | TCATCGGCCTGGGCGCC 171 62,4 | 76,5
F | ATGTCGGGAAGCGCACGGAATC 22 | 63,8 | 59,1

RBP25 TcRBP10 774
R | TTATTGGTCCTCACCTTCACCTCCAAAG | 28 | 62,4 | 46,4

QUADRO 1 - SEQUENCIA E CARACTERISTICAS DOS INICIADORES. nt: nimero de bases no
iniciador; Tm: temperatura de anelamento em graus Celsius;
Produto: tamanho do produto da PCR em pares de bases.

3.6.3 Reacdo em cadeia da Polimerase

GC: porcentagem de bases G e C;

Os genes foram amplificados através da técnica de PCR, utilizando a enzima

Tripple Master High Fidelity (Eppendorf). As concentragbes dos reagentes e

condicbes de amplificagcdo foram estabelecidas de acordo com recomendagdes do

fabricante da enzima, sujeitas a alteragdes na temperatura de anelamento para obter

melhores resultados. A tabela 2 mostra as condi¢des utilizadas nesta reacéo.



Reagentes

Concentracgéo final

Tampéao da enzima
Mix de dNTPs
Iniciadores (cada)
DNA genémico

Enzima DNA polimerase

1x
0,3 mM
0,5 pmol/uL
20 ng/uL
0,05 U/uL

Temperatura

Tempo

Ciclos

94°C | 94°C 57°C 72°C | 94°C
05:00 | 00:30 00:30 01:30 | 00:30
110

QUADRO 2 - CONDIGOES DE PCR.

64°C 72°C | 72°C

00:30 01:30
225

10:00

10 °C
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Parte das clonagens também foi confirmada por PCR, com Tag™ DNA

Polymerase (Invitrogen). Para isso, a col6nia transformante foi transferida com palito

estéril para um tubo de reagdo, e os demais reagentes de PCR, exceto o DNA,

foram adicionados e submetidos ao mesmo programa de amplificagao.

3.6.4 Eletroforese em géis de agarose

As amostras de DNA dos diversos experimentos realizados foram diluidas

em TC ou TG e aplicadas em gel de agarose 1%. Cubas de eletroforese horizontal

de diversos tamanhos foram utilizadas para a corrida, em tampao TBE, em

diferentes voltagens, de acordo com o a cuba de eletroforese utilizada. Apds a

corrida, os geéis foram corados com Brometo de etidio a 0,5 mg/L e fotografados em

camera Kodak Digital Science, com o software KDS 1.D.
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3.6.5 Purificagdo do produto de PCR para clonagem

Os produtos de PCR foram purificados a fim de eliminar os iniciadores, para
que estes nao interferissem nas reagdes de ligagao e recombinagdo. Foi adicionado
glicogénio a cada amostra e, depois de agitada, a mistura foi diluida quatro vezes
com agua ultra-pura e duas vezes com solugdo PEG-MgCI, 30% (Polietileno glicol,
Gateway™, Invitrogen). Apds centrifugagdo, o sobrenadante foi cuidadosamente
removido e descartado, e o DNA precipitado foi submetido a secagem, por 5 minutos

a 70 °C, sendo suspendido em 10 pL de agua ultra-pura.

3.6.6 Eluicdo de DNA do gel de agarose

Por ainda apresentarem amplificagdes inespecificas mesmo apds
modificacdo nas condi¢gdes de PCR, dois dos produtos amplificados tiveram de ser
purificados por separagéo eletroforética em gel de agarose 1,5% e posterior eluigao
do produto. Cerca de 40 pL de amostra foram aplicados no gel, juntamente com
tampao de corrida. A banda foi recortada apds coloragdo com brometo de etidio do
poco adjacente recortado do mesmo gel. O bloco de gel foi inserido em uma ponteira
de 1000 uyL com filtro, lavada e encaixada em tubo de 1,5 mL, e o DNA eluido com
duas centrifugagdes a 6.000 x g por 5 minutos. O DNA precipitou em 2 volumes de
Etanol absoluto e Acetato de sodio 0,3 M a -20 °C por 16 horas. O precipitado foi
lavado duas vezes em Etanol 70% e suspenso em 10 yL de agua ultra-pura.

3.6.7 Clonagem na plataforma Gateway ™

O produto de PCR purificado foi clonado no vetor de entrada pDONR™221
(Gateway® Technology, Invitrogen) (Fig. 5a). Este vetor permite a recombinagéo
com uma serie de outros vetores que possuam o sitio compativel de recombinagao

(regido attR) (Fig. 5b), em um sistema baseado nas propriedades de recombinagao
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do bacteriéfago-lambda. Este novo sistema foi descrito por Hartley e cols.
(HARTLEY et al., 2000).

DNA Fragments from:

A) B)

Restriction Endonuclease
Digestion and Ligation

= (=

Library

C-terminal
fusion

N-terminal
fusion

pDONR"221
pDONR"/Zeo

Gene

entry clone

Gene

Baculovirus

Gene

FIGURA 7 - VETORES DO SISTEMA GATEWAY. a) Vetor de entrada do sistema Gateway®
(Invitrogen). Os sitios attP1 e attP2 sdo o local de recombinacdo do fragmento de DNA, o qual
contém os sitios attB1 e attB2 pela reacdo de PCR, inseridos através de sequéncias presentes nos
iniciadores. No vetor recombinado sdo formados os sitios attL1 e attL2. O vetor utilizado possui o
gene de resisténcia a canamicina. b) Demonstracdo da usabilidade do sistema. FONTE: Catalogo
Gateway™ Technology Invitrogen, 2006)

A reacgao de recombinagao continha 50 fmol do produto de PCR, 150 ng de
vetor de entrada, tampédo TE pH 8,0 g.s.p. 10 uL, e 1 ou 2 yL do complexo
enzimatico BP Clonase [I™. Foi incubada a 25 °C por 16 horas. A reacgao foi
finalizada com a adicdo de 1 pL de Proteinase K e incubacédo por 10 minutos a 37

°C. A recombinagao entre estes dois sitios gerou o sitio affL no vetor recombinado.

A reacdo foi transformada em células de Escherichia coli DH5a Ca?*-
competentes por choque-térmico (2 minutos a 42 °C e 3 minutos a 4 °C). As células
foram cultivadas em meio LB por 1 hora para recuperacédo e foram plaqueadas em
LB solido, com Canamicina a 50 mg/L. A confirmagédo da recombinagéao foi feita por
PCR de colénia e pelo sequenciamento das regides de insergao utilizando o



41

BigDye™ Terminator Ready Reaction Mix e o sequenciador automatico 3.100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias geradas foram analisadas
com o programa SegMan™ (LaserGene — DNASTAR).

O DNA plasmidial foi extraido por minipreparagdes com o QIAprep® Spin
Miniprep kit (Qiagen), segundo especificagdes do fabricante, e o DNA suspendido

em 50 pL de agua ultra-pura.

3.6.8 Recombinagdo em outros vetores

Uma vez clonados no vetor de entrada, os genes puderam ser recombinados

em outros vetores para atingir variados fins experimentais.

O vetor pDEST™17 do sistema Gateway™ (Invitrogen) possui promotor T7
induzivel por IPTG para expressdo do gene clonado e uma regido codificante de 6
residuos consecutivos de histidina a serem inseridos na regido amino-terminal da

proteina (Fig. 6a), permitindo sua purificagdo por cromatografia de afinidade.

Trés vetores foram desenvolvidos no ICC para transfecgdo e expressao
epissomal em Trypanosoma cruzi (Batista, 2008). O vetor pTcPRTAPN insere duas
etiquetas N-terminais na proteina recombinante, permitindo purificacido serial da
proteina por ensaio de TAP-tag (Tandem Affinity Purification) (Rigaut et al., 1999). O
vetor pTcPRHisN insere 6 residuos de histidina na regido N-terminal, o que também

permite purificagao.

A estes vetores foram inseridos os genes de interesse por recombinagao.
Eles possuem os sitios attR, que interagem com o sitio attL no vetor de entrada
recombinado. A reagao continha 150 ng do vetor de entrada, 150 ng do vetor de
expressdo, 1 yL do complexo enzimatico LR Clonase II™ na presenga de tampé&o
TE. Foi incubada a 25 °C por 16 horas. A reacao foi interrompida de modo similar a
reacao anterior. Esta reacdo formou o sitio attB entre o vetor de expressdo e o
inserto.
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3.6.9 Expresséo e purificagdo de proteinas recombinantes

O vetor de expressao pDEST™17 contendo o inserto foi transformado em
células de E. coli BL21(DE3)pLysS Ca®'-competentes por choque térmico. As
células foram cultivadas em meio LB contendo os antibioticos de sele¢do Ampicilina
a 100 mg/L e Cloranfenicol a 25 mg/L, em volume de 300 mL. Apds, foi adicionado
0,1 mM de IPTG para indugdo da expressao. Para maior producdo de proteinas
recombinantes na forma soluvel (conformagéo funcional) as células foram induzidas
a estresse com etanol a 3% antes da indugcdo da expressao recombinante com
IPTG, a fim de induzir a produgcdo de proteinas chaperonas, que auxiliam no
dobramento das proteinas expressas na célula. As culturas cresceram em

temperatura de 25 °C, inferior aos 30 °C utilizados no protocolo padrao.

Apo6s inducdo de 2 horas e 30 minutos, as culturas foram centrifugadas a
4.000 x g, 4 °C, por 15 minutos. Todo o processo a seguir foi realizado em gelo, a
4°C, para evitar degradacdo e desestabilizagdo protéica. O precipitado de células
formado foi suspendido em 5 mL de tampao de lise protéica. O extrato foi tratado
com 50 ug de DNase | e 50 uyg de RNase A e incubado por 15 minutos, para redugéo
da viscosidade produzida pela abundancia de acidos nucléicos no lisado de células.
Este extrato foi submetido a sonicagé&o (Ultrasonic Homogenizer 4710) em quatro
pulsos com duragdo de 15 segundos na poténcia maxima, com intervalos de 1
minuto entre cada sonicacao. Foi coletado uma amostra da fragao total de proteinas
de 40 pL para analise. O extrato foi centrifugado a 10.000 x g por 25 minutos. O
sobrenadante foi separado do precipitado, o primeiro correspondendo a fragcao
soluvel de proteinas. A ele foram adicionados inibidores de protease: 10 uM de E-64
e 1 mM de PMSF. O precipitado insoluvel foi suspendido em 5 mL de tampao de
solubilizagédo, sonicado novamente nas mesmas condi¢des, e centrifugado a 10.000
x g por 10 minutos.

As fracbdes soluvel e insoluvel foram purificadas em colunas de Niquel-
agarose (Ni-NTA, Qiagen). A resina de agarose possui componentes metalicos com
afinidade pela cauda de 6 histidinas presente nas proteinas recombinantes
expressas pelo Sistema Gateway™, permitindo assim sua captura e liberagdo com o

imidazol, quem compete em afinidade com o metal, liberando as proteinas
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capturadas. Assim, 500 pL eluidos de resina foram incubados com as fracdes
soluvel e insoluvel, separadamente, por 2 horas a 4 °C, sob agitagédo orbital. O flow
through foi coletado e a resina foi lavada com concentragdes crescentes de imidazol
em 4 mL de tampao de lise. Foram 2 lavagens com 20 mM, 2 lavagens com 50 mM
e 1 lavagem com 100 mM de imizadol, cada uma com incubagao por 10 minutos sob
agitacdo orbital. Isso permitiu que proteinas inespecificas que se ligaram fracamente
a resina pudessem ser liberadas. A proteina recombinante foi eluida em 250 mM de
imidazol, em 4 fracbes de 500 pL. Para a purificagdo da fragdo insoluvel de
proteinas, no lugar de tampao de lise foi utilizado tampao de sonicagdo, que contém
concentragdo desnaturante de Uréia. As amostras foram estocadas a -20 °C, e as
soluveis foi adicionado glicerol 20% a fim de evitar o congelamento total.

As amostras separadas para analise eletroforética, contendo adigdo de TA,
foram incubadas a 94 °C por 10 minutos com tampao de amostra de proteinas e
centrifugadas a 10.000 x g, por 10 minutos. Eletroforese em géis de poliacrilamida
15% (SDS-PAGE) (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989), em tampéo
apropriado e coloragao irreversivel com Azul de Coomassie monitoraram a produgao

da proteina recombinante e sua purificagao.

3.7 Ensaio de retardo da mobilidade eletroforética em gel (EMSA)

A funcionalidade da RBP e seu elemento de reconhecimento no mRNA
foram avaliados e identificados pela técnica de EMSA. As sondas construidas foram
marcadas radioativamente com o kit (GE), de acordo com especificagbes do
fabricante, utilizando a enzima T4 Polinucleotideo-quinase, na presenca de RNase
Inhibitor™ (Invitrogen).

A reacdo do EMSA foi incubada por 20 minutos a temperatura ambiente,
contendo quantidades variadas da proteina soluvel purificada, 1 ng ou 10.000 cpm
de sonda marcada, tampao para EMSA, competidores inespecificos espermidina a 5
mM e heparina a 6,25 pg/mL, em um volume final de 20 yL. O complexo RNA-

proteina foi visualizado através de eletroforese em gel de poliacrilamida 6% nao
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desnaturante, em tampéao TBE, a 4 °C, sob corrente de 90 V por cerca de 16 horas.

Os géis foram secados a vacuo e calor e expostos a filmes de raios-x.

3.8 Precipitacao de complexos RNP com proteina recombinante (rRIP-

Chip) e hibridagao de microarranjos de DNA

3.8.1 Purificagéo in vitro de RNAs

Cem microgramas de RNA total de epimastigotas foram incubados com 50
Mg da RBP recombinante soluvel, ligada a resina niquel-agarose (Qiagen), em
tampao de EMSA, competidores espermidina a 5 mM e heparina a 6,25 pg/mL, 5 U
de inibidor de RNase (RNaseOUT - Invitrogen) e agua ultra-pura qg.s.p. 500 pL.
Foram utilizados tubos de 2 mL para permitir agitagdo. Apos 2 horas incubando a 4
°C, sob agitacdo lenta, as amostras foram centrifugadas por 1 minuto a 600 x g e o
sobrenadante contendo RNA total que n&o ligou a proteina (flow through) foi
coletado. A resina foi lavada trés vezes com 1 mL de tampao de EMSA, cada uma
delas por 5 minutos sob agitagédo lenta em gelo. O RNA foi extraido da resina e do
flow through utilizando o RNeasy Mini Prep kit (Qiagen), segundo o protocolo do
fabricante.

3.8.2 Hibridagdo em Microarranjo de DNA

O RNA extraido dos ensaios pull-down foi amplificado utilizando o kit
MessageAmp™Il aRNA Amplification (Ambion Inc., Austin, TX, EUA), segundo o
protocolo do fabricante. Para a transcricido reversa foi utilizada a enzima
Superscript™]] (Invitrogen). Ao cDNA produzido foram incorporados os fluoréforos
dCTP-Cy3 ou dCTP-Cy5 pela enzima Klenow (BioPrime® DNA Labeling System,
Invitrogen), conforme o protocolo do fabricante. Para evitar favorecimento por
fluoréforos, as amostras foram hibridadas em dye-swap, método onde séo feitas 2
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hibridagdes por amostra, em 2 Iaminas de microarranjo, intercalando os fluoréforos.
Foi adicionado 100 pL de solucéo de hibridizac&do, desnaturado por 5 minutos a 94
°C e aplicado sobre as laminas na estacdo de hibridizagdo (GeneTAC™
Hybridization Station, Genomic Solutions). O chip de microarranjo, construido no
laboratorio do Dr. Gregory Buck, na Virginia Commonwealth University (Califérnia,
EUA), contém oligonucleotideos correspondentes a todos os genes descritos de T.

cruzi.

As laminas foram submetidas a detecgdo de fluorescéncia pelo sistema
Affymetrix 428 ™ Array Scanner. As imagens criadas pela leitura dos sinais obtidos
foram analisadas pelo software Spot. A analise estatistica foi feita com o programa
SAM. A linha de corte adotada foi FDR < 1%, fold change > 4 e genes com menor

variagdo do valor log2 entre as réplicas.

3.9 Precipitagcao de complexos RNP por TAP-tag (RIP-Chip in vivo) e

hibridagcao de microarranjos de DNA

3.9.1 Transfecgdo em Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas da cepa Dm28c foram cultivadas em meio LIT com
Penicilina a 63 pg/mL, a 28 °C. Ao atingir concentracdo de 1,5 x 10" células/mL
foram centrifugados a 4.000 x g por 10 minutos, a 4 °C, e suspendidos em tamp&o
de eletroporacdo pH 7,5 em volume suficiente para obter 5 x 10” células/mL. A
suspensao foi incubada em gelo com o vetor por 10 minutos. Para a eletroporagéo,
as células sofreram pulso de 500 yF a 450 V e foram incubadas por 5 minutos em
gelo. Foram adicionados 10 mL de meio LIT em garrafa de cultura com as células.
Incubaram por cerca de 24 horas a 28 °C, e entdo foi adicionada a droga Geneticina
G418 (Sigma) a 250 pg/mL. As 48h a concentracdo é aumentada para 500 pg/mL.
No 5° dia ap6s adigao da droga, as culturas foram diluidas 1:4, em 10 mL de meio
LIT, para selecdo. Nos 7° e 17° dias as culturas foram diluidas 1:10, e

subsequentemente a cada 3 dias, para manutencdo das culturas. Como controle,
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células foram igualmente eletroporadas, porém sem adigdo de vetor, e incubadas
também com o antibidtico de selecdo, observando o decaimento da populagdo ao
longo do tempo de incubagao.

3.9.2 Ensaio de purificagdo por afinidade de RNA in vivo

Duas culturas transfectantes de 100 mL em meio LIT foram incubadas a 28
°C até atingir concentragdo de 2 x 10" células/mL. Foram divididas em dois volumes
de 50 mL, centrifugadas por 10 minutos a 6.000 x g e lavadas com PBS. Foram
suspendidas em 1 mL de tampé&o IMP1, com 40 U de RNase Inhibitor (Invitrogen), e
incubadas a 4 °C por cerca de 2 horas, sob agitagédo lenta, para lise dos parasitas.
Apoés, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 20 minutos, a 4 °C, e o
sobrenadante coletado. Cerca de 50 uyL de resina IgG Sepharose™ 6 Fast Flow
(Amersham Bioscience) foram adicionados ao sobrenadante, na presenga de
tampao IMP1, que incubou por 2 horas a 4 °C, sob agitacédo lenta. A reacao foi
centrifugada a 600 x g por 1 minuto e o sobrenadante coletado (correspondente ao
flow through). A resina foi lavada trés vezes com 1 mL de tampao IMP2 por 5
minutos sob agitacdo. O RNA foi extraido da resina e do flow through com o RNeasy
Mini Prep kit (Qiagen), segundo protocolo do fabricante.

3.10. Perfil da expressao no ciclo de vida

3.10.1. Producgéo de anticorpos policlonais

Camundongos da linhagem Swiss foram inoculados com a proteina
recombinante insolavel purificada. A amostra foram adicionados solugdo salina a
0,9% e adjuvantes completo (de Freund) ou incompleto (Alu-Gel-S, SERVA
Electrophoresis). Foram realizadas cinco inoculagbes quinzenais. Anteriormente, e

apos a terceira inoculagéao, foram coletados cerca de 100 pL de sangue da cauda
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dos animais para analise do soro. Sete dias apds a 5% inoculagédo, os animais foram
anestesiados, o sangue coletado por pungdo cardiaca, e sacrificados por

deslocamento cervical.

Os animais sao provenientes do biotério do ICC, e foram manipulados
segundo os principios do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA,
1999). Todos os animais receberam cuidados profissionais em concordancia com os
“Principios de cuidados com animais de laboratério” formulados pela Sociedade
Nacional de Pesquisa Médica e o Guia de Cuidados com Animais de Laboratorio,
preparado pela Academia Nacional de Ciéncias e publicado pelo Instituto Nacional
de Saude (NIH Publicagdo N° 80-23, revisao 1985).

O Instituto Carlos Chagas possui autorizagdo do CTNBio para a realizagéo
desse projeto.

3.10.2 Western blotting

Os extratos foram submetidos a eletroforese em géis de poliacrilamida 15%
(SDS-PAGE) e entdo transferidos para uma membrana de nitrocelulose
(Hybond™ C-Extra, Amersham Biosciences) por passagem de corrente de 50 V por 2
horas, ou 20 V por 16 horas, em tampao de transferéncia de proteinas. A membrana
foi corada reversivelmente com solugcdo de Ponceau, para visualizacdo das
proteinas e recorte dos pocos. A membrana foi incubada com solucdo de bloqueio
(PBS, Tween-20 0,1%, leite em p6 desnatado 5%) por 1 hora sob agitagao. Os soros
especificos para as proteinas foram incubados em solucdo de bloqueio, em
diferentes titulagdes, por pelo menos 1 hora sob agitagdo constante. As membranas
foram lavadas em PBS com Tween-20 0,1% por trés vezes de 5 minutos cada, sob
agitacdo. O anticorpo secundario, anti-camundongo, foi incubado com solugéo de
bloqueio na diluigdo 1:10.000, por 1 hora. Apos nova lavagem, as membranas foram
reveladas com NBT a 0,33 mg/mL e BCIP a 0,165 mg/mL na presenca de tampao

para fosfatase alcalina.



48

3.11 Microscopia de fluorescéncia

3.11.1 Imunofluorescéncia

Formas epimastigotas de T. cruzi foram aderidas em lamina de microscopia
de imunofluorescéncia revestida com Teflon. Para isso, as laminas foram tratadas
com poli-L-lisina 0,1% e 1 x 10° células suspendidas em PBS 1,5x foram aderidas
por 15 minutos a temperatura ambiente e fixadas com paraformaldeido 4% por 10
minutos. Foram tratados com NH4Cl 50 mM por 10 minutos e permeabilizadas com
Triton X-100 0,1% por 2 minutos, com varias lavagens entre cada tratamento. O
bloqueio foi realizado com BSA 1% a 4 °C por cerca de 16 horas. Os anticorpos e o0
soro pré-imune foram incubados por 1 hora a 37 °C, em diferentes diluicbes. O
anticorpo secundario Alexa Fluor 488 foi incubado nas mesmas condi¢gdes. Apds
realizadas todas as lavagens, os parasitas foram incubados com DAPI 1:1000 por 15
minutos & temperatura ambiente. As laminas foi adicionado o anti-fading N-propil-

galato e analisadas ao microscopio 6ptico Nikon Eclipse EG0O.

3.12 RT-PCR

3.12.1 Transcrigdo reversa

O RNA total ou purificado de complexo protéico das culturas nativa e
transfectantes de T. cruzi foi submetido a transcri¢gao reversa para obtengdo do DNA

complementar.

Um micrograma de RNA foi incubado com 10 yM de iniciador oligo d(T) a 70
°C por 10 minutos, para anelamento dos mesmos a cauda poli(A) do mRNA. Em
seguida foi adicionada a enzima Transcriptase Reversa (Impromll™ Kit — Promega),
na presencga de tampao proprio, dNTPs, inibidor de RNase (RNaseOUT — Invitrogen)
e MgCl,. A reacédo incubou por 2 horas a 42 °C, sendo apos adicionada a enzima
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RNaseH para digestdo do mRNA. A amostra foi purificada com o Microcon 30

(Ambion) e quantificada em espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 (Uniscience).

3.12.2 PCR

Oligonucleotideos iniciadores foram desenhados para amplificar regides de
31 genes obtidos dos dados do experimento de microarranjo (Tab. 1A - Anexo). O
programa PrimerSelect™ (Lasergene - DNASTAR 2.0) foi utilizado para a selegao
dos iniciadores, de acordo com critérios pré-estabelecidos, a saber: a) amplicon de
70-100 pb, localizado mais a regidao 3' do gene, b) temperatura de anelamento em
torno de 58,0 e 62,0 °C, c) oligos com tamanho entre 20 e 26-mer, d) auséncia de
conflitos como formagédo de hairpins e dimeros, e) total especificidade pelo
fragmento a ser amplificado. A tabela dos oligos encontra-se no material em anexo
(Tab. 2A).

Para a reacao, 0,02 ng/pL de cDNA foram submetidos a reacdo de PCR, nas
mesmas concentragdes anteriormente descritas (Tab. 2A). Um programa de PCR
Touchdown foi utilizado para aumentar a eficiéncia de amplificacdo dos fragmentos
de genes (Qdro. 3).

Temperatura Tempo (min) Ciclos
94 °C 02:00 1
94 °C 00:30
62 °C 00:30 3
72 °C 00:30
94°C 00:30
61°C 00:30 3
72 °C 00:30
94 °C 00:30
60 °C 00:30 3
72 °C 00:30

94 °C 00:30
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59 °C 00:30 3
72°C 00:30

94 °C 00:30

58 °C 00:30 3
72°C 00:30

94 °C 00:30

57 °C 00:30 3
72°C 00:30

94 °C 00:30

56 °C 00:30 12
72°C 00:30

72°C 10:00 1
4°C o0

QUADRO 3 - PROGRAMA DE PCR TOUCHDOWN.

3.12.3 PCR quantitativa

A PCR em tempo real foi utilizada para fins de quantificagcdo dos niveis de
mensageiros presentes nas amostras de RNA de culturas transfectantes contendo a
proteina TcRBP40 superexpressa, no objetivo de auxiliar na caracterizagdo da
funcao da proteina.

O RNA total foi obtido de -culturas transfectantes com o vetor
pTcRBP40TAPN epissomal, que eleva os niveis de expressdo do gene clonado.
Como controle foi utilizada uma cultura transfectante com o mesmo vetor, porém
sem o gene clonado. A extragdo foi realizada com o kit RNeasy Mini Prep kit
(Qiagen). O RNA foi reverso-transcrito e purificado como acima descrito.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificagdo foram os
mesmos utilizados para a PCR do item anterior, uma vez que foram construidos
para uso na PCR quantitativa. A reagdo continha 2 ng de cDNA, 4 pmol de
iniciadores direto e reverso e 10 uL de SYBR® Green (Applied Biosystems) num

volume total de 20 pL. O programa utilizado conteve desnaturagéo inicial de 10
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minutos a 95 °C, seguida de 45 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 30
segundos e 72 °C por 1 minuto, com ciclo de dissociagdo. A leitura da emisséo
fluorescente foi realizada a cada etapa de extensdo. Uma diluicdo seriada de 4
concentracdes conhecidas de cDNA, com razao de 1:5 para cada ponto serviu como
curva padrdo. Para a normalizacdo do RNA total foi utilizado o iniciador para
amplificar o gene da proteina L9 da subunidade ribossomal 60S
(Tc00.1047053506835.30), que apresentou curva de amplificagao satisfatéria.

A concentracdo de cDNA foi calculada dividindo-se o valor obtido para o

gene pelo valor obtido para o controle.
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4 RESULTADOS

As proteinas de unido ao RNA da familia RRM vem sendo alvo de estudo
em varios organismos. Sua importancia advém da predominancia do dominio entre
as RBPs existentes em cada célula, onde regulam mecanismos-chave do
funcionamento celular. Em tripanossomatideos, essa importancia € potencializada
gracas a predominancia da regulagdo pods-transcricional, gerando uma forte
dependéncia das RBPs e, mais expressivamente, das RRMs. Por isso, conhecer o
universo que caracteriza essas proteinas resulta em melhor compreensdo dos
mecanismos pos-transcricionais de controle da expressdo em T. cruzi e em

eucariotos.

Para estudar estas proteinas se faz necessario conhecer seu substrato, os
MRNASs especificos aos quais se associam e regulam, e que rumos estes tomam ao
se associarem as RBPs. Também conhecer sua localizagao celular e momento de

expressao na célula sdo informagdes que auxiliam no descobrimento de sua fungéo.

Assim, neste trabalho utilizamos diversas técnicas para obter tais dados,
buscando conhecer as principais caracteristicas e fungdo do objeto de estudo,
proteinas de unido ao RNA mensageiro.

4.1 ldentificagao de proteinas com dominio RRM

As proteinas que contém o dominio RRM s&o proteinas com capacidade de
associagao a moléculas de RNA. Este é o dominio predominante entre as proteinas
que apresentam esta fungéo. Por esta razdo, realizamos uma busca no genoma do
T. cruzi por sequéncias contendo o dominio RRM. Este tipo de analise ja havia sido
realizado anteriormente, tdo logo o genoma do organismo foi disponibilizado online
para estudo (DE GAUDENZ| et al., 2005).
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Esta analise anterior foi feita através de buscas com a ferramenta BLAST
pelos genomas dos TriTryps utilizando sequéncias de RRMs conhecidas das
proteinas de leveduras e humanas. O grupo encontrou 79 RRMs em T. cruzi.

Por se tratar de uma busca simples, que poderia ocultar outras importantes
RRMs da analise, realizamos uma nova busca pelas proteinas contendo o dominio.
Uma outra ferramenta bioinformatica foi utilizada, HMMER, por seu método
diferenciado de busca e predicdo de dominios consenso. Assim, inicialmente foram
buscadas proteinas de organismos, de virus a humanos, que apresentassem o
RRM. A base de dados utilizada para tal foi o Pfam, que agrupa proteinas em
familias de acordo com o dominio que apresentam. As sequéncias de todos os
dominios RRM presentes nos organismos foram reunidas e agrupadas para formar o
consenso. Para melhor visualizar este dominio consenso gerado, foi construido um
grafico logo, que relaciona os residuos mais conservados para cada posigdo no

dominio. (Fig. 8).

A partir destes dados no HMMER, foi realizada uma busca pela base de
dados do genoma do T. cruzi, buscando por regides com alto valor de
correspondéncia com o consenso. Foram incluidas as proteinas que apresentassem
e-value abaixo de 10°. Proteinas que apresentaram valores menores foram
analisadas com maiores detalhes. Para estas, foi realizada uma busca por BLAST,
sendo consideradas positivas aquelas cujo resultado da busca foi primeiramente de
sequéncias contendo RRMs. Outra analise realizada para confirmacdo foi a
localizagdo dos motivos conservados RNP1 e RNP2, de interagdo direta com a
molécula de RNA (Fig. 8b).

O resultado mostrou uma tabela com 76 proteinas, eliminando-se a
redundancia do genoma. Destas, 6 ndo haviam sido identificadas do estudo anterior,
e 7 nao foram localizadas em nosso estudo (Tab. 1A).
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A)
ég —
B) RNP1 - KR IY CIA FIY VI X FIY

RNP2 - I IY VIIL X N/

FIGURA 8 - SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DO DOMINIO RRM CONSENSO. A) Grafico em Logo
gerado por LogoMat-M, com dados do HMMERZ2.0. No eixo x do gréfico, a posi¢cdo de cada residuo.
O eixo y mostra o valor atribuido (entropia relativa) ao residuo, de acordo com sua frequéncia de
ocorréncia na posicao indicada. A amplitude as letras esta relacionada ao valor da entropia relativa.
As letras correspondem ao cédigo de nomenclatura de aminoacidos. B) Sequéncia de aminoacidos
das regides de interagdo direta com a molécula de RNA, os motivos conservados RNP1 e RNP2
(Auweter, Oberstrass & Allain, 2006).

4.2 Selegcao das proteinas objeto do estudo

Foi idealizado um plano de identificar os alvos de todas as RRMs por um
grupo de trabalho no ICC. Para iniciar esta caracterizagdo em larga-escala, foram
selecionadas 11 proteinas, dentre as identificadas na busca por RRMs deste
trabalho, aquelas contendo maior similaridade ao dominio consenso gerado (Tab.
1A). Foram escolhidas proteinas de massa inferior a 50 kDa, para facilitar sua
expressao soluvel e purificagdo. Todas estas foram consideradas presentes na fase
epimastigota, segundo estudos de transcritoma de RNA polissomal (PAVONI, 2005)
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e analise protedbmica (ATWOOQD et al., 2005). Também foram consideradas outras
caracteristicas, como localizagdo dos motivos conservados RNP1 e RNP2 (Fig. 8b),
presenca de outros dominios na proteina, localizagdo de cépias do gene no genoma
ou alelos cromossdmicos, similaridade a proteinas de outros organismos e perfil de
expressao durante as diferentes fases do ciclo de vida do T. cruzi. A tabela 1 mostra

a relacdo dessas proteinas e suas principais caracteristicas.

Os motivos RNP1 e RNP2 foram localizados no dominio RRM de cada uma

das proteinas. Algumas delas apresentam apenas um desses motivos (Tab. 1).

TABELA 1 - PROTEINAS SELECIONADAS PARA O ESTUDO.

NO
Proteina Gene ID E-value dom Descrigdao pl M (Da) RNP1 RNP2
RNA-binding
1 DRBD2 Tc00.1047053508413.50 4,70E-40 2  protein, putative 9,7815 31096,65 sim sim
hypothetical protein,
2 RBP20 Tc00.1047053506797.120 6,90E-20 1  conserved 4,8181 2023523  sim sim
RNA-binding
3 SGN1 Tc00.1047053511517.70  1,80E-16 1  protein, putative 10,2715 24978,20  sim sim
RNA-binding
4 RBP40 Tc00.1047053511837.129 6,00E-16 1  protein, putative 8,7006 14320,10  sim sim
RNA-binding
5 DRBD1 Tc00.1047053508409.270 3,60E-15 2  protein, putative 6,5156 30010,58 sim -
RNA-binding
6 RBP7  Tc00.1047053508145.10  1,30E-14 1  protein, putative 6,0993 13406,02 sim sim
hypothetical protein,
7 EIF3D  Tc00.1047053508689.20  1,70E-12 1 conserved 5,0226 31571,22 - sim
RNA-binding
8 RBP23 Tc00.1047053507711.40  1,90E-12 1  protein, putative 10,2824 27485,51 - sim
RNA-binding
9a DRBD5 Tc00.1047053469785.40 2,40E-12 1 protein, putative 9,4464 24333,68 sim sim
RNA-binding
9b DRBD5 Tc00.1047053507025.50 2,00E-12 1  protein, putative 9,5277 24233,46  sim sim
hypothetical protein,
10 RBP25 Tc00.1047053508879.80 7,00E-08 1 conserved 5,0027 28262,89 - sim

Nomenclatura das proteinas selecionadas referente ao estudo da descricdo de proteinas com RRM
em tripanossomatideos. (DE GAUDENZI et al., 2005). E-value: valor da probabilidade estatistica de
similaridade ao dominio consenso gerado; N° dom: numero de dominios RRM encontrados na
proteina; pl: ponto isoelétrico; M: massa molecular em kDa; -: motivo ndo encontrado.

Para a proteina TcDRBDS foram escolhidas duas copias do gene. Seus
produtos possuem pequenas diferencas em sua sequéncia e nos dominios RRM.
Uma analise dos seus alvos ira revelar se ha diferengas entre estas proteinas para a
célula ou se regulam os mesmos alvos e com a mesma destinagdo. Também a
proteina TcRBP7 apresenta outras cdpias no genoma, e sua analise sera abordada
posteriormente.

Foi realizada uma busca por outros dominios presentes nas proteinas

selecionadas, com o intuito de encontrar fungdes acessorias. As sequéncias foram
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submetidas a busca no Pfam. Outros dominios foram identificados para 6 das

proteinas, porém o valor de similaridade com dominios conservados para cada um
deles foi baixo (Tab. 2).

TABELA 2 - REGIOES SIMILARES A OUTROS DOMINIOS ENCONTRADAS NAS PROTEINAS
SELECIONADAS.

Proteina Dominio 2 E-value Dominio 3 E-value
Tis11B like protein, N terminus
RBP20 0.088 -
region
Viral A-type inclusion protein Coenzyme A transferase (no
SGN1 0.31 0.61
repeat RRM)
Plant protein of unknown
DRBD1 0.57 -
function (DUF822)
mRNA capping enzyme, C-
EIF3D 0.98 Nmi/IFP 35 domain (NID) 0.097
terminal domain
Ribosomal Proteins L2, C-
DRBD5 0.94 -
terminal domain
CASC3/Barentsz elF4Alll Dihydroorotate dehydrogenase
RBP25 0.85 0.75
binding (DHO_dh)

E-value: valor da probabilidade estatistica de similaridade ao dominio consenso gerado.

Em seguida, o perfil de expressao nas diferentes fases do ciclo de vida do T.
cruzi foi analisado extraindo-se dados do microarranjo previamente realizado no
instituto, onde foi realizada analise do RNA polissomal presente nos diferentes
estagios do ciclo de vida (PAVONI, 2005). Foi construido um agrupamento
comparando os perfis das diferentes proteinas, buscando por semelhangas entre
eles (Cluster 3.0) (Fig. 9). As proteinas TcRBP40, TcSGN1 e TcRBP23 apresentam
regulagdo semelhante no ciclo de vida. Também ha correspondéncia entre TcRBP20
e TcRBP25. A relagao entre as demais proteinas € incerta.

Epi1
Epi2
Epi3
Epi4
Met1
Met2
Met3
Metd
Trp1
Trp2
Trp3
Trp4d
Amanl
Ama2
Ama3
Amad
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FIGURA 9 - PERFIL DE EXPRESSAO DOS GENES SELECIONADOS. Agrupamento hierarquico
construido utilizando-se dados do microarranjo de RNA polissomal de T. cruzi de cada um dos genes
em estudo. Cada linha representa o perfil de expressdo de um gene. Verde indica baixa expresséo,
vermelho expressao elevada e preto a auséncia de variagdo. Epi: formas epimastigotas; Met: forma
tripomastigota metaciclica; Trp: forma tripomastigota sanguinea; Ama: forma amastigota. Fonte dos
dados: PAVONI, 2005.

4.3 Amplificagao dos genes selecionados

Os genes de T. cruzi das proteinas selecionadas foram amplificados por
PCR utilizando iniciadores construidos para insercdo do sitio de recombinacédo do
vetor pPDONR221™. Foi obtido resultado positivo para todos os genes (Fig. 10).
Alguns dos produtos tiveram amplificagao inespecifica e foram purificados atraves
de separacao por eletroforese e eluicdo do gel de agarose.

Os produtos purificados foram clonados no vetor de entrada e recombinados
em vetores de destinacado para obtencdo de proteinas recombinantes em E. coli e
ensaios funcionais no T. cruzi. As clonagens foram confirmadas por PCR de colbnia

e sequenciamento.

442 418

M1 2 3 45 M 67 8 9 10 M N

FIGURA 10 - AMPLIFICAGAO DOS GENES PARA RECOMBINAGAO. A) Genes de RBPs de T.
cruzi. Perfil eletroforético de produtos de PCR em géis de agarose 1%. Os numeros sob as bandas
positivas indicam tamanho do gene em pares de bases acrescido da regido de inser¢cado no vetor de
clonagem de 61 pb. M: Marcador de massa molecular 1 Kb Plus (Invitrogen), 1- DRBD2, 2- RBP20, 3-
DRBD1, 4- RBP23, 5- DRBD5b, 6- SGN1, 7- RBP40, 8- RBP7, 9- EIF3D, 10- RBP25, 11- DRBD5a.
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4.4 Obtencao de proteinas recombinantes na forma soluvel

Os genes clonados no vetor de entrada foram recombinados com o vetor
pDEST17™ que, transformado em cepas de expressao e induzido, permitiu obter
extratos contendo as proteinas recombinantes nas formas soluvel e insoluvel (Fig.
11). A partir da etiqueta de histidinas inserida na proteina por sequéncia contida no
vetor, as fragdes puderam ser purificadas por afinidade com resina de agarose e Ni%*
e preparadas para os experimentos seguintes. A fragao insoluvel foi utilizada para
producdo de anticorpos policlonais em camundongos, e a fragdo soluvel para os
ensaios de purificagdo in vitro de mensageiros alvos, onde é fundamental que a

proteina se encontre em sua conformagao funcional.

A maioria das indugdes resultou em uma porcentagem da expressédo das
proteinas presentes na fracdo soluvel, com destaque para a TcRBP40, que

apresentou razao 1:1 de expressao na fragao soluvel em relagao a fragao insoluvel.

Para outras proteinas, métodos alternativos de expressao foram testados. O
primeiro consistiu em baixar a temperatura de incubac¢ao da cultura para 4 °C, a fim
de desacelerar a proliferagdo e expressao para permitir melhor dobramento das
proteinas pelas chaperonas da bactéria. No segundo método as células foram
induzidas ao estresse com etanol a 3%, aumentando o nivel de expressdo enddgena
de proteinas chaperonas para auxiliar no dobramento correto das proteinas
recombinantes. As proteinas testadas com estes métodos apresentaram maiores

taxas de expressé&o na fracao soluvel (Fig. 12).

Nao foi possivel obter o extrato protéico para a TcDRBD2, pois as células
tornaram-se debilitadas na presenga do vetor de expressao contendo este gene. E o
gene para a proteina TcRBP25 nao foi efetivamente transferido por recombinagéo
para o vetor de expressao, por razdes desconhecidas.
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FIGURA 11 - EXPRESSAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES. Perfil eletroforético em géis SDS-
PAGE 15%. Setas indicam posicdo no gel das proteinas recombinantes. A cauda de histidinas
acrescenta aproximadamente 8 kDa a massa esperada da proteina. Valores no lado esquerdo
expressos em kDa. M: Marcador de massa molecular BenchMark™ (Invitrogen); BL21: extrato
protéico de células E. coli BL21 sem o vetor de expressdo; FN: fracdo de proteinas de células
transformadas, mas nao induzidas; FT: fracao total de proteinas; FS: fragdo soluvel de proteinas; FI:
fracdo insoluvel de proteinas.
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FIGURA 12 - EXPRESSAO SOLUVEL DAS PROTEINAS. Western blot anti-histidina das fracdes
soluveis das proteinas expressas em diferentes condigdes: 1-9: protocolo padrdo; 10-13: estresse
com etanol; 14: protocolo alternativo com indugdo a 4 °C por 7 dias. Foi aplicada a mesma
quantidade de extrato para cada pogo no gel. 1 e 10: TcRBP20; 2, 11 e 14: TcSGN1; 3 e 12:
TcRBP40; 4 e 13: TcDRBD1; 5: TcRBP7; 6: TcEIF3D; 7: TcRBP23; 8: TcDRBD5a; 9: TcDRBD5b; M:
Marcador de massa molecular BenchMark™ (Invitrogen).
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A partir deste ponto, o projeto tomou um novo rumo. Trabalhar com as 11
proteinas simultaneamente demanda tempo, e nao caberia um estudo muito
aprofundado dentro do periodo proposto para o mestrado. Além disso, uma nova
estratégia de identificagdo dos alvos sera empregada em breve: o sequenciamento
em larga-escala, possibilitado pela plataforma SOLID™ (Applied Biosystems) que

esta em fase de testes no instituto.

Sendo assim, uma das proteinas, a TcRBP40, foi selecionada para estudo
mais aprofundado na identificagdo de seus alvos ainda por hibridacdo em
microarranjo e caracterizagdo de sua funcdo. Foi selecionada por varias razdes: a)
néo ter sido anteriormente citada como pertencente a familia RRM (no trabalho DE
GAUDEN/ZI| et al., 2005), apesar de conter o dominio € os motivos conservados
RNP1 e RNP2; b) por ser um proteina exclusiva de T. cruzi, sem ortélogos em outros
organismos; e c) pela facilidade de obteng&o da forma soluvel purificada (Fig. 14).
Trata-se de uma proteina pequena, com 126 aminoacidos e 14 kDa, sendo que 60%
da sequéncia é constituida pelo dominio RRM (Fig. 13). A proteina selecionada foi
purificada na forma soluvel em resina de Niquel-agarose, para utilizagdo nos ensaios
de pull-down e EMSA (Fig. 14).

RRM RNP2 RNP1

MPQSKPRAﬁLFVGQLN FGATEDDIRAIFDFYGHVLSVNLLHDKSKNRSKGSAFVEYGSTGEADCAI

RSLHNRYYMERDKPLQVSYCERSELISPFGWQOALQLHQENSANPPPPDRSLPTPAKRLL*

FIGURA 13 - ORGANIZAGAO DA ESTRUTURA PRIMARIA DA PROTEINA TcRBP40. Sequéncia
completa de aminoacidos da proteina TcRBP40 (GeneDB). Na caixa azul, os residuos que compdem
o dominio RRM. Nas caixas amarela e vermelha, os motivos conservados RNP1 e RNP2.

As demais proteinas serdo posteriormente estudadas, em continuidade ao
projeto de estudo em larga-escala de caracterizagdo das RRMs de T. cruzi.



61

50 t
-
o~
-
=
20 -
15 ig - ™o ¢
=

BM FSFT L1 L2 L3 L4 L5 E1 E2 E3 E4

FIGURA 14 - PURIFICAGAO DA PROTEINA TCRBP40 SOLUVEL. Perfil eletroforético em gel SDS-
PAGE 15%. FS: fragdo soluvel; FT: flow through da coluna; L1-L5: lavagens da resina; E1-E4:
eluigbes da proteina; BM: Marcador de massa molecular BenchMark™ (Invitrogen). Valores na coluna
a esquerda em quiloDaltons (kDa).

4.5 A proteina TcRBP40 tem capacidade de ligar a moléculas de RNA

O gene para a proteina TcRBP40 foi clonado e expresso em sistema
bacteriano. Foi obtido um extrato purificado da proteina recombinante. Em se
tratando de uma proteina ndo caracterizada anteriormente, sua fungdo de unido ao
RNA teve de ser testada, bem como se a proteina se encontrava em sua
conformacgao funcional, para permitir o experimento que viria a seguir de purificagéo
in vitro dos RNAs alvos.

Assim, foi realizado o ensaio de retardo em gel ndo desnaturante. Sondas
homopolirribonucleotidicas marcadas radioativamente foram incubadas com a
proteina soluvel, na presenga de competidores inespecificos. A reacao foi aplicada
em gel ndo-desnaturante de poliacrilamida, que foi submetido a corrente elétrica. O
resultado mostrou que se formaram complexos RNA-proteina com as sondas poli(U)
e poli(G), garantindo a fungdo da proteina produzida, e ainda que esta se encontra
na conformacgao funcional (Fig. 15). A presenca de bandas mais acentuadas para as
sondas poli(U) e poli(G) mostra que a proteina possui a capacidade potencial de

discriminar sequéncias (linhas U-3 e G-3).
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FIGURA 15 - CONFIRMAGAO DA FUNCIONALIDADE DA PROTEINA RBP40. Ensaio de
mobilidade por retardo em gel. Sondas polirribonucleotidicas de A, U, C e G, marcadas e aplicadas
conforme indicado. 1: reagdo sem proteina; 2: reagdo com 100 ng de proteina; 3: reagdo com 500 ng
de proteina.

4.6 TcRBP40 reconhece populagdes de mensageiros in vitro

Tendo confirmada a capacidade da proteina em associar-se a moléculas de
RNA, seguiu-se a identificagdo dos mensageiros por ela regulados. Foi utilizada uma
estratégia ribonémica de purificagao in vitro dos alvos e detecg¢ao por hibridagdo em
microarranjos de DNA (Fig. 16).



63

RBP40 M\ [ RNAeIundo
A% —l
“‘%’ T NiNTA /
RNA total & \
o \.v W ‘\/3’5"53\ T J
competidores M

& 4

T IDCACSAMOL 170 ment R cocclarsn, poisttr

T
|

I
11
}u
i
H

RNA eluido + RNA do flow through
(reconhecido pela (nao ligado)
RBP)

i
E

A Tl BTG N o chaguerna Cogl, prstivs

i
F

i
f
’
I
!
1

HHR RN
TH
i
g
|
i

i
it

FIGURA 16 - METODO RECOMBINANT RIP-CHIP. Esquema da metodologia empregada para
detecgéo de alvos da TcRBP40. RNA total e proteina recombinante sdo incubados. Os RNA eluido e
do sobrenadante sdo purificados e reverso-transcritos. Os cDNAs sdo marcados em dye-swap e
hibridados no chip de microarranjo. A analise resulta em uma lista de alvos da proteina. FONTE: O
AUTOR, 2010.

4.6.1 Purificagdo por afinidade a proteina

A proteina recombinante funcional RBP40 foi incubada com RNA total de
formas epimastigotas de T. cruzi na presenga dos competidores inespecificos
heparina e espermidina. A taxa de RNA extraido que ligou a resina foi de 15 a 40
vezes menor do que o RNA que nédo ligou, conforme demonstrado em 3
experimentos independentes (Tab. 3). Este resultado € esperado para uma RBP que

possua certa seletividade por alvos, conforme ja demonstrado no ensaio EMSA.
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TABELA 3 - QUANTIDADE DE RNA EXTRAIDO DE TRES EXPERIMENTOS DE PURIFICAGAO
INDEPENDENTES.

Amostra Exp.1 Exp.2 Exp.3
RNA total inicial 41,77 111,15 100
RNA eluido da proteina 0,954 1,393 1,764
RNA sobrenadante 20,82 13,883 38,852
RNA da primeira lavagem 4,51 29,402 -

Valores expressos em microgramas.

4.6.2 Hibridagdo em microarranjo de DNA

Para identificar os RNAs ligados, foram realizadas hibridagbes em
microarranjos de DNA. O chip é composto por sondas abrangendo a totalidade das
ORFs do T. cruzi, e foi cedido pelo Dr. Gregory Buck, do Center for Study of
Biological Complexity, VCU — USA.

O RNA extraido de dois dos experimentos foi amplificado, marcado e
hibridado em chip de microarranjo de T. cruzi. Para cada experimento, a amostra de
RNA amplificado foi marcada duas vezes, com fluoroforos distintos, e as amostras
de RNA eluido da proteina e de RNA sobrenadante foram hibridadas no mesmo chip
em duplicata, cada uma com um dos dois fluoréforos, conforme demonstrado na
figura 15. Tal metodologia impede que haja favorecimento de uma marcagdo em

detrimento de outra, além de servir como réplica técnica.

A analise dos dados foi calculada com o algoritmo SAM, utilizando como
linha de corte o FDR maior ou igual a 1% e taxa de enriquecimento maior ou igual a
4 vezes em relagdo ao controle. Estes parametros resultaram numa lista de 163
alvos especificos (Tab. 2A - Anexo). Esta razdo de enriquecimento utilizada é
considerada de alta estringéncia em relagdo a outros estudos. Para as proteinas
TbDRBD3 e TbPUF9 foi adotada razdo 2 (ESTEVEZ, 2008; ARCHER et al., 2009).

Uma das analises resultantes desta tabela foi relacionar a fungédo da proteina
correspondente aos transcritos, buscando por fungdes em comum entre os alvos. Do
total, 117 sdo de proteinas hipotéticas. Dentre os alvos cujas proteinas possuem

anotacao conhecida, predominam as relacionadas com o metabolismo de acidos
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nucléicos (Graf. 1). Como havia poucas informagdes entre os alvos que codificam
proteinas hipotéticas, foi realizada uma busca por dominios que sugerissem alguma
anotacdo. Os dados foram obtidos da base GeneDB. Observou-se que 47% delas

apresentam motivos relacionados a direcionamento para a membrana plasmatica.

A ® Hipotética conservada
4% 2% 1% I_1% m Metabolismo ac. nucléicos

u Processos metabolicos

m Sinalizacdo

m Dobramento de proteinas

u Ciclo celular

Citoesqueleto

® Sinal transmembrana

® Sem sinal transmembrana

GRAFICO 1 - ENQUADRAMENTO FUNCIONAL DOS PRODUTOS DOS ALVOS DA TcRBP40. A)
Agrupamento dos alvos por fungéo. Anotacdo baseada em ontologia (Gene Onthology). B) Avaliagéo
da presenca de peptideo ou sinal para localizagao transmembrana, baseado em analise pela base de
dados Pfam. Valores do grafico indicam porcentagem calculada sobre valores absolutos.

4.7 Os mensageiros reconhecidos apresentam aumento do nivel de

expressao em metaciclicos

Apos buscar por funcdes relacionadas, foi analisado o perfil de expressao
destes alvos no ciclo de vida. A mesma fonte de dados do ponto 4.2 foi utilizada

para esta analise.
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O resultado mostrou um importante enriquecimento de uma porcentagem
alta dos mensageiros nas formas metaciclicas (Fig. 16 - Detalhes na Fig. 1A),

sugerindo um padrédo de correlagédo na regulagéo.

FIGURA 16 - PERFIL DE EXPRESSAO DOS ALVOS NO CICLO DE VIDA. Agrupamento hierarquico
dos dados obtidos do microarranjo. A faixa mais larga predominante em vermelho (chave em preto a
direita da imagem) corresponde as réplicas experimentais das formas metaciclicas. Vermelho indica
aumento, verde indica diminuigao e preto indica auséncia de variagao.

4.8 Validagao dos alvos da RBP40 obtidos de ensaio in vitro

Tendo os resultados anteriores sido obtidos a partir de técnica in vitro, foi
realizada uma segunda técnica de purificagdo de complexos, desta vez in vivo, para

validacao dos resultados.

4.8.1 Expresséo fusionada em T. cruzi

O gene da proteina TcBP40 foi clonado no vetor de expressédo em T. cruzi
que insere duas etiquetas na proteina, permitindo a purificagdo sequencial por
afinidade dos complexos RNP nas formas epimastigotas selecionadas.

Para avaliar a expressao da proteina no parasita, foi realizado um ensaio de
Western blot utilizando anticorpo especifico contra TcCRBP40 (Fig. 17). A clonagem e
os experimentos foram realizados em duas culturas diferentes. As proteinas
fusionadas apresentam aumento em massa de cerca de 30 kDa em relacédo a

proteina nativa, conforme indicado pelas setas. Também é visivel o aumento na taxa
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de expressao, comparando-se a intensidade das bandas. Conforme observado no

resultado, a proteina fusionada esta superexpressa em relagao a proteina nativa.

C TAP-tag

a-CBP

FIGURA 17 - WESTERN BLOT COM EXTRATOS PROTEICOS DE T. CRUZI TRANSFECTANTES.
Um total de 1 x 10’ parasitas foram aplicados em cada extrato. Anticorpo anti-CBP 1:1000
(Calmodulin binding protein, Upstate®), e anti-lgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina.
Legenda: C: extrato protéico de transfectante controle; TAP-tag: extrato de cultura transfectante com
vetor de fusdo a CBP e Proteina A. Valor indica massa molecular em kDa.

4.8.2 Purificagdo por afinidade dos complexos in vivo

A proteina expressa em T. cruzi em vetor epissomal continha etiqueta para
purificacdo sequencial por afinidade. A cultura foi lisada em condi¢cdes a permitir a
conservagao dos complexos celulares. O extrato de lise foi incubado com coluna de
esferas de sefarose acopladas a IgG (Amersham). Apenas a etiqueta de Proteina A
foi utilizada para a purificacdo, devido a baixa eficiéncia obtida da purificagdo com
ambas (dados n&o mostrados). No entanto, outros trabalhos foram publicados
utilizando também apenas uma das etiquetas para purificacdo, o que tem sido aceito
(HOGAN et al., 2008; ARCHER et al., 2009). O RNA foi extraido e quantificado, a fim
de avaliar se houve purificagdo. A taxa de RNA associado a coluna foi de 80 a 90
vezes menor que de RNA do sobrenadante, conforme mostrado na Tabela 4, em

dois experimentos distintos.
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TABELA 4 - QUANTIDADE DE RNA EXTRAIDO DE TRES EXPERIMENTOS DE PURIFICAGAO
INDEPENDENTES. Valores expressos em microgramas.

Amostra Exp.1 Exp.2
RNA eluido da proteina 10,973 6,081
RNA sobrenadante 91,997 95,914

O RNA deste experimento foi semelhantemente reverso-transcrito, marcado
e hibridado em dye swap no chip de DNA de T. cruzi. No entanto, as amostras do
experimento ndo foram eficientemente marcadas pelos fluoréforos do microarranjo,

mesmo apods varias tentativas, e a abordagem foi abandonada.

4.9 A TcRBP40 reconhece in vivo os alvos selecionados in vitro

A fim de confirmar a eficiéncia da técnica in vitro acima descrita (item 4.6),
alguns alvos detectados (Tab. 2A) foram selecionados para amplificagdo por RT-
PCR, uma vez que néo foi possivel realizar o microarranjo com a amostra obtida do

experimento de purificagdo sequencial por afinidade.

A proteina epissomal TcRBP40 marcada com etiquetas foi purificada por
afinidade em complexo formado in vivo. O RNA presente no complexo foi purificado
com o RNeasy (Invitrogen) e reverso-transcrito. O cDNA foi submetido a
amplificagdo por PCR com os iniciadores especificos (Tab. 3A).

Como um primeiro controle para a amplificacéo foi feita uma reacdo de PCR
utiizando DNA gendmico de T. cruzi. Todos os iniciadores desenhados foram
capazes de amplificar fragmentos de DNA no tamanho esperado (dados n&o
mostrados).

Como controles para o experimento foram utilizados o cDNA obtido de
parasitas selvagens na forma epimastigota e de parasitas transfectados com o
mesmo vetor sem o gene da TcRBP40. Os géis de agarose foram analisados com o
programa Scion Image e as bandas correspondentes a amplificagdo dos genes
foram quantificadas.
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O resultado mostrou que dentre os 10 produtos amplificados pela RT-PCR, 6
foram confirmados alvos positivos da TcRBP40 (Fig. 18). Varias condi¢cées de PCR

foram testadas, obtendo sempre resultados similares (dados n&o mostrados).

M.
: IIIE

HP7 ADP HP5 UB ARP1  POL2 PK ARP2 E2 HSP70

Enriquecimento (teste/controle)
N
(0]
1

FIGURA 18 - CONFIRMAGAO DE ALVOS DA PROTEINA RBP40. Valor da raz&o teste:controle na
analise dos géis. Foram considerados positivos os alvos com fold change (enriquecimento) acima de
2. Nomenclatura de acordo com Tab. 3A.

4.10 A superexpressao da TcRBP40 desestabiliza os alvos

Para investigar o papel desempenhado pela proteina e seu efeito sobre os
MRNAs a que se ligam, o ensaio a seguir descrito utilizou uma cepa transfectada
com vetor que permite superexpressar a TcRBP40. Apenas esta abordagem foi
viavel. O ensaio de bloqueio da tradug&o nao foi possivel, pois ndo ha ortélogo em
T. brucei desta proeina para realizacdo de ensaio de RNAIi, uma vez que o T. cruzi
nao contém as enzimas necessarias para a via. E dada a complexidade da
clonagem e selec&o para inibir a expressdo enddégena da célula, o experimento de
knock-out ndo poderia ser executado em tempo habil para a conclusdo deste

projeto.

Assim, a funcdo da proteina foi analisada por ensaio de PCR em Tempo
Real. O cDNA foi obtido de reagao de transcricdo reversa do RNA total extraido de
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cultura transfectante com o vetor pTcRBP40TAP-N, onde a proteina de interesse
esta superexpressa. Como controle foi utilizada uma cultura transfectante com o

mesmo vetor, porém sem o gene recombinado.

O resultado mostrou que ante a superexpressao da proteina ha um menor
enriquecimento dos alvos, sugerindo uma provavel fungcdo de desestabilizagdo de
mensageiros desempenhada pela TcRBP40 na célula (Fig. 19). INO40 e RBP sé&o
genes nao encontrados na analise do microarranjo, sendo analisados, portanto,

como alvos negativos.

ul

w2

u3

Enriquecimento (teste/controle)

ADP APE ARP1 ARP2 E2 HP5 HP7 PK POL2 uB INO40 RBP

FIGURA 19 - ANALISE QUANTITATIVA DA PRESENGA DOS ALVOS NA SUPEREXPRESSAO DA
TCRBP40. PCR quantitativa de culturas transfectantes superexpressando a proteina TcRBP40. O
controle utilizado foi cepa transfectada com o vetor vazio. Normalizagdo com o gene L9. 1, 2 e 3 séo
réplicas bioldgicas distintas. Nomenclatura de acordo com Tab. S3.

4.11 TcRBP40 reconhece sequéncias ricasem Ae G

Cada RBP é capaz de reconhecer um elemento especifico no RNA, seja ele

constituido por uma sequéncia ou estrutura reconhecida pela proteina.

Para descobrir qual seria este elemento reconhecido pela RBP40, EMSAs
foram realizados com a proteina recombinante funcional e sondas marcadas
radioativamente, sendo posteriormente separados por eletroforese em gel n&o-
desnaturante. A regido 3'UTR de um alvo confirmado foi utilizada para identificar a



71

regidao contendo o elemento. O alvo selecionado foi do transcrito codificante para a
subunidade 9 da RNA polimerase Il. Utilizando a sequéncia do gene realizamos uma
busca na base de ESTs do GenBank para definir a regido 3'UTR do gene. Foram
encontradas ESTs do gene, e foi definida uma regido de 44 bases como sendo a
3'UTR. Assim, sondas foram desenhadas contendo as sequéncias de fragmentos

sobrepostos desta regido constituida por 44 bases (Fig. 20).

GGAAAAGGGAGGACAAGACAACAUGGCAAUACAAAACAAUAAAA
44 nt UTR

UTR1

UTR2

UTR3

FIGURA 20 - SEQUENCIA DAS SONDAS CONSTRUIDAS. Regido 3'UTR do gene para RNA
polimerase Il. Regido de 44 nucleotideos. Rosa: regido da sonda UTR; azul: sonda UTR1; verde:
sonda UTR2; amarelo: sonda UTR3.

No primeiro ensaio, as quatro sondas construidas foram incubadas em
concentracio crescente da proteina, para avaliar a capacidade de formar complexos
com as sondas (Fig. 21). Como a marcacéo radioativa variou para cada sonda
(observar intensidade das sondas livres), foram realizados ensaios competitivos para
determinar por qual delas a proteina teria maior afinidade.

Um ensaio de competicdo entre as sondas foi realizado. As sondas UTR1 e
UTR3 marcadas foram incubadas com as demais sondas frias, em concentragao
crescente, para avaliar se haveria deslocamento (Fig. 22). A sonda UTR3 foi
deslocada pelas demais, enquanto que a sonda UTR1 permaneceu formando

complexos, indicando que nesta regido estaria o elemento de reconhecimento.

Um ensaio de competicdo entre a sonda UTR1 marcada com sondas de
homopolirribonucleotideos frias mostrou que os complexos n&o s&o deslocados (Fig.
23).
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FIGURA 21 - FORMAGAO DE COMPLEXOS SONDA-PROTEINA. EMSA com as 4 sondas,
capturadas pela TcRBP40. Quantidade crescente de proteina: 0, 0,5 e 2 ug.
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FIGURA 22 - ENSAIO DE COMPETIGAO ENTRE AS SONDAS. EMSA competitivo entre as sondas.
Quantidade crescente de sonda fria: 2, 5 e 10 vezes mais concentrada que a sonda marcada. C:
controle sem a proteina; 0: controle sem a sonda fria; *indica a sonda marcada radioativamente.
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FIGURA 23 - COMPETIGAO DA SONDA UTR1 COM HOMOPOLIRRIBONUCLEOTIDEOS. EMSA
da sonda UTR1 marcada com os poli(A/U/C/G) ndo marcados em concentragdo crescente. L: sonda
livre sem a proteina; 0: sonda com a proteina, sem a sonda fria competindo.

Foi realizada uma busca pelo possivel elemento dentre os alvos confirmados,
através da ferramenta bioinformatica MEME, e uma regido rica em As e Gs foi

localizada em cada alvo (Fig. 24 e Fig. 2A).

2-

LELE (no S50 050210 1028

FIGURA 24 - POSSIVEL SEQUENCIA DE RECONHECIMENTO DA TCRBP40. Grafico Logo da
regido conservada entre as 3'UTR dos alvos confirmados. FONTE: Programa online MEME.
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4.12 A TcRBP40 tem a sua expressao regulada no ciclo de vida

Para determinar o perfil de expressdo no ciclo de vida e a localizagao
celular, anticorpos policlonais foram produzidos em camundongos utilizando a
proteina recombinante purificada. Os soros foram testados durante a imunizacao
contra a proteina recombinante e contra extrato de epimastigotas, para monitorar
sua qualidade. Os anticorpos produzidos em uma primeira tentativa ndo eram
especificos e fracamente reconheciam no extrato a regido referente a proteina de
interesse. Uma nova imunizagdo teve de ser realizada, utilizando novos

camundongos, e o resultado obtido da imunizagao foi mais satisfatorio.

Para analisar o perfil de expressao da proteina no ciclo de vida do T. cruzi foi
realizado um ensaio de Western blot, contra extratos protéicos de T. cruzi obtidos de
diferentes fases do ciclo de vida. Uma regido com a massa molecular esperada (~15
kDa) foi marcada mais fortemente, correspondendo a proteina TcRBP40. O
resultado mostrou que a proteina esta presente nas fases replicativas, porém nao na

fase infectiva metaciclica (Fig. 25).

15— wn W A "

FIGURA 25 - PERFIL DE EXPRESSAO DA TCRBP40 EM DIFERENTES FASES DO CICLO DE
VIDA DO T. CRUZi. Western blot com extratos protéicos de diferentes fases do ciclo de vida com
anti-TcRBP40. A proteina se encontra na faixa de 15 kDa. Extratos protéicos de: 1- formas
epimastigotas; 2- epimastigotas apds 2 horas de estresse nutricional; 3- formas estressadas apds 24
horas, aderidas a garrafa de cultura; 4- formas tripomastigotas metaciclicas; 5- formas amastigotas.
No painel abaixo, a faixa em 50 kDa da mesma membrana corada com Ponceau S como controle,
mostrando a presenga das proteinas em cada extrato.
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4.13 A TcRBP40 esta localizada nos reservossomos do T. cruzi

Utilizando os anticorpos policlonais especificos produzidos a partir de
camundongos imunizados com a proteina recombinante, foi realizado um ensaio de
imunofluorescéncia com parasitas na forma epimastigota. Os soros pré-imunes

foram também testados, ndo mostrando marcacao.

A localizacdo por imunofluorescéncia mostrou que a proteina esta presente
em foci citoplasmaticos bem definidos que se assemelham a reservossomos,

localizados na regido posterior do parasita. (Fig. 26).

TcRBP40

TcRBP40

TcRBP40

FIGURA 26 - LOCALIZAGAO CELULAR DA TcRBP40. Imunolocalizagdo celular em formas
epimastigotas de T. cruzi utilizando anticorpo especifico para a TcRBP40 em 1:100, marcado com
Alexa-488. Nucleo evidenciado com DAPI. CC: campo claro.
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5 DISCUSSAO

Os tripanossomatideos sdo organismos dotados de uma forma peculiar de
regulagcéo dos seus niveis de expressao génica: eles o fazem majoritariamente pos-
transcricionalmente. Isto significa que todos os genes codificantes de proteinas s&o
transcritos, independentemente de estimulos especificos, e os mMRNAs maduros é
que serao alvos de algum tipo de regulagdo. Regulagéo esta realizada por proteinas
gque se associam aos mensageiros, formando complexos que irdo destina-los a
degradagao, estocagem ou tradugdo. Mensageiros funcionalmente relacionados
podem ser regulados por um mesmo complexo, formando intrincadas redes de
regulacdo pods-transcricional. Estudar estas proteinas regulatorias de RNAs
mensageiros significa aumentar o conhecimento acerca da regulagdo da expresséo
génica em eucariotos, uma vez que 0s mecanismos transcricionais s&o vistos hoje
apenas como inicio de uma complexa cascata regulatéria de que participam

moléculas recém descobertas de RNAs.

O dominio RRM é o mais conservado e mais comum entre as proteinas de
associacdo ao RNA. Sabendo disso, estudos tém sido elaborados envolvendo
proteinas pertencentes a esta familia. De Gaudenzi et al., em 2005, publicaram um
estudo identificando todas as RRMs dos TriTryps. Realizaram uma busca pelas
bases de dados de tripanosomatideos utilizando como isca proteinas de humanos e
leveduras contendo o dominio RRM, através do programa BLAST, e também com a
ferramenta de busca de motivos contida no GeneDB. Foram encontradas 139
proteinas RRM em Trypanosoma cruzi, porém, considerando a redundancia do
genoma sequenciado devido ao carater hibrido da cepa CL Brener, definiram 77
proteinas comuns aos outros tripanosomatideos e 2 exclusivas de T. cruzi,

perfazendo 79 proteinas.

Uma analise rapida das RRMs de outros organismos pela base de dados de
proteinas Pfam mostrou que este valor encontrado para tripanossomatideos pelo
grupo acima mencionado € coerente com a organizagado filogenética dos
organismos. Quanto mais "complexo" o organismo, mais RRMs possui em seu

genoma. Porém, era esperado que em T. cruzi houvesse maior numero de RRMs
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em relagdo aos demais organismos, ja que sua regulagdo da expressdo génica

ocorre principalmente no nivel pds-transcricional.

Utilizando uma nova abordagem, com a constru¢gdo de um motivo
conservado baseado em RRMs conhecidos do Pfam, realizamos uma nova busca
por proteinas com RRM em T. cruzi. Encontramos um total de 76 proteinas,
eliminando-se a redundéncia do genoma hibrido. Destas, 6 s&do proteinas n&o
identificadas anteriormente no estudo de 2005, e 7 das por eles identificadas nao
foram vistas em nossa busca. O motivo dessas diferencgas foi a forma de busca aqui
realizada, utilizando uma outra sequéncia de entrada: o dominio consenso
construido. Este dominio consenso, por ser baseado no RRM de varios organismos
distintos, e ndo apenas de humanos e leveduras, mostrou maior variedade de
residuos para cada posi¢cdo no dominio. Assim, uma proteina com RRM contendo
residuos distintos da RRM destes organismos passou a ter maior possibilidade de
ser identificada como RRM, com alta fidelidade. Uma destas proteinas nao
identificadas anteriormente, a qual denominamos TcRBP40, € uma RRM pequena,
de 14 kDa, com apenas um dominio, mas que apresentou uma alta correspondéncia
com o dominio consenso. Ela aparece também anotada na base GeneDB como
proteina de unido ao RNA. Nao apresenta ortélogos em outros tripanossomatideos,

0 que possivelmente possa ter sido o0 motivo da exclusdo da analise anterior.

Um dos projetos do instituto & realizar uma analise ribonémica de proteinas
RRM encontradas nesta busca, o qual ja foi iniciado. No entanto, além do volume de
trabalho que tal abordagem demanda, a analise foi excluida deste projeto de
dissertagdo a fim de aguardar a instalagdo da nova plataforma de sequenciamento
em massa deste instituto de pesquisa, alterando a proposicao inicial de identificar os
alvos das proteinas por hibridagdo em chips de microarranjo de DNA. Assim, para
esta dissertagcdo selecionamos uma das proteinas encontradas e iniciadas, a
TcRBP40, para realizar uma analise mais profunda de suas caracteristicas. Esta
proteina chamou a atenc&o por ser uma proteina regulada no ciclo de vida, pela sua
funcdo ser desconhecia e por nao ter ortélogos em outros tripanossomatideos. Este
ultimo fator é o mais importante, pois considerando as diferengas entre os TriTryps
em relacdo ao ciclo de vida, modo de transmissdo e acdo nos hospedeiros € de se
esperar que haja regulagéo especifica de genes, a qual deve ainda ser realizada por
proteinas especificas.
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Assim, a proteina TcRBP40 foi clonada e expressa em sua forma funcional.
A proteina purificada foi utilizada em ensaio de purificacdo por afinidade, para
capturar in vitro seus mRNAs alvos, os quais foram identificados por hibridacdo em
microarranjos. Esta técnica oferece a vantagem de ser mais simples, de mais facil
acesso, NOS casos em que se tem sucesso na expressao e purificacdo da proteina
soluvel, e ja se mostrou eficiente na purificacdo de alvos positivos de fato em outros
estudos. O protocolo classico de purificagao € realizado por imunoprecipitacdo, mas
isso depende de um anticorpo especifico e eficaz, e uma proteina de abundancia
consideravel (TENENBAUM et al., 2002). A desvantagem de utilizar uma
abordagem in vitro reside na maior probabilidade de obter resultados falso-positivos,
pela ligacao inespecifica de mMRNAs que n&o s&o alvos de fato, mesmo utilizando-se
de condigdes competitivas. Para eliminar esses falso-positivos, diversos meios
podem ser empregados, especialmente quando sdo realizadas analises em larga-
escala (TOWNLEY-TILSON et al., 2006).

Para validar a técnica, foi realizado um pull-down in vivo, precipitando
complexos RNA-proteina a partir de cultura transfectante, com expressao epissomal
da proteina contendo etiqueta de purificacdo. Apds varias tentativas sem sucesso de
marcagao e hibridagdo em microarranjo, a técnica foi abortada. Uma nova técnica
sera empregada para as proximas analises, utilizando sequenciamento em massa
para detectar os alvos. A plataforma SOLID™ esta em fase de testes e em breve
sera utilizada para as mais diversas abordagens de estudos em larga-escala. Diante
da limitagdo encontrada, a validacao foi realizada por RT-PCR, onde alguns dos
alvos foram selecionados para a amplificagcdo. Dentre eles, 60% foram confirmados
alvos positivos, o que € considerado um bom valor tratando-se de uma técnica in
vitro. Isto mostrou que a abordagem in vitro é viavel per se como método de analise

e pode ser utilizada para a validagao de outras técnicas de analise ribondmica.

A identificagdo dos alvos da TcRBP40 resultou em uma lista com 163
candidatos, sendo grande parte sequéncias de proteinas hipotéticas. Foram
selecionados com FDR de 1% e enriquecimento minimo de 4 vezes em relagcdo ao
controle; o valor alto de enriquecimento reduz a probabilidade de incluir resultados
falso-positivos. Nao havia antes nenhuma estimativa de qual seria o valor esperado
de candidatos, sem que se soubesse a funcdo desempenhada pela RBP. Uma

proteina de regulagéo geral, com baixa estringéncia de reconhecimento - como uma
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ligadora de poli(A) - possui alto numero de alvos possiveis (ou todos), enquanto uma
proteina mais restrita deve reconhecer menos moléculas com alta afinidade. Num
estudo em massa com RBPs de leveduras, o numero de alvos de algumas proteinas
chegou a 1500 transcritos, enquanto que outras ndo alcangaram um numero de 10
(HOGAN et al., 2008).

A avaliagao funcional permite caracterizar a proteina como reguladora de
uma determinada via na célula, conforme preza a teoria de operons pos-
transcricionais que vem angariando evidéncias conforme avangam os estudos de
identificacdo dos alvos. Dentre os alvos candidatos da TcRBP40 que apresentam
anotacao funcional, o maior grupo referiu-se a produtos envolvidos no metabolismo
de acidos nucléicos. Porém, este grupo constitui apenas 7% do total de alvos.
Considerando ainda que 70% sao de proteinas hipotéticas, foi realizada uma busca
com cada sequéncia nas bases de dados Pfam e GeneDB por dominios que
pudessem sugerir alguma funcdo. Quase a metade deles continha um sinal para
localizacdo transmembranar ou de transferéncia para o reticulo endoplasmatico. E
precipitado inferir que a TcRBP40 regula proteinas associadas a membrana, mas a
informagdo ndo deve ser descartada ao considerar outras caracteristicas da

proteina, como a sua localizagao celular, que sera comentada adiante.

Uma analise envolvendo dados experimentais do microarranjo de RNA
polissomal realizado no instituto (PAVONI, 2005) mostrou que a maior parte dos
alvos identificados estda mais expressa na fase de tripomastigotas metaciclicos. A
elevacdo da taxa de transcritos especificos nesta fase em relacdo as demais € mais
uma amostra de que a regulagdo dominante em T. cruzi € pds-transcricional, uma
vez que a taxa geral de transcrigdo cai abruptamente nesta fase do ciclo de vida,

quando os parasitas se preparam para invadir células de mamiferos.

O elemento de reconhecimento nos mensageiros foi investigado por ensaios
de mobilidade eletroforética. Sondas foram construidas e marcadas radioativamente,
as quais abrangem toda a regido 3'UTR de um dos alvos confirmados. Em um
ensaio competitivo entre as sondas foi observado que a sonda contendo as
primeiras 20 bases € a que faz interagdo mais forte com a proteina. Como a sonda
intermediaria ligou fracamente a proteina, atentamos para a regido das primeiras 10
bases. A sequéncia apresenta uma regido rica em purinas, e ndo aparenta formar

estrutura secundaria especializada, conforme analise realizada pelo programa
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mFOLD. Em analise bioinformatica observou-se que os alvos confirmados
apresentam esta regido, aumentando a chance de que seja esta a regiao no mRNA
de reconhecimento da TcRBP40. Outros ensaios confirmarédo esta sequéncia, como
insercdo de mutagbes pontuais na sonda e ensaios de digestdo com enzimas
especificas. Este resultado facilita na busca e confirmagao de outros provaveis alvos

da proteina, tornando-se mais uma ferramenta para a validagao.

A proteina TcRBP40 foi caracterizada segundo seu perfil de expresséo no
ciclo de vida. Anticorpos policlonais especificos foram utilizados em ensaios de
Western blot contra extratos protéicos obtidos de diferentes fases do ciclo de vida. O
resultado mostrou que a proteina aparentemente ndo € expressa na fase
metaciclica, estando presente em epimastigotas até a fase de estresse, e
posteriormente em amastigotas. Proteinas com estas caracteristicas podem ser
importantes para as formas metaciclias. Especialmente porque foi observado que os
alvos estdo mais expressos nesta fase do ciclo de vida. Significa que a proteina
possa atuar na desestabilizagdo dos alvos que regula, uma vez que sua auséncia

combina com o aumento da expressao dos mensageiros aos quais reconhece.

Para confirmar esta funcdo, foi utilizada a cultura transfectante que
superexpressa a proteina. O RNA foi extraido e reverso-transcrito para utilizar em
ensaio de PCR quantitativa. Foi observado que nos transfectantes houve uma
diminuicdo da presenca dos RNAs em relagdo ao controle, o que sugere que a
proteina atue na desestabilizacdo dos alvos aos quais se associa. Este tipo de
resultado ja foi observado em outros estudos envolvendo RRMs, tendo a fungao
predita confirmada por outros tipos de ensaios, como analise da vida-média dos
mensageiros por inibicdo da transcricdo, ou ainda com utilizagdo de genes-
reporteres.

A metaciclogénese € um processamento sofrido exclusivamente do T. cruzi,
e tem o papel de preparar o parasita para a invasao de células de mamiferos. Sofre
nesta fase todo um rearranjo celular e molecular, dependendo ativamente da
presenca ou auséncia de proteinas especificas. O resultado funcional da TcRBP40
de desestabilizagcdo de alvos, aliado a diminuicdo da expressao da proteina na fase
metaciclica e ao aumento da expressao dos alvos nesta fase confirmam o modelo
de que a proteina TcRBP40 atue na desestabilizagdo de mensageiros enquanto

presente. Sendo assim, os alvos dela sdo necessarios para a forma infectiva, e
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necessitam de uma regulacdo negativa enquanto na fase replicativa. E certo que
estes mesmos transcritos possivelmente sejam regulados por outras vias e em
outros complexos, o que impede extrapolar uma relagdo com a fungdo geral do
parasita. Se estes alvos forem direcionados para a maquinaria traducional por meio
de outros complexos RNP formados, a regulagdo negativa pela TcRBP40 poderia
desempenhar uma funcéo de equilibrar a expressao de certas proteinas, impedindo

uma resposta exacerbada a determinado estimulo celular.

Para localizar a posicdo da TcRBP40 na célula foi realizado o ensaio de
imunofluorescéncia, utilizando o anticorpo especifico produzido a partir da proteina
recombinante. A marcagao indicou localizagdo nos reservossomos do T. cruzi. A
analise por microscopia eletronica estd em andamento e devera confirmar esta
evidéncia. Este resultado trouxe uma evidéncia desconhecida até entdo acerca das
proteinas regulatérias de mensageiros. O reservossomo é caracterizado como uma
estrutura de destinagcédo e origem de vesiculas endo e exociticas da célula, servindo
como centro de reserva nutricional (FIGUEIREDO et al., 2004). As proteinas ali
presentes sdo em sua maioria proteinas de membrana e de metabolismo geral.
Porém, um estudo publicado recentemente, que realizou o fracionamento celular do
reservossomo e identificagdo das proteinas por espectrometria de massas, mostrou
que 5% constituiam proteinas do metabolismo de acidos nucléicos, incluindo RBPs
(Sant'Anna et al., 2009). Este é o primeiro indicio da presenga destas proteinas em
reservossomos, podendo apontar para uma nova funcdo desempenhada por esta

estrutura, ndo antes descrita.

Os reservossomos sao estruturas envoltas por uma unidade de membrana,
localizada na regido posterior dos epimastigotas. Sua morfologia pode variar de
acordo com o ambiente, mas em geral a forma é esférica (CUNHA-E-SILVA et al.,
2006). Sendo uma estrutura de reserva nutricional no parasita, ao entrar este em um
ambiente pobre em nutrientes é observada uma gradativa diminuicdo da organela,
até sua completa auséncia nas formas metaciclicas, pois as reservas ali contidas
sdo consumidas pela célula. A estrutura abriga grandes concentragdes de
cruzipaina, a principal cisteina-protease de T. cruzi, que quando inibida provoca a
morte da célula, fato que lhe confere grande importancia terapéutica (DE SOUZA,
2002).
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O fato de que os reservossomos nao estdo presentes na fase metaciclica
concorda com o perfil de expressdo da proteina no ciclo de vida. Assim, as
evidéncias sugerem que a proteina seria um regulador negativo dos seus transcritos,

0s quais estariam mais expressos nesta fase do ciclo de vida.
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CONCLUSAO

Foram identificadas em T. cruzi 76 proteinas contendo o dominio RRM.

A TcRBP40 foi selecionada para caracterizagdo funcional. E uma RBP com
126 aminoacidos e 1 dominio RRM com capacidade de se ligar ao RNA com
especificidade de sequéncias.

Utilizando estratégia ribondbmica foram identificados 150 transcritos
candidatos a ser alvos da regulagdo da TcRBP40.

Os alvos identificados s&o na maioria representados por proteinas hipotéticas,

com 46% apresentando motivos para localizagao transmembrana.

Os RNAs associados a TcRBP40 apresentam expressdao aumentada na
fracao de RNA polissomal nas formas metaciclicas.

A TcRBP40 se expressa em epimastigotas e n&o foi observada expressao

nas formas metaciclicas.

Ensaios de superexpressdao da TcRBP40 em epimastigotas resultaram em

diminuicdo na expressao dos mRNAs associados.

TcRBP40 reconheceria uma regido rica em A e G presente na regido 3'UTR
dos mRNAs.

Os ensaios de localizag&o celular sugerem uma localizagdo da TcRBP40 nos

reservossomeos.
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PERSPECTIVAS

1. Confirmar a localizag&o celular da proteina por microscopia eletronica.

2. Analisar o papel biolégico da TcRBP40 em ensaios de knock-out por dupla
recombinacdo homologa. Com isso sera analisado o fendtipo resultante e sua
capacidade de completar o ciclo de vida. Por outro lado, avaliar o efeito do KO na

expressao dos RNAs alvos.

3. Analisar alteragbes na meia-vida dos mensageiros inibindo a transcricdo nas

culturas transfectantes de superexpressao e delegao da proteina.

4. |dentificar e caracterizar o elemento de reconhecimento no RNA por footprinting e

mutagénese da sequéncia candidata. Localizar este elemento nos demais alvos.

5. Estudar as constantes cinéticas da interagdo RNA-proteina, avaliando afinidade,
estabilidade e especificidade.

6. Analise protebmica dos complexos RNP dos quais participa a TcRBP40.

7. Caracterizar a fungdo reguladora da TcRBP40 usando genes-reporter.

8. Confirmar o elemento de reconhecimento por footprinting ou mutagcdes pontuais

na sonda.
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Tabela 1A. Proteinas encontradas contendo dominios RRM. E-value: valor estatistico de similaridade
com o dominio consenso gerado. pl: ponto isoelétrico; MW: massa molecular em Da.
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Nome E-value RRMs GenelD Descricao pl Mw
CBC20 5,30E-14 1 Tc00.1047053504071.80 ND 7,0727  21105,87
DRBD1  3,60E-15 2 Tc00.1047053508409.270 RNA-binding protein, putative 6,5156 30010,58
DRBD2 4,70E-40 2 Tc00.1047053508413.50 RNA-binding protein, putative 9,7815  31096,65
DRBD3  0,0015 2 Tc00.1047053506649.80 RNA-binding protein, putative 9,5544  36368,97
DRBD4  3,70E-08 3 Tc00.1047053511727.160 hypothetical protein, conserved 7,8617 53268,32
DRBD5A  2,00E-12 1 Tc00.1047053507025.50 RNA-binding protein, putative 9,5277  24233,46
DRBD5B 0,37 1 Tc00.1047053507025.60 RNA-binding protein, putative 8,4041 39735,91
DRBD6  1,50E-26 2 Tc00.1047053509999.140 RNA-binding protein, putative 8,3358  51811,05
DRBD7 1,20E-20 2 Tc00.1047053507873.30 RNA-binding protein, putative 7,0463  44932,1
DRBD8  7,10E-17 1 Tc00.1047053503709.10 hypothetical protein 7,9068  34265,6
DRBD9  4,90E-18 2 Tc00.1047053510747.80 hypothetical protein, conserved 10,7236 47056,54
DRBD10 6,00E-14 2 Tc00.1047053508707.80 RNA-binding protein, putative 10,946 55954,76
DRBD11 3,40E-28 2 Tc00.1047053509999.120 RNA-binding protein, putative 6,6396 51105,74
DRBD12 1,80E-30 2 Tc00.1047053506681.10 RNA-binding protein, putative 5,4315 64758,41
DRBD13 2,90E-36 2 Tc00.1047053506399.40 hypothetical protein, conserved 6,239 64146,1
DRBD14 2,80E-10 2 Tc00.1047053506925.400 hypothetical protein, conserved 7,2166 52148,76
DRBD17 0,0093 3 Tc00.1047053507649.100 hypothetical protein, conserved 6,988 152180,42
EIF3D 1,70E-12 1 Tc00.1047053508689.20 hypothetical protein, conserved 5,0226  31571,22
RNA-binding protein RGGm,
HNRNPA 8,70E-09 1 Tc00.1047053503419.50 putative 9,3112  34655,34
heterogeneous nuclear rnp H/F,
hnRNPH 2,20E-30 3 Tc00.1047053504157.10 putative 4,9377  50294,5
LA 0,0094 1 Tc00.1047053511367.60 LA RNA binding protein, putative  9,5004  37505,77
MRD1 9,40E-44 4 Tc00.1047053509561.110 hypothetical protein, conserved 6,4377 96211,61
NRBD1 1,30E-15 2 Tc00.1047053511727.270 RNA-binding protein, putative 11,6974 27619,08
NRBD2  1,30E-15 2 Tc00.1047053511727.290 RNA-binding protein, putative 11,6803 26868,19
polyadenylate-binding protein 1,
PABP1  3,80E-91 4 Tc00.1047053506885.70 putative 9,1144 63852,13
PABP2  9,70E-84 4 Tc00.1047053508461.140 poly(A)-binding protein, putative  9,6866  61410,23
PPCTI  3,40E-15 1 Tc00.1047053511647.40 hypothetical protein, conserved 8,0992 55579,1
UBP1  8,10E-26 1  Tc00.1047053507093.220 RNA-binding protein, putative 8,2766  55775,65
UBP2  2,50E-25 1  Tc00.1047053507093.229 RNA-binding protein, putative 9,8913  18465,78
RBP3  3,90E-22 1  Tc00.1047053507093.250 RNA-binding protein, putative 7,2484  22382,95
RBP4  3,30E-15 1 Tc00.1047053508901.20 RNA-binding protein 4 7,9095 52273,78
RBP5  5,10E-18 1 Tc00.1047053511481.55 RNA-binding protein, putative 9,5086 14018,08



33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

RBP6
RBP7
RBP8
RBP9
RBP10
RBP11
RBP12
RBP14
RBP15
RBP17
RBP18
RBP19
RBP20
RBP21
RBP22
RBP23
RBP24
RBP25
RBP26
RBP27
RBP28
RBP29
RBP31
RBP32
RBP33
RBP34
RBP35
RBP36
RBP37
RBP38
RBP39
RBP40
RBP42
RBP43
RBP44
RBP45
RBSR1
RBSR2
RBSR4
SGN1
TRRM1
TRRM2
TRRM3
TSR1

3,60E-21
1,30E-14
4,50E-16
5,30E-23
4,80E-12
2,10E-07
3,90E-13
0,02
0,00011
0,00048
0,003
1,20E-09
6,90E-20
0,091
0,078
1,90E-12
1,20E-08
7,00E-08
2,80E-20
1
0,014
1,70E-16
0,021
0,17
0,0056
0,0025
0,0038
1,90E-05
2,00E-12
0,013
6,60E-08
6,00E-16
0,069
0,14
0,32
0,36
7,50E-07
0,0085
2,60E-05
1,80E-16
6,70E-43
1,30E-32
5,20E-26
0,0012

N W W W Rk R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RPB R PR R R R R R R R R R R R R R R R p

Tc00.1047053508153.680
Tc00.1047053508145.10
Tc00.1047053504165.20
Tc00.1047053511481.70
Tc00.1047053510507.50
Tc00.1047053508989.30

Tc00.1047053511277.200

Tc00.1047053507611.300
Tc00.1047053509715.23
Tc00.1047053506831.30
Tc00.1047053507515.40
Tc00.1047053508213.20

Tc00.1047053511907.100

Tc00.1047053504045.114
Tc00.1047053511181.70
Tc00.1047053507711.40

Tc00.1047053508837.140
Tc00.1047053508879.80
Tc00.1047053509937.60
Tc00.1047053511281.30

Tc00.1047053511871.110

Tc00.1047053507993.140
Tc00.1047053505007.10

Tc00.1047053510155.110
Tc00.1047053508569.90
Tc00.1047053503999.90

Tc00.1047053510661.230
Tc00.1047053504431.90
Tc00.1047053507089.70

Tc00.1047053508641.180
Tc00.1047053506425.60
Tc00.1047053506565.12

Tc00.1047053509167.140

Tc00.1047053511817.300
Tc00.1047053507093.63

Tc00.1047053508799.190
Tc00.1047053506625.70
Tc00.1047053508209.39
Tc00.1047053510311.50
Tc00.1047053511517.70
Tc00.1047053509317.60

Tc00.1047053509965.180

Tc00.1047053510149.140
Tc00.1047053503715.10

RNA-binding protein 6, putative
RNA-binding protein, putative
hypothetical protein, conserved
RNA-binding protein 5, putative
RNA-binding protein, putative
RNA-binding protein, putative
RNA-binding protein, putative
hypothetical protein, conserved
RNA-binding protein, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
RNA-binding protein, putative
U1 small nuclear rnp, putative
hypothetical protein, conserved
RNA-binding protein, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
RNA-binding protein, putative
RNA-binding protein, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
U2 small nuclear rnp B, putative
RNA-binding protein, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
RNA-binding protein, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
RNA-binding protein, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
RNA-binding protein, putative
RNA-binding protein, putative
RNA-binding protein, putative
RNA-binding protein, putative
splicing factor TSR1, putative

9,5197
6,0993
10,3517
10,8464
6,8814
10,1362
9,3061
9,5261
8,0105
4,5402
4,4361
6,8014
6,2396
8,0687
10,8787
10,2824
10,0226
5,0027
7,6878
4,7553
8,831
4,7981
6,2398
6,5014
10,2018
6,5094
6,6463
10,6209
5,6675
10,0113
5,4585
8,7006
5,1846
9,5208
7,1407
8,8928
12,2169
12,2515
5,3095
10,2715
9,2129
6,6363
9,7147
11,8158

29042,94
13406,02
19240,95
33022,25
35647,04
46070,35
41414,79
20920,47
13397,24
16749,57
18049,51
17245,26
14883,47
20613,39
36193,48
27485,51
31306,83
28262,89
36360,25
39316,01
40550,68
46361,3
82734,93
114425,28
33391,85
29431,25
63210,27
13541,39
47870,05
57842,36
30687,67
14320,1
41574,32
47832,86
50330,97
40724,53
17770
27760,86
93160,73
24978,2
49635,35
82159,93
75900,99
34666,15
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2 Alvos da RBP40 — ensaio in vitro
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Tabela 2A. Genes cujos transcritos sdo alvos da proteina RBP40. Selegédo dos alvos com taxa FDR
menor que 1% e aumento de pelo menos 4 vezes (valor log2[FC]). A coluna "D" indica o valor
estatistico estabelecido pelo método SAM.

Sonda D log2(FC) GenelD Descri¢do do Gene
1 TC3_3128 3,984 2,359 Tc00.1047053506297.270  60S ribosomal protein L28, putative
2 TC3_5797 3,175 2,335 Tc00.1047053507611.290 acetyltransferase, putative
3 TC3_7614 3,396 2,312 Tc00.1047053508831.120 acetyltransferase, putative
4 TC3_3112 3,885 2,449 Tc00.1047053506295.80 ADP-ribosylation factor, putative
5 TC3_5469 2,557 2,254 Tc00.1047053507083.30 apurinic/apyrimidinic endonuclease, putative
6 TC3_7466 5,237 3,026 Tc00.1047053508737.194  ARP2/3 complex subunit, putative
7 TC3_10093 3,701 2,866 Tc00.1047053511635.30  ARP2/3 complex subunit, putative
8 TC3_3608 3,543 2,622 Tc00.1047053506529.516  ATP synthase subunit, putative
9 TC3_4052 2,877 2,387 Tc00.1047053510399.20 C/D small nucleolar RNA (snoRNA), TB8C3C3
10 TC3_7008 3,406 2,978 Tc00.1047053508405.10 cell division cycle protein, putative
11 TC3_7877 3,488 2,331  Tc00.1047053509045.20  co-chaperone GrpE, putative
12 TC3_290 2,931 2,573 Tc00.1047053503449.20 copper homeostasis protein, putative
13 TC3.5723 4,434 2,836 Tc00.1047053507521.70 cyclophilin, putative
14 TC3_10060 2,577 2,287 Tc00.1047053511577.60 DNA excision/repair protein SNF2, putative
15 TC3_4774 3,320 2,202 Tc00.1047053506779.60 DNA-directed RNA polymerase Il, subunit 9,
putative
16 TC3_4916 3,150 2,103 Tc00.1047053506857.100 endoplasmatic reticulum retrieval protein,
putative
17 TC3.5685 3,623 2,557 Tc00.1047053507513.50 heat shock 70 kDa protein, putative
18 TC3_5544 4,660 3,280 Tc00.1047053507111.10 hypothetical protein
19 TC3_8018 3,184 2,821 Tc00.1047053509163.10 hypothetical protein
20 TC3_8761 3,809 2,745 Tc00.1047053510187.470 hypothetical protein
21 TC3_8108 2,783 2,646 Tc00.1047053509231.30 hypothetical protein
22 TC3_3558 2,916 2,582 Tc00.1047053506519.70 hypothetical protein
23 TC3_3873 3,263 2,463 Tc00.1047053506635.104  hypothetical protein
24 TC3_619 3,670 2,396 Tc00.1047053503761.50 hypothetical protein
25 TC3_3427 2,994 2,336 Tc00.1047053506469.130 hypothetical protein
26  TC3_3256 2,898 2,276 Tc00.1047053506367.80 hypothetical protein
27 TC3_10183 3,058 2,238 Tc00.1047053511751.90 hypothetical protein
28  TC3_2105 2,495 2,211 Tc00.1047053509141.30 hypothetical protein
29 TC3_9553 3,728 2,177 Tc00.1047053511071.90 hypothetical protein
30 TC3_7190 3,653 2,175 Tc00.1047053508503.30 hypothetical protein
31 TC3.2994 2,264 2,108 Tc00.1047053506247.20 hypothetical protein
32 TC3_4926 2,346 2,039 Tc00.1047053506859.120  hypothetical protein
33 TC3.5337 3,411 2,025 Tc00.1047053507019.130 hypothetical protein
34 TC3_983 1,988 2,010 Tc00.1047053503993.20 hypothetical protein
35 TC3_2154 2,460 2,255 Tc00.1047053509473.10 hypothetical protein (pseudogene)
36 TC3_3239 3,323 2,934 Tc00.1047053506363.40 hypothetical protein, conserved
37 TC3_997 3,997 2,872 Tc00.1047053504001.20 hypothetical protein, conserved
38 TC3_1860 3,109 2,834 Tc00.1047053507129.40 hypothetical protein, conserved
39 TC3_5558 4,218 2,756 Tc00.1047053507163.90 hypothetical protein, conserved
40 TC3_3361 4,341 2,718 Tc00.1047053506425.50 hypothetical protein, conserved
41  TC3_8262 3,174 2,622 Tc00.1047053509573.40 hypothetical protein, conserved
42 TC3_372 3,265 2,618 Tc00.1047053503527.50 hypothetical protein, conserved
43  TC3_2636 3,335 2,590 Tc00.1047053505807.29 hypothetical protein, conserved
44  TC3_4834 3,815 2,587 Tc00.1047053506825.210 hypothetical protein, conserved
45 TC3_3017 2,784 2,587 Tc00.1047053506247.420 hypothetical protein, conserved



46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103

TC3_9098
TC3_5022
TC3_9108
TC3_5017
TC3_7300
TC3_5524
TC3_5662
TC3_4074
TC3_9849
TC3_5450
TC3_5016
TC3_5818
TC3_8140
TC3_3052
TC3_2587
TC3_9220
TC3_8390
TC3_6696
TC3_2845
TC3_8258
TC3_7653
TC3_5798
TC3_1222
TC3_1834
TC3_4668
TC3_4051
TC3_3754
TC3_3707
TC3_4553

TC3_10242
TC3_7472

TC3_10190
TC3_5829
TC3_4892
TC3_1154
TC3_6140
TC3_5994
TC3_1251
TC3_9328
TC3_8984
TC3_6695
TC3_2564
TC3_5790
TC3_4131
TC3_4248
TC3_1085
TC3_2652
TC3_1842
TC3_3864
TC3_4314
TC3_4137

TC3_641
TC3_4610
TC3_2099

TC3_61
TC3_6684
TC3_3449

TC3_69

3,905
3,252
3,721
3,525
3,011
3,627
2,700
3,203
3,515
3,013
3,339
2,871
3,045
3,484
3,713
4,007
2,899
3,900
3,565
2,347
3,324
3,948
3,426
2,452
3,810
3,148
3,075
3,637
3,295
2,852
3,563
2,614
3,072
3,295
3,565
3,019
2,332
3,208
3,319
2,697
2,718
2,989
3,033
3,722
2,946
2,941
3,146
3,174
2,872
2,699
2,272
2,272
2,777
2,775
2,639
2,275
2,574
3,081

2,567
2,560
2,547
2,468
2,449
2,448
2,441
2,439
2,430
2,402
2,398
2,395
2,390
2,384
2,376
2,368
2,350
2,338
2,316
2,309
2,302
2,279
2,276
2,275
2,275
2,271
2,267
2,256
2,245
2,244
2,238
2,232
2,229
2,221
2,218
2,213
2,206
2,204
2,194
2,190
2,178
2,175
2,169
2,166
2,166
2,153
2,149
2,148
2,137
2,131
2,129
2,127
2,126
2,113
2,112
2,111
2,111
2,105

Tc00.1047053510599.40
Tc00.1047053506895.10
Tc00.1047053510609.34
Tc00.1047053506893.50
Tc00.1047053508637.120
Tc00.1047053507093.330
Tc00.1047053507467.94
Tc00.1047053510513.40
Tc00.1047053511353.50
Tc00.1047053507073.20
Tc00.1047053506893.40
Tc00.1047053507625.150
Tc00.1047053509267.60
Tc00.1047053506265.150
Tc00.1047053505193.80
Tc00.1047053510687.20
Tc00.1047053509693.194
Tc00.1047053508277.300
Tc00.1047053506195.220
Tc00.1047053509571.30
Tc00.1047053508851.154
Tc00.1047053507611.300
Tc00.1047053504103.6
Tc00.1047053507041.30
Tc00.1047053506753.40
Tc00.1047053510397.10
Tc00.1047053506583.20
Tc00.1047053506567.50
Tc00.1047053506713.14
Tc00.1047053511809.50
Tc00.1047053508737.60
Tc00.1047053511753.90
Tc00.1047053507625.84
Tc00.1047053506855.100
Tc00.1047053504069.110
Tc00.1047053507873.34
Tc00.1047053507735.20
Tc00.1047053504109.174
Tc00.1047053510797.20
Tc00.1047053510481.90
Tc00.1047053508277.30
Tc00.1047053505171.100
Tc00.1047053507609.20
Tc00.1047053510719.80
Tc00.1047053511229.60
Tc00.1047053504035.80
Tc00.1047053505945.69
Tc00.1047053507047.134
Tc00.1047053506629.20
Tc00.1047053511461.10
Tc00.1047053510731.30
Tc00.1047053503779.70
Tc00.1047053506737.100
Tc00.1047053509063.4
Tc00.1047053415187.10
Tc00.1047053508273.30
Tc00.1047053506477.14
Tc00.1047053419417.10

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
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104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136

137
138
139

140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

TC3_6510
TC3_7192
TC3_2681
TC3_9252
TC3_5823
TC3_9960
TC3_5052
TC3_6571
TC3_7903
TC3_7904
TC3_2125
TC3_5722
TC3_8792
TC3_4555
TC3_2926
TC3_6552
TC3_289
TC3_8379
TC3_6740
TC3_3728
TC3_5720
TC3_2588
TC3_8892
TC3_5659
TC3_8306
TC3_3453
TC3_10055
TC3_6850
TC3_1961
TC3_5553
TC3_8244
TC3_2031
TC3_6504

TC3_5624
TC3_3155
TC3_1006

TC3_9992
TC3_8514
TC3_5061
TC3_5108
TC3_4276
TC3_8422
TC3_3753
TC3_6083
TC3_2617
TC3_7590
TC3_3370

3,299
2,286
2,823
2,895
2,941
3,120
2,635
3,372
2,924
3,198
3,002
3,407
3,450
2,697
3,130
3,134
3,310
3,204
2,912
3,213
2,572
2,654
2,403
3,438
2,541
2,570
2,843
2,744
3,314
3,008
2,353
3,305
3,403

3,053
3,031
2,857

3,224
2,349
3,411
3,085
3,029
3,468
3,222
2,562
3,248
1,822
2,599

2,103
2,097
2,096
2,093
2,079
2,072
2,066
2,058
2,055
2,052
2,052
2,040
2,037
2,035
2,033
2,032
2,032
2,031
2,029
2,029
2,025
2,024
2,023
2,011
2,010
2,009
2,005
2,005
2,003
2,000
2,128
3,000
2,116

2,260
2,110
2,278

2,222
2,042
2,159
2,178
2,138
2,354
2,507
2,156
2,004
2,026
2,148

Tc00.1047053508173.90
Tc00.1047053508503.70
Tc00.1047053505999.24
Tc00.1047053510725.60
Tc00.1047053507625.186
Tc00.1047053511421.40
Tc00.1047053506925.160
Tc00.1047053508209.159
Tc00.1047053509055.54
Tc00.1047053509055.60
Tc00.1047053509337.19
Tc00.1047053507521.60
Tc00.1047053510243.128
Tc00.1047053506713.24
Tc00.1047053506223.130
Tc00.1047053508207.120
Tc00.1047053503449.14
Tc00.1047053509671.99
Tc00.1047053508307.40
Tc00.1047053506577.140
Tc00.1047053507521.44
Tc00.1047053505193.84
Tc00.1047053510357.50
Tc00.1047053507467.30
Tc00.1047053509601.160
Tc00.1047053506477.40
Tc00.1047053511577.140
Tc00.1047053510101.34
Tc00.1047053508299.89
Tc00.1047053507159.14
Tc00.1047053509549.110
Tc00.1047053508719.40
Tc00.1047053508173.47

Tc00.1047053507295.30
Tc00.1047053506321.10
Tc00.1047053504005.20

Tc00.1047053511491.130
Tc00.1047053509805.10
Tc00.1047053506925.260
Tc00.1047053506933.80
Tc00.1047053511291.120
Tc00.1047053509715.23
Tc00.1047053506583.10
Tc00.1047053507809.70
Tc00.1047053505699.10
Tc00.1047053508817.160
Tc00.1047053506435.300

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

hypothetical protein, conserved (pseudogene)
kinetoplast DNA-associated protein, putative

microtubule-associated protein 1A/1B, light
chain 3, putative

mucin TcMUCII, putative

mucin TcMUCII, putative
N-acetylglucosaminyl-phosphatidylinositol
deacetylase, putative

PAP2 family protein, putative

protein kinase A catalytic subunit, putative
protein kinase, putative

RNA polymerase B subunit RPBS, putative
RNA polymerase Ill C11 subunit, putative
RNA-binding protein, putative

small nuclear ribonucleoprotein, putative
small ubiquitin protein, putative
trans-sialidase, putative

trichohyalin, putative
ubiquitin-conjugating enzyme E2, putative
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3 Oligonucleotidios iniciadores para RT-PCR
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Tabela 3A. Pares de iniciadores para os 31 genes selecionados para confirmagao dos alvos
identificados por experimento in vitro. O padrdo utilizado para o desenho dos oligos
obedeceu aos critérios estabelecidos para amplificagdo por PCR em tempo real, caso esta
fosse empregada nas analises.

Gene Nome Sequéncia 5'>3' mer Tm Amplicon
ADP-ribosylation factor BDADPF  CATTGACACGATTAAAAAGGGGAAGC 26 60.0 o1
Tc00.1047053506295.80 BDADPR CCCTCTAGTAATCCATCACCCGTCTT 26  58.9

apurinic/apyrimidinic BDAPEF CTCGGTTGGCGGCTGGACTAC 21 60,4
endonuclease 79
Tc00.1047053507083.30 BDAPER CGTGGGGCATCGTGAAGCAG 20 60,9
ARP2/3 complex subunit BDARP1F GACGCTATTGCGGAGATTATTGCC 24 598 %
Tc00.1047053508737.194 BDARP1R CCCCGGAATAGGCTTTTTTCTCAA 24 604
ARP2/3 complex subunit BDARP2F GCTCCAGCGCCACATACTTTCG 22 60,6 -
Tc00.1047053511635.30 BDARP2R CGCGTATGATGGCTCCACTTCC 22 60,3
cell division cycle protein BDCDCF ATCCGGCCATTGGTCGTCCT 20 60,0 -
Tc00.1047053508405.10 BDCDCR ACGTGGTCTCGCAGTTCCTTCG 22 60,1
cyclophilin BDCYCF GGAAAGGTTGTGGAAGGGATGGAC 24  60.6 o
Tc00.1047053507521.70 BDCYCR CACTGCCTTATTTGGTTTGTCGTTCA 26 60.1
ubiquitin-conjugating enzyme BDE2F AGGAATTGAAGCGAGAGGACACTGAG 26 60,1 o
E2 Tc00.1047053506435.300 BDE2R  ATTCCATCACACCTCCTCCTTTCGT 25 60,0
co-chaperone GrpE BDGRPEF CACGGGATTGAGAAGCTGGATGTC 24  60.6 o7
Tc00.1047053509045.20 BDGRPER GGAGCTTGCAGGCGTTTTGATG 22 605
hypothetical protein 1, BDHP1F  TTCTGCTGGCTATCGTTGGTCTTCA 25 60,9
conserved 79
Tc00.1047053506363.40 BDHP1R  CCAGGCCGGCTCCAAGAAAA 20 60,8
hypothetical protein 2, BDHP2F  GAAGAACCAAGGCCTCGTCACTGT 24  59.6
conserved 64
Tc00.1047053504001.20 BDHP2R  TGAAGATTTAACATTGCCCCGTGAA 25 604
hypothetical protein 3, BDHP3F  ACAGGGATGAACTTTGCGGTGAGT 24 59.8
conserved 106
Tc00.1047053507129.40 BDHP3R CAAGCCCGATAGCGACGAGAA 21 59.0
hypothetical protein 4, BDHP4F  AATGGGATTGGACACGCATAAACCT 25 60.5
conserved 72
Tc00.1047053507163.90 BDHP4R ACCAAGGGTTTAGCATCCGAATCC 24 60.2
hypothetical protein 5, BDHP5F  GCGGCTACTGTACACACAACGACTCT 26 59.7
conserved 104
Tc00.1047053506425.50 BDHP5R ATGTTGCCTCGCGATACCACTG 22 58.6
hypothetical protein 6, BDHP6F  TGTCCCTGCGGCCAGATGAA 20 60.9
conserved 108
Tc00.1047053509573.40 BDHP6R  CGTCCACAGCGTCACCTCCTTT 22 60.0
hypothetical protein 7, BDHP7F  CCCTCTGACGGTGTTGCGAATAGT 24 60.2
conserved 89
Tc00.1047053503527 50 BDHP7R  CGCTCACGCAAAGACGACGAT 21 59.9
hypothetical protein 8, BDHP8F  GGATTCTTTGTTTTGGCTCCTCTGTC 26 59,5
conserved 88
Tc00.1047053505807.29 BDHP8R  GGAACGGAACGCTCACGCTC 20 59,3
hypothetical protein 9, BDHP9F  GACAGCGCGGCAGAATGAGTT 21 59,0
conserved 90
Tc00.1047053506825.210 BDHP9R  CAGCATTCAGCCGCAAGGAGTA 22 59,0
hypothetical pro;ein 10, BDHP10F GCGAGGACAACACAAACAAAAATACA 26 58,2 o
conserve
Tc00.1047053506247 420 BDHP10R CGTCCATCAGAGTGCCGAGTTC 22 583
heat shock 70 kDa protein BDHSP70F CTGGTGAGGCGGTGGGAAGTC 21 60.3 o5
Tc00.1047053507513.50 BDHSP70R CGGCGCCATTGCTAGTATCACC 22 603
kinetoplast DNA-associated BDKINF  ACCGTCTCCGAAGCGCAATAAAA 23 607 81
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protein Tc00.1047053508719.40  BDKINR =~ TGCGCATATTTCGACGGTTTACG 23 60.6
microtubule-associated protein ~ BDMICF  GCGGACGAGGCGATATTTCTTTTT 24  60.6
1A/1B, light chain 3 91
Tc00 1047053508173 .47 BDMICR  CCTCGTCCTTGTGATGTGCGTAGA 24  60.0
protein kinabse A catalytic BDPKAF  ACGCTACTTTGACCGCTATCCAGAGA 26 60.5 o
subunit
Tc00.1047053509805.10 BDPKAR CGTCACAAAACCCTGCAAACATCTC 25 60.6
protein kinase BDPKF  TTGGCGTCAAACACCTCTTCTCG 23 60.1 o7
Tc00.1047053506925.260 BDPKR  GGCACGCTCCTCCGCACTATT 21 60.1
DNA-direc"etd IENA P;lymerase BDPOL2F GTTAGCGGAATTTGCGAACGACC 23 60,6 13
, subunit
Tc00.1047053506779.60 BDPOL2R CATGAGGCTGACCGAGGGGATT 22 60,9
RNA polymerase B subunit BDPOLBF TTGACGCAAGTTATCGGCACACC 23 60.7 80
RPB8 Tc00.1047053506933.80  BDPOLBR CATTTTCCAACGCGTTTTATCAAGATG 27 607
RNA polymerase Ill C11 subunit BDPOLC11F GGTGGATGGTGGTCAATTGATTACTGT 27 60,0 o7
Tc00.1047053511291.120 BDPOLC11R GGAGCGCATTTGAATTTGGACATAA 25 60,0
RNA-binding protein BDRBPF  GAGGCATTGAATGATTTTAGGGTGG 25  58.8 102
Tc00.1047053509715.23 BDRBPR TCGCCGTTTTCTTCTCTCCAGC 22 595
DNA excision/repair protein BDSNF2F GTCTGTCCCCGTCCACTTCAAATG 24 604 63
SNF2 Tc00.1047053511577.60 BDSNF2R GATCTCTGACACCTCCTCCTGGCTTA 26 60.0
C/D small nucleolar RNA BDSNOF  ATGGTGCCGCTGTCTGTTGTGC 22 61,7
(snoRNA), TB8C3C3 71
Tc00.1047053510399 20 BDSNOR CAGTTGCCAGCAGTCAAAGCGC 22 617
small nuclear BDSNRNPF GCCACGTATCTGGAATGGGAAAATC 25  60.6
ribonucleoprotein 95
Tc00.1047053506583.10 BDSNRNPR GATCGATCCTTTTTAACTCCCCTTGG 26 60.2
small ubiquitin protein BDUBF  GATGAGTCCAAGACGCCGCAAG 22 60.6 %0
Tc00.1047053507809.70 BDUBR  TCAAAACGTGTTCCCGCCTGTC 22 607

Legenda: mer- comprimento do iniciador; Tm- temperatura de anelamento; Amplicon- tamanho

em pares de bases da regidao amplificada.



4 Perfil de expressao no ciclo de vida dos alvos da TcRBP40
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Figura 1A. Agrupamento hierarquico do perfil de expressdo dos transcritos alvos da proteina
TcRBP40 durante o ciclo de vida do T. cruzi. Dados gerados a partir do microarranjo do T. cruzi
realizado em projeto anterior no Instituto (Pavoni, 2005). Grafico construido pelo programa Cluster

3.0.



5 Localizacao do motivo de reconhecimento da TcRBP40
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FIGURA 2A - ELEMENTO DE RECONHECIMENTO NOS ALVOS CONFIRMADOS. Resultado de
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SITES

AGGAGAAAA

AGGAGAAAA

AGGATTAAA
AAGAATAAA
AGGACAAGA
AAGAAAGAA

GIGGTATATA

analise com MEME, mostrando local do elemento em cada sequéncia 3'UTR.
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AAAAAAAAAT
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