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RESUMO

Uma das vias de sinalizacdo mais estudada nos ultimos anos, é a via
TOR (target of rapamycin), um importante sensor nutricional presente em
eucariotos. O efeito da rapamicina é dependente de sua interagdo com a
proteina FKBP12 que por sua vez, interage com a proteina TOR, impedindo o
acesso da mesma aos seus substratos. Por meio de identificacdo in silico
demonstramos a existéncia dos genes TOR1, TOR2, TOR-likel, TOR-like2,
Raptor, AVO3, Raptor-like e FKBP12 em Trypanosoma cruzi. O tratamento das
formas epimastigotas com rapamicina induziu expressiva alteracdo morfolégica
e reducdo da proliferacdo celular, corroborando a presenca desta via no
parasita. Os genes foram clonados, as proteinas foram expressas, purificadas
e inoculadas em camundongos e coelhos para obtencéo de anticorpos. Apenas
o anticorpo para a proteina FKBP12 apresentou alta especificidade e foi
demonstrado através de ensaio de imunofluorescéncia indireta que esta
proteina localiza-se no nucleo, e confirmado através de western blot com
extrato da fracdo nuclear do parasita. Através de ensaios de imunoprecipitacao
em parasitas nao-tratados, tratados com rapamicina e parasitas submetidos a
estresse nutricional e posterior andlise por espectrometria de massas,
identificamos 0s complexos proteicos que se associam com a proteina
FKBP12. Proteinas como Hsp90, H2A, proteinas ribossomais e de ligacdo a
RNA foram identificadas, demonstrando que a proteina FKBP12 esta envolvida
na biogénese de ribossomos, modificacdo da estrutura da cromatina e
transporte de mRNA. Foi visto ainda que o processo de tradugao parece estar
sendo afetado apés o tratamento com 5 pg/mL de rapamicina, pois houve uma
reducdo de proteinas envolvidas com esse evento identificadas no experimento
de imunoprecipitacdo. Foi realizado o knock-out de um alelo do gene da
proteina FKBP12 e a sua confirmacdo ainda sera realizada. O fracionamento
dos extratos proteicos de parasitas em gradiente de sacarose mostraram a
mobilizagdo da proteina ribossomal S6 da fracdo polissomal para as frages
leves, quando os parasitas foram tratados com rapamicina e submetidos a
estresse nutricional. Este resultado sugere que nestas condi¢des, a via TOR
esteja inibida, e a proteina ribossomal S6, um dos alvos desta via, ndo esta
fosforilada, consequentemente, afetando o processo de traducao celular.



ABSTRACT

One of the most signaling pathways studied in recent years, is TOR
pathway (Target Of Rapamycin), an important nutritional sensor present in
eukaryotes. The effect of rapamycin is dependent on its interaction with
FKBP12 protein which in turn, interacts with the TOR protein, preventing the
access to its substrates. Through in silico identification demonstrate the
existence of TOR1, TOR2, TOR-likel, TOR-like2, Raptor, AVO3, Raptor-like
and FKBP12 in Trypanosoma cruzi genes. Preliminary data showed that the
treatment of epimastigotas forms with rapamycin induced morphological
changes and reduction of cell proliferation, reinforcing the presence of this
pathway in the parasite. These genes were cloned, the proteins were
expressed, purified, and inoculated in mice to produce antibodies. Only the
antibody to FKBP12 protein showed high specificity and was demonstrated by
indirect immunofluorescence assay that this protein is located in the nucleus,
and confirmed by western blot with nuclear extract fraction of the parasite.
Through immunoprecipitation assays in untreated parasites, parasites treated
with rapamycin and subjected to nutritional stress and subsequent analysis by
mass spectrometry, we identified the protein complexes that associate with
FKBP12 protein. Proteins like Hsp90, H2A, ribosomal proteins and RNA binding
were identified, thus demonstrating that the FKBP12 protein is involved in
ribosome biogenesis, modification of chromatin structure and mRNA transport.
It was also seen that the process of translation seems to be affected after
treatment with 5 mg/mL rapamycin, because there was a reduction of proteins
involved with this event identified in immunoprecipitation experiments. The
knock-out was conducted of an allele of the FKBP12 protein gene and its
confirmation will still be held. The fractionation of protein extracts of parasites
sucrose gradient showed the mobilization of ribosomal protein S6 polysomal
fraction to light fractions, where the parasites were treated with rapamycin and
subjected to nutritional stress. This result suggests that under these conditions
the TOR pathway is inhibited, and the ribosomal protein S6, one of the targets
of this pathway is not phosphorylated, thus affecting the process of cell

translation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma cruzi

1.1.1 HISTORIA E TAXONOMIA

A Doenca de Chagas foi descrita pela primeira vez em 1909 pelo
cientista brasileiro Carlos Chagas (CHAGAS, 1909), enviado por Oswaldo Cruz
a frente de construcdo da ala mineira da Estrada de Ferro Central do Brasil em
Lassance (MG), para estudar uma doenca que acometia os trabalhadores da
regido. A partir desse momento, de maneira notavel, ele descreveu o parasita
causador da doenca, os vetores (insetos hematéfagos comumente conhecidos
como “barbeiro”), o ciclo de vida do parasita e varios aspectos epidemiolégicos,
clinicos e sociais da doenca.

Essa enfermidade tornou-se um dos principais problemas de saude
publica em certas regi6es do Brasil e da América Latina, despertando a
comunidade cientifica para seu estudo e combate. Centros de pesquisa e
universidades brasileiras comecgaram entdo o seu estudo, sendo o Instituto
Oswaldo Cruz (RJ) o pioneiro.

Apesar das pesquisas ja durarem mais de um século, com importantes
avancos no conhecimento da doenca, ainda ndo existe uma vacina ou um
tratamento eficaz para a fase cronica da doenga (WHO, 2010) e os métodos de
diagnostico ainda ndo chegaram ao nivel de precisdo, custo e acessibilidade
desejaveis. Além disso, este organismo apresenta caracteristicas peculiares
guando comparados a outros eucariotos o que os torna um étimo modelo de
estudo de questdes bioldgicas basicas.

Na classificacdo taxondémica, o Trypanosoma cruzi pertence ao reino
Protozoa e ordem Kinetoplastida. Essa ordem apresenta como caracteristicas a
presenca de uma estrutura proeminente, conhecida como cinetoplasto que
corresponde a uma condensacdo de DNA localizado no interior de uma
mitocdndria Unica e ramificada por todo o corpo do parasita (TEIXEIRA et al.,
2011) e ainda a presenca de glicossomas, organelas parecidas com
peroxissomos onde estdo compartimentalizadas varias vias metabdlicas, tais
como a maior parte das enzimas da via glicolitica (revisto por MICHELS et al.,

2006). A familia Trypanosomatidae contém diversos géneros, dentre eles se
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destacam os géneros Trypanosoma e Leishmania) género Trypanosoma inclui
além do Trypanosoma cruzi outros protozoéarios de importancia médica como o
Trypanosoma brucei rhodesiense e o0 Trypanosoma brucei gambiense,
causadores, no homem, da doenca do sono e presentes na Africa Oriental e
Ocidental, respectivamente (DUMAS, 2000).

1.1.2 CICLO DE VIDA DO Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi apresenta um ciclo de vida complexo, envolvendo
hospedeiros mamiferos e insetos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae.
Como os ambientes em que o T. cruzi se desenvolve sdo distintos em suas
caracteristicas fisico-quimicas, este desenvolveu estratégias ao longo da
evolucdo que o permitiram lidar com essas diferencas. Muitas caracteristicas
do parasita como morfologia, ciclos metabdlicos, expressao diferenciada de
moléculas internas e de superficie, capacidade de infeccdo, de multiplicacéo,
entre outras, devem ser reprogramadas a cada novo ambiente. Com base
nestas mudancas, o T. cruzi apresenta em seu ciclo de vida trés estagios de
vida bem caracterizados: epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. Estas
formas evolutivas podem ser visualizadas na Figura 01. H4 ainda as formas
variantes, mais facilmente observadas durante a transicdo entre os estagios
evolutivos e ainda pouco estudadas.

Conforme jA mencionado, 0s estagios evolutivos diferenciam-se entre si
de acordo com diversos critérios e 0 mais utilizado e de maior facilidade de
percepcdo ao microscépio € o morfoestrutural. Com base na forma e na
distribuicdo do cinetoplasto em relacdo ao nucleo, pode-se designar o parasita
observado a um dos trés estagios mencionados: epimastigotas, medindo entre
20 e 40 ym, possui a maior parte do flagelo desprendida do corpo celular e o
cinetoplasto posicionado anteriormente em relagdo ao nacleo; tripomastigotas,
medindo aproximadamente 25 ym de comprimento e 2 um de diametro,
possuem o0 cinetoplasto posterior ao nucleo e a maior parte do flagelo
concorrendo ao corpo celular; amastigotas, apresentando forma arredondada e
com flagelo muito curto, quase imperceptivel, medem cerca de 5 pym de



diametro (TEIXEIRA, 2011; TYLER e ENGMAN, 2001). Estas e outras
caracteristicas celulares podem ser vistas na Figura O1.
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Figura 01. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. A) Epimastigota. B) Tripomastigota
metaciclico. C) Amastigota.
Fonte: Atlas Didatico — Ciclo de Vida do Trypanosoma cruzi, 2011.



A Figura 02 ilustra o ciclo de vida do T. cruzi. A contaminacdo de um
mamifero, que pode ser um humano, é dada quando um inseto hematéfago
infectado da subfamilia Triatominae pica o hospedeiro mamifero para se
alimentar.

Neste processo, o inseto pode defecar e urinar, depositando sobre a

pele ou mucosa do mamifero a forma tripomastigota metaciclica, infectiva e

ndo replicativa (@). Pelo reflexo de cocar dos mamiferos, os tripomastigotas

metaciclicos acessam mais facilmente a circulagdo sanguinea, e invadem
outras células do hospedeiro (). Inicialmente, o parasita € mantido em um
compartimento denominado vacuolo parasitéforo, mas em seguida, escapa
deste para o citoplasma, onde se diferencia na forma amastigota e se multiplica

por fissdo binaria, podendo tomar todo o citoplasma (®). Em geral, os

amastigotas se diferenciam na forma tripomastigota antes da célula hospedeira
ser rompida pelo excesso de parasitas (@). Assim, ha o surgimento de uma
forma intermediaria designada por alguns autores como epimastigote-like, por
se assemelhar morfologicamente, e por outros critérios, a forma epimastigota,
porém, de menor tamanho (FAUCHER et al., 1995; ALMEIDA-DE-FARIA et al.,
1999).

Esses tripomastigotas infectam novas células dando origem a um ciclo

particular no hospedeiro mamifero (). Eles também podem ser sugados pelo

inseto vetor durante o repasto sanguineo (@), indo parar na porgdo anterior de

seu intestino. Neste novo ambiente, os tripomastigotas se diferenciam em

epimastigotas (@) podendo passar pelos estagios amastigota e esferomastigota

(TYLER e ENGMAN, 2001). Quando alcangam a porg¢ao posterior, comegam a

multiplicar-se por divisdo binaria (®), podendo aderir-se as células intestinais

via hemidesmossomos (ZELEDON, 1997, TEIXEIRA, 2011). Ao chegarem a
ampola retal, os epimastigotas aderem-se por hidrofobicidade a cuticula cerosa
gque recobre a parede desta regidao. Este evento tem sido considerado
importante no disparo da metaciclogénese (BONALDO et al., 1988;

KLEFFMANN et al., 1998), assim como o estado nutricional do inseto vetor, a
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cepa de T. cruzi em questao, o pH e a osmolaridade do meio, a presenca de
soro de mamifero e de componentes da hemolinfa, e o AMP ciclico
(GONZALEZ-PERDOMO et al., 1988). Uma vez completada a diferenciacéo

(®), os tripomastigotas metaciclicos se soltam da cuticula, podendo ser

eliminados na urina ou fezes do inseto em seu préximo repasto sanguineo.

Figura 02. Esquema do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.

Fonte: TDR/Welcome Trust (com modificacdes).

1.1.3 A METACICLOGENESE

As diferentes formas do T. cruzi durante seu ciclo de vida diferem em
nivel morfolégico, ultraestrutural, funcional, bioquimico, fisiolégico e de
expressdo génica. Essas alteracbes sao resultados de uma reprogramacéo
génica feita pelo parasito em resposta a uma variedade de estimulos, como
disponibilidade ou ndo de nutrientes e fatores de crescimento, mudancas de
temperatura, pH, osmolaridade, entre outros. A obtencéao das formas evolutivas
do T. cruzi em laboratério tem permitido o estudo mais aprofundado de cada
uma delas, e para isso, diversos protocolos foram desenvolvidos para a

geracgéao de tripomastigotas e amastigotas.



A metaciclogénese (CONTRERAS et al., 1985) tém sido utilizada para
obter a forma tripomastigota. Este tipo de abordagem tem também possibilitado
o estudo de diversos aspectos da transicdo entre os estagios evolutivos.

Como dito anteriormente, a metaciclogénese do T. cruzi ocorre
naturalmente na porgéo final do intestino do inseto vetor decorrente das novas
condicdes fisico-quimicas encontradas pelo parasita neste novo ambiente.
Dentre tais condi¢bes destacam-se as mudangcas na composi¢cao nutricional e
na disponibilidade de mitégenos e fatores de crescimento. A metaciclogénese é
reproduzida em laboratério através do uso do meio TAU3AAG (Triatomine
Artificial Urine - urina artificial de barbeiro suplementado com acido aspartico,
acido glutdmico, prolina e glicose), que busca mimetizar as condi¢gbes
encontradas no intestino do barbeiro. A ades&o do parasita ao substrato (neste
caso o plastico da garrafa de cultura) mostrou-se fundamental para a
metaciclogénese in vitro (BONALDO et al.,, 1988), assim como a adesdo a
membrana perimicrovilar o é in vivo (GONZALEZ et al., 2006; ALVES et al.,
2007). Epimastigotas em inicio de fase estacionaria de crescimento sao
submetidos a estresse nutricional (em meio TAU) e entao transferidos para o
meio TAU3AAG, onde parte da populagdo se diferencia em tripomastigotas
metaciclicos, perde a adeséo a garrafa e passa ao sobrenadante da cultura.

Em situagéo semelhante de escassez de nutrientes e privacao de fatores
de crescimento, as células eucaridticas em geral, chegam ao ponto em que
algumas possibilidades se apresentam: podem entrar em autofagia e comecar
a consumir o préprio citoplasma na tentativa de prover 0s nutrientes
necessarios para manter as reacdes essenciais, aumentando as chances de
sobrevivéncia caso haja um novo fornecimento de nutrientes; podem entrar em
apoptose (no caso de organismos multicelulares) e morrer sem que haja o
disparo de resposta inflamatéria por parte do organismo; ou podem entrar em
processo de diferenciagéo (se houver), que acaba impulsionando-as a um novo
estagio de seu ciclo de vida, capaz de lidar com as novas condi¢des impostas
pelo meio.

No caso do T. cruzi, as formas tripomastigotas metaciclicas sdo mais
resistentes a ambientes com caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas
potencialmente adversas. O parasita, ap0s deixar o interior do hospedeiro
invertebrado, passa um periodo exposto ao ambiente, se transfere para o
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interior de um mamifero e, em seguida, para o interior das células desse novo
hospedeiro. Os metaciclicos precisam ser capazes de sobreviver a esses
novos ambientes até o ponto de, no interior da célula, diferenciar-se em
amastigotas, levando a multiplicacdo do parasita e seu estabelecimento em
mais um organismo. Tal estratégia tem se mostrado bem sucedida, garantido
ao T. cruzi notavel sucesso evolutivo, com vasta quantidade e variedade de
hospedeiros em potencial (CONTRERAS; MOREL; GOLDENBERG, 1985a;
AVILA et al., 2001).

1.2 EXPRESSAO GENICA EM TRIPANOSSOMATIDEOS

1.2.1 ORGANIZACAO GENOMICA

A diversidade genética do T. cruzi tem sido observada jA ha algum
tempo através de diferentes abordagens, como busca por marcadores
enzimaticos, polimorfismos no tamanho de fragmentos de restricdo do kDNA,
cariétipos moleculares, fingerprints de DNA, entre outros (MILES, 1983;
MOREL et al., 1980; HENRIKSON et al., 1993; MACEDO et al., 1992). Com
base nestas andlises, o T. cruzi pode ser classificado em dois grupos: os
integrantes do grupo 1 estédo envolvidos no ciclo de transmissao selvagem e na
infeccdo de marsupiais; os do grupo 2 estdo associados ao ciclo domestico,
transmissdo e a infec¢cdo dos outros mamiferos (FERNANDES et al., 1998;
ZINGALES et al., 1998). Essa diversidade também se aplica a quantidade total
de material genético, que pode variar em mais de 100% entre cepas e até
mesmo entre clones derivados da mesma cepa (KOOY et al, 1989;
THOMPSON e DVORAK, 1989; MCDANIEL e DVORAK, 1993).

O genoma do T. cruzi é marcado por conter varias sequéncias de DNA
repetidas em tandem. Tais sequéncias sao compostas por genes codificadores
de proteinas, como as que formam o glicocéalice do parasita, e cuja localizacao
pode ser dispersa pelo genoma e em areas mais especificas como as regides
subteloméricas. Outros membros deste grupo sdo os genes que codificam os
diferentes tipos de RNA e as proteinas constitutivas (housekeeping) como
histonas, tubulina, actina, entre outras. Sequéncias repetitivas também sao

caracteristicas para os elementos de transposi¢do (como 0s retrotransposons),
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micro e minisatélites, e sequéncias intercalantes. No genoma, ha ainda aqueles
genes codificadores de proteinas de cépia Unica, além de sequéncias que
atuam como espacadores ou conectores. Elas podem estar situadas tanto
entre 0s genes codificadores de proteinas quanto entre os genes codificadores
de RNA.

Além do DNA nuclear, o T. cruzi possui o DNA de sua Unica mitocéndria,
ou kDNA, que forma uma estrutura celular caracteristica da ordem
Kinetoplastida, o cinetoplasto. Tal estrutura é composta por algumas ddzias de
maxicirculos de aproximadamente 23 kpb e por milhares de minicirculos
contendo por volta de 1,4 kpb, todos concatenados formando uma rede
complexa. O kDNA representa 10 a 15% do DNA total da célula (LUKES et al.,
2002; JUNQUEIRA et al., 2005). Os maxicirculos contém parte dos genes
responsaveis por manter as fun¢des da mitocéndria (WESTEMBERGER et al.,
2005). Muitos deles sofrem regulacdo pos-transcricional num processo
conhecido como edi¢do de RNA, no qual a molécula de mRNA sofre adig&o ou
delecdo de uma ou mais residuos de uridina (SIMPSON et al.,, 2004). Os
minicirculos se encarregam de codificar os RNA guia, pequenos transcritos que
servem de molde para a edicdo dos mRNAs mitocondriais. Outra caracteristica
dos minicirculos é sua capacidade de se integrar ao genoma do hospedeiro e
agir como um fator mutagénico (TEIXEIRA et al., 1991; SIMOES-BARBOSA et
al., 1999), podendo estar relacionado a patologia na doenca de Chagas (NITZ
et al., 2004).

Os cromossomos do T. cruzi tém a caracteristica de ndo se condensar
durante a divisdo celular, o que inviabiliza seu estudo por métodos
convencionais de citogenética, amplamente aplicados a eucariotos superiores.
Com o desenvolvimento da eletroforese de campo pulsado, essa barreira foi
superada, permitindo a separagdo de cromossomos inteiros. Somado a isso, a
associacdo de técnicas de hibridizacdo usando diferentes sondas de DNA
permitiu a obtencdo de caridtipos moleculares e a observacdo de que o
tamanho, o niumero de bandas dos cromossomos e a localizagdo dos genes
nestes, variam grandemente entre cepas e clones de T. cruzi, evidenciando a
alta plasticidade deste genoma (GIBSON e MILES, 1986; AYMERICH e
GOLDENBERG, 1989; WAGNER e SO, 1990; CANO et al., 1995). Essa
plasticidade se evidencia no carater hibrido e aneupldide do T. cruzi, que pode
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conferir mecanismos de sobrevivéncia ao estresse ambiental, promover
heterogeneidade intra-especifica e gerar a diversidade observada na doenca
de Chagas (MCDANIEL e DVORAK, 1993). Apesar de tantas mudancas, o
cariétipo do clone Dm28c se mostrou praticamente inalterado nas formas
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas, indicando que ndo ha rearranjos
aparentes nos cromossomos deste clone nesta parte do ciclo de vida do
parasita. Além disso, este trabalho demonstrou pela primeira vez a auséncia de
mini-cromossomos em T. cruzi (AYMERICH e GOLDENBERG, 1989). Tais
estruturas sdo abundantes em T. brucei, havendo aproximadamente 100 mini-
cromossomos com tamanho entre 50 e 150 kbp (WILLIAMS et al., 1982; VAN
DER PLOEG et al., 1984a). Nelas, ha repeticées de varios tipos de sequéncias
encontradas nos cromossomos maiores, inclusive sequéncias de regides
teloméricas (DE LANGE et al., 1983) e subteloméricas (BLACKBURN e
CHALLONER, 1984; VAN DER PLOEG et al.,, 1984b). Os unicos genes
conhecidos presentes nos mini-cromossomos sao os da VSG, apesar de néo
serem transcritos a partir desta estrutura (BORST, 1986). Sugere-se que 0S
mini-cromossomos estejam envolvidos no aumento do repertério dos genes da
VSG (VAN DER PLOEG et al., 1984a), uma vez que nao estdo presentes em
flagelados da ordem Kinetoplastida que ndo langam mao do processo de
variagdo antigénica semelhante ao do T. brucei (VAN DER PLOEG et al.,
1984c).

Andlises de densitometria, baseados em cari6tipos moleculares feitos
com o DNA da cepa CL Brener, estimaram que o tamanho do genoma nuclear
diploide é de aproximadamente 87 mpb, com 64 cromossomos de tamanhos
entre 0,45 e 4,0 mpb, cabendo frisar que os métodos empregados nestas
medic¢Oes tinham limitagdes na precisdo reconhecidas pelos proprios autores
(CANO et al., 1995). Tal dado contrasta com resultados anteriores obtidos
através de andlise por microfluorimetria direta, que sugerem um tamanho entre
94 e 150 mpb (KOOQY et al., 1989). Num outro estudo, em que foram testadas
diferentes condicbes de separacdo e hibridizagdo com marcadores
cromossomais, o nimero de cromossomos foi estimado em torno de 40, cujos
tamanhos também ficavam entre 0,45 e 4,0 mpb (HENRICKSSON et al., 1995).

Com a publicacdo da sequéncia do genoma do T. cruzi (baseada na
cepa CL Brener), seu tamanho foi revisto para aproximadamente 110 mpb no
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genoma diploide (EL SAYED et al., 2005) e o carater hibrido de sua origem,
reforcado. A andlise dos genes anotados indicou a presenca de dois haplotipos
ao se comparar os contigs com dados do genoma da cepa Esmeraldo (EL
SAYED et al., 2005).

Conforme ja visto, as cepas de T cruzi sédo divididas em grupo | e Il, de
acordo com os hospedeiros que infectam. Estes grupos, por sua vez, estao
divididos em subgrupos, em que um ou mais membros podem ter dado origem
a outras cepas em outros subgrupos, formando cepas hibridas. Assim, a cepa
Esmeraldo € membro do subgrupo T. cruzi llb, um dos progenitores do
subgrupo lle, ao qual pertence a cepa CL Brener (ZINGALES et al., 1997). A
origem deste subgrupo é reconhecida por varios autores (MACHADO e AYALA,
2001; GAUNT et al., 2003; BRISSE et al., 2003) como sendo um hibrido entre
os subgrupos IlIb e llc. O subgrupo lic por sua vez é aparentemente um hibrido
derivado do grupo T. cruzi | (WESTENBERGER et al., 2005). Tais observacoes
sugerem a participacdo de varios progenitores durante a evolugcdo das cepas
hibridas de T. cruzi.

Outra caracteristica marcante no genoma do T. cruzi sdo as sequéncias
repetitivas de DNA. Elas representam pelo menos 50% de todo o genoma e
sdo formadas principalmente pelas familias de genes que compdem as
proteinas de superficie, como as proteinas de superficie associadas a mucina
(MASP), as mucinas, os integrantes da superfamilia das trans-sialidases e as
glicoproteinas de superficie gp63. Esses genes totalizam 18% dos genes
codificadores de proteinas no T. cruzi. Estdo também incluidas neste grupo de
sequéncias repetitivas as repeticdes subteloméricas e os elementos de
transposicdo. Estes, respondem por 5% dos doze mil genes estimados no
genoma hapléide do T. cruzi. Conforme visto em outros tripanosomatideos,
grande parte destes genes encontra-se disposta em extensas unidades
repetitivas formadas por até centenas de cépias, resultando num padrdo onde
a fita codificante se alterna em grandes blocos (EL SAYED et al., 2005).
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1.2.2 TRANSCRICAO, EXPRESSAO E REGULACAO GENICA EM
TRIPANOSSOMATIDEOS

A maturacéo dos transcritos em parasitas da ordem Kinetoplastida, entre
eles os tripanossomatideos, difere da maioria dos eucariotos (CLAYTON,
2002). As regibes codificadoras estdo ordenadas em grupos em uma mesma
fita de DNA e na quase totalidade dos casos néo apresentam interrupgcdes por
introns, com excecdo do gene que codifica para a enzima poli-A polimerase,
relatado em T. cruzi e T. brucei (MAIR et al., 2000). A transcrigdo resulta na
formacdo de RNAs denominados policistronicos que contém a informacao de
diversos genes, 0s quais ndo possuem necessariamente func¢des relacionadas
(JOHNSON; KOOTER; BORST, 1987; TEIXEIRA; DAROCHA, 2003). Uma
peculiaridade neste processo é que genes de um mesmo transcrito
policistrbnico podem ser expressos em niveis diferentes, ressaltando a
importancia de mecanismos pds-transcricionais no controle da expressao
génica (revisto por VANHAMME e PAYS, 1995; CLAYTON e SHAPIRA, 2007).

Outra peculiaridade inclui a diferenca observada entre as RNA
polimerases dos tripanossomatideos em relagdo as de eucariotos superiores
gue séo as alteracdes na extensédo C-terminal da RNA polimerase Il (auséncia
das repeticdes em tandem de heptapeptideos nos tripanossomas). Ha também
a susceptibilidade das RNA polimerases dos tripanossomatideos a diferentes
concentragbes de inibidores como a a-amanitina, o que auxilia no estudo
funcional destas enzimas T. brucei e T. cruzi, por exemplo (LAUFER et al.,
1999; CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003; DOSSIN; SCHENKMAN, 2005).

Anteriormente ao inicio da tradugdo, os transcritos policistrénicos
requerem processamento para gerar RNAs mensageiros (mRNAs) maduros e
individualizados referentes aos respectivos genes. Neste caso, 0
processamento é decorrente de um evento denominado trans-splicing que
adiciona uma sequéncia conservada na extremidade 5° de cada mRNA e da
adicdo de uma cauda de adeninas (poli-A) na extremidade 3" (LIANG et al.,
2003). O trans-splicing foi inicialmente caracterizado em tripanossomatideos
em estudos sobre glicoproteinas variaveis de superficie (VSGs) de T. brucei,
guando foi observado que os mRNAs apresentavam aproximadamente 39
nucleotideos observados na extremidade 5, denominada entdo de sequéncia
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lider - spliced leader (SL), ou mini-exon (BOOTHROYD; GROSS, 1982;
NELSON et al., 1983). Posteriormente, a presenca de sequéncias homologas
de SL foram observadas em transcritos de outros tripanossomatideos como T.
cruzi e Leptomonas collosoma (NELSON et al., 1983; DE LANGE et al., 1984).
O SL origina-se de um transcrito de aproximadamente 141 nucleotideos e é
adicionado na porcdo 5 da sequéncia codificante presente nos RNAs
policistronicos precursores, originando unidades monocistronicas que seréo
traduzidas (VAN DER PLOEG et al.,, 1982). Como pode ser observado na
Figura 03, uma porcéo rica em polipirimidinas, crucial para o processo de trans-
splicing, esta localizada na regido intergénica que precede o sitio de adicdo de
SL do pré-mRNA (HUG et al., 1994). A adicdo de SL é direcionada pela regido
aceptora de SL-RNA que possui o dinucleotideo AG na regido 3" da regido do
RNA policistrénico primario que serd removida (LEBOWITZ et al., 1993;
MATTHEWS; TSCHUDI; ULLU, 1994). Sabe-se também que a conservacao da
distdncia entre a regido aceptora - 3’AG - e a regido de poliadenilacdo é
importante para que o0 processamento ocorra corretamente, revelando assim o
papel de regibes intergénicas na regulagdo do trans-splicing (revisto por
TEIXEIRA, 1998) e consequentemente na expressdo génica nestes
organismos.

As caracteristicas peculiares na estrutura de genes e transcricdo do
RNA fazem com que a regulagdo da expressdo génica em tripanossomatideos
seja praticamente, se ndo exclusivamente pds-transcricional, diferente da
maioria dos eucariotos superiores, onde é evidente a importancia de um
controle transcricional complementando os controles em nivel poés-
transcricional. Neste Ultimo caso, proteinas de ligacdo a RNA (RBPs) possuem
um papel principal (revisto por DREYFUSS; KIM; KATAOKA, 2002) e originam
complexos ribonucleoproteicos (MRNPs) que direcionam o mRNA ao
citoplasma para traducao ou degradacao (KEENE, 2001). Além disso, as RBPs
participam de diferentes eventos moleculares como splicing alternativo,
poliadenilagdo, exportacao, localizacdo, traducéo e estabilidade de mRNAs
(revisto por GLISOVIC et al., 2008).
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Figura 03. Mecanismo de trans-splicing. Estéo indicadas a regido 5 GU no sitio de clivagem
do SL-RNA e a regido aceptora 3'AG presente no pré-mRNA. BP: ponto de ramificacéo. Py:
regido rica em polipirimidina.

FONTE: LIANG et al., 2003

Os tripanossomatideos também possuem proteinas de ligacdo a RNA
como protagonistas na regulagdo da expressdo génica (D'ORSO,
DEGAUDENZI; FRASCH, 2003, DEGAUDENZI; FRASCH; CLAYTON, 2005,
CARO et al., 2006), como por exemplo, PABP1, TcUBP1, TcSR, p34 e p37
(revisto por D"ORSO, DEGAUDENZI; FRASCH 2003). De modo geral, estas
proteinas reconhecem sequéncias presentes nas regides nao traduzidas
localizadas na extremidade 3"de mRNAs denominadas de 3'UTR.

Ensaios com gene repoérter luciferase mostraram que a sequéncia 3'UTR
de diferentes genes estagios-especificos, como gp72, gp85 e gp82, podem
alterar os niveis de expressdo de luciferase. Por exemplo, as inser¢cbes de
3'UTR dos genes estagios-especificos gp72 e gp85 resultaram em diminui¢ao
dos niveis de transcritos em epimastigotas, promovendo a instabilidade ou
maturacdo ineficiente do mRNA (NOZAKI; CROSS, 1995). Em mamiferos, a
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estabilidade de mRNAs é regulada em parte por um elemento desestabilizador
rico em AU na regido 3'UTR, denominada ARE — AU rich element (CHEN;
SHYU, 1995). Da mesma forma, elementos estaveis ricos em U — UREs,
estrutural e funcionalmente relacionados aos AREs, foram encontrados na
regido 3'UTR de diferentes transcritos de T. brucei, que séo estaveis na forma
prociclica mas instdveis na forma sanguinea (revisto por CLAYTON e
SHAPIRA, 2007), bem como em alguns mRNAs de T. cruzi (D"ORSO,
DEGAUDENZI; FRASCH, 2003) e de Leishmania (revisto por HAILE;
PAPADOPOULO, 2007).

Existem vérias evidéncias para o papel de elementos presentes em
moléculas de mMRNA e de RBPs no controle da estabilidade e traducdo de
MRNA em tripanossomatideos, contudo, pouco foi publicado até o momento
guanto a maquinaria € mecanismos envolvidos com outros eventos poés-

transcricionais.

1.3 SENSORES NUTRICIONAIS E AVIATOR

Os mecanismos de sinalizagdo celular responsaveis por detectar a
presenca de nutrientes e fatores de crescimento no meio, bem como a maneira
como a célula responde a tais estimulos tém sido estudados em diversos
organismos. Uma das vias mais conhecidas é a da PI3K (3-fosfatidil-inositol
kinase), que controla o crescimento celular (KOZMA e THOMAS, 2002;
OLDHAM e HAFEN, 2003), proliferacao, diferenciacao entre outras (Figura 04).
Em mamiferos, fatores de crescimento, como a insulina atuam ativando essa
enzima, que fosforila a hidroxila da posicdo 3' do composto inositol-4,5-
bisfosfato da molécula de fosfatidilinositol, gerando fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3) (MA e BLENIS, 2006).
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Figura 04. Cascata de sinalizacdo dependente das quinases da via TOR. Complexo TOR1
(mTORC1 em mamiferos), contém uma proteina reguladora - associada a TOR (RAPTOR) e é
sensivel a rapamicina. TORC1 responde a disponibilidade de nutrientes e regula o crescimento
celular e proliferacdo. A insulina ou fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1)
sinaliza (11S) ativando a cascata com TORC1 em suas funcdes de regulacéo de crescimento. A
fosfoinositol 3 quinase (PI3K) pode ser ativada pelo IIS e, por sua vez ativar Akt, que fosforila
esclerose tuberosa 2 (TSC2). Isto remove a inibicdo mediada pelo homdlogo Ras enriquecido
no cérebro (Rheb) em TSC2, permitindo que Rheb ative TORC1. Em condi¢cdes de baixa
disponibilidade de nutrientes, AMP proteina quinase ativada (AMPK) promove a repressdo em
Rheb mediada por TSC1-TSC2. O alvo a jusante de TORCL1 é a S6 quinase 1 (S6K1), que
promove o crescimento celular e a proliferacdo mas também pode controlar negativamente o
IIS. Uma sinalizacdo paralela é também fornecida por TORC2, que fosforila Akt. IRS1,
substrato do receptor da insulina 1; Ptdins(4,5)P2, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; Ptdins (3,4,5)
P3, fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; rictor, parceiro de TOR insensivel a rapamicina.

Fonte: BURTNER e KENNEDY, 2010.

Varias enzimas que integram cascatas sinalizadoras possuem dominios,
como o dominio homélogo a plecstrina, que reconhecem e se ligam a PIP3
como etapa crucial na transmisséo de sinal. Dentre elas podem ser citadas a
proteina quinase 1 dependente de PIP3 (PDK1) e a proteina quinase B,
também conhecida como Akt. Ambas sao recrutadas para a face intracelular da

membrana plasmatica, onde PDK1 fosforila Akt e dispara uma cascata de
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sinais que termina por fosforilar a proteina kinase S6K. Tal enzima fosforila
varios residuos do polipeptideo ribossomal S6, aumentando a capacidade do
mecanismo de traducdo celular. Outro alvo bem investigado desta via é a
proteina 4EBP1, que se liga ao fator de iniciacdo da transcricdo em eucariotos
4E (elF4E). Este fator reconhece a estrutura do CAP na regido 5 da maioria
dos mRNA eucarioticos, dando inicio a traducdo. A fosforilagdo de 4EBP1
resulta na dissociacdo de elF4E liberando-o para iniciar a tradugao (MA e
BLENIS, 2009). Essa cascata de sinalizagdo pode ser visualizada na Figura 05.

Uma das vias de sinalizacdo mais estudadas nos ultimos anos € a via
TOR, um importante sensor nutricional presente em eucariotos. A principal
proteina da via foi descoberta em leveduras mutantes resistentes ao efeito
inibitério de crescimento da droga rapamicina (um composto antifungico
produzido por Streptomyces hygroscopicus e analogo ao antibiético macrolideo
FK506), sendo assim denominada TOR (target of rapamycin).
Simultaneamente, foi demonstrado que o efeito da rapamicina é dependente de
sua interacdo com a proteina FKBP12 e esta, por sua vez, interage com a
proteina TOR, impedindo o acesso da mesma aos seus substratos
(WULLSCHLEGER et al., 2006).

Essa via conta com uma série de proteinas quinases atuantes na
transmissao de sinais extracelulares, mais especificamente, na deteccédo de
nutrientes e fatores de crescimento presentes no meio. Tais proteinas possuem
em sua porcdo C-terminal uma regido com alta homologia ao dominio catalitico
da PI3K, o que as levaram a ser denominadas quinases relacionadas a
fosfatidilinositol quinase (PIKKS).
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Figura 05. Alvos de fosforilagdo das quinases da via TOR. a) O recrutamento da
subunidade ribossomal 40S para a extremidade 5' do mRNA é um passo fundamental e
limitante da tradugdo. Um ndmero de fatores de iniciagcdo da traducdo, incluindo a ligagcao ao
CAP 5" do fator eucariético de inicio de traducédo 4E (elF4E), possuem um papel essencial
neste processo. Mediada por eventos de fosforilagdo e de transducao de sinal regulam a
funcdo de elF4E. Por exemplo, proteinas de ligacdo 4E (4E- BPs) hipofosforiladas se ligam
fortemente a elF4E, impedindo assim a sua interagdo com elF4G e assim, inibir a traducéo. O
complexo TOR1 (MTORC1) promove indiretamente a fosforilacdo de 4E-BPs, liberando o 4E-
BP de elF4E, resultando no recrutamento de elF4G para o CAP 5' e assim, permitir a iniciagédo
da traducdo. b) Outro fator de iniciagdo bem estudado que é alvo de vias de transducédo de
sinal € o elF4B. A proteina 40S ribossomal S6 quinase (S6K) ou ribossomal S6 quinase (RSK)

promove a fosforilagdo de elF4B, que é recrutada para o complexo de pré-iniciacdo da

tradugcdo fazendo com que a atividade helicase de elF4A aumente. Isto é particularmente
importante para a tradu¢cdo de mRNAs que contém as sequéncias da regido ndo traduzida 5'
estruturadas na forma de “grampos”, pois o desenrolar destas estruturas de RNA é necessario
para o eficiente encaixe da subunidade 40S no cédon de iniciagcdo. GF, factor de crescimento.
Fonte: MA e BLENIS, 2009.

As PIKKs estdo envolvidas em diversos fenbmenos como controle do
crescimento celular, regulagdo do ciclo celular e regulacdo do ponto de
checagem de danos do DNA, e tém preferéncia por fosforilar residuos de
serina e treonina de suas moléculas alvo (BRUNN et al., 1997; BURNET et al.,
1998; ISOTANI et al., 1999).
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Homologos de TOR tém sido descritos em diversos organismos como
mamiferos (BROWN et al., 1995), Drosophila (OLDHAM et al., 2000; ZHANG et
al., 2000), Caenorhabditis elegans (LONG et al.,, 2002), Cryptcococcus
neoformans (CRUZ et al., 1999) e Arabidopsis thaliana (MENAND et al., 2002),
sugerindo que esta quinase se apresenta conservada evolutivamente. Através
das respostas celulares induzidas pela rapamicina, varios alvos de TOR foram
identificados em mamiferos, fornecendo um panorama dos diferentes
processos em que ela esta envolvida. Dentre os alvos podem se destacar:
substrato receptor de insulina 1 (IRS-1) (HARTMAN et al., 2001; HARUTA et
al., 2000; TAKANO et al., 2001); glicogénio sintase (AZPIAZU et al., 1996;
BROWN et al., 1994), proteina de ligag&o citoplasmética 170 (CLIP-170) (CHOI
et al.,, 2000; CHOI et al., 2002); proteina kinase do fator de elongacao
eucaridtico 2 (eEF2) (REDPATH et al.,, 1996); fator 1a induzido por hipdxia
(HUDSON et al, 2002; TREINS et al., 2002); inibidores de kinases
dependentes de ciclicna p27 e p21 (HUANG et al., 2001; ILYIN et al., 2003);
proteina retinoblastoma (USUI et al., 2000); proteina de ligacdo ao fator 4E de
iniciacdo em eucariotos (4EBP) (GRAVES et al., 1995; LIN et al., 1994); kinase
1 S6 ribossomal (CHUNG et al.,, 1992; PRICE et al., 1992); STAT 3
(YOKOGAMI et al., 2000); Lipina (HUFFMAN et al., 2002), PKCa, 6 e ¢
(PAREKH et al., 1999; SARBASSOV et al., 2004) e proteina fosfatase 2A
(PP2A) (BEGUM e RAGOLIA, 1996; PETERSON et al., 1999).

1.3.1 COMPONENTES DA VIA TOR

Em Saccharomyces cerevisiae foram identificados originalmente os
genes TOR1 e TOR2, que codificam os alvos da rapamicina (KUNZ et al.,
1993). As proteinas tém massa aproximada de 280 kDa, identidade de
sequéncia de 67%, e papel crucial em eventos como iniciacdo da tradugéo,
progresso do ciclo celular, resposta a nutrientes (BARBET et al.,, 1996) e
regulacdo da polarizacdo do citoesqueleto de actina durante o ciclo celular
(SCHMIDT et al., 1997; SCHIMIDT e HALL, 1998; SCHIMIDT et al., 1996). As
trés primeiras fungbes sdo passiveis de inibicdo pela rapamicina e sao

desencadeadas pelo complexo TOR1 (TORC1), resultado da interacdo de
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TOR1 ou TOR2 com as proteinas Kogl (Kontroller of growth), Lst8 (Lethal with
sec thrirteen) e Tco89. A ultima funcéo é exclusiva de TOR2 e nao é afetada
pela rapamicina. Isto se da devido a auséncia de ligacdo entre o complexo
rapamicina-FKBP12 com o complexo TOR2 (TORC2). Este complexo é
resultado da interacdo exclusiva de TOR2 com proteinas como Avol (Adheres
voraciously to Tor2), Avo2, Avo3, Lst8 e Bit6l. A Figura 06 mostra o0s
componentes dos dois complexos TOR presentes em Saccharomyces

cerevisiae bem como de seus alvos.

Nutrientes

Traducéo

|

Organizacéo
Actina

Rapamicina

Transcricéo

Complexos TOR em Leveduras

Figura 06. Complexos TOR1 e TOR2 presentes em Saccharomyces cerevisiae. Complexo
TOR1 contendo TOR1 ou TOR2 com Kogl, Lst8 e Tco89. TORC1 regula uma variedade de
processos incluindo transcricdo, renovacdo de mRNA, renovacdo de proteinas e traducéo.
Todas essas fun¢gbes desempenhadas por TORC1 séo inibidas pela rapamicina. O complexo
TORC2 consiste de TOR2, Avol-3, Bit6l e Lst8. TORC2 regula a organizacdo do
citoesqueleto. Esta € uma funcao especifica de TORC2 e nédo € inibida pela rapamicina.

Fonte: INOKI et al., 2005.

Em mamiferos ha apenas um gene TOR denominado mTOR e que pode
ser visualizado na Figura 7, que forma um complexo funcional com as

proteinas Raptor (Regulatory associated protein of mTor, equivalente a Kogl
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de levedura) e mLst8/GBL (ortdéloga da proteina Lst8 de levedura) (HARA et al.,
2002; KIM et al.,, 2002; KIM et al., 2003), indicando a existéncia de um
complexo mTORC1. Como tais proteinas possuem 0s motivos de interacdo
proteina-proteina WD40 e HEAT repetidos varias vezes, sugere-se que
MTORC1 opere como um centro de ligagéo na sinalizagdo via TOR.

A proteina Raptor tem a capacidade de fazer o complexo fosforilar, de
maneira eficiente, S6K e 4EBP1, enquanto que em sua auséncia, a fosforilagédo
desses substratos € reduzida (HARA et al., 2002). Outra possibilidade é que
MTOR néao fosforile diretamente S6K e 4EBP1, mas que haja quinases ainda
nao descritas cujas atividades dependam de mTOR (BEUGNET, 2003).

Outros eventos atribuidos a Raptor, quando uma reducdo em sua
expressdo é induzida, sédo a diminuicdo da expressdo de mTOR (indicando que
Raptor contribui para a manutencdo de sua estabilidade proteica) e a
diminuicdo do tamanho celular, como consequéncia da menor fosforilagao de
S6K (KIM et al., 2002). Alguns modelos sobre a atuagédo de Raptor tém sido
propostos: um deles sugere que Raptor funcionaria como uma proteina
adaptadora, permitindo a ligacdo entre mTOR e seus substratos (HARA et al.,
2002). Outro grupo demonstrou que na presenca de agentes que inibem a
sinalizacdo por mTOR (por afetar fungbes mitocondriais ou 0 metabolismo
energético) Raptor se liga a este em um estado de alta afinidade, situacdo em
gue a atividade de mTOR seria inibida. Ja quando ha fatores que estimulam a
atividade de mTOR, como aminoacidos, Raptor se liga a mTOR em um estado
de baixa afinidade, aumentando assim a atividade de mTOR (KIM et al., 2002).

A proteina GBL (ou mLst8) por sua vez interage com mTOR dentro de
seu dominio quinase. A regulacdo negativa de sua expressdo inibe a
fosforilacdo de S6K em resposta a aminoacidos e soro. Outro fendtipo
observado € a diminuigdo no tamanho celular. Assim, GBL regula positivamente
a atividade de mTOR favorecendo a interacdo deste com seus substratos. No
entanto, ao contrario de Raptor, GBL néo interage com os tais substratos nem
regula os niveis proteicos de mTOR (KIM et al., 2003). Por fim, acredita-se que
GBL seja necesséria na formagdo do complexo Raptor-mTOR, pois quando
sofre regulacdo negativa, a associagdo entre Raptor e mTOR é diminuida. Ja
guando € superexpressa, essa mesma associacao se estabiliza, aumentando a
atividade quinase de mTOR (KIM et al., 2003).

20



Recentemente, esforgos tém sido direcionados na identificagdo de um
complexo mTOR insensivel a rapamicina. Com isso foi identificado um novo
componente denominado Rictor (Rapamycin-insensitive companion of mTOR),
equivalente a Avo3 de leveduras inclusive por ndo haver a presenca de Raptor.
Estudos tém demonstrado que este complexo desempenha importante papel
ao regular a organizacdo do citoesqueleto, aparentemente situando-se num
nivel acima das GTPases Rho e da PKCa, na cascata de sinais (LOEWITH et
al., 2002; SARVASSOV et al., 2004). Esses distintos arranjos proteicos
dependentes de uma uUnica quinase TOR (MTOR) em mamiferos € melhor
compreendido na Figura 07.

Nutrientes Fatores de Nutrientes
crescimento "

mTORC1 mTORC2

"’

Rapamicina

Tradugao
Organlzagao

Actina

Transcricéo

JAJUN

Complexos TOR em Mamiferos

Figura 07. Complexos TOR1 e TOR2 presentes em mamiferos. A proteina TOR de
mamiferos também forma dois complexos, mTORC1 consiste de mTOR, Raptor e GBL (mLst8).
As fungbes identificadas do complexo mTORC1 sado similares as descritas em leveduras.
Recentemente Rictor (mAVO3) foi identificada como componente de mTORC2. Rictor e GBL
estdo envolvidas na regulacdo da organizagdo do citoesqueleto de um modo insensivel a
rapamicina.

Fonte: INOKI et al., 2005.

21



Outra proteina que deve ser mencionada neste topico é a proteina
FKBP12. Esta proteina ndo é um componente da via TOR mas, como descrito
anteriormente, tem importante papel na inibicdo das quinases desta via (Figura
08). As proteinas da familia FKBP sdo enzimas com atividade de peptidil-prolil
cis-trans isomerase (PPlase) e realizam a isomerizacdo da ligacdo peptidica
entre uma prolina e um aminoacido precedente (ligacdo Xaa-Pro). Apesar da
maioria das ligagfes peptidicas serem encontradas na conformacao trans e as
proteinas manterem este estado energeticamente favorecido, hd uma
significativa minoria (5 - 7% de proteinas) que se modificam para a
conformacao cis com o auxilio dessas enzimas (BELL et al., 2006; KANG et al.,
2008). Além de influenciar a conformagéo das proteinas, esta isomerizagcédo na
extremidade N-terminal da prolina é essencial para o enovelamento da proteina
nascente e esté relacionada com outros aspectos importantes como interacao
protéica, tréfego, localizagéo e atividade (BARIK, 2006).

Os membros da familia das FKBPs existem em todos 0s organismos
desde archebacterias até primatas e ja foram identificadas proteinas de 12 a
135 kDa. Os membros dessa familia com baixo peso molecular apresentam
apenas o dominio de ligagcdo a FK506 (FKBP — FK506 Binding Protein) e a
rapamicina, enquanto aqueles com pesos moleculares maiores possuem outros
dominios e motivos de ligacdo como tetratricopeptideo (TPR), dominio de
ligacdo a calmodulina, transmembrana (TM), sinal de localizagdo nuclear
(NLS), EF Hand e leucina zipper (GALAT, 2000; KANG et al., 2008). O dominio
FKBP apresenta 108 aminoacidos e é responsavel tanto pela atividade de
PPlase quanto de ligacdo a FK506 (KANG et al., 2008). Muitas FKBPs
possuem localizacdo intracelular especifica como citoplasma, nucleo e reticulo
endoplasmatico (BARIK, 2006).

BRASSEUR et al. (2009) identificaram quatro FKBPs de Trypanosoma
brucei (FKBP11l, FKBP12, FKBP21 e FKBP47), as quais foram silenciadas
atravées de RNAIi. Apenas a proteina TbFKBP12 é essencial para a
sobrevivéncia do parasita. A supressdo dessa proteina blogueia a citocinese
impedindo o processo de mitose. Além disso, afeta severamente a motilidade
flagelar. Recentemente, BRASSEUR et al. 2013 caracterizaram a FKBP12 de
T. brucei. Neste trabalho eles descrevem a localizacdo da proteina como sendo
de interacdo ao citoesqueleto, presente especificamente na bolsa flagelar do
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parasita. Sendo assim, a proteina FKBP12 de T. brucei esta envolvida em
processos estagio-especificos de diferenciacdo do parasita devido a sua

interagdo com proteinas do citoesqueleto.
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Nature Reviews | Drug Discovery

Figura 08. Mecanismo de ligacdo FKBP12-rapamicina. A por¢cdo amino terminal do alvo da
rapamicina (TOR) contém repeticdes HEAT em tandem (a-hélices anti-paralelas encontradas
na huntingtina, fator de alongamento 3, PP2A e TOR), que sdo importantes para as interacdes
proteina-proteina. Os dominios FAT e FATC modulam a atividade do dominio quinase; FRB é o
dominio e local de encaixe do complexo FKBP12-rapamicina.

Fonte: BENJAMIN et al., 2011 (com modificacdes).

1.4 ENVOLVIMENTO DE TOR EM EVENTOS CELULARES

TOR tem sido apontado como um importante regulador do tamanho
celular e do controle do inicio da tradugdo. Células de Drosophila contendo o
gene dTOR né&o funcional sdo aproximadamente quatro vezes menores que as
selvagens (GAO et al.,, 2002; OLDHAM et al., 2000; ZHANG et al., 2000).
Resultado parecido é visto em células de mamiferos tratadas com rapamicina,

em que seu tamanho se reduz sensivelmente (FINGAR et al., 2002; INOKI et
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al., 2003). Mediando tais eventos, a quinase S6K tem sido descrita como o
principal alvo de TOR na regulagéo do tamanho celular. Moscas da fruta cuja
enzima S6K apresenta atividade deficiente sdo menores quando comparadas
com as selvagens, inclusive no tamanho das células (MONTAGNE et al.,
1999). Da mesma forma, camundongos nocautes para 0 gene S6K1 tém seu
corpo cerca de 20% menor que os selvagens (SHIMA et al., 1998). Fendtipo
similar foi visto em camundongos tratados com rapamicina e em Drosophila
com mutacéo no gene dTOR (HENTGES et al., 1999; BODINE et al., 2001). No
entanto, a superexpressao induzida de S6K em Drosophila nocautes para
dTOR foi capaz de recuperar a atividade deste gene (ZHANG et al., 2000).
Esses dados colocam S6K como um dos principais alvos de TOR em sua
atividade de regulacao do tamanho celular.

Atuando nos eventos que iniciam a traducdo, TOR fosforila S6K,
ativando a fosforilacdo do polipeptideo ribossomal S6 (PROUD, 2002). Isso
leva ao aumento da traducgéo de certos tipos de mRNA que codificam proteinas
ribossomais e outros reguladores da traducdao (MEYUHAS, 2000), elevando
assim a capacidade de traducgdo da célula como um todo.

Outra fungéo da proteina S6K esta em fosforilar elF4B, e este por sua
vez, presente no complexo de pré-inicio de traducdo, ativa a helicase elF4A
facilitando o processo de traducdo de mRNAs que tem a 5'UTR com muitas
estruturas secundarias (MA et al., 2009).

Experimentos realizados usando rapamicina indicam que S6K é um dos
principais alvos de TOR. Células cuja superexpressdao de mTOR, resistente a
rapamicina, foi induzida continuam apresentando ativacdo da quinase S6K,
mesmo na presenca de rapamicina (BROWN et al., 1995). Ja quando ocorria a
regulacdo negativa de mTOR via SiRNA, verificava-se que a ativagdo de S6K
era reprimida (KIM et al., 2002). De maneira analoga, o uso da rapamicina
também bloqueou a ativacdo de S6K, mesmo que os sinais de estimulo ao
crescimento celular viessem de outras fontes como insulina (PRICE et al.,
1992) ou soro (CHUNG et al., 1992).

A regulacdo da traducdo e o crescimento celular também s&o
dependentes do estado de fosforilagdo da proteina 4EBP1. Quando
hipofosforilada 4EBP1 atua como um repressor da tradugéo, pois sua afinidade
pelo fator de inicio de traducdo elF4E aumenta, impedindo que este reconheca
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e se ligue ao CAP na extremidade 5 dos mRNAs dando inicio a traducéo
(GINGRAS et al., 1999; HAGHIGHAT et al, 1995; LIN et al., 1995;
WULLSCHLEGER et al., 2006; MA et al., 2009). Entretanto, 0 aumento da
fosforilacdo de 4EBP1 por mTOR, diminui a afinidade desta proteina pelo fator
elF4AE, permitindo a ligacdo deste com o fator elF4AG e a montagem do
complexo ativo de inicio de traducdo elF4F (LIN et al.,, 1994; PAUSE et al.,
1994). O tratamento com rapamicina demonstrou que a hiperfosforilagdo de
4EBP1 era reduzida, prevenindo parcialmente sua dissociagcdo de elF4E
(BERETTA et al., 1996; GRAVES et al., 1995; LIN et al., 1995). Em seguida, foi
mostrado que a superexpressdo de mTOR insensivel a rapamicina resultava na
hiperfosforilacdo de 4EBP1 mesmo em presenca de rapamicina (BRUNN et al.,
1997).

Os eventos de crescimento celular e de inicio de traducdo de mRNA
estdo diretamente ligados a producdo e disponibilidade de ribossomos. Para
controlar a geracdo desses ribossomos, mamiferos e leveduras contam com
componentes da via TOR atuando em varios niveis, como transcri¢ao,
processamento de RNA e tradugcdo. A inibicdo da via TOR tanto por
rapamicina, como por estresse nutricional, resulta em regulacdo negativa da
transcricdo de genes codificadores de proteinas ribossomais (CARDENAS et
al.,, 1999; HARDWICK et al.,, 1999; POWERS et al., 1999), tRNA e rRNA
(POWERS et al., 1999; ZARAGOZA, 1998). Conforme jA mencionado, S6K
participa do inicio da traducédo de proteinas ribossomais sem, no entanto, que
esse mecanismo seja exclusivo dessa quinase. Células de camundongos
nocaute para os genes S6K1 e S6K2 continuam a apresentar fosforilagdo do
polipeptideo ribossomal S6 e traducdo de mRNA para proteinas ribossomais,
em resposta a mitbgenos e de maneira rapamicina dependente (PENDE et al.,
2004). Um ponto adicional de controle bem estabelecido de TOR em leveduras
e mamiferos, se da na transcricdo de genes para RNAs ribossomais, que tém
sua atividade rapidamente inibida por estresse nutricional ou rapamicina
(LEICHT et al., 1996; MAHAJAN, 1994; POWERS et al., 1999; ZARAGOZA et
al., 1998). Isso ocorre devido a condensacgédo da cromatina na regido de DNA
ribossomal causada por desacetilacdo de histonas, que resulta em redugéo do
espaco nucleolar (TSANG et al.,, 2003). Além disso, foi visto que a RNA
polimerase | é deslocada do nucléolo, contribuindo para a inibicdo da
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transcricdo dos genes ribossomais e revelando que TOR controla a biogénese
dos ribossomos através de varios mecanismos que sdo dependentes da
cromatina.

Outros dados mostram que TOR, através de S6K e PP2A, também
controla a atividade de um fator de iniciacdo associado a RNA polimerase |
(RNApol | — responséavel pela transcricdo dos genes ribossomais) chamado
TIF-IA (MAYER et al., 2004). O emprego de rapamicina promoveu a diminui¢ao
da fosforilagdo em certa regido desta molécula e aumentou em outra. Como
resultado, TIF-IA acabou sendo dissociada do complexo da RNApol | e
translocada para o citoplasma, suprimindo assim a atividade da polimerase.
Outra forma de TOR regular a transcricdo de genes ribossomais é através da
fosforilacdo, por meio de S6K1, do fator de transcricdo UBF (upstream binding
factor). Quando fosforilado, UBF torna-se capaz de se ligar a SL-1 (basal rDNA
transcription factor) que resulta no aumento da transcricao de DNA ribossomal
e na biogénese dos ribossomas.

A via TOR esta intimamente envolvida no fenbmeno celular da autofagia,
definido pela degradacdo de componentes citoplasmaticos através de trafego
de membranas intracelulares (ABELIOVICH e KLIONSKY, 2001; KLIONSKY e
OHSUMI, 1999) com o objetivo de gerar nutrientes e é ativado em condi¢des
de estresse nutricional e escassez de fatores de crescimento. Foi visto que o
tratamento com rapamicina induz a autofagia, colocando TOR como
participante (NODA e OHSUMI 1998), tanto em mamiferos quanto em
leveduras (MATSUURA et al., 1997). Inserida no processo, encontra-se a
Apgl, uma quinase essencial na ativacao da autofagia através da associacao e
formacdo de um complexo com Apgl3, sob condicdes desfavoraveis ao
crescimento celular. Ela é regulada negativamente por TOR em levedura, ou
seja, se as condi¢des sdo favoraveis, TOR aumenta a fosforilacdo de Apgl3
prevenindo sua associacdo a Apgl, com consequente inibicdo da autofagia
(BLOMMAART et al., 1995; KAMADA et al., 2000; SHIGEMITSU et al., 1999).

TOR atua ainda sobre proteinas participantes de mecanismos que
regulam a concentracdo de aminoacidos na célula. Uma delas € a Nprl
(Ser/Thr nitrogen permease reactivator kinase) que em condi¢cdes de
abundancia de nutrientes é fosforilada por TOR e inativada. Na falta de

nutrientes, € desfosforilada e ativada, o que leva a ativagdo de uma proteina
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denominada Gapl (general aminoacid permease). Por outro lado, o efeito
oposto, ou seja, desativacdo é induzido as permeases Hpl (histidine
permease) e a Tat2 (tryptophan permease) sob a mesma situagao de estresse
nutricional, em que as atividades de tais enzimas sao inibidas em
consequéncia do aumento em sua ubiquitinacdo e degradagédo (BECK et al.,
1999; SCHIMIDT et al., 1998).

1.5 AVIA TOR NO Trypanosoma cruzi

Apesar da via TOR ainda n&o ter sido demonstrada no T. cruzi, em
Trypanosoma brucei apenas um grupo identificou os genes TbTOR1l e
TbTOR2, bem como os ortoldgos de membros dos complexos TORC1 e
TORC2, a saber, KOG1/Raptor e Avo3/Rictor, respectivamente. A principio,
seus papéis continuam os mesmos que em levedura, com TORCL1 controlando
o crescimento e o ciclo celular e TORC2 a polarizacdo da célula e a citocinese.
Foi visto também que 152 nM de rapamicina € capaz de inibir o crescimento de
tripomastigotas sanguineos em 50% (BARQUILLA et al., 2008). Entretanto, o
dado mais interessante € que ao contrario de levedura e demais eucariotos,
rapamicina parece agir apenas sobre TORC2, sem efeito em TORC1
(BARQUILLA et al., 2008). Em outro trabalho, ensaios de deplecéo da proteina
TbTORZ2 faz com que o parasita tenha 0s processos de citocinese, polarizacao
celular e endocitose comprometidos (BARQUILLA e NAVARRO, 2009).

Outra quinase, com alto grau de similaridade com as quinases da via
TOR de outros organismos como mamiferos e leveduras foi identificada no
genoma de T. brucei. Essa quinase denominada de TbTOR-likel é a Gnica com
o dominio PDZ (dominio exclusivo de tripanossomatideos) e foi caracterizada e
funcionalmente descrita como envolvida no controle dos niveis de fosfato e
manutenc¢ao dos acidocalcisomos (DE JESUS et al., 2010).

Recentemente (DIGIROLAMO et al., 2012) identificou in silico possiveis
genes com envolvimento na via TOR em T. cruzi. Por meio deste tipo de
analise e identificagcdo in silico nosso grupo também demonstrou a existéncia
de genes que compdem a via TOR neste parasita, entretanto, a via TOR né&o

foi caracterizada em T. cruzi.
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Portanto, afim de se iniciar a caracterizacédo dessa via em T. cruzi, N0SSO
grupo prop6s o estudo dos genes e proteinas envolvidas com a via TOR. O
envolvimento nesse projeto teve inicio durante a minha iniciagdo cientifica
(2009) em colaboragdo com o Dr Lauro Manhdes, que na época estava
comecando a desenvolver seu pés-doutorado no ICC nessa linha de pesquisa.
Os dados iniciais de andlise do potencial de membrana da mitocondria,
mudancas na ultra-estrutura do parasita sob efeito da rapamicina e de morte
celular foram obtidos anteriormente ao meu envolvimento no projeto e
demonstram a existéncia da via TOR em T. cruzi bem como o seu
envolvimento em alguns eventos celulares importantes.

A fim de verificar o efeito da rapamicina sobre o0 crescimento e
desenvolvimento do T. cruzi, parasitas epimastigotas em fase exponencial de
crescimento foram incubados em meio suplementado com diferentes
concentragbes de SFB e tratados com doses crescentes de rapamicina. Para
cada ponto analisado, testes de viabilidade em citdmetro de fluxo, usando
iodeto de propidio como corante vital foram feitos e o indice de mortalidade de
cada cultura foi calculado descontando o niumero de células mortas do numero
total de células, previamente determinado por contagem em camara de
Neubauer. De acordo com a Figura 09, observa-se que ao cultivar
epimastigotas em meio LIT com 10% de SFB, as maiores concentracdes de
rapamicina provocaram um efeito citostético, diminuindo a concentracdo de
parasitas em aproximadamente 10 e 2 vezes para os tratamentos com 20 e 12
ug/mL de rapamicina, respectivamente, ap0s o terceiro dia. As demais
concentragdes, a saber, 1, 3 e 6 ug/mL ndo causaram efeito na proliferagéo, se
comparado com a condic¢ao controle, em que foi usado apenas DMSO.

Vale ressaltar que a viabilidade das células em todos os tratamentos
estava bem préxima a das células da cultura controle. Assim, para verificar se
este efeito era devido a fator(es) presente(s) no SFB que estariam protegendo
0 parasita dos efeitos do tratamento com rapamicina, foram feitos novos testes
diminuindo a concentracdo de SFB a 1% e até mesmo removendo-o
completamente do meio LIT. Com 1% de SFB em meio LIT, observou-se que
as células se tornavam mais sensiveis as doses maiores de rapamicina, onde
20 pg/mL induzia efeitos citotoxicos, enquanto 12 e 6 pg/mL retardavam o

crescimento em 10 e 2 vezes, respectivamente, se comparadas as demais
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condi¢cbes. Em meio LIT desprovido de SFB o efeito citotoxico das duas
maiores doses de rapamicina foram evidentes. Ja a dose de 6 ug/mL retardou
0 crescimento em aproximadamente 10 vezes, se comparado aos outros
tratamentos. Percebe-se assim que fatores presentes no SFB protegem
epimastigotas dos efeitos da rapamicina, que podem variar de citostaticos a
citotoxicos dependendo da dose de rapamicina e da suplementagdo com SFB.
Interessante também foi notar que mesmo desprovido completamente de SFB,
epimastigotas conseguiram alcancar, em tempo um pouco maior, uma
concentracdo celular semelhante a de culturas contendo 1 e 10% de SFB.
Assim, deste ponto em diante, 0s ensaios com rapamicina foram feitos
utilizando as formas epimastigotas cultivadas em meio LIT sem SFB.

A fim de saber se a rapamicina estava induzindo mudancas no potencial
da membrana mitocondrial, epimastigotas foram tratados com 20 ug/mL de
rapamicina por 6 h, em seguida incubados por 30 minutos com rodamina 123
(r123) e por fim analisados por microscopia de fluorescéncia. A ligacdo de
rodamina 123 a membrana mitocondrial se mostrou afetada pelo tratamento
com 20 ug/mL de rapamicina por 6 h (Anexo | C e D), se comparado com
culturas controle (Anexo | A e B) ou incubadas com baixas concentracdes de
rapamicina (dado ndo mostrado).

Formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram
incubadas por até 48 h com diferentes concentragcbes de rapamicina e
preparadas para microscopia eletronica de transmisséo para avaliacao da ultra-
estrutura celular. Um controle, sem o tratamento com rapamicina também foi
preparado, em que se observam formas caracteristicas de epimastigota, como
corpo alongado, flagelo emergindo da bolsa flagelar, mitocdndria Unica e
ramificada e o cinetoplasto (Anexo Il A). O tratamento com 3 ug/mL rapamicina
induziu o surgimento de diversos vacuolos no citoplasma apés 24 h (Anexo |l
B), com os reservosomas aparentemente se fundindo e sendo internalizados
nesses vacuolos (Anexo Il C), mas com a ultraestrutura mitocondrial
inicialmente intacta (Anexo Il D). Entretanto, apos 48 h, por¢cdes da membrana
dupla mitocondrial foram visualizadas no interior desses vacuolos, sugerindo
mais fortemente a ocorréncia de autofagia (Anexo Il E). Incuba¢cées com 20
Mg/mL de rapamicina por até 24 h revelaram um inchaco proeminente da

mitocondria com desaparecimento de material eletrondenso da matriz (Anexo |l
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G). Tal caracteristica ja era vista em estégios iniciais, com 3 h de incubacéo
(Anexo Il F). Apesar disso, algumas células exibiam cinetoplasto com arranjo
normal do KDNA (Anexo Il F e G).
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Figura 09. Efeito da Rapamicina na proliferagdo e sobrevivéncia de epimastigotas de
Trypanosoma cruzi cultivados em meio LIT suplementado com diferentes concentracdes
de SFB. Legendas: (o) DMSO; (X) Rapamicina 1 pg/mL; (¢0) Rapamicina 3 pg/mL; (m)
Rapamicina 6 pg/mL; (o) Rapamicina 12 pg/mL; (A) 20 pg/mL.

Fonte: MANHAES et al., em preparacao.

Culturas de epimastigotas tratadas com diferentes concentragbes de
rapamicina apresentaram alteragbes morfologicas e presenca de formas
tripomastigotas metaciclicas, sugerindo que o tratamento com a droga poderia
mimetizar um ambiente escasso em nutrientes. Portanto, decidiu-se verificar o
efeito deste composto no processo de metaciclogénese in vitro. Como descrito
anteriormente, a diferenciacdo das formas epimastigotas em tripomastigotas
metaciclicas é disparada por um estresse nutricional, seguido de incubagdo em
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meio TAU3AAG, composto apenas de sais, glicose e dos aminoacidos
glutamato, prolina, e aspartato, portanto um meio pobre em nutrientes
(BONALDO et.al., 1988). Assim, foi verificado que células incubadas com 3 ou
6 pug/mL de rapamicina apresentavam um aumento de aproximadamente 50%
na concentracdo de tripomastigotas metaciclicos, especialmente nos tempos
48 e 72 h, atingindo neste ponto 0 numero maximo de tripomastigotas
metaciclicos por mL de cultura (Figura 10). Com 96 h de incubacado, a
concentracdo celular de tripomastigotas metaciclicos das culturas controles se
aproximava das tratadas com rapamicina. Entretanto, a dose de 9 yg/mL de
rapamicina promoveu a morte dos parasitas em grande parte da populacéo ja
nas primeiras 24 h de diferenciacdo, sugerindo ser uma dose capaz de
mimetizar uma condicdo de privacdo de nutrientes além da ideal para a

dindmica da metaciclogénese (Figura 10).
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Figura 10. Efeito da rapamicina sobre a metaciclogénese do T. cruzi realizada em meio
TAUSAAG por até 96 h, indicando aumento significativo (avaliado por teste t de Student,
p<0,05) de aproximadamente 50% no numero de tripomastigotas metaciclicos nos
pontos 48 e 72 h, para o tratamento com 3 e 6 pg/mL de rapamicina.

Fonte: MANHAES et al., em preparacao.

Devido ao fato de a via TOR atuar como um sensor nutricional em diversos
eucariotos e estar envolvida em processos celulares importantes, e, sabendo-
se da importancia do estresse nutricional no disparo da diferenciacédo do T.
cruzi (CONTRERAS et al., 1985; BONALDO et al., 1988), decidimos investigar
0 papel desta via durante o processo de diferenciagdo (metaciclogénese) do
parasita, evento que ao ser mais bem entendido podera fornecer subsidios

para novas abordagens no combate a doenca de Chagas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

> Investigar o papel da via TOR no processo de metaciclogénese do T.

cruzi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Buscar em bancos de dados de T. cruzi genes TOR1, TOR2, TOR-likel,
TOR-like2, Raptor, AVO3, Raptor-like e FKBP12 que estejam
relacionados a via TOR em outros organismos, utilizando as ferramentas

convencionais de bioinforméatica.

» Clonar, expressar e produzir anticorpos contra as proteinas TOR1,
TOR2, TOR-likel, TOR-like2, Raptor, AVO3, Raptor-like e FKBP12.

» Verificar a presenca das proteinas nos diferentes estagios do ciclo de
vida do parasita.

» Determinar a localizacéo celular das proteinas de interesse clonadas.

» Caracterizar proteinas associadas as proteinas da via TOR em parasitas
tratados e nao tratados com rapamicina, bem como em parasitas
submetidos a estresse nutricional atraves de ensaios de
imunoprecipitacdo, cromatografia de gel filtracdo e pull down, seguidos
de espectrometria de massas.

» Construcao de vetores para nocaute génico e expressao de proteinas da
via TOR em T. cruzi.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 PROCEDENCIA DOS REAGENTES E MATERIAIS

Amersham-Pharmacia Biotech: dNTPs; Hybond C; Hybond N; kit ECL de
western blotting; anticorpo anti-Histidina; radioisotopo a-[P32]-dCTP (10 pCi/ul;
3.000 Ci/mmol); kit comercial para marcacao por Nick Translation; colunas de
Sephadex G-50 (ProbeQuant).

Appligene: Proteinase K.

BioAgency: cubetas de eletroporacdo estéreis com gap de 0,2 cm.

BioRad: azul de bromofenol; xilenocianol.

Cult-lab: soro fetal bovino.

Difco: extrato de levedura; infuso de figado; triptose.

Dupont: tela intensificadora para revelagcdo em filmes de raios-x (Dupont
Cronex Lightining Plus).

Gibco: gentamicina; RPMI-1600; solu¢cdo de aminoacidos (MEM nonessential
aminoacids).

Invitrogen: DTT; EDTA; RNA ladder; RNase OUT™; acrilamida; anticorpos
secundarios ALEXA 488; bis-acrilamida; BP clonase II™; LR clonase™; DAPI;
sacarose; Tag DNA polimerase; Dynabeads® Protein A; fenol; TRIS; IPTG;
agarose; X-Gal; marcador de massa molecular Bench Mark; A DNA/Hindlll; 1 kb
Plus DNA Ladder; Platinum Tag DNA polimerase high fidelity.

Merck: acetato de sédio; acido acético; acido borico; acido cloridrico; alcool
isoamilico; citrato de sodio; cloreto de célcio; cloreto de litio; cloreto de
magneésio; cloreto de potassio; cloreto de sédio; cloroformio; etanol absoluto;
fosfato de potdssio monobasico; fosfato dibasico de sédio; glicose; hidréxido de
sodio; maltose; SDS; sulfato de ambnia; sulfato de magnésio.

Microbiolégica: hemina.

Millipore: filtro 0,22 pum.

New England Biolabs: endonucleases de restricéo.

Promega: reagentes para revelacdo com fosfatase alcalina (NBT e BCIP); anti-
IgG de camundongo e coelho conjugado com peroxidase; pGEM-T Easy

vector.
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Qiagen: QlAprep® spin Miniprep kit; QIAprep® spin Midiprep kit; QIAquick®
Gel extraction Kkit.

Sigma: monoclonal ANTI-FLAG® M2 produzido em camundongo; ANTI-
FLAG® M2 Affinity Gel, 3x FLAG® peptide; B-mercaptoetanol; acido L-
aspartico; acido L-glutamico; ampicilina; brometo de etideo; BSA;
cicloheximida; coquetel de inibidores de protease; DEAE26 celulose; DEPC;
DMSO; DNA de esperma de salmdo; ficoll; formaldeido; formamida; heparina;
hepes; L-prolina; NP-40; RNA sample buffer.

Serva Electrophoresis: Alu-Gel S.

TPP: garrafas para cultivo de células.

USB: MOPS; sacarose.

3.2 SOLUCOES E TAMPOES

AP Buffer (tampéao reacédo para fosfatase alcalina): Tris-HCI 100 mM pH 9,5,
NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM.

Brometo de Etidio: solu¢éo 5,0 pg/mL.

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

Mix de dNTP: dATP, dCTP, dGTP e dTTP (Amersham Biosciences) foram
misturados e diluidos em Tris-HClI 10 mM pH 7,5 para obter uma solucéo
estoque com concentracédo final de 2,5 mM de cada nucleotideo. Mantido em
congelador — 20 °C.

Solucao de bloqueio para Western blot: PBS (KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,5 mM,
NaHPO4.7HO 4,3 mM; NaCl 137 mM), Tween 20 0,05%, leite em p6 desnatado
5%.

Solugdo de cloreto de célcio para o preparo de bactérias calcio
competentes: CaCl2 100 mM tamponada com HEPES 10 mM pH 7,0.

Solucgéo de descoloragcao para SDS-PAGE; Metanol 30%, &cido acético 10%,
H20 60%.

Solugdo de Ponceau S: Ponceau S (Sigma P-3504) 0,5%, acido acético

glacial 1%.
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Solugéo para coloracado de géis de proteinas SDS-PAGE: Azul de comassie
R-250 0,1% em metanol/acido acético v/v (45%:10%), H20 45%.

Solugdo PBS-TWEEN 20: PBS contendo Tween 20 na concentracdo de
0,05%.

Solugdo TBE para eletroforese de DNA (Tris-4cido boOrico-EDTA): Tris-
Base 89 mM, &cido bdérico 89 mM, EDTA 2 mM pH 8,0.

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

SSC 20x: Citrato de sédio 0,3 M pH 7,5, NaCl 3 M.

Tampédo de amostra de proteinas 4x: 40 mM Tris-HCI pH 6,8, 1 % SDS, 2,5%
B-mercaptoetanol, 6% glicerol e 0,005% azul de bromofenol.

Tampdao de eletroporagédo de T. cruzi: NaCl 140 mM, HEPES acido 25 mM,
Na2HPO4 0,74 mM pH 7,5.

TF (Tampé&o de amostra para DNA — Ficoll 10x): Ficoll 25%, azul de
bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%.

TG (Tampao de amostra para DNA — Glicerol 6x): Azul de bromofenol
0,25%, xileno cianol 0,25%, glicerol 30%.

Tampdao de purificagcdo de proteinas: Triton X-100 2%, NaH2PO4 100 mM,
NaCl 0,5 M, Tris-HCI pH 8,0 10 mM, ureia 2 M.

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

Tampao de sonicagcdo para proteina soltuvel: NaCl 500 mM, glicerol 10%,
Tris-HCI pH 8,0 20 mM.

Tampdao de solubilizacdo de proteinas: NaH2PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM,
uréia pH 8,0 8 M.

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

Tampdo PBS estoque (10x Phosphate-buffered saline): KCI 2,7 mM,
KH2PO4 1,5 mM, NaHPO4.7H20 4,3 mM, NaCl 137 mM.

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

Tamp&o TKM: Tris-HCI 10 mM pH 7,4, MgCl2 10 mM e KCI 300 mM.

Tampé&o TKM-P: Tris-HCI 10 mM pH 7,4, MgCl2 2 mM e KCI 500 mM.
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3.3 MEIOS DE CULTIVO

Meio LB (Luria-Bertani): Bacto-triptona 10 g/L, NaCl 5 g/L, extrato de levedura
5 g/L, LB-4agar: adicdo de 1,5% de Agar-agar.

Meio LIT (Liver Infusion Tryptose): extrato de levedura 15 g/L; fosfato
dibasico de sodio 11,56 g/L; glicose 2,2 g/L; hemina 0,02 g/L; infuso de figado 5
g/L; KCI 0,4 g/L; NaCl 4,4 g/L; soro fetal bovino 10 % (v/v) e triptose 5 g/L. pH
7,2 ajustado com HCI.

Meio LIT (Liver Infusion Tryptose) sem soro fetal bovino (s/SFB): extrato
de levedura 15 g/L; fosfato dibasico de sédio 11,56 g/L; glicose 2,2 g/L; hemina
0,02 g/L; infuso de figado 5 g/L; KCI 0,4 g/L; NaCl 4,4 g/L e triptose 5 g/L. pH
7,2 ajustado com HCI.

Meio TAU (Triatomine Artificial Urine): CaCl2 2 mM; KCI 17 mM; MgCI2 2
mM; NaCl 190 mM; tampéao fosfato pH 6,0 8 Mm.

Meio TAU3AAG: TAU suplementado com: acido L-aspartico 2 mM, acido L-

glutdmico 50 mM, L-prolina 10 mM e glicose 10 mM.

3.4 ORGANISMOS MODELO

3.4.1 Escherichia coli

Gendtipo BL21(DE3): {pLysSTM {F-ompThsdSB (rB° mB’)Gal dcm
(DE3) pLysS (CmRP)}.

Genétipo DH5a™: {F- recAl endAl hsdR17 (rk’, mk*) supE44 A- thi-1
gyrA96 relAl}.

3.4.2 Trypanosoma cruzi

Neste trabalho foram utilizadas formas epimastigotas, epimastigotas sob
estresse nutricional, tripomastigotas metaciclicos, tripomastigotas e
amastigotas do clone Dm28c (Didelphis marsupialis) de T. cruzi (CONTRERAS
et al., 1988; GOLDENBERG et al., 1984). A diferenciacdo de epimastigotas em

tripomastigotas metaciclicos foi feita por meio da metaciclogénese in vitro,
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descrita por CONTRERAS e colaboradores (1985) com algumas modificacgoes,
a serem descritas no item 3.5.3.

3.5 CULTIVO DET. cruzi

3.5.1 EPIMASTIGOTAS EM FASE LOGARITMICA DE CRESCIMENTO

Os epimastigotas (clone Dm28c) sdo armazenados em N2z liquido e a
cada seis meses um novo clone é descongelado e cultivado. Os epimastigotas
sdo mantidos através de repiques realizados semanalmente em 100 mL de
meio LIT (Liver Infusion Triptose), suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal
Bovino), na concentracéo aproximada de 6 x 10* parasitas/mL, a 28 °C. Ao fim
de sete dias as células encontram-se em fase estacionaria de crescimento.
Para obter epimastigotas em fase exponencial de crescimento, foram feitos
in6culos na concentracdo de 10° parasitas/mL em 100 mL de LIT. Apés trés
dias de crescimento a 28 °C a cultura alcangou uma concentracdo de 3 x 10’
parasitas/mL. Outro repique nestas mesmas condic¢des foi feito antes de utilizar
0s epimastigotas em fase de crescimento exponencial, designados “Epi 3 dias”.

3.5 2 EPIMASTIGOTAS SOB ESTRESSE NUTRICIONAL

Formas epimastigotas provenientes de uma cultura ao final da fase
logaritmica de crescimento, com densidade celular de aproximadamente 5 x
10’ células/mL, foram submetidos & centrifugacéo a uma velocidade de 7000 x
g por 5 minutos a 4 °C. As células foram suspensas em meio TAU na
concentracéo final de 5 x 10° células/mL e incubadas a 28 °C por duas horas
(CONTRERAS et al., 1985).
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3.5.3 DIFERENCIACAO EM TRIPOMASTIGOTAS METACICLICOS

As formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi foram obtidas in vitro,
sob condi¢cées quimicamente definidas de acordo com protocolo descrito por
Contreras et al. (1985a,b) e Bonaldo et al. (1988). Os parasitas em fase
estacionaria de crescimento foram coletados por centrifugacdo (8.000 x g por
10 minutos a 4 °C) e incubados em TAU (5 x 108 células/mL) por 2 h a 28 °C.
Decorrido esse periodo de estresse nutricional, 2 mL desta cultura foram
transferidos para garrafas de cultivo celular contendo 200 mL de meio TAU
suplementado de glicose e os aminoacidos prolina, glutamato e aspartato de
s6dio (TAU3AAG) atingindo uma concentracéo final de 5 x 10° parasitas/mL.
Apdés 96 h de incubagcdo as formas tripomastigotas metaciclicas foram
recolhidas do sobrenadante do meio de cultura e purificadas por cromatografia
em DEAE-51 celulose (CONTRERAS et al., 1985).

3.6 OBTENCAO DE DNA DE Trypanosoma cruzi

A extracao e purificagdo do DNA foram realizadas conforme descrito por
MEDINA-ACOSTA e CROSS (1993). Aproximadamente 1 x 10’ epimastigotas
mantidos em crescimento exponencial (item 3.5.1) foram coletados por
centrifugagédo a 8.000 x g por 10 minutos a 4 °C, lavados em PBS e
suspendidos em 350 pyL de tamp&o TELT. Apds 5 minutos de incubacdo em
temperatura ambiente foi adicionado o mesmo volume de fenol/cloroférmio e o
material foi centrifugado a 13.000 x g por 10 minutos. A fase aquosa foi
recolhida e o DNA foi precipitado com o dobro do volume (2V) de etanol
absoluto e coletado por centrifugacdo a 13.000 x g por 10 minutos. O DNA
presente no sedimento foi lavado com etanol 70%, seco e em seguida
suspendido em tampao TE contendo 20 ug/mL de RNAse.
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3.7 OBTENCAO DE EXTRATO PROTEICO DE Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT até a
densidade de 1 x 10’ células/mL e coletadas por centrifugacdo (8.000 x g, 10
minutos a 4 °C), lavados duas vezes em PBS pH 7,2. Apés as lavagens o0s
parasitas foram suspendidos em PBS (contendo solucédo de inibidores de
proteases) e lisados em tampao de amostra para proteina para uma densidade
de 1 x 10° células/pL. Os extratos foram fervidos a 95 °C por 5 minutos e

armazenados a — 80 °C.

3.8 TRANSFECCAO DE T. cruzi POR ELETROPORACAO E SELECAO DE
PARASITAS

A insercdo de DNA exdgeno pode servir para Varios tipos de estudos. Os
parasitas podem ser transfectados quer seja com intuito de nocautear o gene
em estudo e, portanto, estudar sua funcdo pela auséncia do gene, quer seja
pelo estudo de superexpressao do produto génico ou de proteinas fusionadas
para conferir alguma caracteristica unica. Os vetores utilizados nesse trabalho
serdo abordados posteriormente.

Em cada transfeccao foi utilizado um total de 5 x 10° epimastigotas em
fase logaritmica de crescimento. Os parasitas foram coletados e centrifugados
a 7.000 x g por 5 minutos, lavados 2 vezes com PBS estéril e suspensos em 1
mL de tamp&o de eletroporagéo para T. cruzi. Em seguida 400 pL dessa
solucao foram coletados e transferidos para uma cubeta de eletroporacao de
0,2 mm. Cerca de 50 pg de DNA exdgeno foi misturado a essas células, que
permaneceram em gelo por 10 minutos. A mistura foi submetida a 2 pulsos de
eletroporacao de 450 V e 500 uF, no eletroporador GenePulser® Apparatus
(Bio-Rad). Como controle de transfeccdo, uma aliquota de parasitas foi
eletroporada na auséncia de DNA exdgeno. Em seguida, as células foram
transferidas para garrafas de cultura de 25 cm®, contendo 10 mL de meio LIT e
incubadas a 28 °C por 24 h. A selecao dos parasitas ocorreu a partir da adigéo
de 500 pg/mL do antibidtico G418. O gene que confere resisténcia ao
antibidtico utilizado esta presente nos vetores inseridos no parasita. Apds cerca
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de 4 a 5 dias, a cultura foi diluida na proporgdo 1:5 de meio LIT contendo 500
png/mL de G418. Essas culturas foram cultivadas com passagens regulares até
que a cultura controle ndo fosse mais viavel (inibicdo total do crescimento), o

gue levou cerca de 30 a 40 dias.

3.9 PREPARACAO DE BACTERIAS CALCIO-COMPETENTES

Para o preparo de bactérias célcio-competentes, foi utilizado o método
de CaClz descrito em Sambrook e colaboradores (2001). Uma colonia de E. coli
da cepa desejada foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo antibiético
apropriado [50 pg/mL de canamicina, no caso de E. coli BI21 (DE3)]. A cultura
foi incubada a 37 °C por 18 horas sob agitacdo 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¢cbes de agitacdo até
alcancarem a fase de crescimento exponencial (D.0.600 de 0,6).

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 solu¢do gelada de
CaCl2 100 mM tamponada com HEPES 10 mM pH 7,0 e mantidas no gelo
durante 30 minutos.

A suspensao foi submetida a centrifugacdo nas mesmas condicdes
anteriores, as células foram suspensas em 2 mL (1/50 do volume da cultura
original) da solucéo anterior acrescida de 10% de glicerol, mantidas no gelo
seco por 2 h e em seguida aliquotadas e armazenadas a — 80 °C.

3.10 TRANSFORMAGCAO DE BACTERIAS CALCIO-COMPETENTES

Reacdes de recombinacao ou ligagdo foram incubadas com 100 uL da
suspensao de E. coli célcio-competentes por 30 minutos no gelo. Apds esse
periodo, as células foram submetidas ao choque térmico pela incubacgéo a 42
°C por 2 minutos, seguido de incubacdo de 2 minutos no gelo e posterior
adicdo de 1 mL de meio LB para incubacdo sob agitacdo constante de 220 rpm

a 37 °C por uma hora.
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Aliquotas de 100 yL e 900 uL foram espalhadas em meio LB-agar
adicionado de antibidtico (meio seletivo) de acordo com a resisténcia conferida
pelo vetor utilizado na transformacgéo de bactérias, e incubadas a 37 °C por 18
h. As colbnias crescidas nessas condi¢cdes foram analisadas por PCR de
colbnia, conforme descrito no item a seguir. No caso de clonagem em pGEM, o
meio LB-agar foi adicionado de 100 pg/mL de ampicilina, 0,04 mg/mL de X-gal
e 0,4 mM de IPTG. Neste caso, a selecado dos clones positivos foi feita pela
analise da cor das colbnias, devido a presenca ou auséncia da expressao da
enzima [3-galactosidase. Esta, cuja expressao é induzida por IPTG, degrada o
substrato X-Gal produzindo um substrato azul. Caso o fragmento seja
incorporado ao vetor, a enzima B-galactosidase ndo € expressa e as colbnias
permanecem brancas, facilitando a identificagdo dos clones positivos, que

posteriormente foram sequenciados.

3.11 PCR DE COLONIA

Apds o crescimento em meio seletivo, cada colénia foi coletada e
misturada em 10 pL de 4gua deionizada, sendo utilizado 1 yL dessa suspensao
para cada reacdo de PCR. Foram acrescentados aos tubos de PCR os
reagentes e os oligonucleotideos iniciadores que anelam com regifes que
flanqueiam o fragmento de DNA a ser amplificado, em um volume final de
reacao de 20 pL. As amostras foram incubadas inicialmente com um holding de
94 °C por 10 minutos seguidos de 35 ciclos de amplificagdo. As temperaturas e
tempo de anelamento e extensdo foram padronizados para cada caso devido

as caracteristicas dos iniciadores e tamanho do fragmento amplificado.

3.12 CLONAGEM E EXPRESSAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES EM
SISTEMA HETEROLOGO

3.12.1 DESENHO DE OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES

As sequéncias dos genes previamente descritos (IDs encontram-se no
Quadro 01) foram analisadas e oligonucleotideos iniciadores especificos para
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cada gene foram desenhados com auxilio do programa Primer-Select
(Lasergene, DNAStar) e estéo listados no Quadro 01.

i (Trytrlp) Ampllcon (bp)
TOR1 Tc00.1047053508231.30 5 TCCCCATCTTCAATGAACTCCATT3’
5'CCTAGGCACCATGCTGCAAGTC3’
F2 5'TCATCTCAGCATCCGATATCTCCGTTC3’ 1016
R2 5'CCTAATTCTGACGAATCTCGAGACGCTC3'
TOR2 Tc00.1047053510689.40 F1 5 TCATGTCTACATCGTCTGGGAGGG3’ 854
R1 5'CCTACCGCACAATTTCGGAGTTCG3
F2 5 TCCGTTGTGCGCTGAGTGAAACTTC3’ 926
R2 5'CCTATAGTGAACGGCCTGCAACTCCS
TOR-likel ~ Tc00.1047053508257.230 F1 5 TCATGACGGATGCAGCGGAGCCT3’ 1029
R1 5'CCTAAACCACCGCAACGTCTTCCTCC3
F2 5'TCCACATGACAGAACGCTATCCCTC3’ 1205
R2 5'CCTAAAGGTTACGTCTTAGGACGGACTG3’
TOR-like2 ~ Tc00.1047053506475.14 F1 5 TCGACAATCTTCAGGATTCAAAGCGG3 1064
R1 5'CCTAATGATCCATCAATGGTGCCAGAG3’
F2 5" TCTTAAGCGAAGACCTTGGACCTC3’ 1034
R2 5'CCTACGCAATTTCCGAATTTTCACAS
Raptor Tc00.1047053506925.30 F1 5" TCATAAATCAAGGCACGGAAGAACTT3’ 641
R1 5'CCTATTTTTCCATCTGCACACGGC3’
F2 5 TCTTGCAATGCAGTACCAATCCGAS’ 575
R2 5'CCTAACCAGTCCCATTATCCTCCGC3’
AVO3 Tc00.1047053510517.70 F1 5 TCTTTTCCAAAGCACGTGTCAGGTA3’ 677
R1 5'CCTACGCCTGACTCTTCCGTTTGG3’
F2 5 TCATGGAGAGTGAGGTACTTCGCC3’ 854
R2 5'CCTAACGCTTATGCAGACCTGGAACG3’
FKBP12 Tc00.1047053508323.84 F 5 TCATGCCGGCGAATGACTGC3" 339
R 5'CCTAAGCAACGTCCAGTAGTGTCACCTC3’
Raptor-like ~ T7c00.1047053508999.269 F 5 TCATGACTTCCGAGGAGGAACCG3’ 1104
R 5'CCTAAAGGATATCAGACGGCAGTTTGG3’

Quadro 01. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores para cada gene selecionado

bem como o tamanho esperado do amplicon (bp).

3.12.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Os genes TOR1, TOR2, TOR-likel, TOR-like2, Raptor, AVO3, Raptor-
like e FKBP12 foram amplificados através da técnica de PCR, utilizando
enzimas comerciais. As concentragcbes dos reagentes e condicbes de
amplificagcdo foram estabelecidas de acordo com as recomendacdes do
fabricante da enzima, sujeitas a alteracdes na temperatura de anelamento para
obtencé@o de melhores resultados. O Quadro 02 mostra a concentragdo Otima
de cada reagente para cada enzima utilizada.
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Estoque
Taq DNA Polimerase® Platinum® TagHigh Fidelity

Tampao 10x 1x 1x

MgClz 50 mv 15 mM X

MgSQ: 50 mM X 20mM

dNTP 10 mvi 03mM 03 mM
Primers 10 pmol/uL 1 prmol/pL 1 pmol/uL

Tag 5UML 0,05 U/uL 0,1 U/l

DNA Quanfidade efontes variaveis

Quadro 02. Concentracfes dos reagentes utilizados nas reacdes de PCR.

A amplificacdo dos genes por PCR a partir de DNA gendmico foi
realizada utilizando 100 ng de DNA gendmico de T. cruzi em uma reagao com
volume final de 50 pL com a enzima Platinum® Taq High Fidelity DNA. A
ciclagem consistiu de um passo inicial de 2 minutos a 94 °C, seguido por 30
ciclos de 15 segundos a 94 °C, 30 segundos em temperatura de anelamento
6tima para cada gene (ver Quadro 03) e 2 minutos a 68 °C.

Gene Iniciador Temperaturade
anelamento (°C)
TOR1 F1 55
R1
F2 55
R2
TOR2 F1 55
R1
F2 55
R2
TOR-likel F1 55
R1
F2 55
R2
TOR-like2 F1 55
R1
F2 55
R2
Raptor F1 55
R1
F2 55
R2
AVO3 F1 55
R1
F2 55
R2
FKBP12 E 55
R
Raptor-like F 57
R

Quadro 03. Temperaturas ideais de anelamento para amplificagcdo dos genes por PCR.
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3.12.3 ELETROFORESE DE DNA

As amostras de DNA dos diversos experimentos realizados foram
diluidas em TF ou TG e aplicadas em gel de agarose 1%.

Cubas de eletroforese horizontal de diversos tamanhos foram utilizadas
para corrida de géis de agarose. As corridas foram feitas imersas em tampao
TBE, a 100 V por aproximadamente 1 h. Apés a corrida, os géis foram corados
com brometo de etidio e fotografados em camera Kodak Digital Science, com o

programa apropriado.

3.12.4 PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Os produtos de PCR foram purificados por precipitacdao com PEG (30%
PEG 8000, 30 mM MgCl2, Gateway/Invitrogen). Ao volume de reacao de PCR
foram adicionados 4 volumes de tampéo TE e 2 volumes de PEG. As amostras
foram homogeneizadas e centrifugadas por 15 minutos a 14.000 x g. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento obtido contendo o DNA purificado
foi incubado a 70 °C durante 15 minutos. O DNA seco foi reidratado em 10 pL
de agua ultra-pura, quantificado por meio do equipamento NanoDropTM 1000
(Thermo Scientific) e estocado a — 20 °C para posterior uso.

3.12.5 PLATAFORMA GATEWAY® DE CLONAGEM

O sistema comercial de clonagem Gateway® (Invitrogen) é baseado em
recombinacdo utilizando sequencias sitio especificas do bacteriéfago lambda,
gue permitem uma grande versatilidade e rapidez de clonagem, uma vez que
nao utilizam enzimas de restricdo, ligases, passos de subclonagem ou de
triagem de colonias. O produto de PCR pode ser diretamente inserido no vetor
de entrada (pDONR™221) a partir de sitios attB (attachment) presentes no
inicio do oligonucleotideo iniciador que ndo hibridizam com o gene a ser
clonado. Tais sitios sdo recombinados a sitios attP (presentes no vetor de

ITM

entrada) por meio da enzima BP Clonase IlI'", gerando sitios attL, no vetor

contendo o inserto clonado, e attR no subproduto da reacdo que contém o
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gene ccdB. Tal gene previne o crescimento de bactérias que possam ter
recebido o vetor sem o inserto. O sitio attL do vetor de entrada pode ser
utilizado para recombinacdo com sitio attR em diversos vetores de destino
(PDEST™17, pDEST™15, entre outros) pela acdo da enzima LR Clonase II™.
O vetor de destino pode ser utilizado para expressao heteréloga em bactérias,
por exemplo, como é o caso do pDEST'™™17, que fusiona uma cauda de seis
histidinas a proteina. Essa plataforma e suas reagfes direcionais podem ser
melhor visualizadas na Figura 11.

Vetores de destino especificos para utilizagdo em T. cruzi da plataforma
Gateway® foram confeccionados em nosso instituto (GONCALVES et al., em
preparacdo). Tais vetores possuem caracteristicas especificas que tornam
possivel a insercdo correta de DNA exdgeno tanto epissomal como integrado
ao genoma do parasita. Esta metodologia sera detalhada posteriormente. Além
de possuirem promotores ribossomais de tripanossomatideos (promotores de
polimerase 1), tais vetores devem ser flanqueados por regides intergénicas que
permitam tanto a adicdo do mini-éxon quanto a cauda de poliadenilacéo.
Geralmente essas regides intergénicas provém de genes constitutivamente
expressos como gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH), actina ou a-tubulina. As
etiguetas de fusdo disponiveis que permitem diversos tipos de estudos
funcionais em nosso instituto e o desenho esquematico desses vetores de
destino podem ser visualizados na Figura 12.

Neste trabalho o vetor pTcFLAG (etiqueta FLAG para auxiliar na
imunoprecipitacdo de complexos) foi utilizado para clonagem das porc¢des 3°
dos genes TOR1, TOR2, TOR-likel, TOR-like2, Raptor e AVO3.
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)

GGGGACAAGTTTGTACAAAARAGCAGGCT= ACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCC
attB-PCR product AR PCR PRODUCT e )
CCCCTGTTCARACATGTT TIRINCGREGEN TGCETCGAARGAACATE T TTCACCAGGGG
1 J L ]
aftB1 attB2
Dotior vector GCTGAAC-Ny gg==-=-======~ N; 0g-GTTCAGCTTICTTGTACARAGTTGG-N,5-~-vector
ccdB-CmR ©
TCGACTTG-Ny gg=——---—-—-~ 100~ 75---vector
L ] L ]
attP1 attP2
BP Clonase®
vector---Nq5-CCAACTTTGTACARRAARAGCAGGCT
Entry clone a5 ’
or---N;5-GGTTGARACATGTTTIIICGTCCGA
L ] L I
attL1 aftL2
G STACAA N100-GTTCAGCTTTICTTGTACARAGTGGTCCCC
By-product -cmf ;

N1 g0~ CAAGTCGAAAGAN TTTCACCAGGGG
L 1 L ]

attR1 aftR2
Entry clone ~CCARCTTTGTACAARAAAGCAGGCT ACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGG-N
o s GENE OF INTEREST b
75-GGTTGAAACATGT T TR EECGTCCGA: TGEETCGARAGRACATG T TTCARCC-Nyg
L 1 L i
attL1 attL2

Destination vector vector---ACAAGTT

vector---TGTTCAAACATGT

LR Clonase®

Expression clone vector---ACAAGTTTGTACARARAAGCAGGCT -~~~ —==-coococococou ACCCAGCTTICTTGTACAAAGTGGT---vector
GENE OF INTEREST
vector---TGTTCAAACATGT TTERECCTCCON TCGGTCCARAGAACATETTTCACCA-~-~vector
L ] L J
attB1 aftB2

By-product r—-=-N7 ] N1 gp-GTTCAGCTTTCTTGTACAAAGTIGG-N5---ve
>r=--N75-GGTTGAAACATGTT T TTCGACTTG-N; gg===~=~===== N, gg~CAAGTCGAAAGAACATGTTTCAACC-Ng==~ve
L 1 L ]
attP1 attP2

Figura 11. Recombina¢bes entre os vetores da plataforma Gateway®. A) Diagrama
esquematico mostrando a recombinacgé&o entre os sitios attB e attP, para a inser¢éo do produto
de PCR no vetor de entrada. B) Diagrama esquematico mostrando a recombinagéo entre os
sitios attL e attR, para a obtenc¢édo do clone de expressao.

Fonte: Manual Gateway® Technology — Invitrogen.
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Figura 12. Desenho esquematico dos vetores de destino da plataforma Gateway®
disponiveis no Instituto Carlos Chagas. Os elementos mostrados sao: Resisténcia a
Neomicina (NEO) ou a Higromicina (HIGRO), regido intergénica de ubiquitina de T. cruzi
(TcUIR), sitios att para a recombinacdo do sistema Gateway® (attR1 e attR2), gene de
resisténcia ao cloranfenicol (Cm®), gene para selecdo negativa durante a clonagem (ccdB),
etiquetas de fusédo (3xFLAG, 3xHA) e promotor ribossomal (PR).

Fonte: GONCALVES, 2013.

3.12.6 OBTENCAO DE CLONES EM VETOR DE ENTRADA

A insercao dos produtos de PCR amplificados em vetor de entrada foi
feito de acordo com o manual do fabricante (o vetor escolhido foi o
pDONR™221, que possui resisténcia a canamicina e o mapa desse vetor esta
ilustrado na Figura 13). Cerca de 150 ng de pDONR™221 foram misturados a
50 fmol de produto de PCR contendo os sitios attB em uma solu¢cdo com
volume final de 10 pL em tamp&o TE e 1 pL de enzima BP Clonase™ Il foi
adicionada. A reacdo foi incubada a 16 °C durante 16 h e em seguida, a
enzima da reacao foi desnaturada pela agcéo de 2 pug de Proteinase K (37 °C
por 10 minutos).

As reacdes de recombinagao foram utilizadas para a transformacao de
bactérias E. coli DH5a, como previamente descrito, com intuito de amplificar o
vetor de entrada contendo o inserto. A presenca do inserto foi confirmada a
partir de PCR de col6nia, como descrito no item 3.11.

Apds a confirmagdo, as colbnias especificas para cada gene foram
escolhidas para serem inoculadas em 2 mL de meio liquido adicionado de 50
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pHg/mL de canamicina, incubadas a 37 °C sob agitacdo constante durante 16 h,
para purificagéo do vetor.

A purificacdo do plasmideo foi feita a partir do método de lise alcalina,
com auxilio do Kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen), conforme orientacdo do
fabricante.

M13 M13

Forward Reverse
. o e

Figura 13. Mapa do vetor de entrada pDONR™221 (Invitrogen). pUC ori: origem de
replicacdo de alta copia. attPl/attP2: sequéncia de 200 bp presente no pDNOR para
recombinacdo com sitio attB presente no produto PCR. ccdB: gene que permite selegao
negativa do pDNOR, interferindo na DNA girase de E. coli, que é substituido apds
recombinacdo com o sitio attB do produto de PCR. Kanamycin: gene de resisténcia a
canamicina. CmR: gene de resisténcia ao cloranfenicol. T1/T2: terminadores de transcrigéo.
M13 Forward e Reverse: Oligonucleotideos iniciadores do vetor utilizados para
sequenciamento.

FONTE: Catalogo Gateway® Tecnology Invitrogen.

3.12.7 OBTENCAO DOS CLONES EM VETOR DE DESTINO

Os vetores de destino escolhidos possuem resisténcia a ampicilina e
estdo listados a seguir: pDEST™17 (Cauda de histidinas fusionada & proteina,
visando a purificacdo, inoculacdo e producdo de anticorpos), pDEST ™15
(Cauda de GST fusionada a proteina, visando aumentar a solubilidade da
proteina) e pTcFLAG (Cauda de FLAG fusionada a proteina visando a

transfeccdo tanto epissomal como integrada ao genoma do T. cruzi para
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producdo da proteina na célula e posterior realizacdo de ensaios de
caracterizacdo da proteina de estudo). Os mapas desses vetores estdo
ilustrados na Figura 14.

A reacdo LR de recombinacgdo foi feita de acordo com o manual do
fabricante: 150 ng de vetor de destino foram misturados a 150 ng de vetor de
entrada contendo o gene de interesse (PDONR™221) em 10 pL de volume final
de tamp&o TE e 1 pL da enzima LR Clonase™ Il foi adicionado. A reacéo foi
incubada a 16 °C durante 16 h e em seguida, a enzima foi desnaturada pela
acao de 2 ug de Proteinase K.

As reacdes de recombinagao foram utilizadas para a transformacao de
bactérias E. coli DH5a, como previamente descrito, e a presenca do inserto foi
confirmada a partir de PCR de col6nia. As coldnias especificas para cada gene
foram escolhidas para serem inoculadas em meio liquido adicionado de 100
pHg/mL de ampicilina, incubadas a 37 °C sob agitacdo constante durante 16 h,
para purificagéo do vetor.

A purificacdo do plasmideo foi feita a partir do método de lise alcalina,
com auxilio do Kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen), conforme orientacdo do
fabricante. O plasmideo purificado foi sequenciado e apos a confirmacdo da
clonagem, este clone foi utilizado para transformacéao de E. coli da cepa BL21
(DE3) calcio-competente, apropriada para a expressdo de genes produzindo
proteinas recombinantes através de indugédo por IPTG.
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Figura 14. Mapa do vetor pDEST™17 e pDEST'™15 (Invitrogen) de expresséo de genes
em bactérias e do vetor pTcFLAG de transfeccéo e expressédo de proteinas em T. cruzi.
T7: Promotor de T7 RNA Polimerase. RBS: Regido de ligacdo ao ribossomo. ATG: Codon de
inicio. 6xHis: Etiqueta de histidinas N-terminal. GST: Etiqueta de GST N-terminal. Sitios attR
(attR1 e attR2): regido de recombinacdo LR com vetor de entrada pDNOR. CmR : gene de
resisténcia ao cloranfenicol. Ampicilin: gene de resisténcia a ampicilina. ccdB: gene que
permite selecdo negativa do pDEST™17 e pDEST'™15. T7 term: regido de término da
transcricdo. NEO: resisténcia a Neomicina. TcUIR: regido intergénica de ubiquitina de T. cruzi.
3XFLAG: etiqueta de fusdo. PR: promotor ribossomal.

FONTE: Catalogo Gateway® Tecnology Invitrogen.
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3.12.8 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Uma colonia de E. coli da cepa BL21 (DE3) transformada com o clone
do gene de estudo foi inoculada em 2 mL de meio LB adicionado de 100 pg/mL
de ampicilina e incubada a 37 °C sob agitacdo constante de 220 rpm durante
18 h. Apo6s o periodo de incubagdo, 200 pL desta cultura foram transferidos
para 2 mL de meio LB adicionado de 100 pg/mL de ampicilina. As células foram
incubadas a 37 °C sob as mesmas condi¢des de agitacdo até atingir a D.0.600
de 0,6. Nesta etapa, 1 mM de IPTG foi adicionado a cultura e a incubacéo
prosseguiu por mais 3 h nas mesmas condi¢cdes. Para o controle da inducéo de
expresséo do gene de estudo, uma cultura foi mantida nas mesmas condicdes,
mas sem adicdo de IPTG (cultura ndo induzida). Células destas culturas foram
sedimentadas a 6.000 x g por 10 minutos a 4 °C, lavadas com PBS e
suspensas em tampao de amostra para proteinas.

Para a analise de solubilidade da proteina recombinante, células da
cultura induzida foram sedimentadas a 6.000 x g por 10 minutos a 4 °C,
lavadas com PBS e suspensas em tampao de sonica¢do. As células foram
lisadas por sonicacdo através de 5 ciclos de poténcia 5 por 15 segundos
(Homogenizador 4710 - Cole Parmer) com intervalos de 2 minutos de
incubagéo no gelo seguido de centrifugacao a 6.000 x g por 20 minutos a 4 °C.
O sobrenadante (fracdo de proteinas sollveis) e o sedimento (fracdo de
proteinas insolaveis) foram separados e adicionados de tampdo de amostra
para proteinas. Todos o0s extratos proteicos foram desnaturados por
aquecimento a 95 °C por 5 minutos. Este protocolo permitiu verificar em gel
desnaturante (SDS-PAGE) a inducdo e a solubilidade do peptideo
recombinante.

A inducdo da expressao de proteinas recombinantes em larga escala foi
realizada de acordo com o protocolo descrito anteriormente, com modificacdes
proporcionais para o volume final de 200 mL, seguido de indugéo por 1 mM de
IPTG. Ap6s o periodo de inducéo, as células foram submetidas a centrifugacéo
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 sonicacao. A lise das células foi realizada por
sonicagdo através de 5 ciclos de poténcia 9 por 15 segundos, seguido de

51



centrifugagédo a 6.000 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi suspenso em tampao de purificacéo.

Apdés sucessivas lavagens com tampdo de purificagdo, o material foi
submetido a centrifugagcéo a 6.000 x g por 10 minutos e o sedimento suspenso
em tampédo de solubilizacdo de proteinas. Estes procedimentos de lavagens
foram realizados para otimizar o enriquecimento da proteina recombinante na
fracdo insoluvel. A eficiéncia do protocolo foi analisada através de eletroforese
em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE).

Apds as etapas de enriquecimento, as proteinas insolGveis foram
purificadas através de gel preparativo de poliacrilamida (SDS-PAGE) de 15 cm
de largura por 10 cm de altura. Nas fracdes enriquecidas com a proteina
insoltvel foi adicionado tampdo de amostra de proteinas em volume final de 5
mL e aplicadas em um Unico canal. A eletroforese foi realizada a 20 mA por
16h. Apés este periodo, o gel foi incubado em solugédo de KCI 100 mM gelada e
a banda correspondente a proteina recombinante foi retirada e eletroeluida por
2 h a 60V em tampéao para SDS-PAGE.

3.12.9 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES
SOLUVEIS

Bactérias E. coli da linhagem BL21 (DE3) pLysS foram transformadas
com 2 pL do plasmideo de destino (pDEST ™15 contendo o gene de estudo)
purificado. ApGs o0 crescimento em meio seletivo e confirmacdo por PCR as
colbnias que apresentavam o inserto em questédo foram inoculadas em 25 mL
de meio LB, e incubadas por 16 h a 37 °C sob agitacdo constante. Apos esta
etapa de incubacao, a cultura foi diluida na propor¢éo de 1:10 em volume final
de 200 mL, incubada nas mesmas condi¢c6es e monitorada até atingir D.O.600
entre 0,4 e 0,6. Antes da indugdo da proteina recombinante sollvel, as
bactérias sofreram choque térmico (em gelo por 10 minutos) e estresse pela
adicdo de etanol a uma concentracdo final de 3 % (em gelo por 1 h). Este
protocolo foi realizado para aumentar a produgcéo de chaperonas capazes de
dobrar com mais eficiéncia as proteinas recombinantes. Apés esta etapa, a

cultura foi mantida a 37 °C por 30 minutos sob agitacdo constante, e
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adicionada de IPTG a uma concentragdo final de 0,5 mM para induzir a
expressdo da proteina. A cultura foi mantida sob agitacdo de 200 rpm a 25 °C
por 16 h. ApOs esse periodo, as bactérias foram sedimentadas por
centrigugagéo a 5.000 x g por 5 minutos a 4 °C. O sedimento bacteriano foi
suspenso em tampao de sonicacao para proteina solavel e sonicado em banho
de gelo por 4 ciclos de 15 segundos com intervalos de 1 minuto em poténcia 9
(Homogeneizador 4710, ColeParmer). O lisado foi centrifugado a 10.000 x g
por 15 minutos a 4 °C para a separagdo das fragcdes soluvel (sobrenadante) e
insoltvel (sedimento). A fracdo insoluvel foi entdo ressuspendida em tampao
de solubilizacdo de proteinas. Aliquotas das fragBes solavel, insolavel e
controle ndo-induzido foram analisadas em gel SDS-PAGE. A concentracao de
proteina foi quantificada por comparacdo a uma curva de concentracdes
crescentes de BSA.

A fracdo solluvel (adicionada de inibidores de proteases) foi purificada a
partir da resina de Glutationa Sepharose® 4B (Amersham-Biosciences), que
liga especificamente a proteina GST fusionada a proteina de interesse. O
volume de 400 pL de resina foram empacotados em uma coluna
cromatografica, lavados 3 vezes com PBS e incubados com a fracao soluvel da
proteina de estudo por 2 h a 4 °C. Ap0s essa incubacéo, a coluna foi aberta e o
sobrenadante (fracdo nao ligada) foi recolhido para posterior andlise. A resina
foi entdo lavada com 3 volumes de PBS (30 mL), coletando-se as 3 fracdes
iniciais de 1 mL (Lavado 1, 2 e 3). O restante do volume de lavagem foi
descartado. Em seguida, a proteina soluvel foi eluida com 500 pL de solucéo
de Glutationa reduzida pH 7,5 (30 mg de Glutationa reduzida em 10 mL de Tri-
HCI 50 mM ph 8,0) e estocada a — 80 °C para posterior uso. Esse passo de
eluicdo pode ser repetido quantas vezes forem necesséarias para recuperar o

maximo de proteina fusionada a GST.
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3.13 ELETROFORESE DE PROTEINAS

3.13.1 SDS-PAGE

O protocolo de eletroforese desnaturante em géis de poliacrilamida foi
feito conforme descrito por LAEMMLI (1970). Os géis foram corados com azul
de coomassie ou por coloracdo de prata, dependendo da sensibilidade de
deteccdo necesséria.

3.13.2 COLORACAO POR PRATA

A coloragéo por prata seguiu quatro passos principais: (1) fixacdo do gel
com uma solucéo de fixacao (etanol 50%; acido acético glacial 12% e 50 pL de
formaldeido 37% em 100 mL) por 30 minutos; (2) sensibilizagdo do gel com
solucdo de sensibilizacdo (0,02% de tiossulfato de sddio em 100 mL) por 2
minutos; (3) coloracdo do gel com solucdo de prata (0,2% de nitrato de prata
acrescido de 50 pL de formaldeido 37% em 100 mL) por 30 minutos. O gel foi
lavado 3 vezes de 5 minutos em agua mili-Q para tirar o excesso de prata e (4)
revelado em solucdo de revelagdo (3% de carbonato de sddio acrescido de 2
mL de solucdo de sensibilizacdo e 75 pL de formaldeido 37% em 100 mL) por
tempo variado, até que as bandas aparecessem. A solugéo de parada utilizada
foi a mesma de fixacdo, porém sem a adi¢éo de formaldeido 37%.

3.14 CLONAGEM DOS GENES DE INTERESSE PARA INTEGRACAO NO
GENOMA OU NA FORMA EPISSOMAL VISANDO A EXPRESSAO DE
PROTEINA FUSIONADA A FLAG C-TERMINAL EM T. cruzi

Para a obtencdo de proteinas fusionadas a etiqgueta FLAG, foram
realizadas clonagens dos genes de interesse na forma epissomal, bem como
integrados no genoma do T. cruzi. Esta metodologia permite integrar uma
etiqueta na por¢cdo C-terminal da proteina de interesse facilitando os ensaios

de imunolocalizacdo bem como de imunoprecipitacdo das proteinas alvo, pois
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dispensa a produc¢éo de anticorpos especificos contra cada proteina, uma vez
gue anticorpos contra FLAG estéo disponiveis comercialmente.

Porc¢bes finais C-terminal das proteinas TOR1, TOR2, TOR-likel, TOR-
like2, Raptor e AVO3, e a proteina FKBP12 inteira (sem os cddons de parada),
foram fusionadas a FLAG C-terminal em vetor pTcFLAG que permite a
recombinacdo com o inserto clonado em vetor pDONR™221, conforme o
fabricante (Invitrogen- Catalogos 12535-019 e 12535-027), citado no item
3.12.6.

Entretanto, como o objetivo dessa metodologia, além da expressao
epissomal (feita apenas para a proteina FKBP12), € a expressao de proteinas
fusionadas a etiqueta cujos genes foram integrados no genoma de T. cruzi, 0s
genes TOR1, TOR2, TOR-likel, TOR-like2, Raptor e AVO3 também tiveram
suas regides intergénicas 3" clonadas. Essa clonagem ocorreu de maneira
classica, ou seja, através da digestdo com enzimas especificas e posterior
ligacéo do inserto ao vetor pTcFLAG. O Quadro 04 mostra a sequéncia dos
iniciadores utilizados para cada porcéo final do gene, bem como para suas
respectivas regides intergénicas 3.

TOR1 5 GCGTTTTGCGCGAGGAGGGTAGCA3’
Rl 5 CCCAAAATGGGCACCAACCCGAGA3’
Intergénica TOR1 F2 5 GCGCAGATCTCCAAGAGGGCCAAAAGGTGAGAAG3’ 475
R2 5 GCGCAAGCTTTTGCTGAGTGACGGTGGGTTCCT3’
TOR2 F1 5 GCCGTACGATTGCAGAGACGGCCA3’ 462
R1 5 CCCAAAACGGGTACCACCCAGACCS
Intergénica TOR2 F2 5 GCGCAGATCTTGTTCATGGTTTGCTGCCGCTATC3’ 469
R2 5 GCGCAAGCTTGCCTGGACGAGCGACTGTTTCAT3’
TOR-likel F1 5 GCGTACGTGAATTTGTTGCGTGTGC3" 396
R1 5 CCCAGAATGGGGCCCAACCGGTGA3’
Intergénica TOR-likel F2 5 GCGCAGATCTGAATCCCGACGTGAGAGGCAGAG3’ 420
R2 5 GCGCAAGCTTGGAAACAGCCTCATGACGACAAAAZ
TOR-like2 F1 5 GCAAACGTGAGATGCAGGATTCTGT3" 380
R1 5 CAAGAAGAGACGAAGTGCCGTGTC3'
Intergénica TOR-like2 F2 5 GCGCAGATCTTGAGACCATCCCATTCCGCCTTACS’ 428
R2 5 GCGCAAGCTTCGCGTGTGGCCTCATCAATCAG3’
Raptor F1 5 GCGCACTGACGTTTGCCACGGCAACS 351
R1 5 CCTGCATGTAAAATATCTCCCCTC3
Intergénica Raptor F2 5 GCGCAGATCTGATGGGGGTGCCGAGAGGACS3’ 196
R2 5 GCGCAAGCTTCCAACGTTTTCCGCAGTTTCCTC3”
AVO3 F1 5'GCATCTACAGGCAAGAGTGCTCTGG3’ 363
R1 5 CGTTCAGCCGTGTGGGGGAAGGAA3’
IntergénicaAVO3 F2 5 GCGCAGATCTGTGGCGGAAAGGAGAGAGAAGGG3’ 427
R2 5 GCGCAAGCTTCAGACATTCCTCGCACTGGCTCAT3’
FKBP12 F 5 GCATGCCGGCGAATGACTGCGTACT3’ 336
R 5 CAGCAACGTCCAGTAGTGTCACCT3

Quadro 04. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores para cada gene selecionado

bem como o tamanho esperado do amplicon (bp).
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As regides intergénicas foram amplificadas por PCR, tendo como molde
100 ng de DNA gendmico de T. cruzi através de enzima Taq DNA polimerase.
As reacdes foram realizadas em volume final de 20 yL, contendo tampéo de
reacdo com MgCl2 1,5 mM, 200 uM de cada dNTP, 10 pmol de cada iniciador F
e R e Tag DNA polimerase (Invitrogen) 2,5 U. Para a ciclagem da reacao de
PCR foi padronizado o tempo de extenséo de 72 °C por 1 minuto para cada 1
Kb do fragmento a ser amplificado.

Apds a amplificacdo, os produtos amplificados foram clonados em vetor
pGEM®-TEasy (Promega) conforme instru¢des do fabricante. A clonagem TA,
como é chamada, utiliza-se da atividade terminal transferase de algumas DNA
polimerases como é o caso da Taq DNA polimerase que adiciona uma
adenosina a cada extremidade 3" de um produto de PCR. Essa abordagem
permite a clonagem de tal produto em um vetor de clonagem linearizado que
possua extremidades complementares 3"-T ndo pareadas.

Dessa forma, com um passo extra de extenséo ao final da ciclagem (10
minutos a 72 °C ou 68 °C) de uma PCR comum é possivel obter produtos de
PCR contendo tais extremidades que permitem uma rapida clonagem para o
vetor pPGEM®-TEasy (Promega).

Na clonagem em pGEM®-TEasy (Promega), o0 meio solido em que a
bactéria transformada é cultivada deve conter antibiético apropriado
(ampicilina), X-Gal e IPTG. Isto porque a selecdo dos clones positivos é feita
por meio da avaliagdo da expressao da enzima B-galactosidase, que, quando
induzida por IPTG, degrada o substrato X-Gal produzindo um subproduto azul.
Como o sitio de clonagem multipla esta presente dentro do gene da enzima,
caso o inserto seja incorporado com sucesso ao vetor, a enzima [3-
galactosidase nao é mais expressa funcionalmente e as colénias permanecem
brancas. Isso facilita a identificacdo dos clones recombinantes, que
posteriormente devem ser confirmados por PCR de colonia.

O mapa do vetor fornecido pelo fabricante pode ser visualizado na
Figura 15.
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Figura 15. Mapa do vetor pGEM®-TEasy utilizado nas clonagens (Promega).

Apds a obtencdo dos clones, os plasmideos foram purificados pelo
sistema Spin Miniprep Kit® (QIAGEN), estes foram sequenciados e utilizados
para as reacdes de digestdo, com excecdo do plasmideo pTcFLAG:FKBP12
gue logo apos sua purificacéo foi transfectado como ja descrito no item 3.8.

Com os insertos clonados em vetor pGEM®-TEasy (Promega) seguiu-se
para a digestdo com 5 U das enzimas Bglll e Hindlll (New England Biolabs) em
tamp&o NEB2 e volume final de 50 pL. A incubacao ocorreu a 37 °C por 16 h e
a purificacdo do DNA digerido com solucdo de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico. O mesmo procedimento foi feito com o vetor pTcFLAG com as
por¢cdes 3~ dos genes de estudo ja recombinados via Gateway®, como ja
descrito no item 3.12.6.

Para a reacao de ligacéo, foi utilizada a propor¢cao de 1:5 em pmol de
vetor e inserto digeridos, respectivamente, adicionado de 1 U de T4 DNA ligase
(USB), 1 pyL de tampao 10X da T4DNA ligase em volume final de 10 pL. A
incubagédo foi realizada por 16 horas a 16 °C e esta reacéo foi utilizada para
transformar bactérias DH5a calcio-competentes, conforme item 3.10.

A verificagdo da clonagem foi realizada através do método de PCR de
colénia como descrito no item 3.11, e os plasmideos contendo as sequencias

de interesse foram posteriormente purificados.
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Para a transfeccdo de T. cruzi, foi realizada uma nova digestao
utilizando 10 U da enzima Hindlll (New England Biolabs) em tampao NEB2 e
volume final de 100 pL. A incubacao ocorreu a 37 °C por 16 h e a purificacédo
do DNA digerido com solucdo de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico. Com o
DNA digerido purificado, foi entdo realizada a transfec¢cdo como j& descrito no
item 3.8.

3.15 ENSAIOS IMUNOLOGICOS

3.15.1 OBTENCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS ATRAVES DE
INOCULACAO DE PROTEINA RECOMBINANTE EM COELHOS E
CAMUNDONGOS

As proteinas recombinantes purificadas foram utilizadas para producéo
de antisoro especifico em camundongos e coelhos.

Os camundongos, provenientes do biotério do ICC, foram manipulados
segundo os principios do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA, 1999). O Instituto Carlos Chagas possui autorizacao do CTNBIo para
realizagéo desse projeto.

O soro pré-imune foi coletado uma semana antes do inicio das
imunizacdes. A primeira imunizacao foi feita intra-peritonealmente com 25 pg
de proteina diluida em 1 volume de adjuvante completo de Freund. Foram
realizadas no total 4 imunizagGes em intervalos regulares de 10 dias cada,
sendo que a partir da segunda imunizacéo foi utilizado 1 volume do adjuvante
incompleto de Freund misturado as doses de antigeno. A coleta do soro foi
feita 10 dias ap0s a quarta imunizac¢do. Os animais foram sedados com 0,2 mg
de cetamina e 2 mg de xilasina e o sangue foi coletado por puncao cardiaca. O
sangue foi incubado por 15 minutos a 37 °C, centrifugado por 5 minutos a
5.000 x g e o soro coletado foi aliquotado e estocado a — 20 °C.

Para a producdo dos antisoros em coelhos foram utilizados 100 ug de
proteina por coelho a cada inoculagéo e foram produzidos pela empresa Célula
B Desenvolvimento de Anticorpos, no Centro de Biotecnologia- da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
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3.15.2 PURIFICAGCAO DOS ANTISSOROS POLICLONAIS

Os antissoros foram purificados por meio da incubagdo simultanea de
proteina recombinante previamente transferida para a membrana de
nitrocelulose com o antissoro a ser purificado. Apos 16 h de incubacéo a 4 °C,
0 sobrenadante foi descartado e a membrana foi lavada 3 vezes com PBS-
Tween 20 0,1%. Os anticorpos especificos ligados a proteina recombinante
foram eluidos com 200 pL de glicina 0,2 M pH 2,5 por 2 minutos sob leve
agitacdo. O sobrenadante foi coletado, neutralizado pela adicdo de tampéo
Tris-HCI 1 M pH 9,5 (~20 L), aliguotados e estocados a — 20 °C.

3.15.3 ENSAIO DE WESTERN BLOT (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON,
1979)

O ensaio de Western blot foi utilizado para verificar a especificidade dos
anticorpos em relacdo as proteinas alvos presentes em extratos proteicos de T.
cruzi. H4 duas maneiras de realizar este ensaio, diferindo praticamente no
meétodo de deteccdo, sendo a quimioluminescéncia considerada a deteccéo

mais sensivel.

3.15.4 ENSAIO DE WESTERN BLOT COM REVELACAO POR FOSFATASE
ALCALINA

Proteinas de gel SDS-PAGE foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose através de corrente elétrica de 20 V por 16 h a 4 °C em tampao de
transferéncia para Western blot. A membrana foi corada com solucdo de
Ponceau S para verificar a eficiéncia da transferéncia das proteinas,
posteriormente descorada em &gua bidestilada e incubada em solugdo de
bloqueio por 1 h sob leve agitacdo em temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado o anticorpo primario purificado, em diferentes diluicbes e a
membrana incubada por 1 h a 37 °C sob leve agitacdo. Para verificar a indugéo
de proteina recombinante fusionada a etiqueta N-terminal de histidina, foi
utilizado anticorpo monoclonal anti-histidina (Gibco) na diluicdo de 1:3000 (v/v).

59



A membrana foi lavada trés vezes por 5 minutos com PBS-Tween 0,1%
e incubada por 1 h a 37 °C sob leve agitagcdo com anticorpos anti-lgG de
coelho ou camundongo (Promega) conjugados com a enzima fosfatase alcalina
na diluicdo de 1:7500 (v/iv) em PBS-Tween 0,1% e apOs o periodo de
incubacgéo, foi novamente lavada com PBS-Tween 0,1%.

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

mg/mL de BCIP em tampé&o da fosfatase alcalina - AP Buffer.

3.15.5 ENSAIO DE WESTERN BLOT COM REVELACAO POR PEROXIDASE
(QUIMIOLUMINESCENCIA)

Este ensaio possui algumas diferencas em relacdo ao anterior: o
anticorpo secundario é conjugado com enzima peroxidase e a revelagdo é
atraveés de filmes de raio-X.

Apés a transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose e
incubacdo com o anticorpo primério, como citado no item anterior, foram
realizadas 3 lavagens de 15 minutos com solu¢cdo PBS/Tween 0,1%, seguido
de incubacdo com o anticorpo secundario, anti-lgG de coelho ou camundongo
conjugado a peroxidase (Amersham Biosciences) na diluicdo de 1:8000 (v/v)
por 1 ha 37 °C.

O produto da reacdo enzimatica foi detectado por quimioluminescéncia,
através do kit ECL Western blotting (Amersham Biosciences) seguindo as
instrugdes do fabricante. A exposic¢éo foi feita em filme Kodak durante 1 minuto
e a revelacédo foi obtida na auséncia de luz, em solucdo de revelagéo seguido
de lavagem por 2 minutos em agua e 2 minutos em solucdo de fixacdo. Os

tempos de revelacéo foram padronizados para cada experimento.

3.15.6 IMUNOLOCALIZACAO CELULAR POR MICROSCOPIA OTICA DE
FLUORESCENCIA E CONFOCAL

Para visualizar a localizacdo da proteina enddgena foi utilizado o
protocolo de imunofluorescéncia indireta como descrito por HOLETZ et al.,
2007 com algumas modificagbes descritas a seguir.
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As laminulas foram incubadas com poli-L-lisina durante 20 minutos a 37
°C graus e lavadas com PBS. Os parasitas em diferentes estagios de
diferenciacdo e parasitas transfectantes foram lavados, suspensos em PBS
numa concentracdo final de 10° células/poco e adicionados as laminulas e
incubados por 20 minutos em temperatura ambiente. Apds esta etapa, o
excesso de PBS contendo os parasitas foi retirado. Os parasitas aderidos
foram fixados com paraformaldeido 4% em PBS por 5 minutos. Apds a etapa
de fixacdo dos parasitas, foi adicionada uma solu¢do de Triton X-100 0,1%
durante 90 segundos para a permeabilizacdo destes. Posteriormente, as
laminulas foram lavadas por imersdo em PBS e bloqueadas com PBS
contendo BSA 1% por 16 h a 4 °C em camara umida.

Apds o periodo de bloqueio, as laminulas foram lavadas e incubadas por
1 h a 37 °C com anticorpo especifico para a proteina FKBP12, produzido em
coelho, diluido 1:250 (v/v)e para o anticorpo que reconhece FLAG 1:1000 (v/v).
Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS e incubadas por 1 h a 37 °C
com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho ou camundongo conjugado com
Alexa 488 (Invitrogen) diluido 1:400 (v/v). Para a coloragéo do nucleo celular as
laminulas foram incubadas com 10 yg/mL de DAPI em PBS em temperatura
ambiente por 5 minutos e lavadas com PBS. Foi adicionado n-propil-galato ou
VectaShield como meio de montagem a superficie de |aminas de vidro e em
seguida as laminulas foram vertidas e seladas.

As laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon),
as imagens foram capturadas com camera CoolSnap (Media Cybernetics) e
analisadas com o programa Image Pro-Plus v. 4.5.1.22 (Media Cybernetics).

Imagens tridimensionais (séries Z) foram adquiridas em um microscopio
confocal Leica TCS SP2 AOBS equipado com objetiva 63x/HCX 1.4 PL Apo
IbdBL de imersdo em Oleo. O diafragma foi ajustado para 1,00 airy e a
fluorescéncia emitida por DAPI e Alexa 488 foi adquirida por dois foton-
multiplicadores (PMTs) de forma independente e sequencial. Para detec¢cao de
cromatina pelo sinal de DAPI, foi utilizado um laser diodo de 405 nm e a
emissao foi adquirida em 415-485 nm.

A fim de melhorar a raz&o sinal/ruido, cada “fatia 6tica” da série Z foi
composta pela média de 16 frames (funcdo frame average) de 512x512 pixels
cada. As imagens foram adquiridas em 8 bits, com voxels de 58x58x122 nm
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(simplificadamente, o voxel € um pixel com 3 dimensdes — X, Y e Z). Apés a
aquisicao, imagens 2D e 3D foram montadas e tratadas com o software ImageJ
(ABRAMOFF; MAGELHAES; RAM, 2004) para a remocdo do ruido (funcéo
rolling ball radius ajustada em 50) e para realce do contraste.

A metodologia de expressao de proteinas fusionadas a FLAG tanto em
nivel epissomal como genémico, descrita no item 3.14 foi uma abordagem
paralela, que teve como objetivo a localizacdo de proteinas em T. cruzi atraves
de ensaio de imunofluorescéncia indireta bem como a deteccé&o de parceiros
funcionais através de ensaio de imunoprecipitacdo de complexos que sera
descrito posteriormente.

Uma porcéo final do gene de TORL1 foi fusionada a FLAG N-terminal em
vetor pTcFLAG bem como suas regides intergénicas. Essa construcao permite
a integracdo da etiqueta no genoma do parasita, facilitando assim a localizag&o
subcelular da proteina pela utilizagdo de anticorpo comercial contra a etiqueta.
No caso desse gene, 0 anticorpo primario utilizado foi o monoclonal ANTI-
FLAG® M2 produzido em camundongo que reconhece o epitopo FLAG.

3.15.7 ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITACAO

Devido a localizacdo da proteina FKBP12 ser nuclear, foi necessaria a
obtencdo de um extrato enriquecido com a fracdo nuclear para os ensaios de
imunoprecipitacdo, pull down e cromatografia de gel filtracdo da proteina
FKBP12 endbgena. Portanto, optou-se em realizar a lise dos parasitas pelo
método de cavitacdo. Para isso a lise de 1 x 10° parasitas nas formas
epimastigotas em fase logaritmica de crescimento cultivadas em meio LIT,
epimastigotas sob estresse nutricional, epimastigotas em fase logaritmica de
crescimento cultivadas em meio LIT sem SFB e epimastigotas cultivadas em
meio LIT sem SFB sob tratamento com rapamicina (5,0 pg/mL por 2h e 24 h;
10 pg/mL por 2 h e 24 h), foi realizada em tampé&o hipotdnico (10 mM HEPES
pH 7,4, 10 mM KCI, 1,5 mM MgClI2) sob 1.500 psi em bomba de cavitagao por
30 minutos. O material foi centrifugado a 4.000 x g por 10 minutos, O
sobrenadante descartado e o sedimento suspenso em 100 pL de tampéo

hipotonico. Em seguida, foram adicionados 50 pL de tampéao baixo sal (20 mM
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HEPES pH 7,4, 1,5 mM MgClz, 20 mM KCI, 0,2 mM EDTA, 25% glicerol, 0,2
mM PMSF, 0,5 mM DTT) e ap6s 50 yL de tampéo alto sal (20mM HEPES pH
7,4, 1,5 mM MgClz, 1,4 M KClI, 0,2 mM EDTA, 25% glicerol, 0,2 mM PMSF, 0,5
mM DTT). A lise do nucleo é feita a 4 °C por 2 h. O material é centrifugado a
20.000 x g por 20 minutos e o sobrenadante (extrato nuclear) é utilizado para
0S ensaios seguintes.

A imunoprecipitacdo visa 0 isolamento das proteinas associadas a
proteina de interesse. Nesses experimentos 0 anticorpo especifico contra a
proteina em estudo é imobilizado em particulas magnéticas ndo porosas
(Dynabeads® Protein A), através da interacdo com proteina A presente nas
particulas. Apds a lavagem das particulas com PBS e blogueio com PBS-BSA
1,0 mg/mL por 10 minutos, o anticorpo foi adicionado e a mistura
particula/anticorpo foi incubada por 2 h em temperatura ambiente. Apds essa
etapa, foram realizadas 3 lavagens para retirar o0 excesso de anticorpo nao
ligado. Essas lavagens foram feitas utilizando um tamp&o isoténico (10 mM
HEPES pH 7,4, 100 mM KCI, 5 mM MgCl2). Em seguida, as particulas
contendo o anticorpo foram incubadas com 2 mg/mL de extrato nuclear a 4°C
por 16 h. Apds essa etapa, novas lavagens (5x) foram feitas utilizando o
tampao isotbnico descrito anteriormente, e 0 complexo proteico ligado ao
anticorpo foi eluido com 0,2 M Glicina pH 2,5 e a fragcdo obtida foi neutralizada
com 1 M Tris-HCI pH 9,5.

Outro extrato celular de culturas de células de T. cruzi transfectadas com
as construgbes contendo TOR1:FLAG (para insercdo no genoma) e
FKBP12:FLAG (para expresséo epissomal), foi obtido de maneira diferente ao
j& descrito, uma vez que a proteina TOR1:FLAG apresentou outro padrdo de
localizacdo subcelular (citoplasmatico) e a proteina FBP12:FLAG apresentou
uma superexpressao quando comparada a proteina enddgena, ocorrendo um
acumulo da mesma no nudcleo e no citoplasma. Portanto, a fim de evitar perda
de possiveis interagfes, optou-se por uma lise total da célula ja utilizada e
descrita na literatura (DOSTALOVA et al., 2013).

Para isso, a lise de formas epimastigotas transfectantes em fase
logaritmica de crescimento (1,0 x 10° células) cultivadas em meio LIT, foi feita
em 891 uL de tampéo de lise (150 mM de sacarose, 20 mM L-glutamato de
potassio, 20 mM Tris-HCI 1 M pH 7,7, 3 mM MgClz, 0,5 mM DTT e Inibidores
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de protease) no gelo por 10 minutos. Apds esse periodo de incubacao foi
adicionado 10 pL de NP-40 10% e novamente incubado em gelo por 2 minutos.
Em seguida, 100 pL de tampao de extracdo (3 mM KCI, 20 mM Tris-HCI 1 M
pH 7,4) foi adicionado. O material foi entdo centrifugado a 20.000 x g a 4 °C por
15 minutos e o0 sobrenadante foi entdo utilizado no ensaio de
imunoprecipitacdo. A incubagdo desse sobrenadante com a matriz de gel
contendo o anticorpo anti-FLAG (ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel) foi realizada a 4
°C por 16 h. Logo apds, foram feitas 5 lavagens com o tampéao (150 mM KClI,
20 mM Tris-HCI 1 M pH 7,4 e 3 mM MgClz2). Os complexos foram eluidos por
competicdo adicionando-se 3 pL do peptideo 3x FLAG (5,0 pg/uL). As fraces
foram analisadas quanto a quantidade de proteinas e a presenca das proteinas
TOR e FKBP12, através de gel SDS-PAGE corado com prata e Western blot,
respectivamente. Os complexos proteicos que contém a proteina FKBP12 e
TOR1 obtidos por ensaios de imunoprecipitacdo foram analisados por
espectrometria de massas ap0s reacdes de reducdo, alquilacdo e digestdo
segundo protocolo ja definido.

A quantidade de proteina obtida em cada ensaio (~3,5 pg/mL) foi
reduzida com ditiotreitol 1 mM por 30 minutos, alquiladas com iodoacetamida
(IAA) 5,5 mM durante 20 minutos ao abrigo da luz e, em seguida, adicionou-se
4 volumes de 20 mM de bicarbonato de aménio. A digestdo foi realizada
durante 16 h, com tripsina (Promega) a uma razdo de protease/proteina de
1/50. Peptideos tripticos foram purificados usando colunas de RP-C18
StageTip feitas antes da analise MS (RAPPSILBER et al., 2003). A amostra foi
analisada em triplicata técnica.

Digestdes tripticas foram submetidas a cromatografia liquida de fase
reversa (RP), acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo. Os
experimentos foram realizados com um Easy- nLC 1000 (Thermo Scientific,
EUA), conectado ao espectrobmetro de massa LTQ Orbitrap XL ETD
(espectrometria de massa RPT02H PDTIS / Instituto Carlos Chagas - Fiocruz
Parana), equipado com uma fonte i6nica nanoeletrospray (S/T Phoenix). A
separacdo cromatografica dos peptideos ocorreu em um capilar de silica
fundido de 15 centimetros (75 pum de diametro interno) empacotada com resina
de fase reversa ReproSilPur-C18-AQ 3 um (Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch -
Entringen, Alemanha).

64



Os peptideos foram injetados na coluna com um fluxo de 250
nL/minutos e, subsequentemente, eluidos com 5 a 40% de acetonitrilo em 0,1%
de acido férmico em um gradiente de 120 minutos. O espectrdmetro de massas
foi operado no modo dependente de dados para alternar automaticamente
entre aquisicdo MS e MS/MS (MS2). Um perfil completo dos espectros MS (de
350-1.650 gama m/z) foram adquiridos no analisador Orbitrap com resolugéo
R= 60.000 em m/z 400 (ap06s a acumulagdo de um valor-alvo de 1.000.000 no
ion trap linear). Os dez ions mais intensos foram sequencialmente isolados e
fragmentados no ion trap linear usando a dissocia¢céo induzida por colisdo em
um valor-alvo de 10.000. Ex-ions alvos selecionados para o MS/MS foram
excluidos dinamicamente durante 90 segundos. O tempo total do ciclo foi de
aproximadamente 3 segundos. As condigbes gerais de espectrometria de
massa foram: spray de tenséo, de 2,4 kV; temperatura no tubo de transferéncia
de ion de 100 °C; pressao de gas de colisdo e 1,3 mTorr; energia de colisdo
normalizada usando de banda larga no modo de ativagéo de 35% para MS2. O
limiar de sele¢éo de ions foi 250 contagens para MS2. Uma ativac¢do g=0,25 e
tempo de ativacdo de 30 mili-segundos foi aplicado em aquisicbes MS2. A
opcédo de lock mass foi ativado em todas as analises completas para melhorar
a precisdo das massa de ions precursores (OLSEN et al., 2006).

A lista de coleta dos picos, identificacdo de proteinas, quantificacdo e
validagcéo foram realizadas utilizando a plataforma MaxQuant (versao 1.4.1.2)
(COX e MANN, 2008). A busca em base de dados de espectros de fragmentos
de massa foi realizada utilizando o algoritmo Andromeda (COX et at., 2011),
que estd integrado no ambiente MaxQuant. A identificacdo de proteinas foi
baseada nas sequéncias de proteinas na base de dados de T. cruzi (contiguos
Esmeraldo-like, ndo Esmeraldo-like, e ndo atribuidos, presentes na versao 6 de
11 de setembro de 2013 disponivel em TriTrypDB (ASLETT et al., 2010). A
abordagem de “Decoy” foi utilizada para medir o erro de identificacdo, através
da inversdo da sequéncia de cada sequéncias regulares a estes bancos de
dados foram adicionados contaminantes frequientemente observados (tripsina
suina, Achromobacter lyticus lisil endopeptidase e queratinas de humanos) e
suas sequéncias invertidas. Os parametros de identificagcdo foram, tolerancia
de MS de 7 ppm, uma tolerancia de MS/MS de 0,5 Da, tripsinizagdo completa,
permitindo até duas perdas de clivagem. A metilacdo carboxi-amido da cisteina
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foi definida como uma alteracao fixa e a oxidacao de metioninas e acetilagdo N-
terminal (proteina) foram autorizados como modificacbes variaveis. Para a
validacdo das identificagbes, foram necessarios um minimo de seis
aminoacidos por comprimento do peptideo e dois peptideos por proteina. Além
disso, um limiar de taxa de deteccdo falsa (FDR) de 0,01 foi aplicado em
ambos os niveis de peptideos e proteinas.

A andlise da expressao foi realizada por meio de pacote R Limma, que
utiliza modelos lineares para a avaliagdo da expressdo diferencial. Apds
analise, os valores de p foram ajustados pelo método de Benjamini-Hochberg
(BH) para controlar o FDR.

Inicialmente cada condicdo experimental foi comparada com seus
controles especificos (particulas e pré-imune). Somente as proteinas presentes
em maior intensidade no imune, comparando com o0s controles, foram
selecionadas para a proxima etapa. A segunda etapa se deu com a
comparacdo de uma imunoprecipitacdo de outra proteina (nas mesmas
condicbes de preparo de extrato, mas que ndo identificou a proteina de
interesse). Nesta segunda etapa, somente proteinas mais intensas na

imunoprecipitacao da proteina FKBP12 foram selecionadas.

3.16 PULL DOWN DOS COMPLEXOS PROTEICOS CONTENDO A
PROTEINA FKBP12

Para os ensaios de pull down 10 pg da fracdo solavel da proteina
FKBP12 fusionada a proteina GST e a proteina soluvel GST (utilizada como
controle) foram imobilizadas na matriz de Glutationa Sepharose® 4B
(Amersham-Biosciences). Em seguida essa matriz foi lavada (3x) com tampéao
isotdnico para retirada do excesso de proteina solavel ndo ligada. Logo apés, o
conjunto matriz e proteina soltvel foi incubado com o extrato nuclear, obtido da
mesma forma como ja descrito anteriormente, a 4 °C por 16 h. Novas lavagens
(3x) foram feitas utilizando o tampao isoténico e o complexo foi eluido pela
adicao de solucdo contendo glutationa reduzida. As fragbes foram analisadas
em gel SDS-PAGE corado com prata. Os complexos proteicos que continham a
proteina FKBP12 obtidos por ensaios de pull down foram analisados por
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espectrometria de massas (LTQ Orbitrap XL ETD) apds reacdes de reducao,
alquilacéo e digestado segundo protocolo ja definido e citado anteriormente.

3.17 CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRACAO E TROCA IONICA

O isolamento do complexo proteico contendo a proteina FKBP12 através
de cromatografia foi realizado em 2 etapas. A primeira foi realizada através da
passagem do extrato nuclear em uma coluna de filtracdo em gel (Superdex®
200 10/300 GL GE Healthcare Life Sciences). As fragbes obtidas foram
submetidas a ensaio de Western blot para a identificagdo da proteina alvo.
Essa etapa cromatografica tem como objetivo separar os componentes da
amostra por tamanho. As fragcdes contendo a proteina alvo foram submetidas a
uma segunda etapa de isolamento cromatografico para identificar as proteinas
gue realmente se associam a FKBP12. Para isso uma coluna contendo uma
resina de troca ionica foi utilizada (Mono Q® 5/50 GL GE Healthcare Life
Sciences). As fracBes devidamente homogeneizadas foram adicionadas a
coluna, interagem com a resina e sao eluidas a medida que o gradiente de sal
aumenta. A resina de troca iGnica é composta por uma parte rigida ou imével
gue é formada pela cadeia carbbnica do polimero e os grupos funcionais
positivamente ou negativamente carregados ligados a cadeia carbOnica. As
cargas de tais grupos funcionais fixos sédo equilibradas por um namero
equivalente de ions de carga de sinal contrario. Estes Ultimos se movimentam
livremente pelos poros da resina e sdo chamados de ions mdveis e séo eles
gue permutam com os ions em solu¢do promovendo tanto a interacdo quanto a
liberagdo, isso dependendo da concentracdo dos ions nos tampdes utilizados.
As fracdes obtidas foram submetidas a analise por Western blot e em gel SDS-
PAGE corado com prata. Os complexos proteicos que continham a proteina
FKBP12 obtidos por ensaios cromatograficos foram analisados por
espectrometria de massas (LTQ Orbitrap XL ETD) apds reacdes de reducao,
alquilacéo e digestado segundo protocolo ja definido e citado anteriormente.
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3.18 CARACTERIZACAO FUNCIONAL DE PROTEINAS POR ABORDAGENS
DE GENETICA REVERSA

3.18.1 NOCAUTE GENICO EM T. cruzi

O silenciamento de genes por nocaute mediado por recombinacéo
homdloga € uma metodologia de genética reversa que vem sendo utilizada
para estudar a funcéo de genes em T. cruzi (MACRAE et al., 2006), mas a
viabilidade da metodologia depende da estrutura e funcdo do gene. A
organizacao do gene FKBP12 foi o primeiro item a ser avaliado e foi verificado,
através de Southern blot, que este gene possui copia Unica no genoma de T.
cruzi.

Para a clonagem das regifes intergénicas, foram utilizados vetores
pBlueScript j& contendo gene npt, que codifica a enzima neomicina
fosfotransferase e confere resisténcia ao antibiético neomicina - G418 (NEO), e
gene hph, que codifica a enzima higromicina fosfotransferase que confere
resisténcia ao antibidtico higromicina B (HIGRO). Estes vetores foram
construidos no ICC e denominados de pNEO2 e pHIGRO2. Estes genes de
resisténcia foram entdo flanqueados por regides intergénicas do gene de
FKBP12 a jusante (downstream - DOW) e a montante (upstream - UPS). O
esquema dos vetores utilizados para as clonagens das regides intergénicas e
da construcéo a ser obtida para a estratégia de nocaute podem ser observados
na Figura 16.

68



Kpnl Sal 1 Hind 111 EcoR1 Bam HI Xbal
| |

UpFKBP12 IIG Eno-Kap DowFKBP12

pUpFKBP12-NEO-DownFKBP12

Kpnl Sal 1 Hind 111 EcoRI Bam HI Xbal
| I

UpFKBP12 IIGEno-KapI HIGRO i |DowFKBP12

pUpFKBP12-HIGRO-DownFKBP12

Figura 16. Vetores utilizados para o nocaute do gene FKBP12 de T. cruzi. Nesta figura é
observada a insercdo do gene neo (A) e higro (B) e das sequéncias intergéncias entre os
genes Enolase-Kap-3 e a intergénica entre as duas cOpias de GAPDH de T. cruzi. com os

respectivos sitios para cada enzima de restricdo, no vetor de clonagem pBluescript Il KS.

Os oligonucleotideos foram desenhados para amplificar as regides
intergénicas upstream e downstream do gene FKBP12. A estes iniciadores
foram adicionados sitios de enzimas de restricdo apropriados na extremidade
5" para permitir que os produtos de PCR fossem coesivos com os vetores apds
a digestdo de ambos com as mesmas enzimas. Estes oligonucleotideos
iniciadores estdo mostrados no Quadro 05.

As regides intergénicas foram amplificadas por PCR, tendo como molde
100 ng de DNA gendmico de T. cruzi através de enzima Taq DNA polimerase.
As reacdes foram realizadas em volume final de 20 yL, contendo tampéo de
reacdo com MgCl2 1,5 mM, 200 yM de cada dNTP, 10 pmol de cada iniciador F
e R e Tag DNA polimerase (Invitrogen) 2,5 U. Para a ciclagem da reacao de
PCR foi padronizado o tempo de extenséo de 72 °C por 1 minuto para cada 1
Kb do fragmento a ser amplificado.
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Iniciador Enzimade Amplicon (bp)
restrigio

63KO UPF 5'GGGGGTACCCACCTAGATGAAAATAACAATGCGY’ Kpnl 429/423
63KO UPR 5 GGGGTCGAC CAAAAAAGGAGTGAGGGAATCT3” Sall

63KO DOWF 5'GCGCGGATCCGGAGGAGCGACAGGAGAGAGGAGA3S® BamH| 3027231
63 KO DOW R1 5'GGGCTCTAGATCGTGCAATTATCCTGAAGTTTTTTICC3” Xbal
63KODOWR2 5 GGGCTCTAGAAACTCATACGTTTCTTTITTICTTCCTTITGCC3” Xbal

Quadro 05. Oligonucleotideos iniciadores utilizados. UP: iniciadores da regido intergénica
upstream do gene FKBP12. DOW: iniciadores da regido intergénica downstream do gene
KBP12. Forward (F). Reverse (R). Os sitios de restricdo estdo em destacados em vermelho e

as respectivas enzimas de restrigdo correspondentes estao indicadas.

As clonagens foram realizadas por etapas (detalhadas nos itens a
seguir). ApoOs a finalizacdo das construges, os plasmideos foram utilizados
como molde para amplificacdo dos fragmentos. Ap6s a obtencdo de maior
quantidade de DNA foi possivel a purificacdo do fragmento de interese através
de excisédo de gel 0,8% seguido de eletroeluicdo a 20 mV durante 4 horas. A
transfeccao e selecdo dos parasitas mutantes foram realizadas conforme item
3.8.

3.18.2 CLONAGEM DE REGIAO UPSTREAM do gene FKBP12

Para a amplificacdo da regido upstream por PCR foram utilizados os
iniciadores 63 KO UP F e 63 KO UP R (Quadro 05), com a ciclagem de: holding
de 94 °C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60 °C
por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto. O produto de PCR foi ligado ao vetor
pGEM®-TEasy (Promega) como ja descrito anteriormente, transformado em E.
coli DH5a calcio-competente, confirmado por PCR de colbnia e purificado com
o auxilio do kit QlAprep® spin Midiprep. Cerca de 5 pg do vetor purificado foi
digerido com 10 U de enzima Kpnl (New England Biolabs) na solucéo de
tampdo NEB1 contendo BSA numa concentragdo final de 100 pg/mL em
volume final de 100 uL. A reacdo foi incubada a 37 °C por 16 horas e a
purificacdo do DNA digerido foi feita com a solucao de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico. Apos a purificagdo uma nova digestéo foi feita, dessa vez com 10 U
da enzima Sall no tampdo NEB3 em volume final de 100 pL. A reacéo foi
incubada a 37 °C por 16 horas e a purificagdo do DNA digerido foi feita com a

solucdo de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico. O mesmo procedimento foi
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realizado com o vetor de destino (pNEOZ2). Essa amostra de DNA foi submetida
e eletroforese em gel de agarose 0,8% como ja descrito no item 3.12.3 e a
banda referente a regido upstream foi excisada do gel e purificada com o
auxilio do kit QIAquick® Gel extraction kit da QIAGEN.

Para a reacao de ligacéo, foi utilizada a propor¢cao de 1:5 em pmol de
vetor e inserto digeridos, respectivamente, adicionado de 1 U de T4 DNA ligase
(USB), 1 pyL de tampao 10X da T4DNA ligase em volume final de 10 pL. A
incubacgédo foi realizada por 16 h a 16°C e esta reacao foi utilizada para
transformar bactérias DH5a calcio-competentes, conforme item 3.10.

A verificagdo da clonagem foi realizada através do método de PCR de
colbnia e o0s possiveis plasmideos recombinantes foram posteriormente
purificados utilizando o sistema Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN)

conforme as recomendacdes do fabricante.

3.18.3 CLONAGEM DE REGIAO DOWNSTREAM do gene FKBP12

Para a reacdo de amplificacdo da regido intergénica downstream de
FKBP12 a ser clonada em vetor pNEO2 ja com a regido upstream clonada
foram utilizados os iniciadores 63 KO DOW F e 63 KO DOW R2 (Quadro 05),
com a ciclagem de: holding de 94 °C por 3 minutos seguido de 35 ciclos de 94
°C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. O produto de
PCR foi entdo ligado ao vetor pGEM®-TEasy (Promega) como ja& descrito
anteriormente, transformado em E. coli DH5a calcio-competente, confirmado
por PCR de colbénia e purificado com o auxilio do kit QIAprep® spin Midiprep.
Cerca de 5 pg do vetor purificado foi digerido com 10 U de enzima BamHI e 10
U de enzima Xbal (New England Biolabs) na solu¢cdo de tampdo NEB3
contendo BSA numa concentragao final de 100 pg/mL em volume final de 100
ML. A reacgédo foi incubada a 37 °C por 16 h e a purificagdo do DNA digerido foi
feita com a solucdo de fenol-cloroformio-alcool isoamilico. O mesmo
procedimento foi realizado com o vetor de destino (pNEO2 ja com a regido
upstream clonada). Essa amostra de DNA foi submetida e eletroforese em gel
de agarose 0,8% como ja descrito no item 3.12.3 e a banda referente a regido
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downstream foi excisada do gel e purificada com o auxilio do kit QIAquick® Gel
extraction kit da QIAGEN.

Para a reacao de ligacéo, foi utilizada a propor¢cao de 1:5 em pmol de
vetor e inserto digeridos, respectivamente, adicionado de 1 U de T4 DNA ligase
(USB), 1 pyL de tampado 10X da T4DNA ligase em volume final de 10 pL. A
incubacgéo foi realizada por 16 h a 16 °C e esta reacao foi utilizada para
transformar bactérias DH5a calcio-competentes, conforme item 3.10.

A verificagdo da clonagem foi realizada através do método de PCR de
colbnia e o0s possiveis plasmideos recombinantes foram posteriormente
purificados utilizando o sistema Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN)
conforme as recomendacdes do fabricante.

Para a obtencdo de quantidade suficiente de DNA para realizar a
transfeccdo de T. cruzi, foi realizada uma reacdo de PCR de maior volume,
obedecendo proporcionalmente as concentracdes e utilizando os iniciadores 63
KO UPS F e 63 KO DOW R2, com a ciclagem de: holding de 94 °C por 3
minutos seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 30
segundos e 72°C por 3 minutos, para a obtencdo do fragmento de DNA

conforme esquematizado na Figura 17.

63 KOUPSF
—_—
Upstream N EEE L ERIN e\ 0 1 o B Downstream

e
63 KO DOW R2

Figura 17. llustracdo da construcdo do gene de resisténcia flanqueado pelas regides
intergénicas. Ap6s ambas as clonagens, o gene de resisténcia torna-se flanqueado pelas
regibes intergénicas. As setas indicam a dire¢cdo dos oligonucleotideos iniciadores para
amplificacdo do fragmento a ser utilizado para a transfeccao de T. cruzi, para o nocaute do 1°
alelo do gene FKBP12.

Essa amostra de DNA foi submetida e eletroforese em gel de agarose
0,8% como ja descrito no item 3.12.3 e a banda referente ao cassete
(fragmento com o gene de resisténcia flanqueado pelas regides intergénicas do
gene FKBP12 de T. cruzi) foi excisada do gel e purificada com o auxilio do kit
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QIAquick® Gel extraction da QIAGEN e logo em seguida transfectada em T.
cruzi conforme item 3.8. O cassete para delecdo do 2° alelo ainda estad em
processo de construgao.

3.19 ENSAIOS DE SEDIMENTACAO EM GRADIENTE DE SACAROSE

Os ensaios de sedimentacdo foram feitos a partir de centrifugacéo de
extratos citoplasmaticos em gradientes de densidade de sacarose segundo o
protocolo de BRECHT & PARSONS (1998), com algumas modificagbes. O
extrato citoplasmatico de 2,0 x 10° parasitas epimastigotas em fase logaritmica
de crescimento foi obtido tanto em condi¢des de estabilizacdo de polissomos
(com incubacédo prévia das células com 100 pg/mL de cicloheximida a 28 °C
por 10 minutos) quanto em condi¢cbes de dissociacdo de polissomos (com
incubacdo das células com 2 mM de puromicina a 28°C por 1 h. As células
foram centrifugadas a 7.000 x g a 4 °C por 5 minutos e lavadas 2 vezes com
tampdo TKM (para cicloheximida, suplementado com 10 pg/mL de
cicloheximida) ou TKM-P (para puromicina). Apds descartar o sobrenadante, as
células foram suspensas em 900 puL de TKM (suplementado com 100 pg/mL de
cicloheximida) ou TKM-P, 10 pg/mL de heparina, 10 pM de E-64 e 1 mM de
PMSF. A suspensao foi transferida para novo tubo contendo 100 pL de tampéao
de lise (tampéo TKM acrescido de 10% de NP-40 e 2 M de sacarose ou TKM-P
acrescido de 10% de NP-40 e 2 M de sacarose) e homogeneizada por
pipetagem. O lisado foi entdo centrifugado a 16.000 x g a 4 °C por 5 minutos e
o sobrenadante (500 pL, equivalentes a 1,0 x 10° células) foi adicionado no
topo do gradiente de sacarose linear (15% - 55%) preparado em tampao TKM
ou TKM-P acrescidos dos inibidores ja mencionados. O gradiente foi entédo
centrifugado a 39.000 rpm a 4 °C por 2 h em ultra centrifuga Hitachi com rotor
SW40. Apos a centrifugacdo 500 pL de cada fragdo foram coletados utilizando
o equipamento ISCO. Este equipamento destina-se a coleta e quantificacdo de
fracOes de gradientes de densidade e fornece um perfil de absorbéncia
continuo (filtro 256 nm) a medida que as fracbes sdo coletadas. O
fracionamento € obtido com a introducdo de uma solucdo pesada (sacarose
62%) que € injetada perfurando-se a base do tubo que contém o gradiente
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previamente centrifugado. As fragbes foram divididas em 4 grupos principais;
Fracao Leve (FL), Fracdo N&o-Polissomal (NP), Fracao Polissomal Leve (PL) e
Fracao Polissomal Pesada (PP), aplicadas em gel SDS-PAGE (50 pL de cada
fracdo), submetidas a eletroforese e analisadas por Western blot com antissoro
para a proteina ribossomal S6 (rpS6) de T. cruzi na diluicdo de 1:2000. Esse
antissoro foi produzido sob as mesmas condic¢des ja citadas anteriormente no
item 3.15.1.
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4. RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACAO, CLONAGEM E EXPRESSAO DE GENES SEJAM
RELACIONADOS A VIA TOR EM Trypanosoma cruzi

Com base em genes da via TOR descritos em Trypanosoma brucei
(BARQUILLA, et al., 2008), foram feitas pesquisas nos bancos de dados
GeneDB (www.genedb.org) na tentativa de localizar seus respectivos ortolégos
em T. cruzi. Os genes de T. brucei, com o0s respectivos ortol6gos encontrados
em T. cruzi sdo mostrados no Quadro 06 e a porcentagem de identidade das
proteinas da via entre diferentes organismos é mostrado no Quadro 07.

pb proteina kDa

Tc00.1047053508231.30 TOR1 7299

Tc00.1047053510689.40 TOR2 7305 274
Tc00.1047053508257.230 TOR-likel 7779 293
Tc00.1047053506475.14 TOR-like2 5694 210
Tc00.1047053506925.30 Raptor 3894 144
Tc00.1047053510517.70 AVO3 4146 154
Tc00.1047053508323.84 FKBP12 339 12,2
Tc00.1047053508999.269 Raptor-like 1104 40,4

Quadro 06. Genes de T. cruzi ortdlogos aos genes de T. brucei descritos como
componentes da via TOR com algumas de suas caracteristicas.
FONTE: GeneDB.
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Organismo
TOR1 TOR2 TOR-likel  TOR-like2 Raptor AVO3 FKBP12 Raptor-like
H. sapiens 41% 40% 37% 34% 40% 21% 49% 26%
D.melanogaster 29% 27% 31% 29% 37% 32% 52% 25%
S. cerevisiae 28% 26% 65% 25% 35% 21% 52% 28%
L. major 52% 56% 51% 64% 49% 44% 79% 41%
T. brucei 63% 64% 63% 56% 56% 54% 91% 39%

Quadro 07. Porcentagem de similaridade de proteinas da via TOR de T. cruzi com seus
ortdlogos de diversos organismos.
FONTE: Blast NCBI.

Devido a presenca de regifes conservadas entre membros da familia
TOR, o0 que poderia causar reagao cruzada dos anticorpos a serem produzidos,
duas regides de cada gene foram definidas, tomando-se o cuidado de que elas
ndo fossem similares a nenhuma outra regido escolhida dentre todas
analisadas, a excecgao dos genes FKBP12
(Th927.7.3420)/Tc00.1047053508323.84 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase,
putative e Raptor-like (Th927.1.2190)/ Tc00.1047053508999.269 hypothetical
protein, conserved, em que o0 gene inteiro foi usado. A plataforma de clonagem
escolhida para a construcao dos vetores de expressao foi o sistema Gateway®.
Apés selecdo, confirmacdo e purificacdo dos clones contendo os plasmideos
corretos, estes foram usados para transformar E. coli BL21(pLysS) a fim de
expressar as proteinas de interesse e purifica-las a partir de corpusculos de
inclusdo. Em seguida, foram realizados ensaios de Western blot para confirmar
a obtencédo das proteinas.

De todos os fragmentos selecionados nos genes de interesse, dois nao
foram amplificados por PCR: ambos referentes a regido 1 dos genes TOR-likel
e AVO3 (Figura 18 A) Todos os genes restantes tiveram suas regides clonadas
com sucesso, 0s peptideos foram expressos e purificados. No momento de
induzir a expressdo dos peptideos, quatro deles ndo mostraram resultados
satisfatorios, a saber: TOR1 e TOR2, (ambas as regifes de cada gene).

Contudo, mesmo com pequena inducdo das proteinas TOR1 e TOR2,

prosseguiu-se para a etapa de purificacdo. Nesse experimento somente uma
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regido de cada gene foi utilizada: TOR1 (regido 1) e TOR2 (regido 2) (Figura 18
B). A utilizacdo de maiores volumes de meio de cultivo para inducdo e
purificacdo dessas proteinas foi adotada.

As amostras bem-sucedidas para expresséo e purificagdo foram: TOR-
likel (segunda regido); TOR-like2 (ambas as regides); Raptor (ambas as
regides); AVO3 (segunda regido); FKBP12 (todo o gene); e Raptor-like (todo o
gene) (Figura 18 C e D).

A obtencado dos peptideos purificados foi verificada através de Western
blot com anticorpo contra a cauda de histidina presente nas proteinas

recombinantes.
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Figura 18. Amplificacdo dos genes e expressao das proteinas envolvidas na via TOR de
Trypanosoma cruzi. (A) Amplificacdo por PCR das regides selecionadas dos genes de T.
cruzi. MW, padrdo de massa molecular (1 kb); 1, amplificado da regido 1; 2, amplificado da
regido 2; 3, amplificado do gene inteiro. (B), (C) e (D) SDS-PAGE (13%) das etapas de
expressdo em E. coli BL21 pLysS e purificacdo por eletroeluicdo de regides de genes de T.
cruzi. LEGENDA: MW, marcador de massa molecular (kDa); NI, fracdo N&o-induzida; |, fracéo

Induzida; FS, fragdo Solavel; FI, fragéo Insolavel; FE, fragcao Eletroeluida.
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4.2 OBTENCAO DOS ANTICORPOS POLICLONAIS PARA AS PROTEINAS
DA VIATOR

Camundongos e coelhos foram imunizados com o0s peptideos e
proteinas purificadas, a fim de obter anticorpos policlonais. Apos o periodo de
imunizacdo o camundongo ou coelho foi submetido & puncdo cardiaca para
retirada do soro e posterior andlise. A especificidade dos anticorpos obtidos foi
verificada por Western blot contra extrato de epimastigotas de T. cruzi. Apenas
0s anticorpos para as proteinas FKBP12, Raptor-like e AVO3 reconheceram
uma banda de peso molecular equivalente as proteinas de interesse, porém o
que demonstrou maior especificidade apds sua purificagdo foi o anticorpo
contra a proteina FKBP12 de T. cruzi. A Figura 19 mostra o resultado para as
reacdes com 0s anticorpos para as proteinas AVO3, Raptor, Raptor—like e
TOR1 em trés diferentes estagios do ciclo de vida do T. cruzi. Os resultados
para o anticorpo contra a proteina Raptor-like mostram que o mesmo pode
detectar a proteina Raptor. Isso se deve ao fato da grande similaridade entre
essas duas proteinas. As setas correspondem as bandas das proteinas AVO3,
Raptor, Raptor-like e TORL1. Foi ainda utilizado o anticorpo contra a proteina
TOR1 cedido gentilmente pela Dr? Diana Bahia, porém esse anticorpo também
se mostrou inespecifico.Os antissoros para as demais proteinas de estudo néo
reconheceram as respectivas proteinas em extrato de T. cruzi.

Portanto os resultados mostrados neste trabalho focam nos ensaios
utilizando o anticorpo para a proteina FKBP12 (Figura 20), ja que, segundo a
literatura esta proteina tem papel fundamental na inibicdo da via TOR pela
rapamicina em outros organismos.

Como alternativa para a baixa especificidade dos anticorpos produzidos
para as proteinas TOR1, TOR2, TOR-likel, TOR-like2, Raptor e AVO3, optou-
se pela insercao de uma etiqueta na extremidade 3' de cada gene de interesse,
permitindo a expressdo constitutiva das proteinas fusionadas a esta etiqueta,

Esses resultados sdo mostrados nos proximos itens.
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Figura 19. Western blot das proteinas Raptor, Raptor-like, AVO3 e TOR1 (anticorpo anti-
TORL1 policlonal gentilmente cedido pela Dr2 Diana Bahia) de T. cruzi. (A) Epimastigotas.

(B) Tripomastigotas metaciclicos. (C) Amastigotas.
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Figura 20. Western blot da proteina FKBP12 de T. cruzi.

4.3 CONSTRUCAO DE VETORES PARA INTEGRACAO DE UMA ETIQUETA
NA PORCAO C-TERMINAL DE PROTEINAS DE INTERESSE, NO
CONTEXTO GENOMICO DO T. cruzi

A construcédo de vetores para a integracdo de uma etiqueta (FLAG) na
por¢cdo 3' dos genes de interesse, foi utilizada como uma estratégia para a
deteccdo das proteinas da via TOR, ja que ndo tivemos éxito na producdo de

anticorpos especificos para as mesmas. A utilizacdo de anticorpo comercial
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contra a etiqueta facilitara os ensaios de imunolocalizacdo e imunoprecipitacao
para as demais proteina da via TOR.

Por¢cBes génicas referentes a regidao C-terminal bem como as regides
intergéncias downstream dos genes foram clonadas em vetores construidos no
Instituto, como descrito no item 3.14 e em seguida transfectados no parasita
para ocorrer a integracdo no genoma. Os parasitas selecionados com a
etiqueta fusionada a umas das cépias do gene foram submetidos aos ensaios
que permitiram verificar se houve ou ndo a integracdo no lécus correto bem
como a expressao da proteina fusionada a etiqueta 3xFLAG.

As porcbdes 3" dos genes e suas respectivas regides intergénicas
downstream foram clonadas com sucesso, com excec¢ao do gene TOR-like2. O
restante das construcdes, apos confirmacdo por PCR de colénia de ambas as
regides clonadas, foi digerido como descrito no item 3.14 e transfectado.

Os parasitas foram selecionados, e testados afim de verificar a
expressdo da proteina fusionada ao tag. Para isso, um extrato proteico das
linhagens transfectantes foi feito como descrito no item 3.7 e submetido a
eletroforese em gel SDS-PAGE (item 3.13.1) e posterior analise por Western
blot (item 3.15.3). Paralelamente foi realizado ensaios de imunolocalizagéo
para verificar o padrao de localizacao subcelular da proteina fusionada.

De todas as linhagens transfectadas apenas os parasitas contendo a
insercdo do tag no gene TOR1 foi verificada. Isso se deu através da
visualizacdo da expressdo da proteina fusionada ao tag em filme de Raio-X
apos corrida eletroforética e ensaio de Western blot com o anticorpo ANTI-
FLAG® M2 (Figura 21 A). Além destes ensaios citados, foi também verificada a
localizacdo citoplasmética da proteina por ensaio de imunofluorescéncia
indireta, como descrito no item 3.15.6 (Figura 21 B).

Um ensaio de imunoprecipitacdo, com parasitas epimastigotas em fase
logaritmica de crescimento cultivados em meio LIT, contendo a etiqueta na
porcdo C-terminal da proteina TORL1 foi realizado como descrito no item 3.15.7.
Essa amostra ainda serd sequenciada e novas condi¢des serdo testadas para
se verificar a dindmica do complexo contendo a proteina TOR1 bem como a

sua composicao proteica.
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Figura 21. Western blot e imunolocalizagdo da proteina TOR1:FLAG. A) Western blot da
proteina TOR1:FLAG de T. cruzi utilizando o anticorpo ANTI-FLAG® M2 (Sigma). O peso
molecular das proteinas é indicado em kDa. B) Imunolocalizacdo da proteina TOR1:FLAG em
formas epimastigotas de T. cruzi. Para os ensaios de imunolocalizacdo o anticorpo primario,
ANTI-FLAG® M2 (Sigma), foi diluido 1:400 enquanto que anticorpo secundario foi diluido

1:400. O cinetoplasto (K) e nucleo (N) estdo marcados com DAPI em azul. Barra = 10um.

4.4 CARACTERIZACAO DA PROTEINA FKBP12 DURANTE O CICLO DE
VIDA DO T. cruzi

A proteina FKBP12 (12,2 kDa) de T. cruzi apresenta 113 aminoécidos,
sendo que destes, 108 representam o dominio FKBP (Figura 22 A). Além disso,
ela apresenta expressao constitutiva durante o ciclo de vida desse parasita.
Como controle da expressao, foi utilizado o anticorpo contra actina, gentilmente
cedido pela doutoranda Ligia Kalb, jA que essa proteina também possui
expressdo constitutiva durante o ciclo de vida do T. cruzi (Figura 22 B e C). A
proteina FKBP12 de T. cruzi apresenta um grau de similaridade de 91% com a
proteina FKBP12 de T. brucei.
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Figura 22. Caracterizacdo da proteina FKBP12 de T. cruzi. (A) Tc00.1047053511825.63
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative. (B) Expresséo da proteina FKBP12 durante o ciclo
de vida do T. cruzi. O anticorpo foi diluido 1:250. (C) Expressdo da proteina actina durante o
ciclo de vida do T. cruzi. O antissoro foi diluido 1:500. O peso molecular das proteinas &

indicado em kDa.

4.5 LOCALIZACAO SUBCELULAR DA PROTEINA FKBP12 DURANTE O
CICLO DE VIDA DO T. cruzi EM PARASITAS CULTIVADOS NA PRESENCA
OU AUSENCIA DE RAPAMICINA

Com o anticorpo especifico, foi possivel realizar os ensaios de
imunolocalizacdo da proteina FKBP12 de T. cruzi. Os experimentos foram
realizados conforme metodologia ja descrita no item 3.15.6. A marcagdo ao
longo da metaciclogénese foi avaliada. O padrao nuclear de localizacdo para
todas as formas pode ser visto na Figura 23.

Apés a determinacdo da localizacdo da proteina FKBP12 de T. cruzi,
nos diferentes estagios do ciclo de vida do parasita, procurou-se investigar se
sob efeito da rapamicina, o padrdo de localizacdo da proteina poderia sofrer
alguma mudanca. Para isso, epimastigotas em fase logaritmica de cultivo em
meio LIT e na auséncia de soro fetal bovino, foram submetidos ao tratamento
com rapamicina na dose de ICso=10ug/mL por diferentes tempos. Conforme
mostrado na Figura 24, a localizacdo da proteina ndo sofre mudanca,

permanecendo no nucleo.
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Figura 23. Imunolocalizacdo da proteina FKBP12 de T. cruzi. (A) Epimastigotas tratados
com soro pré-imune. (B) Epimastigotas em fase exponencial de crescimento. (C) Epimastigotas
sob estresse nutricional. (D) Epimastigotas em diferenciacdo aderidos ao substrato. (E)
Tripomastigotas metaciclicos. Para os ensaios de imunolocalizagdo o anticorpo primario foi
diluido 1:50 enquanto que anticorpo secundario foi diluido 1:400. O cinetoplasto (K) e nucleo

(N) estdo marcados com DAPI em azul. Barra=10um.
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Figura 24. Imunolocalizacao da proteina FKBP12 em parasitas tratados com rapamicina.
(A) Controle: Epimastigotas cultivados em meio LIT na auséncia de soro fetal bovino. (B)
Epimastigotas cultivados em meio LIT na auséncia de soro fetal bovino tratados com
rapamicina por 1 hora. (C) Epimastigotas cultivados em meio LIT na auséncia de soro fetal
bovino tratados com rapamicina por 15 horas. Para os ensaios de imunolocaliza¢éo o anticorpo
primario foi diluido 1:50 enquanto o anticorpo secundario foi diluido 1:400. O cinetoplasto (K) e
nucleo (N) estdo marcados com DAPI em azul. A concentracdo da droga utilizada foi a IC50=10

pg/mL. Barra = 10um.
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4.6 ISOLAMENTO DO COMPLEXO PROTEICO NATIVO CONTENDO A
PROTEINA FKBP12 DE T. cruzi POR CROMATOGRAFIA

Uma das abordagens adotadas para identificar proteinas presentes no
complexo proteico que contém a proteina FKBP12 foi de submeter o extrato
nuclear obtido as duas etapas de cromatografia, como descrito no item 3.17. A
primeira etapa, de gel filtracdo, consiste em separar 0os complexos proteicos
presentes no nucleo por diferenca de tamanho. Apds analise de deteccéo da
proteina FKBP12 por Western blot, as fracdes contendo esta proteina
provenientes dessa primeira etapa seguem para a segunda etapa
cromatografica. Essa etapa seguinte isola os complexos pela for¢ca idnica.
Assim, utiliza-se uma resina carregada negativamente e através de um
gradiente crescente de sal, os complexos vao sendo eluidos da coluna de
acordo com a troca de ligacdo entre os complexos proteicos e o ions presentes
no tampdo utilizado como eluente. Apds ensaio de Western blot, as fragfes
contendo a proteina FKBP12 seguem para analise no espectrobmetro de
massas.

Foi realizado um ensaio preliminar utilizando formas epimastigotas
crescidas em meio LIT e a proteina FKBP12 de T. cruzi péde ser detectada
associada a complexos pesados apds a cromatografia de gel filtracdo (Figura
25). Porém, apés a segunda etapa cromatogréafica, a mesma proteina nao foi
detectada. Portanto novas abordagens foram empregadas para o isolamento
do complexo através das duas etapas de cromatografia. Para isso, um volume
maior de cultivo foi adotado (5L). Esse volume foi processado para obtencéo do
extrato nuclear e apods as duas etapas cromatograficas, descritas no item 3.17
foi possivel detectar a proteina por ensaio de Western blot (Figura 26). As
fracbes contendo a proteina FKBP12 associada a outras proteinas foram
processadas e analisadas no espectrdmetro de massas. Nesta analise, néo foi
identificada a proteina FKBP12, como seria o esperado, porém demonstrou-se
através da cromatografia de gel filtracdo, que ela esta associada em complexos
proteicos de alto peso molecular, pois ha deteccdo da proteina nas primeiras
fracOes eluidas.
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Figura 25. Purificacdo do complexo contendo a proteina FKBP12 de T. cruzi através de
cromatografia de gel filtragdo. (A) Cromatograma. (B) SDS-PAGE (15%) das fracdes eluidas
de 13 a 45 e coradas com prata. (C) Detecgdo de FKBP12 por Western blot das fracbes
eluidas de 13 a 45.
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Figura 26. Purificacdo do complexo contendo a proteina FKBP12 de T. cruzi através de
cromatografia. (A) Cromatograma da etapa de gel filtragdo e detec¢do de FKBP12 por
western blot das fracdes eluidas de 23 a 33. (B) Cromatograma da etapa de troca ibnica e
deteccdo de FKBP12 por Western blot das fragées eluidas de 43 a 45.
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Novos ensaios utilizando essa técnica de cromatografia serdo realizados
j& que se pretende analisar possiveis mudan¢as na composicdo do complexo
contendo a proteina FKBP12 em resposta ao tratamento com a rapamicina e
também quando o parasita € submetido a estresse nutricional.

Com isso, esperamos obter um panorama da dindmica do complexo
proteico que contém a proteina FKBP12, bem como verificar se as proteinas da
via TOR estdo presentes neste complexo quando o parasita € submetido ao

tratamento com rapamicina.

4.7 CARACTERIZACAO DE PROTEINAS ASSOCIADAS A FKBP12 DE T.
cruzi POR ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITACAO

A imunoprecipitacdo pode ser utilizada para isolar os complexos
ribonucleoprotéicos por meio de um anticorpo especifico para determinada
proteina. Os anticorpos ficam imobilizados em uma resina e capturam a
proteina alvo juntamente com outras moléculas associadas (RNAs, proteinas,
por exemplo).

Como a proteina FKBP12 possui localizagao nuclear, para os ensaios de
imuprecipitacdo utilizou-se um extrato nuclear, obtido conforme descrito
anteriormente no item 3.15.7. A deteccdo da proteina durante as etapas de
obtencdo desse extrato nuclear sdao mostradas na Figura 27 A. A fracao
correspondente ao sobrenadante pés lise por tampdes baixo e alto sal foi
dosada e utilizada para os ensaios.

A imunoprecipitacdo dos complexos ribonucleopreotéicos associados a
proteina FKBP12 de T. cruzi utilizando formas epimastigotas em fase
logaritmica de crescimento foi realizada com sucesso como mostra a Figura 27
B. A fracd@o obtida ap0s elui¢do da resina foi dosada e submetida ao tratamento
de reducéo, alquilagdo e digestdo para andlise no espectrébmetro de massas
como descrito no item 3.15.7. A andlise nos mostrou novamente a
especificidade do anticorpo em reconhecer a proteina alvo bem como das
possiveis proteinas associadas. Novos ensaios foram realizados a fim de se
confirmar as interagbes juntamente com os controles. Além disso, a

imunoprecipitacdo utilizando formas epimastigotas cultivadas em meio LIT na
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auséncia de soro fetal bovino, tratadas ou ndo com rapamicina (5 pg/mL e 10
pg/mL por 2 e 24 h) e sob estresse nutricional de 2 h também foram realizadas.

A MW SC PCSA/BPA/B B MW FT L E

Figura 27. Imunoprecipitacdo da proteina FKBP12 de T. cruzi. (A) Fracionamento para
obtencdo do extrato nuclear. LEGENDA: MW, marcador de massa molecular; SC,
sobrenadante pés lise por cavitacdo; PC, sedimento pds lise por cavitagdo; SA/B,
sobrenadante pés lise do sedimento obtido apds a cavitagdo; PA/B, sedimento pds lise com
tampdes de baixo e alto sal. (B) Imunoprecipitacdo. LEGENDA: MW, marcador de massa
molecular; FT, flow through; L, Lavado (3x); E, Eluido. A massa das proteinas é indicada em
kDa.

Cada condicao de imunoprecipitacdo de complexos, contendo a proteina
FKBP12 de T. cruzi, apés as analises de bioinformética, gerou uma lista de
proteinas parceiras, que pode ser visualizada nos Quadros 08, 09, 10, 11, 12,
13 e 14. Critérios especificos escritos no item 3.15.7, além de valores
especificos de FDR, foram utilizados na selecdo das possiveis parceiras para
cada experimento, afim de se facilitar o entendimento e posterior concluséo. Na
listagem estdo as 50 primeiras proteinas identificadas com base nos critérios

de selecao.
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TcCLB.507809.110 hypothetical protein, conserved 1191 12,81 6,29E-04 1,12E 01
mitochondrial RNA binding
TcCLB.509895.20 protein, putative 883 9,54 453E-03 5,38E-01

TcCLB.508153.540 hypothetical protein, conserved 2374 792 3,43E-02 8,70E-01

translation initiation factor elF2B
TcCLB.509835.20  subunit-like protein, putative 2266 747  4,45E-02 8,70E-01
glucose-6-phosphate isomerase,
TcCLB.510889.221 glycosomal, putative 94 7,06 6,32E-02 8,70E-01
immunodominant antigen,
TcCLB.508865.30 putative,tc40 antigen-like, putative 1037 7,03 6,37E-02 8,70E-01
paraflagellar rod component par4,

TcCLB.510353.30 putative 595 6,94 6,57E-02 8,70E-01
TcCLB.507927.100 hypothetical protein 1234 6,80 6,88E-02 8,70E-01
serinefthreonine protein
TcCLB.506863.80 phosphatase, putative 2545 6,78 6,91E-02 8,70E-01
TcCLB.509733.60 hypothetical protein 2160 6,76  6,94E-02 8,70E-01
acetylornithine deacetylase-like,
TcCLB.508971.40 putative 524 6,76 7,06E-02 8,70E-01

TcCLB.511627.100 TPR-repeat protein, putative 2140 6,70 7,09E-02 8,70E-01

electron-transfer-flavoprotein,
TcCLB.511693.90 alpha polypeptide, putative 583 6,56 7,43E-02 8,70E-01
calpain-like cysteine peptidase,

TcCLB.508675.29 putative 36 6,45  7,48E-02 8,70E-01
cleavage and polyadenylation

TcCLB.511003.221 specificity factor, putative 2264 6,52 7,53E-02 8,70E-01

TcCLB.506945.70 protein mktl, putative 638 6,51 7,58E-02 8,70E-01

ruvB-like DNA helicase,
putative, ATP-dependent DNA
TcCLB.510877.60 helicase, putative 519 6,44 7,93E-02 8,70E-01

TcCLB.508461.370 hypothetical protein, conserved 1045 6,33 8,01E-02 8,70E-01
TcCLB.506677.30 hypothetical protein,conserved 1594 6,26  8,29E-02 8,70E-01
TcCLB.511627.110heatshock protein DNAJ, putative 216 6,30 8,47E-02 8,70E-01
TcCLB.511189.70 hypothetical protein,conserved 2582 6,15 8,53E-02 8,70E-01
RNA polymerase subunit,
putative,DNA-directed RNA

TcCLB.511277.10 polymerase | subunit, putative = 2586 635 8,60E-02 8,70E-01

gamma-adaptin 1, putative AP-1

adapter complex gamma subunit,
TcCLB.508257.260 putative 2114 6,11 8,64E-02 8,70E-01

TcCLB.511729.50 hypothetical protein,conserved 2082 6,48 8,77E-02 8,70E-01
TcCLB.510565.179 hypothetical protein, conserved 2279 6,26  8,82E-02 8,70E-01
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hypothetical protein,
TcCLB.510345.50 conserved 2574 5,96 9,14E-02 8,70E-01
hypothetical protein,
TcCLB.511725.240 conserved 2591 5,93 9,20E-02 8,70E-01
hypothetical protein,
TcCLB.506317.10 conserved 942 5,92 9,33E-02 8,70E-01
TcCLB.508637.90 phosphoglucomutase 452 5,31 1,16E-01 8,70E-01
cytochrome b5,
TcCLB.506773.44 putative 612 6,25 1,24E-01 8,70E-01
hypothetical protein,
TcCLB.507629.20 conserved 1031 5,37 1,42E-01 8,70E-01
hypothetical protein,
TcCLB.509837.10 conserved 618 4,90 1,66E-01 8,70E-01
ruvB-like DNA helicase,
TcCLB.508693.80 putative 556 4,79 1,90E-01 8,70E-01
leucine rich repeat
TcCLB.508707.310 protein, putative 48 4,45 2,46E-01 8,70E-01
retrotransposon hot
spot (RHS) protein,
TcCLB.459199.10 putative 1009 4,19 2,55E-01 8,70E-01
glycosomal
phosphoenolpyruvate
TcCLB.508441.20 carboxykinase, putative 28 3,97 2,85E-01 8,70E-01
TcCLB.506239.30 lectin, putative (AG38) 1081 4,07 2,87E-01 8,70E-01
hypothetical protein,
TcCLB.506625.100 conserved 609 3,91 2,88E-01 8,70E-01
chaperone DNAJ
TcCLB.510575.200 protein, putative 972 4,10 2,90E-01 8,70E-01
coatomer alpha subunit
TcCLB.510689.10 (pseudogene), putative 765 3,82 2,92E-01 8,70E-01
hypothetical protein,
TcCLB.508965.100 conserved 1881 4,30 2,99E-01 8,70E-01
prostaglandin F2alpha
TcCLB.508461.80 synthase (TcPGFS) 5 3,80 3,04E-01 8,70E-01
macrophage infectivity
potentiator, precursor,
TcCLB.508897.110 (MIP) 1899 3,66 3,06E-01 8,70E-01
chaperone DNAJ
TcCLB.511531.9 protein, putative 2137 3,49 3,09E-01 8,70E-01
hypothetical protein,
TcCLB.510143.5 conserved 1140 3,72 3,09E-01 8,70E-01
hypothetical protein,
TcCLB.510339.14 conserved 2573 4,05 3,11E-01 8,70E-01
hypothetical protein,
TcCLB.510429.24 conserved 361 4,02 3,11E-01 8,70E-01
hypothetical protein,
TcCLB.506989.309 conserved 1041 3,55 3,12E-01 8,70E-01
hypothetical protein,
TcCLB.508649.20 conserved 994 3,563 3,24E-01 8,70E-01
aldo-keto reductase
TcCLB.511287.49 (AKR) 25 3,51 3,26E-01 8,70E-01

Quadro 08. Lista de proteinas associadas a FKBP12, de formas epimastigotas de T. cruzi
cultivadas em meio LIT, obtidas por imunoprecipitacdo. As 50 primeiras proteinas foram

selecionadas utilizando um FDR < 1,0.
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TcCLB.51182563 1183 1 1681 [595F-07 16.06E-05
EPI

TcCLB.507809.110 hypothetical protein, conserved 11912 13,95 1,50E-06 6,06E-05
immunodominantantigen, putative,tc40 antigen-like,
TcCLB.508865.30 putative 1037 13,03 1,97E-06 6,06E-05
TcCLB.511431.30 hypothetical protein, conserved 2245 11,66 3,61E-06 6,06E-05
TcCLB.504125.60 MCAK:-like kinesin, putative 996 13,25 3,56E-06 6,06E-05
TcCLB.507093.300 hypothetical protein SCD6.10 248 13,03 3,70E-06 6,06E-05
TcCLB.506435.410 uracil phosphoribosyltransferase, putative 554 13,73 1,70E-06 6,06E-05
TcCLB.511285.120 ATP-dependent RNA helicase, putative 202 13,79 1,72E-06 6,06E-05
TcCLB.509247.30 hypothetical protein, conserved 327 12,18 5,00E-06 6,06E-05
TcCLB.507555.80 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 380 11,96 3,93E-06 6,06E-05

TcCLB.506659.20 mitochondrial DNA polymerase | protein C, putative 1750 11,55 4,14E-06 6,06E-05

TcCLB.511801.60 mitochondrial DEAD box protein, putative 1776 11,48 3,97E-06 6,06E-05
TcCLB.510861.40 hypothetical protein, conserved 491 10,91 6,00E-06 6,06E-05
TcCLB.509599.150 serine/threonine protein kinase, putative 1053 11,37 5,95E-06 6,06E-05
TcCLB.506235.20 guide RNA associated protein, GAP1, putative 366 11,14 4,59E-06 6,06E-05
TcCLB.508461.270 rab7 GTP binding protein, putative 459 11,58 3,75E-06 6,06E-05
TcCLB.503399.20 hydrolase, alpha/beta fold family, putative 623 13,28 3,44E-06 6,06E-05
TcCLB.511727.160 hypothetical protein, conserved 600 12,94 241E-06 6,06E-05
TcCLB.511573.58 nucleolar protein, putative 531 1255 2,78E-06 6,06E-05
TcCLB.509917.19 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 474 13,02 3,12E-06 6,06E-05
guanine-nucleotide-exchange-factor, putative,translation
TcCLB.508699.20 initiation factor EIF-2B subunit, putative 2395 12,74 2,21E-06 6,06E-05

TcCLB.506127.110eukaryotic peptide chain release factor subunit1, putative 639 13,08 2,04E-06 6,06E-05

TcCLB.509213.40 hypothetical protein, conserved 657 14,31 1,71E-06 6,06E-05
TcCLB.506587.40 ATP-dependentRNAhelicase FAL1, putative 1079 11,62 3,67E-06 6,06E-05
TcCLB.509167.140 hypothetical protein, conserved 453 13,72 1,54E-06 6,06E-05
TcCLB.503823.130 hypothetical protein, conserved 2500 11,82 3,44E-06 6,06E-05
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TcCLB.509167.150

TcCLB.510609.20

TcCLB.507023.170

TcCLB.506211.70

TcCLB.509229.80

TcCLB.506625.70

TcCLB.511303.90

TcCLB.509941.110

TcCLB.506825.60

TcCLB.510303.290

TcCLB.507927.20

TcCLB.507513.20

TcCLB.506235.10

TcCLB.506755.260

TcCLB.509243.30

TcCLB.509109.120

TcCLB.509539.50

TcCLB.504105.20

TcCLB.511421.200

TcCLB.508547.110

TcCLB.508045.100

TcCLB.506649.80

TcCLB.506301.30

TcCLB.509109.30

TcCLB.510635.50

homoserine kinase, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
RNA-binding protein, putative
mitochondrial processing peptidase alpha subunit,
putative,metallo-peptidase, Clan ME, Family M16,
putative
RNA-binding protein, putative
hypothetical protein, conserved
condensin subunit 1, putative

hypothetical protein, conserved

acyl-CoA dehydrogenase, putative

mitochondrial oligo_U binding protein TBRGG1, putative

hypothetical protein, conserved
translation initiation factor IF-2, putative
mitochondrial RNA-binding protein 2, putative
hypothetical protein, conserved
protein tyrosine phosphatase, putative
small GTP-binding protein, putative
eukaryotic translation initiation factor 5, putative
hypothetical protein, conserved
ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative
mitochondrial DNA primase, putative (PRI1)
RNA-binding protein, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

zinc-binding phosphatase, putative

422

440

1353

587

549

889

2211

2570

2544

621

354

2428

1046

192

297

490

345

566

468

1449

1629

454

1190

581

2579

11,91
13,10
12,04

13,67

11,33
13,74
12,26
10,93
10,62
13,18
11,61
11,91
11,45
11,01
11,93
11,81
11,30
12,77
12,04
11,74
12,44
12,73
10,37
10,94

11,84

3,65E-06 6,06E-05
2,49E-06 6,06E-05
3,66E-06 6,06E-05

1,66E-06 6,06E-05

6,26E-06 6,06E-05
1,75E-06 6,06E-05
2,73E-06 6,06E-05
5,91E-06 6,06E-05
5,72E-06 6,06E-05
3,16E-06 6,06E-05
4,08E-06 6,06E-05
4,A7E-06 6,06E-05
4,96E-06 6,06E-05
5,09E-06 6,06E-05
5,85E-06 6,06E-05
3,38E-06 6,06E-05
5,34E-06 6,06E-05
2,57E-06 6,06E-05
6,15E-06 6,06E-05
4,49E-06 6,06E-05
2,94E-06 6,06E-05
2,52E-06 6,06E-05
6,28E-06 6,06E-05
5,42E-06 6,06E-05

4,23E-06 6,06E-05

Quadro 09. Lista de proteinas associadas a FKBP12, de formas epimastigotas de T. cruzi

cultivadas em meio LIT sem SFB, obtidas por imunoprecipitacdo. As 50 primeiras

proteinas foram selecionadas utilizando um FDR < 0,01.
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TcCLB.51182563 1183 - 8.46E-02 |3.67E-01
I S i P OO
DESCRICAO PROT P VALUE

TcCLB.507809.110 hypothetical protein, conserved 1191 9,04 8,47E-02 3,67E-01
immunodominantantigen, putative,tc40 antigen-like,
TcCLB.508865.30 putative 1037 8,44 8,51E-02 3,67E-01
TcCLB.511431.30 hypothetical protein, conserved 2245 7,75 8,64E-02 3,67E-01
TcCLB.504125.60 MCAK:-like kinesin, putative 996 8,10 8,52E-02 3,67E-01
TcCLB.507093.300 hypothetical protein SCD6.10 248 8,23 8,50E-02 3,67E-01
TcCLB.506435.410 uracil phosphoribosyltransferase, putative 554 8,54 8,48E-02 3,67E-01
TcCLB.511285.120 ATP-dependent RNA helicase, putative 202 8,23 8,51E-02 3,67E-01
TcCLB.509247.30 hypothetical protein, conserved 327 7,78 8,54E-02 3,67E-01
TcCLB.507555.80 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 380 6,96 8,62E-02 3,67E-01

TcCLB.506659.20 mitochondrial DNA polymerase | protein C, putative 1750 6,98 8,70E-02 3,67E-01

TcCLB.511801.60 mitochondrial DEAD box protein, putative 1776 6,18 8,70E-02 3,67E-01
TcCLB.510861.40 hypothetical protein, conserved 491 594 8,75E-02 3,67E-01
TcCLB.509599.150 serine/threonine protein kinase, putative 1053 6,13 8,76E-02 3,67E-01
TcCLB.506235.20 guide RNA associated protein, GAP1, putative 366 549 8,83E-02 3,67E-01
TcCLB.508461.270 rab7 GTP binding protein, putative 459 5,40 8,86E-02 3,67E-01
TcCLB.503399.20 hydrolase, alpha/beta fold family, putative 623 6,28 8,92E-02 3,67E-01
guanine-nucleotide-exchange-factor, putative,translation
TcCLB.508699.20 initiation factor EIF-2B subunit, putative 2395 8,17 8,51E-02 3,67E-01

TcCLB.506127.110eukaryotic peptide chain release factor subunit 1, putative 639 7,37 8,57E-02 3,67E-01

TcCLB.509213.40 hypothetical protein, conserved 657 797 8,60E-02 3,67E-01
TcCLB.506587.40 ATP-dependentRNAhelicase FAL1, putative 1079 6,55 8,66E-02 3,67E-01
TcCLB.509167.140 hypothetical protein, conserved 453 6,84 8,66E-02 3,67E-01
TcCLB.503823.130 hypothetical protein, conserved 2500 6,47 8,66E-02 3,67E-01
TcCLB.509167.150 homoserine kinase, putative 422 6,94 8,72E-02 3,67E-01
TcCLB.506211.70 RNA-binding protein, putative 587 8,28 8,50E-02 3,67E-01
TcCLB.506625.70 RNA-binding protein, putative 889 8,55 8,59E-02 3,67E-01
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TcCLB.509941.110 condensin subunit 1, putative 2570 5,65 8,84E-02 3,67E-01
TcCLB.510303.290 acyl-CoAdehydrogenase, putative 621 8,29 8,53E-02 3,67E-01
TcCLB.507513.20 hypothetical protein, conserved 2428 7,70 8,54E-02 3,67E-01
TcCLB.506755.260 mitochondrial RNA-binding protein 2, putative 192 6,47 8,72E-02 3,67E-01
TcCLB.509243.30 hypothetical protein, conserved 297 7,65 8,55E-02 3,67E-01
TcCLB.504105.20 eukaryotic translation initiation factor 5, putative 566 8,20 8,76E-02 3,67E-01
TcCLB.511421.200 hypothetical protein, conserved 468 559 9,01E-02 3,67E-01
TcCLB.508547.110 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative 1449 6,52 8,70E-02 3,67E-01
TcCLB.508045.100 mitochondrial DNA primase, putative (PRI1) 1629 7,15 8,59E-02 3,67E-01
TcCLB.506649.80 RNA-binding protein, putative 454 7,18 8,64E-02 3,67E-01
TcCLB.506301.30 hypothetical protein, conserved 1190 5,92 8,76E-02 3,67E-01
TcCLB.509109.30 hypothetical protein, conserved 581 5,46 9,00E-02 3,67E-01
retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene),
TcCLB.507503.70 putative 269 6,80 8,69E-02 3,67E-01
TcCLB.511761.60 hypothetical protein, conserved 438 6,53 8,66E-02 3,67E-01
TcCLB.506945.70 protein mktl, putative 638 7,06 8,62E-02 3,67E-01
TcCLB.510947.30 hypothetical protein, conserved 225 520 8,91E-02 3,67E-01

mitochondrial carrier protein (pseudogene),
TcCLB.507007.99 putative,mitochondrial carrier protein, putative, frameshift 339 6,69 8,65E-02 3,67E-01

TcCLB.511333.4 cytoskeleton-associated protein CAP5.5, putative 598 6,24 8,72E-02 3,67E-01
eukaryotic translation initiation factor 2 beta subunit,

TcCLB.503955.70 putative 828 6,10 8,72E-02 3,67E-01

TcCLB.508993.10 cytidine triphosphate synthase, putative 1213 7,84 8,55E-02 3,67E-01

TcCLB.510351.90 dihydrolipoamide branched chain transacylase, putative 540 8,10 8,51E-02 3,67E-01
TcCLB.509551.30 mitochondrial phosphate transporter, putative 180 7,10 8,60E-02 3,67E-01
TcCLB.510443.40 hypothetical protein, conserved 2577 7,02 8,64E-02 3,67E-01
TcCLB.504003.60 chaperonin/T-complex protein 1 gamma subunit, putative 158 6,70 8,64E-02 3,67E-01

MRB1-associated protein, putative,guide RNA binding
TcCLB.510173.40 protein, putative 1572 6,36 9,18E-02 3,67E-01

Quadro 10. Lista de proteinas associadas a FKBP12 de formas epimastigotas de T. cruzi
cultivadas em meio LIT sem SFB e tratadas com rapamicina (5,0 pg/mL por 2 h) obtidas
por imunoprecipitacdo. As 50 primeiras proteinas foram selecionadas utilizando um FDR <
1,0.
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TcCLB.511825.63

TcCLB.508865.30
TcCLB.507093.300
TcCLB.509213.40
TcCLB.509167.140
TcCLB.506625.70
TcCLB.508993.10
TcCLB.509551.64
TcCLB.511529.259
TcCLB.506659.10
TcCLB.507809.110
TcCLB.509247.30
TcCLB.506357.130
TcCLB.509671.110
TcCLB.506211.70
TcCLB.511285.120

TcCLB.507555.80

immunodominant antigen, putative,tc40 antigen-like,
putative

hypothetical protein SCD6.10
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

RNA-binding protein, putative

cytidine triphosphate synthase, putative
small nuclear ribonucleoprotein Sm-F, putative
hypothetical protein, conserved
immunodominantantigen, putative,tc40 antigen-like,
putative

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

RNA-binding protein, putative

ATP-dependent RNAhelicase, putative

retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative

1037

248

657

453

889

1213

580

2426

2229

1191

327

1134

870

587

202

380

12,95
11,32
11,84
11,71
12,37
11,69
11,08
11,18
10,84
11,45
10,27
9,87

10,51
10,19
10,10

8,89

1183 m 9,02E-04 11.20E-02
I S i P O
DESCRICAO PROT P VALUE

2,90E-04 1,12E-02

5,85E-04 1,12E-02
4,69E-04 1,12E-02
4,98E-04 1,12E-02
2,63E-04 1,12E-02
516E-04 1,12E-02
5,18E-04 1,12E-02
516E-04 1,12E-02
6,21E-04 1,12E-02
7,37E-04 1,19E-02
9,69E-04 1,20E-02
9,37E-04 1,20E-02
1,03E-03 1,20E-02
1,14E-03 1,23E-02
1,24E-03 1,26E-02

1,70E-03 1,62E-02

Quadro 11. Lista de proteinas associadas a FKBP12 de formas epimastigotas de T. cruzi

cultivadas em meio LIT sem SFB e tratadas com rapamicina (5,0 pg/mL por 24 h) obtidas

por imunoprecipitacdo. Todas as proteinas foram selecionadas utilizando um FDR <0,1.
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TcClLB.511825.63

1183 | 1567 |4 29FE-07 11 85FE-05

EPI

TcCLB.508865.30

TcCLB.507093.300

TcCLB.509213.40

TcCLB.508993.10

TcCLB.507809.110

TcCLB.509247.30

TcCLB.506211.70

TcCLB.511285.120

TcCLB.507555.80

TcCLB.509229.80

TcCLB.511865.60

TcCLB.506659.20

TcCLB.509599.150

TcCLB.508257.150

TcCLB.511217.140

TcCLB.511573.58

TcCLB.505919.80

TcCLB.509913.10

TcCLB.504125.60

TcCLB.506235.20

TcCLB.508699.20

TcCLB.506945.70

TcCLB.510443.40

TcCLB.508153.400

TcCLB.509103.10

immunodominantantigen, putative,tc40 antigen-like,

putative
hypothetical protein SCD6.10
hypothetical protein, conserved
cytidine triphosphate synthase, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
RNA-binding protein, putative
ATP-dependent RNAhelicase, putative
retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative
mitochondrial processing peptidase alpha subunit,
putative,metallo-peptidase, Clan ME, Family M16,
putative
hypothetical protein, conserved
mitochondrial DNA polymerase | protein C, putative
serine/threonine protein kinase, putative
small nuclear ribonucleoprotein SmD3, putative
coatomer delta subunit, putative,delta-COP,
putative,delta-coat protein, putative
nucleolar protein, putative
retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative
3-methylcrotonyl-CoA carboxylase, putative

MCAK:-like kinesin, putative

guide RNA associated protein, GAP1, putative

guanine-nucleotide-exchange-factor, putative,translation

initiation factor EIF-2B subunit, putative
protein mktl, putative

hypothetical protein, conserved

serine/threonine protein kinase, putative,protein kinase,

putative

hypothetical protein, conserved
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1037

248

657

1213

1191

327

587

202

380

549

797

1750

1053

1175

923

531

981

2489

996

366

2395

638

2577

432

1425

16,25
13,93
15,30
13,89
15,59
13,72
14,09
14,63

14,54

13,18
13,74
13,21
13,92
13,33
12,80
13,01
13,38
12,76
14,38
13,30
14,38
12,79
12,34
15,32

13,42

3,84E-07
1,46E-06
5,66E-07
1,49E-06
4,70E-07
8,81E-07
1,26E-06
7,86E-07

8,98E-07

1,16E-06
8,31E-07
1,01E-06
7,94E-07
1,17E-06
1,21E-06
1,56E-06
1,36E-06
1,20E-06
8,34E-07
1,03E-06
7,70E-07
1,37E-06
1,53E-06
5,89E-07

1,43E-06

1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05

1,85E-05

1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05
1,85E-05

1,85E-05




TcCLB.509733.100 translation elongation factor 1-beta, putative 187 13,20 1,14E-06 1,85E-05

TcCLB.508799.1703-methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta subunit, putative 1270 13,48 1,36E-06 1,85E-05

TcCLB.508321.40 hypothetical protein, conserved 1891 13,11 1,21E-06 1,85E-05
TcCLB.506677.30 hypothetical protein, conserved 1594 14,79 6,07E-07 1,85E-05
TcCLB.506317.10 hypothetical protein, conserved 942 13,46 1,04E-06 1,85E-05
TcCLB.511071.171 60S ribosomal protein L12, putative 373 1343 9,19E-07 1,85E-05

TcCLB.504839.50 nucleosome assembly protein-like protein, putative 573 13,28 9,58E-07 1,85E-05

TcCLB.507019.120 hypothetical protein, conserved 2013 12,64 1,58E-06 1,85E-05
TcCLB.507949.4 cytidine triphosphate synthase, putative 1464 14,00 7,94E-07 1,85E-05
TcCLB.507021.110 hypothetical protein, conserved 1734 13,77 8,22E-07 1,85E-05
TcCLB.506009.10 hypothetical protein, conserved 1077 12,81 1,56E-06 1,85E-05
TcCLB.508325.160 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 629 13,13 1,09E-06 1,85E-05
TcCLB.509917.19 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 474 13,73 1,23E-06 1,85E-05
TcCLB.510609.20 hypothetical protein, conserved 440 13,66 1,56E-06 1,85E-05
TcCLB.511303.90 hypothetical protein, conserved 2211 12,57 1,51E-06 1,85E-05
retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene),
TcCLB.510083.30 putative 646 13,55 8,92E-07 1,85E-05
TcCLB.507063.90 mitochondrial DNA polymerase beta, putative 125 12,22 1,51E-06 1,85E-05
TcCLB.509729.20 hypothetical protein, conserved 2568 14,11 8,07E-07 1,85E-05
TcCLB.511837.29 iron-sulfur cluster assembly protein, putative 2050 13,85 9,67E-07 1,85E-05
TcCLB.507033.20 histone H3 variant, putative 1123 13,23 1,60E-06 1,85E-05

TcCLB.503749.5 pyrroline-5-carboxylate synthetase-like protein, putative 448 12,24 1,53E-06 1,85E-05

TcCLB.506863.80 serine/threonine protein phosphatase, putative 2545 13,25 1,04E-06 1,85E-05
TcCLB.506443.150 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 617 14,74 6,94E-07 1,85E-05
TcCLB.511323.40 histone H2A, putative 538 15,55 4,93E-07 1,85E-05
TcCLB.510257.10 hypothetical protein, conserved 2527 13,49 1,03E-06 1,85E-05

Quadro 12. Lista de proteinas associadas a FKBP12 de formas epimastigotas de T. cruzi
cultivadas em meio LIT sem SFB e tratadas com rapamicina (10,0 pg/mL por 2 h) obtidas
por imunoprecipitacdo. As 50 primeiras proteinas foram selecionadas utilizando um FDR <
0,01.
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TcCLB.511825.63

1183 | 1456 | 4 60E-07 12.02E-05

EPI

TcCLB.508865.30

TcCLB.507093.300

TcCLB.507809.110

TcCLB.509247.30

TcCLB.511285.120

TcCLB.507555.80

TcCLB.511865.60

TcCLB.506659.20

TcCLB.509599.150

TcCLB.508257.150

TcCLB.511217.140

TcCLB.511573.58

TcCLB.505919.80

TcCLB.509913.10

TcCLB.504125.60

TcCLB.510861.40

TcCLB.506235.20

TcCLB.508153.400

TcCLB.509103.10

TcCLB.508321.40

TcCLB.506677.30

TcCLB.506317.10

TcCLB.511071.171

TcCLB.510125.10

TcCLB.507019.120

immunodominantantigen, putative,tc40 antigen-like,

putative
hypothetical protein SCD6.10
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
ATP-dependent RNA helicase, putative
retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative
hypothetical protein, conserved
mitochondrial DNA polymerase | protein C, putative
serine/threonine protein kinase, putative
small nuclearribonucleoprotein SmD3, putative
coatomer delta subunit, putative,delta-COP,
putative,delta-coat protein, putative
nucleolar protein, putative
retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative
3-methylcrotonyl-CoA carboxylase, putative
MCAK:-like kinesin, putative
hypothetical protein, conserved

guide RNA associated protein, GAP1, putative

serine/threonine protein kinase, putative,protein kinase,

putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
60S ribosomal protein L12, putative
pumilio/PUF RNA binding protein 6, putative (PUF6)

hypothetical protein, conserved

100

1037

248

1191

327

202

380

797

1750

1053

1175

923

531

981

2489

996

491

366

432

1425

1891

1594

942

373

1033

2013

15,66
13,21
14,83
13,10
14,22
14,28
13,20
12,16
13,45
12,41
12,25
12,39
12,93
12,18
13,94
11,00
12,98
14,96
12,53
12,34
14,41
13,17
12,22
12,35

12,00

4,30E-07
1,59E-06
5,98E-07
1,43E-06
7,89E-07
8,56E-07
9,74E-07
1,93E-06
8,74E-07
1,36E-06
1,66E-06
1,55E-06
1,04E-06
1,40E-06
7,18E-07
1,81E-06
8,80E-07
5,54E-07
1,95E-06
1,17E-06
5,17E-07
1,32E-06
1,29E-06
1,22E-06

1,68E-06

2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05
2,02E-05

2,02E-05




TcCLB.507949.4 cytidine triphosphate synthase, putative 1464 14,12 8,34E-07 2,02E-05
TcCLB.507021.110 hypothetical protein, conserved 1734 13,38 8,29E-07 2,02E-05
TcCLB.506009.10 hypothetical protein, conserved 1077 12,62 1,01E-06 2,02E-05
TcCLB.509917.19 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 474 13,08 8,59E-07 2,02E-05
TcCLB.508461.270 rab7 GTP binding protein, putative 459 12,25 1,79E-06 2,02E-05

retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene),

TcCLB.510083.30 putative 646 13,26 1,11E-06 2,02E-05
TcCLB.507063.90 mitochondrial DNA polymerase beta, putative 125 11,52 1,65E-06 2,02E-05
TcCLB.509729.20 hypothetical protein, conserved 2568 13,63 6,30E-07 2,02E-05
TcCLB.511837.29 iron-sulfur cluster assembly protein, putative 2050 13,63 9,37E-07 2,02E-05
TcCLB.507033.20 histone H3 variant, putative 1123 12,96 1,00E-06 2,02E-05
TcCLB.506863.80 serine/threonine protein phosphatase, putative 2545 12,97 1,58E-06 2,02E-05
TcCLB.506443.150 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 617 14,48 6,28E-07 2,02E-05
TcCLB.511323.40 histone H2A, putative 538 14,60 6,50E-07 2,02E-05
TcCLB.510257.10 hypothetical protein, conserved 2527 12,95 8,62E-07 2,02E-05
TcCLB.507765.130 hypothetical protein, conserved 2099 12,60 9,78E-07 2,02E-05
TcCLB.511233.20 60S ribosomal protein L34, putative 360 12,99 1,00E-06 2,02E-05

mitochondrial structure specific endonuclease | (SSE-1),

TcCLB.510519.30 putative 1300 11,96 1,29E-06 2,02E-05
TcCLB.506247.40 hypothetical protein, conserved 2406 12,43 1,37E-06 2,02E-05

5'-3' exonuclease XRNA (pseudogene),
TcCLB.427303.10 putative,exoribonuclease 1, putative (XRNA) 2528 12,33 1,48E-06 2,02E-05

TcCLB.510445.50 S-adenosylmethionine synthetase, putative (METK1) 211 1150 1,66E-06 2,02E-05

TcCLB.511431.30 hypothetical protein, conserved 2245 11,58 1,85E-06 2,02E-05
TcCLB.503399.20 hydrolase, alpha/beta fold family, putative 623 11,62 1,94E-06 2,02E-05
TcCLB.506479.130 cytidine triphosphate synthase, putative 1845 12,68 1,50E-06 2,02E-05
TcCLB.511431.10 protein kinase, putative 1504 11,34 1,77E-06 2,02E-05
TcCLB.507589.14 tryptophanyl-tRNA synthetase, putative 2299 12,86 9,10E-07 2,02E-05

Quadro 13. Lista de proteinas associadas a FKBP12 de formas epimastigotas de T. cruzi
cultivadas em meio LIT sem SFB e tratadas com rapamicina (10,0 pg/mL por 24 h)
obtidas por imunoprecipitacdo. As 50 primeiras proteinas foram selecionadas utilizando um
FDR < 0,01.
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TcClB.511825.63

TcCLB.507809.110
TcCLB.508865.30
TcCLB.507831.60
TcCLB.509261.30

TcCLB.507093.229

TcCLB.506755.260

TcCLB.511071.171
TcCLB.504125.60

TcCLB.510659.210
TcCLB.511277.60
TcCLB.509825.14
TcCLB.510663.70

TcCLB.511903.110

TcCLB.508355.330

TcCLB.508737.100

TcCLB.509767.170

TcCLB.511233.20

TcCLB.506821.20
TcCLB.511903.130
TcCLB.510609.20
TcCLB.508153.730
TcCLB.506559.470

TcCLB.509353.60

TcCLB.509229.80

TcCLB.506435.410

hypothetical protein, conserved
immunodominantantigen, putative,tc40 antigen-like,
putative
heatshock protein 110, putative
3,2-trans-enoyl-CoAisomerase, mitochondrial
precursor, putative
U-rich RNA-binding protein UBP-2
mitochondrial RNA-binding protein 2, putative
60S ribosomal protein L12, putative
MCAK:-like kinesin, putative
chaperone DNAJ protein, putative
alcohol dehydrogenase, putative
40S ribosomal protein SA, putative
6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating,
putative
40S ribosomal protein S8, putative
hypothetical protein, conserved
ATP-dependent Clp protease subunit, heat shock
protein 78, putative (HSP78)
hypothetical protein, conserved
60S ribosomal protein L34, putative
ATP-dependent Clp protease subunit, heat shock
protein 104 (HSP104), putative,atp-dependent
chaperone, ATP-dependent Clp protease subunit, heat
shock protein 100 (pseudogene), putative,serine
peptidase (pseudogene), putative (HSP100)
60S ribosomal protein L26, putative
hypothetical protein, conserved
eukaryotic initiation factor 2a, putative
ribosomal protein 135a, putative
calmodulin, putative
mitochondrial processing peptidase alpha subunit,
putative,metallo-peptidase, Clan ME, Family M16,

putative

uracil phosphoribosyltransferase, putative
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| | | |
TcCLB.505843.24 succinate dehydrogenase, putative 484 8,69 3,06E-08 5,21E-07
TcCLB.511805.15 ribosomal protein S29, putative 487 11,98 6,51E-09 5,21E-07
25 kDa translation elongation factor 1-beta (EF-1-
TcCLB.507671.30 beta) 493 9,01 3,25E-08 5,21E-07
TcCLB.511727.160 hypothetical protein, conserved 497 10,24 1,77E-08 5,21E-07
TcCLB.506443.150 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 535 10,65 2,32E-08 5,21E-07
TcCLB.509213.40 hypothetical protein, conserved 536 11,62 3,30E-08 5,21E-07
TcCLB.507765.60 40S ribosomal protein S21, putative 566 11,59 291E-08 5,21E-07
TcCLB.509761.10 hypothetical protein, conserved 578 10,17 1,85E-08 5,21E-07
TcCLB.509505.10 protein disulfide isomerase, putative 605 9,03 2,84E-08 5,21E-07
TcCLB.506625.70 RNA-binding protein, putative 670 8,76 3,02E-08 5,21E-07
TcCLB.511217.145 ribosomal protein L39, putative 791 10,46 1,68E-08 5,21E-07
TcCLB.509793.40 kinetoplast-associated protein (TcKAP4) 809 10,09 1,27E-08 5,21E-07
TcCLB.508993.10 cytidine triphosphate synthase, putative 822 1046 1,15E-08 5,21E-07
TcCLB.503975.40 hypothetical protein, conserved 832 10,33 2,64E-08 5,21E-07
TcCLB.506503.150 histone H3 variant, putative 841 11,10 3,06E-08 5,21E-07
TcCLB.509289.30 hypothetical protein, conserved 847 9,41 2,06E-08 5,21E-07
TcCLB.504131.110 hypothetical protein, conserved 869 10,62 2,16E-08 5,21E-07
TcCLB.507209.10 small nuclear ribonucleoprotein protein, putative 884 10,32 1,68E-08 5,21E-07
TcCLB.506127.90 hypothetical protein, conserved 960 10,66 3,25E-08 5,21E-07
TcCLB.508045.100 mitochondrial DNA primase, putative (PRI1) 991 9,16 2,86E-08 5,21E-07
TcCLB.506789.230 hypothetical protein, conserved 1009 11,19 1,14E-08 5,21E-07
TcCLB.510741.20 hypothetical protein, conserved 1048 9,45 3,11E-08 5,21E-07
TcCLB.506481.20 hypothetical protein, conserved 1071 10,49 3,46E-08 5,21E-07
TcCLB.510149.140 RNA-binding protein, putative 1074 11,00 2,96E-08 5,21E-07
TcCLB.509937.30 phosphatidylserine synthase, putative 1077 12,43 4,86E-09 5,21E-07

Quadro 14. Lista de proteinas associadas a FKBP12 de formas epimastigotas de T. cruzi
sob estresse nutricional de 2 h, obtidas por imunoprecipitacdo. As 50 primeiras proteinas

foram selecionadas utilizando um FDR < 0,01.
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De acordo com os quadros expostos anteriormente, observa-se pouca
diferenca no conteudo proteico dos complexos que contém a proteina FKBP12
guando os parasitas sdo submetidos as diferentes condi¢cbes. Portanto, para
verificar as proteinas especificas de cada grupo experimental, novas analises

foram feitas e o resultado pode ser observado nos Quadros 15, 16, 17 e 18.

TcClLB.51182563 i 1511 [1.64F-041585E-02

EPI

TcCLB.509733.60 hypothetical protein 2160 6,76 6,94E-02 8,70E-01

TcCLB.511627.100 TPR-repeat protein, putative 2140 6,70 7,09E-02 8,70E-01

TcCLB.508461.370 hypothetical protein, conserved 1045 6,33 8,01E-02 8,70E-01
gamma-adaptin 1, putative,AP-1 adapter complex

TcCLB.508257.260 gamma subunit, putative 2114 6,11 8,64E-02 8,70E-01

TcCLB.511729.50 hypothetical protein, conserved 2082 6,48 8,77E-02 8,70E-01

TcCLB.509837.10 hypothetical protein, conserved 618 490 1,66E-01 8,70E-01

macrophage infectivity potentiator, precursor,
putative,PPlase, putative,rotamase, putative,peptidyl-

TcCLB.508897.110 prolylcis-trans isomerase, putative (MIP) 1899 3,66 3,06E-01 8,70E-01
TcCLB.511531.9 chaperone DNAJ protein, putative 2137 3,49 3,09E-01 8,70E-01
TcCLB.510339.14 hypothetical protein, conserved 2573 4,05 3,11E-01 8,70E-01
TcCLB.511287.49 aldo-keto reductase (AKR) 25 3,51 3,26E-01 8,70E-01
TcCLB.507221.70 hypothetical protein, conserved 2077 4,66 3,29E-01 8,70E-01
TcCLB.510431.330 hypothetical protein, conserved 2576 351 3,32E-01 8,70E-01
TcCLB.509569.100 nucleoside phosphorylase, putative 67 3,42 3,33E-01 8,70E-01
TcCLB.507017.110 hypothetical protein, conserved 1096 3,31 3,42E-01 8,70E-01
TcCLB.510187.530 hypothetical protein, conserved 1441 3,30 3,43E-01 8,70E-01
TcCLB.420719.9 protein kinase, putative 1663 3,34 3,44E-01 8,70E-01

TcCLB.507767.10 succinyl-CoAligase [GDP-forming] beta-chain, putative 1912 3,11 3,61E-01 8,70E-01

TcCLB.506221.70 hypothetical protein, conserved 973 3,04 3,68E-01 8,70E-01
TcCLB.511071.100 hypothetical protein, conserved 758 3,01 3,71E-01 8,70E-01
TcCLB.506579.20 hypothetical protein, conserved 1666 3,17 3,73E-01 8,70E-01
TcCLB.504769.70 hypothetical protein, conserved 1438 297 3,76E-01 8,70E-01

TcCLB.503849.60 NADH-dependent fumarate reductase, putative 1150 2,97 3,76E-01 8,70E-01
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proteasome regulatory non-ATPase subunit 11,

TcCLB.503697.9 putative 2116 3,44 3,80E-01 8,70E-01
TcCLB.511003.190 hypothetical protein, conserved 301 2,74 4,02E-01 8,70E-01
TcCLB.511049.40 leucyl-tRNA synthetase, putative 223 2,69 4,07E-01 8,70E-01
translationally controlled tumor protein (TCTP),
TcCLB.510065.30 putative 259 2,57 4,22E-01 8,70E-01
TcCLB.508153.340 6-phospho-1-fructokinase, putative 469 2,81 4,26E-01 8,70E-01
TcCLB.503931.30 hypothetical protein 2531 3,07 4,36E-01 8,70E-01
calmodulin, putative,calcium-binding EF hand protein,
TcCLB.508461.380 putative 388 2,92 437E-01 8,70E-01
TcCLB.453445.10 hypothetical protein, conserved 946 2,44 4,40E-01 8,70E-01

calpain-like cysteine peptidase (pseudogene),
putative,calpain-like cysteine peptidase, putative,
TcCLB.511443.10 frameshift 551 3,12 4,46E-01 8,70E-01
40 kDa cyclophilin, putative,PPlase,
putative,rotamase, putative,peptidyl-prolyl cis-trans

TcCLB.506885.400 isomerase, putative (CYP40) 343 2,39 4,47E-01 8,70E-01
TcCLB.508851.50 hypothetical protein, conserved 819 2,36 4,52E-01 8,70E-01
TcCLB.508299.30 hypothetical protein 2148 2,52 4,52E-01 8,70E-01
TcCLB.510719.160 60S ribosomal protein L22, putative 642 2,58 4,60E-01 8,76E-01
TcCLB.511019.90 iron superoxide dismutase, putative 92 2,06 4,99E-01 9,01E-01
TcCLB.510687.120 snoRNP protein GAR1, putative 1400 2,66 5,10E-01 9,16E-01

Quadro 15. Lista de proteinas especificas associadas a FKBP12, de formas
epimastigotas de T. cruzi cultivadas em meio LIT, obtidas por imunoprecipitacdo. O
critério utilizado para obtencgdo das proteinas especificas dessa condi¢éo foium FDR < 1,0 e a

auséncia das mesmas nos outros experimentos.

As proteinas especificas de cada condicdo, identificadas na
imunoprecipitacdo da proteina FKBP12 foram analisadas com ferramentas
online de predicéo de parceiros chamada STRING 9.1 (FRANCESCHINI et al.,
2013) e procura de dominios conservados CONSERVED DOMAINS
(MARCHLER-BAUER et al., 2011). Com a ajuda desses programas, € possivel
fazer correlagbes, com base na sequéncia proteica, de parceiros funcionais,
porém descritos em outros organismos. De modo geral, sao ferramentas que
atestam a probabilidade de pertencerem a um mesmo complexo.

Na maioria das andlises no programa STRING 9.1, foram utilizadas
sequéncias homoélogas de T. brucei, uma vez que ndo ha dados nesse

programa para T. cruzi.
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Dentre as proteinas presentes no complexo que contém a proteina
FKBP12, somente nas formas epimastigotas de T. cruzi cultivadas em meio LIT
destacam-se:

» TcCLB.511627.100 — TPR-repeat protein, putative:

Proteinas com esse dominio TPR (tetratricopepetideo) sdo descritas em
diversos organismos eucariontes. Possuem dominios com funcées de interacdo
proteina-proteina e chaperona além de estarem envolvidas nos processos do
ciclo celular, transcricéo e transporte de complexos protéicos. E proposto ainda
gue o dominio TPR interaja com o dominio WD40 e, em alguns casos, 0
dominio TPR ajuda na formacdo de complexos multi-proteicos, dentre eles os
gue possuem Ser/Thr Fosfatase 5C. Outro dominio relevante é o RPAP3_C,
que é encontrado preferencialmente em proteinas de associagdo a RNA-
polimerase Il. Essas proteinas ligam-se por sua vez em outra familia de
proteinas (Monad) que possuem funcéo de regulacéo da apoptose. A Figura 28

mostra 0os dominios conservados na sequéncia da proteina em questao.
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NrfG
DUF3808

Figura 28. Dominios conservados encontrados na proteina TPR de T. cruzi. Destaque
para os dominios TPR e RPAP3_C.

Fonte: Conserved Domains (NCBI).

A Figura 29 mostra a rede de interacdo dos possiveis parceiros dessa

proteina em T. brucei (Th927.2.5150 — descrita como hipotética) preditos com o

programa STRING 9.1. De acordo com o programa existem algumas proteinas
ja descritas como possiveis parceiros da proteina TPR.

Em leveduras, essa proteina chamada de TAH1 é dita como cofator da
proteina HSP90, modulando a atividade de chaperona. Além disso, juntamente
com as proteinas RUVB-like DNA helicases e uma proteina hipotética, formam
o complexo R2TP, que por sua vez é altamente conservado desde leveduras a
mamiferos e que atua na montagem da RNA polimerase Il e para garantir a
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estabilidade das fosfatidilinositol 3 quinases (JIMENEZ et al., 2012). Ha ainda a
relacdo das proteinas RUVB-like DNA helicases, associadas com algumas
ATPases, como fosfaditilinositol 3 quiases (PIKK), incluindo as quinases da via
TOR. A formagédo desse complexo com atividade de chaperona na regulacao
dessas quinases € proposto em reposta a diversos estimulos (IZUMI et al.,
2012).

Tb927.5.580

/\?\'_\Tbl 1.57.0004

[ 1\ e
B\ / |
Tb927.4.2000 '\ |
£ A R i
. \ ‘I ‘I |
\
| \ | . |

| vl
L Tb09.211.1870
e \ ]

&
Your Input: B85y
. . £38495323
® Tb927.2.5150 hypothetical protein (489 aa) sz g v E % c %
(Trypanosoma brucei) .ag ig gg 2 _E_, E %
Predicted Functional Partners: ggga%ééi g
G i 17777777 w
Tb927.4.2000 RuvB-like DNA helicase, putative (474 aa) e e |0.947
@ Tb927.4.1270 RuvB-like DNA helicase, putative (459 aa) e 0.647
Tb10.389.0670 hypothetical protein (694 aa) e |0.635
® Tb09.211.1870 hypothetical protein (585 aa) e 0.635
Tb11.57.0004 DNA-directed RNA polymerase 11 (132 aa) e 0.632
® Tb11.02.1040 XPA-interacting protein (290 aa) e 0.525
@ Tb927.5.580 prefoldin subunit (135 aa) e 0.518

Figura 29. Rede de interacéo da proteina Th927.2.5150.
Fonte: STRING 9.1.

» TcCLB.509837.10 — hypothetical protein, conserved:

A Figura 30 mostra a rede de interacdo dos possiveis parceiros da
proteina TcCLB.509837.10 homdéloga a de T. brucei (Tbh11.1380 ( — descrita
como hipotética) preditos com o programa STRING 9.1.

A proteina Tb10.389.1210 descrita como quinesina, em outros
organismos é observada como um importante regulador, através da sua
interagcdo com os receptores IP3R (receptores de Inositol 1,4,5-trifosfato), da
liberacéo de fons de Ca*? do reticulo endoplasmatico. O Ca*? citosélico pode
atuar em vérios processos desde a proliferacdo celular, diferenciacdo e
apoptose (ZHANG et al., 2011).
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kinesin (1132 aa)
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Figura 30. Rede de interacéo da proteina Th11.1380.

Fonte: STRING 9.1.

» TcCLB.510339.14 — hypothetical protein, conserved:

A fosforilagdo de proteinas € uma das mais importantes modificagbes
pos-traducionais que regulam diversos processos de sinalizagdo em todos os
organismos vivos. Na célula, fosfatases e proteinas quinases desempenham
um papel antagonista dinamico, controlar o estado de fosforilacdo de tirosina
(Tyr), serina (Ser) e cadeias de treonina (Thr) laterais de proteinas. A
fosforilacdo reversivel modula a funcdo da proteina, através de mudancgas
conformacionais, o que influencia a formacdo de complexos de proteinas,
alteracdo da atividade enzimética, alteragfes na estabilidade da proteina e

localizacdo subcelular. Estas alteragdes moleculares afetam cascatas de
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sinalizacdo que regulam o ciclo celular, diferenciacéo, interagcdo célula-célula e
célula -substrato, a motilidade celular, resposta imune, atividades dos canais de
ions e transportadores, a transcricdo, traducdo do mRNA e o metabolismo
basico. Além destes processos, em parasitas unicelulares, como Trypanosoma
brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania spp., vias de sinalizacdo adicionais que
evoluiram para permitir a sobrevivéncia do parasita no meio ambiente em
mudanca do vetor para o organismo hospedeiro também sdo afetadas
(SZOOR, 2010).

A Figura 31 mostra a rede de interacdo dos possiveis parceiros da
proteina hipotética Th09.v1.0350 de T. brucei (TcCLB.510339.14), preditos

com o programa STRING 9.1. Nessa figura € possivel visualizar a interagdo da

proteina com outras fosfatases que como descrito anteriormente, possuem um

papel importante nas vias de sinalizacao de tripanossomatideos.
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~
L —
@Tbl 1.01.8740

7
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Your Input:

QT _ac
§ E é g '2 0w =
@ Tb09.v1.0350 hypothetical protein (321 aa) s3E g g & E g
(Trypanosoma brucei) %L:, b:'J 25 % £ g 5
Scovas%o
i i : £58888RL 8
Predicted Functional Partners: 17777 b4
Tb10.70.0070 tyrosine specific protein phosphatase (306 aa) e 0.929
@ Tb11.03.0850 hypothetical protein (260 aa) ¢ 0.601
Tb11.02.2540 hypothetical protein (243 aa) s 0.600
® Tb10.05.0110 serine/threonine protein phosphatase type 5 (472 aa) e |0.560
Tb09.160.4480 hypothetical protein (343 aa) s 0.496
® Tb927.8.7390 serine/threonine protein phosphatase PP1 (346 aa) * 0.495
TbS27.4.5030 serine/threonine protein phosphatase PP1 (346 aa) s 0.495
® Tb927.1.4050 Ser/Thr protein phosphatase (925 aa) e 0.495
® Tb11.01.8740 protein phosphatase 2A catalytic subunit (303 aa) e 0.495

Figura 31. Rede de interacéo da proteina Tbh09.v1.0350.
Fonte: STRING 9.1.
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» TcCLB.503931.30 — hypothetical protein:
De acordo dom o programa STRING 9.1, essa proteina de T. cruzi

possui uma homéloga em Strongylocentrotus purpuratus (XP_001189793 -

similar to dpy-30-like protein). Na Figura 32, podemos visualizar a rede de
interacdo da proteina de S. purpuratus com possiveis fatores epigenéticos,
envolvidos na metilagéo de histonas.

Comentarios recentes na literatura descrevem um papel fundamental
para as marcas de metilacdo em histonas como determinantes do potencial de
transcricdo durante o processo de diferenciacdo celular, programacéo
epigenética a longo prazo, homeostase celular e patogénese. A atividade das
enzimas no processo de metilacdo de histonas € dindmico, altamente
especifico e varia de acordo com as proteinas co-reguladora, incluindo
receptores nucleares, que interagem com o complexo (ANDERSON et al.,
2012).
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Your Input: § < g 5o _
- i ) £5985%25
@ XP_001189793 similar to dpy-30-like protein (107 aa) 37 'g @ E ﬁ € %
(Strongylocentrotus purpuratus) £ @ g %;;_,g E g 8
i ; 1 2ESSB88E §
Predicted Functional Partners: 777777 s
XP_789737 similar to ASH2L (791 aa) e |eo 0.973
© XP_001183944 hypothetical LOCS92165 (200 aa) e |e 0.880
XP_785636 similar to PAXIP1 protein (627 aa) e |e| 0.877
@ XP_001195671 hypothetical LOC586687 (1963 aa) . ° 0.877
XP_797951 similar to Rbbp5-prov protein (494 aa) e e 0.870
© XP_001201865 similar to CG5585-PA (202 aa) . . 0.870
© XP_795355 hypothetical LOC590665 (593 aa) e |eo 0.811
@ XP_780572  hypothetical LOC583758 (3453 aa) e |eo l0.811
@ XP_001189657 similar to cpg binding protein (722 aa) e e 0.811
© XP_001201064 hypothetical protein LOC760297 (102 aa) . 0.751

Figura 32. Rede de interacéo da proteina XP_001189793.
Fonte: STRING 9.1.
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Poteinas de ligacdo de FK506 (FKBPs) séo receptores intracelulares
para FK506 e rapamicina, imunossupressores recentemente utilizados como
farmacos anticancerigenos. No citoplasma, FKBPs e estas drogas modulam
vias de transducdo de sinal. No entanto, pesquisas recentes revelam novas
fungcbes de FKBPs no nucleo, que incluem a regulacdo dos fatores de
transcri¢cdo, a atividade de histona chaperona, e modificagbes da estrutura da
cromatina. Essas atividades s&o conhecidas por afetar a expressao génica,
reparo do DNA e replicacdo de DNA (YAO et al., 2011). As possiveis funcbes
das FKBPs nucleares podem ser observadas na Figura 33.
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Figura 33. Eventos nucleares envolvendo a familiadas FKBPs.
Fonte: YAO et al., 2011.
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EPI

TcCLB.506945.200 mago nashi-like protein, putative 1636 11,55 3,82E-06 6,06E-05
S-phase kinase-associated protein, putative,Skp1
family protein, putative,cyclin AICDK2-associated

TcCLB.508041.10 protein, putative 522 10,73 5,33E-06 6,06E-05
cytosolic leucyl aminopeptidase, putative, metallo-
TcCLB.509859.40 peptidase, Clan MF, Family M17, putative 785 11,18 5,52E-06 6,06E-05
TcCLB.503405.10 glutamine synthetase, putative 2520 10,61 6,13E-06 6,06E-05
TcCLB.510737.110 replication factor C, subunit 3, putative 2581 10,31 6,59E-06 6,11E-05
TcCLB.511573.40 mitogen-activated protein kinase, putative 934 10,81 9,13E-06 7,41E-05
pyruvate dehydrogenase E1 componentalpha subunit,
TcCLB.511261.160 putative 680 10,95 9,26E-06 7,41E-05
TcCLB.508919.140 hypothetical protein, conserved 371 9,98 9,33E-06 7,41E-05
TcCLB.508543.170 hypothetical protein, conserved 2557 9,74 1,06E-05 7,91E-05
1,2-Dihydroxy-3-keto-5-methylthiopentene
TcCLB.510691.10 dioxygenase, putative 795 10,82 1,08E-05 7,91E-05
TcCLB.509213.120 peptidase M20/M25/M40, putative 57 946 1,10E-05 7,91E-05
TcCLB.511807.280 hypothetical protein, conserved 389 9,84 1,12E-05 7,93E-05
TcCLB.509161.120 hypothetical protein, conserved 2562 9,81 1,29E-05 8,63E-05
DNA-directed RNA polymerase Il subunit2
TcCLB.475169.10 (pseudogene), putative 1333 9,03 1,72E-05 1,09E-04
TcCLB.508355.10 hypothetical protein, conserved 1814 9,63 1,81E-05 1,14E-04
TcCLB.504153.310 heat shock protein, putative 77 10,06 2,02E-05 1,25E-04
TcCLB.511803.40 hypothetical protein, conserved 513 10,35 2,15E-05 1,31E-04

TcCLB.507641.120 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative 2550 9,00 2,35E-05 1,41E-04
TcCLB.509671.10 hypothetical protein, conserved 2433 9,59 2,39E-05 1,42E-04

TcCLB.507681.20 succinyl-CoAligase [GDP-forming] beta-chain, putative 51 10,71 3,25E-05 1,88E-04

TcCLB.506195.290 hypothetical protein, conserved 268 10,01 6,60E-05 3,70E-04
TcCLB.504077.30 hypothetical protein, conserved 879 12,01 9,58E-05 5,29E-04
TcCLB.503981.80 hypothetical protein, conserved 2231 955 1,02E-04 557E-04

Quadro 16. Lista de proteinas especificas associadas a FKBP12, de formas
epimastigotas de T. cruzi cultivadas em meio LIT sem SFB, obtidas por
imunoprecipitacdo. Os critérios utilizados para obtenc@o das proteinas especificas dessa

condi¢ao foram um FDR < 0,01 e a auséncia das mesmas nos outros experimentos.
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Das proteinas presentes no complexo que contém a proteina FKBP12,
somente nas formas epimastigotas de T. cruzi cultivadas em meio LIT sem
SFB, destacam-se:

» TcCLB.506945.200 — mago nashi-like protein, putative:

Essas proteinas estdo descritas como participantes em vias de splicing
alternativo. Na Figura 34 é possivel visualizar a interagdo da proteina
Tb927.6.4950 (homdloga a TcCLB.506945.200) bem como sua interagcdo com
varios fatores de processamento quanto de estabilizacdo do RNA (MICHELLE
etal., 2012).

Muitos desses complexos multiprotéicos envolvem proteinas que

possuem atividade enzimatica. As FKBPs nucleares podem entdo agir sob
diversas proteinas que necessitem de remodelamento bem como de possiveis
processamentos enzimaticos que estruturem e mantenham o complexo
funcional (MICHELLE et al., 2012).

ml’bll.lZ‘DOll
Y 7\Tb11.46.0009

f& . £

gt
I N\ Tb927.8.6440

| X

Wl & N7 t0027.6.3870

e 5.-;. Th927.8.1560
- -F.‘.

Your Input:

B.%c
25 § og 2%
® Tb927.6.4950  mago nashi-like protein (147 aa) sSEugdcs
(Trypanosoma brucei) %E g 2 5% E g o
i ; : 23385882 §
Predicted Functional Partners: 777777 8
Tb11.46.0009 hypothetical protein (517 aa) e e e 0.943
@ Tb11.12.0011 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase (401 aa) e e e 0943
Sm-E small nuclear ribonucleoprotein Sm-E (86 aa) . e 0.896
® Sm-F small nuclear ribonucleoprotein Sm-F (75 aa) e |o 0.851
Tb927.3.3480 U2 small nuclear ribonucleoprotein B (117 aa) e e 0.830
® Tb10.6k15.3280 hypothetical protein (110 aa) e s 0.821
© Tb927.8.6440 RNA-binding protein (184 aa) e e 0.820
® Tb927.6.3870 RNA-binding protein RBP14 (214 aa) e s 0.820
@ Tb927.8.1560  hypothetical protein (616 aa) e e 0.819
9 U2_40K U2 small nuclear ribonucleoprotein 40K (325 aa) e s 0.819

Figura 34. Rede de interagéo da proteina Th927.6.4950.
Fonte: STRING 9.1.
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» TcCLB.508041.10 — S-phase kinase-associated protein, putative, Skpl

family protein, putative, cyclin A/CDK2-associated protein, putative:

Essa proteina de T. brucei, também conhecida como SKP1 em
mamiferos possui um importante papel de regulacdo na via de sinalizagdo de
TOR.

Dados na literatura apontam um novo regulador (DEPTOR), que atua
como inibidor de ambos os complexos TOR de mamiferos (ZHAO et al., 2012).

Em contrapartida, existem proteinas pertencentes a familia E3
ubiquitina ligase que séo recrutadas afim de manter o complexo TOR ativo pela
degradacéao via proteassomo de DEPTOR (ZHAO et al., 2012).

A Figura 35 mostra a rede de interagdo entre a proteina Tb11.02.3990

que é homologa a TcCLB.508041.10. Essa proteina de T. cruzi portanto, pode
possuir esse mesmo papel de reguladora de DEPTOR.

Tb10.70.7300 . Tb927.8.5970
~ ;ﬁ4

7\Tb92?.8.5210

\

Tb927.4.476))-

e t

N\

70,6035

[
Tb10.

[(Tb10.70.7320/

- \/i
{Tb11.01.3260

s

Your Input:

§ S g ?..‘E 0w @
® Tb11.02.3990  S-phase kinase-associated protein (182 aa) Sat sE8ES
(Trypanosoma brucei) 2;.; g 3 5§ E g %
; ; . 23585582 §
Predicted Functional Partners: 777777 g
Tb10.70.6035 hypothetical protein (106 aa) e e e 0.989
® Tb927.8.5970 cullin (742 aa) ¢ e e 0952
Tb927.8.5210  cullin (1161 aa) e s e 0.952
® Tb927.4.4760 hypothetical protein (953 aa) e o/e 0.952
Tb11.01.3260 cullin 1 (805 aa) e s e 0952
® Tb10.6k15.3170 cullin (709 aa) e oe 0.952
9 Tb927.5.3740 hypothetical protein (159 aa) e e e 0951
® Tb927.6.2860 hypothetical protein (455 aa) e s e 0919
@ Tb10.70.7320  hypothetical protein (1719 aa) e o e 0919
© Tb10.70.7300 hypothetical protein (1502 aa) e +|e 0.919

Figura 35. Rede de interagéo da proteina Tbh11.02.3990.

Fonte: STRING 9.1.

114



http://string-db.org/newstring_cgi/display_single_node.pl?taskId=OsWhzFtA0ugB&node=345840&targetmode=proteins

TcCLB.511825.63 14,56 | 4 60E-07 |2,02F-05
EPI

TcCLB.506443.150 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 617 14,48 6,28E-07 2,02E-05

TcCLB.511323.40 histone H2A, putative 538 14,60 6,50E-07 2,02E-05
TcCLB.510257.10 hypothetical protein, conserved 2527 12,95 8,62E-07 2,02E-05
TcCLB.507765.130 hypothetical protein, conserved 2099 12,60 9,78E-07 2,02E-05
TcCLB.511233.20 60S ribosomal protein L34, putative 360 12,99 1,00E-06 2,02E-05
mitochondrial structure specific endonuclease | (SSE-
TcCLB.510519.30 1), putative 1300 11,96 1,29E-06 2,02E-05
TcCLB.506247.40 hypothetical protein, conserved 2406 12,43 1,37E-06 2,02E-05
5'-3' exonuclease XRNA (pseudogene),
TcCLB.427303.10 putative,exoribonuclease 1, putative (XRNA) 2528 12,33 1,48E-06 2,02E-05
TcCLB.511431.10 protein kinase, putative 1504 11,34 1,77E-06 2,02E-05

TcCLB.511023.10 pyrroline-5-carboxylate synthetase-like protein, putative 1894 11,67 1,76E-06 2,02E-05

TcCLB.510305.70 hypothetical protein, conserved 2572 11,85 1,49E-06 2,02E-05

TcCLB.508917.30 kinesin, putative 2405 11,18 1,87E-06 2,02E-05
ATP-dependent DEAD/H RNA helicase (pseudogene),

TcCLB.510997.50 putative 2510 13,58 2,26E-06 2,10E-05

RNA-binding protein (pseudogene), putative,RNA-

TcCLB.506989.100 binding protein, putative, frameshift 2143 1252 2,73E-06 2,10E-05

TcCLB.509725.100 hypothetical protein, conserved (pseudogene) 2566 13,44 2,88E-06 2,10E-05

TcCLB.506481.20 hypothetical protein, conserved 2081 12,37 3,16E-06 2,14E-05

TcCLB.506445.20 hypothetical protein, conserved 1418 11,14 3,34E-06 2,19E-05

TcCLB.511145.50 vacuolar ATP synthase, putative 1043 11,74 3,68E-06 2,26E-05

TcCLB.509281.20 trans-sialidase, Group Il, putative 2070 10,07 4,20E-06 2,46E-05
retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene),

TcCLB.506325.40 putative 867 12,31 4,25E-06 2,47E-05

TcCLB.507881.20 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 671 13,19 1,23E-05 5,67E-05

TcCLB.503893.150 hypothetical protein, conserved 2484 11,62 1,36E-05 6,17E-05

Quadro 17. Lista de proteinas especificas associadas a FKBP12, de formas
epimastigotas de T. cruzi cultivadas em meio LIT sem SFB e tratadas com rapamicina
(10,0 pg/mL por 24 h), obtidas por imunoprecipitagdo. Os critérios utilizados para obtencao
das proteinas especificas dessa condi¢éo foram um FDR < 0,01 e a auséncia das mesmas nos

outros experimentos.
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Das proteinas presentes no complexo que contém a proteina FKBP12,
somente nas formas epimastigotas de T. cruzi cultivadas em meio LIT sem SFB
e tratadas com rapamicina 10 pg/mL por 24h, destacam-se:

» TcCLB.511323.40 — histone H2A, putative:

As histonas, de uma maneira geral estdo envolvidas na formacéo do
nucleossomo. Essa estrutura por sua vez tem a fungdo de estabilizar e
condensar a cromatina para assegurar a sua integridade bem como de regular
a ligacdo de proteinas especificas a cromatina (TORO & GALANTI, 1990;
TORO et al., 1992, 1993; HECKER et al., 1994; revisto em ELIAS, NARDELLI
& SCHENKMAN, 2009). Portanto, proteinas com esse dominio (Figura 36) sédo

de grande importancia na célula eucariotica.

1 5 50 5 100 125 150 178

s e —————— e W
Query seq. DNA binding site j 4 M i b
homodimerization interface M
H2A-HZE dimerization interface 4 A4 A% &
Specific hits
Non-specific PTZ00017
hits H2a 1
PLNOO154 :
HTA1 |
PLMNOO157 |
PLNOO156 |
PLNOO153 |
PTZ200252
Histone
PLMNOO155
Superfanilies H2A superfamily

Figura 36. Dominios conservados encontrados na proteina Histona H2A de T. cruzi.
Destaque para o dominio H2A.

Fonte: Conserved Domains (NCBI).

Na Figura 37 é possivel visualizar a rede de interacdo envolvendo a
proteina Th927.7.6360 de T. brucei (homdloga a TcCLB.511323.40). Nessa

rede identifica-se a presenca de proteinas envolvidas na modificacdo do

complexo do nucleossomo bem como de proteinas envolvidas na manutencao
do DNA em resposta a um dano na cromatina. Esse papel é desempenhado
por algumas quinases, que por sua auto fosforilagdo, ativam uma cascata de
sinalizagdo que culmina em um checkpoint do ciclo celular e
consequentemente reparo da regiao afeta (IZUMI, 2012).

Como citado anteriormente, muitas FKBPs nucleares podem atuar junto
a cromatina ou a proteinas de ligagdo ao DNA, desempenhando funcgbes

especificas em resposta a diversos estimulos.
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Your Input:

® Ths27.7.6360

2 Th927.2.2260

@ Tbh11.02.4160
Th927.3.5620

@ Tb11.01.2500
Th09.160.3710

@ Tb927.7.5310

2 Th927.4.2000

® Arps

@ HATL

2 HATZ

—, Tb927.3.5620

Th927.7.5310
AN
P7.7.636

L
|
|

-

TH927.2.2260 %-—-\
ﬁ—--' |l.' _..-"

|
/
!
!
/
{
I/
i
!

-_—

histone HZA (175 aa)
(Trypanosoma brucei)

Predicted Functional Partners:

phosphatidylinositol kinase (4277 aa)

hypothetical protein (257 aa)

hypothetical protein {1012 aa)

SNF2 DNA repair protein (1211 aa)

proliferative cell nuclear antigen; This protein is an auxiliary protein of DNA polymerase delt [...] (292 aa)
hypothetical protein (662 aa)

RuvB-like DNA helicase, putative (474 aa)

actin-like protein (558 aa)

histone acetyltransferasze (466 aa)

histone acetyltransferasze (604 aa)

Meighborhood
Gene Fusion

Cooccurrence
Coexpression

L]

L L ]

Experiments
Databases
s » & Textmining

[Homology]

Score

0.883
0.880
0.880
0.859
0.858
0.852
0.846
0.841
0.839
0.839

Figura 37. Rede de interagéo da proteina Th927.7.6360.
Fonte: STRING 9.1.

» TcCLB.507765.130 — hypothetical protein, conserved:

A rede de interagdo proposta para a proteina Tb11.02.4300 de T. brucei

(homdloga a TcCLB.507765.130) pode ser visualizada na Figura 38. A proteina

apresenta uma interacdo direta com outra j& visualizada na rede de interacao

descrita anteriormente. Nela, proteinas quinases com um papel em resposta ao

dano causado a cromatina, desencadeiam uma cascata de sinalizagdo com

funcdo especifica em reparar a regido afetada. Nesses eventos nucleares é

possivel verificar a interacdo de FKBPs nucleares.
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—. ThiQ.02.4300
FA
Th927.2.2260 el
£
Your Input: g c85a _
£5595523
@ Tb11.02.4300 hypothetical protein (441 aa) If-_.,_’ z L-:-:I' e % 9
(Trypancsoma brucei) Sag SE3 E g
soos2wxs L
- - a
Predicted Functional Partners: =oJdowos= 8
FIFFTy w
Tb927.2.2260 phosphatidylinositol kinase (4277 aa) e |0.496

Figura 38. Rede de interagéo da proteina Th11.02.4300.
Fonte: STRING 9.1.

» TcCLB.511431.10 — protein kinase, putative:

A proteina TcCLB.511431.10 possui uma homologa em L. major
(LinJ20.0980) que possui uma rede de interacdo predita através do uso da
ferramenta STRING 9.1 visualizada na Figura 39. Essa proteina quinase de L.
major interage com varias proteinas hipotéticas, porém existe uma interagao
com a subunidade maior da RNA polimerase II.

Essa RNA polimerase || em mamiferos possui um dominio C-terminal
(CTD) que é uma regido conservada de heptapepitideos repetidos que
funcionam como uma plataforma para ligacdo de diferentes complexos de
proteinas envolvidas na transcricdo, processamento de RNA, exportacdo e
remodelacdo da cromatina. As repeticobes CTD estdo sujeitas a ondas
sequenciais de modificacdes poés-traducionais durante fases especificas do
ciclo de transcricdo. Essas modificacdes sdo desde fosforilagbes em residuos
especificos até glicosilacdo (ZHANG, 2012).

A presenca dessa quinase nesse ensaio de imunoprecipitacdo sugere
gue a mesma faca parte desse processo de sinaliza¢édo, envolvendo também a
modificacdo de histonas. Além disso, a transcricdo € um evento importante
numa célula eucaribética, onde outros processos como o0 de transporte e
processamento do transcrito possuem proteinas representantes que também
foram identificadas no ensaio. Esse é 0 caso da exonuclease 5°- 3° XRNA e da
ATP-dependente RNA Helicase (Sub2 em mamiferos).
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A possivel atuacdo das FKBPs em complexos multi-protéicos como os
descritos aqui séo de grande relevéncia e fazem dessas proteinas parceiros

importantes nas fungdes desempenhadas pelos mesmos.

Lin]36.2540

Lin]22.0090
Lin)11.0590

Your Input: § < g Sg =
" - £508S50co
@ LinJ20.0980 protein kinase (3275 aa) SSEggdeES
(Leishmania infantum) % @ E SToE g -
33302 BE2 &

H z . ZO00Wor= 8
Predicted Functional Partners: 77777777 8
© Lin)27.1870 transcription elongation regulator-like protein (700 aa) e e e 0926
© Lin)31.3290 RNA polymerase ii largest subunit (1662 aa) e | 0.816
2 LinJ29.2910 hypothetical protein (873 aa) ole 0.816
@ Lin)36.2770 hypothetical protein (363 aa) e 0.815
2 LinJ35.2920 hypothetical protein (554 aa) e 0.783
® Lin)36.2540 mRNA capping methyltransferase (323 aa) e/ e 0.721
© LinJ22.0090 mRNA cap methyltransferase-like protein (1044 aa) e e 0.721
@ LinJ11.0590 hypothetical protein (1060 aa) e/ s 0.721
@ Lin)26.2470 hypothetical protein (516 aa) * 0.699
© LinJ33.2890 hypothetical protein (1457 aa) e » 0.688

Figura 39. Rede de interacéo da proteina LinJ20.0980.
Fonte: STRING 9.1.
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DESCRICAO PROT P VALUE

10,62 1,99E-08 5,21E-07

TcCLB.511903.130 60S ribosomal protein L26, putative

TcCLB.511217.145 ribosomal protein L39, putative 791 1046 168E-08 521E-07
TcCLB.509937.30 phosphatidylserine synthase, putative 1077 12,43 4,86E-09 5.21E-07
TcCLB.508175.146 60S ribosomal protein L23a, putative 1213 9,58  192E-08 521E-07

TcCLB.511011.10 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 714 7,92 483E-08 596E-07

791 6,29E-08 7,07E-07

TcCLB.507669.190 hypothetical protein, conserved 712

TcCLB.508351.10 fructose-1,6-bisphosphatase, cytosolic, putative so3 (21 7.11E-08 7.26E-07
TcCLB.505843.10 glutamate dehydrogenase, putative 346 (02 7.S0E-08 7.88E-07
TcCLB.509721.60 poly(ADP-ribose) polymerase, putative 1228 8,72 9,24E-08 845E-07
TcCLB.507091.50 aspartate carbamoyltransferase, putative 299 7,50 1,32E-07 101E-06
TcCLB.506337.140 hypothetical protein, conserved 1192 e e i
TcCLB.506933.60 mitochondrial RNA binding protein, putative aisl Roiel |SS e Biee0e
TcCLB.507049.199 pumilio protein, putative g9 96 168E-07 1,12E-06
TcCLB.510287.30 proteasome beta 2 subunit, putative 575 96 243E-07 141E-06
TcCLB.509569.140 hypothetical protein, conserved gge 09 255E-07 146E-06

TcCLB.509787.10 retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 844 7,24 258E-07 147E-06

6,70 2,97E-07 1,62E-06

TcCLB.511237.110 cyclophilin, putative 425

TcCLB.508707.200 nucleoside diphosphate kinase (NDPK1) P e
CLE 504827 40 beta-adaptin 3,pL;t51SZi,i€I;;I?;aa;icizpter complex beta 1076 566 358E-07 183E-06
TeCLB.509053.170 DREV methyltransferase, putative 1054 7 3.76E07 189E-08
TcCLB.510731.20 hypothetical protein, conserved 423 Rl Rl (e
TcCLB.507629.30 hypothetical protein, conserved 905 e
TcCLB.507093.44 dynein lightchain, putative 921 6,16 4,87E-07 2,21E-06
TcCLB.507049.50 ABC transporter, putative 1017 S |G | EED
TcCLB.508153.750 hypothetical protein, conserved 885 e R Cee
TcCLB.504717.20 hypothetical protein, conserved 821 7,30  6,80E-07 2,83E-06
TcCLB.510689.50 cell differentiation protein, putative 814 e e e
TcCLB.503823.90 hypothetical protein, conserved 1034 el Ll
TcCLB.507099.140 endomembrane protein, putative 932 il il Eanea

TcCLB.510901.150 proteasome regulatory non-ATPase subunit2, putative 502 S2 | el

TcCLB 506677.10 ubiquitin-like protein, putative 355 64 114E-06 4,19E-06
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TcCLB.511285.30 hypothetical protein, conserved 422 Rl el e
TcCLB.506725.20 hypothetical protein, conserved 719 L | SRaER TR0
TcCLB.511285.80 hypothetical protein 1046 95 163E06 549E-06
TcCLB.508027.110 pymgﬁiﬁgf glt;dnaéel:,l §apnffy)’<§u§?3ﬁfaﬁisete'ne gez 42 196E-06 641E-06
TcCLB.509967.30 aspartyl-tRNA synthetase, putative 1153 832 217E-06 7,02E-06
TcCLB.508269.40 hypothetical protein, conserved 420 i e
TcCLB.511391.220 hypothetical protein, conserved 1133 Sl e E
TcCLB.511407.20 hypothetical protein, conserved ool Bl R R
TcCLB.506789.160 hypothetical protein, conserved 849 20 | SRR e EEIEE
TcCLB.506577.120 sterol C-24 reductase, putative as7 428 359E-06 1,09E-05
TcCLB.509571.50 hypothetical protein, conserved 599 Rl e e e
TcCLB.511759.30 hypothetical protein, conserved 650 Rl e i
TcCLB.510407.40 hypothetical protein, conserved 1114 SHHE [ Ldoisl= Oy |2enls 0
TcCLB.509247.50 methionyl-tRNA synthetase, putative 490 PAT | LENE0S [SI2TIE0E
TcCLB.506927.20 hypothetical protein, conserved 780 4,36 127E-05 3,35E-05
TcCLB.508857.80 hypothetical protein, conserved 1115 el e
TcCLB.509979.30 hypothetical protein, conserved 792 R el e
TcCLB.506459.290 emngaﬂOgsf:Etggéé?g?jtgisél_gamma' el R ]
TcCLB.510507.20 3-ketoacyl-CoAthiolase, putative 96 501 3.13E-05 7,66E-05
TcCLB.511869.9 dynein heavy chain, putative 746 S SRS AU
TcCLB.509879.20 hypothetical protein, conserved 1166 e
TcCLB.509831.36 mitochondrial RNA binding protein 1, putative 266 el e
TcCLB.507063.150 hypothetical protein, conserved 635 K L ]
TcCLB.510353.10 major vault protein, putative 360 el e
TcCLB 511277.175 ribosomal protein S27, putative 150 322 190E-04 410204
TcCLB.509011.40 calreticulin, putative 99 551 257E-04 539E-04
TeCLB.506679.250 ribosomal protein L24, putative 483, |[ 284 331E°04][682E04
TcCLB.506297.270 60S ribosomal protein L28, putative 193 426 567E-04 1,12E-03
TcCLB.509445.39 glutamate dehydrogenase, putative 325 e e
TcCLB.510293.54 hypothetical protein, conserved 580 800 1.28E-03 233E-03
TcCLB.510945.70  aspartate aminotransferase, mitochondrial, putative 78 il e
TcCLB.511293.50 kinesin, putative 871 3,00 3,27E-03 5,49E-03

Quadro 18. Lista de proteinas especificas associadas a FKBP12, de formas
epimastigotas de T. cruzi sob estresse nutricional por 2 h, obtidas por
imunoprecipitacdo. Os critérios utilizados para obtencdo das proteinas especificas dessa

condigao foram um FDR < 0,01 e a auséncia das mesmas nos outros experimentos.
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Das proteinas presentes no complexo que contém a proteina FKB12,
somente nas formas epimastigotas de T. cruzi submetidas a estresse
nutricional, destacam-se:

» TcCLB.507049.199 — pumilio protein, putative:

Algumas proteinas com esse dominio (Figura 40) podem funcionar como
repressores traducionais por ligacdo a sequéncia 3' UTR de mRNAs alvos.
Outras proteinas que contém os dominios PUF também sdo proteinas de
ligacdo ao RNA. A proteina PUF1 (JSN1) de levedura por exemplo, parece
conter um unico motivo de ligacdo a RNA (RRM). Proteinas com dominio PUF
repetido podem ainda funcionar de forma assimétrica e serem responsaveis
pela regulacdo de proteinas envolvidas no transporte e diferenciacdo celular
(KRAMER, 2011).

1 15 30 45 B0 75 an 105 110
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.

Nt_)n-specil‘ic ‘ Pumilio
hits Pumilio
‘ Pumilio
PUF
Superfanilies ‘ Pumilio superfamily

Figura 40. Dominios conservados encontrados na proteina Pumilio de T. cruzi. Destaque
para o dominio Pumilio.

Fonte: Conserved Domains (NCBI).

Essa proteina de T. cruzi possui uma proteina homologa em T. brucei

(Th10.26.0140). Essa proteina por sua vez interage com outras proteinas de

ligacdo ao RNA. A rede de interacdo, predita pela ferramenta STRING 9.1,
pode ser visualizada na Figura 41.

Entre as proteinas encontradas na rede de interacdo estdo outras
proteinas com dominio Pumilio e proteinas de ligacdo ao RNA que atuam como
estabilizantes do transcrito ou na sinalizagédo do transporte ou degradacdo do
mesmo. Complexos proteicos com essas fungdes necessitam constantemente
de um suporte que permita 0 seu remodelamento. Muitas FKBPs nucleares
possuem a atividade de chaperonas além de atividades enzimaticas que
garantem que o complexo ao qual pertengcam exerca sua total funcionalidade.
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Tb927.5.840 hypothetical protein (994 aa) e 0.605
® Tb927.5.2660 hypothetical protein (860 aa) e 0.604
Tb927.3.2470 pumilio/PUF RNA binding protein 8 (604 aa) e |0.601

® Th11.02.3160 phosphotransferase (540 aa) « 0.600
) Tb09.160.4500 hypothetical protein (984 aa) e |0.600
® Tb10.6k15.3680 chromatin assembly factor 1 subunit B (550 aa) s |0.470
@ RADS1 RADS1 protein (373 aa) o |0.467
@ Th927.7.5380 RNA-binding protein (599 aa) ¢ |0.455

Figura 41. Rede de interacéo da proteina Tb10.26.0140.
Fonte: STRING 9.1.

» TcCLB.511237.110 — cyclophilin, putative:

A Figura 42 mostra a rede de interacdo da proteina Tb927.7.280 de T.
brucei (homéloga a TcCLB.511237.110). Nesta rede € possivel identificar a
interacdo entre a proteina alvo (Ciclofilina) e a proteina Th927.7.3420
(FKBP12). A associacdo destas duas proteinas em uma situacao de estresse
nutricional pode vir a caracterizar uma funcdo especifica em resposta a um
evento, ja que as duas proteinas sao responsaveis pelas mesmas fungoes.

Em S. cerevisiae, a ciclofilina especifica (Cprl) esta envolvida em dois
complexos distintos de histonas-desacetilases que garantem que o0s eventos de
transcricdo ocorram na passagem da divisdo mitética para meidtica (WANG,
2005). Proteinas envolvidas com essa funcdo também podem ser vistas na
rede de interagéo.
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@ HDO2 histone deacetylase (566 aa)
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@ Tb10.70.2600 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (108 aa)

2 Tbh927.3.690 protein kinase, putative (583 aa)

® Tb10.61.1850 protein kinase (387 aa)

® Tb09.211.0960 protein kinase (364 aa)

© Tb10.61.0740 FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase conserved (333 aa)
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Figura 42. Rede de interacéo da proteina Th927.7.280.
Fonte: STRING 9.1.

» TcCLB.510689.50 — cell differentiation protein, putative:

Essa proteina alvo de interagdo com a proteina FKBP12, mostrou ter

uma homéloga em T. brucei (Th927.4.410). Essa proteina de T. brucei por sua

vez possui uma rede de interagdo (Figura 43) com varios componentes do

complexo CCR4-NOT. Esse complexo é uma maquinaria multifuncional e

altamente conservada que controla o metabolismo de mMRNA. Seus

componentes foram descritos em diversos aspectos do controle do

metabolismo de mRNA e da expressdo de proteinas, incluindo inicio da

transcricdo, elongacao de traducdo, degradacdo de mRNA, ubiquitinacdo e

modificacdo proteica (BARTLAM & YAMAMOTO, 2010).
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Essa proteina (TcCLB.510689.50) em leveduras (Caf40) é descrita como
componente essencial no complexo CCR4-NOT e de ligacdo a outros

componentes como Cafl (Yl, 2012).
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Tb09.211.0130

Your Input:

o c
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; : : z68SEARE §
Predicted Functional Partners: 77777777 .‘?,
© Tb10.70.6450 transcriptional regulatory protein NOT1 (2326 aa) e e e 0.968
@ Tb527.6.600 CCR4 associated factor (351 aa) e e o 0.963
2 Tb927.6.850 hypothetical protein (330 aa) e e e 0.953
® Tb927.3.1920 hypothetical protein (604 aa) e e e 0.946
2 Tb927.4.2430 hypothetical protein (654 aa) e e e 0,906
© Tb11.02.5700 endonuclease/exonuclease/phosphatase (547 aa) e e e 0.896
© Tb11.01.5540 Pablp-dependent poly(A) ribonuclease subunit (512 aa) e e 0.760
® Tb11.01.1465 nascent polypeptide associated complex subunit alpha (101 aa) . 0.681
© Tb927.4.3790 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase, putative (465 aa) . 0.680
© Tbh09.211.0130 nascent polypeptide associated complex subunit (188 aa) . 0.660

Figura 43. Rede de interacéo da proteina Th927.4.410.
Fonte: STRING 9.1.
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As listas génicas foram também submetidas ao pipeline completo de
anotacédo funcional disponibilizado através do software Blast2GO (CONESA et
al., 2005). A andlise de anotagéo funcional consiste em realizar BLASTs contra
0 banco de dados Refseq do NCBI (21 de Janeiro de 2014) seguido de
atribuicdo de categorias GO e dominios proteicos pelo banco Interpro
(HUNTER et al., 2011). Foi realizada também a busca por vias metabdlicas
cujos genes facam parte, através do banco de dados KEGG (KANEHISA et al.,
2006). De um modo geral, quando analisamos o perfil de proteinas
identificadas no experimento de protedmica para cada condi¢do, classificadas
de acordo com o0 processo bhiolégico que estdo inseridas, ndo percebemos
muitas diferengas. Entretanto, proteinas envolvidas no processo de traducgéo
estdo bem menos representadas nos experimentos envolvendo o tratamento
com rapamicina (5 pg/mL). As Figuras 44, 45, 46, 47 e 48 mostram a diferenca
de proteinas identificadas envolvidas na traducdo entre as quatro principais
condi¢cOes utilizadas no experimento de imunoprecipitacdo. As porcentagens

referentes a essa diminuicdo estdo circuladas nos graficos.
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Figura 44. Classificagdo de acordo com o processo biolégico das proteinas identificadas
na imunoprecipitacdo de epimastigotas em fase logaritmica de crescimento cultivados
em meio LIT.
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Figura 45. Classificagdo de acordo com o processo biolégico das proteinas identificadas
na imunoprecipitacdo de epimastigotas cultivados em meio LIT sem SFB.
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Figura 46. Classificagdo de acordo com o processo biolégico das proteinas identificadas
na imunoprecipitacdo de epimastigotas sob estresse nutricional de 2h.
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Biological Process Categories - 5ug2h
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Figura 47. Classificagdo de acordo com o processo biolégico das proteinas identificadas
na imunoprecipitacdo de epimastigotas cultivados em meio LIT sem SFB e sob
tratamento com rapamicina (5 pg/mL por 2h).
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Figura 48. Classificagdo de acordo com o processo bioldgico das proteinas identificadas
na imunoprecipitacdo de epimastigotas cultivados em meio LIT sem SFB e sob
tratamento com rapamicina (5 pg/mL por 24h).
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E possivel também notar que essa diminui¢do de proteinas identificadas
envolvidas com a traducédo chega ser de duas vezes quando comparamos a
situagdo normal (Epi3d) com uma de tratamento com rapamicina (5pug/mL) por
24h.

Em outra situagdo, quando observamos de um modo geral, a
classificacdo por fungdo molecular das proteinas identificadas nas quatro
diferentes condi¢des, percebemos que ndo ha também variacdes. As principais
funcbes sdo: atividade de transferase, ligagdo a DNA, atividade de hidrolase,
ligacdo a RNA, ligacdo a proteinas e atvidade de peptidase. As Figuras 49, 50,
51, 52 e 53 mostram a semelhanca entre as cinco condi¢gbes utilizadas no

experimento de imunoprecipitacao.
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Figura 49. Classificacdo de acordo com a fun¢do molecular das proteinas identificadas
na imunoprecipitacdo de epimastigotas em fase logaritmica de crescimento cultivados

em meio LIT.
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Molecular Function Categories - episstb
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Figura 50. Classificacdo de acordo com a fun¢do molecular das proteinas identificadas
na imunoprecipitacdo de epimastigotas cultivados em meio LIT sem SFB.
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Figura 51. Classificacdo de acordo com a fun¢cdo molecular das proteinas identificadas
na imunoprecipitacdo de epimastigotas sob estresse nutricional de 2h.
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Molecular Function Categories - 5ug2h
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Figura 52. Classificacdo de acordo com a funcdo molecular das proteinas identificadas
na imunoprecipitacdo de epimastigotas cultivados em meio LIT sem SFB e sob
tratamento com rapamicina (5 pg/mL por 2 h).
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Figura 53. Classificacdo de acordo com a fun¢do molecular das proteinas identificadas
na imunoprecipitacdo de epimastigotas cultivados em meio LIT sem SFB e sob
tratamento com rapamicina (10 pg/mL por 2 h).
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A diferenca nessa classificagdo por funcdo molecular das proteinas
identificadas por imunoprecipitacdo em todas as condi¢des testadas esta no

aumento de proteinas com fun¢éo de ativadoras dos fatores de traducdao.

4.8 CONSTRUCAO DE VETORES PARA EXPRESSAO EPISSOMAL DA
PROTEINA FKBP12 DE T. cruzi FUSIONADA A ETIQUETA FLAG C-
TERMINAL

Vetores de destino especificos da plataforma Gateway® foram
confeccionados em nosso instituto (BATISTA et al., 2010 e GONCALVES et al.,
em preparagao) para utilizacdo em T. cruzi. Alguns desses vetores foram
utilizados neste trabalho como estratégia de confirmacdo dos resultados de
imunolocalizacdo bem como os de interacdo proteina-proteina obtidos por
imunoprecipitagao.

Com base no exposto, utilizou-se dessa abordagem para expresséo da
proteina FKBP12 de forma epissomal. A sequéncia do gene foi entdo
amplificada, clonada em vetor de entrada da plataforma Gateway® e depois
recombinada em vetores de destino que inserem etiquetas diferentes a por¢ao
C-terminal da proteina epissomal, sendo elas FLAG, HA e Ty, como descrito
nos itens 3.12.5, 3.12.6, 3.12.7 e 3.14.

Os parasitas transfectantes que apresentaram o0 mesmo padrdo de
localizacdo da proteina FKBP12 endogena (Figuras 24 e 25) foram aqueles
gue apresentavam a proteina FKBP12 epissomal fusionada a etiqueta FLAG
(pTcFKBP12:FLAG) (Figura 54 A). Além disso, um extrato proteico total foi
obtido das formas transfectantes e um ensaio de Western blot foi realizado
utilizando anticorpo especifico contra a etiqueta FLAG confirmando novamente
a expressao da proteina fusionada a etiqueta (Figura 54 B). A sequir, foi
realizado o ensaio de imunoprecipitagdo utilizando extrato proteico dos
transfectantes e o anticorpo anti-FLAG, como descrito no item 3.15.7. No
ensaio de Western blot (Figura 54 C), quando as proteinas associadas a
proteina FKBP12 epissomal foram eluidas tanto com o peptideo FLAG, quanto
com glicina, pode-se observar a presenca da proteina endogena fusionada ao
tag (banda indicada com seta) e de outras proteinas através da visualiza¢do do
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gel corado com prata. A amostra obtida apos eluicdo com peptideo FLAG foi
processada para ensaio de espectrometria de massas como descrito no item
3.15.7, porém ainda nao foi sequenciado. O resultado desse sequenciamento
validara os obtidos através de imunoprecipitacdo com o anticorpo especifico
contra a proteina FKBP12, promovendo uma maior confiabilidade em descrever

os complexos em que essa proteina esta presente.

5 — v

Figura 54. Caracteriza¢gdo da proteina FKBP12:FLAG em T. cruzi. A) Imunolocalizacdo da

proteina FKBP12:FLAG em formas epimastigotas de T. cruzi. Para os ensaios de
imunolocalizagdo o anticorpo primario, ANTI-FLAG® M2 (Sigma), foi diluido 1:400 enquanto
gue anticorpo secundario foi diluido 1:400. O cinetoplasto (K) e nucleo (N) estdo marcados com
DAPI em azul. Barra = 10um. B) Western blot da proteina FKBP12:FLAG de T. cruzi utilizando
o anticorpo ANTI-FLAG® M2 (Sigma). C) Western blot e SDS-PAGE corado com prata das
etapas de imunoprecipitacdo utilizando extrato total. LEGENDA: MW, marcador de massa
molecular; I, Input; FT, Flow through; L1, Lavado (1x); L5, Lavado (5x); E1, Eluicdo com o
peptideo FLAG (5,0 pg/uL); E2, Eluicdo com Glicina 0,2 M pH 2,5; R, Resina. A massa das
proteinas € indicada em kDa.

133



4.9 PULL DOWN

Para os ensaios de pull down utilizou-se 0 mesmo extrato nuclear obtido
pela metodologia ja descrita. Essa técnica também consiste na captura das
proteinas que se associam a proteina FKBP12, através da associacdo direta
das mesmas com a FKBP12 imobilizada em resina Glutationa Sepharose® 4B
(Amersham-Biosciences). Para isso, a proteina solUvel é expressa, purificada e
imobilizada em uma matriz que servira de suporte para ocorrerem as
interacdes entre as proteinas do complexo e em seguida suas identificacdes.
Essas etapas foram descritas no item 3.12.9.

A proteina FKBP12 de T. cruzi na sua forma soluvel foi obtida através de
inducdo do gene clonado em vetor de expressdo pDEST15™ da plataforma
Gateway®. Esse vetor adiciona a proteina de interesse uma cauda GST, que
facilita o processo de enovelamento da proteina bem como a sua purificacdo. A
inducdo ocorreu sob 0,1 mM de IPTG, a 16 °C, overnight (Figura 55 A). Apos
sua purificacdo (Figura 55 B), 10 pug da proteina foi imobilizada na resina e
submetida ao ensaio de pull down com extrato nuclear obtido em uma etapa
anterior descrita no item 3.15.7. A proteina GST foi expressa e purificada
(Figura 55 B), e submetida ao ensaio de pull down como controle negativo de
interacdo. O resultado desse experimento pode ser visto na Figura 55 C e D
onde nas fracfes eluidas representadas por (E) é possivel visualizar as bandas
referentes as proteinas sollveis. E possivel também identificar-se na fragéo
eluida na Figura 55 D uma banda que é referente a uma possivel degradacao
sofrida pela proteina FKBP12 fusionada a GST. As bandas acima sugerem
possiveis associagcfes com outras proteinas. Os eluidos foram analisados no
espectrometro de massas. Apds a analise constatou-se que nao houve a
formacdo do complexo nativo, pois somente as proteinas recombinantes
soluveis foram detectadas. Portanto, novas padronizacfes serdo realizadas
com diferentes concentragBes da proteina soltvel bem como de obtencédo da
proteina soltvel fusionada a outras etiquetas menores, que podem interferir

menos no processo de enovelamento proteico.
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Figura 55. Expresséo, purificacdo e ensaio de pull down da proteina FKBP12 de T. cruzi.
A) SDS-PAGE (13%) das etapas de expresséo da proteina FKBP12:GST na sua forma soluvel.
B) SDS-PAGE (13%) das etapas de purificacdo da proteina FKBP12:GST e GST soliveis. C)
Controle. Pull down da proteina GST utilizando extrato nuclear. D) Pull down da proteina
FKBP12 utilizando extrato nuclear. LEGENDA: MW, marcador de massa molecular; |, Input de
proteina soluvel; NI, fracdo Nao-induzida; T, fragdo Total; S, fracdo Solavel; 1, 2, 3, 4, fracbes
purificadas; NL, N&o ligado; L, Lavado (3x); FT, Flow through; L, Lavado (3x); E, Eluido; R,
Resina. A massa das proteinas é indicada em kDa.

4.10 CONSTRUCAO DE VETORES PARA NOCAUTE GENICO DA
PROTEINA FKBP12 DE T. cruzi

As técnicas que permitem a remocao de um gene e sua substituicdo por
genes reporteres, através do processo de recombinacado, tém sido usadas com
sucesso para verificagdo da fungéo génica em tripanosomatideos (SWINDLE &

TAIT, 1996). O nocaute génico consiste na inser¢cdo de marcadores genéticos
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de selecédo (gene codificando resisténcia a neomicina ou higromicina, entre
outros), flanqueados por sequéncias pertencentes ao lo6cus cromossémico de
interesse. Através do processo de recombinacdo homdloga, o marcador pode
entdo substituir o gene que se quer estudar. Desse modo, € possivel analisar a
funcdo de determinado gene, através das alteracdes (decorrentes de sua
auséncia) na fisiologia do parasita. No presente estudo, 0os genes repérteres
que codificam resisténcia aos antibidticos Neomicina (G418) e Higromicina
serao flanqueados por sequéncias a montante e a jusante da regido codificante
do gene FKBP12 de T. cruzi, como mostrado na Figura 16. As construcdes
serdo usadas para transfectar T. cruzi e gerar mutantes para o gene FKBP12, a
fim de se estudar o efeito que a auséncia do gene causa no metabolismo do
parasita bem como de sua resposta ao tratamento com rapamicina.

As regibes a montante (upstream) e a jusante (downstream) do gene
FKBP12 de T. cruzi, respectivamente denominadas de UpFKBP12 (350 pb) e
DownFKBP12 (400 pb), foram amplificadas por PCR, usando os iniciadores
especificos. Cada regido foi amplificada obedecendo a disposicao dos sitios de
clonagem que flanqueiam os genes NEO e HIGRO nos vetores pNEO2 e
pHIGROZ2. As etapas de clonagem para as regides inergénicas no vetor pNEO2
foram realizadas como descrito nos items 3.18.1, 3.18.2 e 3.18.3. Apés
confirmacdo da clonagem, o fragmento de interesse contendo as regifes a
montante e a jusante, bem como o gene de resisténcia (Figura 15), foi
amplificado por PCR utilizando iniciadores especificos e o produto de PCR foi
purificado como descrito no item 3.18.3. O fragmento de interesse foi
transfectado nas formas epimastigotas como descrito anteriormente.

A populagéao de T. cruzi mutante para o gene FKBP12 (Afkbpl2::neo),
resistente ao antibiético Neomicina ja foi obtida por selegcdo porém ainda néo
foi confirmada. Portanto o DNA desta populagéo sera extraido para analise por
PCR e Southern blot, a fim de confirmar a eficiéncia do nocaute do primeiro
alelo.

Paralelamente a construcdo dos vetores para o nocaute, foi realizado um
ensaio de Southern blot (Figura 56 A e B) para verificar se o gene € mesmo de
copia Unica. Apesar do padrdo de marcacao nas digestdes para a enzima Sspl
e Mfel ndo serem especificos, € possivel afirmar que o gene é de cépia Unica,

uma vez que para a digestdo com a enzima Sspl é possivel ter ocorrido uma
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digestdo preferencial, o que acarretou no acumulo de um dos possiveis
fragmentos gerados, enquanto que a digestdo com a enzima Mfel pode néo ter
sido eficiente, havendo assim uma maior marcagcdo na regido referente ao
material ndo digerido. O tamanho esperado dos fragmentos obtidos apds a
digestdo com as enzimas especificas € mostrado ao lado da Figura 56 B.

1 — Mfel
2 — Hpal
3 — Dral
4 — Kpnl
5 — EcoRI
6 — Pvull
7 — Sspl
8 —gDNA

1 — Dral (5475pb)
2 — Kpnl (7869pb)
3 — EcoRI (3427pb)
4 — Pvull (2268pb)
5 — Sspl (3581pb)
6 — Mfel (4086pb)
7 — Hpal (3736pb)

2000  m—

Figura 56. Ensaio de Southern blot para verificar o nimero de copias do gene de FKBP12
de T. cruzi. A) Gel de Agarose 1% corado com Brometo de Etideo. B) Filme contendo o

padrdo de marcacdo com a sonda radioativa.

4.11 ENSAIOS DE SEDIMENTACAO EM GRADIENTE DE SACAROSE

Um dos alvos do complexo mTOR descrito na literatura e ja& abordado
nesse trabalho é a proteina ribosomal S6. Essa proteina estd intimamente
relacionada com a taxa de tradugcdo em organismos eucariontes.

A quinase S6K é descrita como alvo direto de mTOR, e uma vez

fosforilada pelo complexo inicia uma cascata de sinalizagcdo que termina por
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fosforilar a proteina ribosomal S6. A proteina rpS6 fosforilada se torna ativa,
favorecendo a interacdo das duas subunidades ribossomais e posterior inicio
da tradugao.

Apés verificar a sensibilidade do T. cruzi a rapamicina, de observar um
aumento na taxa de diferenciacdo de parasitas tratados com a droga e de
identificar os genes da via TOR neste parasita, nosso grupo decidiu investigar
se o tratamento com rapamicina estaria interferindo no processo de traducao,
como ja foi demonstrado em mamiferos.

Para isso, um experimento de marcagdo metabdlica (S35) (Anexo IlI) foi
realizado, com diferentes concentracbes de rapamicina e tempos de
tratamento. Foram feitos alguns controles como epimastigotas crescidos em
LIT com 10% de SFB (CTL positivo), epimastigotas nessas condi¢cdes tratados
com cicloheximida (CTL negativo) e epimastigotas crescidos em LIT sem SFB
+ DMSO, pois é o meio de diluicdo da rapamicina. Além disso, foram feitos
ensaios sem o0 uso de TCA (&cido tricloro acético) para mostrar que metionina
nao incorporada, mas presente pode levar a conclusdes erradas. Quando se
faz o tratamento com TCA e lavagens posteriores com etanol e acetona, resta
apenas a metionina incorporada as proteinas que acabaram de ser produzidas,
sendo mais um controle técnico do experimento.

Se compararmos os dados dentro do mesmo experimento, veremos que
0s controles, tanto positivo quanto negativo funcionaram bem. Que o efeito de
diminuicdo da tradugcdo ndo se da por causa do DMSO. Que 5 pg/mL de
rapamicina ja causa uma diminuicdo significativa na traducdo desde as
primeiras horas de incubagédo e que se mantém até 24 h. Doses de 15 e 20
pg/mL da droga reduzem a traducdo a niveis do controle negativo ja com 6
horas de incubacao (Anexo Ill). Os ensaios de viabilidade mostraram que os
epimastigotas diminuiram a traducdo pelo efeito da droga e ndo porque
estavam mortos (MANHAES et al., em preparacao).

Portanto, para corroborar esses dados, este trabalho também se prop6s
a investigar se a diminuicdo da taxa de traducéo esta ligada ao fato de que a
proteina rpS6 ndo estd sendo fosforilada devido a inibicdo do complexo TOR
pela rapamicina. Para isso foi desenvolvido um anticorpo especifico contra a
proteina rpS6 e posteriormente verificada a presenca desta proteina nas
fracOes obtidas apO0s a sedimentagdo de extratos proteicos, submetidos ao
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tratamento com rapamicina e parasitas sob estresse nutricional, em gradientes
de sacarose.

O plasmideo com a sequéncia génica de rpS6 (Tc00.1047053510769.49
40S ribosomal protein S6, putative) foi cedido gentilmente pelo Dr° Henrique
Preti. A sequéncia de rpS6 estava clonada em vetor de entrada da plataforma
Gateway®. Posteriormente foi realizada nova recombinacdo em vetor de
destino como descrito no item 3.12.7. Em seguida, apds a confirmacdo da
clonagem por PCR de colbnia, foi feita a transformacéo em E. coli BL21 (DE3)
pLysS e inducdo da proteina, como descrito nos itens 3.10 e 3.12.8
respectivamente. A proteina recombinante foi entdo purificada, apos
confirmacdo da expressao por ensaios de western blot, inoculada e o soro
contendo os anticorpos foi processado como descrito no item 3.15.2. A Figura
57 A mostra a expressdo da proteina recombinante na fracdo insollvel e a
Figura 57 B o padréo de expresséo de rpS6 durante o ciclo de vida do T. cruzi.

Como controle foi utilizado o antissoro da Actina (Figura 57 C).
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Figura 57. Caracterizacdo da proteina rpS6 de T. cruzi. (A) SDS-PAGE da etapa de
purificacdo da proteina Tc00.1047053510769.49 40S ribosomal protein S6, putative. (B) SDS-
PAGE das etapas de expressdo da proteina rpS6 durante o ciclo de vida do T. cruzi. O
antissoro foi diluido 1:2000. (C) Expressao da proteina actina durante o ciclo de vida do T.
cruzi. O antissoro foi diluido 1:500. LEGENDA: MW, marcador de massa molecular; NI, fracdo

N&o-induzida; T, fracdo Total; |, fracdo Insolavel. A massa das proteinas é indicada em kDa.

Antes de investigar o perfil de sedimentacdo da proteina rpS6 em
condicbes de tratamento com rapamicina e sob estresse nutricional, que
podem ser eventos em que o0 complexo TOR esteja inibido e
consequentemente toda a cascata de sinalizagdo inativa, analisamos a
distribuicdo da proteina rpS6 em gradientes de sacarose (15-55%) como
descrito no item 3.17.

Extratos de formas epimastigotas em fase logaritmica de crescimento
foram tratados com cicloheximida e puromicina e adicionados em gradientes
de sacarose (15 - 55%). A presenca da proteina rpS6 nas fracdes coletadas
foram analisadas por Western blot. Um perfil de sedimentacdo tipico de

polissomos (traducdo ativa) foi obtido com o tratamento dos parasitas com
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cicloheximida, droga que inibe a atividade peptidil transferase da subunidade
60S, bloqueando a traducao pela estabilizacdo do complexo mRNA-ribossomo.
Como esperado, a proteina rpS6 estd presente em todas as fracdes do
gradiente (Figura 58).

=>80S

Polissomos

--___-_____[ REVE ][POLISSOMAL][ LEVE ][ PESADA ]\
30— B S — —

Figura 58. Perfil de sedimentac¢do da proteina rpS6 de epimastigotas em fase logaritmica
de crescimento, tratadas com cicloheximida. As posi¢des das subunidades 40S e 60S, bem
como o monémero 80S e polissomos estdo indicados. Todas as fragbes do gradiente foram
analisadas por Western blot com o soro contra a proteina rpSeé.

Nos ensaios de dissociagdo de polissomos, o extrato foi tratado com
puromicina, um analogo de tRNA que aborta a sintese protéica,
desestabilizando o complexo mRNA-ribossomo. O perfil de dissociagao foi
obtido com éxito (Figura 59) e a proteina rpS6 foi detectada apenas nas
fracbes com baixa densidade. Cabe aqui mencionarmos que as fracoes
tratadas com puromicina ndo possuem polissomos, ou seja, as fracoes
denominadas polissomal leve e polissomal pesada possuem esse nome

apenas para fins comparativos com as fragoes equivalente de cicloheximida.
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Figura 59. Perfil de sedimentac¢do da proteina rpS6 de epimastigotas em fase logaritmica
de crescimento, tratadas com puromicina. Todas as fragcdes do gradiente foram analisadas

por Western blot com o soro contra a proteina rpSe.

Os resultados aqui obtidos corroboram os dados da literatura que
demonstram que rpS6 esta presente em complexos pesados. Entretanto essa
associacdo é dependente de polissomos, ou seja, de tradugdo ativa, pois o
tratamento com puromicina mostrou que a proteina rpS6 nao esta associada
aos polissomos.

Como descrito anteriormente, a atividade da proteina rpS6 é regulada
por sua fosforilagdo. Uma das vias responsaveis por sua ativacao resultando
na sua fosforilacdo é a via TOR. Portanto, o nivel de fosforilacdo da proteina
rpS6 foi analisado de forma indireta, através de Western blot das fracdes
obtidas em um gradiente de sacarose de parasitas cultivado em meio LIT sem
soro fetal bovino, parasitas cultivados em meio LIT sem soro fetal bovino e
tratados com rapamicina (10 pg/mL por 2 h) e epimastigotas sob estresse
nutricional de 2h. Os resultados podem ser vistos na Figura 60.

Os dados mostram que o perfil de sedimentagdo da proteina rpS6 em
situacdes de estresse e tratamento com rapamicina possuem um deslocamento
para as fragbes mais leves do gradiente devido & uma possivel dissociagdo
dos ribossomos das fracdes polissomais pesadas. Essa dissociagao pode estar
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relacionada com a inibicdo da via TOR, resultando no bloqueio da cascata de
sinalizacdo e consequentemente a nao fosforilagcdo da proteina rpSe.

E visivel também que a proteina rpS6 acumulou-se nas fragdes leves no
experimento de gradiente de epimastigotas cultivados em meio LIT sem soro
fetal bovino, porém o sinal de detec¢do nessa condi¢cdo € mais fraco quando
comparado ao sinal nas outras condi¢cdes. Com isso, € valido ressaltar que a
fosforilacdo da proteina rpS6 pode estar sendo regulada em resposta a
estresse ou tratamento com droga pois um acumulo maior da proteina nas
fracOes leves dos gradientes de epimastigotas tratados com rapamicina e sob
estresse nutricional pode ser visualizado.

Essa relacdo entre parasitas tratados com rapamicina e sob estresse
nutricional corroboram os dados de que a via TOR, um importante sensor
nutriconal, estd intimamente relacionada com o processo de diferenciagéo.
Dados anteriores deste trabalho evidenciaram que o tratamento com a droga
pode causar um aumento do namero de parasitas diferenciados obtidos no
processo de metaciclogénese in vitro, uma situacdo em que a via TOR pode
estar inibida e a taxa de traducéo diminuida.

Entretanto, tratam-se de dados preliminares e uma maior investigacao
deve ser realizada. Experimentos de fosfoproteoma associados ao gradiente de
sedimentagdo em gradiente de sacarose podem ser utilizados como
ferramentas para melhor caracterizar essa condicdo de alteracdo no processo
de tradugao.
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Figura 60. Perfil de sedimentacdo da proteina rpS6. A) Epimastigotas cultivados em meio
LIT sem soro fetal bovino. B) Epimastigotas cultivados em meio LIT sem soro fetal bovino e
tratados com rapamicina (10 pg/mL por 2 h). C) Epimastigotas sob estresse nutricional de 2 h.
Todas as fragfes do gradiente foram analisadas por Western blot com o soro contra a proteina
rpSe.
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5. DISCUSSAO

Genes homodlogos de proteinas constituintes da via TOR tém sido
descritos em diversos organismos como mamiferos (BROWN et al., 1994),
Drosophila (OLDHAM et al., 2000; ZHANG et al., 2000), Caenorhabditis
elegans (LONG et al., 2002), Cryptcococcus neoformans (CRUZ et al., 1999) e
Arabidopsis thaliana (MENAND et al., 2002), sugerindo que esta quinase se
apresenta conservada evolutivamente. Através das respostas celulares
induzidas pela rapamicina, varios alvos de TOR foram identificados em
mamiferos, fornecendo um panorama dos diferentes processos em que ela
esta envolvida.

A quinase TOR de mamiferos, mTOR, pertence a subfamilia das
proteinas quinases relacionadas com PI3K que desempenha um papel central
na regulacado de diversos processos celulares, incluindo crescimento celular,
apoptose, e metabolismo das células (SABATINI et al., 2006). mTOR consiste
de dois subcomplexos distintos, denominados mTOR complexo 1 (mTORC1) e
2 (mTORC?2), que tem pequenas diferencas nas composic¢des de subunidade, e
funcgdes fisioldgicas (SABATINI et al., 2006).

Sabe-se que mMTORC1 ativa a sintese de proteinas, o transporte de
nutrientes, a sintese lipidica, o crescimento celular, e outros processos, em
resposta a varios estresses, incluindo fatores de crescimento, baixo consumo
de energia e nutrientes. Além disso, funcionando como um sensor de nutrientes
e de energia, mMTORC1 regula negativamente a autofagia, um processo que é
necessario para a sobrevivéncia de células sob a condi¢cao de fome (ZONCU et
al., 2011). Mais especificamente, sob condi¢cdes desfavoraveis de nutrientes
(estado de baixa energia), incluindo soro ou baixa concentracao de glicose, a
atividade quinase de mTORC1 é mantida baixa, e o metabolismo celular e
crescimento séo, portanto, contidos em niveis basais.
Quando as células sao deslocadas para um ambiente mais favoravel (estado
de alta energia), a sinalizagdo mTORC1 € ativada para estimular o
metabolismo celular e o crescimento celular (ZONCU et al., 2011; SENGUPTA
et al., 2010). O complexo mTORC1l exerce suas funcdes reguladoras
em parte atravées da fosforilacdo de alvos a jusante, como duas
proteinas alvo bem caracterizados S6K (p70 S6 ribossbmica quinase)
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e 4E-BP1 (uma proteina de ligacdo ao fator de inicio de traducdo eucariotico
elF4AE). No entanto, as fungbes do complexo mTORC?2 estéo envolvidas com a
ativacdo de Akt e SGK1 quinase, fosforilando o motivo hidrofébico de Akt na
Ser473 e SGK1 (soro/glicocorticéide quinase regulada 1) na Ser422, levando a
ativacdo completa de Akt e SGK1 quinase (ZONCU et al., 2011). Além disso,
MTORC2 medeia a organizagdo do citoesqueleto de actina, desempenhando
assim um papel critico na motilidade de células tumorais, invasdo e metastase
(ZHOU et al., 2010). No entanto, dado o papel fundamental das quinases
MTOR em controlar o destino da célula, permanece em grande parte
desconhecido como a ativagéo da atividade quinase mTOR é regulada in vivo.

Muitos inibidores de mTOR tém sido desenvolvidos e estdo sendo
testados em ensaios clinicos no combate a varios tipos de cancer humano
(BENJAMIN et al., 2011). No entanto, os resultados obtidos nestes ensaios
para alguns destes inibidores ndo foram favoraveis devido, em parte, aos
mecanismos regulatorios complexos envolvidos com a sinalizacdo da via
MTOR. Assim, uma melhor compreensdo de como a atividade de mTOR é
regulada pela rede de sinalizacdo na fisiologia normal bem como em varias
condicbes, fornecera idéias sobre uma melhor intervencdo clinica com
inibidores de mMTOR. O grupo liderado pelo Dr. David Sabatini encontrou,
recentemente, um inibidor de mTOR denominado DEPTOR, que ¢é
superexpresso em células de mieloma multiplo e necessario para a sua
sobrevivéncia (PETERSON et al., 2009). Mais recentemente, outros dois
grupos relataram independentemente que a estabilidade de DEPTOR é
governada por SCF*™RP(proteina contendo repeticdes de B-transducina), uma
ubiquitina ligase E3 (DUAN et al., 2011; ZHAO et al., 2012).

Em 2008, o grupo do Dr. Miguel Navarro caracterizou duas quinases
envolvidas na via TOR de Trypanosoma brucei (TbTOR1 e TbTOR2), bem
como as proteinas partipantes em cada tipo de complexo. As fungdes classicas
dessas proteinas quinases, bem como dos complexos que participam, foram
descritas e um novo modelo de estudo dessa via surgiu (BARQUILLA et al.,
2008). No estudo desse grupo, os resultados obtidos mostraram que TbTOR1
controla positivamente o crescimento das células em tripanossomatideos
através da sinalizacéo feita pelo complexo TORC1. Foi demonstrado também
que as funcgbes basicas desse complexo sdo conservadas em T. brucei e que
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as células com baixos niveis da proteina TbTOR1 fazem com que haja
marcacao nucleolar de RNA pol |, inibicdo da sintese protéica e reducdo do
tamanho celular, como mostrado em outros organismos. JA TbTOR2 parece
agir exclusivamente por meio de sinalizacdo TORC2. Células com baixo nivel
proteico de TbTOR2 ndo sdo capazes de separar corretamente suas organelas
durante a citocinese e portanto, resultando em células arredondadas, com
agregados nucleares e multiplas organelas. O RNAi de TbhTOR2/TbAVO3
produz um fenoétipo de alargamento da bolsa flagelar resultando na alteragéo
de processos endociticos feitos por esse parasita. Portanto, assim como em
leveduras e mamiferos, os resultados sugerem fortemente que TbTOR2
controla a organizacdo do citoesqueleto de actina e a endocitose através da
sinalizacdo de TORC2 (BARQUILLA et al., 2008).

Em um estudo mais recente , 0 mesmo grupo descreveu uma nova TOR
quinase, chamada TOR4, que regula negativamente a diferenciacdo da forma
infectante proliferativa (slender bloodstream form) para a forma sanguinea néo
replicativa (stumpy bloodstream form). O ciclo de vida do Trypanosoma brucei
€ complexo e oferece um excelente sistema modelo para entender as vias de
sinalizacdo que regulam o desenvolvimento. Em contraste com a perda de
funcdo de TOR1 onde observa-se reducdo da capacidade de proliferacao
celular a inativacdo de TOR4 promove um estado quiescente irreversivel do
parasita. TOR4 governa uma via de sinalizagao distinta daquelas controladas
pelos complexos TOR convencionais, TORC1 TORC2 . A deplecdo de TOR4
induz todas as caracteristicas bem conhecidas da fase estacionaria de
desenvolvimento de tripanossomas, incluindo a expressdo de DAP (proteinas
associadas a diferenciacdo), proteinas de superficie e sub-regulacdo da
transcricdo do gene da VSG (variante da glicoproteina de superficie)
(SALDIVIA et al.,, 2013). TOR4 quinase forma um complexo estrutural e
funcionalmente distinto chamado TORC4, associacdo de TOR4 com LSTS8
(letal secl3 proteina 8) e outros fatores que provavelmente servem como
suporte para esta quinase.

A pesquisa em tripanossomatideos, protozodrios parasitas que
divergiram cedo da &rvore eucaridtica durante a evolucdo, pode ajudar a

descobrir novas fungdes de quinases TOR.
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Assim, nosso objetivo foi investigar a existéncia da via TOR em T. cruzi
por meio da identificacéo in silico de genes relacionados, bem como, estudar o
envolvimento dos componentes da via TOR em fendmenos como crescimento
celular e diferenciagdo celular (metaciclogénese), ja que tais eventos estdo
diretamente ligados a disponibilidade de nutrientes e fatores de crescimento.
Os resultados obtidos até agora apontam a existéncia de via TOR em T. cruzi.
Entretanto, o grau de semelhanca que essa via teria com a de outros
organismos mais estudados permanece a ser determinado. Este estudo mostra
gue as principais quinases da via estdo presentes no genoma do parasita,
sendo elas: TOR1, TOR2, TOR-likel e TOR-like2. Através de insercdo de uma
etiqueta na porcao 3' do gene das principais proteinas envolvidas na formacéo
dos complexos TORC1 e TORC2 sera possivel descrever a funcdo destas
proteinas de maneira mais sélida e robusta. Até o0 momento, apenas para o
gene de TOR1 essa metodologia foi aplicada com sucesso. Os parasitas
transfectantes foram submetidos a analise por espectometria de massas e 0s
resultados nos dardo indicios das associacfes que essa quinase faz com
outras proteinas, inclusive com as descritas em outros organismos.
Futuramente, pretendemos avaliar a dindmica de interacdo dessa proteina em
resposta ao estresse nutricional e ao tratamento com a droga rapamicina.

Como descrito nos resultados, embora tendo usado varias estratégias
para a obtencdo de anticorpos contra as proteinas da via TOR em T. cruzi,
apenas o anticorpo policlonal obtido contra a proteina FKBP12 foi especifico.
Sendo assim, a proteina FKBP12 de T. cruzi se tornou objeto do nosso estudo,
uma vez que é necessaria a interacdo desta proteina com a rapamicina para
gue essa droga possa inibir os efeitos das quinases TOR sobre diversos alvos.

O dominio FKBP apresenta 108 aminoéacidos e é responsavel tanto pela
atividade de PPlase quanto de ligacdo a FK506 (KANG et al.,, 2008). As
proteinas FKBP51 e FKBP52 de humano apresentam dois dominios FKBP em
tandem; o dominio N-terminal possui a atividade de PPlase e pode se ligar as
drogas FK506 e rapamicina, enquanto o dominio C-terminal é responséavel pela
interacdo com outras proteinas como a chaperona HSP90 e receptores
esteroides. Ha fortes evidéncias que a interacdo da FKBP52 com os receptores
esterdides requer o dominio TPR (DAVIES e SANCHEZ, 2005). O dominio de
interacdo proteina - proteina (TPR) auxilia na modulacdo da atividade das
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proteinas e serve como sitio de ligacdo para chaperonas, como Hsp90
(DAVIES e SANCHEZ, 2005; BARIK, 2006; KANG et al, 2008).

O fato das FKBPs se ligarem a diferentes proteinas na célula cria um
amplo espectro de alvos celulares para as drogas FK506 e rapamicina. As
FKBPs localizadas em diferentes compartimentos celulares podem estar sob o
controle dessas drogas que influenciam processos de crescimento e
proliferacao celular (GALAT, 2008).

O complexo formado entre FKBP e a droga reforca a estabilidade da
proteina, sendo mais resistente a clivagem proteolitica, e cria uma superficie
para a ligacdo com a calcineurina e a quinase TOR. Estudos revelaram que na
auséncia de FK506, a FKBP1l2 liga-se a alvos celulares, tais como o0s
receptores rianodina (RyRs), os quais sdo um dos principais canais de
liberagdo de Ca*? no reticulo sarcoplasmatico de células do miocérdio, misculo
estriado. A ligagcdo das FKBPs com FK506 ou rapamicina provoca um
vazamento de Ca*? em células endoteliais isoladas e induz a liberacdo de Ca*?
intracelular que pode contribuir para a patogénese da disfuncdo endotelial e
hipertensao (KANG et al, 2008).

Estudos recentes tém demonstrado o papel das FKBPs na regeneracao
nervosa. Nos neurénios, os niveis de FKBP12 e FKBP52 estdo elevados e um
aumento da FKBP12 € verificado nas éareas de patologia em doencgas
neurodegenerativas. Esses estudos podem fornecer importantes pistas
terapéuticas para o tratamento de doengas neurodegenerativas que atualmente
afetam o envelhecimento da populacdo humana, tais como Alzheimer e
Parkinson (revisto por BARIK, 2006).

O genoma de E. coli apresenta quatro FKBPs cujas massas variam de
16 a 29 kDa (GALAT, 2000). A extremidade N-terminal da EcFKBP29 exibe
atividade de chaperona enquanto a extremidade C-terminal apresenta atividade
de PPlase e se liga a FK506 (BARIK, 2006). O dominio FKBP de EcFKBP16 é
altamente hidrofébico sugerindo que esta proteina esteja associada a
membrana (GALAT, 2000).

O numero de proteinas da familia FKBP presente em Arabidopsis
thaliana é muito maior em comparacdo a outros organismos. Enquanto S.
cerevisiae possui quatro FKBPs, Caenorhabditis elegans oito e Homo sapiens
11, A. thaliana apresenta 23 FKBPs. Dentre as 23 proteinas, sete contém um
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dominio FKBP flanqueado por um dominio N-terminal de ligagdo ao ribossomo
e um C-terminal de ligagéo a chaperona (GEISLER e BAILLY, 2007). As outras
proteinas podem conter de trés a quatro dominios FKBPs seguidos de
dominios TPRs e de ligacdo a calmodulina (BREIMAN e CAMUS, 2002).

Em T. brucei, Brasseur e colaboradores (2009) identificaram quatro
FKBPs (FKBP11, FKBP12, FKBP21 e FKBP47) e por ensaios de interferéncia
de RNA, mostraram que apenas a proteina TbFKBP12 era essencial ao
parasita. Mais recentemente, 0 mesmo grupo demonstrou que esta proteina
localiza-se exclusivamente na bolsa flagelar e esta envolvida no processo de
diferenciacdo do parasita, através da interacdo com proteinas do citoesqueleto
(BRASSEUR et. al., 2012).

O sequenciamento do genoma de T. cruzi (EL-SAYED ET AL., 2005)
permitiu que se identificasse 0 nimero de genes codificadores de PPlases
deste organismo. T. cruzi tem 14 genes codificadores de ciclofilinas, 5 genes
codificadores de FKPBs e 2 genes que codificam parvulinas. Além dos
dominios de PPlase que todas possuem, duas delas possuem um dominio
TPR, uma apresenta um dominio WD40, e uma um dominio RRM; os dois
primeiros dominios envolvidos com interacdes proteina-proteina e o ultimo
interacdo com RNA.

POTENZA et al., (2006) descreveram a familia das ciclofilinas de T. cruzi
e identificaram algumas delas por espectrometria de massas. As duas
parvulinas de T. cruzi estdo sendo estudadas pelo grupo de Esteban (ERBEN
et al., 2007). Até o presente ndo ha relatos na literatura sobre a caracterizacdo
da familia das FKBPs em dois tripanossomatideos de relevancia para a saude
humana (T. cruzi e L. major).

Muitas FKBPs possuem localizacao intracelular determinada, como
citoplasma, nucleo e reticulo endoplasmatico (BARIK, 2006). A proteina
FKBP35 de Plasmodium falciparum, por exemplo, € expressa
predominantemente no citosol de eritrocitos durante todo o ciclo de vida,
enquanto nas formas trofozoito e esquizonte foi observada significativa
guantidade da proteina no nacleo (MONAGHAN e BELL, 2005). A FKBP12 de
S. cerevisiae é encontrada no citoplasma e a FKBP60 no nucleo (DOLINSKI,
1997).
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Uma pesquisa de proteinas de levedura que interagem com FKBP12 no
sistema de duplo hibrido identificou a enzima Aspartoquinase (AK) como uma
parceira de ligacdo de FKBP12 (AREVOLO-RODRIGUEZ et al, 2004). AK
catalisa a primeira reacdo na conversdo de acido aspartico no aminoacido
homoserina, um ponto de ramificacdo na sintese de treonina e metionina.
Estudos de Alarcon e Heitman (ALARCON et al., 1997) sugerem que FKBP12
influencia na inibicdo do feedback de AK por treonina, o principal ponto de
controle da via de aspartato (AREVOLO-RODRIGUEZ et al, 1999; MARTIN-
RENDON et al.,, 1993). Portanto resultados indicam que FKBP12 & um
componente fundamental que norteia o fluxo metabdlico através da cascata
biossintética de homoserina. No mapa metabdlico de glicina, serina e treonina
(ANEXO 1V) é possivel ver uma quinase (TcCLB.509167.150), identificada
como parceira de FKBP12 através de imunoprecipitacdo, como participante
dessa via de sintese de treonina.

Mais recentemente, identificou-se em leveduras a associagcdo da
proteina FPR1 (FKBP12 em mamiferos) com a proteina Hmol, também
conservada em humanos (DOLINSKI et al., 1999). Hmol é uma proteina
nuclear que funciona como estabilizante da estrutura da cromatina e de
manutencdo de plasmideo (LU et al., 1996) e como fator de uma RNA
polimerase | (GADAL et al., 2002).

Mediante o exposto, fica evidente que as proteinas da familia FKBP
apresentam fungdes variadas e estdo envolvidas em diversos processos
celulares dependendo de sua localizagdo e interagdo com diferentes parceiros
funcionais. Baseados nestas informacdes, procuramos neste trabalho,
submeter o parasita T. cruzi ao tratamento com diferentes concentracées da
droga rapamicina e ao estresse nutricional, buscando identificar proteinas
associadas que pudessem indicar uma possivel funcdo da FKBP12 e sua
interacdo com a via TOR neste parasita.

A imunolocalizacdo da proteina FKBP12 de T. cruzi demonstrou que ela
esta presente no nicleo em todas as etapas do ciclo de vida (Figura 23) e que
o tratamento com rapamicina nao altera a sua localizacéo (Figura 24).

Através dos experimentos de cromatografia de gel filtracdo foi possivel
demonstrar que esta proteina esta presente em complexos proteicos de alto
peso molecular (Figura 25). Os dados de espectrometria de massas dos
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complexos proteicos que contém a proteina FKBP12, obtidos por ensaios de
imunoprecipitacdo, apontam algumas possiveis associa¢cdes com proteinas de
interagdo ao DNA, como histonas, proteinas envolvidas na manutencéo do
cromossomo e da sua segregacao, eventos que Sdo importantes e necessitam
de enzimas com a atividade de transferases. Os dados ainda mostram a
associacdo dessa proteina com outras pertencentes a processos de ligacao e
estabilizacdo do mRNA, bem como do seu transporte. A associagao da
proteina FKBP12 com proteinas ribossomais também foi observada, pois o fato
da proteina estar presente em complexos de alto peso molecular e dos dados
de protedbmica mostrarem a presenca de varias proteinas ribossomais,
sugerem uma possivel participacdo desta proteina na biossintese das
subunidades ribossomais no nucleo.

Entretanto, ndo observamos uma associacdo direta da proteina FKBP12
com as proteinas da via TOR apds o tratamento com rapamicina, nem
tampouco quando o parasita foi submetido a estresse nutricional. Isso pode ser
justificado pelo emprego de uma metodologia de lise muito estringente.
Possivelmente as ligacdes e interacdes entre a FKBP12 e as quinases da via
TOR seja muito dinamica, fato que é visualizado com outras proteinas de
ligacdo ao MRNA. O uso de fixadores pode ser uma saida para o0
congelamento do complexo proteico e posterior isolamento através de
imunoprecipitacdo. Além disso, nas analises de ontologia génica (GO), pouca
diferenca foi encontrada entre os parceiros funcionais de FKBP12 em respeito
a funcdo molecular, envolvimento em processos biolégicos e localizacdo
celular, nas diferentes condi¢cdes. A maior diferenca foi observada na condigéo
de tratamento com rapamicina (5 pg/mL), com a classificagdo de acordo com o
processo bioldgico, onde a principal alteracdo é a diminuicdo de proteinas
identificadas envolvidas com a traducéo.

Embora a associacao direta com os componentes da via TOR néo tenha
sido caracterizada, observamos que a proteina FKBP12 interage com a
proteina quinase (TcCLB.506007.40) que por sua vez inibe o complexo
TSC1/TSC2 que esta envolvido na regulacdo do complexo TOR. O mapa
metabdlico pode ser visto no Anexo V.

A via TOR vem sendo apontada como uma das principais vias de
regulacdo do inicio da tradugdo bem como um importante regulador do
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tamanho celular. Células de Drosophila contendo o gene dTOR nao funcional
sdo aproximadamente quatro vezes menores que as selvagens (GAO et al.,
2002; OLDHAM et al., 2000; ZHANG et al., 2000). Resultado parecido € visto
em células de mamiferos tratadas com rapamicina, em que seu tamanho se
reduz sensivelmente (FINGAR et al., 2002; INOKI et al., 2003). Mediando tais
eventos, a quinase S6K tem sido descrita como o principal alvo de TOR na
regulacdo do tamanho celular.

Experimentos prévios do nosso grupo demonstraram que parasitas
tratados com rapamicina e parasitas submetidos a estresse nutricional
apresentavam uma diminuicdo global da traducdo quando comparados a
parasitas ndo tratados (Anexo |lI - marcacdo metabdlica). Assim,
paralelamente aos experimentos de caracterizacdo da proteina FKBP12 e seu
possivel envolvimento com a via TOR em T. cruzi, procuramos investigar se a
fosforilagdo da proteina ribossomal S6 (rpS6), outro alvo bem caracterizado
desta via em varios eucariotos, também poderia estar sendo modulada em
decorréncia do tratamento com rapamicina, buscando mais evidéncias da
presenca da via TOR neste parasita.

Em varios organismos onde a via j4 € bem caracterizada, como é o caso
de mamiferos, leveduras e mais recentemente T. brucei, a fosforilacdo do
complexo protéico citoplasmatico contendo a proteina TOR1 (TORC1) em
resposta a varios estimulos ambientais, culmina na fosforilacdo da rpS6, uma
etapa importante para montagem do ribossomo 80S e consequentemente para
gue o processo de traducédo seja efetivo (MEYUHAS et al., 2009).

RpS6 € um componente da subunidade 40S e é a maior
fosfoproteina do ribossomo, contendo cinco residuos de serina que sao
fosforilados. Ribossomos contendo alto grau de fosforilacdo de rpS6 tém uma
vantagem no isolamento em polissomas, embora a fosforilagdo de RpS6 por si
s6 ndo seja suficiente para formagéo do polissomo (MEYUHAS et al., 2000). A
fosforilagdo de rpS6 estd correlacionada fortemente com o aumento da
traducdo na célula, particularmente de mensageiros TOP (que contém uma
regido 5' oligopirimidina terminal). TOP mRNAs codificam proé-proteinas
envolvidas no crescimento celular, progressao do ciclo celular e maquinaria de
traducdo, incluindo todas as proteinas ribossomais e os fatores de

alongamento.
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No entanto, trabalhos recentes questionaram o papel da fosforilacdo de
rpS6 na traducdo dos mensageiros TOP em questdo (PENDE, et al., 2004;
RUVINSKY, et al., 2005; STOLOVICH et al., 2002), uma vez que o bloqueio da
fosforilcdo de rpS6 ndo conduz a uma reducdo dos mensageiros TOP. Até o
momento o papel da fosforilacdo de rpS6 permanece desconhecido, e uma
compreensao da funcdo de rpS6 estad longe de terminar. RpS6 podem ter
papéis distintos daquelas como parte estrutural do ribossoma, como mostrado
em células mutantes para rpS6 de Drosophila que desenvolveram tumores
melanoticos nas glandulas linfaticas (LAMBERTSSON, 1998), e RpS6 é
encontrado em uma forma livre, fosforilavel no nucleo de células de mamiferos.

Nosso trabalho demonstrou que o tratamento dos parasitas com
rapamicina e o estresse nutricional causam uma reducdo significativa dos
polissomos e o deslocamento da proteina rpS6 das fracdes pesadas para as
fracbes mais leves do gradiente de sacarose (Figura 59), indicando uma
possivel inibicdo da via TOR e consequentemente uma reducédo da fosforilagdo
de rpS6 e da tradugéo.

Esses dados ainda precisam ser melhor avaliados, mas a correlacao
com o experimento de marcagdo metabdlica corrobora os dados obtidos no
experimento de isolamento de polissomos. Uma situacdo também essencial
que precisa ser melhor estudada é a relacdo entre a diminuicdo da taxa de
traducdo e o desencadeamento do processo de diferenciacdo do parasita.
Esses dois processos podem estar ligados devido a uma possivel inibicdo da
via TOR, reprimindo a cascata de fosforilacdo que tem como alvo a proteina
ribossomal rpS6 causando uma alteragéo fisiolégica e consequentemente a
reprogramacao genética do parasita.

Além disso, foi mostrado que mesmo estando em meio propicio ao
crescimento, epimastigotas tratados com doses medianas de rapamicina
(proximos do ICso) tem seu crescimento reduzido e diferenciacdo para
tripomastigota metaciclico estimulada. Esses dados conectam os efeitos da
rapamicina a disponibilidade nutricional percebida pelo T. cruzi, que em outros
organismos tém na via TOR um dos principais representantes de sensor

nutricional.
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6. CONCLUSOES

v" Foi confirmada, através de analises in silico, a presenca dos genes da
via TOR em Trypanosoma cruzi.

v" Foi mostrado que mesmo estando em meio propicio ao crescimento,
epimastigotas tratados com doses medianas de rapamicina (préximos do
ICs0) tem seu desenvolvimento retardado e diferenciagcdo para
tripomastigota metaciclico estimulada, com fortes indicios de ocorréncia
de autofagia, conforme as imagens de ultra-estrutura sugerem.

v' A proteina TOR1 de Trypanosoma cruzi foi identificada e localizada no
citoplasma do parasita através de fusdo C-terminal ao tag FLAG a nivel
gendmico.

v A proteina FKBP12 deTrypanosoma cruzi foi identificada, ndo é regulada
durante o ciclo de vida e esta presente no nucleo do parasita.

v" N&o ha mudanca da localizacdo da proteina FKBP12 de Trypanosoma
cruzi em resposta ao tratamento com rapamicina (ICs0=10 pg/mL).

v' A proteina FKBP12 de Trypanosoma cruzi esta presente em complexos
de alto peso molecular.

v' Ensaios de imunoprecipitacdo seguido de espectometria de massas de
epimastigotas em fase logaritmica de crescimento cultivados em meio
LIT, epimastigotas cultivados em meio LIT sem SFB, epimatigotas sob
estresse nutricional de 2 h e epimastigotas sob tratamento com
rapamicina (5 pg/mL e 10 pg/mL) por 2 e 24 h, evidenciaram a presenca
de proteinas de interacdo ao DNA, como histonas, proteinas envolvidas
na manutengdo do cromossomo e da sua segregacgéao, eventos que sao
importantes e necessitam de enzimas com a atividade de transferases.
Os dados ainda mostram a associagdo dessa proteina com outras
pertencentes a processos de ligacdo e estabilizacdo do mRNA, bem
como do seu transporte. A associacdo da proteina FKBP12 com
proteinas ribossomais também foi observada.

v' A proteina rpS6 de Trypanosoma cruzi foi identificada e é regulada
durante o ciclo de vida do parasita.

v" Foi evidenciado que as condicbes de estresse nutricional por 2 h e
tratamento com rapamicina (10 pg/mL por 2 h) causam uma reducao
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significativa dos polissomos e o deslocamento da proteina rpS6 das
fracOes pesadas para as fracdes mais leves do gradiente de sacarose,
indicando uma possivel inibicdo da via TOR e consequentemente uma

reducéo da fosforilagéo de rpS6 e da traducéo.
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados aqui obtidos abrem varias perspectivas para o estudo da

via TOR em T. cruzi, uma vez que ainda gera perguntas: sera que existem

complexos distintos de TOR? Qual a composigao proteica desses complexos?

Se existirem complexos distintos de TOR, qual deles é sensivel a rapamicina?

A proteina FKBP12 esta relacionada com a inibicdo da via TOR por

rapamicina? A via TOR esta envolvida na cascata de sinalizacdo que culmina

na fosforilacdo da proteina rpS6 como em outros eucariotos? A via TOR esta

diretamente ligada ao processo de diferenciacdo de T. cruzi?

Dessa maneira, algumas perspectivas parecem interessantes na busca

de tais respostas como:

v

Obtencéo de linhagens transfectantes para os genes TOR2, TOR-likel,
TOR-like2, Raptor e AVOS3 fusionados a etiqueta C-terminal FLAG em
nivel genémico.

Localizagéo das proteinas TOR2, TOR-likel, TOR-like2, Raptor e AVO3
no parasita.

Ensaios de imunoprecipitagdo em condi¢cOes de estresse nutricional e
sob tratamento com rapamicina e posterior analise em espectometria de
massas do conteudo proteico em que 0s principais componentes da via
TOR estao presentes.

Nocaute das principais quinases da via TOR (TOR1 e TOR?2) e avaliacao
das mudancas morfolégicas e fisiologicas do parasita.

Validagdo dos dados de protedmica envolvendo a proteina FKBP12 de
T. cruzi utilizando o transfectante desenvolvido neste trabalho.
Confirmagdo do nocaute do primeiro alelo do gene para a proteina
FKBP12 de T. cruzi e realizacdo do nocaute do segundo alelo.

Andlise de modificacbes poés-traducionais  (fosforilacdo)  por
espectometria de massas da proteina rpS6 apos isolamento das fragbes
leves do gradiente de sacarose nas condi¢Oes de estresse nutricional e

sob tratamento com rapamicina.
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ANEXO |

Efeito da rapamicina sobre o potencial de membrana da mitocéndria
apos 6h de tratamento, indicado pela ligagdo do corante fluorescente
rodaminal23. (A e B) Epimastigotas incubados com DMSO (controle) e
analisados por microscopia de contraste de fase e confocal a laser,
respectivamente. (C e D) Epimastigotas incubados com 20 pg/mL de

rapamicina. Aumento de 1000 vezes.
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ANEXO Il

Microscopia eletrbnica de transmissdo de epimastigotas de
Trypanosoma cruzi tratados com rapamicina. (A) Epimastigotas controle,
cultivados por 24h exibindo nucleo (n), cinetoplasto (k), mitocéndria (m) e
flagelo (f). (B-D) Epimastigotas tratados com 3 pg/ml de rapamicina por 24h,
mostrando vacuolizagdo do citoplasma (seta) com degradacdo dos
reservosomos (C) e preservacao da mitocondria (D). (E) Epimastigotas tratados
com 3 upg/mL de rapamicina por 48h, mostrando o inicio de absorcdo da
mitocdndria por um vacuolo. (F e G) Epimastigotas tratados com 20 pg/mL de
rapamicina por 3h e 24h, respectivamente, exibindo incha¢co da mitocondria e
desaparecimento de material eletrondenso da matriz mitocondrial (*), além de

arranjo normal do cinetoplasto (seta). Barra = 0,5um.
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ANEXO Il

Gréficos das leituras do experimento de Marcagéo Metabdlica.

Protein Syntesis in Trypanosomacruzi treated with rapamycin
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ANEXO IV

Via Metabolica de biossintese de Glicina, Serina e Treonina.

_ PESII0ENLEN INRIOTEHL @V 2EES CB0ATO _

190



wrgEaAng - ——{ VU8 |—

¥

@ g
A
ds
£z i el I
-.\.\ 4 _
: .

Via metabdlica de sinalizacdo por mTOR.

ANEXO V
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