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RESUMO

Trypanosoma cruzi é o protozoéario causador da doenca de Chagas, uma endemia
da América Latina que afeta milhdes de pessoas. Este parasita tem um ciclo de vida
alternado entre hospedeiros vertebrados e invertebrados, e necessita se adaptar a
mudancas em diferentes ambientes que encontra ao longo do ciclo de transmisséo.
O T. cruzi controla a expressao de genes a partir de eventos majoritariamente pos-
transcricionais. Vias que controlam a estabilidade do mRNA ou a traducdo de
proteinas sdo bem conhecidas, enquanto que mecanismos moleculares de
exportacdo de mMRNA do nlcleo para o citoplasma ainda ndo sdo bem
compreendidos nem em tripanossomatideos, nem em outros patdogenos. Sabe-se,
até o momento, que a maioria das proteinas envolvidas com o transporte de mRNA
em outros eucariotos ndo estd conservada em diversas espécies de parasitas.
Exceto pela proteina Sub2 de T. cruzi (TcSub2), homoéloga das proteinas de
mamifero e levedura (UAP56/Sub2) e essencial para exportacdo de mRNA em
tripanossomatideos. Logo, para investigar os componentes desta via, Nn0osso grupo
tem investido em identificar proteinas exclusivas e essenciais para a exportacdo de
MRNA em T. cruzi. Abordagens de protedbmica, usando como alvo TcSub2, vem
permitindo a identificacdo de fatores com funcédo ainda desconhecida e/ou que sao
conservados apenas entre espécies de tripanossomatideos, tornando-os alvos de
interesse. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a interacdo de proteinas alvo
com TcSub2 e seu papel na exportacdo de mRNA em T.cruzi. Duas proteinas néo
caracterizadas apresentaram motivos conservados e foram denominadas como
TcFOP-like e TcAPI5-like. Interessantemente, estes motivos estdo presentes em
proteinas de outros organismos que estdo envolvidas com a via de exportacdo de
MRNA. Aqui, nés confirmamos que TcFOP-like e TcAPI5-like sdo proteinas
nucleares e parecem interagir com TcSub2. Além disso, silenciamento e
supereexpressdo de TcFOP-like afeta o crescimento do parasita, € nds confirmamos
sua interagcdo com outros componentes da via de exportacdo de mRNA, tais como
TcMex67 e TcHel45. Estas evidéncias suportam presenca de components
diveregentes na via de exportacdo de mRNA em Tripanossomatideos.

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi. Exportacdo de mRNA. TcSub2.TcHel45.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the protozoan causative of Chagas disease, an endemic
disease in Latin America that affects millions of people. This parasite alternates
between vertebrate and invertebrate hosts during his life cycle, and needs to adapt to
the changes in different environments along the transmission cycle. T. cruzi controls
the gene expression mostly by post-transcriptional events. Pathways that control
MRNA stability or protein translation are well known, while the molecular
mechanisms for mRNA export from nucleus to cytoplasm are still not well understood
nether in trypanosomatids or other pathogens. So far, it's known that the most of the
proteins that are involved in mMRNA transport of other eukaryotes are not conserved
in many species of parasites. One exception is T. cruzi Sub2 (TcSub2), a homologue
of the proteins in mammalian and yeast (UAP56 / Sub2) and essential for mRNA
export in tripanossomatids. Therefore, to investigate the components of this pathway,
our group has invested in identifying unique and essential proteins for the export of
MRNA in T. cruzi. Proteomic approaches, using TcSub2 as target, have allowed
identification of factors with the unknown function and/or that are conserved only in
species of trypanosomatids, turning into interesting targets. Then, the aim of this
work was to evaluate the interaction of target proteins with TcSub2 and their role in
the mRNA export pathway in T. cruzi. Two uncharacterized proteins presented
conserved motifs and were named here as TcFOP-Like and TcAPI5-like.
Interestingly, those motifs are present in proteins of other organisms which are
involved in mMRNA export pathway. Here, we confirmed that TcFOP-like and TcAPI5-
like are nuclear proteins and seems to interact with TcSub2. Furthemore, knockdown
and overexpression of TcFOP-like affect the growth of parasites and we confirmed its
interaction with other components of the mRNA export pathway, such as TcMex67
and TcHel45. Those evidences supporte the presence of divergent components in
the mMRNA export pathway of Tripanossomatids.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Export of mRNA. TcSub2. TcHel45.
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1 INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma cruzi E A DOENCA DE CHAGAS

Parasitas do grupo dos tripanossomatideos sdo de grande importancia
meédica pelo fato de serem espécies causadoras de doencas com impacto na saude
publica de diversos paises. Dentre estas espécies estdo Trypanosoma cruzi (T.
cruzi), Trypanosoma brucei (T. brucei) e Leishmania spp., que causam a doenca de
Chagas, a doenca do sono e as leishmanioses, respectivamente (HUGHES &
PIONTKISKA, 2003; MOTTA et al., 2013). A doenca de Chagas € considerada uma
enfermidade negligenciada e um grave problema de saude publica. Atualmente,
estima-se que 8 milhdes de pessoas estejam infectadas, sendo a doenca endémica
principalmente na América Latina (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2017).

Existem diferentes formas de transmissdo da doenca, dentre as quais se
destaca a via vetorial que consiste na transmissao do parasita por meio das excretas
do inseto vetor hematéfago pertencente a ordem Hemiptera, familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae (LARANJA et al., 1956). T. cruzi é um microrganismo
heteroxénico com ciclo biolégico alternado entre hospedeiros vertebrado
(mamiferos) e invertebrado (triatomineos). De modo geral, seu ciclo de vida é
caracterizado morfolégica e bioquimicamente por quatro formas distinguiveis:
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos presentes no inseto vetor, amastigotas
e tripomastigotas sanguineos presentes no hospedeiro mamifero (FIGURA 1). Logo,
esta espécie necessita mudar seu repertorio de proteinas necessarias ao processo
de diferenciacdo, permitindo sua sobrevivéncia nos distintos hospedeiros. Para
tanto, as vias de regulacdo da expressdo génica sdo essenciais, pois definem as
alteracbes no repertério de proteinas e consequentemente as alteragbes
necessarias para sua multiplicacdo no intestino do inseto, assim como para a
invasdo e o crescimento no interior das células de mamiferos que visam contornar
os sistemas de defesa imunoldgica do hospedeiro (ARAUJO & TEIXEIRA, 2011).
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FIGURA 1. CICLO EVOLUTIVO DO Trypanosoma cruzi. Fonte: Modificado de
<http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAmerican.htm>

1.2 EXPRESSAO GENICA EM TRIPANOSSOMATIDEOS

Além da relevancia clinica, os tripanossomatideos sao caracterizados por seu
conjunto Unico de caracteristicas moleculares, as quais a maioria dos genes €
transcrita pela RNA polimerase II (RNA pol 1) gerando longos transcritos
policistronicos de forma recorrente. E embora a transcrigdo comece em locais
definidos, ndo foram encontrados nesses locais sinais de sequéncias que definam
um promotor eucariético classico (ARAUJO E TEIXEIRA, 2011). Em contraste com o
que ocorre em operons bacterianos, 0s genes presentes no mesmo cistron nao
estdo funcionalmente relacionados e o RNA mensageiro (mMRNA) & processado por
trans-splicing e poliadenilagcdo (SMIRCICH et al, 2015). ApGs processamento, 0
MRNA maduro é transportado através do complexo de poro nuclear (CPN) para
traducéo no citoplasma.

O trans-splicing é o processo que adiciona um mini-éxon ou Spliced Leader
(SL), uma sequéncia de 39 nucleotideos que contém um cap hipermetilado
conhecido como “cap4” (ZAMUDIO et al.,, 2009) na extremidade 5 dos mRNAs.
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Como o cis-splicing, o trans-splicing ocorre via duas reacfes de transesterificacao,

mas com a formagédo de uma estrutura intermediaria em “Y” ao invés de em lago

(FIGURA 2) (MARTINEZ-CAVILLO et al., 2010).
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FIGURA 2. MECANISMO DE CIS-SPLICING E TRANS-SPLICING. (A) representa cis-splicing e (B)
0s mecanismos de trans-splicing. Os dois passos de transesterificacdo sdo apresentados. Locais de
splicing 5' (GU) e 3' (AG) e as sequéncias BP sao indicados. BP: ponto de ramificacdo; PPT:
sequéncia de polipirimidina; SL: Spliced Leader; SS: Local de splicing. Adaptado de MICHAELI, 2011.

Em contrapartida, em outros eucariotos, a RNA polimerase Il reconhece e se
liga a sequéncias promotoras consenso dentro do genoma para transcrigcdo
individual de cada gene codificador de proteina (ALBERTS et al., 2002), resultando
em um transcrito primario ou pré-mRNA, e que apresenta sequéncias de introns e
éxons. Este pré-mRNA é processado pela adicdo do cap 7-metilguanosina (m7G
cap) na extremidade 5 do RNA, remogao de introns por cis-splicing e adicdo da
cauda de adenina (poli-A) na extremidade 3’, gerando 0 mRNA maduro (ISKEN &
MAQUAT, 2007).



24

Como consequéncia da transcricdo policistrbnica e da auséncia de
promotores tipicos da RNA polimerase Il, a expressao da maioria dos genes de
tripanossomatideos € regulada a nivel pos-transcricional. As sequéncias
reguladoras, conhecidas como elementos cis-acting, que estdo presentes nas
regides ndo traduzidas (UTRs - untranslated region) de diferentes genes, sao
elementos chave na modulacdo dos niveis individuais de mRNA durante o ciclo de
vida do parasita (De GAUDENZI et al.,, 2011). Em eucariotos, de modo geral, os
elementos regulatérios poés-transcricionais atuam coordenando e direcionando 0s
MRNAs durante eventos de processamento, exportacdo para o citoplasma,
estabilidade, estocagem e traducdo (FIGURA 3). Tanto em tripanossomatideos
guanto em outros eucariotos, estes processos sao modulados por elementos cis-
acting e fatores trans-acting (De GAUDENZI et al., 2011)

A maioria desses elementos cis-acting é reconhecida por fatores trans-acting
(FIGURA 3). Dentre fatores trans-acting, estdo distintas subclasses de RNAs néo-
codificantes (ncRNA), como microRNAs e siRNAs. ncRNAs foram caracterizadas em
Leishmania (DUMAS et al., 2006) e andlises de gendmica comparativa
demonstraram que muitos estdo conservados entre o0s genomas de
tripanossomatideos (DONIGER et al., 2010). Entretanto, a maquinaria de RNA de
interferéncia esta ausente em T. cruzi (DaROCHA et al., 2004; EL-SAYED et al.,
2005) indicando que estes elementos podem estar relacionados a outros sistemas
de maior complexidade da expressdo génica nesses parasitas (ARAUJO E
TEIXEIRA, 2011). Outros elementos trans-acting sao representados por proteinas de
ligacdo a RNA (RBP — RNA-binding proteins).As RBPs também interagem com
outras proteinas, mas associam-se principalmente aos elementos cis-acting de
RNAs nascentes na transcricdo através de especificos dominios (GLISOVIC et al.,
2008).

Podemos destacar o papel das RBPs no transporte nucleocitoplasmatico de
MRNA, onde participam como proteinas adaptadoras para mediar a ligagdo entre
receptor de exportacao (NXF1/Mex67) e mRNA (KATAHIRA, 1999)



25

Proteinas de ligacdo ao RNA miRNAs
SiRNAs

--.---.------.-q
‘s
-

Transcricao T LLLLLY

Transporte

L> Estabilidade

‘.ll..l EEEEEEEEEEEEEEEEEEN

> Tradugao

FIGURA 3. ELEMENTOS REGULATORIOS TRANS DA EXPRESSAO GENICA EM EUCARIOTOS.
Estdo representados os diferentes passos da regulacdo da expressdo génica (da transcricdo a
tradugdo), aos quais os fatores trans, como proteinas de ligacdo a mRNA (RBPs) e microRNA e
SiRNA, estédo relacionados. Adaptado de KEENE, 2007.

Muitos trabalhos em tripanossomatideos buscam entender os mecanismos
gue controlam as alteracdes na estabilidade do mRNA e a traducéo, no entanto, as
vias de transporte nucleocitoplasméatico de RNA mensageiro ainda sdo pouco

compreendidas em parasitas de modo geral.

1.3 COMPLEXO DE PORO NUCLEAR E O TRANSPORTE
NUCLEOCITOPLASMATICO

Uma caracteristica primaria de células eucaribticas € a separacéo fisica da
transcricdo, que ocorre no nucleo, e da traducdo, que ocorre no citoplasma
(WICKRAMASINGHE E LASKEY, 2015). A compartimentalizacdo do nucleo e do
citoplasma fornecida pelo envoltorio nuclear é uma transicdo evolutiva importante

(SMITH, 1995), pois requer o transporte continuo de moléculas através de estruturas
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denominadas de complexo de poro nuclear (CPN) para manutencdo da homeostasia
celular (WICKRAMASINGHE E LASKEY, 2015).

A estrutura do CPN é altamente organizada e consiste em um canal
transportador central composto por anéis internos, externos e linkers. Associado a
esta estrutura central estdo oito filamentos citoplasmaticos assimétricos e oito
filamentos nucleares que se intersectam em um anel distal, denominado de cesta
nuclear (FIGURA 4) (STRAMBIO-DE-CASTILLIA et al., 2010).

Canal
central

Nups FG
Filamentos

citoplasmaticos

Armacao central
Anel exterior

Anel interior
Envelope

Anel luminal nuclear

[

1
Poro na \ (/""E' i
membrana N

Cesta
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FIGURA 4. ESTRUTURA BASICA DO COMPLEXO DE PORO NUCLEAR. Uma representacio
esquematica do CPN. Principais elementos estruturais sdo indicados. Adaptado: GRUNWALD,
SINGER E ROUT, 2011.

Cada CPN é wuma estrutura cilindrica, com peso molecular de
aproximadamente 50 MDa, com simetria octogonal composta por cerca de 500
proteinas, sendo estas varias copias de 30 diferentes nucleoporinas, também
conhecidas como Nups (ROUT et al, 2000; CRONSHAW et al, 2002; ALBER et al,
2007; TAMURA et al, 2012).

Héa trés classes principais de Nups, sendo as proteinas de membrana de
poros (Poms), Nups centrais, e Nups com repeticdes em tandem de fenilalanina-
glicina, ou Nups FG. As Poms contém dominios transmembranicos, que servem para
ancorar o CPN ao envelope nuclear, enquanto as Nups centrais sdo 0s principais
componentes estruturais e também interagem com o0 envelope nuclear e as

proteinas de membrana de poros (OBADO et al., 2016). Ja as Nups FG emanam
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para o interior do canal e formam uma malha hidrofébica densa que funciona como
uma barreira que limita a troca indevida de macromoléculas soltveis entre o ndcleo
e 0 citoplasma. Assim, o transporte nucleocitoplasmatico de RNAs e proteinas
requer receptores especificos de transporte para transpor essa barreira (KATAHIRA,
2015).

Os ions, metabolitos e as proteinas menores que 40 kDa podem se difundir
livremente através do CPN entre o nucleo e o citoplasma (FELDHERR & AKIN,1997;
KEMINER, 1999). Cargos maiores requerem sinais de localizacdo nuclear (NSL-
nuclear localisation sequences) ou sequéncias de exportacdo nuclear (NES- nuclear
export signal) para a interacdo com os fatores de transporte sollveis (conhecidos
como carioferinas), que vao mediar o transporte através das Nups FG. A
direcionalidade do transporte é fornecida por um gradiente RanGTP / RanGDP, com
RanGTP a forma predominante no nucleo e no citoplasma RanGDP, como

demonstrado na figura 5.
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FIGURA 5. TRANSPORTE VIA COMPLEXO DE PORO NUCLEAR MEDIADO POR RECEPTORES
E GRADIENTE DE GTP. Para a importagéo, cargos contendo um NLS se associam a importinas e
sdo liberados dentro do nucleo com a presenga de RanGTP. Para a exportacéo, exportinas interagem
com NES de cargos na presenca de RanGTP e quando GTP é hidrolisado, o cargo € liberado no
citoplasma. Adaptado: COOK et al, 2007.

O papel do CPN é bem definido na importacdo e exportacdo de proteinas e
ademais eles também atuam na exportacdo de RNAs (ULLMAN et al,1999; FORLER
et al. 2004). Os mMRNAs sao canalizados para uma via de exportacdo especifica e
coordenadamente com a montagem do complexo ribonucleoproteico mensageiro
(MRNP) (KOHLER E HURT, 2007). No entanto, em eucariotos de forma geral, a
exportacdo de mRNA é RanGTP-independente, e a direcdo do transporte &
estabelecida por outros mecanismos. Como as carioferinas, os fatores exportadores
de mRNA podem interagir fisicamente com Nups do CPN, promovendo o transporte
de mRNA para o citoplasma, por superar a barreira de permeabilidade (REED E
HURT, 2002; SLUTZ E IZAURRAIDE, 2003; COLE E SCARELLI, 2006).
Recentemente, Obado e colaboradores (2016) mostraram, por microscopia
eletrbnica, que diferentemente de outros eucariotos a localizacdo das Nups em um
CPN de tripanossomatideos é disposta simetricamente entre as faces nuclear e
citoplasmatica, e identificaram caracteristicas que sugerem um sistema dependente
de RanGTP para a exportagdo de mRNA em tripanossomas, similar ao transporte

mediado por carioferinas,.algo que pode pressagiar mecanismos distintos do
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transporte de proteinas e mRNA em animais e fungos. De modo geral, a exportacédo
dos outros tipos de RNA envolve exportinas como receptores de transporte, que
atuam dependente de RanGTP (FIGURA 6) e 0 mecanismo de transporte de mRNA
€ altamente integrado com o processamento, e incluiu um amplo conjunto de
adaptadores nucleares de transporte, além de outras proteinas de ligacdo ao RNA,
RNA helicases e proteinas associadas ao CPN (SEGREF et al, 1997; CHAVEZ et al,
2000; STRASSER et al 2002).
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FIGURA 6. DIFERENTES VIAS DE EXPORTACAO DE RNAS EM LEVEDURAS. As vias
majoritarias de transporte estéo ilustradas: RNA transportador (tRNA), microRNA (miRNA), pequenos
RNAs nucleares (snRNA), RNA mensageiro (mMRNA) e RNA Ribosomal (rRNA). Em cada caso, o
transcrito primério estd ilustrado, bem como a proteina transportadora correspondente apés
processamento dos respectivos RNAs. Os adaptadores de exportacdo estdo ilustrados em azul e
receptores de exportacdo, em amarelo. No caso de mRNA, os homoélogos em humanos e fungos
estdo indicados, separados por “/”. Em humanos sdo: ALY, TAP e p15. Em fungos: Yral, Mex67 e
Mtr2. CBC, fator de ligacdo ao CAP; Exp, exportina. A via de mRNA estd destacada em vermelho
(ADAPTADO DE KOHLER; HURT, 2007).

Logo apos o inicio da transcricdo, um mRNA é revestido com uma variedade
de proteinas, formando assim o mRNP. Ao longo da sua jornada nuclear, a
composicdo do mRNP é modificada por varios eventos de remodelamento que
acompanham cada estagio de maturacdo do mRNA (HEATH, VIPHAKONE &
WILSON, 2016). Os componentes proteicos de um mRNP variam de fatores que
participam do processamento, empacotamento e exportagédo nuclear. Alguns destes

componentes séo liberados no nucleo, enquanto outros acompanham o mRNP para
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0 citoplasma. Assim, a estrutura de um mRNP e a composi¢cdo das proteinas
associadas mudam continuamente (KATAHIRA, 2015).

Em outros eucariotos, como fungos e mamiferos, a via de exportacdo de
MRNA é bem caracterizada (FIGURA 7). Ela envolve o complexo TREX (Complexo
de Transcricdo/Exportacdo), o qual desempenha um importante papel na biogénese
e maturacdo do mRNP e é conservado através de uma ampla gama de organismos,
incluindo Saccharomyces cerevisiae, Drosophila, Arabidopsis, Xenopus e seres
humanos (STRASSER et al, 2002, REHWINKEL et al, 2004, YELINA 2010, EL
BOUNKARI et al, 2009, MASUDA et al, 2005), o que indica a sua importancia
fisiologica fundamental. Os componentes de TREX estao funcionalmente ligados a
cada passo de processamento de mRNA, e isto é refletido pela sua associacao
fisica com complexos de proteinas tais como o complexo de ligacdo ao Cap 5'
(CBC), o complexo de Jungcdo Exon (EJC) e os fatores de processamento na
extremidade 3'. Portanto, TREX provavelmente atua como uma interface para esses
varios processos para ajudar a manter alta fidelidade do processo de expresséo
génica (HEATH, VIPHAKONE & WILSON, 2016), uma vez que desempenha um
importante papel na expressdo de genes, integrando a informagdo a partir de
eventos de transcricdo e processamento do mRNA no nlcleo para assegurar a
exportacao oportuna para o citoplasma (CHANG et al, 2013).

Em leveduras, TREX é recrutado co-transcricionalmente para o0 mRNP
enquanto que em metazoarios associa-se com a maquinaria de splicing
(STRASSER E HURT, 2000; MASSUDA et al, 2005)
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FIGURA 7. VIAS DE EXPORTACAO DE mRNA EM FUNGOS E METAZOARIOS. Adaptado de
KOHLER E HURT, 2007

TREX consiste de um nucleo formado pelo subcomplexo THO (composto de
THOC1, 2, 5-7 e TEX1), que interagem a um conjunto de proteinas adicionais,
podendo variar suas combinacdes e fazer formas alternativas de TREX. A tabela 1
mostra a composi¢cédo do complexo TREX

Em metazoarios, TREX se associa ao complexo THO e a proteinas ALY e
UAP56 (Yral e Sub2 em levedura) que sao responsaveis pelo recrutamento de
NXF1 ou TAP (Mex67 em levedura) (JIMENO et al., 2002, ABRUZZI| et al., 2004,
MASUDA et al., 2005). TAP/Mex67 é o receptor de exportacdo de mRNA e transloca
particulas de mRNP do nuacleo para o citoplasma via CPN.



TABELA 1. COMPOSICAO DO COMPLEXO TREX

Subunidades

THO

Subunidades

TREX

de

de

Nome humano

THOC1

THOC2

THOC3

THOCS

THOC6

THOC7?

DDX39B

DDX39A

ALYREF

UIF

LUZP4

Nomes alternativos

hHprl, p84, p84NS5,
N5

hRIrl

Tex1, hTrex45
fSAP79, Fmip

fSAP35, Wdr58
fSAP24, Nif3l1bp1l
Uap56, Batl, P47

Ddx39, Urh49

Aly, Ref, Bef, Thoc4

Fyttdl

Hom-Tes-85, CT-8

Fungao celular

Regulador de apoptose

Proteina core de THO

Coadaptador de exportagao

Fator Splicing, proteina associada ao
EJC

Pardlogo Ddx39b, proteina putativa
associada ao EJC

Adaptador de exportacdo, proteina
associada ao EJC

Adaptador de exportacdo, proteina
associada ao EJC

Adaptador de exportagdo, proteina

associada ao EJC

Ortélogo em
levedura
Hprlp
Tho2p

Rirp
Texp

Sub2p

Yrap

Shellp

kDa

76

183

39

79

38

24

49

49

27

37

36

32

Funcionalidades

Dominio Death, fator de interagdo Rb

Dominios coiled-coil, regides ricas em lisina
Dominios WD40

Ziper de leucina, dominio de ligagdo Fms
Dominios WD40

Dominios coiled-coil, ziper de leucina

RNA helicase ATP dependente
DEAD/DEATH-box
RNA helicase ATP dependente
DEAD/DEATH-box
RRM, ligacdo Nxfl, ligacdo Ddx39,

sequéncia UBM
Homologia funcional com Alyref
funcional com

Homologia Alyref,

dipepitideos RS, ziper de leucina

Continua



Subunidades

TREX

de

Nome humano

CHTOP

SARNP

POLDIP3

ZC3H11A

ERH

NXF1

NXT1

ZC3H18
SRRT

NCBP3

NCBP1

Nomes alternativos

SRAG, Clorf77, FOP

Cip29, Tho1l, Hcc-1

Skar, KIAA1649,

PDIP46
Zclla, ZC3HDC11A
dDroer

Tap

P15

Nhn1l
Ars2

C170rf85, Elg

Cbp8o

Fungao celular

Adaptador de exportagdo, proteina

associada ao EJC

Proteina associada ao EJC

Receptor de exportagdo de RNA

Requerido por Nxf1 para
estabilizagdo e exportagdo de mRNA
Componente do complexo NEXT
Processamento pri-miRNAs, efetor
no processamento 3 RNA CBC
Envolvido na exportagdo de mRNA
na infec¢do viral

Elongacgdo da transcrigdo, exportagao

de RNA, estabilidade do RNA

Fonte: Adaptado de HEATH, VIPHAKONE & WILSON, 2016

levedura

Tholp

Mex67p

Mtr2p

Cbclp

Ortélogoem kDa

26

46

106
100

71

71

33

Funcionalidades

Interagdo com dominio PRMT1, regido RGG

Dominio SAP

Sequéncia UBM-like, RRM

Proteina Zinc Finger

N3o caracterizada

RBD rica em arginina, pseudo RRM, dominio
NTF2-like, UBA

Estabiliza e se liga ao dominio NTF2-like de
NXF1

CCCH, proteina Zinc Finger

Proteina de ligacdo ao Cap

Proteina de ligagdo ao Cap, formando uma
alternativa CBC com Ncbp1l
Proteina de ligagdo ao Cap, formando o CBC

com Ncbp2
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O receptor de exportacdo Mex67/TAP tem o papel bioldgico independente de
GTP e forma um dimero com a proteina Mtr2 (também denominada de pl5)
(FIGURA 8). Uma vez montado no mRNP, TREX tem a capacidade de liberar o
dominio de ligacdo ao RNA de NXF1/Mex67, permitindo a associacdo do receptor
com o mRNA, que subsequentemente conduz o seu transporte pelo complexo do
poro nuclear. Assim, TREX age sinalizado a célula quando o mRNA foi processado e
estd adequado para a exportacdo. TREX € um complexo de multiplas subunidades
cuja montagem requer ATP e, dessas, quatro proteinas sao conhecidas por interagir
com NXF1/Mex67: Aly, Thoc5, Hprl e FOP (VIPHAKONE et al, 2012).

Free Nxf1

Nxf1: TREX mRNP

—

e e — B

FIGURA 8. MODELO REPRESENTATIVO DA MUDANCA CONFORMACIONAL DE NXF1/MEX67,
INDUZIDA POR TREX PARA A EXPORTACAO DE mRNA. Interacdo com pl5 promove um
dobramento de NXF1 fazendo com que seu dominio RBD se ligue ao dominio NTF2-like. Durante a
exportacdo de mRNA, TREX é montado e permite que as duas subunidades Alyref e Thoc5
remodelem NXF1/Mex67 para expor seu dominio de ligagdo ao RNA, permitindo a interacdo direta
entre NXF1/Mex67 e mRNA durante a exportacdo. Por razdes de clareza nem todas as subunidades
de TREX estéo ilustrados na figura (Adaptado de VIPHAKONE et al., 2012).

Recentemente, em humanos, a proteina FOP — Friend of PRMT1 - (em
mamiferos denominada de CHTOP) foi atribuida como novo componente dinamico
do complexo TREX, desempenhando o papel como co-adaptadora da exportacao de
MRNA. FOP e Aly sdo reguladas por metilacdo de argininas e, no caso de FOP,
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essa modificacdo pos-traducional é requerida para sua ligacdo a NXF1 e uma
diminuicdo da atividade de ligacdo ao RNA (CHANG et al., 2013). Ademais,
CHTOP/FOP também compete com Thoc5 para ligacdo ao dominio NTF2-like de
NXF1/Mex67 e ambos cooperam com Aly/Yral para aumentar a atividade de ligacéo
ao RNA de NXF1/Mex67 (TENG et al, 2013).

Chang e colaboradores (2013) demonstraram que, em humanos, FOP liga-se
e ativa as atividades helicase e ATPase de UAP56/Sub2. Sendo que a metilacdo
nao tem efeito sobre a interacdo de FOP com a Sub2 (VIPHAKONE et al, 2012;
TENG et al, 2013). A descoberta de FOP indica que provavelmente TREX sofra
rearranjos substanciais durante a formagédo do mRNP. No modelo de exportacdo de
MRNA em humanos proposto por Chang et al (2013), a atuacdo de FOP para
montagem de TREX e recrutamento da Sub2 é importantissimo.

Apesar dos fatores e mecanismos de exportagdo de mRNA serem bem
descritos em mamiferos e leveduras, poucos dados foram publicados até o momento
a respeito desse mecanismo em tripanossomatideos. Serpeloni e colaboradores
(2011 a) realizaram analises de gendmica comparativa e demonstraram que
algumas proteinas envolvidas na exportacdo de mRNA sao filogeneticamente pouco
conservadas em organismos divergentes, como por exemplo os tripanossomatideos.
Entretanto, foi demonstrado que a RNA helicase Sub2 (UAP56 em mamiferos) é
uma excecdo, sendo a mais conservada entre os fatores envolvidos na via de
exportacdo de mMRNA. Posteriormente, Serpeloni e colaboradores (2011b)
demonstraram que sua ortéloga em T. cruzi, chamada de TcSub2, é uma proteina
nuclear, essencial para sobrevida do parasita e um componente da via de
transcricdo/exportacdo de mRNA. Outra proteina que também foi caracterizada é o
receptor de exportacdo Mex67, que, embora sua estrutura mostre algumas
peculiaridades em tripanossomatideos, é essencial na exportagdo de mMRNA
(DOSTALOVA et al., 2013). A diminuicdo da expresséo tanto de Sub2 (SERPELONI
et al., 2011b) quanto de Mex67 (DOSTALOVA et al., 2013, INOUE et al., 2014) apos
indugdo do mecanismo de RNAi em T. brucei resultou em acumulo nuclear de
MRNAs poliadenilados e letalidade ao parasita. Além disso, buscando outros
componentes da exportacdo de mRNA, Inoue e colaboradores (2014)
caracterizaram uma RNA helicase, Hel45 (em T. cruzi chamada de TcHel45), que
migra entre ndcleo e citoplasma dependente da via de transporte de mRNA por
Mex67.
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Essas evidéncias indicam que as vias de transporte S0 essenciais para a
sobrevida dos tripanossomatideos e que podem acontecer diferentemente de

humanos e fungos, uma vez que novos componentes possam estar associados.
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2 JUSTIFICATIVA

Muitas das modificacbes celulares durante o ciclo de vida dos
tripanossomatideos sédo decorrentes de um controle refinado na expressao génica.
Serpeloni e colaboradores (2011a) demonstraram que a via de exportacdo de
MRNA, é a menos conservada dentre as vias de transporte dos varios tipos de RNA.
Em comparacdo aos eucariotos do topo da filogenia, as proteinas envolvidas com
exportacdo de mRNA sdo muito pouco conservadas em diversas espécies de
parasitas.

A falta da conservacao de sequéncia de proteinas envolvidas nessa via torna
um desafio a identificacdo de proteinas homologas em espécies divergentes, como o
T. cruzi, apenas por abordagens de bioinformatica. Partindo disso, duas questdes
podem ser levantadas:1) Seria a via de exportacdo em tripanossomatideos menos
especializada do que a via de outros organismos, ou seja, sem a presenca de
componentes especializados como ocorre em fungos e metazoarios? 2) Ou a via de
exportacdo de mMRNA é especializada com a presenca de proteinas nao
conservadas que ainda nao foram identificadas e caracterizadas?

Entretanto, somente uma proteina foi identificada como altamente conservada
nesses parasitas divergentes, e se mostrou essencial para exportacdo de mRNA em
tripanossomatideos. Esta proteina denominada de TcSub2 é nuclear, esta associada
a sitios de transcricdo e o silenciamento génico do ortélogo em T. brucei causa um
blogueio na exportagdo de mRNA. Contudo, a falta da conservagéo de sequéncia de
outras proteinas envolvidas nessa via torna um desafio a identificacdo de proteinas
homologas dos parceiros de TcSub2 por abordagens apenas de bioinformatica.
Logo, o nosso grupo vem investindo em abordagens de genética reversa e
protedmica para identificar componentes essenciais em parasitas. Analises de
protedbmica permitram a identificacdo de componentes exclusivos de
tripanossomatideos associados ao complexo de TcSub2 (INOUE, 2015). Estas
proteinas exclusivas de tripanossomatideos estdo anotadas como proteinas
hipotéticas no banco de dados. Ferramentas on line para busca de dominios
funcionais conseguiram predizer dominios em duas destas proteinas hipotéticas e
conservadas apenas em tripanossomatideos. Assim, uma delas possui o dominio
FOP, presente na proteina FOP/CHTOP que é descrita como um fator que interage

com Sub2/UAP56 em mamiferos (TENG et al, 2013), e a outra proteina possui um
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dominio API5 (Apoptosis Inhibitor 5), que esta presente em proteinas com funcéo
anti-apoptética e superexpressa em ceélulas cancerigenas (HAN et al., 2012). O
papel de API5 na via de exportacdo de mRNA ainda € pouco compreendido, porém,
em Oriza sativa, foi demonstrado que API5 interage com Sub2/UAP56 (LI et al.,
2011) e, em Drosophila, interage com Acinus (EJC) (RIGOU et al., 2009). Por isso,
estas proteinas foram denominadas em T. cruzi como TcFOP-like e TcAPI5-like, e
sao candidatas a fatores presentes no complexo de TcSub2.

Desse modo, as hipdteses deste trabalho sdo de que estas proteinas
interageriam com TcSub2 e seriam componentes da via de exportacdo de mRNA em
tripanossomatideos, mais especificamente em T. cruzi. Com base nisso, este
trabalho buscou também a caracterizacdo funcional de TcFOP-like e TcAPI5-like
como candidatas a serem fatores da via de exportacdo de mRNA em T. cruzi, assim
como, fornecer dados relevantes para entender as peculiaridades do controle da a
regulacéo da expressao génica nestes organismos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a localizacdo das proteinas TcFOP-like e TcAPI5-like de T. cruzi e
sua funcdo no processo de exportacdo de RNA mensageiro do nudcleo para o

citoplasma.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Analisar in silico a conservacdo das proteinas hipotéticas TcFOP-like e
TcAPI5-like

3.2.1.1 Analise de similaridade

3.2.1.2 Busca por dominios conservados

3.2.2 Auvaliar a localizacao celular de TcFOP-like e TcAPI5-like

3.2.2.1 Clonagem em vetor de entrada da plataforma Gateway® (INVITROGEN)
3.2.2.2 Clonagem em vetor de destino pDEST 17 (INVITROGEN)

3.2.2.3 Obtencédo de anticorpo policlonal anti-TcFOP-like e anti-TcAPI5-like para

ensaios de imunolocalizacao

3.2.2.4 Obtencéo de linhagens de parasitas expressando TcFOP-like e TcAPI5-like

fusionadas a etiqueta GFP na extremidade N-terminal

3.2.2.5 Andlises de localizacdo por microscopia fluorescéncia, confocal e eletrénica

3.2.3 Analisar o fenétipo causado pelo silenciamento das proteinas em T. brucei
por RNA de interferéncia (RNAI)

3.2.3.1 Obtencédo de linhagem de T. brucei para silenciamento da expressao de
TbFOP-like e de TbAPI5-like por RNAI

3.2.3.2 Analisar a viabilidade e a efetividade do silenciamento génico
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3.2.4 Analisar a interacdo das proteinas com outros componentes da via de
exportacao de mRNA
3.2.4.1 Imunoprecipitacdo e analise de interacdo por Western blot dos complexos
proteicos contendo TcFOP-like e TcAPI5-like
3.2.4.2 Delecdo do dominio FOP e do motivo UBM da proteina TcFOP-like para

avaliar o papel dos mesmos na interagdo com TcSUB2
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 ANALISES IN SILICO

Para a busca de sequéncias foi utilizado o programa BLASTP (Altschul et al.,
1997) implementado localmente. As buscas foram feitas contra o banco de dados
Reference Sequence - RefSeq (O'Leary et al., 2016) do National Center of
Biotechnology Information - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As proteinas
ortélogas foram identificadas através do critério de reciprocal best hit (RBH).

Os dominios das proteinas foram identificados através do programa hmmscan
do pacote HMMER (Eddy, 1998), usando modelos ocultos de Markov (Hidden
Markov Models - HMM) disponiveis no banco de dados do Pfam, versédo 27.0 (Finn
et al., 2014).

O alinhamento das multiplas sequéncias ortdlogas foi realizado utilizando o
programa MUSCLE (Edgar et al., 2004).

4.2 TAMPOES E SOLUCOES

AP Buffer (tampdao de reacao para fosfatase alcalina): Tris-HCI 100 mM pH
9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM.

Solucéo de bloqueio para Western blot: Tampédo PBS, Tween 20 0,05% e
leite em p6 desnatado 5%.

Solucdo de Brometo de Etidio: 0,5 yg/mL de brometo de etidio em agua
destilada.

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

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

Solugdo TBE para eletroforese de DNA (Tris- Acido Bérico — EDTA): Tris-
base 89 mM, Acido borico 89 mM, EDTA 2 mM pH 8.0.

Solucgéo TE (Tris-EDTA): Tris-HCI 10 mM pH 7.5; EDTA 1 mM.
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Tampé&o de amostra para eletroforese de DNA 5x: Azul de bromofenol
0,25% xileno cianol 0,25%, glicerol 30%.

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

Tampao de eletroporacgado de T. cruzi: NaCl 140 mM, HEPES acido 25 mM,
Na;HPO4 0,74 mM.

Tampé&o de purificacdo de proteinas: TRITON X-100 2%, Na,HPO, 100
mM, NaCl 0,5 M, Tris-HCI pH 8,0 10 mM, Uréia 2 M.

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

Tampé&o de suspensdo de proteinas: Na;HPO,4 100 mM, Tris-HCI 10 mM,
Uréia 8 M pH 8,0.

Tampé&o de transferéncia para Western blot: Tris-base 25 mM, Glicina 192
mM, Metanol 20%.

Tampé&o de corrida para SDS-PAGE: Tris-HCI 0,037 M pH 8,4; Glicina 192
mM pH 8,4; SDS 0,1%.

Tampé&o PBS - TWEEN: PBS -Tween 20 0,05%.

Tampé&o PBS - solucdo de uso (Phosphate-buffer saline): KCI 2,7 mM;
KH,PO,4 1,5 mM, NaHPO4x7H,0 4,3 mM; NaCl 137 mM.

Solucéo de Fenol - cloroférmio - alcool isoamilico: Fenol saturado 25 partes,

cloroférmio 24 partes, alcool isoamilico 1 parte, Tris-HCI 100 mM pH 8,0 10 partes

4.3 CULTIVO DE CELULAS

4.3.1 Escherichia coli

Genétipo BL21(DE3): {pLysS ™ {F- ompT hsdSB (rs ~ mg *) gal dcm (DE3)
pLysS (CmP)}.

Genétipo DH5a ™: {F- recAl endAl hsdR17 (rk’, mk*) supE44 A- thi-1 gyrA96
relAl}.
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Genotipo ccdB resistente: (F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
AlacX74 recAl araA139 A(ara-leu)7697 galu galK rpsL (StrR) endAl nupG
tonA::PtrcccdA);

As bactérias foram cultivadas em meio de cultura Luria-Bertani (ver item
4.4.1) a 37 °C durante 16 horas. Para a estocagem, células em fase de crescimento
exponencial foram mantidas em igual volume de glicerol 100% a -70 °C.

4.3.2 Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi clone Dm28c (CONTRERAS et al., 1988)
foram mantidas em culturas axénicas em meio LIT (LIT - liver infusion tryptose) (ver

item 4.4.2) a 28°C e passagens a cada trés dias com inéculo de 10° celulas/mL.

4.3.3 Trypanosoma brucei

Formas prociclicas de Trypanosoma brucei cepa 427 (CROSS E MANNING,
1973) foram mantidas em cultura axénica em meio SDM-79 (ver item 4.4.3)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (BRUN E SCHONENBERGER, 1979),
& 28°C e passagens a cada trés dias com in6culo de 10° células/ml. Para a linhagem
de T. brucei 29-13 (WIRTZ et al., 1999), o meio foi suplementado também com
antibiéticos Higromicina 50 pg/ml e G418 15 ug/ml. Esta linhagem celular expressa o
repressor da tetraciclina e a T7 RNA polimerase para utilizacdo em ensaios de RNA

de interferéncia.



4.4 MEIOS DE CULTURA

4.4.1 Meio LB (Luria — Bertani)

(LB-agar): adicao de 1,5% de agar-agar.

4.4.2 Meio LIT (Liver Infusion Tryptose)

Infus@o de figado.........coiiiiiiii
N L e e —————————————————————————

THIPLOSE. ..t
Fosfato basico de SO0, ....c.oveneeeieeeeee e

Extrato de levedura...........c.coooeeoieoe e

pH 7,2

44



45

4.4.3 Meio SDM-79

MEM (Minimum Essential Medium) ............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 7,00 g/L
/ST Lo T L 2,00 g/L
IMIOP'S ettt a e e rt e e e e aarrrraaeeaaans 5,00 g/L
[ 1T 01 USSP 8,00 g/L
(][00 ST R 1,00 g/L
V= L (O 2 2,00 g/L
Piruvato de SOTIO .....cccceeiiieeee e 0,10 g/L
L-ALBNING ... ———————— 0,20 g/L
[N o[ 1] o = R PP U PP TP PPPPPPON 0,10 g/L
[ €151 7= T 1 = 0,30 g/L
[ |V 1= o] ] = RSP PPRPN 0,07 g/L
L-Fenilalaning ............oeuuuiiiiiiiiiie e e ———————— 0,08 g/L
I = (0] 1 = 0,60 g/L
[T =Y 4 0 = T 0,60 g/L
JLIE= 1011 = PSPPSR 0,18 g/L
[ 0] 11 = USSP 0,35 ¢g/L
A0 (=1 010151 = R 0,10 g/L
(U= o 1T = 0,01 g/L
GIUCOSAMING ..ttt e e e e e e e e e e e e aaaaaaees 0,05 g/L
MEM amino acids SOIULION, BOX .......iiuiiiii it e e e 10 mL
MEM non essential amino acids 100X .........ccueuviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 6 mL
(RS 103111 T 0,059 g/L
Y1 (=10 (0] 1 1 (o = TP UPTSRSSRPPIIN 0,133 g/L
ACIHO FOlICO ..ottt 0,004 g/L
PABA (4cido Para-aminobenzOiCO) ..........cccvuviiiiiieiiiiiiiieieeee e 0,002 g/L

5770 (1 = 0,002 g/L
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4.5 ELETROFORESE DE ACIDOS NUCLEICOS E PROTEINAS

45.1 Eletroforese de DNA

As amostras de DNA foram analisadas por eletroforese em gel horizontal de
agarose conforme descrito em Sambrook e Russel (2001). As amostras de DNA
foram diluidas na proporcdo 1:5 em tampédo de amostra para eletroforese de DNA
(Tampé&o de amostra para eletroforese de DNA 5X — Azul de bromofenol 0,25%;
Xileno cianol 0,25%; Glicerol 30%) e aplicadas em gel de agarose 0,8-1% submerso
em tamp&o TBE (TBE 1X — Tris-base 89 mM; Acido bérico 89 mM; EDTA 2 mM pH
8,0). Para cada gel, era aplicado 150 ng de marcador de peso molecular 1 Kb Plus
DNA ladder (Invitrogen).

A corrida eletroforética foi realizada a 90 V e, em seguida, o DNA foi corado
com solugao de brometo de etideo (brometo de etidio 0,5 uyg/ml em agua destilada)

e visualizado em transluminador acoplado ao sistema de fotodocumentacéao.

4.5.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)

As proteinas foram analisadas por gel vertical desnaturante SDS-PAGE,
conforme o descrito por Laemmli (1970). Os volumes das solucdes utilizadas para

montagem dos géis de corrida e de empilhamento estdo descritos na Tabela 2.
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TABELA 2. SOLUCOES E VOLUMES DE PREPARO DE GEL SDS-PAGE

Gel de
] Gel de corrida
empilhamento
5% 10% 13% 15%
Acrilamida, estoque (33/0,9%) 0,7 mi 2,95 ml 3,8ml 4,4 ml
Tris-HCI 2,5 M pH 8,8 (concentragédo final 400 mM) - 1,6 ml 1,6 ml 1,6 ml
Tris-HCI 1M pH 6,8 (concentracéo final 120 mM) 0,6 ml - - -
H20 ultra pura 3,7ml 5,5 ml 4,6 ml 4,0 ml
SDS 10% (concentracéo final 0,1%) 50 pl 100 ul 100 ul 100 ul
Persulfato de aménio 10% (concentracdo final
35ul 70 pl 70 ul 70 pl
0,075%)
TEMED (concentracgdo final 0,07%) 7l 7l 7l 7l
5ml 10 ml 10 ml 10 ml

4.5.2.1 Coloragéo por Azul de Comassie

Os géis SDS-PAGE, apos corrida eletroforética das amostras, foram corados
em solucdo para coloracdo (Azul de Coomassie R-250 0,1%; Metanol 45%; Acido
Acético 10%) por aproximadamente 20 minutos a temperatura ambiente. A seguir,
os géis foram lavados com &gua destilada fervida para a retirada do corante e

analise das proteinas.

4.5.2.2 Coloracao por Nitrato de Prata (OAKLEY, KIRSCH E MORRIS, 1980)

Para coloracdo de maior sensibilidade em géis SDS-PAGE, alternativamente,
foi utilizada a marcacao por nitrato de prata. Para isso, o gel foi incubado em solugéo
de fixacdo de SDS-PAGE (Etanol 50%; Acido Acético 12%; Formaldeido 0,02%) por
30 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, lavado 3 vezes com solucao de
Etanol 50%. Posteriormente, o gel foi incubado com solugdo de sensibilizagdo para
coloracdo por prata (Tiossulfato de Sédio 0,02% em agua ultrapura) por 2 minutos,
lavado com agua ultrapura por 3 vezes e incubado com solucdo de coloragédo por
prata (Nitrato de prata 0,2%; Formaldeido 0,03%) por 30 minutos. Apds lavagem
com &gua, a revelacdo foi realizada com solugédo de revelagdo de prata (para 100

ml: Carbonato de Sédio 3%; Formaldeido 0,02%; 2 ml de solucdo de sensibilizacao).
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A reacao foi interrompida com solucdo de término de revelacdo de prata
(Etanol 50%; Acido Acético 12%).

4.6 CLONAGEM MOLECULAR DE SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS

4.6.1 Extragdo de DNA gendmico

4.6.1.1 T.cruziDm 28c e T. brucei 427

As extracbes de DNA de T. cruzi clone Dm 28c e T. brucei 427 foram
realizadas como descrito em Medina-Acosta & Cross (1993). Assim, o total de
1x10'° células cultivadas em meio LIT ou SDM-79 foram separadas por
centrifugacdo a 7.000 x g por 10 minutos. As células foram lavadas em PBS,
suspensas em 350 yL de tampao TELT (Solugéo contendo Tris-HCI 50 mM pH 8,0,
EDTA 62,5 mM pH 9,0, LIiCl 2,5 M e TRITON X-100 4%) e incubadas durante 5
minutos em temperatura ambiente. Apds lise, o0 mesmo volume de solucdo de
fenol/cloroférmio foi adicionado e o material foi centrifugado a 13.000xg por 10 min.
A fracdo aquosa foi coletada para um novo tubo e o DNA foi precipitado com duas
vezes 0 volume de etanol absoluto. O material foi centrifugado a 13.000xg por 10

minutos e o DNA foi lavado com etanol 70%, seco e suspendido em tampéao TE.

4.6.2 Amplificacdo génica por PCR

4.6.2.1 TcFOP-like

A amplificacdo do gene de TcFOP-like (GenBank Gene ID:
Tc00.1047053509033.80) foi obtido através de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) com DNA genbémico de T. cruzi e oligonucleotideos iniciadores especificos,
desenhados para a amplificacdo da sequéncia codificante que possui 633 pares de

bases, como mostrado na Figura 9
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5 ATGCGACGTGGCGATTTTGAGCGTCGGCGCCTTCGTGATTTGTACGAGCGGAATGTGCGCCGGG
TGCGGGCTTTGGCGGATGCGCGAGATGGGCGAAGGTCTGGCAGGGACGATGATATTGCGGCTCCCC
GCCGTTATGTCGTCAGCGAGCGTCGAACTCGCCTCGAAGGGTTTGGCCGTGGTGGCTACCAAGTGC
AGCGGTCACGCCGGTTTGGCCGCGATCCAAGGATCCGTCGGTTCAGCGACAGGGGCGTTTACCGTC
GCGGTGCCCTGGACCGCTTTGAACGCGAGGAGGACTTTGAGCGGAAGCTGCGTCGTGAACGTTTCC
GTGAACGCCGTCTTAATGAGGGCGGACTGCGGTTCGGTCGTCTGCGCCTTCGCCGCAGCGAACGAC
GGGAGCTGCGCCAACTGCGAGAGCTCCGAGAACTCCGTGAACTTCGCGCCCTACGAAGCGCACAAC
GAAACCAGGGCAATGGCGATCGGCGCGGCAAGCTAGACAAGGAATTGGATCGCTACAGAAAGGACC
AGCGCGGCGGACGCAGGGGTGGAGGTGGCCGTGGCCGTGGCGCACCAAATTCGGTGACGAAGGAAG
GACTCGACGCGGAACTTGACCGCTTCCGCGGCGGCAATTAG 3'

FIGURA 9. REGIAO UTILIZADA PARA DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES
DE TcFOP-like. Sequéncia de nucleotideos do gene TcFOP-like (GenBank Gene ID
Tc00.1047053509033.80). As letras destacadas em amarelo delimitam a regido utilizada para

desenho dos oligonucleotideos iniciadores, Forward (F) e Reverse (R).

Além disso, foram desenhados oligonucleotideos iniciadores especificos que
amplificam TcFOP-like sem a sequéncia do dominio FOP da proteina na
extremidade C-terminal, Figura 10, com o intuito de analisar a importancia deste
dominio na possivel interacdo entre TcFOP-like e TcSub2, chamamos este amplicon
de TcFOP-likeAFOP



5’ ATGCGACGTGGCGATTTTGAGCGTCGGCGCCTTCGTGATTTGTACGAGCGGAATGTGCGCCGGGT
GCGGGCTTTGGCGGATGCGCGAGATGGGCGAAGGTCTGGCAGGGACGATGATATTGCGGCTCCCCG
CCGTTATGTCGTCAGCGAGCGTCGAACTCGCCTCGAAGGGTTTGGCCGTGGTGGCTACCAAGTGCA
GCGGTCACGCCGGTTTGGCCGCGATCCAAGGATCCGTCGGTTCAGCGACAGGGGCGTTTACCGTCG
CGGTGCCCTGGACCGCTTTGAACGCGAGGAGGACTTTGAGCGGAAGCTGCGTCGTGAACGTTTCCG
TGAACGCCGTCTTAATGAGGGCGGACTGCGGTTCGGTCGTCTGCGCCTTCGCCGCAGCGAACGACG
GGAGCTGCGCCAACTGCGAGAGCTCCGAGAACTCCGTGAACTTCGCGCCCTACGAAGCGCACAACG
AAACCAGGGCAATGGCGATCGGCGCGGCAAGCTAGACAAGGAATTGGATCGCTACHENNECEHEEE

ACTCGACGCGGAACTTGACCGCTTCCGCGGCGGCAATTAG

FIGURA 10. REGIAO UTILIZADA PARA DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES
DE TcFOP-likeAFOP. Sequéncia de nucleotideos do gene TcFOP-like (GenBank Gene ID GenBank

Gene ID Tc00.1047053509033.80). As letras em vermelho delimitam a regido correspondente ao
dominio FOP, e as letras destacadas em amarelo delimitam a regido utilizada para desenho dos

oligonucleotideos iniciadores, Forward (F) e Reverse (R).

Como o dominio FOP compreende uma regido de metilacdo e motivos de
ligacdo a UAP56/Sub2, denominado de UBM (UAP56 binding-motif), resolvemos
desenhar outros oligonucleotideos iniciadores que amplifiquem TcFOP-like, sem o
motivo UBM, como demonstrado na Figura 11, para analisar se a interacdo entre
essas proteinas ocorre por meio deste motivo, como relatado em outros organismos
com seus respectivos ortdlogos, a este amplicon chamamos de TcFOP-likeAUBM
(Resultados mostrados em ANEXOS).
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5" ATGCGACGTGGCGATTTTGAGCGTCGGCGCCTTCGTGATTTGTACGAGCGGAATGTGC
GCCGGGTGCGGGCTTTGGCGGATGCGCGAGATGGGCGAAGGTCTGGCAGGGACGATGATA
TTGCGGCTCCCCGCCGTTATGTCGTCAGCGAGCGTCGAACTCGCCTCGAAGGGTTTGGCC
GTGGTGGCTACCAAGTGCAGCGGTCACGCCGGTTTGGCCGCGATCCAAGGATCCGTCGGT
TCAGCGACAGGGGCGTTTACCGTCGCGGTGCCCTGGACCGCTTTGAACGCGAGGAGGACT
TTGAGCGGAAGCTGCGTCGTGAACGTTTCCGTGAACGCCGTCTTAATGAGGGCGGACTGC
GGTTCGGTCGTCTGCGCCTTCGCCGCAGCGAACGACGGGAGCTGCGCCAACTGCGAGAGC
TCCGAGAACTCCGTGAACTTCGCGCCCTACGAAGCGCACAACGAAACCAGGGCAATGGCG
ATCGGCGCGGCAAGCTAGACAAGGAATTGGATCGCTACAGAAAGGACCAGCGCGGCGGAC
GCAGGGGTGGAGGTGGCCGTGGCCGTGGCGCACCAAATTCGGTGACGAAGGAAGGA-

ECEEEERAGIIEAB CGCTTCCGCGGCGGCAATTAG 3’

FIGURA 11. REGIAO UTILIZADA PARA DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES
DE TcFOP-likeAUBM. Sequéncia de nucleotideos do gene TcFOP-like (GenBank Gene ID GenBank
Gene ID Tc00.1047053509033.80). As letras em negrito correspondem ao dominio FOP da proteina,
em vermelho destaca-se a regido correspondente ao motivo UBM (UAP56 binding-motif), e as letras
destacadas em amarelo delimitam a regido utilizada para desenho dos oligonucleotideos iniciadores,
Forward (F) e Reverse (R).

A finalidade de cada amplificacdo e as sequéncias de cada iniciador estao
apresentadas na Tabela 3, a sequéncia em negrito refere-se a sequéncia attB
necessaria para posterior reacdo de recombinacdo com o vetor de entrada

pDONR™221 da plataforma Gateway (Invitrogen).



52

TABELA 3. OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES DAS REACOES DE AMPLIFICACAO E CLONAGEM EM VETOR DE ENTRADA pDONR™221 NA
PLATAFORMA GATEWAY (INVITROGEN) PARA TcFOP-like, TcFOP-like AFOP E TcFOP-like AUBM

Tamanho
Produto de ] . . -
o Oligonucleotideos Sequéncia Nucleotidica do ™ °C Uso
amplificagcéo
fragmento
) 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
TcFOP-like Forward (F) 61°C Amplificacéo do
CGACGTGGCGATTTTGAG 3
_ 633 pb gene de TcFOP-
] 5" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAA _
TcFOP-like Reverse (R). 77°C Like
TTGCCGCCGCGGAAGCGGTCAAGT 3
] 5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG Amplificagao do
TcFOP-like AFOP Forward (F) . 61°C
TcFOP-like CGACGTGGCGATTTTGAG3 516 ob gene  TcFOP-like
(Tc00.10470535 ] 5"GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA P com dele¢cdo do
TcFOP-like AFOP Reverse (R) 55°C .
09033.80) GTAGCGATCCAATTCCTTGTCTAG 3 dominio FOP
] 5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
TcFOP-like AUBM Forward (F) 61°C Amplificacdo do
CGACGTGGCGATTTTGAG 3’ )
gene TcFOP-like
5GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAA | 615 pb delecio d
) com delegdo do
TcFOP-like AUBM Reverse (R) | TTGCCGCCGCGGAAGCGTCCTTCCTTCGTCACCGA 69°C .
dominio UBM
ATTTGGT3

Em negrito, esta a sequéncia attB adicionada a extremidade 5° do primer
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Para as reacbes de amplificagdo de TcFOP-like e TcFOP-likeAFOP foram
utilizados os seguintes padrdes de ciclagem: holding de 94 °C por 2 minutos seguido
de 30 ciclos de 30 segundos a 94 °C (desnaturacdo), 30 segundos de 52 °C
(anelamento) e 45 segundos a 68 °C (extensdo), ja para TcFOP-likeAUBM houve
alteracdo apenas na temperatura de anelamento (60°C), os demais parametros
permaneceram 0S mesmos.

As reacOes foram realizadas em volume final de 100 pyL contendo 61 ng de
DNA genbmico de T. cruzi, Platinum® Tagq DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen), 2,5 mM de cada dNTP, 10 pmol de cada iniciador F e R, tampéao para a
enzima Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), agua ultrapura, e
oligonucleotideos iniciadores, segundo o protocolo do fabricante da enzima. Os
produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 0,8-

1%, como descrito no item 4.5.1.

4.6.2.2 TcAPI5-like

Da mesma forma, a amplificacdo do gene TcAPI5-like (GenBank Gene ID::
Tc00.1047053511807.280) foi obtido através de PCR com DNA gendmico de T.
cruzi e oligonucleotideos iniciadores especificos, desenhados para a amplificacdo do
gene que possui 1689 pares de bases. A figura 12 ilustra as regides utilizadas para

desenho dos oligonucleotideos iniciadores de TcAPI5-like.
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5’ ATGGCCCCCAAAAAGAAGAGCGCTTCTGCTGCTGCTGCGGCAAAAGAGGAGACAGAAGAATGCG
TCCCGGCTGAGGTGACAACAACAACACCCCCCACATCTCCGCAGACTGAATCCTTGCCCTCCGCAT
GCAACGCTGTGGAGTTGTACGCAACCCTTCAGGCAGCTGTTTCGGAGGATCCTGCAAAGCTGAATG
ATTTTGTGCGGGAATTACTCCAGGCGCTGAGCGATGCGGAGTGCCCGGATGCACCGCTTCTGGTCC
GTGTGCGTACCCTTGAGTTTATTAGCAAATACGGACAGCATGTACGTGACGGCAATGCTCTTAAAA
AGATTGTTACATCTCTTGTAAAAATATTGAGTGGCTCAGAGGACACGCCGCAGCTTCTTGTGGCTG
CTGTTCAGGGGCTTTCATCGCTAGGGCCTGTCTCTGTACTGGACAAGAAGTGGGAATATTTGTCCC
GCGAGGGGGCAGATGTTCTCATGCAGGTAATGTTGGACGAAGAGGGATTTGCGGAAAGTGTGCGTC
AAGCCGCTTCCAAGGCGTTGGACTCCCTCATTCAGACCGCATTTCGTCCCGTTGTGACGAAGCTGC
TACACTGGATAAGCGACAATCGTGAGACGGAGGACGAAGATCAACTGAAGAAGGAGCGGCGCATGG
CTCTGACGCGACTGAGGAAGCTGGCGCACACACCGTCCCTGCAGTGCCAGTGGACGGAGGAGGTTC
AGGAACATGTCTTGAGCCTCATTGTTCGTGTGCTTCCAACGGTCACTGTGCAGGAATTTGTGCAAC
TCACGAGCATTGCTGCATCATTGCCGATAGTACGAGCAGAGGCGGGAGTGCCTTTCCTCAAGGCGT
TTTTGGCGCAAAATGCAATCAACACTGACCGTGTGTTGGAGTCCCTAAGTATTATTGGAGAGCATA
TTGGCGCCGCACCGTACGACATTGTTCCCGTTCTTGAGGATGCAGGGCTTCTTACAACACCTGTTG
AGAAGAATACCGCACGGGGCATGTGGCACGCGAAGGTGTTGTTGCTGGCTGCTCGACTTGCCACTC
CTGATAACATTGATAAATTGTACAATGCGGTGTTGGAACAGCTGGCGCATGTCATGCATGATGGGA
GTGCGTTGCCGGAGAATATGACGACTCTCGAGGTGCTACTCTTTGCCGTTATGGCGGCAGGACAAA
AAAAACCAGTTGAGATGTTGAAGTATTTGAATGATGATGCGTTCGTTGCGAAGTGCATGGGTCTGG
AGGAGCTCGTCGCCCAGATGGAACCACTCCTGATTTACGCCGTTAAGAAACGGATGCAGAAGTCAT
CGGCGGGCCAAAAGGATGCGGAGGTAATTGGATGCTGCCATAACGTGCGAGTCATCTTGAGCGCCT
TCTCCGCCAAACACATGCCCACTGGTACCCTCACGGAGAGTTGGCTCCACAAGAATAAGTTGCCAA
GTGTGAAACACGCCCGCGACCCAGCGACGACGGCAAAGGCAACAGAGACTACAGCGGGAATTGCTG
GGGCCGCCGCCGGACAGTTGGGTGTGCTGCCGCCTCCCCCTGGCACGGAGGAACATGCTAAGARAAA
GGTCTCGTGGTCAGGAGTCCGGTTACAACAAGAATGCTAACAGGAATAAGGGTGGTTGGAATGGCA
ACGGCCGGTACAAGAGAGCACGTCGTGGCGGAGTCTACTAASZ’

FIGURA 12. REGIAO UTILIZADA PARA DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES
DE TcAPI5-like. Sequéncia de nucleotideos do gene TcAPI5 (GenBank Gene ID
Tc00.1047053511807.280). As letras destacadas em amarelo delimitam a regido utilizada para
desenho dos oligonucleotideos iniciadores, Forward (F) e Reverse (R).

A finalidade da amplificacdo e as sequéncias de cada iniciador estédo
apresentadas na Tabela 4, a sequéncia em negrito refere-se a sequéncia attB
necessaria para posterior reacdo de recombinacdo com o vetor de entrada
pDONR™221 da plataforma Gateway (Invitrogen).

Para as reacdes de amplificacdo de TcAPI5-like foram utilizados os seguintes

padrdes de ciclagem: holding de 94 °C por 2 minutos seguido de 30 ciclos de 30
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segundos a 94 °C (desnaturacao), 30 segundos de 57 °C (anelamento) e 2 minutos
a 68 °C (extensao).

As reacOes foram realizadas em volume final de 100 pyL contendo 61 ng de
DNA genbmico de T. cruzi, Platinum® Tagq DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen), 2,5 mM de cada dNTP, 10 pmol de cada iniciador F e R, tampé&o para a
enzima Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), agua ultrapura, e
oligonucleotideos iniciadores segundo o protocolo do fabricante da enzima. Os
produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 0,8-

1%, conforme descrito no item 4.5.1.
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TABELA 4. OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES DAS REACOES DE AMPLIFICACAO E CLONAGEM EM VETOR DE ENTRADA pDONR"™221
NA PLATAFORMA GATEWAY (INVITROGEN) PARA TcAPI5-like

Produto de i . o o Tamanho do
o Oligonucleotideos Sequéncia nucleotidica ™ °C Uso
amplificacédo fragmento
) 5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTT

TcAPI5-like TcAPI5-like Forward (F) .

CATGGCCCCCAAAAAGAAGAGCG 3 Amplificagao do gene

(Tc00.10470535 1689 pb _

5" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC TcAPI5-like
11807.280) TcAPI5-like Reverse (R) .

TTAGTAGACTCCGCCACGACGTGCTCTC 3 65 °C

Em negrito, esta a sequéncia attB adicionada a extremidade 5 do primer



57

4.6.3 Clonagem entre inserto e plasmideo

4.6.3.1 Clonagem em vetor de entrada (pDONR™221) na plataforma Gateway®
(INVITROGEN)

No sistema Gateway®, a clonagem é realizada em duas reagdes. A primeira
reacdo, chamada de reacdo BP, ocorre a recombinacéo entre os sitios attBl/attB2,
inseridos por PCR no amplicon a ser clonado, e os sitios attP1/attP2, presentes no
vetor de entrada (pDONR™221), gerando um clone de entrada no sistema (FIGURA
13).

ait8 atfB afiL affL aitR aftR

R 3 . =3 W
altB-flanked PCR + by-product
product or aliB

expression clone

FIGURA 13. DIAGRAMA ESQlNJEMATICO MOSTRANDO A RECOMBINA%AO ENTRE OS SITIOS
attB e attP PARA OBTENCAO DO CLONE DE ENTRADA. pDONR™221 é um dos vetores
disponiveis para a entrada no sistema (Adaptado do Manual Gateway® Technology).

Na segunda reacao, chamada de reacao LR, pode-se verificar como ocorre a
recombinacdo entre os sitios attL1/attL2, presentes no clone de entrada, e os sitios
attR1/attR2, presentes no vetor de destinacdo escolhido, gerando um clone de
destinacéo (FIGURA 14).

affL atl atP atP
.
LR Clonase
entry destination — ENPIession by-product
clone vector clone

FIGURA 14. DIAGRAMA ESQUEIyIATICO MOSTRANDO A RECQMBINACAO ENTRE OS SITIOS
attL E attR, PARA A OBTENCAO DO CLONE DE EXPRESSAO. pDEST 17 foi usado como
exemplo de vetor de destinacdo (Adaptado de Manual Gateway® Technology).

A plataforma Gateway possibilita realizar a transferéncia dos genes de
interesse para diferentes vetores de destinagdo com distintas aplicacdes (FIGURA
15).
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FIGURA 15. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA PLATAFORMA GATEWAY®
DEMONSTRANDO AS DUAS DIVERSAS APLICABILIDADES A PARTIR DE UM CLONE DE
ENTRADA. (Adaptado do Manual Gateway® Technology)

Desta forma, para a clonagem na plataforma Gateway, os oligonucleotideos
iniciadores desenhados para amplificacdo, por reacdo de PCR, dos genes de
TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP, TcFOP-likeAUBM e TcAPI5-like, continham na
extremidade 5 a sequéncia de reconhecimento attB (Tabelas 3 e 4) para a posterior
reacdo de recombinacdo com o sitio attP do vetor de entrada pDONR™221 da
plataforma Gateway (Invitrogen) (FIGURA 16).
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pDONR™221
pDONR"/Zeo

FIGURA 16. MAPA DO VETOR DE ENTRADA pDONR™221 (Invitrogen). pUC ori: origem de
replicacdo de alta cépia. attP1/attP2: sequéncia de 200 bp presente no pDONR para recombinagéo
com sitio attB presente no produto PCR. ccdB: gene que permite sele¢do negativa do pDONR,
interferindo na DNA girase de E. coli, que é substituido apds recombinagdo com o sitio attB do
produto de PCR. Kanamycin: gene de resisténcia a canamicina. cm®t gene de resisténcia ao
cloranfenicol. T1/T2: terminadores de transcricdo. M13 Forward e Reverse.

Apo6s a amplificacdo foi realizada a reagcdo de recombinacdo com o vetor
pDONR™221 de acordo com o manual do fabricante (Invitrogen- Catalogos 12535-
019 e 12535-027). Estas reacdes de recombinacao foram utilizadas para transformar
E. coli DH5a eletrocompetente, conforme item a seguir. As bactérias foram
selecionadas em meio LB-agar adicionado de 50 ug/mL de canamicina, resisténcia
conferida pelo vetor pPDONR™221 (FIGURA 17).

4.6.4 Transformacao e selecéo de clones recombinantes

4.6.4.1 Preparo de células competentes

Para o preparo de bactérias calcio-competentes, foi utilizado o método de
CaCl, descrito em Sambrook e colaboradores (2001). Uma colénia de E. coli da
cepa desejada foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo antibidtico apropriado. A
cultura foi incubada a 37°C por 18 horas sob agitacao constante de 220 rpm. Um
volume de 1 mL desta cultura foi transferido para 100 mL de meio LB. As células
foram incubadas a 37°C sob as mesmas condi¢cdes de agitacdo até alcancar a fase

de crescimento exponencial (D.0.600 de 0,6).
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A cultura foi centrifugada a 4.000 x g por 5 minutos a 4°C e as células foram
suspensas em 50 mL (metade do volume original) de solugdo gelada de CaCl, 100
mM tamponada com HEPES 10 mM pH 7,0 e mantidas no gelo durante 30 minutos.

A suspensdo foi submetida a centrifugacdo nas mesmas condicOes
anteriores, as células foram suspensas em 2,0 mL (1/50 do volume da cultura
original) da solug&o anterior acrescida de 10% de glicerol, mantidas no gelo seco por

2 horas e em seguida aliquotadas e armazenadas a — 70 °C.

4.6.4.2 Transformacao de células competentes

ApOs as reacOes de recombinacdo ou ligacdo, ou simplesmente para
propagacédo de algum plasmideo, realizou-se a transformacdo em E. coli, utilizando-
se tanto bactérias quimiocompetentes, quanto eletrocompetentes.

Para a transformacdo de bactérias quimiocompetentes utilizou-se o seguinte
protocolo: as reacdes foram incubadas com 50 pyL da suspensdo de E. coli
quimiocompetentes por 30 minutos no gelo. Apos esse periodo, as células foram
submetidas ao choque térmico pela incubacdo a 42 °C por 2 minutos, seguido de
incubacdo de 2 minutos no gelo e posterior adicdo de 1 mL de meio LB para
incubacédo sob agitacdo constante de 200 rpm a 37°C por uma hora.

J4 para a transformacdo de bactérias eletrocompetentes, fez-se a
eletroporagdao em cubetas de 0,2 cm, a 2,5 kV, 25 yF e 200 a 500 ohms. Em
seguida, adicionou-se 1 ml de meio LB e incubou-se a 37 °C durante 1 hora com
agitacao de aproximadamente 200 rpm.

Apbs periodo de 1 hora de incubagéo, reduziu-se o volume por centrifugacao
durante 2 minutos a 6.000 rpm para o plaqueamento de toda a amostra. Foram
utilizadas placas contendo meio LB e antibidticos especificos para as selecdes,
sendo eles ampicilina 100 pg/ml resisténcia conferida pelos vetores pDEST ™17,
pTcGWGFPN, pTcGWPTPN utilizados em bactérias E. coli DH5a e/ou cloranfenicol
34 pg/ml, utilizado para expressar proteinas recombinantes em bactérias E. coli
pLysS ou canamicina 50 pg/ml, resisténcia conferida pelo vetor pPDONR™221. Apés
crescimento de 16 a 20 horas em estufa a 37 °C, fez-se a selecdo dos clones, por

PCR de colbnia, conforme descrito no item 4.6.4.3.
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4.6.4.3 Selecgédo de clones recombinantes por PCR de colonia

ApoGs crescimento de colbnias isoladas, para uma varredura inicial dos clones,
algumas colonias foram coletadas e testadas por PCR. Para a selecdo de clones
recombinantes, as coldnias crescidas em meio seletivo foram coletadas e diluidas
em 100 pl de agua ultrapura (proporcao 1:100). Deste, 1 pl foi utilizado como molde
para a reacdo de amplificacdo por PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores
especificos (Tabelas 3 e 4). Previamente, as amostras foram aquecidas a 94°C
durante 10 minutos e, posteriormente, foram submetidas aos ciclos especificos de
desnaturacdo, anelamento dos iniciadores e extensdo de cada um dos fragmentos
génicos. As amostras foram analisadas em gel de agarose conforme item 4.5.1.

Os clones positivos selecionados foram inoculados em 2 mL de meio LB
adicionado de antibiético apropriado e as culturas incubadas a 37°C durante 18
horas sob agitacdo constante de 200 rpm. As culturas foram entdo utilizadas para
minipreparacao dos plasmideos. A preparacao de plasmideo foi realizada com base
no método da lise alcalina, adaptado de Birnboim e Doly (1979), utilizando o sistema
Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN). Estes plasmideos foram usados como molde
em reacdes de PCR, neste caso, os insertos foram amplificados utilizando os
oligonucleotideos iniciadores da sequéncia de TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP,
TcFOP-likeAUBM e TcAPI5-like. Apds a identificacdo dos clones positivos, estes
foram enviados para plataforma de sequenciamento da Macrogen Korea (Coréia do
Sul, informacdes disponiveis em http://www.macrogen.com/) e entdo usados nas
etapas posteriores. Neste caso, os clones selecionados foram denominados de
pDONR-TcFOP-like, pDONR-TcFOP-likeAFOP, pDONR-TcFOP-likeAUBM e
pDONR-TCcAPI5-like.

Estes foram utilizados para recombinacdo com outros vetores. O vetor
pDONR™221 possui sequéncia que permite a recombinagédo do fragmento clonado
com diferentes vetores de destino, entre eles o pDEST™17, para producdo de
proteinas recombinantes em E. coli, e o vetor pTcGW-GFPN, utilizado para
expressao de proteinas fusionadas a GFP N-terminal em T. cruzi (Batista et al, 2010)
e também o pTcGWPTPN utilizado para a expresséo de proteinas fusionadas a PTP
N-terminal em T. cruzi (KUGERATSKI et al, 2015).


http://www.macrogen.com/
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4.6.4.4 Verificacdo de clonagem pelo método de palitagem (Toothpick)

Apoés a selecao por antibidtico apropriado, alternativamente, a selecdo dos
clones foi realizada pelo método de palitagem (Toothpick). Assim, cada coldnia foi
removida com uma haste de madeira esterilizada e transferida para um tubo de 1,5
mL. Em cada tubo foi adicionado 15 pL de solucédo de lise (NaOH 50 mM, glicerol
5%, SDS 0,5%, EDTA 5 mM, azul de bromofenol e agua miliQ) e a mistura foi
incubada a 65 °C por 10 minutos. O lisado foi centrifugado a 13.000 x g por 1 minuto
e aplicado em gel de agarose 0,8 % ndo submerso em tampéo TBE e submetido a
diferenca de potencial de 80 V. Uma vez que as amostras entraram na malha do gel
de agarose, o volume de tamp&o TBE foi completado e a voltagem alterada para 100
V. O gel foi corado através da imersao em solucdo de brometo de etideo e analisado

em luz ultravioleta (UV).

4.6.4.5 Extracdo de DNA plasmidial

Colonias de clones selecionados s&o cultivadas em meio LB conforme
descrito em 4.2.1. Estas culturas sdo utilizadas para extracdo e purificacdo dos
plasmideos recombinantes utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) ou kit de
extracdo Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen) dependendo da quantidade necessaria
ao ensaio. Ambas as purificages foram realizadas conforme descrigdo em protocolo

padréo do fabricante.

4.7 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE PROTEINA RECOMBINANTE

4.7.1 Recombinacdo em vetor de expressdo pDEST™17 da plataforma Gateway

(Invitrogen)

O vetor pDEST™17 é destinado & expressdo de proteinas recombinantes
em E. coli, fornecendo altos niveis de proteina contendo uma etiqueta que consiste
em seis residuos consecutivos de histidina na extremidade amino-terminal. Esta

etiqueta € importante para a purificagdo por cromatografia de afinidade da proteina
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através de coluna Ni-NTA (Ni*"nitrilo-tri-acetic-acid - QIAGEN) (AUSUBEL; BRENT;
KINGSTON,1987). A alta afinidade de ligacdo entre as proteinas recombinantes que
contém esta etiqueta a resina permite a remocdo de proteinas inespecificas em
condi¢cbes estringentes, permitindo a purificacdo mesmo em condi¢cdes fortemente
desnaturantes (CROWE; MASONE; RIBBE, 1995). Esta etiqueta de histidinas
também é utilizada para confirmar a indugcé@o da expressao da proteina recombinante
através de anticorpos monoclonais anti-histidina por ensaio de Western blot. O mapa
do vetor pDEST ™17 esta ilustrado na Figura 17.

lwm ATG 6xHis |atiR1 Cm® codB atR2 l

FIGURA 17 MAPA DO VETOR pDESTTM17 (INVITROGEN) DE EXPRESSAO DE GENES EM
BACTERIAS T7: Promotor de T7 RNA Polimerase. RBS: Regido de ligagdo ao ribossomo. ATG:
Cédon de inicio. 6xHis: Etiqueta de histidinas N-terminal. sitios attR (attR1 e attR2): regido de
recombinacédo LR com vetor de entrada pDONR. cm®: gene de resisténcia ao cloranfenicol. Ampicilin:
gene de resisténcia a ampicilina. ccdB: gene que permite selecdo negativa do pDEST'V17. T7 term:
regido de término da transcricdo (FONTE: Catalogo Gateway® Tecnology Invitrogen).

Os genes de TcFOP-like e TcAPI5-like previamente clonados em
pDONR™221 (pDONR-TcFOP-like e pDONR-TCAPI5-like) foram transferidos para o
vetor pDEST'™17, conforme instrucdo do manual do fabricante. Apés a reacdo de
recombinacdo, bactérias E. coli DH5-a calcio-competente foram transformadas e
plagueadas em meio LB-agar adicionado de 100 pg/mL de ampicilina, resisténcia
conferida pelo vetor pDEST™17, conforme descrito no item 4.6.4.2 e incubadas por
16 horas a 37 °C. ApOs a obtencéo de colbnias isoladas, estas foram selecionadas
para analise por PCR de colbnia, descrito no item 4.6.4.3, utlizando os
oligonucleotideos iniciadores de cada sequéncia para a verificacdo de cada

clonagem em vetor pDEST™17,
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Ap6s a confirmagdo da clonagem por PCR de colbnia, as col6nias
correspondentes aos clones positivos selecionados foram inoculadas em 5 mL de
meio liquido LB suplementado com 100 pg/mL de ampicilina e posteriormente
incubadas a 37 °C durante 18 horas sob agitacdo constante de 200 rpm. Apés o
periodo de incubacéo, a cultura foi submetida a centrifugacdo a 13.000 x g por 2
minutos a temperatura ambiente e a minipreparacdo do plasmideo foi realizada
através do sistema Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN), conforme instrucdes do
fabricante.

Os plasmideos provenientes dos clones selecionados foram utilizados para
transformacdo de E. coli da cepa de expressdo BL21(DE3) pLysS. Esta bactéria
contém um gene codificante para a RNA polimerase T7 sob controle do promotor
lacUV5. O IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside), um analogo sintético da
lactose, liga-se ao repressor do operon lacUV5 e permite que a RNA polimerase se
ligue ao promotor lac, possibilitando a expressao da polimerase T7. Esta enzima se
liga ao promotor T7 presente no vetor pDEST™17, possibilitando a expressao do
inserto presente no vetor. O plasmideo pLysS presente nesta cepa confere
resisténcia ao antibidtico cloranafenicol e codifica para a producgdo da lisozima T7,
gue impede a expressdo da RNA polimerase T7 na auséncia do IPTG, o que inibe a
expressao basal da proteina recombinante.

4.7.2 Teste de inducdo com IPTG da expressao de proteinas recombinantes em E.
coli

Uma col6nia de E. coli da cepa BL21 (DE3) transformada com o plasmideo
pDEST-TcFOP-like ou pDEST-TCcAPI5 foi inoculada em 2 mL de meio LB adicionado
de 100 pg/mL de ampicilina e 34 ug/mL de clorafenicol e incubada a 37°C sob
agitacao constante de 200 rpm durante 18 horas.

ApoOs o periodo de incubagéo, 400 pL desta cultura foram transferidos para 4
mL de meio LB adicionado de 100 ug/mL de ampicilina e 34 ng/mL de clorafenicol.
As células foram incubadas a 37°C sob as mesmas condi¢des de agitacdo até atingir
a D.O. 600 de 0,6 e entdo acrescido 1 mM de IPTG a cultura e a incubacao

prosseguiu por mais 3 horas nas mesmas condi¢des.
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Para o controle da inducdo da expressdo das proteinas recombinantes,
culturas sem a adicdo de IPTG foram mantidas nas mesmas condi¢des. Células
destas culturas foram sedimentadas a 6.000 x g por 10 minutos a 4°C, lavadas com
PBS e suspensas em tampdo de amostra para proteinas. As amostras foram
analisadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-
PAGE), conforme item 4.5.2.

4.7.3 Enriquecimento das proteinas recombinantes através de lavagens com uréia

e purificacdo de proteinas através de coluna de Ni-NTA e gel preparativo

Apés o periodo de inducdo com IPTG da expressdo de proteinas
recombinantes em E. coli, em volume de 200 mL de LB, as células foram
submetidas a centrifugacdo a 6.000 x g por 10 minutos a 4°C, o sedimento foi lavado
com PBS e suspenso em 5 mL de tamp&o de sonicacdo (Tris-HCI pH 7,5 10 mM,
NaCl 300 mM, Triton X100 2%). A lise das células foi realizada por sonicacdo
através de 5 ciclos de poténcia 4 por 15 segundos, seguido de centrifuga¢édo a 7.000
X g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi armazenado e o sedimento foi
suspenso em tampao de ligacdo (Tris-HCI pH 7,5 10 mM, Uréia 8 M, NaCl 300 mM,
Imidazol 10 mM), realizada novamente sonicacéo através de 5 ciclos de poténcia 9
por 15 segundos.

Um volume total de 5 mL da fracdo enriquecida foi incubado com 1 mL de
resina Ni-NTA (Qiagen) sob leve agitacdo por 45 minutos a temperatura ambiente.
Apés o periodo de incubacdo o material ndo ligado a resina foi coletado por
gravidade e a resina foi incubada com os diferentes tampdes de lavagem utilizando
o gradiente de imidazol nos tampdes de lavagem (Tris-HCI pH 7,5 10 mM, Uréia 8 M,
NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM, 50 mM, 100 mM ou 300 mM) e eluicdo de proteinas
recombinantes (Tris-HCI pH 7,5 10 mM, Uréia 8 M, NaCl 300 mM, Imidazol 500 mM).
Foram aplicadas amostras em gel SDS-PAGE, conforme item 4.5.2, para a

verificagéo da purificagdo das proteinas recombinantes.
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4.7.3.1 Purificacdo de proteina por gel preparativo

Devido a baixa eficiéncia de purificacdo por este tipo de cromatografia para a
proteina TcFOP-like, uma alternativa utilizada foi a estratégia de misturar as fracdes
eluidas da resina para aplicar em um gel preparativo de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Nessas fracOes eluidas foram adicionadas tampdo de amostra de proteinas em
volume final de 5 mL e aplicadas em uma Unica canaleta. Apds corrida, o gel foi
incubado em solucdo de KCI 100 mM gelada e a regido correspondente a proteina

recombinante foi retirada do gel, eluida em PBS 1x e dialisada.

4.8 OBTENCAO DE ANTISSORO POLICLONAL ATRAVES DE INOCULACAO
DAS PROTEINAS RECOMBINANTES EM CAMUNDONGOS BALB/c

4.8.1 Teste do soro pré-imune

Antes de iniciar as imunizacdes com as proteinas purificadas, foi necessario
avaliar se os soros dos animais apresentavam anticorpos que pudessem ter reacdes
com proteinas presentes no extrato de T. cruzi. Para realizar este teste, foi retirada
uma aliquota de 100 pl de sangue periférico pela cauda de cada camundongo. Este
foi incubado a temperatura ambiente por 15 minutos e a 37°C por 15 minutos, e
posteriormente centrifugada a 5.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante (soro pré-
imune) foi coletado e transferido para outro tubo, que foi armazenado a -20°C.

O antissoro foi testado por Western blot, conforme descrito no item 4.9, contra

extrato protéico de T. cruzi.

4.8.2 Inoculacdo das proteinas recombinantes em animais para a obtencdo de

antissoro

Foram utilizados 6 camundongos isogénicos, com mais de 40 dias de vida, da
linhagem Balb/c provenientes do biotério do ICC para producdo dos anticorpos

policlonais. Durante o experimento todos os animais foram alimentados com ragao
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comercial pelletizada e agua ad libitum, e mantidos em fotoperiodo de 12h claro/12h
escuro, e temperatura ambiente entre 23°C £ 2°C. Adicionalmente, 0s experimentos
envolvendo o uso de animais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Fundacéo Oswaldo Cruz com licenca de numero LW-15/13.
Para producgédo dos antissoros cerca de 10 ug de proteina por camundongo
foram emulsionados ao adjuvante de Freund (Sigma) completo, na primeira
inoculacao, para otimizar a imunogenicidade. Foram realizadas quatro inoculacbes
intraperitoneais em condicdes semelhantes, intercaladas por um periodo de 10 dias
entre elas. Uma semana apos a 4° inoculagédo, uma aliquota de 100 ul de sangue foi
retirada através da cauda para teste de reatividade o soro contra extrato de T. cruzi.
Ao se verificar a producéo de anticorpos, os animais foram anestesiados com
solucdo de anestésico e sedativo cloridrato de quetamina e cloridrato de xilazina
(Vetaset®) na concentracdo de 100 mg/kg de ketamina; 1 mg/kg de xilazina,
administrado em um volume de 0,1 ml/10 g de peso animal por via intramuscular.
ApoOs sinais visiveis de anestesia constatados por reflexo 6culo motor e reacdo ao
pincamento das patas posteriores, realizou-se o procedimento de puncdo cardiaca
para a retirada do soro pds-imune (~de 1 ml /animal). Apés esse procedimento, e
ainda sob o efeito da solucdo anestésico-sedativa, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical. As amostras de sangue total obtidas foram centrifugadas por
5 min/3000 rpm para obtencdo dos soros pds-imunes utilizados para se avaliar a
soroconversao dos animais. O soro foi aliguotado e armazenado a -20°C até sua

utilizagéo.

4.9 ENSAIO DE WESTERN BLOT (TOWBIN, STAEHELIN E GORDON, 1992)

As proteinas separadas em gel SDS-PAGE foram transferidas para a
membrana de nitrocelulose (Hybond C, Amersham Biosciences) através de voltagem
de 20 V por 16 horas a 4 °C em tampéo de transferéncia para Western blot (Tris-
base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%). A membrana foi entdo corada com
solucdo de Ponceau S para verificacdo da transferéncia, posteriormente descorada
em agua bidestilada e incubada em solucédo de bloqueio (PBS 1X; Tween 20 0,05%;

leite em po6 desnatado 5%) por uma hora com leve agitacdo a temperatura ambiente.
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Em seguida, foi adicionado anticorpo primario especifico na diluicdo desejada,
e a incubacgao foi mantida por uma hora a 37 °C com leve agitacdo.Para revelacéo
por fosfatase alcalina, apds a incubacdo do anticorpo primario, a membrana foi
incubada por uma hora a 37 °C sob leve agitacdo com anticorpos anti-IgG de coelho
ou camundongo (Promega) conjugados com a enzima fosfatase alcalina na diluicao
de 1:10000 em PBS-Tween 0,05% e ap0Os o periodo de incubacéo, foi novamente
lavada por trés. A reacdo imunoenzimatica foi revelada com os substratos NBT
(NitroBlue Tetrazolium) a 50 mg/ml (Promega) e BCIP (Bromo-Chloro-Indolyl
Phosphate) a 50 mg/ml (Promega) em tampédo da fosfatase alcalina (Tris-HCI 100
mM pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCI2 5 mM). ApGs a revelacdo, esta reacdo foi
interrompida por solu¢do de EDTA 100 mM.

Para revelacdo por fluorescéncia, a membrana de nitrocelulose incubada
previamente com 0s anticorpos primarios, foi incubada por uma hora a 37°C sob
leve agitacdo com anticorpos anti-lgG de camundongo ou coelho conjugados com
fluoréforo, que quando excitados em um comprimento de onda especifico (700 ou
800 nm) produzem fluorescéncia. As imagens foram obtidas no aparelho Odyssey
(Li-cor)

4.10 OBTENCAO DE TRANSFECTANTES

A metodologia de expressao de proteinas fusionadas a GFP e ou PTP em T.
cruzi € uma abordagem paralela a utilizacdo de anticorpos, que tem como obijetivo a
localizacdo de proteinas através da deteccdo da etiqueta, seja por fluorescéncia
direta, no caso de GFP, ou imunofluorescéncia indireta, com uso de anticorpos que
reconhecem a etiqueta PTP. A obtencéo dos transfectantes também possibilitar4 os
ensaios de imunoprecipitacdo de complexos proteicos contendo TcFOP-like e
TcAPI5-like.

Os genes de TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP, TcFOP-likeAUBM e TcAPI5-like
clonados em pDONR™221 da plataforma Gateway (Invitrogen) foram recombinados
em vetores de destino pTcGWGFPN (BATISTA et al, 2010) e pTcGWPTPN
(KUGERATSKI et al, 2015), que respectivamente contém as sequéncias de GFP e
PTP para expressao destas etiquetas na extremidade N-terminal da proteina em T.

cruzi, 0 mapa dos vetores estéo ilustrados nas figuras 18 e 19.



69
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FIGURA 18. DESENHO ESQUEMATICO QUE MOSTRA OS PASSOS DA CONSTRUCAO DO
VETOR pTcGWGFPN. Os elementos NEO e HYGRO: sédo respectivamente os genes de resisténcia a
neomicina e a higromicina. TcUIR: lécus regido intergénica ubiquitina do T. cruzi. attB1 , attB2 , attrl
e attR2: locais de ligacdo e recombinagdo para os Gateway. CMR: gene de resisténcia a
cloranfenicol. ccdB: gene de selec¢do negativa durante a clonagem. 6xHis , GFP , YFP , PCP , TAP
e c- myc: marcas de fusdo. PR: promotor ribossomal. (BATISTA et al, 2010)

Sacl EcoRV Sphl Xbal Spel - Ascl Agel Xhol Apal

R 2SR N A
o oo [ 7 Jowma] oo coab ] o | oo o] oo

pTcPTPN-NH 1.1

FIGURA 19. MAPA DO VETOR pTcPTPN. As setas indicam os locais de restricdes que flanqueiam
cada elemento dos vetores. attR1 e attR2: pontos de ligacdo necesséaria para recombinacao
Gateway®. ccdB: gene para a sele¢do negativa; Cm®: gene que confere resisténcia a cloranfenicol.
NH: fusdo amino terminal. RP: promotor ribossomal. PTP: etiqueta utilizada (ProtC -TEV — ProtA). Tc:
Trypanosoma cruzi ; TcUIR : regido intergenica de T. cruzi. Adaptado de KUGERATSKI et al, 2015.

As reacdes de recombinacdo foram usadas para transformar bactérias E. coli
DH5a quimiocompetentes, como descrito em no item 4.6.4.2. As col6nias crescidas
em meio solido, contendo o antibiético apropriado, foram analisadas atraves de PCR

de colbnia, descrito no item 4.6.4.3, utilizando os oligonucleotideos iniciadores de
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especificos de cada reacdo. Apos confirmacdo dos clones positivos, os plasmideos
recombinantes foram purificados através do sistema ®Spin Miniprep Kit (QIAGEN), e
os clones denominados da seguinte forma: pTcGFP-FOP, pTcGFP-AFOP, pTcGFP-
AUBM, pTcGFP-API5, pTcPTP-FOP, pTcPTP-AFOP, pTcPTP-AUBM e pTcPTP-
API5. Estes plasmideos foram purificados em maior escala através do Hi-Speed
Plasmid Mid Kit (Qiagen), seguindo instru¢des do fabricante, e 50 ug dos plasmideos

foram utilizados para a transfecc¢ao por eletroporagéo de T. cruzi.

4.10.1 Transfeccao e selecéo de parasitas

4.10.1.1 Transfeccdo de T. cruzi por eletroporagao e selecéo de transfectantes

Para cada transfeccdo, um total de 1 x 10® formas epimastigotas em fase
logaritmica de crescimento foram coletadas por centrifugacdo por 10 minutos a
4.000 x g a temperatura de 4 °C, lavadas com PBS estéril e suspensas em 1 mL de
tampdo de eletroporacdo. Em seguida, 4 x 10" células desta suspensdo foram
coletadas e transferidas para cubeta de eletroporacdo de 0,2 mm pré-resfriada em
gelo. Foram adicionado 50 pg do plasmideo as células, e a mistura foi incubada por
10 minutos no gelo.

A mistura foi submetida a eletroporagao com 2 pulsos de 450 V e 500 yF em
eletroporador GenePulser® Il Apparatus (Bio-Rad) e mantida por mais 10 minutos no
gelo. Como controle, foi realizada a eletroporacdo de células sem adicdo de
plasmideo recombinante.

Em seguida, as células foram transferidas para garrafas de cultura de 25 cm?®
contendo 10 mL de meio LIT adicionado de 100 pl de solucdo de penicilina +
streptomicina (10000 U de penicilina + 10000 pg de streptomicina / mL) e incubadas
a 28 °C durante 24 horas. Apoés este periodo, o processo de selecédo dos parasitas
foi feito pela adicdo de 500 pg/mL de G418. Aproximadamente apds 5 dias da
adicdo da droga, foi feita uma diluicdo de 1:10 dos parasitas em meio LIT contendo
500 pug/mL de G418.

As culturas foram cultivadas com passagens regulares até que se observou a

inibicéo total do crescimento celular na cultura controle.
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4.11 ENSAIOS DE CITOMETRIA DE FLUXO

Todas os experimentos foram realizados num citbmetro de fluxo BD
FACSAria™ 1l (plataforma de Citometria de Fluxo do Instituto Carlos Chagas —
Fiocruz — PR). Um total de 20.000 eventos foi adquirido e andlise de dados foi

realizada usando o software FlowJo (software Treestar).

4.11.1 Single Cell Sorting para selecao de clones

Em uma placa de petri estéril, adicionou-se 10 mL de meio LIT acrescido de
100 pg/mL de ampicilina, 10 pg/mL de gentamicina, penicilina/streptomicina 1x e 500
pug/mL de G418. Apdés homogeneizagdo, com o auxilio de uma pipeta multicanal,
transferiu-se o contetdo para uma placa de 96 pocos, onde cada poc¢o recebeu o
equivalente a 100 pl da solucdo. 10° parasitas na forma epimastigota em
crescimento exponencial foram diluidos em 1 mL de PBS 1x e a separagdo em

células individuais por poco foi realizada em citometro de fluxo.

4.11.2 Ciclo Celular

Um total de 10° células foram coletadas, lavadas em PBS 1x e ressuspensas
em 500 uL de solucéo de coloracdo de DNA contendo Tris-HCI 0,425 mM, iodeto de
propidio 9,375 uM, NP40 0,0125%, NaCl 1,25 mM e 8,75 U / L de RNase A. As
células foram quantificadas imediatamente apés seu preparo. O algoritmo Dean-Jett-
Fox do software FlowJo foi usado para estimar a porcentagem de células nas fases
GO0/ G1, Se G2/ Mdo ciclo celular.

4.12 MICROSCOPIA OTICA

4.12.1 Imunofluorescencia indireta

As laminas foram preparadas com 0.1% poli-L-lisina e os parasitas foram

centrifugados a 2.000 x g, lavadas duas vezes e suspendidos em PBS 1x.
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Posteriormente, foram fixados em para-formaldeido 4% e aderidas por 20 minutos nas
laminas previamente preparadas e, em seguida, as laminas foram lavadas com PBS, e
entdo foi adicionada uma solugéo de Triton X-100 0,1% durante 90 segundos para a
permeabilizacdo dos parasitas. Posteriormente, as laminas foram lavadas em PBS e
bloqueadas com PBS-BSA 1% por 16 horas a 4 °C em camara umida. Apds o
periodo de bloqueio, as laminas foram lavadas e incubadas por uma hora a 37 °C
com anticorpo primario produzido em coelho ou camundongo, diluido 1:500 em PBS-
BSA 4%. Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS e incubadas por uma
hora a 37 °C com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho e/ou de camundongo
conjugado com Alexa 594 e/ou Alexa 488 diluido 1:600 em PBS-BSA 4%. Para a
coloracdo do material genético nuclear e do cinetoplasto foi acrescentado DAPI (5
mg/ml) em temperatura ambiente por 15 minutos, seguido de 3 lavagens com PBS. Foi
entdo adicionado N-propil-galacto 0,1 M e as laminas foram lacradas utilizando laminula
de microscopia e selador. As laminas foram analisadas na plataforma de microscopia do
ICC. As imagens bidimensionais foram obtidas no microscopio de fluorescéncia
Nikon 80i com sistema de camera CoolSnap PROcf (Media Cybernetics) e analise
com Image Pro-Plus v. 4.5.1.22 (Media Cybernetics). As imagens com maior
resolucdo foram obtidas a partir do microscopio confocal Leica TCS SP5 |I.

4.13 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

4.13.1 Processamento para Lowicryl Monostep/Unicryl

Os parasitas na forma epimastigotas em fase de crescimento exponencial
foram coletados, lavados com PBS 1x e fixados por 1 hora em temperatura
ambiente, em solucdo contendo 0,1% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido em
tampéo Cacodilato 0,1 M pH 7,2. Em seguida, foram lavados 2 vezes em tampéo
Cacodilato 0,1M (Glutaraldeido 25%, Paraformaldeido 10%, Cacodilato 0,1M e agua
destilada), centrifugando a 2500 rpm por 10 minutos. Apés lavagens nesse tampéo,
os parasitas foram desidratados a -20°C em concentragfes crescentes de etanol
(30%, 50%, 70%, 90% e 2X em 100%) por 1 hora em cada etapa.

Em seguida, o material foi infitrado em resina Lowicryl a -20°C, nas

condi¢bes: etanol 100% resina (1:1) por 16 horas. Posteriormente, o material foi
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incluido em resina pura a -20 °C e a polimerizacédo da resina foi realizada a -20°C
por 72 horas, sob luz UV. Cortes ultrafinos foram obtidos com um ultramicrétomo
Leica Reichert Ultracuts.

Os cortes ultrafinos foram coletados em grades de niquel e incubados durante
30 minutos com PBS 1x pH 7,4 para hidratacdo dos cortes. Apds hidratacdo os
cortes foram incubados por 45 minutos em solugdo de cloreto de aménio 50 mM
diluido em PBS 1X para bloquear ligacGes inespecificas a grupamentos aldeidicos
livres.

Os cortes foram lavados por duas vezes durante quinze minutos cada
lavagem, com solucdo de PBS 1x Tween 0,01% BSA 1,5%. Apos lavagem, os cortes
foram incubados a 37°C com anticorpo primario (anti TcFOP-like ou anti TcAPI5-
like), diluidos em PBS 1x Tween 0,01% BSA 1,5%, numa diluicdo de 1:50 por no
minimo 1 hora. Os cortes foram lavados por duas vezes durante quinze minutos
cada lavagem, com solucdo de PBS 1x Tween 0,01% BSA 1,5%. Os cortes foram
incubados a 37°C com o anticorpo secundario marcado com particulas de ouro
coloidal diluido em PBS 1x Tween 0,01% BSA 1,5%, numa diluicdo 1:50 por no
minimo 1 hora. Os cortes foram lavados por duas vezes durante quinze minutos
cada lavagem, com solucdo de PBS 1x Tween 0,01% BSA 1,5% seguido de nova
lavagem com agua destilada por 10 minutos (2 vezes). A contrastacao foi realizada
durante 20 minutos com acetato de uranila (5% em agua) e 1 minuto em citrato de
chumbo. As amostras foram observadas em microscopio eletrénico de transmissao
JEOL JSM-1400PIlus operado de 80 a 100 kV. O processamento das amostras e as
fotos foram realizados na plataforma de Microscopia do Instituto Carlos Chagas
(PDTIS/ Fiocruz).



74

4.14 SILENCIAMENTO POR INTERFERENCIA DE RNA (RNAi) DE GENES DE T.
brucei ORTOLOGOS AOS GENES IDENTIFICADOS EM T. cruzi

4.14.1 Escolha dos alvos para os ensaios de RNAI

41411 TbFOP-like (Th927.6.1470)

Com o auxilio da ferramenta RNAIit da base de dados do Trypanofan -
GenbOmica funcional de T. brucei (http://trypanofan.path.cam.ac.uk/trypanofan/main/)
(REDMOND; VADIVELU; FIELD, 2003), foi escolhida uma regido de 546 pb do
MRNA para alvo nos ensaios de RNAI para TbFOP-like.

Na extremidade 5° dos iniciadores da regidao TbFOP-like foi inserido o sitio de
restricdo para a enzima Xbal (NEB) ambos os casos com estratégia de clonagem no
vetor p2T7-177. As regides utilizadas para o desenho dos iniciadores e as

respectivas sequéncias estao ilustradas na Figura 20.

5" ATGCGCCGAGACGACTTCGACCGCAGGCGTCTTCGCGACTTGTACGACCGGAACGTGCGCCGCGTCC
GGGCACTTGCTGAAGCGCGGGATCAACGAAGAAGTGACAGGGAAGATGATCTCCCAGCACCACCTCGCT
ACCTTGTCAGTGAGCGCCGGACACGGCTTGAGGGTTTCGGGTATGGTGACCGCCAGGTCCGCAGAAGCC
GCCGTTCCCGAGATGGGGAACGTAGCCGACGCTTCAGCGACCGGCGCCTCTTCCGACGCAGTGCTGCGG
ACCGCTTTGCGCGGGATGAGGACATTGAGCGGCAGCTGCGTCGCGAGCGGAGGGAACGTTTGCTCCGCC
TGGAACGACTTGAACGACTCGAGCGCTTGGAGCGCCGTGATCGTCTGCGTGAGCGGTTGCCTCTGCGCG
GCGGAGTGGCCATGGGCCGTCTTCGTCGGCGTCTGGTGGAAGGGAGGCGACGCAGACTTCAACGCGAGA
ACGACCGCCAGCGGCCCCAGCAGCAACCTCAGCGCAGGAAACTGGATGACGAACTGTTACAACGTACCA
ACCGCTCCTCCCGTGGAGGCAACAACTCCGCACACAATAAAAAAGAAGGGGCTCGCAGAAGTGGGCCCA
TGACGCGCGAGGGTCTTEGATCGACGCACGTTECCATCECETT CCGAGGGGCGGCTTGA 37

FIGURA 20. REGIAO UTILIZADA PARA DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES
DE TbFOP-like. Sequéncia de nucleotideos do gene TbFOP-like (GenBank Gene ID Th927.6.1470).
As letras em vermelho delimitam a regido escolhida através da ferramenta RNAIt, utilizada para
desenho dos oligonucleotideos iniciadores, Forward (F) e Reverse (R), destacados em verde.
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4.14.1.2 TbAPI5-like (Th927.7.2240)

Também com o auxilio da ferramenta RNAit (REDMOND; VADIVELU; FIELD,
2003), foi escolhida uma regido 524 pb do mRNA como alvo para os ensaios de

RNAI para TbAPI5-like. As regides utilizadas para o desenho dos iniciadores e as

5’ ATGCCGGTTAAGAAGAAGGTTGCAACCGCAAAGAATGATGAAAAGGAGGATCTCACCACTTCCCCGG
TGATGGCAGCAGARACGACGCCGACTGCGTCTTCGCCAACAATGCAACATTTGGACACCCCTCAAGGCA
CAACTTCCGCCTCCGAATTGTACGCCGTGCTGCAGGCTGCCGTTGCGGAAGATCCCGCGAAGGTGAACG
ATTTCGCTGAGGAAATCGCACAGACGTTTGTAGAGGCAGAGAAGGCGGARACTCCACTGCTGCTGCGCG
TGAGGATGCTCGAGTTCTTTGCGAAATACGGACAGCATATGCGCGACGGTAATGCACTCARAAAGGTGG
TTACCTCTCTCGTGAARATACTCAGCGGACCCGATAATACCCAACAGTTGTTGGTTGCGGCAGTGCAGG
GCATTGCTGCGCTCGGTCCCGTTTCCATGCTCGATAAAAAATGGGAGTACCTGTCCCGTGAGGGGGCGG
ATGTGTTGATGCAGGTGATGATTGACGAAAACGGCTTTGCTGAACCTGTTCGTTCAGCAGCCTCAAAGG
CGCTGGATACACTCGTAAGCACGGCGTTTCGTCCGGTTGTCACAAAACTGCTACATTGGTTAAGCGATG
ATCGTGAAGCCGAGGAAGAGGATCAATTACAGAAGGAACGCCGCACAGCTATGGCTCGTTTGAGGAAGG
TGGCGCARACGGCATCGTTTCGTCCGCAATGGACAGAGGAAATTCAGGAGCACGTACTCGCTCTCATCA
TCCGTGTTCTCTCTGCTGTTACCATAACAGAGT TTGCCCAACTCGCACGGATAGCAGCGTCACTACCTT
CTGTTGAGGAGAAAAAGGGTTTGCCGCTCCTTACCGCTTTTTTGGCCAGCACCARACTCAACACCGATC
GTGCACTTGAGTCACTCAGTCTGGTTGCACAGCACGTGGGCGCTGTTGCATATGATCTTACCCCTATGC
TAGATGAGGCCGGACTGCTTTCCGCACCGGTCGACGGTACGACAGTTAGGGGAATGTGGCATGCGAAGC
TACTCCTCCTCGCCGCGCGCTCAGCAACACCTGAAAACACGGACACGCTGTATAAAACTCTTCTAGAAC
ATGTATCARCCTTATACEEEATEEARAG . CGTTGCCCGAGTATTTAACGACGCTTGAGGCACTTCTTC
TTGCTCTCACTTCTGTTGGCCAGAAGAAACCTCTGGATTTTGTAAAACAGCTTARAGACAAACAATTCA
CAGCGAAGTGTCGTAATATGCTGGCAGCTGTGGAGAAGGTGGAACCCCTCCTCATCTACGCTGTGAAGC
GACTGGTGCAGAAGTCATCAGCGGGAGCGAAGGAGGCTGAGATGTTGGGTTCCTGCCACAACCTCCGCA
TCATTTTGTCATCCTTTTCCTCCAGTCACATTCCTATGGGCGCCATCACGGAAAGT TGGGCCCACARAC
ACAAGTTGCCCGTCCTTCGGCAGGGTCGTGAGGGGCTGCTACCATCCGCTAAGGGAGGGCGTTCTGGCT
ACGACGCTCAGCTTCCAGCAGTTAACAAGAGACCCCGCACTGAATCGAATTACAGGCCGCAGAGCAATA

GAGGGTCCAGCAGAGACCTCCANCCARCARCTCETCETTCGEGARGT A TTAL 3’

respectivas sequéncias estao ilustradas na Figura 21.

FIGURA 21. REGIAO UTILIZADA PARA DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES
DE TbAPI5-like. Sequéncia de nucleotideos do gene TbAPI5-like (GenBank Gene ID Th927.7.2240).
As letras em vermelho delimitam a regido escolhida através da ferramenta RNAIt, utilizada para
desenho dos oligonucleotideos iniciadores, Forward (F) e Reverse (R), destacados em verde.
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4.14.2 Amplificacdo por PCR das sequéncias alvo para RNAi de TbFOP-like e
TbAPI5-like

Para as reacfes de amplificacdo por PCR dos fragmentos, foram utilizados
100 ng de DNA gendmico de T. brucei, em um volume de reacdo de 20 uL contendo:
tampao de reagao, MgCl, 1,5 mM, 200 uM de cada dNTP, 10 pmol de cada iniciador
F e R, descritos na tabela 4, e Tag DNA polimerase 2,5 U (Invitrogen).
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TABELA 5. OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS PARA A AMPLIFICACAO E CLONAGEM DOS GENES DE ThFOP-like, ToAPI5-like.
Na tabela estdo presentes as sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores forward e reverse, utilizados para a obtencdo dos fragmentos utilizados para os
ensaios de interferéncia por RNA. Em vermelho destaca-se o sitio de clivagem pela enzima Xbal (NEB), inserido na extremidade 5’ de TbFOP-like e TbAPI5-
like

Produto de _ ’ . - Tamanho do
o Oligonucleotideos Sequéncia Nucleotidica Tm °C
amplificagcéo fragmento
TbEOP-like TbFOP Forward 5 CGCTCTAGAAGATGATCTCCCAGCACCAC & 58 °C
546 pb
(Tb927.6.1470) | TOFOP Reverse 5 CGCTCTAGAAACCGATCCAACTGCTCATC 3 58 °C
TbAPI5-like TbAPI5 Forward 5 CGCTCTAGATATGAACCTTATAGGCGATGGAAAC 3 £24 ob 56 °C
- - p
(Th927.7.2240) | TbAPI5 Reverse 5 CGCTCTAGAACTTCCAACCACGACTTCTTCCT 3 61 °C
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Para as amplificacdes dos fragmentos de TbFOP-like e TbAPI5-like foram
utilizadas a ciclagem: holding de 94°C por 2 minutos seguido de 30 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos, foi adicionado
holding de 72°C por 10 minutos, que permite a adicdo de adeninas a extremidade 3’
do produto da amplificacdo necessario para subclonagem em vetor pPGEM® — TEasy

(Promega).

4.14.3 Clonagem em vetor pGEM-TEasy (Promega)

As reacoes de ligacdo entre inserto e vetor pPGEM® — TEasy (Promega),

foram feitas de acordo com as instrucbes do fabricante. O mapa do vetor esta
ilustrado na figura 22.
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FIGURA 22. MAPA DO VETOR pGEM® - Teasy. T7: Regido de iniciacdo da transcricdo por T7 RNA
Polimerase. 14-141: Mdltiplo sitio de clonagem. SP6: Promotor da SP6 RNA Polimerase. LacZ:
Cédon inicial de LacZ. Amp" Gene de resisténcia a ampicilina. F1 ori: origem de replicacdo de
bacteriofago filamentoso (FONTE: Manual Promega).

As reacOes de ligagbes foram utlizadas para transformar E. coli DHSa

guimiocompetentes, como descrito no item 4.6.4. As células transformadas foram
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cultivadas em placas de petri com meio LB-agar acrescido de 100 pg/mL de
ampicilina, IPTG 0,4 mM e X-gal 0,04 mg/mL e incubadas a 37°C por 12 a 16 horas.
Neste caso, a selecdo dos clones positivos foi feita pela analise da cor das colbnias,
devido a presenga ou auséncia da expressdao da enzima [-galactosidase, cuja
expressao € induzida por IPTG havendo degradacao do substrato X-gal produzindo
um substrato azul. Caso o fragmento seja incorporado ao vetor, a enzima [3-
galactosidase ndo é expressa e as colonias permanecem brancas, facilitando a
identificacdo dos clones positivos, que posteriormente foram sequenciados. Algumas
colonias brancas foram cultivadas em meio LB/Amp para purificagdo dos
plasmideos. Os plasmideos foram purificados usando o kit Qiaprep® Spin Miniprep
Kit (QIAGEN #27106), conforme o manual do fabricante. Os plasmideos foram
digeridos com a enzima de restricdo Xbal (NEB). Essa reacéo foi realizada conforme
descrigcéo do fabricante e a reacéo foi incubada a 37°C por 3 horas.

Apés digestdo, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, conforme
descrito no item 4.5.1. A regido do gel correspondente ao inserto liberado foi

excisada e o DNA foi purificado com o auxilio o sistema QIAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen).
4.14.4 Clonagem em vetor p2T7-177 (WICKSTEAD et al., 2002)
Os insertos obtidos por meio de clonagem em vetor pGEM® - Teasy

(Promega), foram previamente digeridos com Xbal (NEB), purificados e entéo

ligados ao vetor p2T7-177, cujo mapa estd ilustrado na figura 23.
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FIGURA 23. MAPA DO VETOR p2T7-177 UTILIZADO PARA ENSAIOS DE RNAi. T7 prom:
Promotor de T7 RNA Polimerase induzido por tetraciclina. T7 term: Terminador de transcrigdo. 177:
Sequiéncia repetitiva de 177 pares de bases para alvo de inser¢do em minicromossomos. Phleo: gene
de resisténcia a fleomicina. GFP: Proteina Green Fluorescent Protein, os sitios para as enzimas de
restricdo estéo indicados. AmpR: gene de resisténcia a ampicilina (FONTE: WICKSTEAD; ERSFELD,
K.; GULL, 2002).

Para as reacdes de ligacéo, foram utilizadas a relacéo de 1:10 pmol de vetor
p2T7-177 e inserto. A reagcdo ocorreu com 1 U de T4 DNA ligase (Invitrogen)
confome protocolo do fabricante. Esta reacéo foi incubada a 16 °C durante 18 horas
e posteriormente utilizada para transformar E. coli DH5a quimiocompetentes, como
descrito no item 4.5.4.2. As bactérias transformadas foram cultivadas em LB
contendo 100 ug/mL de ampicilina, resisténcia conferida pelo vetor p2T7-177. Para a
confirmacédo dos clones positivos, as colbnias isoladas foram analisadas por PCR
conforme citado no item 46.4.3 utilizando os iniciadores especificos dos respectivos
fragmentos.

Os plasmideos correspondentes aos clones positivos foram purificados

através do sistema HiSpeed® Plasmid Midi Kit (QIAGEN), conforme o fabricante.
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4.14.5 Clonagem em vetor p2T7-111/LacZ

Alternativamente, foi utilizado um vetor p2T7-177 modificado com insercédo do
gene LacZ que expressa [B-galactosidase e permite a selecdo pela coloracdo de
coldnias azul ou branca, conforme anteriormente descrito. Assim para clonagem
direta do produto de PCR em vetor p2T7-177/LacZ, foi feita uma reagcao de ligacéo
utilizando a proporcao de 50 ng do vetor p2T7-177/LacZ para 500 ng de inserto. A
reacdo de ligacdo foi utilizada para transformar bactérias E. coli DH5a
quimiocompetentes conforme descrito no item 4.6.4.2, apos a confirmacéo de clones
positivos por PCR de colbnia, item 4.6.4.3, o DNA plasmidial foi extraido e
linearizado com o auxilio da enzima de restricdo Notl e transfectado em T. brucei

conforme descrito no item 4.9.1.2. O mapa do vetor esta ilustrado na figura 24.
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FIGURA 24. MAPA DO VETOR p2T7-177/LacZ UTILIZADO PARA ENSAIOS DE RNAIi. T7 prom:
Promotor de T7 RNA Polimerase induzido por tetraciclina. T7 term: Terminador de transcricdo. 177:
Seqiiéncia repetitiva de 177 pares de bases para alvo de insercdo em minicromossomos. Phleo: gene
de resisténcia a fleomicina. GFP: Proteina Green Fluorescent Protein, os sitios para as enzimas de
restricdo estdo indicados. AmpR: gene de resisténcia a ampicilina (FONTE: WICKSTEAD; ERSFELD,
K.; GULL, 2002). NOTA: A Regido onde esta o fragmento de GFP (GFP fragment) sera substituida
pelo fragmento do gene amplificado que sera induzido por tetraciclina no sitio Tet.

4.14.6 Transfeccao de T. brucei por eletroporacao e sele¢céao de transfectantes

Para cada transfeccdo de T. brucei cepa 29-13 (WIRTZ et al., 1999),
aproximadamente 10 ug dos plasmideos foram linearizados com a enzima Not |
(New England Biolabs), conforme descricdo do fabricante e a reacéo foi incubada a
37 °C por 16 horas. Essa linearizacdo € necessaria para a integracao do vetor em

regioes repetitivas de repeticbes 177 de minicromossomos dentro do genoma do
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parasita (WICKSTEAD et al., 2002). Apés a digestdo o DNA foi precipitado e
suspenso em tampéo de eletroporacdo ZPFM para transfeccdo de T. brucei.

Desse modo, o equivalente a 1 x 10® parasitas em fase logaritmica de
crescimento foi centrifugado a 5.000 x g por 3 minutos, lavados com 1 ml de tampé&o
de eletroporacao ZPMF (129 mM NacCl, 1,5 mM KH,PO,4, 8 mM KCI, 8 mM NaH,POy,
1,5 mM MgCl;, 90 uM CacCl,, 2,4 mM CH3COONa pH 7,0), centrifugados novamente
nas mesmas condigdes e suspensos em 450 pL de ZPMF. Os parasitas foram
transferidos para a cubeta de eletroporagado de 0,4 mm e a quantidade de 10 ug de
plasmideo previamente linearizado foi adicionado. A suspensao celular foi incubada
por 10 minutos no gelo, submetida a um pulso de 1,5 kV com 40 capacitancia de 25
MF em eletroporador GenePulser Il Apparatus (Bio-Rad) e, rapidamente, transferida
para 10 mL de meio SDM-79 suplementado com 10% SBF e antibioticos, conforme
descrito no item 4.3.2.

Em uma placa de petri, foi misturado 5,5 mL dos parasitas submetidos a
transfeccédo, 5,5 mL dos parasitas ndo transfectados e 15,5 mL do meio SDM-79
suplementado com Fleomicina 5 pg/ml. Desta mistura, o volume de 250 pL foi
transferido para cada poco de uma placa de poliestireno de 96 pocos. Os parasitas
foram incubados em estufa de CO, 5% a 28°C por 24 horas. Apos este periodo, foi
realizado o repique na propor¢cao de 1:2 em outra placa de 96 pocgos, contendo a
mesma concentracdo de antibibtico. Os parasitas foram mantidos na estufa de CO-
durante aproximadamente 10 dias ou até a turbidez do meio, indicando a selecao e

o crescimento dos parasitas. A populacédo foi expandida para ensaios posteriores.

4.14.6.1 Inducdo de RNAi em Trypanosoma brucei

A indugdo do RNAIi foi realizada com adicdo de tetraciclina 2 pg/ml

diretemente nas culturas de células. Como controle negativo, culturas de células

sem tetraciclina foram cultivadas nas mesmas codicdes.
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4.14.6.2 Curva de crescimento tipo “serrote” para Trypanosoma brucei

Com intuito de manter a cultura dos transfectantes sempre em fase
logaritmica de crescimento, 5 x 10° parasitas/ml foram cultivados durante 24 horas e
repicados para a mesma densidade celular inicial durante 5 dias, em meio SDM-79
suplementado com 10 % de soro fetal bovino, acrescido de G41815 pg/ml,
Higromicina50 pg/ml, Fleomicina 5 pg/ml, em culturas induzidas com tetraciclina e

nao induzidas. As contagens foram feitas em triplicatas técnicas.

4.15 IMUNOPRECIPITACAO DOS COMPLEXOS PROTEICOS CONTENDO
TcFOP-like E TcAPI5-like

4.15.1 Conjugacdo do nanobody anti-GFP as esferas magnéticas (CRISTEA et al,
2005)

Inicialmente, bactérias Escherichia coli linhagem Arctic Express (DES3)
(Agilent) transformadas com o vetor pET21-pelB-VHH foram utilizadas para a
inducdo, expressdo e purificagcdo de nanobody recombinante a-GFP, conforme
descrito em Fridy et al. (2014). Assim, foram utilizados 20 mg de esferas magnéticas
Dynabeads® M-270 epoxy (Life technologies) que foram lavados com 1 ml de
tampéo fosfato pH 8,0 100 mM e suspendidas em 100 uyl do mesmo tampao fosfato.
Foi acrescido nanobody anti-GFP ou anticorpo anti-proteina A (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 10 pg de anticorpo ou nanobody para cada mg de esferas
magnéticas num volume final de 200 upl. 100 yl de sulfato de aménio 3 M foi
acrescido lentamente para evitar precipitacdo de proteinas. Essa mistura foi
incubada, durante 72 horas a 30°C sob agitagdo constante de 200 rpm. Apds isso,
foram lavadas sequencialmente com 1 ml de cada solucao: tampéao fosfato pH 7,4
100 mM; Glicina pH 2,5 100 mM; Tris-HCI pH 8,8 10 mM; Trietilamina 100 mM,;
solugdo de PBS; Triton X-100 0,5% em PBS e, novamente, solugdo de PBS. As
esferas foram suspendidas em 100 pl de PBS e estocadas a 4°C até o momento do

uso.
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4.15.2 Preparacdo do extrato proteico por Cryogrinding (OEFFINGER et al, 2007;
OBADO et al 2016 b)

O equivalente a 1 g de parasitas (T. cruzi) selvagem e expressando a proteina
fusionada PTP ou eGFP foi centrifugado a 5.000 x g durante 5 minutos, lavadas em
PBS contendo inibidor de protease (COMPLETE Mini Protease inhibitor cocktail
tablet, Roche), centrifugadas novamente e o sobrenadante foi descartado. As células
foram suspensas na solucdo de PBS remanescente, rapidamente congeladas por
gotejamento do pellet diretamente em nitrogénio liquido e o tubo foi mantido em gelo
seco até total evaporacdo do nitrogénio. As células congeladas foram lisadas
mecanicamente pela técnica de Cryogrinding utilizando o moedor vibratério MM 400
(Retsch). Assim, apés moagem das amostras, foi obtido um “pd de células” de
espessura aproximadamente de 5 ym. Assim, a quantidade de 50 ug do po foi
suspensa em 1 ml de tampéao suplementado com inibidor de protease 10 uM E-64,
sonicada uma vez em poténcia 1 por 2 segundos e a mistura foi centrifugada a

20.000 x g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado em novo tubo.

4.15.3 Preparacado do extrato proteico por lise por detergente

Para a obtencdo dos complexos proteicos de T. cruzi, 5 x 108 parasitas foram
centrifugados por 5 minutos a 5000 x g e lavados com PBS 1x. As células foram
lisadas com 1 ml de tampéo de lise seguido por sonicacdo em poténcia 20% por 1
segundos no sonicador Ultrasonic Processor (Cole-Parmer). A lise dos parasitas foi
verificada em microscopio Optico e o extrato proteico foi obtido porcentrifugacdo a
20.000 x g por 10 minutos a 4 °C.

4.15.4 Isolamento dos complexos proteicos

Diferentes tampdes foram testados para otimizar a imunoprecipitacao
utilizando o extrato proteico em po6 ou obtido da lise por detergente. Ao extrato

proteico solubilizado nesses tampdes, foram adicionados 2 ul da esfera magnética
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conjugada, previamente preparado como descrito no item 4.15.1, a suspensao foi
incubada sob agitagéo constante a 4°C durante duas horas. Em seguida, as esferas
magneéticas foram lavadas trés vezes com 0 mesmo tampdo de suspensdo e a
eluicdo foi realizada com 15 pl de tampao de eluigéo (SDS 2% e 20 mM Tris-HCI pH
8,0) fervido a 72°C durante 20 minutos. Em seguida, o contetdo foi centrifugado
durante 1 minuto a 10.000 x g, o sobrenadante foi coletado com o auxilio de uma
estante magnética, transferido para outro microtubo e analisado em gel SDS-PAGE,
conforme descrito no item 4.5.2, corado pela técnica de coloracdo por nitrato de

prata, conforme o item 4.5.2.2., e por western blot.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE IN SILICO DAS PROTEINAS TcFOP-like e TcAPI5-like

5.1.1 Analise de conservacéao das proteinas alvo

Duas sequéncias de T. cruzi identificadas como Tc00.1047053509033.80
(anotada no banco de dados do Tritryp como hypothetical protein, e
Tc00.1047053511807.280 (também anotada como hypothetical protein) estavam
altamente representadas nas analises de prote6mica como proteinas comuns entre
os complexos de Hel4d5 quanto Sub2, proteinas envolvidas com a exportacdo de
MRNA de T. cruzi. Sendo que nas analises de TcSub2 estas proteinas
apresentaram os maiores valores de abundancia proteica na amostra (emPAl)
depois da propria proteina e estavam presentes em trés réplicas (INOUE et al, 2017
em preparagdo). Entdo, com objetivo avaliar a conservacdo em outros organismos
utilizamos a ferramenta BLASTP (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL
et al.,, 1997). Em ambos os casos, observamos que estas proteinas sao similares
somente com proteinas de tripanossomatideos, conforme ilustrado nas figuras 25 e
26.

No caso de Tc00.1047053509033.80, existem proteinas altamente similares
em outras espécies de tripanossomatideos, com similaridade acima de 76%, sendo
gue apresentaram alta identidade principalmente na regido N-terminal da sequéncia
de aminoacidos. Para outros organismos ndo foram identificadas proteinas com
identidade ou similaridade significativa.

O mesmo resultado vemos para Tc00.1047053511807.280. A analise também
aponta para alta similaridade, acima de 62%, apenas com proteinas de espécies de

tripanossomatideos.
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FIGURA 25. IDENTIFICACAO DE PROTEINAS EXCLUSIVAS DE TRIPANOSSOMATIDEOS
UTILIZANDO A PROTEINA Tc00.1047053509033.80 COMO SEMENTE DE BUSCA. Resultado
representativo da busca de protéinas similares utilizando a ferramenta BLASTP (ALTSCHUL et al.,
1997), Foram identificadas proteinas similares em T. cruzi CL Brener (Segundo alelo), Leishmania
mexicana, Leishmania donovani, Leishmania infantum; Leishmania major, T. brucei brucei; T. brucei
gambiense, Leptomonas pyrrhocoris, Leishmania panamensis, Leishmania braziliensis. Os valores de
identidade e similaridade com TcFOP-like estéo indicados na figura.

Identidade Similaridade
— T cruzi CL Brener  100% 100%
Tr arayi 66% 81%
——  Trypanosoma brucei 57% 2%
—> Trypanosoma brucei gambiense 57% 73%
Leishmania brazil 4% 58%
—  Leishmanic X 40% 58%
—  Leishmania infantum 41% 59%
——  Leishmania donovani 40% 58%
L mexicana 40:” 59:'(’
—— i, pymhocoris 41% 60%
Lei major 40% 58%
St h 42% 52%
> Stenotrophomonas maltophiliz 46% 39%
o5 Stenotrophomonas maltophilia 46% 61%
Stenoty maltophilia 42% 52%
— tenotroph ltophilia 46% 61%
— Stenotrophomonas maltophilia 450% 58%

FIGURA 26. IDENTIFICAQAO DE PROTEINAS EXCLUSIVAS DE TRIPANOSSOMATIDEOS
UTILIZANDO A PROTEINA Tc00.1047053511807.280 COMO SEMENTE DE BUSCA. Resultado
representativo da busca de protéinas similares utilizando a ferramenta BLASTP (ALTSCHUL et al.,
1997), Foram identificadas proteinas similares em T. cruzi CL Brener, T. grayi, T. brucei brucei; T.
brucei gambiense, Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis, Leishmania infantum,
Leishmania donovani, Leishmania mexicana, Leptomonas pyrrhocoris, Leishmania major,
Stenotrophomonas maltophilia Os valores de identidade e similaridade com TcAPI5-like estdo
indicados na figura

Visto que a analise por similaridade néo foi suficiente para indicar a funcéo
das proteinas, partimos para uma abordagem de busca de dominios. Esta analise foi
feita com auxilio da ferramenta hmmscan do pacote HMMER (EDDY, 1998).

No caso de Tc00.1047053509033.80, a analise permitiu a predicdo de um
dominio na extremidade C-terminal, denominado FOP duplication (VAN DJIK et al,
2010) (FIGURA 27).
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FIGURA 27. DOMINIO FUNCIONAL DE PROTEINA CONTENDO DOMINIO FOP DE Trypanosoma
cruzi. Dominio identificado através do programa hmmscan do pacote HMMER (EDDY, 1998): o
dominio FOP (Friend of PRMT1) foi encontrado na extremidade C-terminal entre os aminoacidos 174
e 207, com e-valor de 7.7e-05.

Este dominio estad presente em proteinas FOP (Friend of PRMT1) que sao
proteinas conservadas em fungos, plantas e vertebrados, e apresentam maior
conservacdo na regido C-terminal que contém o dominio. O dominio FOP de
humanos (FIGURA 28) é constituido por uma regido rica em arginina e glicina (RGG
box, que séo possiveis sitios de metilacdo para a Proteina Argina Metil Transferase
1 — PRMTL1) e por dois motivos de ligacdo a Uap56/Sub2 (Uap56/Sub2 Binding
Motif, composto pelos aminoacidos LDXXLD, cujo L representa leucina; D, aspartato
e X, qualquer aminoacido) (CHANG et al, 2013). Por estas raz6es denominamos a
proteina Tc00.1047053509033.80 de TcFOP-like.

1 93 213 249 UapS56
RGG BOX | B | N binding
motif

FIGURA 28. CONSTITUICAO DO DOMINIO FOP EM HUMANOS O dominio FOP é constituido por
uma regido rica em argina e glicina (RGG box, em preto) seguida por dois motivos de ligacdo a
Uap56/Sub2 (em cinza) caracterizados pela sequéncia de aminoacidos LDXXLD onde X é qualquer
aminoacido. Adaptado Chang et al, 2013.

O alinhamento das multiplas sequéncias ortélogas, utilizando o programa
MUSCLE (Edgar et al., 2004), mostrou que dominio FOP de tripanossomatideos
possuiu uma peculiaridade quando comparado com os demais eucariotos (Figura
29). Enquanto em outros organimos o dominio esta estruturado com RGG box antes
dos motivos UBM, o dominio FOP de tripanossomatideos é constituido por essa
regido RGG box flanqueada por dois motivos UBMs, ou seja, ocorre uma inversao

da regido RGG, conforme ilustrado nas figuras 29 e 30.
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FIGURA 29. ALIN

HAMENTO DA REGIAO C-TERMINAL ENTRE PROTEINAS QUE CONTEM
DOMINIO FOP. Destacado em azul estdo as sequéncias de tripanossomatideos mostrando a
peculiaridade da inversdo da localizacdo da regido RGG. Destacados em vermelho os motivos de
ligagcdo a Uap56/Sub2 (UBMS).
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FIGURA 30. ESQUEMA DA COMPARAGCAO ENTRE AS PROTEINAS Tc00.1047053509033.80
(TcFOP-like, DE T. cruzi) E HsCHTOP (DE HUMANOS). O dominio (em verde) FOP de
tripanossomatideos é constituido pela regido RGG (rica em argina e glicina) flanqueado por dois
motivos UBMs (de ligacdo a Uap56/Sub?2), caracterizados pela sequéncia de aminoacidos LDXXLD
onde X é qualquer aminoacido). Enquanto que HsCHTOP apresenta os motivos UBMs duplicados e
localizados em sequéncia na extremidade carboxi-terminal.

No caso de Tc00.1047053511807.280, a analise em banco de dados Pfam
(FINN et al, 2014) permitiu a predicdo de um dominio API5 (Apoptosis Inhibitory 5),
conforme ilustrado na figura 32.

API5 de humanos € um gene que codifica uma proteina que atua como fator
anti-apoptose. O gene estd localizado no cromossomo 11 e a proteina €
superexpressa em células cancerigenas, cuja expressao impede a morte celular
programada que ocorre apés a privacdo de fatores de crescimento (ESPOSITO et al,
1999; TEWARI et al, 1997, HAN et al, 2012). A proteina € rica em repeticbes HEAT
e ARM (HAN et al., 2012). Essas repeticbes ARM também foram observadas em
Tc00.1047053511807.280 (Figura 31) e sdo caracteristicas de proteinas como [3-
cateninas e importinas (TEWARI et al., 2010).

Alinhando as sequencias TcAPI5-like e API5 de humanos observamos baixos
indices de simililaridade e identidade (34,5% e 18,7% respectivamente) FIGURA 31).
Entretanto, utilizando a ferramenta PHYRE2 (KELLEY & STERNBERG, 2009) foi
possivel realizar a modelagem molecular de Tc00.1047053511807.280, o que
mostrou conservacgao estrutural com API5 de humanos (Figuras 32 e 33). A estrutura
gerada revelou regifes helicoidais repetitiva do dominio TcAPI5-like, tipicamente

relacionadas a moédulos de interacdo proteina-proteina (Figura 33).
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FIGURA 31. ALINHAMENTO ENTRE TcAPI5-like E API5 de humanos (HsAPI5). Em preto
destacam-se as regides idéntics e em cinza as regides similares. Sendo seu indice de similaridade
34,5% e identidade 18,7%

TcAPI5-like
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# Template Alignment Coverage

1 Ciwbah Alignment

2 cdulrA Alignment

3 CAlmia_ Alignment

—
4 clodsA_ Alignment
5 ododra Alignment
6  c302g0 Alignment
7 clanah_ Alignment

Template Information

PDB header:apopiosis nhibitor

Chain: A: PDB Molecule:apoptosis inhibitor 5;

PDBTItle: helical repeat structure of apoptosis inhibitor 5 reveals
protein-2 protein Interaction modules

PDB header:apoptosis inhibitor

Chain: A: PDB Molecule:apoptosis inhibitar 5;

PDBTitle: helical repeat structure of apoptosis inhibitor 5 reveals
protein-2 protein interaction medules

PDB header:hydrolase

Chain: A: PDB Molecule sympleking

PDBTitle: novel modifications on ¢-terminal domain of rma
polymerass i can2 fine- tune the phosphatase activity of ssu72.

PDB header:protein binding

Chain: A: PDB Molecule:sympleking

PDBTItle: crystal structure of the k185a mutant of the n-terminal
domain of2 human symplekin

PDB header:protein binding

Chain: A; PDB Molecula:sympleking

PDBTitle: crystal structure of the n-terminal domain of human
symplekin

PDB header:nydrolase

Chain: 0: PDB Malecule:symalekin;

PDBTitle: crystal structure of the human symplekin-ssuT2-cod
phosphopeptidez complex

PDB header:transport protein

Chain: A: PDB Molecule:impaortin subunit beta-1;

PDBTitle: crystal structure of human importin-beta (127-876) in
complex with the ibb-domain of snurportinl [1-65)
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FIGURA 32. DOMINIOS FUNCIONAIS E MODELAGEM MOLECULAR DE TcAPI5-like DE
Trypanosoma cruzi. (A) Identificacdo de dominios funcionais de Tc00.1047053511807.280 através
do programa hmmscan do pacote HMMER (EDDY, 1998): o dominio API5, repeticdes ARM, o que
inclui esta proteina na superfamilia 1.25.10.10). B) lIdentificacdo de proteinas estruturalmente
semelhantes ao modelo molecular predito de TcAPI5-like.
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FIGURA 33. MODELO 3D DE TcAPI5-like. Predicdo estrutural 3D baseado na conservagdo de
estrutura secundaria feita através do programa Phyre2 (KELLEY & STERNBERG, 2009), A estrutura
helicoidal repetitiva do dominio TcAPI5-like revelam os médulos de interacdo proteina-proteina.

Em resumo, como ja explicado acima, em funcdo da presenca de dominios
conservados, resolvemos por uma questdo didatica denominar as proteinas deste
estudo como TcFOP-like (Tc00.1047053509033.80) e TcAPI5-like
(Tc00.1047053511807.280).

5.2 TcFOP-like e TcAPI5-like SAO PROTEINAS NUCLEARES EM T. cruzi.

Com o objetivo de avaliar a localizacdo celular das proteinas alvo, duas
abordagens foram utilizadas: a producéo de anticorpos policlonais e a expressao de
proteinas fusionadas a etiquetas em T. cruzi. As linhagens expressando as proteinas
fusionadas também podem ser utilizadas para os testes de padronizacdo de ensaios
de isolamento dos complexos proteicos por cromatografia de afinidade. Logo,
vetores foram construidos com a sequéncia dos genes TcFOP-like e TcAPI5-like
tanto para producéo de anticorpos quanto para expressao ectdpica em T. cruzi.

Para entender o papel e a importancia do dominio FOP para funcionalidade da
proteina e sua interagdo com TcSub2, foi obtido um vetor contendo a sequéncia de
TcFOP-like, com a delecdo do dominio FOP (ver materiais e métodos para

estratégia da mutacdo) para expressdao em T. cruzi. Esta construcao foi denominada
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de TcFOP-likeAFOP. Pretende-se usar esta proteina mutada para ensaios de
imunoprecipitagéo e verificar se a interacdo com TcSub2 é perdida.

5.2.1 Clonagem em vetor de entrada da plataforma Gateway

Para todas as abordagens, producdo de anticorpos e obtencdo de linhagens
expressando proteinas com etiquetas, a etapa inicial focou na clonagem das
sequencias em vetor de entrada da plataforma Gateway, pDONR™221 (Invitrogen).

Os amplicons obtidos estéo ilustrados na figura 34. Na figura 34A pode-se
observar que foram amplificados o fragmento de 633 pares de bases,
correspondente ao gene de TcFOP-like selvagem, e 516 pares de base,
correspondente ao fragmento do gene com a delecdo do dominio FOP (TcFOP-
likeAFOP), vale lembrar que os oligonucleotideos iniciadores e a metodologia
utilizada para delecéo da referida sequéncia esta descrita no item 4.6.2.1, e na figura
34B, observa-se que foi amplificado um fragmento de aproximadamente de 1689
pares de bases correspondente ao gene deTcAPI5-like.



96

1650 pb

650 pb
500 pb

FIGURA 34. PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE PCR DE TcFOP-like e TcFOP-
likeAFOP e TcAPI5-like. Gel de agarose 1% apds coloragdo com solu¢do de brometo de etideo.
Marcador: 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). (A) Amplicons TcFOP-like e TcFOP-likeAFOP, 1:
amplicon de 633 pares de bases correspondente a regido codificante de TcFOP-likeTcFOP-like, 3:
amplicon de 516 pares de bases correspondente a regido codificante de TcFOP-like com delecao
AFOP. 2 e 4: Controle negativo da reacdo de amplificacdo por PCR, sem DNA génomico. B)
Amplicon TcAPI5-like, 1: Controle negativo, reacdo de amplificagdo por PCR sem DNA génomico de
TcAPI5-like. 2: amplicon de 1689 pares de bases correspondente a regido codificantede TcAPI5-like.

Os amplicons foram entdo recombinados em pDONR™221 conforme manual
do fabricante, e as reacbes dessa recombinacdo foram utilizadas para
transformacao em E. coli DH5-a eletrocompetente, conforme descrito em métodos
(item 4.6.4.2). Os clones foram selecionados com andlise por PCR de colbénia, como
descrito no item 4.6.4.3, para verificar a presenca dos insertos (dados nao
mostrados). A figura 35 ilustra a confirmacdo da clonagem de TcFOP-like, TcFOP-
likeAFOP e TcAPI5-like em vetor de entrada pDONR™221 através da andlise da
amplificagdo dos insertos por PCR. Para confirmar as sequéncias clonadas, as
amostras foram enviadas para sequenciamento usando o servico da Macrogen
Korea (Coréia do Sul, informagdes disponiveis em http://www.macrogen.com/). A
figura 36 mostra o alinhamento das sequéncias de TcFOP-like e TcFOP-likeAFOP
que foram obtidas de sequenciamentoem vetor pDONR™221, confirmando a

delecdo do fragmento génico correspondente ao dominio FOP. Finalmente, as
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construgdes corretas foram denominadas de pDONR-TcFOP-like, pDONR- TcFOP-
like AFOP e pDONR-TCAPIS5.

FIGURA 35. PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE PCR PARA AMPLIIFCACAO DE
INSERTOS TcFOP-like e TcFOP-likeAFOP E TcAPI5-like CLONADOS EM VETOR pDONR™221
(Invitrogen). Gel de agarose 1% apoés coloragdo com solu¢éo de brometo de etideo. Marcador: 1 Kb
Plus DNA Ladder (invitrogen). (A) A) 1: resultado da amplificagdo por PCR utilizando como molde os
plasmideos e para amplificag6es oligonucleotideos iniciadores de TcFOP-like (633 pb), 2: resultado
da amplificagcdo por PCR utilizando como molde os plasmideos e para as amplificagBes os
oligonucleotideos iniciadores de TcFOP-likeAFOP (516 pb). Destacado em vermelho os clones
utilizados. B) 1: resultado da amplificac&o por PCR de colénia, utilizando como molde os plasmideos
e para amplificagfes os oligonucleotideos iniciadores de TcAPI5-like. C-: Controle negativo da reagao
de amplificacdo por PCR de colbénia de TcAPI5-like, C+: Controle positivo da reacdo de amplificagéo
por PCR de colbnia utilizando como molde DNA genbmico de Trypanossoma cruzi e 0s
oligonucleotideos iniciadores de TcAPI5-like resultando em amplicon de 1689 pb.
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FIGURA 36. CONFIRMACAO DA DELECAO DO DOMINIO FOP DE TcFOP-like. A) Representacéo
da sequéncia de aminoécidos de TcFOP-like. Em vermelho, destaca-se a regido dominio a ser
deletado para a constru¢do de TcFOP-likeAFOP. B) Alinhamento de aminoacidos entre TcFOP-like e
a sequéncia predita de TcFOP-likeAFOP a partir do sequenciamento do produto de PCR clonado no
vetor pPDONR™221. Na posi¢cdo 350 observa-se uma mutacdo e a substituicdo de um aminoacido
neutro apolar - Glicina (G) por um aminoéacido polar acido — Acido Aspartico (D). N — sequéncia
nucleotidica, AA — sequencia aminoacidica.

5.2.2 Producéo de anticorpos anti-TcFOP-like e TcAPI5-like

Com o objetivo de expressar e purificar as proteinas recombinantes, a regiao
codificadora de TcFOP-like e TcAPI5-like clonados em pDONR™221 (pDONR-
TcFOP-like e pDONR-TcAPI5-like) foram entdo recombinados com o vetor
pDEST™17 (INVITROGEN), conforme o manual do fabricante. A selecéo dos clones

foi realizada por meio de PCR de colbnia (figuras 37A, para TcFOP-like, e 37B, para
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TcAPI5-like). Os clones selecionados foram denominados: pDEST17-TcFOP-like
(clone 42) e pDEST17-TcAPI5-like (clones 29 e 30)

M + -25 2627 2839 132 33 34 35 36 37 3839 40 41 4243 44 45 46 4748 49

VrasEdylR samesadves

2000~
1650~

FEEY T R R R

FIGURA 37. PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE PCR DE COLONIA PARA
SELECAO DE CLONES DE TcFOP-like E TcAPI5-like EM VETOR pDEST™17. A) Gel de agarose
1% apds coloragdo com solucéo de brometo de etideo. 42: resultado da amplificacdo por PCR de
coldnia, utilizando os oligonucleotideos iniciadores de TcFOP-like, amplicon com 633 pb. B) Gel de
agarose 1% ap0s coloracdo com solucdo de brometo de etideo. (+): controle positivo. (-): controle
negativo. 25-49: resultado da amplificacdo por PCR de colbnia utilizando os oligonucleotideos
iniciadores de TcAPI5-like, amplicons com 1689 pb. Destacado em vermelho os clones utilizados.

Os plasmideos pDEST™17-TcFOP-like e pDEST™17-TcAPI5-like foram
utilizados para transformar E. coli cepa BL21 pLysS calcio-competente, conforme
descrito no item 4.6.4.2. Apos a transformacéo e selecdo de bactérias resistentes a
ampicilina, colonias isoladas foram escolhidas para o estabelecimento das
condicdes para expressao e purificacdo das proteinas recombinantes, como descrito
no item 4.7.2.

Inicialmente, foi realizado um teste de indugcdo com IPTG da expresséo da
proteina recombinante TcAPI5-like, descrito no item 4.7.2, que foi analisada em
SDS-PAGE e o resultado esta ilustrado na figura 38 A. Fica evidente a inducdo de
uma proteina com massa molecular de aproximadamente 61 kDa, compativel com o
tamanho estimado de TcAPI5-like. Para a confirmagdo da expressdo da proteina
recombinante TcAPI5-like, foi realizado também um ensaio de Western blot,
conforme descrito no item 4.8, utilizando um anticorpo monoclonal anti-histidina, que
reconhece a etiqueta fusionada a extremidade N-terminal da proteina recombinante.

O resultado confirmou que a proteina induzida é correspondente a expressao de
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TcAPI5-like recombinante, pois existe maior quantidade da proteinas apés inducao
com IPTG,(FIGURA 38 B), apesar da proteina ser reconhecida também em

amostras ndo induzidas em baixos niveis.
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FIGURA 38. PERFIL ELETROFORETICO EM GEL SDS-PAGE 15 % (A) E ANALISE POR
WESTERN BLOT (B) DA INDUCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE TcAPI5-like. M: Marcador de
massa molecular representado em kDa —(PageRuler Prestained Protein Ladder - ThermoFischer). 1 e
3: Perfil eletroforético de extrato proteico bacteriano total ndo induzido de TcAPI5-like #29 e #30,
respectivamente. 2 e 4: Perfil eletroforético de extrato proteico bacteriano total induzido de TcAPI5-
like #29 e #30, respectivamente. Setas vermelhas apontam a expresséo da proteina recombinante. B)
Western blot utilizando anticorpos anti-histidina. Em 1 e 3, foram utilizados extratos proteicos
bacterianos totais ndo induzido de TcAPI5-like #29 e #30, respectivamente. Em 2 e 4, foram utilizados
extratos proteicos bacterianos totais induzidos de TcAPI5-like #29 e #30, respectivamente. Em A e B,
foi destacado em vermelho o clone utilizado.

Em seguida, o ensaio foi realizado com 200 mL de cultura e as bactérias
lisadas para extracdo de proteinas em tampdo contendo uréia. Este extrato foi
utilizado para purificacdo em cromatografia de afinidade com resina de Ni-NTA (ver
item 4.7.3). Lavagens sucessivas com tampéao de purificacdo ajudaram a minimizar a
ligacdo de proteinas contaminantes no processo final. As amostras foram
concentradas utilizando o Centrifugal Filter Units — For Concentration and
Purification of Biological Solutions (Amicon Ultra® 0,5 mL 10k) (DADOS NAO
MOSTRADOS).
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Antes de iniciar as imunizagdes com a proteina purificada, os soros dos animais
foram avaliados quanto a presenca de anticorpos que pudessem ter reacdes
cruzadas com proteinas presentes no extrato de formas epimastigotas de T. cruzi.
Para isso, realizamos o teste do soro pré-imune por Western blot, conforme descrito
no item 4.8.1 e ilustrado na figura 39. Usamos como controle positivo da reagéo, o

antissoro previamente produzido em camundongo anti-TcHel45.

45 kDa
TcHel45

FIGURA 39. ANALISE POR WESTERN BLOT PARA TESTE DE ESPECIFICIDADE DO
ANTISSORO PRE-IMUNE DE CAMUNDONGOS, USADOS PARA PRODUGCAO DE anti-API5, EM
EXTRATOS PROTEICOS de T. cruzi. O extrato proteico proveniente de 5x10° células/canaleta foi
analisado.l: Controle positivo: foi utilizado o anticorpo anti-Hel45 (antissoro produzido previamente
pelo nosso grupo) em diluigdo de 1:500. 2: foi utilizado o antissoro pré-imune do camundongo 1 na
diluicdo 1:200. 3: foi utilizado o antissoro pré-imune do camundongo 2 na diluicdo 1:200. 4: foi
utilizado o antissoro pré-imune do camundongo 3 na diluicdo 1:200.

Como o antissoro pré-imune ndo reconheceu proteinas do extrato proteico de
T. cruzi, a proteina recombinante TcAPI5-like purificada foi utilizada como antigeno
para producdo de antissoro policlonal nos trés camundongos, conforme item 4.8.2,
sendo que o animal identificado como “1” veio a ébito. Apds as imunizagdes, 0s
antissoros dos camundongos foram testados quanto a especificidade de
reconhecimento da proteina TcAPI5-like em extrato proteico de T. cruzi através de
Western blot revelado por fosfatase alcalina (FIGURA 40) como descrito no item

4.8.1.
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FIGURA 40. ANALISE POR WESTERN BLOT PARA TESTE DE ESPECIFICIDADE DO
ANTISSORO DE CAMUNDONGO anti-TcAPI5-like EM EXTRATOS PROTEICOS DE T. cruzi. O
extrato proteico proveniente de 5x10° células/canaleta foi analisado. Em A e B, foram testados os
soros dos camundongos 2 e 3, respectivamente. 1, 2 e 3: foi utilizado o soro imune do na diluicdo
1:200, 1:500 e 1:1000, respectivamente. 4 e 5: foi utilizado o lavado peritoneal na diluicdo 1:200 e
1:1000, respectivamente. 6-10: Ensaio tipo Dot blot utilizando a quantidade de 500 ng de proteina
recombinante purificada para confirmar a especificidade do antissoro em cada uma das dilui¢cdes.
Banda indicada pela seta.

Este resultado confirmou a especificidade do antissoro produzido pelos
camundongos, visto que reconheceu apenas uma proteina de massa molecular
esperada de aproximadamente 61 kDa no extrato proteico total de T. cruzi e também
houve reatividade com bastante avidez com a proteina recombinante purificada nas
diferentes diluicdes do antissoro

Da mesma forma que para expressdo de TcAPI5-like, diferentes testes foram
feitos para TcFOP-like. Aqui, esta mostrado apenas o resultado do ensaio usando
500 mL de cultura do clone pDEST™17-TcFOP-like com induzidacdo por trés horas
com IPTG. Conforme ilustrado na figura 41, houve uma discreta alteracdo na
quantidade de proteina na fracdo induzida, com massa de aproximadamente 25
kDa, compativel com o tamanho esperado para TcFOP-like. Logo, para a
confirmacdo da expressdo da proteina recombinante TcFOP-like, foi realizado
também um ensaio de Western blot, conforme descrito no item 4.9, utilizando um

anticorpo monoclonal anti-histidina. O resultado confirmou que a proteina induzida
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corresponde a TcFOP-like, pois a reatividade foi especifica na amostra induzida
(FIGURA 41 B)
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FIGURA 41. PERFIL ELETROFORETICO EM GEL SDS-PAGE 15 % (A) E ANALISE POR
WESTERN BLOT (B) DE INDUCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE TcFOP-like. M: Marcador de
PageRuler Prestained Protein Ladder (ThermoFischer) A) 1: Perfil eletroforético de extrato proteico
bacteriano total ndo induzido de TcFOP-like #42. 2: Perfil eletroforético de extrato proteico bacteriano
total induzido de TcFOP-like #42. A seta em vermelho aponta para a banda referente a proteina
recombinante de TcFOP-like. B) 1: Western blot utilizando anticorpo anti-histidina e extrato proteico
bacteriano total induzido de TcFOP-like #42. 2: Western blot anti-histidina de extrato proteico total ndo
induzido de TcFOP-like #42. 3: Western blot anti-histidina da proteina recombinante TcFOP-like
purificada.

Devido a baixa expressdo da proteina recombinante TcFOP-like, optamos pelo
enriguecimento da proteina recombinante através de coluna de Ni-NTA com
sucessivas lavagens com tampao uréia com aumento crescente de imidazol (de 10 a
500 mM), a proteina eluida apés a coluna foi purificada em gel preparativo (FIGURA
42)
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FIGURA 42. PERFIL ELETROFORETICO EM GEL SDS-PAGE 13% DE ENRIQUECIMENTO
PROTEICO E PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE TcFOP-like. 1: Uma aliquota de
proteina GFP purificada foi utilizada como referéncia da massa molecular. Foram feitas lavagens com
diferentes tampdes contendo concentragbes de Imidazol variando entre 10 mM a 500 mM. As
lavagens de 10 mM e 50 mM de imidazol ndo estdo ilustradas. 2: Primeira lavagem com tampé&o
contendo 100 mM de Imidazol. 3: Segunda lavagem com tampé&o contendo 100 mM de Imidazol. 4:
Primeira lavagem com tampé&o contendo 300 mM de Imidazol. 5: Segunda lavagem com tampéao
contendo 300 mM de Imidazol. 6: Primeira lavagem com tamp&o contendo 500 mM de Imidazol. 7:
Segunda lavagem com tampéo contendo 500 mM de Imidazol. Destacados em vermelho as frages
aplicadas em gel preparativo.

As fracdes referentes a primeira e segunda lavagem com 100 mM de
imidazol, primeira e segunda lavagem com 300 mM de imidazol e a primeira
lavagem com 500 mM de Imidazol, foram coletadas e aplicadas em gel preparativo.
Apés revelacdo por KCI, a banda foi excisada do gel e a amostra contendo a
proteina recombinante foi eluida e dialisada em PBS.

Da mesma forma que nas inoculacées com TcAPI5-like, antes de iniciar as
imunizacdes com a proteina recombinante TcFOP-like purificada, os soros dos

animais foram avaliados por western blot (FIGURA 43).
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FIGURA 43. ANALISE POR WESTERN BLOT PARA TESTE DE ESPECIFICIDADE DO
ANTISSORO PRE-IMUNE DE CAMUNDONGOS, USADOS PARA PRODUCAO DE anti-TcFOP-
like, EM EXTRATOS PROTEICOS DE T. cruzi. 5x10° células/canal em gel SDS-PAGE 13%.1:
Controle positivo anti-Hel45 (antissoro produzido previamente pelo nosso grupo) numa diluicdo de
1:500. 2: diluicdo do antissoro pré-imune 1:200 do camundongo 1. 3: diluicdo do antissoro pré-imune
1:200 do camundongo 2. 4: diluicao do antissoro pré-imune 1:200 do camundongo 3.

Como o antissoro pré-imune nao foi reativo as proteinas do extrato proteico
de T. cruzi, a proteina recombinante TcFOP-like purificada foi utilizada para
producdo de anticorpo policlonal nos trés camundongos, conforme item 4.8.2. Os
soros imunes produzidos foram testados quanto a especificidade e imunigenicidade
gerada contra a proteina TcFOP-like através de ensaio de Western blot revelado por

fosfatase alcalina (FIGURA 44) como descrito no item 4.9.1.
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FIGURA 44. ANALISE POR WESTERN BLOT PARA TESTE DE ESPECIFICIDADE DO
ANTISSORO DE CAMUNDONGO anti-TcFOP-like EM EXTRATOS PROTEICOS DE T. cruzi. O
extrato proteico proveniente de 5x10° células/canaleta foi analisado. Em A, B e C, foram testados os
soros dos camundongos 1, 2 e 3, respectivamente 1, 2 e 3: foi utilizado o soro imune do na diluicdo
1:200, 1:500 e 1:1000, respectivamente. 4 e 5: foi utilizado o lavado peritoneal na diluicdo 1:200 e
1:1000, respectivamente. 6-10: Ensaio tipo Dot blot utilizando a quantidade de 500 ng de proteina
recombinante purificada para confirmar a especificidade do antissoro em cada uma das dilui¢bes.
Banda correspondente a TcFOP-like indicada pela seta

6 7 8 9 10

Este resultado confirmou a especificidade do reconhecimento do antissoro
produzido pelos camundongos, visto que ele reconheceu apenas uma proteina de
massa molecular predita de aproximadamente 25 kDa, correspondente ao tamanho
predito para TcFOP-like nos extratos proteicos de T. cruzi e também reagiu com a

proteina recombinante purificada nas diferentes diluicdes do antissoro.

5.2.3 Localizagéo de TcAPI5-like e TcFOP-like por imunofluorescéncia indireta

Visto a especificidade dos antissoros produzidos, estes foram usados para
ensaios de microscopia buscando avaliar a localizacdo celular de TcFOP-like e
TcAPI5-like, conforme descrito no item 4.12.1.

Os ensaios de imunofluorescéncia indireta demonstraram que tanto TcFOP-
like quanto TcAPI5-like sdo proteinas nucleares (FIGURA 45). Conforme mostrado
na figura, o sinal de fluorescéncia do antissoro sobrepde com a marcacéo nuclear
fornecida por DAPI.
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FIGURA 45. LOCALIZACAO NUCLEAR DAS PROTEINAS TcFOP-like (A) e TcAPI5-like (B) EM T. cruzi POR IMUNOFLUORESCENCIA ATRAVES DE
MICROSCOPIA OTICA DE FLUORESCENCIA. DIC: contraste por interferéncia diferencial. DAPl: DNA marcado com DAPI. TcFOP-like (A) Deteccédo de
TcFOP-like (A) ou TcAPI5-like (B) localizada por imunofluorescéncia indireta com o anticorpo policlonal anti-TcFOP-like ou anti-TcAPI5-like (ambos na
diluicdo de 1:200) e com anticorpo conjugado com Alexa 594 (Invitrogen, diluicdo de 1:600). MERGE: colocalizac&o de imagens para DAPI e TcFOP-like ou

TcAPI5-like. K: cinetoplasto. N: nacleo. Barra: 10 ym.
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5.2.4 Expressao de TcFOP-Like, TcFOP-likeAFOP TcFOP-likeAUBM e TcAPI5-like
fusionadas a GFP e PTP

Linhagens celulares de T. cruzi expressando TcFOP-like e TcAPI5-like
fusionadas as etiquetas GFP e/ou PTP na extremidade N-terminal foram geradas.
Para tanto, os genes de TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP, TcFOP-likeAUBM e TcAPI5-
like clonados em pDONR™221, foram recombinados nos vetores pTcGWGFPN
(BATISTA, et al 2010), que permite a expressao da proteina alvo fusionada a GFP, e
pTcGWPTPN (KUGERATSKI et al, 2015), que permite a expressao da proteina alvo
fusionada a PTP. Ambos os vetores permitem fusdo das etiquetas na extremidade
N-terminal. As rea¢cfes de recombinacado foram usadas para transformar bactérias E.
coli DH5a eletrocompetentes conforme descrito no item 4.6.4.2, e as andlises dos
clones positivos foi feita através de PCR de colbnia, item 4.6.4.3.(FIGURA 46). Para
o isolamento dos plasmideos, colénias positivas (destacados em vermelho nas
figuras) foram inoculadas em 150 mL de meio LB, adicionado de 100 ng/mL de
ampicilina. Essa purificacdo do plasmideo foi realizada para posterior transfeccéo

em T. cruzi.
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FIGURA 46. PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE GERADOS PELAS ANALISES DE
PCR COLONIA. Gel de agarose 1% apds colora¢do com solugéo de brometo de etideo. Marcador 1
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). A) Andlise de clones de TcFOP-like E TcFOP-likeAFOP em vetor
pTcGWGFPN e pTcGWPTP. C-: Controle negativo. C+: Controle positivo. 1 — 6: amplificacdo
utilizando os oligonucleotideos iniciadores de TcFOP-likeAFOP para coldnias transformadas com o
vetor pTcGWGFP. 7-11: amplificagéo utilizando os oligonucleotideos iniciadores de TcFOP-likeAFOP
para coldnias transformadas com vetor pTcGWPTP. 12-18: r amplificacdo utilizando os
oligonucleotideos iniciadores de TcFOP-like para colénias transformadas com vetor pTcGWGFP. 18-
23: amplificac@o utilizando os oligonucleotideos iniciadores de TcFOP-like para colbnias
transformadas com vetor pTcGWPTP. Destacados em vermelho os clones utilizados. B) Analise dos
clones de TcAPI5-like em vetor pTcGWPTPN e pTcGWGFPN: (+): controle positivo. (-): controle
negativo. 1 — 5: clones em vetor pTcGWPTPN; 6 — 10: clones em vetor pTcGWGFPN:. Ambos os
casos a amplificagcdo ocorreu utilizando os oligonucleotideos iniciadores de TcAPI5-like.

Apbs confirmacdo dos clones positivos, os plasmideos foram purificados e
transfectados em T. cruzi, conforme item 4.10.1.1. A confirmacao dos transfectantes

foi feita por Western blot conforme ilustrado na figura 47.
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FIGURA 47. ANALISE POR WESTERN BLOT DOS TRANSFECTANTES EXPRESSANDO TcFOP-
like FUSIONADA A GFP E PTP NA EXTREMIDADE N-TERMINAL. A) TRANSFECTANTES
EXPRESSANDO TcFOP-like FUSIONADA A GFP NA EXTREMIDADE N-TERMINAL 5x10°
células/canaleta. 1: Western blot anti-TcFOP-like (diluicdo 1:500) extrato proteico total do parasita
selvagem. 2: Western blot anti-TcFOP-like (diluicdo 1:500) de extrato proteico total do transfectante
expressando a proteina TcFOP-like fusionada a etiqueta GFP na extremidade N-terminal. B)
TRANSFECTANTES EXPRESSANDO TcFOP-like FUSIONADA A PTP NA EXTREMIDADE N-
TERMINAL. 5x10° células/canaleta. 1: Western blot anti-Proteina A (diluicdo 1:5000) extrato proteico
total do parasita selvagem. 2: Western blot anti-Proteina A (diluigdo 1:5000) de extrato proteico total
do transfectante expressando a proteina TcFOP-like fusionada a etiqueta PTP na extremidade N-
terminal.

Para expresséo de TcFOP-likeAFOP obtivemos uma linhagem expressando a
proteina fusionada a GFP, como ilustrado na figura 48, mas nao obtivemos

linhagens para expresséo da proteina fusionada a PTP (dados ndo mostrados)
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FIGURA 48. ANALISE POR WESTERN BLOT DOS TRANSFECTANTES EXPRESSANDO TcFOP-
likeAFOP FUSIONADA A GFP NA EXTREMIDADE N-TERMINAL. 5x10° células/canaleta. 1:
Western blot anti-TcFOP-like (diluicdo 1:500) extrato proteico total do parasita selvagem. 2: Western
blot anti-TcFOP-like (diluicdo 1:500) de extrato proteico total do transfectante expressando a proteina
TcFOP-likeAFOP fusionada a etiqueta GFP na extremidade N-terminal.

No caso de TcAPI5-like foi possivel obter linhagens expressando a proteinas
fusionada a GFP e a PTP na extremidade N-terminal. A analise da expressao das

proteinas recombinantes em T. cruzi esta ilustrada na figura 49.
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FIGURA 49. ANALISE POR WESTERN BLOT DOS TRANSFECTANTES TcAPI5-like
FUSIONADOS A GFP E PTP NA EXTREMIDADE N-TERMINAL. A) TRANSFECTANTE TcAPI5-like
FUSIONADO A GFP NA EXTREMIDADE N-TERMINAL. 5x10° células/canaleta. 1: Western blot anti-
TcAPI5-like (diluicdo 1:500), extrato proteico total do parasita selvagem. 2: Western blot anti-TcAPI5-
like (diluicdo 1:500) de extrato proteico total do transfectante expressando a proteina TcAPI5-like
fusionada a etiqueta GFP na extremidade N-terminal. B) TRANSFECTANTES TcAPI5-like
FUSIONADOS A PTP NA EXTREMIDADE N-TERMINAL 5x10° células/canaleta. 1: Western blot anti-
TcAPI5-like (diluicdo 1:500), extrato proteico total do parasita selvagem. 2: Western blot anti-TcAPI5-
like (diluicdo 1:500) de extrato proteico total do transfectante expressando a proteina TcAPI5-like
fusionada a etiqueta PTP na extremidade N-terminal clone 1. 3: Western blot anti-TcAPI5-like
(diluicdo 1:500) de extrato proteico total do transfectante expressando a proteina TcAPI5-like
fusionada a etiqueta PTP na extremidade N-terminal clone 2. 4. Western blot anti-TcAPI5-like
(diluicao 1:500) de extrato proteico total do transfectante expressando a proteina TcAPI5-like
fusionada a etiqueta PTP na extremidade N-terminal clone 3.
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5.3 TcFOP-LIKE E TcAPI5-LIKE COLOCALIZAM COM TcSUB2

Um dos objetivos desse trabalho seria avaliar a interacdo de TcFOP-like e
TcAPI5-like com outros componentes da via de exportacdo de mRNA em T. cruzi,
visto que estas proteinas foram identificadas por protedbmica do complexo de
TcSub2, um componente essencial para exportagdo de mRNA neste parasita.
(SERPELONI et al, 2011b).

Como sdo proteinas nucleares, primeiramente optamos por realizar um
ensaio de imunofluoréscencia e analise em microscopia confocal para observar o
padrdo de colocalizacdo nuclear das proteinas TcFOP-like e TcAPI5-like com a
prépria TcSub2. Para tanto, utilizamos os anticorpos policlonais anti-TcFOP-like e
anti-TcAPI5-like produzidos em camundongos, conforme descrito no item 4.8, e o
anticorpo anti-TcSub2 produzido em coelho, previamente obtido pelo nosso grupo
(SERPELONI et al, 2011b). Tanto TcFOP-like quanto TcAPI5-like possuem um
padrao de distribuicdo nuclear muito semelhante ao de TcSub2, como mostrado na
figura 50. De acordo com os graficos que quantificam a intensidade de fluorescéncia,
podemos inferir que as proteinas se colocalizam, indicando que ambas as proteinas
(TcFOP-like e TcAPI5-like) podem interagircom TcSub2.



A DIC

C DIC

E DIC

DAPI

DAPI

DAPI

TcFOP-like

TcAPI5-like

Alexad88

TcSub?2

TcSub2

Alexa546

Merge

113

FIGURA 50. ANALISE NUCLEAR DE COLOCALIZACAO DAS PROTEINAS TcAPI5-like E TcFOP-like COM TcSUB2 ATRAVES DE IMUNOFLUORESCENCIA

CONFOCAL EM T. cruzi. Colocalizagdo de TcFOP-like (A) e TcAPI5-like (C) com TcSub2 -

DIC: contraste por interferéncia diferencial. DAPI: marcacdo do material

genético. TcFOP-like / TcAPI5-like: deteccdo de TcFOP-like e TcAPI5-like localizada por imunofluorescéncia indireta, utilizando anticorpo primario anti-FOP ou anti-API5
(mouse, diluicdo de 1:400) e anticorpo secundario IgG anti-mouse conjugado com Alexa 488 (Invitrogen, diluicdo de 1:500). TcSub2: deteccdo de TcSub2 localizada por
imunufluorescéncia indireta, utilizando anticorpo primario anti-TcSub2 (rabbit, diluigdo 1:600) e anticorpo secundario 1gG anti-rabbit conjugado com Alexa 546 (Invitrogen,
diluicdo 1:500). MERGE: colocaliza¢do das imagens para DAPI, TcAPI5-like e TcSub2. Barra: 10 ym. B) Grafico mostrando a quantificagéo da intensidade de fluorescéncia de
DAPI (azul), TcFOP-like (verde), TcSub2 (vermelho). D) Grafico mostrando a quantificagdo da intensidade de fluorescéncia de DAPI (azul), TcFOP-like (verde em B), TcAPI5-
like (verde em D), TcSub2 (vermelho). E) DIC: contraste por interferéncia diferencial. DAPI: marcagédo do material genético. Alexa488: Controle anticorpo secundario IgG anti-
mouse conjugado com Alexa 488 (Invitrogen, diluicdo de 1:500). Alexa546: controle anticorpo secundario IgG anti-rabbit conjugado com Alexa 546 (Invitrogen, diluicdo 1:500).
MERGE: colocalizagdo das imagens para DAPI, Alexa488 e Alexa 546. Barra: 10 pm
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Visto que tanto TcFOP-like quanto TcAPI5-like colocalizam com TcSub2,
foram realizados ensaios de imunocitoquimica ultraestrutural para avaliar a
distribuicdo destas proteinas na cromatina de T. cruzi e verificar se teriam
distribuicdo semelhante a TcSub2 na cromatina (SERPELONI et al, 2011b)

Os resultados confirmam a marcagao nuclear tanto para TcFOP-like quanto
TcAPI5-like, mas em termos de localizagcdo ultraestrural ainda ndo podemos fazer

afirmacdes a respeito dessas proteinas (FIGURAS 51e 52),
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FIGURA 51. IMUNOCITOQUIMICA ULTRA-ESTRUTURAL DE TcFOP-like EM T. cruzi. A-C: Microscopia ultra-estrutural por imunocitoquimica com
anticorpo anti-TcFOP-like seguido por anticorpo secundario acoplado a particulas de 15 nm de ouro coloidal anti- mouse IgG. As pontas das setas indicam a
marcacao de TcFOP-like. C: citoplasma, N: Nicleo, Ch: cromatina eletrodensa. D: Controle negativo: apenas anticorpo secundario anti-mouse IgG acoplado

a particulas de 15 nm de ouro coloidal. Barras: de 1,0 um ou 500 nm, conforme indicagédo.
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FIGURA 52. IMUNOCITOQUIMICA ULTRA-ESTRUTURAL DE TcAPI5-like EM T. cruzi. A-C: Microscopia ultra-estrutural por imunocitoquimica com
anticorpo anti-TcAPI5-like seguido por anticorpo secundario acoplado a particulas de 15 nm de ouro coloidal anti- mouse 1gG. As pontas das setas indicam a
marcacao de TcAPI5-like. C: citoplasma, N: Nucleo, Ch: cromatina eletrodensa. D: Controle negativo: apenas anticorpo secundario anti-mouse 1gG acoplado

a particulas de 15 nm de ouro coloidal. Barras: de 1,0 um ou 500 nm, conforme indicacao.
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5.4 EFEITOS DA EXPRESSAO ECTOPICA DE TcFOP-like FUSIONADA A GFP
EM T. cruzi

Apés confirmacdo da expressdo de FOP fusionada a etiqgueta GFP,
observamos que as culturas de parasitas expressando a proteina fusionada a GFP
(TcFOP-like-GFP) alcancam a fase estacionaria de crescimento em densidade muito
menor quando comparada com a cultura selvagem ou até mesmo com O
transfectante expressando a proteina com a delecdo do dominio FOP fusionado a
mesma etiqueta (TcFOP-likeAlike). Conforme ilustrado no grafico 3, além de afetar o
crescimento, observamos que a fluorescéncia era perdida a medida que
mantinhamos os parasitas em cultivo. Contudo, a medida que observavamos a
diminuicdo de parasitas com fluorescéncia, a cinética do crescimento dos
transfectatantes se tornava semelhante a de parasitas selvagens. Logo, isso pode
ser um indicativo de que a fusdo N-terminal de GFP pode alterar a funcédo de FOP
endogena, efeito tipo dominante negativo. E possivel que o efeito negativo faca com
que expressdo ectdpica seja letal e diminua niumero de parasitas expressando a
proteina fusionada ao longo do tempo

Em virtude desta instabilidade da expressao da proteina fusionada, as analises
de curva de crescimento foram realizadas logo apds enriquecimento da cultura por
cell sorting em citdbmetro de fluxo. Como ilustrado no gréafico 1, as culturas em fase
exponencial de crescimento (3° dia de cultivo) apresentam densidades de: TCWT:
3,16x10" células/mL + 2,30x10° TcFOP-like-GFP: 1,79x10’ células/mL + 5,78x10;
TcFOP-likeAFOP: 2,73x107 células/mL * 2,05x10°, sendo + o desvio padrao.
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Grafico 1. Curva de crescimento do transfectante de T. cruzi pTcGWGFP-FOP-like. Tc WT:
Cultura T. cruzi Wild Type. TcFOP-GFP: Cultura T. cruzi pTcGWGFP-FOP-like. TcFOP MUTADA-
GFP: Cultura T. cruzi pTcGWGFP-FOPMutada-GFP. Eixo y: Nimero de parasitas por mL. Eixo x.
Intervalos em dias para a realizagcao da contagem. As andlises estatisticas realizadas no Software
GraphPad PRISM® 7, Inc, mostraram diferenca extremamente significativa entre as culturas TCWT x
TcFOPlike-GFP (***) p= 0,005; diferenca extremamente significativa entre as culturas TcWT x
TcFOPIlikeAlike-GFP (***) p= 0,004; diferenca significativa entre as culturas TcFOP-like-GFP x
TcFOPIlikeAlike-GFP (*) p= 0,0218, considerando que p<0,00001 extremamente significativa (****), p
0,00001 a 0,001 extremamente significativo (****), p 0,001 a 0,01 muito significativo (**), p 0,01 a 0,05
significativo (*), p<0,05 nao significativo (ns).

Visto que a expressdo de FOP-GFP parece causar um efeito dominante
negativo, resolvemos avaliar as causas deste efeito. Zullo e colaboradores (2009)
mostraram que células Hela transfectadas com FOP-GFP de humanos (HsFOP-
GFP) reduziam a percentagem de células em G2/M do ciclo celular e intensificava a
morte celular, concluindo que o crescimento mais lento da cultura transfectada era o
efeito combinado desses dois fatores. Por isso, optamos por realizar um ensaio de
analise do ciclo celular com coloracdo do DNA por iodeto de propideo para visualizar
se a expressao de FOP-GFP estaria alterando o ciclo celular em Trypanosoma cruzi.

O ensaio de ciclo celular foi realizado conforme descrito no item 4.11.2. Os
resultados obtidos, ilustrados na tabela 6, mostram um aumento significativo no
percentual de células em G2 do ciclo celular, tanto em TcFOP-like quanto TcFOP-

likeAFOP, quando comparados ao controle (FIGURA 53), resultado inverso ao
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encontrado por Zullo e colaboradores (2009) com células HelLa transfectadas com
HsFOP-GFP, onde ocorre uma reducao no percentual de células em G2.

Com base na literatura, a retencdo em fase G2 seria uma resposta a danos
no DNA (DIPAOLA, 2002). Por isso, estas analises apontam para o fato de que a
superexpressao de FOP fusionada a GFP, pode estar causando algum estresse
celular ou dano no DNA que poderia induzir a retencdo na fase G2 e,

consequentemente, alteracdo no tempo de replicacao celular.
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FIGURA 53. ENSAIO DE CICLO CELULAR. A) Histograma do ensaio de ciclo celular mostrando a
média (dos trés experimentos) da percentagem de células presentes em cada fase do ciclo celular.
Todas as culturas foram marcadas com iodeto de propideo e analisadas por citometria de fluxo B)
Gréficos das analises estatisticas realizadas no Software GraphPad PRISM® 7, Inc, mostraram
diferenca muito significativa entre as culturas TcFOPlike x TcFOPlikeAlike (**) p= 0,0071 na
percentagem de células em G1; diferencga significativa entre as culturas TcWT x TcFOPIlikeAlike (*) p=
0,00244 na percentagem de células em fase G2; diferengca muito significativa entre as culturas TCWT
x TcFOP-like (**) p= 0,0082 na percentagem de células em G2, diferenca significativa entre as
culturas TcFOP-like x TcFOPlikeAlike (*) p= 0,0181 na percentagem de células em fase G2; sendo
que p<0,00001 extremamente significativa (****), p 0,00001 a 0,001 extremamente significativo (****),
p 0,001 a 0,01 muito significativo (**), p 0,01 a 0,05 significativo (*), p<0,05 n&o significativo (ns).
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TABELA 6. PORCENTAGEM DE CELULAS NAS DIFERENTES FASES DO CICLO CELULAR

FASES DO CICLO CULTURAS
CELULAR
TcWT TcFOP-like TcFOP-likeAFOP
Gl 58,93 + 2,19 48,43 £ 1,40 54,36 + 0,75
S 21,13+ 2,20 24,13 + 2,39 23,26 + 0,56
G2 19,53 + 0,58 27,03+ 1,59 22,36 1,05

Resultados indicativos das médias das replicatas técnicas + Desvio Padréao (DP)

5.5 ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITACAO DE COMPLEXOS DE INTERACAO DE
TcFOP-like e TcAPI5-like COM COMPONENTES DA VIA DE EXPORTACAO
DE mRNA

Para ajudar a entender o papel biologico de TcFOP-like e TcAPI5-like em T.
cruzi, foi investido também em abordagens de isolamento de complexos proteicos
para confirmar a interacdo com componentes da via de exportacdo de mRNA. Para
isto, foram produzidas as linhagens de T. cruzi expressando TcFOP-like e TcAPI5-
like fusionadas as etiquetas GFP e/ou PTP na extremidade N-terminal.

No caso de TcFOP-like, o dominio FOP predito possui na extremidade C-
terminal uma regido rica em arginina e glicina, um possivel sitio de metilacéo, e duas
sequéncias LDXXLD, onde X é qualguer aminoéacido, que sao denominadas de
UBMs (UAP56/Sub2-binding motif) em outros organismos. Por isso, incluimos a ideia
de avaliar a funcdo deste dominio para interagdo com TcSub2 em T. cruzi. Uma
abordagem foi de deletar o dominio FOP da proteina, a essa constru¢cdo chamamos
de TcFOP-likeAFOP.
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5.5.1 Ensaios Western blot confirmam a imunoprecipitacdo de TcFOP-like e

TcAPI5-like com o complexo de TcSub2

A abordagem utilizada foi purificar o complexo usando como isca a proteina
TcSub?2 fusionado a GFP. Esta linhagem ja havia sido produzida anteriormente pelo
nosso grupo (SERPELONI et al, 2011b) e o0s ensaios de imunoprecipitacdo ja
haviam sido padronizados (INOUE, 2015; INOUE et al, em preparacédo). Sendo
assim, repetimos o0 mesmo ensaio, e por Western blot com os anticorpos anti-
TcFOP-like e anti-TcAPI5-like foram utilizados para verificar a presenga ou auséncia
destas proteinas nos complexos proteicos de TcSub2.

Na figura 54 A, observa-se que TcSub2-GFP esta enriquecida nas amostras
imunoprecipitadas, confirmando a eficiéncia do protocolo de purificacdo dos
complexos proteicos contendo TcSub2. Na figura 54 B, utilizando anticorpo anti-
TcSub2, comprovou-se a eficiéncia do protocolo adotado para a imunoprecipitagéo
de complexos proteicos contendo TcSub2. Podemos observar a presenca da
proteina alvo (TcSub2) nas fragbes de Flow-through e sendo mais enriquecida no
imunoprecipitado (pullout). Com a confirmacédo da eficiéncia do protocolo, 0s ensaios
de Western blot utilizando os antissoros anti-TcFOP-like e anti-TcAPI5-like
confirmam a presenca de ambas as proteinas no complexo (FIGURA 54C),
reforcando a hipétese de interacdo destas proteinas com TcSub2 e possivel

participacdo na via de exportacdo de mRNA.
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FIGURA 54. IMUNOPRECIPITACAO DE TcSub2. A) Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 13% das
imunoprecipitacbes com extrato proteico do parasita selvagem e com o0 extrato proteico do
transfectante expressando TcSub2 fusionado a GFP. B) Ensaio de Western blot utilizando anticorpo
especifico anti-TcSub2 (produzido em coelho, diluicdo 1:1000). C) Ensaio de Western blot utilizando
anticorpos  especificos anti-TcFOP-like (camundongo, diluicdo 1:500) e anti-TcAPI5-like
(camundongo, diluicdo 1:500). O tampéo utilizado para as imunuprecipitagbes continha 10 mM de
NacCitrato, 0,1% de CHAPS, 20 mM Hepes, 1 mM MgCl, e 10 uM CaCl,,

5.5.2 TcFOP-like interage com outros componentes da via de exportacdo de

MRNA, como o receptor Mex67 e Hel45

Levando em consideracdo os dados ja descritos na literatura sobre o papel do
receptor de exportacdo TcMex67 (DOSTALOVA et al, SCHEDE E KRAMER, 2009),
e da RNA helicase TcHel45 (INOUE et al.,, 2014) na via de exportacdo de RNA
mensageiro, realizamos as purificagdes destas proteinas alvo com intuito de verificar
a presencga ou auséncia de TcFOP-like e TcAPI5-like nestes complexos proteicos.
Nesta etapa, foram usadas linhagens de T.cruzi obtidas previamente e as mesmas
condicdes dos ensaios de purificagdo dos complexos destas proteinas fusionadas as
etiquetas de PTP estabelecidas previamente (INOUE, 2015; INOUE et al, em
preparacao)

Conforme o resultado mostrado na figura 55, podemos observar no gel corado
com nitrato de prata o enriquecimento das proteinas alvo (TcMex67 e TcHel45) nas

amostras purificadas, confirmando a eficiéncia do protocolo. Os ensaios de western
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blot demonstram que TcFOP-like esta presente tanto nos complexos proteicos de
TcMex67 quanto de TcHel45, isso fortalece a hipotese de que essa proteina esteja

de fato envolvida na via de exportacdo do mRNA.

Pullout B Flow-through Pullout
Q

£ g
&84
N
- Mex67-PTP
- Hel45-PTP
- 1gG

— - Mex67-PTP
|- Helas-PTP

FIGURA 55. IMUNOPRECIPITACOES DE TcMex67 E TcHel45. A) Perfil eletroforético em gel SDS-
PAGE 13% das imunoprecipitacbes com extrato proteico do parasita selvagem e com o0s extratos
proteicos dos transfectantes expressando TcMex67 fusionado a PTP, e TcHel45 fusionado a PTP. B)
Ensaio de Western blot utilizando anticorpos especificos, anti-TcMex67, anti-TcHel45 e anti-TcFOP-
like. O tampé&o utilizado para as imunuprecipitagdes continha 10 mM de NaCitrato, 0,1% de CHAPS,
20mM Hepes, 1mM MgCI2 e 10uM CaCl2,

56 PADRONIZAC;AO DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITAQAO DOS
COMPLEXOS PROTEICOS CONTENDO TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP e
TcAPI5-like

Os extratos proteicos provenientes de parasitas expressando TcFOP-like,
TcFOP-likeAFOP e TcAPI5-like fusionadas a GFP ou PTP que utilizamos nesses
ensaios, foram preparados, utilizando a técnica de criomoagem (descrita no item
4.15.2). Assim, obtivemos um “p6 de células” na espessura de aproximadamente 5
pm, conforme descricdo do fabricante. Foram testadas diferentes concentracdes de

detergentes e diferentes sais para solubilizacdo desse “pd de células”, com o intuito
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de obter, apds o isolamento de complexos, as fragdes enriquecidas das referidas
proteinas e de proteinas associadas a elas. Os primeiros testes utilizando os
extratos proteicos provenientes de parasitas expressando TcFOP-like, TcFOP-
likeAFOP e TcAPI5-like fusionadas a PTP foram ineficientes, ou seja, ndo foi
observado nos géis SDS-PAGE o enriquecimento da proteina-alvo nas
imunoprecipitagdes com extratos dos parasitas transfectantes quando comparado
com o controle (TCWT) (mostrado no ANEXO 2).

Desse modo, optamos por realizar essa abordagem utilizando os
transfectantes expressando as proteinas fusionadas a eGFP, uma vez que a
utilizacdo de nanobodies anti-GFP poderia conferir maior efetividade do ensaio.
Porém, devido a todos os problemas enfrentados na obtencdo de transfectantes de
TcFOP-like e TcFOP-likeAFOP fusionados a eGFP (culturas com crescimento lento
e perda do fenétipo da expressao de eGFP), optou-se pelo enriquecimento dessas
culturas, através de Cell Sorting em citdbmetro de fluxo BD FACS Ariall. Assim, as
culturas enriguecidas com células expressando as proteinas fusionadas a eGFP
foram expandidas para a preparacédo e obtencédo dos “pds de células”.

Novos testes, com intuito de obter os complexos proteicos contendo TcFOP-
like, TcFOP-likeAFOP e TcAPI5-like, foram realizados utilizando os tampdes

descritos na tabela 7.

TABELA 7. COMPOSICAO DOS TAMPOES 1, 2 E 3 UTILIZADOS PARA A PADRONIZAGAO DOS
ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITACAO DOS COMPLEXOS PROTEICOS CONTENDO TcFOP-like E
TcAPI5-like PARA SUSPENSAO DO “PO DE CELULAS’.

TAMPAO 1 TAMPAO 2 TAMPAO 3
Na Citrato 10 mM Na Citrato 50 mM Na Citrato 50 mM
Hepes 20 mM Hepes 20 mM Hepes 20 mM
MgCl, 1 mM MgCl, 1 mM MgCl, 1 mM
CaCl, 10 um CaCl, 10 um CaCl, 10 uM
E64 10 uM E64 10 uM E64 10 uM
CHAPS 0,1% CHAPS 0,1% TRITON X-100 0,1%

Porém, novamente ndo observamos o enriquecimento das proteinas-alvo nas
imunoprecipitacbes com extratos dos parasitas transfectantes quando comparado
com o controle (TCWT), conforme ilustrado na figura 56.
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FIGURA 56. PADRONIZA(;AO DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITA(;AO DOS COMPLEXOS
PROTEICOS CONTENDO TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP E TcAPI5-like COM O TAMPAO 1 E 2.
SDS-PAGE corado com solugé@o de Nitrato de Prata apresentando fracdes eluidas de testes de co-
purificagbes com extrato de parasita selvagem e expressando TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP e
TcAPI5-like fusionadas a GFP. O tampéo 1 contem 10 mM de NaCitrato, 0,1% de CHAPS, Hepes 20
mM, MgCl, 10 mM, CaC;; 10 uM 10 pM e E64 10 pM. O tampdo 2 contem 50 mM de NaCitrato, 0,1%
de CHAPS, Hepes 20 mM, MgCl, 10 mM, CaCl,10 uM 10 uM 10 uM e E64 10 pM.

Refazendo os testes, utilizando os tampdes 2 e 3 (TABELA 7) observamos no
gel SDS-PAGE um padréo eletroforético diferente entre transfectante e controle
(indicado pelas setas na figura 57A), porém sem 0 enriquecimento das proteinas
fusionadas (aproximadamente de 56 kDa para TcFOP-like-GFP, 51 kDa para
TcFOP-likeAFOP-eFP e 91 kDa para TcAPI5-like-GFP (O mesmo resultado pode ser
observado na figura 58). Ao analisarmos o western blot utilizando um anticorpo anti-
GFP, observamos uma banda correspondente a GFP com tamanho aproximado de
30 kDa figura 57B).
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FIGURA 57. PADRONIZA(;AO DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITAQAO DOS COMPLEXOS
PROTEICOS CONTENDO TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP E TcAPI5-like COM O TAMPAO 2 E 3. A)
SDS-PAGE corado com solugédo de Nitrato de Prata apresentando fragfes eluidas de testes de co-
purificagbes com extrato de parasita selvagem e expressando TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP e
TcAPI5-like fusionadas a GFP. O tampé&o 2 contem 50 mM de NaCitrato, 0,1% de CHAPS, Hepes 20
mM, MgCl, 10 mM, CaCl, 10 pM 10 pM e E64 10 pM. O tampéo 3 contem 50 mM de NaCitrato, 0,1%
de TRITON X-100, Hepes 20 mM, MgCl, 10 mM, CaCl, 10 uM e E64 10 uM. B) Western Blot anti-
GFP (diluicdo 1:500) ensaio de imunoprecipitacdo dos complexos proteicos contendo TcFOP-like,
TcFOP-likeAFOP e TcAPI5-like com os tampdes 2 e 3 (TABELA 7).

J TeWT

} TcFOP-like

1 TcFOP-likeAFOP
[ TcAPI5-like

l

FIGURA 58. PADRONIZACAO DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIITACAO DOS COMPLEXOS
PROTEICOS CONTENDO TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP E TcAPI5-like COM OS TAMPAO 3. SDS-
PAGE corado com solugdo de Nitrato de Prata apresentando 1: extrato de parasita selvagem. 2:
extrato de parasita expressando TcFOP-like fusionado a GFP. 3: extrato de parasita expressando
TcFOP-likeAFOP fusionada a GFP. 4: extrato de parasita expressando TcAPI5-like fusionada a GFP.
O tampéo 3 contem 50 mM de NaCitrato, 0,1% de TRITON X-100, Hepes 20 mM, MgCl, 10 mM,

CaCl, 10 uM e E64 10 pM
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Apesar da lise dos parasitas pela técnica de Cryogrinding ser capaz de
produzir complexos extratos celulares com atividade bioquimica, deve-se notar que
uma maior energia empregada para uma maior quebra pode nem sempre ser
benéfica e devem ser otimizadas caso a caso (STALEY, 2005). Com base nisso
optamos por obter os extratos proteicos diretamente por lise celular utilizando
tampao de suspensao contendo detergente na concentracdo de 0,5%, conforme
descrito no item 4.15.3. Uma vez que isso nos ajudaria a elucidar se realmente os
tampdes utilizados estavam propiciando o melhor ambiente para captura por
afinidade ou se a técnica utilizada para obtencdo do “p6 de células” (criomoagem)
descrito no item 4.15.2, ndo estaria sendo benéfica em extrair complexos proteicos
de TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP e TcAPI5-like. A tabela 8 mostra a composicédo dos

tampdes utilizados para os testes de imunoprecipitacdo por lise por detergente

TABELA 8. COMPOSICAO DOS TAMPOES 4 E 5 UTILIZADOS PARA IMUNOPRECIPITACAO DE
COMPLEXOS PROTEICOS DE TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP E TcAPI5-like POR LISE POR
DETERGENTE

TAMPAO 4 TAMPAO 5
Lise Lavagens Lise Lavagens

Na Citrato 50mM 50mM Hepes 20 mM 20 mM

Hepes 20 mM 20 mM NaCl 50 mM 50 mM

MgCl, 1 mM 1mM KCI 50 mM 50 mM

CacCl, 10 uM 10 uM MgCl, 1mM 1mM

E64 1 uM 1 uM caCl, 10 uM 10 uM

Triton X-100 0,5% 0,1% Triton X-100  0,5% 0,1%
PMSF 100 puM 100 pM

O Western blot utilizando anticorpo anti-GFP em diluicdo de 1:500 (FIGURA
60) realizado para o teste de imunoprecipitacdo dos complexos proteicos utilizando-
se o tampdo 4 (TABELA 8), mostra a presenca de bandas nos tamanhos
correspondentes de TcFOP-like-eGFP TcFOP-likeAFOP-eGFP e TcAPI5-like-eGFP
nas fracbes de Flow Through, mostrando que as proteinas estdo presentes no

extrato proteico utilizado, porém ausentes nas fracdes eluidas dos imunocomplexos.



129

Flow Through

m
=
o
o

TcWT
TcFOP-like FOP

TcFOP-like: FOP
TcAPIS-like

TcAPI5-like
TcFOP-like

@
X
o
O
5
i

TeWT

66 kDa

45 kDa

30 kDa

14 kDa

FIGURA 59. TESTE DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITACAO DOS COMPLEXOS PROTEICOS
CONTENDO TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP E TcAPI5-like COM O TAMPAO 4 UTILIZADO PARA
LISE POR DETERGENTE. Western blot anti-GFP (diluicdo 1:500) do ensaio de imunoprecipitacdo

por lise por detergente utilizando tampéo 1 (vide tabela 8). Mostrando as fra¢cdes de Flow Through e
Eluido

JA com o tampdo 5 (TABELA 8) observamos um padrdo de corrida
eletroforética no gel corado com nitrato de prata de diferentes proteinas (indicadas
pelas setas na figura 60 A) nas fracdes eluidas de extratos dos transfectantes que
nao foram encontradas nas corridas das fracfes eluidas realizadas com o controle.
Porém quando examinamos o Western blot utilizando um anticorpo anti-GFP

(FIGURA 61 B) observamos o reconhecimento de uma proteina com massa
molecular de 30 kDa.
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FIGURA 60. TESTE DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITA(;AO DOS COMPLEXOS PROTEICOS
CONTENDO TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP E TcAPI5 COM O TAMPAO 5 UTILIZADO PARA LISE
POR DETERGENTE. A) Gel de acrilamida 13% corado com nitrato de prata mostrando os testes de
imunoprecipita¢cdo dos complexos proteicos de TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP e TcAPI5-like. As setas
vermelhas destacam diferentes proteinas observadas nas fracbes eluidas de esxtratos de
transfectantres que ndo foram observadas na fracdo eluida do controle. B) Western blot anti-GFP
(diluicdo 1:500) dos testes imunoprecipitagdo dos complexos proteicos de TcFOP-like, TcFOP-
likeAFOP e TcAPI5-like, mostrando banda com peso molecular de 30 kDa correspondente a GFP.

Entretanto, sabe-se que a estabilidade das proteinas em solu¢do aquosa é
rotineiramente aumentada por co-solventes tais como glicerol. O glicerol é um dos
polidis mais amplamente utilizados para estabilizar proteinas, que quando
adicionado a uma solucéo proteica, promove a compactacdo da proteina e reduz a
flexibilidade da mesma (VAGENENDE, YAP, E TROUT, 2009). Fazendo uma busca
na literatura, observamos que o glicerol havia sido utilizado com éxito para ensaios
de pulldown da proteina FOP de humanos (HsSCHTOP) (CHANG et al, 2013), entdo
optamos por utilizar o tampao descrito na tabela 9 acrescido de glicerol na

concentracéo final de 10%.


http://pubs.acs.org/author/Vagenende%2C+Vincent
http://pubs.acs.org/author/Yap%2C+Miranda+G+S
http://pubs.acs.org/author/Trout%2C+Bernhardt+L

131

TABELA 9. COMPOSICAO DOS TAMPOES 6 UTILIZADOS PARA IMUNOPRECIPITACAO DE
COMPLEXOS PROTEICOS DE TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP E TcAPI5-like POR LISE POR
DETERGENTE

TAMPAO 6

Lise Lavagens
Na Citrato 50mM 50mM
Hepes 20 mM 20 mM
MgCl, 1mM 1 mM
CacCl, 10 uM 10 uM
E64 1 uM -
Triton X-100 0,5% 0,1%
Glicerol 10% 10%
COMPLETE Mini Protease Inhibitor Coktail Tablete - 1x

(Roche)

Apébs ensaio de imunoprecipitacdo, conseguimos observar em SDS-PAGE um
enriguecimento nas amostras eluidas correspondente ao tamanho deas TcAPI5-like
(Figura 61 A, com aproximadamente 91 kDa), TcFOP-like (Figura 62 A, com
aproximadamente 56 kDa) e TcFOP-likeAFOP (Figura 62 A, com aproximadamente
51 kDa). O ensaio de Western blot utilizando anticorpos especificos anti-TCAPI5
(Figura 61 B) e anti-TcFOP (Figura 62 B), vimos a presenca das referidas proteinas,
no tamanho esperado, nas fragdes eluidas (Pullout) mostrando que as mesmas
foram especificamente imunoprecipitadas e, consequentemente mostrando a
eficiencia do protocolo.

Uma das grandes perguntas do nosso trabalho foi se TcSub2 estaria presente
nos complexos proteicos de TcAPI5-like e TcFOP-like. Para responder essa
questao, utilizamos o anticorpo anti-TcSub2 para visualizar a presenca, ou auséncia,
de TcSub2 nos referidos imunocomplexos. Conforme ilustrado na figura 61 C e 62 C
vemos a presencga de TcSub2 nos complexos proteicos de TcAPI5-like e TcFOP-like.
Interessantemente, TcSub2 ndo se faz presente nos complexos proteicos de
TcFOP-likeAFOP (Figura 62 C).
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FIGURA 61. IMUNOPRECIPITACAO DE TcAPI5-like. (A) Perfil eletroforético em gel de
poliacrilamida 13% de imunoprecipitacdo utilizando extrato proteico de parasitas selvagens (WT) e
expressando a proteina fusionada a GFP (TcAPI5-like-GFP) e esferas magnéticas conjugadas com
nanobobies anti-GFP. (B) Western blot usando anticorpo especifico anti-API5 (camundongo, 1:500).
(C) Western blot usando anticorpo especifico anti-Sub2 (Coelho, 1:1000). Tampao: NaCitrato 50 mM ,
TRITON X-100 0,5%/0,1%, Hepes 20 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 10 pM , Glicerol 10%, E64 10
UM/COMPLETE Mini Protease inhibitor cocktail tablet, Roche
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FIGURA 62. IMUNOPRECIPITACAO DE TcFOP-like. (A) Perfil eletroforético em gel de

poliacrilamida 13% de imunoprecipitacdo utilizando extrato proteico de parasitas selvagens (WT) e
expressando as proteinas fusionadas a GFP (TcFOP-like-GFP(56 kDa) e TcFOP-likeAFOP (51 kDa))
e esferas magnéticas conjugadas com nanobobies anti-GFP. (B) Western blot usando anticorpo
especifico anti-FOP (camundongo, 1:500). (C) Western blot usando anticorpo especifico anti-Sub2
(Coelho, 1:1000).
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5.7 ANALISE DO FENOTIPO CAUSADO PELO SILENCIAMENTO GENICO DOS
ORTOLOGOS DE TcFOP-like (TbFOP-like) E TcAPI5-like (ThAPI5-like) EM T.
brucei, POR RNA DE INTERFERENCIA

Para as analises de genética reversa em estudos de funcdo de genes, o
nocaute pode ser inviavel se o gene possuir fungdo essencial, logo, métodos que
induzem o silenciamento de expressdo de proteinas também s&o uteis como uma
estratégia para indicar a funcdo do gene através do fenotipo causado. Em
tripanossomatideos, um método eficiente para inducéo do silenciamento de um gene
seria baseado no mecanismo de RNA de interferéncia estabelecido em T. brucei
(ULLU, TSCHUDI E CHAKRABORTY, 2004; KOLEV, TSCHUDI E ULLU, 2011). Em
virtude da auséncia de maquinaria de RNA de interferéncia (RNAi) em T. cruzi
(daROCHA et al., 2003), uma abordagem alternativa a andalise da funcéo génica € o
estudo do fenétipo causado pelo silenciamento de genes ortélogos de T. brucei por
meio de RNAI. Os resultados podem gerar evidéncias que estejam relacionadas a
funcionalidade do gene em T. cruzi (NARDELLI et al., 2007, SERPELONI et al,
2011b). Por isso, neste trabalho optamos por esta abordagem para auxiliar no
estudo da funcédo dos genes TcFOP-like e TcAPI5-like a partir dos ortélogos em T.
brucei. Observamos que tanto TcFOP-like quanto TcAPI5-like, possuem ort6logos
em T. brucei (denominadas de TbFOP-like e TbAPI5-like), conforme ilustrado nos

alinhamentos a sequir.

5.7.1 Obtencao da linhagem de RNAI para TbFOP-like (Th927.6.1470)

Uma analise de similaridade entre as proteinas de T.cruzi e T.brucei foi feita e
a figura 61 mostra o alinhamento e o indice de similaridade de 79% entre TcFOP-like

e sua ortéloga em T. brucei.
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FIGURA 63. ALINHAMENTO ENTRE TcFOP-like E TbFOP-like. Em preto destacam-se as regides
idénticas e em cinza as regifes similares. Sendo seu indice de similaridade 79%.

Para construcdo do vetor, o produto de PCR da sequéncia alvo do gene de
TbFOP-like foi clonado diretamente em vetor p2T7-177/LacZ (figura 25), baseado na
estratégia de clonagem por TA (MY, CLARK E GOMEZ-SANCHEZ, 1995). Vale
ressaltar que a escolha da sequéncia alvo esta descrita em materiais e métodos.

A selecdo dos clones positivos foi feita através da técnica de toothpick como
descrito no item 4.6.4.4. As colbnias selecionadas (FIGURA 62A) foram inoculadas
em meio LB e cultivadas para minipreparacéo dos plasmideos, conforme descrito no
item 4.6.4.5. Para confirmacédo de clones positivos, ap0s extracdo do DNA plasmidial
por minipreparagdo, o mesmo foi digerido com a enzima de restricdo Xbal (New
England BioLabs®,c) para liberagéo do inserto de aproximadamente 546 pares de
bases, uma vez que o mesmo é flanqueado por sitios para essa enzima (figura 62B).
A enzima Notl (New England BioLabs®.) foi utilizada também para teste de

linearizacéo do vetor, conforme ilustrado na figura 62B.
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FIGURA 64. TOOTHPICK E DIGESTOES COM ENZIMAS DE RESTRICAO PARA CONFIRMAGCAO
DE CLONAGEM p2T7-177/LacZ-FOP. A) C: Controle vetor sem inserto. 1-16 colénias escolhidas
para toothpick. Destacados em vermelho os clones selecionados. B) M) Marcador de pares de bases
1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 1 e 3) p2T7-177/LacZ-FOP #1 néo digerido. 2) p2T7-177/LacZ-
FOP #1 digerido com a enzima de restricdo Xbal (New England BioLabs®Inc) liberando inserto de
aproximadamente 546 pares de bases. 4) p2T7-177/LacZ-FOP #1 digerido com a enzima de restricao
Notl (New England BioLabs®Inc) para lineariza¢ao do vetor.

ApOs a confirmacado do clone positivo, os parasitas foram transfectados com a
construcdo linearizada, denominada de p2T7-177/LacZ-FOP #1, e a populacéo
resistente foi selecionada com fleomicina, resisténcia conferida pelo vetor.

Apés transfeccdo, selecdo por diluicdo seriada, obtivemos duas populagdes
clonais, que denominamos de p2T7-177/LacZ-FOP #6 e p2T7-177/LacZ-FOP #7.
Estas linhagens foram avaliadas quanto a eficiéncia do silenciamento do gene
TbFOP-like ap6s a indugcdo do RNAI por tetraciclina. Assim, uma curva de
crescimento foi realizada com os clones, a qual observou-se uma reducdo no
namero de parasitas nas culturas induzidas quando compardas as culturas nao
induzidas do clone p2T7-177/LacZ-FOP #6, principalmente nos pontos de 72 e 96
horas apés a indugéo, conforme ilustrado no grafico 2. Para melhor ilustrar essa
diferenca, optamos por repetir a curva apenas com o clone p2T7-177/LacZ-FOP #6
no formato de curva “serrote”, conforme descrito no item 4.14.6.2 e ilustrado no
grafico 3



136

ETb FOP RNAi#6 ®Tb FOP RNAi#6  mTb FOP RNAIi #7 Tb FOP RNAI #7
~
o
+
~ ~ ~ ~ L
o o o o Q
i ~ NN & i ~ & 2‘
5888 5 2 s g
- oo LI R N w —
$8¢ -
— - — ~ ™~
- K S S
- — ~ [iN) L
2 MR ]
L — RN
S 2
- 5] 5]
< <
— —
© VW VW W
o O O o
¥ ¥ F ¥
w w w w
o O O o
S & & o
n non N
0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS

Grafico 2. Curva de crescimento de transfectantes de T. brucei p2T7-177/Lacz-TbFOP-like #6
p2T7-177/LacZ- TbFOP-like #7 apdés a inducdo de silenciamento do gene TbFOP-like por
tetraciclina. ToFOP#6Tet -: Cultura de Trypanosoma brucei (#6) ndo induzida com tetraciclina.
TbFOP#6Tet +: Cultura de Trypanosoma brucei (#6) induzida com tetraciclina. TbFOP#7Tet -: Cultura
de Trypanosoma brucei (#7) ndo induzida com tetraciclina. TOFOP#7Tet +: Cultura de Trypanosoma
brucei (#7) induzida com tetraciclina Eixo y: NUmero de parasitas por mL. Eixo x. Intervalos em horas

para a realizacéo da contagem.
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Gréafico 3. Curva de crescimento tipo “serrote” do transfectante de T. brucei p2T7-177/LacZz-
TbFOP-like #6 ap6s a inducédo de silenciamento do gene TbFOP-like por tetraciclina. TbFOP Tet
- Cultura ndo induzida com tetraciclina. TOFOP Tet +: Cultura induzida com tetraciclina. Eixo vy:

Ndmero de parasitas por mL. Eixo x. Intervalos em horas para a realizagdo da contagem.

Para analisar a eficiéncia do silenciamento quanto a degradacdo do mRNA
alvo, sera realizado um PCR quantitativo (QPCR), e para isso foram coletadas
amostras nos pontos de 24, 48 e 72 horas para extracdo de RNA utilizando o
reagente TRIzol, conforme instrugcbes do fabricante. Estamos em fase de
padronizacao dos ensaios de gPCR.

Além disso, para ter certeza se o silenciamento de TcFOP-like esta alterando
o crescimento dos parasitas, pretendemos repetir 0 experimento e analise das
culturas em um intervalo maior que 120 horas, j& que ndo temos informacédo da

meia-vida da proteina.



138

5.7.2 Obtengéao linhagem de RNAI para TbAPI5-like (Th927.7.2240)

Da mesma forma que para TcFOP-like, identificamos o gene ortdlogo de
TcAPI5-like em T. brucei (Figura 63) e a escolha da sequéncia alvo que servira para

a inducéo do silenciamento génico por RNAI, conforme descrito no item 4.12.1.
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FIGURA 65. ALINHAMENTO ENTRE TcAPI5-like E TbAPI5-like. Em preto destacam-se as regides
idénticas e em cinza as regides similares. Sendo seu indice de similaridade 72%.

TocAPIS
ThAPIS

Semelhante ao descrito para TcFOP-like, uma sequéncia alvo de 524 pares
de bases foi amplificada para TbAPI5-like, e o produto de PCR foi clonado também
diretamente em vetor p2T7-177/Lacz. A selegcédo dos clones positivos foi feita pela
andlise das colbnias através do método de toothpick conforme descrito no item

4.6.4.4 e mostrado na figura 64A.
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FIGURA 66. TOOTHPICK E PCR DA MINIPREP PARA CONFIRMACAO DE CLONAGEM DE p2T7-
177/LacZ-API5. A) C Controle: vetor sem inserto. 1-15 colbnias escolhidas para toothpick.
Destacados em vermelho os clones selecionados. B) M) Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen). 1) p2T7-177/LacZ-API5 #12.2) Controle negativo 3) p2T7-177/LacZ-API5 #13. 4)
Controle negativo. 5) p2T7-177/LacZ-API5 #14 6) Controle negativo.

Apbs a extracao de DNA plasmidial dos clones selecionados, foi feita uma PCR
para confirmacdo dos clones positivos de p2T7-177/LacZ-API5, conforme ilustrado
na figura 64B. ApoOs a confirmacao, os vetores contendo as sequéncias alvo (p2T7-
177/LacZ-APIS#13 e p2T7-177/LacZ-API5#14) foram entdo linearizados com a
enzima Notl (New England BioLabs® ), e um total de 10 pg destes DNAs foram
transfectados em T. brucei, conforme descrito no item 4.9.1.2, infelizmente ainda
ndo obtivemos sucesso na obtengdo de clones, pois os parasitas ndo cresceram
com a selecdo por fleomicina, resisténcia conferida pelo vetor p2T7-177/LacZ. A
transfeccdo foi realizada por trés vezes e sem sucesso ha selecdo dos
transfectantes. Logo, a obtencéo desta linhagem fica como perspectiva futura, uma
vez que o resultado é de grande interesse e relevancia para o trabalho.
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6 DISCUSSAO

Os eventos poés-transcricionais sdo pontos majoritarios para a regulacao da
expressao génica em Tripanossomatideos, dos quais 0s mecanismos que alteram a
meia vida do RNA e a tradugéo séo bastante estudados (MARTINEZ-CALVILLO et
al, 2010; ARAUJO E TEIXEIRA, 2011). Entretanto, o transporte nucleocitoplasmatico
do mRNA ainda ndo é bem compreendido nesses organismos e, assim, nao é
possivel inferir se esta via poderia também controlar a expressdo de genes. Os
tripanossomatideos sao protozoéarios flagelados evolutivamente distantes e
divergentes de leveduras e humanos (MURINGI et al, 2014) e sabe-se que a via de
transporte do mRNA, entre todas as vias de transporte de RNAs, € a menos
conservada em eucariotos divergentes (SERPELONI et al, 2011 a). Com isso,
estudos nesta via podem trazer informacdes relevantes sobre componentes
peculiares e essenciais para a sobrevivéncia destes parasitas. Por isso, N0SS0 grupo
vem investindo em gerar dados sobre fatores que estdo envolvidos com a
exportacdo de mRNA usando como modelo o Trypanosoma cruzi.

Trabalhos anteriores do grupo, usando andlises de gen6mica comparativa,
mostraram que um componente do complexo TREX, Sub2/UAP56, € a proteina mais
conservada entre os fatores envolvidos na via de exportagdo de mRNA
(SERPELONI et al.2011 a). TcSub2 é uma proteina nuclear com padrdo de
distribuicdo associada com locais de transcricdo e processamento de mRNA. Os
ensaios com RNA de interferéncia do ortdlogo em T. brucei confirmaram que a
proteina é essencial para sobrevida do parasita, e o knockdown provocou acumulo
de RNAs poliadenilados no ndcleo, demonstrando que ela € também um
componente essencial da via de transcricdo/exportacdo de mMRNA em
tripanossomatideos (SERPELONI et al, 2011 b). Outra proteina que se mostrou
conservada em diferentes supergrupos eucarioticos examinados, incluindo varias
espécies de Excavata e Chromalveolata (SERPELONI et al, 2011 a), é uma RNA
helicase DEAD-box denominda de Hel45 que est4 envolvida com a exportagdo de
MRNA, pois sua migracéo € dependente da via de transporte mediada pelo receptor
de exportacdo Mex67 (INOUE et al, 2014).

Com isso, estas duas proteinas foram alvos para analises de protedmica que
permitiram a identificacdo, com parametros estabelecidos de alta confianca, de

componentes associados ao complexo proteicos de TcSub2 e Hel45 (INOUE, 2015).
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Dentre as proteinas identificadas com confiabilidade e mais abundantes, duas séo
anotadas como hipotéticas no banco de dados e seriam candidatas a parceiras de
TcSub2 e Hel45. Além disso sdo proteinas cuja sequéncia de aminoacidos é pouco
conservada em outros organismos, sendo a conservacao exclusiva de espécies de
tripanossomatideos. Logo, a hipétese deste trabalho foi de que estas proteinas
seriam fatores especificos de tripanossomatideos e que atuariam na exportacdo de
MRNA em T. cruzi através da interagdo com TcSub2 e/ou Hel45. Para testar esta
hipotese, este projeto envolveu abordagens de bioinformatica, genética reversa,
biologia celular e molecular para confirmar estas interagdes e investigar o papel
destas proteinas.

Como as proteinas alvo deste estudo estdo anotadas como hipotéticas no
banco de dados e ndo foram caracterizadas funcionalmente, nosso primeiro objetivo
foi predizer dominios existentes nessas proteinas com auxilio da ferramenta
hmmscan do pacote HMMER (EDDY, 1998) que pudessem dar indicativos sobre sua
funcdo e esta ferramenta foi eficiente em nossos estudos visto que para ambas as
proteinas foi possivel predizer dominios conservados. Para a proteina com o nimero
de identificagcdo nos bancos de dados Tc00.1047053509033.80, foi predito um
dominio denominado FOP duplication (VAN DJIK et al, 2010), e por isso, foi
intitulada neste trabalho de TcFOP-like. Este dado € interessante, visto que a
proteina FOP de mamiferos foi atribuida como componente dindmico do complexo
TREX, desempenhando o papel como co-adaptadora da exportacdo de mRNA, e
como ativadora das atividades helicase e ATPase de Sub2/UAP56 (CHANG et al.,
2013). Assim, caso o dominio predito na proteina de T. cruzi seja funcional, serd um
forte indicativo de sua interacdo com TcSub2 e, consequentemente, de seu papel
como componente da exportacdo de mRNA.

JA para a proteina com numero de identificacdo  sendo
Tc00.1047053511807.280, foi predito um dominio API5 (Apoptosis Inhibitor 5), por
isso, foi intitulada neste trabalho como TcAPI5-like. API5 é uma proteina descrita
como um fator anti-apoptético e com superexpressao em células cancerigenas (HAN
et al., 2012). O gene API5 tem sido encontrado em animais, protistas e plantas (LI et
al, 2011) e codifica uma protéina também conhecida como AAC-11 (fibroblast growth
factor 2-interacting factor), FIF (fibroblast growth factor 2-interacting factor) e MIG8
(cell migration-inducing gene 8) (HAN et al, 2012). Com a ferramenta EMBOSS

needle fizemos o alinhamento das sequencias de TcAPI5-like e API5 de humanos
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que mostram baixos indices de similaridade e identidade (34,5% e 18,7%
respectivamente). Entretanto, utilizando a ferramenta PHYRE2 (KELLEY &
STERNBERG, 2009) para predicdo de modelo estrutural secundario, foi possivel
realizar a modelagem molecular de TcAPI5-like, que mostrou conservacao e
similaridade estrutural com API5 de humanos, onde 63% da sequéncia (354
aminoacidos) foram modelados com 100% de confianga (probabilidade de que
sejam homologos) com o modelo de pontuacdo mais alto. Vale ressaltar que os
modelos sao classificados de acordo com a pontuagdo de alinhamento bruto, isso
leva em conta a sequUéncia e semelhanca de estrutura secundaria, insercbes e
delegbes. Interessantemente, TcAPI5-like mostra outras semelhangas com API5 de
humanos, como por exemplo as repeticoes HEAT e ARM (HAN et al., 2012). As
repeticbes ARM s@o caracteristicas de proteinas como [B-cateninas e importinas
(TEWARI et al.,, 2010). O papel de API5 na via de exportacdo ainda € pouco
compreendido, porém, em Oriza sativa, foi demonstrado que API5 interage com
Sub2/UAP56 (LI et al., 2011) e em Drosophila, com Acinus, componente do
Complexo Juncdo Exon (EJC) (RIGOU et al., 2009). Da mesma forma que TcFOP-
like, existem evidencias que possam indicar um possivel papel de TcAPI5-like na via
de exportacdo, apesar da baixa conservacao em nivel de sequencia primaria.

Estas analises in silico reforcaram a necessidade de investir em abordagens
experimentais, que confirmassem nao apenas sua interacdo com outros
componentes da via, como também sua fun¢éo direta com a exportacdo de mRNA.
O primeiro passo foi entdo analisar a localizacdo celular das proteinas. Aqui ensaios
de imunofluorescéncia com os soros policlonais anti-TcFOP-like e anti-TcAPI5-like
mostraram que sdo proteinas nucleares, confirmando o que vem sendo descrito na
literatura para as proteinas FOP e API5 de outros eucariotos. Em vertebrados, por
exemplo, a proteina FOP encontra-se associada a cromatina (VAN DIJIK et al,
2010), e API5 é descrita como uma proteina nuclear (RIGOU et al., 2009; LI et al.,
2011) envolvida na inibicao da apoptose (TEWARI et al, 1997).

A partir disso, tentamos comparar o padrao de distribuicdo nuclear destas
proteinas com a proteina TcSub2. Para tanto, imagens de microscopia confocal
foram obtidas e através de correlacdo de fluorescéncia, foram feitas analises de
colocalizacéo entre as proteinas TcFOP-like e TcAPI5-like com TcSub2. Analisando
os dados, foi possivel observar que elas possuem um padrédo de distribuicdo nuclear

muito semelhante com TcSub2, ou seja, assim como TcSub2, elas se localizam em
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focos dispersos por todo nucleo celular, exceto nucléolo (SERPELONI et al, 2011b).
A comparacdo dos gréficos de intensidade de fluorescéncia sugere que tais
proteinas colocalizam, reforcando nossa hipotese de que ambas proteinas
interagem com TcSub2 e possam ser de algum modo participantes da via de
exportacao de mRNA.

Para analisar entdo a interagcdo entre as proteinas, foram realizados ensaios
de purificagdo de complexos com deteccdo de proteinas através de Western blot
afim de confirmar os dados anteriores de protebmica e avaliar a presenca de
TcAPI5-like e TcFOP-like em amostras de outros componentes da via. Para isso,
utilizamos amostras purificadas dos complexos de TcSub2, TcHel45 e TcMex67,
provenientes de parasitas transfectantes expressando TcSub2 fusionada a GFP,
TcHel45 e TcMex67 fusionadas a PTP, que foram previamente produzidos pelo
nosso grupo. Os ensaios de Western blot foram realizados utilizando os soros
policlonais de TcFOP-like e TcAPI5-like visando revelar ou ndo a presenca dessas
proteinas nos respectivos complexos proteicos.

Corroborando com os resultados de protebmica, 0s ensaios de
imunoprecipitacdo dos complexos proteicos de TcSub2 confirmaram a presenca de
TcFOP-like nesse complexo. Este resultado seria o mais esperado, visto que FOP
contém um dominio na extremidade C-terminal, composto por uma regido rica em
arginina e glicina e uma duplicacdo da sequéncia LDXXLD (onde X é qualquer
aminoéacido) conhecido como UBM (Sub2/UAP56 Binding Motif) (VAN DIJK et al,
2010; CHANG et al, 2013). E no caso de TcFOP-like o motivo UBM esta presente.
Pertinentemente, TcFOP-like aparece nos complexos proteicos de TcHel45, que
como ja descrito anteriormente, € uma helicase que migra entre nucleo e citoplasma
através de uma via de exportacdo de mRNA dependente de Mex67 (INOUE et al,
2014), dando maiores indicios de que esta proteina estaria associada a via de
exportacdo de mRNA.

Além disso, os dados mostraram que TcFOP-like est4d presente em
complexos de TcMex67, homologo de Mex67 de T. bruceli, cujo papel como receptor
de exportacéo ja foi estabelecido (DOSTALOVA et al, 2013). Existem evidéncias em
humanos que estas proteinas interagem, pois FOP metilada se liga ao dominio
NTF2 de NXF1(Mex67) e estimula a transferéncia do mRNA para o dimero
NXF1:p15, o qual promove a exportacdo do mRNA para o citoplasma (CHANG et al,
2013). Sabe-se que NXF1 possui um dominio N-terminal de ligacdo ao RNA (RBD)
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(HAUTBERGUE et al, 2008) que forma uma interacdo com o dominio intramolecular
NTF2L suprimindo a atividade de ligacdo ao RNA do receptor de exportacéo (Figura
8 da introducao), e assim, TREX rompe essa interacao liberando os dominios NTF2
e RBD (VIPHAKONE et al, 2012). Obado e colaboradores (2016) mostraram que
Mex67 de T. brucei (TbMex67), possui 0 dominio NTF2L, e deve servir de plataforma
de ligagdo a Ran, sugerindo que o mecanismo de exportacdo de mRNA em
tripanossomatideos seja dependente de Ran-GTP e consequentemente diferente do
apresentado por outros eucariotos. Logo, o papel de FOP na transferéncia de RNA
para Mex67 deve ser melhor investigado.

Os ensaios de imunoprecipitacdo dos complexos proteicos contendo TcSub2,
também confirmaram os resultados de protedbmica no que diz respeito a presenca de
TcAPI5-like. Inoue (2015) sempre observou a presenca de uma banda com peso
molecular de aproximadamente 60 kDa em SDS-PAGE especifica das amostras de
imunoprecipitagdo de TcSub2. Esta banda foi excisada do gel e submetida a analise
por espectrometria de massas, confirmando se tratar de TcAPI5-like. Logo, € muito
provavel que TcAPI5-like seja um fator que interage com TcSub2, apesar de ainda
serem necessarias analises genéticas para relacionar o papel de TcAPI5-like na via
de exportacdo. Mesmo assim, tem sido demonstrado que em outros organismos
API5 interage com componentes da via de exportagdo, como Sub2/UAP56 e EJC.
(LI et al., 2011; RIGOU et al., 2009). Também é provavel que o motivo API5 seja
importante para funcao de TcAPI5-like e sua interacdo com fatores de exportacédo de
MRNA também em tripanossomatideos.

Com isso, os dados dos ensaios de imunoprecipitacdo fortalecem e
corroboram nossa ideia de que TcFOP-like e TcAPI5-like estariam envolvidas na via
de exportacdo de mRNA e que interagem com TcSub2. Para fazer tal afirmacao
ainda € necessario a realizacdo dos ensaios de isolamento dos complexos proteicos
de TcFOP-like e TcAPI5-like e verificar a presenca das proteinas ja caracterizadas,
como por exemplo, TcSub2, TcMex67 e TcHel45. Para isso, geramos linhagens
celulares com TcFOP-like e TcAPI5-like fusionadas a GFP na extremidade N-
terminal. Em ambos os casos, as proteinas sdo nucleares como esperado. Além
disso, foram geradas linhagens expressando a sequéncia da proteina sem o dominio
FOP, e consequentemente sem o motivo de ligagcdo a Sub2 (UBM) para os ensaios
de imunoprecipitagdo, com intuito de verificar o papel do dominio FOP na interagédo
entre TcFOP-like e TcSub2.
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Um dos desafios mais importantes e mais antigos para os estudos de captura
de afinidade é estabelecer um ambiente adequado para a retencéo de alta fidelidade
das interacgdes fisioldgicas de qualquer complexo macromolecular escolhido desde a
extracdo até a andlise (AEBERSOLD, E MANN, 2003). ApoOs testes com diferentes
tampdes e diferentes técnicas, conseguimos realizar um ensaio de
imunoprecipitagdo promissor. Os ensaios preliminares de imunoprecipitagéo
mostram que TcSub2 esta presente nos complexos proteicos tanto de TcFOP-like
quanto de TcAPI5-like, confirmando a interacdo das respectivas proteinas e
fortalecendo nossa hipotese de que sejam fatores associados a via de exportacao
de mRNA.

Estes ensaios também dao indicios de que o dominio FOP presente em
TcFOP-like seja um dominio funcional, uma vez que em sua composicdo estejam
presentem o0s motivos de ligacdo a Uap56/Sub2 (UBMs). A geracao de uma
linhagem transfectante com a auséncia do dominio FOP (TcFOP-likeAFOP),
possibilitou analisar e sugerir que que TcSub2 nado se faz presente nos complexos
proteicos de TcFOP-likeAFOP, sugerindo que a interagcao entre TcSub2 e TcFOP-
like seja via dominio FOP e talvez mais especificamente via motivo UBM, como ja
descrito na literatura para organismos como mamiferos por exemplo (CHANG, et al
2013). O aprimoramento das condigdes e a continuidade dos ensaios de proteGmica
(imunoprecipitacdo e espectrometria de massas) nos dardo resultados impares no
ambito da exportacdo de mRNA e identificacdo e caracterizacdo de proteinas em
tripanossomatideos.

Nos transfectantes de TcFOP-like expressando GFP, observamos um
crescimento lento da cultura transfectada e a perda da expressédo de GFP a medida
gue os parasitas eram mantidos em cultura. O que levantou questbes quanto a
interferéncia da etiqueta na estrutura e, consequentemente, na funcéo da proteina.
Que poderia ser um fendmeno tipo superexpressdo dominante-negativo, ou seja, a
expressdo de uma proteina funcionalmente inativa competindo com a proteina
enddgena e assim, afetando algum processo biolégico.

Por essa razdo, para certificar que a superexpressao altera realmente o
crescimento, foram realizadas contagens da concentracdo de parasitas durante dez
dias, e observamos uma reducao significativa da concentracdo de parasitas nas
culturas dos transfectantes em comparagcdo com a cultura de parasita selvagem.

Assim, essa reducdo na densidade celular das culturas de transfectantes poderia ser
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um indicativo de alteracdo no ciclo celular, ou morte celular. Para avaliar se existia
alteracdo no ciclo celular, utilizamos o método de coloragdo de DNA com lodeto de
Protideo e analise do conteido de DNA através citometria de fluxo (FRIED, PEREZ
E CLARKSON, 1976). Comparadas ao controle, parasitas expressando TcFOP-like e
TcFOP-likeAFOP fusionadas a GFP apresentaram um aumento significativo de
parasitas na fase G2 do ciclo celular, sendo o resultado indicativo das médias das
réplicas técnicas + Desvio Padréo: parasita selvagem 19,53% +0,58%, TcFOP-like
27,03% + 1,59% e TcFOP-likeAFOP 22,36% * 1,05%.

Com base na literatura, tem-se demonstrado que em células eucariticas, a
detencdo em fase G2/M seria uma resposta a danos no DNA. Neste caso, a
retencdo nesta fase impediria que o DNA danificado entre em mitose até que o dano
seja reparado, pois as células que ndo conseguiram reparar antes de entrar em fase
G2/M acabam entrando em morte celular (DIPAOLA, 2002). De modo geral, a
retencdo de células em qualquer fase do ciclo celular permite a reparacdo do DNA
danificado, mantendo assim o conteddo normal das células (ZAMANI et al 2016).
Por isso, estas andlises apontam para o fato de que a superexpressao de TcFOP-
like fusionada a GFP pode estar causando algum estresse celular ou dano no DNA
gue poderia induzir a retencéo na fase G2 e, consequentemente, alteracdo no tempo
de replicacdo celular. Para confirmar isso, deveriamos primeiro verificar se a
dimunicdo no crescimento ndo seria devido a morte celular dos parasitas e depois
talvez usar marcadores de dano de DNA para confirmar esta hipotese.

Sem duavida, FOP tem papel essencial em outros organismos e teria interacao
com cromatina e regides tipicas de regulacdo de expressédo de genes, além de seu
envolvimento com a exportacdo de mRNA (impulsionando a remodelacdo do
complexo TREX durante a formacdo do mRNP para a exportacdo de mRNA do
nacleo para o citoplasma (CHANG et al, 2013, TENG et al, 2013; SCHULMANN et
al, 2016),). Por exemplo, FOP se localiza principalmente em speckles nucleares
estreitamente associada com heterocromatina facultativa de células em interfase de
vertebrados (VAN DJIK et al, 2010; TENG et al, 2013). Ela também esta envolvida
na ativacdo dos genes-alvo do receptor estrogénio em células de cancer de mama
(VAN DUJIK et al, 2010), e na regulacdo negativa de y globulina fetal durante a
transicéo do desenvolvimento da hemoglobina fetal para a hemoglobina adulta (VAN
DIJIK et al, 2010 b). Apesar de pouco se saber sobre o mecanismo molecular de

controle da transcricdo mediada por FOP, existem evidéncias de ela atuaria como
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fator de regulacdo da expressdo génica (FANIS et al, 2012). Partindo disso, é
possivel que TcFOP-like também tenha funcéo essencial em T. cruzi e certamente a
fusdo N-terminal a GFP altera a funcéo da proteina superexpressa causando assim
um efeito de dominante negativo, que teve como consequéncia retencdo do ciclo
celular em G2, causando uma diminuicdo na cinética de crescimento. Contudo,
independente da causa, estas linhagens podem também ser utilizadas para ensaios
de analise do fenodtipo e assim ajudar a entender a funcdo da proteina nestes
parasitas.

Apesar da possibilidade de usar a linhagem superexpressora de TcFOP-like
para andlise genéticas, o melhor seria obter mutantes dos genes para ter certeza do
fendtipo causado pela auséncia da proteina. Visto que ja temos indicativo de que
TcFOP-like parece ter funcdo essencial, e esse também poderia ser o caso de
TcAPI5-like, ensaios de nocaute em T. cruzi aléem de laboriosos, poderiam nao ser
vidveis, pois a metodologia existente até o momento ndo permite nocaute
condicionado para estudo de genes essenciais. Por isso, a abordagem escolhida
para estudo de funcdo de genes foi a metodologia de RNA de interferéncia
estabelecida em T. brucei (ULLU, TSCHUDI E CHAKRABORTY, 2004; KOLEV,
TSCHUDI E ULLU, 2011).

TcFOP-like e TcAPI5-like possuem alta indice de similaridade (79% e 72%,
respectivamente) com suas ortélogas em T. brucei. Logo, tentamos obter linhagens
para RNAIi para ambas as proteinas. No caso de TbAPI5-like, as construcdes foram
obtidas, mas mesmo depois de trés tentativas, ainda ndo conseguimos selecionar os
transfectantes. No caso de TcFOP-like, as linhagens foram geradas e os primeiros
ensaios para avaliar a inducdo por tetraciclina foram feitos através de curva de
crescimento do tipo “serrote”, que mantem a cultura sempre em fase exponencial de
crescimento. Os dados obtidos com os transfectantes de p2T7-177/LacZ-TbFOP-like
mostraram uma pequena diferenca na densidade de cultura apés a inducdo do
sistema de RNA de interferéncia por tetraciclina, apenas no ponto de 72 horas em
comparagao ao controle ndo induzido, onde a cultura ndo induzida apresenta uma
densidade de 1,32 x 10’ células/mL, enquanto que a cultura induzida apresenta 1,09
x 107 células/mL. Esta diferenca pode néo ser significativa e é necessario confirmar
gue o0 mMRNA de TbFOP-like estd sendo realmente degradado antes de qualquer
conclusdo. No entanto, iremos analisar a eficiéncia do silenciamento através de

ensaios de PCR quantitativo (JQPCR) e, maiores estudos para entender a funcao
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destas proteinas na exportagdo de mRNA precisam ser feitas através de analises
genéticas cujas ferramentas ainda estdo sendo obtidas ou padronizadas.
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CONCLUSOES

O gene de Tc00.1047053509033.80 em T. cruzi possui 633 pares de bases e
codifica uma proteina de 26 kDa, que foi intitulada de TcFOP-like por possuir o
dominio FoP duplication.

O gene de Tc00.1047053511807.280 em T. cruzi possui 1689 pares de bases e
codifica uma proteina de 61 kDa que foi intitulada de TcAPI5-like por possuir o
dominio API5.

TcFOP-like e TcAPI5-like sdo proteinas nucleares cuja a conservacdo em nivel
de sequéncia de aminoacidos ocorre exclusivamente em espécies de
tripanossomatideos.

Tanto TcFOP-like quanto TcAPI5-like colocalizam com TcSub2, uma proteina
essencial de tripanossomatideos e componente da via de exportagcdo de mRNA.
Os ensaios de imunoprecipitagdo mostram que tanto TcFOP-like quanto TcAPI5-
like interagem com TcSub2

A interacdo entre TcFOP-like e TcSub2 se da via dominio FOP.

TcFOP-like estad presente em amostras de complexos de TcMex67 e TcHel45,
sugerindo sua interagcdo com outros componentes da via de exportacdo de
MRNA.

A fusdo N-terminal de GFP a TcFOP-like altera significativamente a cinética de
crescimento da cultura, alterando a progresséo do ciclo celular visto o aumento

na percentagem de células na fase G2/M.
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PERSPECTIVAS

Aprimorar os ensaios de imunoprecipitacdo dos complexos proteicos de TcFOP-
like e TcAPI5-like. Estes experimentos confirmardo a interacdo dessas proteinas
com componentes da via de exportagcdo de mRNA como TcSub2, TcHel45 e
TcMex67 e poderdo ser usados para analises de proteomica que enriquecerao os
dados sobre componentes da via de exportacdo de mRNA.

Obter as linhagens de parasitas expressando FOP mutada no motivo de ligacao
a Sub2 para avaliar a funcionalidade deste motivo em tripanossomatideos.
Padronizar ensaios de qPCR para andlise da eficiéncia do silenciamento do gene
ortélogo de TcFOP-like em T. brucei e avaliar o fenétipo quanto ao efeito do
silenciamento na exportacdo de mRNA, estrutura do DNA ou ciclo celular.
Obtencéo das linhagens de TbAPI5-like para ensaios de RNA de interferéncia
gue serdo usadas em analises genéticas para investigar a funcdo de API5 na

exportacdo de mRNA.
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ANEXO 1 - DELECAO MOTIVO UBM de TcFOP-like

Outra estratégia em andamento seria a delegcdo do motivo UBM mais proximo
da regido C-terminal da proteina TcFOP-like, a essa construcdo chamamos de
TcFOP-likeAUBM. Sabe-se que em outros eucariotos, mamiferos por exemplo,
Uap56/Sub?2 se liga a FOP via motivo UBM (Uap56/Sub2 Binding Motif) (CHANG et
al, 2013). Nosso intuito seria avaliar o papel deste motivo na interacédo entre TcFOP-
like e TcSub2. A Figura 65 ilustra de forma esquematica a regidao deletada. Os
olignonucleotideos inciadores e a metodologia utilizada para a constru¢cdo da
delecéo estao descritos o item 4.6.2.1.

TcFOP-likeAUBM

MRRGDFERRRLRDLYERNVRRVRALADARDGRRSGRDDDIAAPRRYVVSERRTRLEGFGRGGYQVQRSRRFGRDPRIRRFSDRGVYRRGALDRFEREEDFERKLRR
ERFRERRLNEGGLRFGRLRLRRSERRELRQLRELRELRELRALRSAQRNQGNGDRRGKLDKELDRYRKDQRGGRRGGGGRGRGAPNSVTKEGLDAELDRFRGGN

- Uap56/Sub2
| | oo IDILES
— motif

FIGURA 67. CONSTRUCAO DA DELECAO DE TcFOP-likeAUBM Em vermelho destaca-se a
regido deletada da construcdo de TcFOP-likeAUBM.

Para obtencéo de linhagens expressando proteina TcFOP-likeAUBM fusionada
a etiquetas, inicialmente as sequencias foram clonadas em vetor de entrada da
plataforma Gateway, pDONR™221 (Invitrogen). O amplicon obtido, ilustrado na
figura 66A, de aproximadamente 615 pares de bases foi entdo recombinado em
pDONR™221 conforme manual do fabricante, e as reacbes dessa recombinacao
foram utilizadas para transformacdo em E. coli DH5-a eletrocompetente, conforme
descrito em métodos (item 4.5.4.2). Os clones foram selecionados com analise por
PCR de colbnia, como descrito no item 4.5.4.3, para verificar a presenca dos
insertos (dados ndo mostrados). A figura 66B ilustra a confirmacdo da clonagem de
TcFOP-likeAUBM em vetor de entrada pDONR™221 através da andlise da
amplificagédo dos insertos por PCR de colbnia. Para confirmar as sequéncias
clonadas, as amostras foram enviadas para sequenciamento usando o servico da
Macrogen Korea  (Coréia do  Sul, informagbes  disponiveis em

http://www.macrogen.com/).
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FIGURA 68. PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE PCR E PCR DE COLONIA DE
TcFOP-likeAUBM Géis de agarose 1% ap0s coloragdo com solucao de brometo de etideo. Marcador:
1 Kb Plus DNA Ladder (invitrogen). A) PERFIL ELETROFORETICO DO PRODUTO DE PCR DE
TcFOP-likeAUBM 1: amplicon de 615 pares de bases resultante da amplificagcdo por PCR utilizando
como molde DNA gendmico de Trypanosoma cruzi e para as amplificagfes oligonucleotideos
iniciadores de TcFOP-likeAUBM. B) PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE PCR DE
COLONIA PARA CONFIRMACAO DE CLONAGEM DE TcFOP-likeAUBM EM VETOR
pDONR™221 (Invitrogen). (+): Controle positivo da reagdo de amplificagdo utilizando como molde
DNA gendmico de Trypanosoma cruzi oligonucleotideos iniciadores de TcFOP-likeAUBM resultando
em amplicon de 615 pb. 1 - 4: resultado PCR de colbnia, utilizando como molde os plasmideos e
para amplifica¢cdes os oligonucleotideos iniciadores de TcFOP-likeAUBM. Destacado em vermelho o
clone utilizado.

TcFOP-likeAUBM clonados em pDONR™221, foram recombinados nos
vetores pTcGWGFPN (BATISTA, et al 2010), e pTcGWPTPN (KUGERATSKI et al,
2015). As reacOes de recombinacdo foram usadas para transformar bactérias E. coli
DH5a eletrocompetentes conforme descrito no item 4.5.4.2, e as analises dos clones
positivos foi feita através de PCR de colonia, item 4.5.4.3.(figura 67). Para o
isolamento dos plasmideos, colbnias positivas (destacados em vermelho nas
figuras) foram inoculadas em 150 mL de meio LB, adicionado de 100 ng/mL de
ampicilina. Essa purificacdo do plasmideo foi realizada para posterior transfecgéo

em T. cruzi.
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FIGURA 69. PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE PCR DE COLONIA PARA
CONFIRMAGCAO DE CLONAGEM DE TcFOP-likeAUBM EM VETOR pTcGWGFP E pTcGWPTPN.
Gel de agarose 1% apoés coloracdo com solugdo de brometo de etideo. Marcador 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen). 1 - 5: resultado da amplificacdo por PCR de colbnia, utilizando os
oligonucleotideos iniciadores de TcFOP-likeAUBM para confirmagdo de clonagem em vetor
PTCcGWGFP. 6 - 12: resultado da amplificacdo por PCR de colbnia, utilizando os oligonucleotideos
iniciadores de TcFOP-likeAUBM para confirmagao de clonagem em vetor pTcGWPTP.

Por duas vezes fizemos a transfeccdo dos parasitas com a construcdo que
deleta o motivo de ligagdo a Sub2 (UBM), e nas duas vezes 0s parasitas Sao
selecionados com a adi¢cdo de G418 ao meio de cultura, resisténcia conferida pelo
vetor. No entanto quando fazemos extrato proteico para western blot néo
visualizamos a banda correspondente a proteina recombinante, e se observarmos a
cultura em citometro de fluxo vemos que a intensidade de fluorescéncia, de uma
populacdo que deveria expressar GFP, € correspondente ao parasita selvagem.

A obtencéo dessa linhagem fica como perspectiva, uma vez que os resultados

obtidos com essa ferramenta sao de grande relevancia para o trabalho.
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ANEXO - 2 PADRONIZACAO DOS TESTES DE IMUNOPRECIPITACAO COM
EXTRATOS PROTEICOS DE PARASATAS EXPRESSANDO TcFOP-like, TcFOP-
likeAFOP e TcAPI5-like FUSIONADAS A PTP

Os testes apresentados a seguir foram realizados com 0s extratos proteicos
provenientes de parasitas expressando TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP e TcAPI5-like
item 4.15.2. Para a

solubilizacdo do “pd de células” foram utilizados diferentes tampdes com diferentes

fusionadas a PTP, preparados conforme descrito no

concentracdes de sais e detergentes (TABELA 9). Os dados obtidos mostram um
perfil eletroforético, nos géis de acrilamida, idéntico entre o controle e transfectantes,

mostrando que o protocolo foi ineficiente conforme mostrado nas figuras 68, 68 e 70.

TABELA 10. COMPOSICAO DOS DIFERENTES TAMPOES UTILIZADOS PARA A
PADRONIZAGCAO DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITAGAO DOS COMPLEXOS
PROTEICOS CONTENDO TcFOP-like E TcAPI5-like FUSIONADAS A PTP PARA
SUSPENSAO DO “PO DE CELULAS".

TAMPAO 1 TAMPAO 2 TAMPAO 3 TAMPAO 4 TAMPAO 5
NaCitrato 10 mM NaCl 50 mM NaCitrato 50 mM NaCitrato 10 mM NaCitrato 10 mM
Triton X-100 0,1% | Triton X-100 0,1% | Triton X-1000,1% | CHAPSO0,1 % NOCT 0,1%
Hepes 20 mM Hepes 20 mM Hepes 20 mM Hepes 20 mM Hepes 20 mM
MgCl, 10 mM MgCl, 10 mM MgCl, 10 mM MgCl, 10 mM MgCl, 10 mM
CaCl, 10 uMm CaCl, 10 um CaCl, 10 uMm CaCl, 10 um CaCl, 10 um

E64 10 uM E64 10 uM E64 10 uM E64 10 uM E64 10 uM
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FIGURA 70. PADRONIZACAO DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITACAO DOS COMPLEXOS
PROTEICOS CONTENDO TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP E TcAPI5-like COM O TAMPAO 1. SDS-
PAGE corado com solucdo de Nitrato de Prata apresentando fragfes eluidas de testes de co-
purificagbes com extrato de parasita selvagem e expressando TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP e

TcAPI5-like fusionadas a PTP. O tampéao 1 contem 10 mM de NaCitrato, 0,1% de Triton X-100, Hepes
20 mM, MgCl, 10 mM, CaCl, 10 uM e E64 10 uM.
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FIGURA 71. PADRONIZACAO DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITACAO DOS COMPLEXOS
PROTEICOS CONTENDO TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP E TcAPI5-like COM OS TAMPOES 2 E 3.
SDS-PAGE corado com solucéo de Nitrato de Prata apresentando fragcfes eluidas de testes de co-
purificagbes com extrato de parasita selvagem e expressando TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP e
TcAPI5-like fusionadas a PTP. O tampao 2 contém: NaCl 50 mM, Triton X-100 0,1%, Hepes 20 mM,
MgCl, 10 mM, CacCl, 10 uM, E64 10 pM. O tampéo 3 contém: NaCitrato 50 mM, Triton X-100 0,1%,

Hepes 20 mM, MgCl, 10 mM, CaCl, 10 pM, E64 10 puM.
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FIGURA 72. PADRONIZAQAO DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITA(;AO DOS COMPLEXOS
PROTEICOS CONTENDO TcFOP-like, TcFOP-likeAFOP E TcAPI5 COM O TAMPOES 4 E 5 SDS-
PAGE corado com solucdo de Nitrato de Prata apresentando as fracfes eluidas de
imunoprecipitacfes testes com extrato de parasita selvagem e expressando TcFOP-like, TcFOP-
likeAFOP e TcAPI5-like fusionadas a GFP. O tampéo 4 contem: NaCitrato 10 mM, CHAPS 0,1 %,

Hepes 20 mM, MgCl, 10 mM, CaCl, 10 uM, E64 10 uM. O tampao 5 contem: NaCitrato 10 mM, NOCT
0,1%, Hepes 20 mM, MgCl, 10 mM, CaCl, 10 uM, E64 10 pM.



