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A expressdo génica em eucariotos é regulada por diversos mecanismos, incluindo o controle do
processamento do RNAm e a exportacdo do nucleo para o citoplasma. Entretanto, 0s componentes
da via de exportacdo de RNA ndo sdo conservados em especies divergentes e ainda sdo pouco
compreendidos em tripanossomatideos. Uma excec¢do é a proteina Sub2, uma proteina altamente
conservada, que é um componente essencial para a exportacdo de RNAmM em tripanossomatideos.
Estudos anteriores mostram que a deplecdo de Sub2 em Trypanosoma brucei causa o acimulo do
SL RNA e diminui a quantidade da estrutura em Y, subproduto do trans splicing, indicando que
esta proteina pode estar relacionada com o processamento do pré-RNAmM ou com a transcricao.
Uma hipotese é que Sub2 € um componente da maquinaria de transcricdo do pré-RNAm e a
deplecédo de Sub2 afeta a sintese do pré-RNAm, causando o acimulo do SL RNA. Por isso, o
objetivo deste estudo foi avaliar a interacdo de Sub2 com diferentes vias do metabolismo nuclear
do RNAm. Para avaliar a taxa de transcrigdo, estabelecemos uma metodologia baseada em
fluorescéncia para quantificar o RNA nascente de forma acurada. Os dados mostram que o
silenciamento de Sub2 ndo bloqueia a atividade da RNA polimerase I, indicando que o acimulo
do SL RNA é consequéncia da inibicdo de mecanismos pos-transcricionais. Além disso, Sub2
co-precipita com U2AF35, uma proteina essencial para as etapas iniciais do trans spliicing,
apesar de outros componentes do spliceossomo ndo sereme identificados por protedbmica. Sub2
também interage com proteinas relacionadas com o direcionamento ou controle de qualidade
do RNAm e com proteinas hipotéticas conservadas exclusivamente em tripanossomatideos/
kinetoplastideos. Nossos resultados indicam que Sub2 acopla diferentes vias da biogénese do
RNA no nucleo de tripanossomatideos e provavelmente € um componente crucial dos
mecanismos divergentes, 0s quais possuem novas proteinas relacionadas com o trans splicing

e/ou a via de exportacdo de RNAm.

Vi



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO CARLOS CHAGAS

INVOLVEMENT OF SUB2 IN DIFFERENT PATHWAYS OF NUCLEAR MRNA
METABOLISM
ABSTRACT
TESE DE DOUTORADO

Priscila Mazzocchi Hiraiwa

Eukaryotic gene expression is regulated by several mechanisms, including control of mMRNA
processing and nucleocytoplasmic export. However, the components of mMRNA export are not
conserved in divergent species and still poorly understood in trypanosomatid parasites. One
exception is Sub2, a highly conserved protein, which is an essential component of mRNA
export in trypanosomes. Previous studies have shown that Sub2 knock down in Trypanosoma
brucei increased the SL RNA level and decreased the Y structure, intermediate of trans splicing,
indicating that its protein can also be involved in pre-mRNA processing or transcription. One
hypothesis is that Sub2 is a component of the transcription machinery and that depletion of
Sub2 affects pre-mRNA synthesis causing SL RNA accumulation. For this reason, the aim of
this study was to evaluate the interaction of Sub2 with distinct pathways of mRNA nuclear
metabolism. In order to evaluate transcription rate, we established a methodology based on
fluorescent approaches for accurate quantification of nascent mRNA. The results have shown
that Sub2 knock down does not block RNA polymerase Il activity, indicating that SL RNA
accumulation is a direct consequence of defects on post-transcriptional pathways. Indeed, Sub2
co-precipitates with U2AF35, an essential protein for the initial steps of trans splicing, although
other components of spliceosome complex could not be identified by proteomics. Furthermore,
Sub2 interacts with proteins involved in sorting or quality control of mRNAs in addition to
hypothetical proteins conserved exclusively in species of trypanosomatids/kinetoplastids.
Together, our results indicate that Sub2 links distinct pathways of mMRNA nuclear biogenesis in
trypanosomes and it is probably a crucial component of a divergent pathway which novel

proteins involved in trans splicing and/or mRNA export pathway.
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1 INTRODUCAO

1.1 FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE

A familia Trypanosomatidae compreende parasitas obrigatdrios divididos em nove
géneros: Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas, Blastocrithidia, Trypanosoma, Phytomonas,
Leishmania, Endotrypanum, Rhynchoidomonas. Esta familia pertence a (CAVALIER-SMITH,
2010):

Ordem: Kinetoplastida

Classe: Kinetoplastea

Filo: Euglenozoa

Reino: Protozoa

Os tripanossomatideos séo classificados como monoxénicos quando possuem apenas
um hospedeiro, ou heteroxénicos quanto alternam entre o hospedeiro invertebrado e vertebrado.
Segundo esta classificacdo, os parasitas dos géneros Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas,
Blastocrithidia e Rhynchoidomonas sdo monoxénicos, tendo como Unico hospedeiro diferentes
espécies de insetos. Os outros géneros possuem parasitas heteroxénicos. Tripanossomatideos
do género Phytomonas alternam o ciclo bioldgico entre um inseto hemiptero fitéfago e um
vegetal, e sdo prejudiciais para algumas plantas de importancia agricola e econdmica.
Endotrypanum, Trypanosoma e Leishmania sdo parasitas de vertebrados transmitidos por
insetos hematdfagos, sendo que os géneros Trypanosoma e Leishmania contém alguns
protozoarios de importancia médica: T. cruzi que causa a doenga de Chagas ou tripanossomiase
americana; T. brucei gambiense e T. brucei rhodesiense causam a doenca do sono ou
tripanossomiase africana; e diversas espécies de Leishmania spp. podem ser o agente etiologico
da leishmaniose tegumentar ou da leishmaniose visceral.

A Organizacdo Mundial de Salde estima que 6 a 7 milhfes de pessoas estejam
infectadas por T. cruzi, principalmente na América Latina (WHO, 2017a). Em 2009, menos de
10.000 casos de doenca do sono foram registrados e em 2015, 2804 casos foram registrados. A
doenca é endémica em 36 paises da Africa subsaariana, sendo que 95 % dos casos s3o causados
pelo T. brucei gambiense (WHO, 2017b). Em relacéo as leishmanioses, em torno de 12 milhdes
de pessoas estdo infectadas e estima-se a incidéncia de 2 milhdes de casos por ano (WHO,
2017c).



Os kinetoplastideos possuem alguns mecanismos moleculares peculiares, como
variacdo antigénica das glicoproteinas de superficie, edicdo do RNA mitocondrial, presenca de
glicossomo, transcricdo policistronica e processamento do RNAm por trans splicing
(DONELSON; GARDNER; EL-SAYED, 1999). Estes mecanismos sdo alvos em potencial
para o desenvolvimento de terapias contra os patdgenos, pois ndo devem afetar a célula

hospedeira.

1.2 EXPRESSAO GENICA EM TRIPANOSSOMATIDEOS

Na maioria dos eucariotos, os genes codificadores para proteinas sdo transcritos
individualmente pela RNA polimerase Il. O primeiro transcrito é chamado de pré-RNA, pois
contém sequéncias intronicas, que serdo removidas, e sequéncias exonicas, regides codificantes
separadas pelos introns. O pré-RNA nascente é processado co-transcricionalmente pelas
enzimas associadas a RNA polimerase Il, com a adi¢do do cap 7-metilguanosina (m7G cap) na
extremidade 5° do RNA, eliminagdo dos introns por cis splicing e adi¢do da cauda de adenina
na extremidade 3’, gerando o RNAm. O RNAm ¢ transportado do nucleo para o citoplasma
onde pode ser traduzido em uma proteina. Por isso, a regulacdo da expressao génica pode
ocorrer nas diferentes etapas, desde o inicio da transcricdo, o principal ponto de controle, até a
expressdo e estabilidade da proteina (ORPHANIDES; REINBERG, 2002).

Devido a transcricdo policistronica e auséncia de promotores individuais para a
transcricao de genes codificadores de proteinas pela RNA polimerase Il em tripanossomatideos,
a expressdo génica é regulada principalmente por mecanismos pos-transcricionais
(CLAYTON, 2002; HAILE; PAPADOPQOULOU, 2007). Neste caso, diferentemente da maioria
dos eucariotos, os genes codificadores de proteinas transcritos pela RNA polimerase Il estdo
agrupados em unidades transcricionais no genoma, o que resulta em longos pré-RNA
policistronicos contendo informagfes génicas que, normalmente, ndo possuem relacéo
metabdlica nem temporal, ou seja, genes de um mesmo policistron codificam proteinas sem
funcdes relacionadas e que sdo expressas em niveis e estagios diferentes (CAMPBELL;
THOMAS; STURM, 2003; MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010). Os pré-RNAm
policistronicos sdo rapidamente processados por trans splicing (item 1.3.2), mecanismo que
adiciona o splice leader (SL), também chamado de mini exon (ME), as sequéncias
codificadoras e poliadenilados, gerando os RNAmM monocistronicos, ou seja, molécula com

informacdo para codificar apenas uma proteina (LIANG et al., 2003) (Figura 1.1).
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Figura 1.1 - Transcricdo policistrénica e processamento do pré-RNAm em
tripanossomatideos. Representacdo hipotética de um cromossomo contendo grupos de genes
(PGC - polycistronic gene clusters) que sdo transcritos pela RNA polimerase 1l em um unico
pré-RNAm. Este transcrito é processado por trans splicing e poliadenilagdo para gerar o
RNAm. Por trans splicing, o SL (amarelo) contendo o cap4 (asterisco) é adicionado a
extremidade 5° de cada RNAm. Cada gene que codifica para 0 SL RNA possui um promotor
reconhecido pela RNA polimerase Il. A sequéncia AAAA nos RNAm representa a cauda
poli(A).

Fonte: Modificado de MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010.

Diferentemente da transcricdo do pré-RNAm, a transcricdo do SL RNA pela RNA
polimerase Il (DOSSIN; SCHENKMAN, 2005; GUNZL et al., 1997) é regulada por um
promotor, identificado em seis kinetoplastideos (CAMPBELL; STURM; YU, 2000) com as
regides regulatorias descritas em T. brucei (GUNZL et al., 1997). Os genes que codificam para
0 SL RNA estdo presentes em tandem no genoma dos parasitas (NELSON et al., 1983), porém
sdo transcritos individualmente (KOOTER; DE LANGE; BORST, 1984) e sofrem
modifica¢fes co-transcricionalmente na extremidade 5° (MAIR; ULLU; TSCHUDI, 2000),
como ligagdo 5°-5’ trifosfato da 7-metilguanosina ao primeiro nucleotideo do SL RNA
(GUNZL et al., 1997)7G cap ), metilagdo dos 4 primeiros nucleotideos (2'-O-ribose metilados)
e das bases do nucleotideos 1 e 4, gerando a estrutura chamada de cap 4:
m’G(5")ppp(5° ) mLAMpAmpCmpm3Ump (BANGS et al., 1992; FREISTADT; CROSS;
ROBERTSON, 1988). Além disso, 0 SL RNA ¢ pseudouridilado na posicao -12 (LIANG; XU,
MICHAELI, 2002) e a cauda poli (A), residual do término da transcricdo, é clivada gerando o
SL RNA maduro para o trans splicing (STURM; YU; CAMPBELL, 1999).
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Em eucariotos, a RNA polimerase | transcreve os RNA ribossomais (RNAr), masem T.
brucei, ela também transcreve duas familias de genes codificadores de proteinas, as
glicoproteinas variantes de superficie (variant surface glycoproteins - VSG) e as prociclinas
(LEE; VAN DER PLOEG, 1997; ZOMERDIJK et al., 1991). Como o processamento do pré-
RNAmM ndo € um evento co-transcricional dependente da RNA polimerase Il em
tripanossomatideos, os RNA transcritos por outras RNA polimerases também séo processados
por trans splicing (STEWART et al., 2010).

A RNA polimerase Il de tripanossomatideos transcreve os RNAt, 55 RNAr, 7SL RNA
e, diferentemente dos outros eucariotos, todos 0os SNnRNA (MARTINEZ-CALVILLO et al.,
2010; TSCHUDI; ULLUT, 2002). Na maioria dos eucariotos, a RNA polimerase Il transcreve
somente 0 U6 snRNA, além dos outros RNA listados. Os snRNAs U1, U2 e U4 snRNAs
possuem o m7G cap trimetilado (2,7,7 trimetilguanosina — TMG), chamado de m3G cap
(DJIKENG et al., 2001; MOTTRAM et al., 1989) e o U6 snRNA possui o y-monometil fosfato
cap (MOTTRAM et al., 1989), como observados em outros eucariotos. A exce¢do é o U5
snRNA de tripanossomatideos que nao possui m3G cap (DUNGAN; WATKINS; AGABIAN,
1996; XU; BEN-SHLOMO; MICHAELLI, 1997). N&o se sabe ainda como € adicionado o cap
aos SnRNA de tripanossomatideos, ja que o m7cap é adicionado co-transcricionalmente pela
RNA polimerase Il em outros eucariotos (CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003).

1.3 MECANISMO DE SPLICING

O processamento por trans splicing apresenta algumas similaridades ao cis splicing.
Como o cis splicing est4 mais elucidado, este sera primeiramente descrito baseado nas revisoes
de Wahl, Will e Liuhrmann (2009) e de Will e Lihrmann (2011). Posteriormente, serdo

apresentadas as peculiaridades do trans splicing em tripanossomatideos.

1.3.1 Cis Splicing

Muitas fungdes bioldgicas na célula séo realizadas por ribonucleoproteinas (RNP),
complexos formados por proteinas e RNAs, como a regulacdo da expressdo génica, 0
processamento do pré-RNAm e a tradugdo. No splicing, 0s pequenos complexos
ribonucleoproteicos nucleares ricos em uridina (U snRNPs) formam o spliceossomo, que sao

responsaveis pelo processamento do pré-RNAm. Os componentes dos SnRNPs s apresentam
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atividade catalitica quando ocorre interacdo entre as proteinas e 0s RNAs do complexo, além
disso, os complexos isoladamente ndo possuem sitios ativos, estes sdo remodelados durante o
splicing e ativados. A conformacao e a composi¢ao do spliceossomo séo dinamicas, conferindo
acuracia e flexibilidade ao processo.

As U1, U2, U4, U5 e U6 snRNPs sdo compostas por um snRNA e diversas proteinas
especificas. Os complexos U1, U2, U4 e U5 snRNPs possuem 7 proteinas Sm em comum,
chamadas Sm B/B’, D1, D2, D3, E, F e G, que interagem umas com as outras pelos dominios
Sml e Sm2, formando um anel heteromérico ao redor do sitio Sm conservado, regido em
simples fita rica em uridina, dos ShRNAs. O complexo U6 RNP possui sete proteinas Sm-like,
LSm2 a LSm8, ligadas ao U6 snRNA (FISCHER; ENGLBRECHT; CHARI, 2011; WILL;
LUHRMANN, 2001).

O processamento do pré-RNA por cis splicing comeca com a formacao do complexo E
de splicing, este complexo €é responsavel pelo reconhecimento dos sitios de splicing 5> ¢ 3’ e
do sitio de ramificacdo. Inicialmente, o complexo U1 snRNP reconhece o sitio de splicing 5'
(5’SS). A extremidade 5’do U1 snRNA pareia com o sitio de splicing 5’e as proteinas U1-70K,
U1-C e proteinas da familia SR (proteinas ricas em serina e arginina) estabilizam esta interacao.
Posteriormente, a proteina SF1/BBP se liga ao sitio de ramificacdo e as subunidades de 65 kDa
e 35 kDa do fator associado a U2 (U2AF) ligam ao trato de polipirimidina e ao sitio de splicing
3’ (3’SS), respectivamente. A subunidade U2AF65 interage tanto com SF1/BBP quanto com
U2AF35.

Os sitios de splicing e o trato de pirimidina sdo altamente conservados em leveduras e
complementares as sequéncias do Ul e U2 snRNA. Em metazodrios, estas sequéncias sao
degeneradas (Figura 1.2) e outras proteinas participam como fatores regulatdrios do splicing,

facilitando ou dificultando o reconhecimento destes sitios.

e Branch Polypyrimidine
5'splice site point tract  3'splice site

Metazoan | Exon | GURAGY === YNYURAY Y10-12 YAG Egéﬁ ]
Yeast| Exon |GUAAGU UACUAAC AG__ Exon |

Figura 1.2 - Sequéncias conservadas no pré-RNAm de metazoarios e de leveduras. Os
exons estdo separados pelo intron. No intron esta representado a sequéncia consenso do sitio de
splicing 5°, sitio de ramificagdo, trato de polipirimidina e sitio de splicing 3. N, R e Y
representam qualquer nucleotideo, purinas e pirimidinas, respectivamente.

Fonte: Wahl; Will; Lihrmann (2009).



Depois do reconhecimento dos sitios de splicing, o complexo A é formado quando
ocorre o pareamento do U2 snRNA com o sitio de ramificagdo do pré-RNA e exposicdo da
adenosina, necessaria para a primeira reacdo de transesterificacdo do processamento. Esta
interacdo € dependente de ATP e é estabilizada por outras proteinas do complexo U2 snRNP,
como SF3a, SF3b, e pelo dominio rico em arginina e serina de U2AF65. O recrutamento de
U2 snRNP substitui a proteina SF1/BBP do sitio de ramificacdo pelo complexo SF3bl4a/pl4 e
a subunidade U2AF65 passa a interagir com SF3b155, presente na U2 snRNP (Figura 1.3).

Complex E §F1P/ Tl i

RRM‘I

‘ Exon 'aumeu-—w\cuuc YAG| Exon d
RRM2
U2AF65
Complex A T L, U2AF35
ooooo + RRM1 - , RS :
Exon |GURAGU quﬁ‘c l YAG___Exon ]

" U2snRNP

Figura 1.3 - Interagdo molecular no sitio de ramificagéo e no sitio de splicing 3°. No
complexo E, as proteinas SF1/BBP e as duas subunidades do fator auxiliar a U2 (U2AF65 e
U2AF35) estdo ligadas ao sitio de ramificacéo, trato de polipirimidina e ao sitio de splicing 3°,
respectivamente. No complexo A, SF1/BBP é deslocada para o U2 snRNP interagir com o pré-
RNAmM. Neste complexo a adenosina (A em vermelho) do sitio de ramificacdo é exposta.
Fonte: Adaptado de Wahl; Will; Lihrmann (2009).

Duas caracteristicas do inicio do processamento do pré-RNAm regulam o splicing. Uma
delas corresponde as varias etapas de reconhecimento dos sitios do pré-RNAm pelas proteinas
ou pelo snRNA, garantindo a precisdo do processamento. A outra corresponde as fracas
interacOes binarias entre as moléculas que agem em sinergismo para definir o local que seréa
processado.

Posteriormente, U4/U6.U5 tri-snRNP se liga ao complexo A, formando o complexo B,
ainda inativo. Neste complexo o U5 snRNA interage com os nucleotideos dos exons adjacentes
e 0 U6 snRNA pareia com 0 U2 snRNA. O sitio ativo de U6 snRNA esta inativado, pois esta
pareado com o U4 snRNA, impedindo que o pré-RNA seja cortado prematuramente. Para o
complexo ser ativado, complexo B*, o Ul snRNA ¢ deslocado do sitio de splicing 5°, a
interacdo entre U4/U6 snRNA ¢é rompida, o U6 snRNA interage com os nucleotideos do sitio

de splicing 5’ e o spliceossomo altera a conformagdo. Consequentemente, as Ul e U4 snRNPs,

as proteinas associadas aos complexos e as proteinas que mantinham a U5 snRNP ligada ao
6



U4/U6.U5 tri-snRNP séo liberadas do spliceossomo, possibilitando a primeira reacdo de
transesterificagdo. O grupo 2’OH da adenina exposta do sitio de ramificagdo realiza um ataque
nucleofilico no sitio de splicing 5°, resultando na clivagem deste sitio e ligacdo da extremidade

5’ do intron a adenosina formando uma estrutura em lago (Figura 1.4).
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Figura 1.4 - Processamento do pré-RNAm por cis splicing. Interacdo dos complexos SnRNP
com o pre-RNAm e remodelagem do spliceossomo durante o cis splicing. As helicases
responsaveis pelo remodelamento estdo indicadas nas setas.

Fonte: Wahl; Will; Luhrmann (2009)..

Ap0s a primeira reacdo catalitica, o spliceossomo é chamado de complexo C. Neste
ponto, 0 intron esta na forma de um lago € 0 exon 5’ esta com a extremidade 3 livre. Em
seguida, ocorre outra alteracdo conformacional no spliceossomo possibilitando a segunda
reagdo de transesterificagdo, assim o 3’0OH do exon 5’ ataca o sitio de splicing 3’, juntando os
exons e liberando o intron na forma de um lago. Finalizado o processo, o spliceossomo é
dissociado, liberando o0 RNAmM e as U2, U5 e U6 snRNPs, que podem ser reutilizadas no
processamento de outros pré-RNAm.

Além dos complexos snRNPs, outras proteinas participam do processamento do pré-
RNAmM. O spliceossomo de células humanas contém aproximadamente 45 proteinas nos
complexos sSnRNPs e cerca de 170 proteinas associadas aos diferentes complexos SnRNPs.

Durante as etapas de montagem e ativacdo do splicing (complexos E, A, B, B* e C),

alguns complexos snRNPs e algumas proteinas associadas aos complexos sao substituidos por



outros, devido a dindmica do mecanismo e as mudancas conformacionais das RNPs. As
proteinas helicases/ATPases DExD/H box RNA dependente sdo responsaveis por
remodelamentos especificos na rede de interacdo do spliceossomo, utilizando a energia liberada
da hidrolise do ATP (Figura 1.4). Ao romper as interacdes, as proteinas DExD/H box permitem
gue o RNA interaja com outro ou se ligue a uma proteina (BROW, 2002; STALEY; GUTHRIE,
1998).

No inicio do processamento, as helicases Sub2/UAP56 e Prp5 sdo necessarias para
formar o complexo A. Enquanto Sub2 favorece a troca de SF1 pela U2 snRNP no sitio de
ramificacdo, Prp5 hidrolisa o ATP para remodelar U2 snRNP e favorecer esta interacéo.
Posteriormente, para formar o complexo B ativo, B*, outras proteinas atuam, a Prp28 transfere
o sitio de splicing 5* do U1 snRNA para o U6 snRNA, iniciando a ativagdo do spliceossomo, a
Brr2 separa os U4/U6 sSnRNA e permite que U6 SnRNA anele com U2 snRNA, estas etapas sao
reguladas pela Prp8, para que o pré-RNAm seja corretamente clivado, e pela Snul14 GTPase,
que na presenca de GTP promove a atividade helicase da Brr2. A enzima Sub2 também tem
atividade helicase para separar o U4/U6 snRNA (SHEN et al., 2008). A helicase Prp2 controla
a alteracdo conformacional entre o complexo B* e o complexo C, quando ocorre a primeira
reacdo catalitica do pré-RNAm. Para que ocorra a segunda reacdo de transesterificacdo, o
remodelamento do spliceossomo ¢é realizado pelas proteinas Prpl6, Prpl8, Slu7, Prp22. As
proteinas Prpl6 e Prp22 também controlam a fidelidade do processamento e Prp22 libera o
RNAmM do spliceossomo. Finalizando o processamento, Brr2 e Snul4 facilitam a separacdo do

complexo U2/U6 e Prp43 desmonta o spliceossomo.

1.3.2 Trans splicing

Como citado anteriormente, 0 RNAm dos tripanossomatideos sdo processados por trans
splicing (AGABIAN, 1990), processamento que ocorre entre duas moléculas de RNA
precursoras transcritas a partir de regides gendmicas diferentes. Um destes RNA é o splice
leader RNA (SL RNA) e, por isto, o processamento também € chamado de spliced leader (SL)
trans-splicing (HASTINGS, 2005). Este mecanismo de processamento também foi descrito em
outros organismos, como nematddeos (KRAUSE; HIRSH, 1987), euglendides (TESSIER et al.,
1991), trematodos (RAJKOVIC et al., 1990) e cordados (VANDENBERGHE; MEEDEL,
HASTINGS, 2001).



Nos tripanossomatideos, 0 SL RNA é composto pela sequéncia SL adjacente a um intron
de tamanho variavel. O SL contém 39 a 41 nucleotideos conservados e o cap 4 na extremidade
5’. Na primeira reagdo catalitica do processamento, o sitio de ramificagdo ataca o sitio de
splicing 5°, deixando o SL com um 3’OH livre. O SL reage com o sitio aceptor AG do pré-
RNAmM, que esta localizado apds o trato de pirimidina (LIANG et al., 2003; SIEGEL; TAN;
CROSS, 2005), liberando uma estruturaem Y (MURPHY; WATKINS; AGABIAN, 1986) em
vez do lago observado no cis splicing (Figura 1.5). O trato de pirimidina, além de indicar o sitio
de splicing 3’, também orienta a poliadenilacdo do pré-RNAm a montante, quase
simultaneamente ao trans splicing separa o prée-RNAm policistrdnico em unidades
monocistronicas funcionais (AGABIAN, 1990; LEBOWITZ et al., 1993; MATTHEWS,;
TSCHUDI; ULLU, 1994; ULLU; MATTHEWS; TSCHUDI, 1993).
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Figura 1.5 - Representacdo esquematica do trans splicing. No trans splicing, o sitio de
splicing 5’ (5’SS) esta presente no SL RNA e o sitio de splicing 3’ (3’SS) esta no pré-RNAm.
A adenosina do sitio de ramificacdo (A) ataca o sitio de splicing 5°, que posteriormente ataca o
sitio de splicing 3°, liberando a estrutura em Y. PPT: trato de pirimidina.

Fonte: Michaeli (2011).

Analisando sequéncias de cDNA de T. brucei, foram identificadas ORFs separadas por
longas regides intergénicas e tratos de polipirimidina ndo associados a regides codificantes a
jusante. Nestes casos, o0 primeiro trato de polipirimidina [(1) na Figura 1.6] determina o local

da poliadenilagdo da ORF a montante (ORF1) e, apds o processamento da segunda ORF



(ORF2) utilizando o segundo trato de polipirimidina [(2) na Figura 1.6], a longa regido
intergénica gera um RNA ndo codificante (BENZ et al., 2005).

ABAAA spliced leader
(B) v v
(1) (2)

Figura 1.6 - Trato de pirimidina ndo associado a regido codificante & montante. O trato de
pirimidina (1) determina o local da poliadenilacdo da ORF1. O trato de pirimidina (2) indica o
local do trans splicing da ORF2, porém n&o determina a poliadenilagdo de nenhum gene a
montante, liberando um RNA ndo codificante.

Fonte: Benz et al. (2005).

Também foi evidenciado experimentalmente que um RNA policistronico pode ser
parcialmente processado gerando um RNA intermediério, ou seja, um dicistron contendo SL na
extremidade 5’ e poliadenilado na extremidade 3’ ou um transcrito com o SL na extremidade
5’ porém com a regido 3° UTR ndo processada. Sugere-se que 0 processamento parcial do pré-
RNAmM pode ser um mecanismo de regulacdo da expressdo génica, que mantém os RNAs
estocados na célula para serem processados em monocistrénicos funcionais quando forem
necessarios (JAGER et al., 2007).

Também foi detectado baixo nivel de RNA dicistron de tubulina no citoplasma,
sugerindo que RNAmM néo processados completamente por trans splicing podem estar presentes
no parasita naturalmente. Porém, neste trabalho, sugere-se que um mecanismo de controle
reconhece e degrada os RNA parcialmente processados por trans splicing, pois dicistron de
tubulina decaem mais rapidamente que 0 RNAmM maduro de tubulina (KRAMER et al., 2012).

Os trabalhos de transcritoma de T. brucei estdo mostrando outras caracteristicas do
processamento do pré-RNAm que ndo foram descritas anteriormente. O transcritoma de T.
brucei rhodesiense, forma prociclica, mostra que: o tamanho médio da 5’UTR ¢ 3’UTR de T.
brucei € de 130 e 388 nucleotideos, respectivamente. Dos 8592 genes analisados para o
processamento na extremidade 5, somente 11 % dos transcritos analisados possuem um Unico
sitio de splicing 3°, 62% tem entre 2 e 4 sitios e 27% tem mais de 4 sitios de adigdo do SL.
Apesar desta heterogeneidade, o dinucleotideo AG ndo precedido de um residuo de guanina
(G), apds o sitio de pirimidina, define o sitio de splicing 3’; o trato de pirimidina tem o
comprimento médio de 18 nucleotideos, variando entre 7 e 79 nucleotideos com prevaléncia
dos residuos de timina e esta localizado cerca de 43 nucleotideos a montante do sitio de splicing

3’, mas pode estar até 200 nucleotideos a montante; a média entre o sitio de trans splicing 3’ e
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o sitio de poliadenilacdo a montante é de 142 nucleotideos, sendo que em 50 % dos casos varia
entre 123 e 178 nucleotideos (KOLEV et al., 2010).

O transcritoma de T. brucei Lister 427, cepa comumente manipulada nos laboratérios,
também foi analisado. Os RNA identificados correspondem a aproximadamente 90% do
genoma e a andlise possibilitou identificar os sitios aceptores de splicing (SAS) e os sitios de
poliadenilacdo (PAS) de muitos genes. Em relacdo aos SAS, foram identificados em 6959
genes, sendo que 4220 (63,51%) possuem mais de um SAS e a média é de 1,6 SAS por gene.
A maioria dos genes possui de 1 a 3 SAS alternativos. Baseado nos SAS predominante, quando
foi identificado mais de um SAS no gene, definiram que o tamanho médio da 5"UTR é de 184
pb (mediana 89 pb) e que 80% das 5° UTR sdo menores do que 248 bp. Os PAS foram
identificados em 5948 genes e 3979 (66,89%) genes possuem mais de um PAS. Os genes podem
ter aproximadamente 10 PAS, indicando a promiscuidade da poliadenilacdo. O tamanho médio
da 3" UTR predominante é de 604 pb (mediana 400 pb) (SIEGEL et al., 2010).

Mais recentemente, o transcritoma de Leishmania major (clone V1,MHOMY/IL/80/
Friedlin) também foi analisado. O tamanho médio da sequéncia codificante dos genes € de 1241
nucleotideos, variando de 69 a 52178 nucleotideos. O tamanho médio da 5’UTR (sem a
sequéncia SL) é de 547 bases, enquanto da 3"UTR é de 729 bases. De acordo com o valor médio
das estruturas do gene, um gene tem 2517 nucleotideos. Sendo a 5"UTR, a regido codificante e
a 3" UTR correspondentes a 22, 49 e 29% do tamanho do gene, respectivamente. A regido
intergénica tem o tamanho médio de 643 nucleotideos e contém o trato de pirimidina com 21
nucleotideos em média, variando entre 7 e 123 nucleotideos. A distancia média entre o trato de
pirimidina e o sitio de adicdo do SL a jusante é 64 nucleotideos, enquanto que a distancia do
sitio de poliadenilacdo a montante € de 558 nucleotideos. Sitios aceptores de splicing (SAS)
alternativos foram identificados em 98% dos 8981 gene e sitios de poliadenilacdo (PAS)
alternativos foram identificados em aproximadamente 95% dos 8841 genes poliadenilados,
indicando que o RNAm de L. major é processado de forma mais heterogénea do que 0 RNAmM
de outros tripanossomas (DILLON et al., 2015).

Os dados dos transcritomas de T. brucei indicam que hd SAS anterior ou posterior ao
cdédon do inicio da traducdo atribuido durante a anotagcdo do genoma, portanto estas ORF devem
ser revisadas (KOLEV et al., 2010; SIEGEL et al., 2010). Também foram identificados SAS
apos o cédon de inicio da traducéo predito que podem gerar ORF com a mesma fase de leitura
dentro da ORF predita ou ORF com outra fase de leitura, indicando que 0 mesmo gene pode

produzir mais de uma proteina (SIEGEL et al., 2010).
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Os transcritomas de T. brucei também indicam a heterogeneidade dos sitios de
processamento por trans splicing e quatro splicing alternativos foram descritos (Figura 1.7):
splicing ap6s o codon de inicio de traducdo (AUG), inibindo a traducéo; inclusdo ou excluséo
de sinais de direcionamento; inclusdo ou exclusdo de elementos regulatérios; e o uso de
sequéncias de leituras (ORFs) alternativas. Como o trans splicing é necessario para gerar 0s
RNAm, questiona-se se o trans splicing alternativo seria outro mecanismo de regulacdo pos
transcricional em tripanossomatideos, contribuindo com a diversidade de RNAm e com a
capacidade codificante do genoma (PREUBER; JAE; BINDEREIF, 2012).

N
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in/exclusion of targeting ___
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Figura 1.7 - Trans splicing alternativo em tripanossomatideos. Quatro trans splicing
alternativos do pré-RNAm que podem gerar diferentes RNAm. Exons codificantes de proteinas
e o SL derivado do SL RNA estdo representados por quadrados/retangulos. Regides
intergénicas estdo representadas por linhas solidas pretas. Trans splicing alternativos estdo
representados por linhas pontilhadas vermelhas e pretas.

Fonte: Preufer; Ja¢; Bindereif (2012).

O processamento por trans splicing é semelhante ao cis splicing, sendo a diferenca mais
evidente a participagdo da SL RNP no primeiro mecanismo e da U1 RNP no segundo. As RNP
gue participam do trans splicing também contém as sete proteinas Sm ligadas aos SnRNA e
apresentam as mesmas interagdes para formar o anel, como descrito para células de mamiferos
e leveduras (PALFI et al., 1991, 2000). As proteinas LSm 2 a 8 que ligam ao U6 snRNA
também foram identificadas nos tripanossomatideos (TKACZ et al., 2008). Apesar das

proteinas Sm serem conservadas e estarem presentes nos complexos SnRNP de
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tripanossomatideos, 0 U2 e U4 snRNP possuem algumas proteinas Sm substituidas pelas
proteinas SSm (specific spliceosomal Sm) (TKACZ et al., 2007; WANG et al., 2006).

Wang et al. (2006) identificaram duas proteinas que substituem o dimero SmB/SmD3
de U2 snRNP e as chamaram de Sm15k e Sm16.5k, respectivamente. Estas proteinas conferem
especificidade para que as proteinas Sm do complexo U2 snRNP reconhecam especificamente
0 sitio Sm do U2 snRNA (AACUGUUG), sendo que a purina (G), que ndo estd presente na
sequéncia consenso rica em pirimidina (PuAU4 ¢GPu), é responsavel por esta especificidade.
Por experimentos de imunoprecipitacdo e RNAI das proteinas Sm, Tkacz et al. (2007)
observaram que além do complexo U2 snRNP ndo interagir com as sete proteinas Sm
candnicas, U4 snRNP também apresenta modificacbes. Neste trabalho, as proteinas que
substituem SmB e SmD3 da U2 RNP e a SmD3 da U4 RNP foram chamadas de SSm2-1, SSm2-
2 e SSm4, respectivamente. As proteinas SSm2-1 e SSm2-2 séo as proteinas Sm15k e Sm16.5K
descritas por Wang et al. (2006). Posteriormente, a proteina SSm4 foi caracterizada
bioguimicamente como componente exclusivo da U4 snRNP substituindo a SmD3 e como uma
proteina importante para a viabilidade celular e para o processamento do pré-RNAm, pois o
silenciamento de SSm4 inibe o crescimento dos parasitas, altera o processamento por cis e trans
splicing e desestabiliza 0 U4 snRNA e U4/U6 di-snRNP (JAE et al., 2010).

Sugere-se que as proteinas Sm especificas da U2 snRNP direcionam o complexo para
0 sitio de ramificagdo independentemente do pareamento de bases com o prée-RNAm e que
fatores adicionais devem recrutar U2 RNP para a maquinaria de splicing (GUNZL, 2010;
LIANG et al., 2003), pois 0 U2 snRNA de tripanossomatideos é menor do que dos outros
metazoarios e ndo possui a sequéncia conservada (GUAGUA) que interage com o sitio de
ramificacdo do pré-RNAm como os outros organismos (LIANG et al., 2003). Além disso, em
células de mamiferos, o fator proteico U2AF65 interage com U2AF35, fator que liga ao sitio
de splicing 3’, e SF1, proteina que reconhece o sitio de ramificacéo, para determinar o local do
cis splicing e recrutar U2 snRNP. U2AF65 de tripanossomatideos forma um complexo estavel
com SF1, porém ndo interage ou a interage fracamente com U2AF35 (VAZQUEZ et al., 2009).

Em um estudo mais amplo, ao imunoprecipitar SmD1, uma proteina que interage com
todos SnRNA, exceto com U6 snRNA, foram identificadas 47 proteinas dos complexos SnRNP,
entres elas estdo quase todas as proteinas Sm, LSm e as proteinas especificas dos snRNP ja
identificadas. Devido a alta estringéncia dos experimentos e analises de bioinformaética,
acredita-se que as 21 proteinas hipotéticas conservadas identificadas tambem séo fatores de

splicing em tripanossomatideos, como validado para as proteinas LSm2, U1A, Prp4, U5-40K e
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U5-Cwc21. Esta Gltima proteina ndo possui homologia com nenhum fator de splicing descrito
(LUZ AMBROSIO et al., 2009), mas interage com outras proteinas do complexo U5 snRNP de
tripanossomatideos (SILVA et al., 2011).

Apesar de a maioria do pré-RNAm de tripanossomatideos serem processados por trans
splicing, foram identificados alguns componentes da U1 snRNP que participam do cis splicing,
como o0 U1 snRNA (PALFI, 2005) e algumas proteinas especificas do complexo U1 snRNP, a
Ul-70K, a UlA, a Ul-24K e a U1C (PALFI, 2005; PALFI; LANE; BINDEREIF, 2002;
TKACZ et al., 2010). O processamento por cis splicing de genes codificadores para proteinas
ocorre somente nos pré-RNAm de poli(A) polimerase (PAP) e de uma DEAD/H RNA helicase
dependente de ATP putativa de T. brucei (KOLEV et al., 2010; MAIR et al., 2000; SIEGEL et
al., 2010). O complexo U1 snRNP de tripanossomatideos deve ter outras fungdes além do cis
splicing. Além de ser componente do U1 snRNP e participar do trans splicing, a proteina U1A
também interage com os fatores de poliadenilacdo e esta envolvida com a poliadenilacdo do
RNAmMm, indicando associacao dos dois mecanismos (TKACZ et al., 2010).

Em relacdo ao processamento do pré-RNAm em tripanossomatideos, os estudos estdo
direcionados para as SnRNP, os ShnRNAs e as sequéncias do pre-RNAm que orientam o splicing.
A Figura 1.8 indica as proteinas que participam do processamento por cis splicing, destacando
as proteinas ortélogas identificadas, bioinformaticamente e/ou empiricamente, em

tripanossomatideos e os fatores exclusivos destes parasitas.
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Figura 1.8 - Comparacdo entre os fatores de splicing descritos em humanos e em
tripanossomas. Representacdo esquematica dos complexos snRNP e da composi¢do do
spliceossomo durante o splicing. Proteinas em azul indicam que os ortélogos ja foram
identificados em tripanossomas e proteinas em vermelho representam os fatores de splicing
especificos de tripanossomas.

Fonte: Gunzl, 2010.

Até agora, poucas proteinas que ndo fazem parte dos complexos SnRNP foram descritas
em tripanossomatideos. Entre as RNA helicases, a proteina Prp43, que libera a estrutura em
laco do cis splicing, também participa do processamento por cis e trans splicing em
tripanossomatideos. Nestes organismos, o silenciamento de Prp43, além de causar o acumulo
do SL RNA e de pré-RNAm e diminuir o RNAm, também acumula a estrutura em Y, 0 oposto
do observado para outros fatores de splicing caracterizados, sugerindo que Prp43 deve liberar
a estrutura em Y do spliceossomo, semelhantemente a fun¢do desempenhada no cis splicing
(LIANG et al., 2006).

Apesar da caracterizacdo dos componentes do spliceossomo de tripanossomatideos,
ainda ha pouco conhecimento sobre a dinamica do spliceossomo dos parasitas. Além disso, a
maquinaria do trans splicing ainda precisa ser elucidada e ser identificado como a SL RNP

15



ativa seu sitio de splicing 5°, quais sdo as proteinas especificas da SL RNP de
tripanossomatideos, quais fatores medeiam a interagdo entre o trans splicing e a poliadenilagdo
e como estes mecanismos de processamento estdo relacionados com a transcricdo
policistrénica, como o trans splicing alternativo é regulado, quais fatores estdo envolvidos e
qual a funcdo bioldgica do trans splicing alternativo (PREUBER; JAE; BINDEREIF, 2012).
Além disso, quais proteinas participam do trans splicing, mas ndo pertencem aos complexos U
snRNP e como podem contribuir para o processamento do pré-RNAm.

Elucidar as diferencas entre o processamento por cis e trans splicing e descobrir os
mecanismos especificos deste podem levar ao desenvolvimento de drogas que inibam o
processamento do pré-RNAm por trans splicing e de terapias contra as doencas causadas pelos
tripanossomatideos.

1.4 SPLICING E EXPORTACAO DO RNAM

De modo geral, durante a transcricdo de RNAs sem introns, presentes tanto em leveduras
guanto em metazoarios, o complexo THO interage com a maquinaria de transcricdo e recruta
as proteinas de exportacdo Sub2/UAP56 e Yral/Aly (levedura/metazoario), também conhecida
como REF em metazoarios, formando o complexo TREX (TRanscription/EXport), que acopla
a transcricdo com a exportacio (AGUILERA, 2005; STRABER; HURT, 2001). A ligacéo do
receptor de transporte Mex67/TAP (também chamada de Nxfl em humanos), na presenca do
cofator Mtr2/p15 (p15 ou Nxtl em humanos) (KATAHIRA et al., 1999), com a proteina
Yral/Aly desloca Sub2/UAP56 e induz a saida dos mRNPs do ndcleo através do poro nuclear
(IGLESIAS; STUTZ, 2008). Na face citoplasmética do complexo do poro nuclear, a RNA
helicase DEAD-box Dpb5 tem a atividade ATPase ativada pela Glel (WEIRICH et al., 2006)
e libera 0 RNAmM no citoplasma da célula para a traducéo e os fatores de exportacdo do RNAmM
para a reciclagem (IGLESIAS; STUTZ, 2008) (Figura 1.9).
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Figura 1.9 - Via de exportagdo de RNAm do nucleo para o citoplasma em leveduras.
Fonte: Kohler; Hurt, 2007)

Outras seis proteinas foram identificadas como possiveis componentes do complexo
TREX: CIP29, ZCl11A, ELG, SKAR/PDIP3, SRAG, ERH. Estas proteinas foram
imunoprecipitadas com UAP56 e THOC2 (componente do complexo THO). As proteinas
CIP29 (DUFU et al., 2010), ZC11A e PDIP3 (FOLCO et al., 2012) foram caracterizadas
funcionalmente e as outras proteinas ainda precisam ser caracterizadas na via de exportacdo de
RNA.

CIP29 é ort6loga a proteina Thol de levedura, presente no complexo THO. Em células
de mamiferos, CIP29 esté presente em dominios chamados speckle, regides do nlcleo onde esta
a maquinaria de processamento do pré-RNAm e os componentes do complexo TREX. CIP29 é
recrutada a0 RNA processado, sem intron e com o0 cap na extremidade 5°. Aly e CIP29
interagem simultaneamente com UAP56, dependente de ATP, que interage com o complexo
THO, independente de ATP, ou seja, CIP29 e Aly ndo interagem diretamente entre elas e nem
com o complexo THO (DUFU et al., 2010).

As proteinas PDIP3 e ZC11A precisam do ATP para interagir com UAP56 e com 0
complexo TREX. Estudos funcionais indicam que as proteinas participam da exportacdo do
RNAm, pois a superexpresséo de PDIP3 retétm o RNAm em speckles nucleares, enquanto que

o sileciamento de ZC11A acumula o RNAm no nucleoplasma, exceto na regido do nucléolo.
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Esta distribuicdo sugere que ZC11A participa da exportacdo de RNAm de forma diferente dos
outros fatores de exportacdo que acumulam o RNAm nos speckles nucleares, como UAP56 e
Aly (FOLCO etal., 2012).

Recentemente, em humanos, a proteina FOP, também chamada de Chtop/Clorf77/Srag,
foi identificada como novo componente do complexo TREX. A proteina é codificada em duas
isoformas e a isoforma maior € modificada por metilacdo (CHANG et al., 2013; VAN DIJK et
al., 2010). A proteina FOP liga e ativa as atividades helicase e ATPase de UAP56 (ortdloga a
Sub2 de leveduras) (CHANG et al., 2013), porém a metilacdo ndo interfere na interacao entre
FOP e Sub2 (TENG; WILSON, 2013; VIPHAKONE et al., 2012). A metilacdo € necessaria
para ligacdo de FOP com o dominio NTF2-like de NXF1 (ortdloga de Mex67 de leveduras)
(CHANG et al., 2013).

Nos organismos que possuem genes interrompidos por introns, o cis splicing do pré-
RNAmM é acoplado com a exportacdo do RNAmM e muitas proteinas associadas aos complexos
snRNPs também tém funcdo em outros mecanismos da célula, como a transcrigdo,
processamento da extremidade 3’ e controle de qualidade do splicing (HOCINE; SINGER;
GRUNWALD, 2010; KOHLER; HURT, 2007; REED, 2003). Inicialmente, foi proposto que a
maquinaria de splicing e exportacdo do RNAm estavam integrados pelo complexo de juncédo
dos exons [exon junction complex (EJC)] (Figura 1.10). Algumas proteinas de transporte, como
UAP56, Aly e Tap/pl5, interagem com o EJC localizado 20 a 24 nucleotideos a montante da
ligacdo de dois exons do RNAm, independente da sequéncia nucleotidica (LE HIR et al., 2000,
2001; REICHERT, 2002). A proteina UAP56, que também participa do splicing do pré-RNAm,
interage com a proteina Aly, proteina adaptadora de ligacdo ao RNA da via de exportagdo do
RNAmM, acoplando estes dois mecanismos (LUO et al., 2001; STRABER; HURT, 2001). O
recrutamento de Aly € dependente do cis splicing do pre-RNAm e pode ser considerado um
mecanismo de controle para evitar a exportacdo de RNAs mutantes ou inapropriados para o
citoplasma (REED; HURT, 2002).
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Figura 1.10 - Modelo de exportacdo do RNAm dependente do EJC. (A) UAP56 e Aly
associam ao spliceossomo que contém o pré-RNAm. (B) Aly interage com o EJC e com
heterodimero Tap-pl5 para direcionar o complexo RNAm para o poro nuclear. (C) No
citoplasma, os fatores de exportagdo do RNAm se dissociam do EJC e do RNAm.

Fonte: Reed; Hurt, 2002.

Posteriormente, foi observado que o complexo TREX néo interage com o pré-RNAm,
mas interage especificamente com o RNAm que sofreu cis splicing (MASUDA et al., 2005).
Além disso, as proteinas Aly e Tho2, do complexo TREX, estdo presentes somente no primeiro
exon do RNAm e de modo independente do EJC. Estas proteinas interagem com RNAmM na
mesma regido que a proteina CBP80, presente no complexo de ligacdo ao cap (CBC) com a
proteina CBP20 (CHENG et al., 2006). O mesmo estudo, afirma que o complexo TREX é
recrutado para 0 RNAm dependente do cis splicing e do processamento da extremidade 5, com
a adicdo do cap, sendo que a interacdo entre 0 TREX com CBC é mediada pelas proteinas Aly
e CBP80, respectivamente. Tanto 0 mecanismo de splicing (LUO; REED, 1999) quanto o cap
(CHENG et al., 2006) sao necessarios para a exportacao do RNAm, indicando que a ligacéo do
complexo TREX ao RNAm esta relacionada com o mecanismo de splicing € ndo com a
transcricdo, como ocorre em leveduras (CHENG et al., 2006; MASUDA et al., 2005).

Cheng et al., (2006) propdem novos modelos, ndo mutuamente exclusivos, de interacao

entre a maquinaria de exportacdo do RNAm, a maquinaria de cis splicing e o cap (Figura 1.11).
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Figura 1.11 - Modelos de recrutamento do complexo TREX dependente do cap e do
splicing. Os modelos estéo descritos no texto.
Fonte: Cheng et al., 2006.

Considerando que a interagdo do complexo TREX com o RNAm processado é mediada
pelo complexo de ligacdo ao cap (CBP), o spliceossomo é importante para recrutar o EJC, que
estabiliza o complexo TREX no RNAm (Figura 1.11, A), e aumenta a eficiéncia da exportacédo
(LE HIR et al., 2001). Alternativamente, o spliceossomo pode causar algumas modificacoes,
como a alteragdes conformacionais, que favorecem a interacdo entre a proteina CBP80 e o
TREX, mediado pela proteina Aly (Figura 1.11, B). Outra possibilidade é um fator de bloqueio
(BF) impedir o recrutamento de TREX ao pré-RNAm até ocorrer um rearranjo durante o
splicing e elimina-lo (Figura 1.11, C).

O processamento da extremidade 3’ [clivagem e adi¢do da cauda poli(A)] e a via de
exportacdo do RNA também sdo interdependentes, pois delecdo das sequéncias que indicam o
local do processamento da extremidade 3’ do RNA produz transcritos que ficam retidos no
nacleo (HAMMELL et al., 2002). Muta¢des em proteinas da via de exportacdo do RNA [THO,
Sub2 (SAGUEZ et al., 2008), Xpol, Mex67 e Kapl04 (HAMMELL et al., 2002)] afetam o
processamento da extremidade 3’ do pré-RNAm, finalizando a transcricéo de forma prematura
e inibindo a poliadenilacdo. A interacdo entre as subunidades do complexo THO (SAGUEZ et
al., 2008), a exportina Xpol (HAMMELL etal., 2002) e Aly/Yral (JOHNSON; CUBBERLEY;
BENTLEY, 2009) com alguns fatores do processamento da extremidade 3’ foram descritos.

Aly/Yral interage com Pcfl1, subunidade do fator de clivagem e poliadenilagdo CF1A
da RNA polimerase Il, em leveduras e humanos (JOHNSON; CUBBERLEY; BENTLEY,
2009) (Figura 1.12). CF1A é recrutado ao RNA nascente progressivamente, com altos nives na
regido de poliadenilacdo, e € composto pelos fatores Pcfll, Rnal4 e Rnal5 e Clpl. Pcfll,
presente na RNA polimerase I, interage diretamente com Yral durante o processamento da

extremidade 3’ do RNA, independentemente de Sub2.
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Baseados nestas evidéncias, sugere-se um novo modelo para o recrutamento de Yral,
que pode influenciar o processamento da extremidade 3" co-transcricionalmente. Apos a
interacdo de Yral com Pcfll, Yral é transferida para Sub2 e a subunidade Clpl interage com
Pcfll, formando o complexo CF1A completo que pode clivar o sitio de poliadenilacéo
(representado pela tesoura na Figura 1.12). Na via de exportacdo, Sub2 facilita a interacdo de
Yral com 0 RNAm e com o receptor de exportacdo Mex67 e o RNA é exportado para 0
citoplasma (JOHNSON et al., 2011; JOHNSON; CUBBERLEY; BENTLEY, 2009).

Figura 1.12 - Modelo de interacdo do mecanismo de processamento da extremidade 3’ e
exportacdo do RNAm. Pcfll, subunidade do fator de clivagem e poliadenilagdo CF1A,
interage com a RNA polimerase |1, acoplando a transcricdo e o processamento da extremidade
3> do RNA. Pcfll também interage com o fator de exportacdo Yral, que € transferido para o
RNA pela proteina Sub2 e interage com o receptor de exportacdo Mex67. O fator Pcf11 interage
com Clpl formando o complexo CF1A ativo, que cliva o RNA para a poliadenilagad.

Fonte: Johnson et al., 2011.

A deplecdo de Yral altera o local de poliadenilacio em RNA codificantes e nao
codificantes. Isto indica que um balanco dinamico entre os fatores Pcf11-Yral e Pcf11-Clpl
pode definir os sitios alternativos de poliadenilacdo do RNAmM e mostra que a interacdo de uma
proteina da via de exportacdo com a maquinaria de processamento da extremidade 3’ do RNA
pode modular a escolha do local de poliadenilacdo (JOHNSON et al., 2011).

Em kinetoplastideos, somente recentemente foram identificadas as possiveis proteinas

relacionadas com a via de exportacdo do RNAm. Nosso grupo de pesquisa analisou por
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gendmica comparativa a conservacao das proteinas das vias de exportacdo dos diferentes RNA,
a via dependente de RanGTP exporta RNAt, RNAr, RNAmi e a via independente de Ran-GTP
esta relacionada com a exportacdo de RNAm. As proteinas da via Ran-GTP dependentes sdo
mais conservadas entre os diferentes eucariotos analisados do que as proteinas da via Ran-GTP
independente. Entre estas proteinas altamente conservadas da via de exportacdo de RNAm, esta
a proteina UAP56/Sub2, presente no complexo TREX (SERPELONI et al., 2011a).

Resultados anteriores mostram que Sub2 é essencial para a exportagdo do RNAmM em
tripanossomatideos. A proteina Sub2 de T. cruzi possui estrutura tridimensional similar a
proteina ortéloga humana (UAP56), esta localizada em borda de cromatina densa e colocaliza
com sitios ativos de transcricdo da RNA polimerase 11, indicando que a proteina Sub2 estaria
localizada nos locais de transcri¢do/processamento do RNAm. Além disso, o silenciamento de
Sub2 em T. brucei causou 0 acimulo de RNAmM no nucleo e diminuiu a taxa de traducdo das
células, sugerindo que Sub2 é um componente da via de exportacdo de RNAmM em
tripanossomas, corroborando com os resultados de gendmica comparativa (SERPELONI et al.,
2011b).

A proteina ortéloga de mamiferos, UAP56, participa da via de exportacdo de RNA,
juntamente com as outras proteinas do complexo TREX e do EJC, entregando o RNAmM para o
receptor de transporte Mex67 (IGLESIAS; STUTZ, 2008; LE HIR et al., 2000, 2001;
REICHERT, 2002). A proteina UAP56 também participa do cis splicing, recrutamento U2
SnRNP para o pré-RNAm e com atividade helicase para separar o complexo U4/U6 RNP
(SHEN, 2009; SHEN et al., 2008).

Como a maquinaria de processamento do pré-RNAm esta interligada com a via de
exportacdo do RNAm do nucleo para o citoplasma em mamiferos, verificamos se Sub2 também
interferia no processamento o pré-RNAm por trans splicing em tripanossomatideos.
Observamos que o silenciamento de Sub2 em T. brucei aumenta na quantidade do SL RNA e
diminui a estrutura em Y, fendtipo caracteristico da inibigdo das primeiras etapas do trans splicing.
Além disso, a proteina ndo esta relacionada com o processo de formacao do cap4 do SL RNA, pois
o silenciamento de Sub2 ndo altera o padrdo de metilacdo do SL RNA e este poderia ser utilizado
para o processamento do pré-RNAm por trans splicing (HIRAIWA, 2012).

Na maioria dos eucariotos, a transcrigdo pela RNA polimerase 1l e processamento do
pré-RNAm (caping, cis splicing e poliadenilacdo) também sé&o interconectados e um processo
interfere no outro, ou seja, a transcri¢do regula o processamento do pré-RNAm e este regula a
transcricdo (HOCINE; SINGER; GRUNWALD, 2010; LENASI; BARBORIC, 2012). Devido
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a esta interconexdo entre a transcricdo e o cis splicing em outros eucariotos, Sub2 também
poderia ter relacdo com a transcrigdo em tripanossomatideos e a deplecdo da proteina poderia
diminuir a taxa de transcri¢cdo e causar o acimulo do SL RNA, observado anteriormente
(HIRAIWA, 2012).

Os dados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, indicam que a proteina Sub2
desempenha fungdes importantes no metabolismo do RNA. Por isto, o objetivo principal deste
trabalho foi identificar a relagdo de Sub2 com as maquinarias do metabolismo nuclear do
RNAm. Para complementar a analise funcional da proteina Sub2, avaliamos se a proteina é
essencial para a transcricdo de RNA pela RNA polimerase 11, se interage com fatores do trans

splicing e quais proteinas pertencem ao mesmo complexo proteico que Sub2.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a relagdo de Sub2 com as diferentes maquinarias do metabolismo nuclear do
RNAmM

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar se Sub2 é essencial para o processo de transcrigdo de RNA mensageiro

- Investigar a interacdo de Sub2 com proteinas relacionadas com o trans splicing e com

outros componentes nucleares

24



3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS E CULTIVO

Trypanosoma brucei cepa 427 (CROSS; MANNING, 1973) e linhagem estavel de
Trypanosoma brucei para RNAI de Sub2 (TbhSub2-RNAI) (SERPELONI et al., 2011b): formas
prociclicas foram mantidas em cultura axénica em meio SDM-79 suplementado com 10% de
soro fetal bovino (BRUN; SCHONENBERGER, 1979), a 28 °C, com passagens a cada trés dias
com inéculo de 5 x 105 células/mL. ThSub2-RNA:I foi cultivada com 50 pg/ml de higromicina
e 15 pg/ml de neomicina para manter o sistema do RNA..

T. brucei cepa 29-13 (WIRTZ et al., 1999) expressa o repressor da tetraciclinae a T7
RNA polimerase para utilizacdo em ensaios de genética reversa por RNAI. Serpeloni et al.,
(2011b) transfectaram os parasitas com plasmideo p2T7-177 contendo uma parte da sequéncia
do gene de Sub2 de T. brucei e selecionaram clones capazes de induzir o silenciamento de Sub2.
Neste trabalho, estes parasitas s&o chamados de ThSub2-RNA..

O silenciamento da expressdo de Sub2 foi induzido com adicdo de 2 pg/mL de
tetraciclina ao inoculo de 5 x 10° células/mL e, apds 24 horas, foi adicionado 1 pg/mL de
tetraciclina, mantendo as mesmas condi¢Bes dos trabalhos anteriores (HIRAIWA, 2012;
SERPELONI et al., 2011b). Como controle, foram mantidas culturas nas mesmas condigdes,
porém sem a adi¢do de tetraciclina. Cada experimento foi realizado em triplicada.

Escherichia coli DHS5a, Escherichia coli BL21(DE)pLysS e Escherichia coli
ArcticExpress (DE3): as células foram mantidas em meio LB a 37 °C por 18 horas ou estocadas
em mesmo volume de glicerol (1 volume de cultura : 1 volume de glicerol) a -70 °C.
Escherichia coli BL21(DE)pLysS foi mantida com o 50 pg/mL de cloranfenicol e Escherichia
coli ArcticExpress (DE3) com 20 pg/mL de gentamicina.

3.2 MEIOS DE CULTURA

Meio SDM-79 quantidade/L
MEM (Minimum Essential Medium).........cccooeriiiniiiiinieie e 709
V[T 0T e L R 2049
IMIOPS ...ttt bbb et neans 509
HEPES. ... .o oottt sttt na e 8,0¢



AN F= T [ TR 209
PIrUVAt0 0 SOUI0.......cviiveiieiiieieeieieie e 100 mg
L= ALBNINAL ..o 200 mg
I N o] VUSSR 100 mg
(I ] 111401 - TSR 300 mg
L-IMETIONING. ...ttt 70 mg
L-Fenilalanina..........ccccveiieiiic e e 80 mg
I o] 1 g USSP 600 mg
LmSIINA. et 60 mg
TAUMINAL .t 160 mg
I (=0 T USSR 350 mg
GUANOSING. ...ttt ettt ettt e et e e e st e te et e e neesteeeeeneesreenee e 10 mg
GIUCOSAMING. ... 50 mg
ACIHO FOICO.....cveeececeeeeeee e 4mg
PABA (&cido Para-aminobenzoiiCo).........c.ccccvvevuevieiveiie i 2 mg
BIOTING. ...t 2 mg
PeNICHIING ..o 2 mg
Solucdo de aminoacidos MEM 50X........cccccveiiiieieeiierienese e 8,0 mL
Aminoacidos ndo essenciais MEM 100X ........cccccovviiniinrenenenesenennens 6,0 mL
Solucéo de vitamina BME 100X.........c.ccooviiiiiiciece e 10 mL
S0ro BOVINO Tetal........oocvieicieeeee e 100 mL
Meio LB (Luria - Bertani) guantidade/L
BaCtO-triPLONa. ......oocvieie e 10,0 ¢

AN F= T 50049
EXIrato de [EVEAUIA.........ccveiee it 5009

(LB-agar: adicdo de 1,5% de agar-agar)

3.3 PREPARO DE BACTERIA CALCIO COMPETENTE E TRANSFORMACAO BACTERIANA

As bactérias competentes foram preparadas segundo o método de cloreto de calcio

descrito em Sambrook e Russel (2001). Assim, uma col6nia de bactéria E. coli foi inoculada
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em 2 mL de meio LB. A cultura foi incubada a 37 °C por 18 horas sob agitagcdo constante. Um
volume de 1,0 mL desta cultura foi transferido para 100 mL de meio LB (indculo de 1:100). As
células foram incubadas a 37 °C sob agitacdo constante até a fase de crescimento exponencial

(densidade éptica60 N de 0,6).

On
A cultura foi centrifugada a 4000 x g por 5 minutos a 4 °C, as celulas foram suspensas
em 50 mL (metade do volume da cultura original) de 100 mM CaCI2 e 10 mM HEPES. A

suspensdo foi mantida no gelo durante 30 minutos. Apds este periodo, foi centrifugada nas
mesmas condicdes anteriores e as células foram suspensas em 2,0 mL (1/50 do volume original)
da solucéo de 100 mM CaCIZ, 10 mM HEPES, 10% glicerol. As células foram mantidas no gelo

por pelo menos duas horas antes da transformacao ou mantidas a -80° C por até 6 meses.

Para a transformacdo bacteriana, as bactérias foram incubadas com uma aliquota dos
plasmideos por 30 minutos no gelo. Apds esse periodo, a mistura foi incubada por 2 minutos a
42 °C e, novamente, no gelo por 2 minutos. Cerca de 1,0 mL de meio LB foi adicionado ao tubo
e as células foram mantidas a 37 °C, sob agitacdo constante, por uma hora. Diferentes volumes
da cultura contendo as bactérias transformadas foram inoculados em placas de petri contendo
meio de cultura LB-&gar 1,5% com antibiotico seletivo apropriado, de acordo com a resisténcia
conferida pelo plasmideo. As placas foram incubadas a 37 °C durante 18 horas.

3.4 EXTRACAO DE ACIDO NUCLEICO

3.4.1 Extracdo de DNA Gendmico de T. brucei

O equivalente a 1 x 1010 células foram coletadas por centrifugacdo a 5000 x g por 5
minutos a 4 °C. As células foram lavadas em PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM
Na;HPO4.7H20; 1,5 mM KH2PO4), centrifugadas novamente e suspensas em tampdo TELT
(50 mM Tris-HCI pH 8,0; 625 mM EDTA pH 8,0; 2,5M LiCl; 4% Triton X-100).
Posteriormente, foi adicionado a solucdo de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e a
mistura foi centrifugada a 12000 x g por 10 minutos em temperatura ambiente. A fase aquosa
foi coletada e 0 DNA foi precipitado com 3 volumes de etanol absoluto e, apos a centrifugagéo
a 12000 x g por 15 minutos, o sedimento foi lavado com etanol 70% e submetido a
centrifugacdo novamente. O DNA foi suspenso em agua ultrapura e tratado com 10 pg/mL de
RNAse A por 10 minutos a 37 °C.
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3.4.2 Extracdo de RNA Total de T. brucei

8
O RNA total de 5x 10 parasitas foi extraido com 1 mL de TRIzol (Invitrogen), segundo
o protocolo do fabricante. Apos as extracOes, a qualidade do RNA foi verificada em gel de

agarose 1,2 % em condicdo desnaturante (item 3.5.2).
3.4.3 Extragdo de DNA Plasmidial de bactéria

Colbnias obtidas de meio LB-agar seletivo foram inoculadas em 5 mL de meio LB
contendo o antibi6tico seletivo. As culturas foram incubadas a 37 °C por 18 horas sob agitacdo
constante e em seguida centrifugadas a 8000 x g durante 2 minutos. O DNA plasmidial foi
extraido com o kit QIAprep Miniprep (Qiagen), segundo as recomendacdes do fabricante. Este
método é baseado na lise celular alcalina seguido por adsor¢do em silica na presenca de alta

concentracéo de sal.
3.5 ELETROFORESE DE ACIDOS NUCLEICOS E PROTEINAS
3.5.1 Eletroforese de DNA em Gel de Agarose

As amostras de DNA foram analisadas por eletroforese em gel de agarose, como
descrito em Sambrook e Russel (2001). Os géis de agarose, em diferentes concentracdes (0,8 a
2,0%), foram preparados com tampao TBE (89 mM Tris base; 89 mM &cido bérico; 2 mM
EDTA 2 mM pH 8,0) e submersos no mesmo tampédo. As amostras e o padrdo de massa
molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen) foram diluidos em tampédo de amostra para
DNA 6X (0,25%, azul de bromofenol; 0,25% xileno cianol; 30% glicerol) e aplicados no gel.
O sistema foi submetido a diferenca de potencial (70 a 100 V) com amperagem constante.

As moléculas de DNA foram coradas com brometo de etideo 0,5 ug/mL por 15 minutos
e visualizadas em transiluminador, com luz ultravioleta (260 nm), acoplado ao sistema de

fotodocumentacéo, L-Pixx (Loccus biotecnologia).
3.5.2 Eletroforese de RNA em Gel de Agarose em Condicdo Desnaturante
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O gel de agarose 1,2% em condicdo desnaturante foi preparado com 2,2 M de
formaldeido em tamp&o MOPS (20 mM MOPS; 5 mM acetato de potassio; 1 mM EDTA pH
8,0), sendo que agarose foi fundida em tampao MOPS e o formaldeido foi adicionado ap6s o
resfriamento a 60 °C, aproximadamente (LEHRACH et al., 1977).

A amostra contendo o RNA foi adicionada a trés volumes de tamp&o de amostra de
RNA [60% formamida deionizada; 2,5M formaldeido; tamp&o MOPS e 10% corante (tampé&o
MOPS; 25% glicerol; 0,25% azul de bromofenol)], aqguecido a 65 °C por 3 minutos e submetido
a migracao eletroforética em gel de agarose desnaturante. A eletroforese foi realizada em
tampdo MOPS, a voltagem (70 a 100 V) e amperagem constantes.

Apos a separacdo eletroforética, o gel foi lavado de 2 a 4 vezes por 10 minutos em agua
para retirar o formaldeido. O gel foi submerso em uma solucdo de brometo de etideo (0,5
pg/mL) por 15 minutos e as moléculas de RNA foram visualizadas em transiluminador, com

luz ultravioleta (260 nm), acoplado ao sistema de fotodocumentacéo.

3.5.3 Eletroforese de Proteina em Gel de Poliacrilamida Desnaturante (SDS-PAGE)

As amostras, contendo tampdo de amostra para proteina 4X (160 mM Tris-HCI 1M pH
8,0; 4% SDS; 10% p-mercaptoetanol; 24% glicerol; 0,02 % azul de bromofenol), foram
aquecidas a 95 °C por 5 minutos, centrifugadas a 12000 x g por 2 minutos e o sobrenadante das
amostras e 0 marcador de proteina BenchMarck Ladder (Invitrogen) foram aplicados em gel
desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE). Apds a eletroforese, o gel foi corado em solucgéo

de Coomassie Blue, de nitrato de prata ou submetido a técnica de Western blotting.
3.5.3.1 Colorac¢édo por Comassie Blue

Apos a eletroforese, os géis foram corados com a solugdo de Coomassie Blue (0,1%
azul de coomassie R-250; 45% metanol; 10% acido acético) por 10 a 30 minutos e descorados
em uma solucédo descorante (30% metanol; 7,5% acido acético).

3.5.3.2 Coloracgéo por Nitrato de Prata

As proteinas dos géis SDS-PAGE foram coradas com a solucdo de nitrato de prata

guando precisava de mais sensibilidade para detectar as proteinas. Para isto, o gel foi incubado
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em solucédo de fixacdo de SDS-PAGE (etanol 50%; acido acético 12%; formaldeido 37% 0,5
mL/L) por, no minimo, 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi lavado com
etanol 50% por 5, 10 e 15 minutos. Posteriormente, o gel foi incubado com a solugdo de
sensibilizacdo para prata (tiossulfato de sddio 0,02%) por 1 minuto, lavado com agua ultrapura
por 3 vezes e incubado com a solucdo de coloragédo (nitrato de prata 0,2%; formaldeido 37%
0,7 5ml/L) por 30 minutos. Apds a incubagdo, o gel foi lavado 3 vezes com agua ultrapura e
incubado em solucdo de revelacdo de prata (carbonato de sédio 3%; formaldeido 37% 0,5
mL/L; 2% de solucdo de sensibilizacdo). A reacdo foi interrompida com a solugédo de término

de revelacéo (etanol 50%; &cido acético 12%).

3.5.3.3 Western blotting

Apbs a separacdo eletroforética em gel de poliacrilamida, as proteinas foram
eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Hybond™-C, GE
Healthcare), conforme descrito por Towbin, Staehelin e Gordon (1979). A transferéncia foi
realizada em tampédo de Western blotting (25 mM Tris-HCI pH 8,3; 192 mM glicina; 20%
metanol) durante 16 horas a 4 °C, utilizando diferenca de potencial de 30 V ou durante 1 hora,
a4 °C e 100 V com amperagem constante.

Para confimar a eficiéncia da transferéncia, a membrana foi corada com a solucéo
Ponceau S [0,5% Ponceau S (Sigma P-3504), 1% acido acético glacial], descorada em agua
bidestilada e incubada em tampao de bloqueio (0,1% Tween 20; 5% leite em p6 desnatado em
PBS) em temperatura ambiente por 1 hora, sob leve agitacdo. Em seguida, o anticorpo primario
foi adicionado e incubado por mais 1 hora a 37 °C, sob leve agitacao.

Posteriormente, a membrana foi lavada trés vezes com PBS/0,1% Tween 20, incubada
com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho ou de camundongo conjugados com fosfatase
alcalina (diluido 1:10000), peroxidase (diluido 1:10000) ou fluoréforos (IRDye 800CW ou
Alexa Fluor 700, diluidos 1:15000), diluidos em PBS/0,1% Tween 20, por 1 hora a 37°C, com
sob agitacdo, e novamente lavada com PBS/0,1% Tween 20 por 3 vezes.

As membranas incubadas com o anticorpo conjugado com fosfatase alcalina foram
reveladas com NBT (50 mg/mL nitroblue tetrazolium) e BCIP (50 mg/mL 5-bromo-4-chloro-
3-indolylphosphate) em tampéo de revelagédo (100 mM Tris-HCI pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM
MgCly).
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O produto da reacdo enzimatica da peroxidase conjugada aos anticorpos foi detectado
por quimioluminescéncia utilizando o kit ECL Western blotting (Amersham Biosciences),
seguindo as instrugdes do fabricante. A membrana foi exposta ao filme Kodak por diferentes
tempos, incubado na solucdo de revelagdo por 2 minutos, lavado em agua por 2 minutos e
incubado na solucgéo de fixacdo por mais 2minutos, na auséncia de luz. Os tempos de exposicdo
foram padronizados para cada experimento.

Os anticorpos conjugados a fluor6foros foram detectados com Odyssey Imaging
Systems (LI-COR).

3.6 REACAO DE AMPLIFICAGAO DE DNA POR PCR

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em 20 pL contendo DNA molde (1 a 20
ng de DNA plasmidial ou 100 ng de DNA genoémico), 1,25 U Taq DNA polimerase
(Invitrogen), 2 mM MgCl., 0,175 mM dNTP, 10 pmol de cada oligonucleotideo e tampé&o de
PCR para Taq DNA polimerase (20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI). O DNA foi
desnaturado a 94°C por 10 minutos e a amplificacdo realizada por 25 a 35 ciclos compostos
pelas temperaturas de: desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos; anelamento entre 48 a 56°C,
padronizada para os diferentes oligonucleotideos, por 30 segundos; extensdo a 72°C por 30 a
120 segundos, considerando que a Tag DNA polimerase sintetiza 1000 pb por minuto.

3.7 LOCALIZACAO CELULAR DE PROTEINAS POR MICROSCOPIA DE IMUNOFLUORESCENCIA

INDIRETA

Para os ensaios de microscopia de imunofluorescéncia, laminas de 8 pocos, delimitados
por teflon, foram pré-tratadas com poli-L-lisina por 20 minutos em temperatura ambiente. Apos
este tempo, as laminas foram lavadas com agua deionizada.

Parasitas em fase exponencial de crescimento foram centrifugados a 5000 x g por 3
minutos e lavados duas vezes com PBS. Apos a Ultima lavagem, o PBS foi descartado e os
parasitas foram rapidamente suspensos em paraformaldeido 4% em PBS e incubados por 10
minutos em temperatura ambiente. Os parasitas foram lavados com PBS por duas vezes e
suspensos na concentracéo de 3,3 x 107 células/mL em PBS. O correspondente a 1 x 10° células
(30 pL de suspenséo) foi aplicado em cada poco da lamina e as células foram incubadas pro 20

minutos em temperatura ambiente para que pudessem aderir na lamina.
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Ap0s este periodo, as células que ndo aderiram foram retiradas e os pogos foram lavados
com PBS por duas vezes. As células foram permeabilizadas com Triton 0,1%, diluido em PBS,
por 90 segundos e novamente lavadas com PBS por duas vezes. Posteriormente, foi adicionado
PBS-BSA 4% aos pocos e o material foi incubado a 4 °C por 16 horas, em camara Umida. Apos
este periodo, anticorpos primarios foram aplicados sobre os pocos e incubados a 37 °C por 1
hora. Em seguida, os pogos foram lavados com PBS por 2 vezes, com posterior adigdo de
anticorpo secundario anti-lgG de coelho ou de camundongo conjugados com os fluoréforos
Alexa Fluor 594 ou Alexa Fluor 488 (Invitrogen) diluidos 1:400, incubados por mais 1 hora a
37 °C e novamente lavados com PBS. Para a coloracdo do material genético, foi adicionado 2
pg/uL de DAPI em PBS e incubado por 10 minutos em temperatura ambiente, em seguida as
lavagens foram realizadas. Adicionou-se N-propil-galato e as laminas foram seladas com as
laminulas. As imagens foram adquiridas em microscopio Nikon Eclipse 80i, da Plataforma de

Microscopia do Instituto Carlos Chagas.

3.8 TRANSCRICAO IN VITRO EM T. BRUCEI E ANALISE POR FERRAMENTAS QUANTITATIVAS

Para avaliar a taxa de transcricdo, a metodologia original de transcricdo in vitro,
utilizando T. brucei permeabilizados, foi modificado e adaptado para ser compativel com os
sistemas de analises quantitativos por fluorescéncia. Portanto, primeiramente, foi padronizado
o0 protocolo e, posteriormente, analisado a taxa de transcricdo apos o silenciamento de Sub2.

Os dados foram adquiridos na Plataforma de Citometria de Fluxo do Instituto Carlos

Chagas.

3.8.1 Transcricao In vitro em Células Permeabilizadas

O protocolo foi adaptado de Ullu e Tschudi (1990). O total de 1,2 x 108 parasitas (1 x
107/amostra) foram centrifugados a 5000 x g por 5 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, os parasitas foram lavados com 12 mL de tampéo A (150 mM sucrose; 20 Mm
glutamato de potassio; 20 mM Hepes-KOH pH 7,7; 3 mM MgCI2; 1 mM DTT) e recuperados
por centrifugacdo, nas mesmas condicOes da centrifugagéo anterior. Os parasitas foram lavados
mais duas vezes. Apds a ultima lavagem e centrifugacdo, os parasitas foram suspendidos em
960 pL tampdo A e mantidos no gelo por 5 minutos. Em seguida, o volume foi medido e

adicionado Palmitoyl-L-a-lysophosphatidylcholine (LPC, 10 mg/mL em &gua, Sigma - catalogo
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n. 62962) para obter a concentracédo final de 250 pg/ml. A suspenséo celular foi incubada no
gelo por exatamente 2 minutos para permeabilizar a célula e manter a maquinaria de transcricéo
ativa. Apds os 2 minutos, foi adicionado 4,8 mL de tampdo A. Este volume é suficiente para
preparar 12 amostras e foi dividido em aliquotas de 500 pL para a reacdo de transcricéo in vitro.

As aliquotas foram centrifugadas (5000 x g, 5 minutos, temperatura ambiente) e
suspendidas em 18 pL de tampdo B mais 2 pL do mix de nucleotideos BrUTP (ATP, CTP,
GTP, BrUTP) para obter o tampdao de transcricdo (150 mM sacarose; 20 mM glutamato de
potassio; 20 mM Hepes-KOH pH 7,7; 3 mM MgClz; 1 mM DTT; 0,6 mg/mL creatina quinase;
25 mM creatina fosfato; 400 U/mL RNAse Out; 10 pg/mL leupeptina; 4 mM ATP; 2mM GTP;
2 mM CTP; 2 mM BrUTP). Na amostra controle_UTP foi adicionado o mix de nucleotideos
contendo UTP (ATP, CTP, GTP, UTP), em vez de Br-UTP e na amostra controle_sem
nucleotideo foi adicionado &gua ultrapura, no lugar do mix de nucleotideos. A amostra
controle o-amanitina foi incubada com 75 pg/mL a-amanitina em tamp&o B, por 4 minutos a
28 °C com agitacdo (300 rpm), antes de adicionar o mix de nucleotideos BrUTP.

Para a incorporacdo dos nucleotideos adicionados, as amostras foram incubadas a 28 °C
por 15 minutos com agitacdo (300 rpm). Apds este periodo, foi adicionado 1 mL de tampédo A
em cada amostra e os parasitas foram recuperados por centrifugacdo (5000 x g, 5 minutos,
temperatura ambiente).

Posteriormente, para a imunofenotipagem, os parasitas foram fixados por 10 minutos
com paraformaldeido 4% preparado em PBS, lavados com 1 mL de PBS, recuperados por
centrifugacdo (7000 x g, 5 minutos, temperatura ambiente), permeabilizados e blogqueados com
200 pL de tampéo C (2% saponina e 2% albumina de soro bovino em PBS) por uma hora em
temperatura ambiente com agitacdo (60 rpm). Em seguida, os parasitas foram incubados com o
anticorpo anti- BrdU produzido em camundongo (3:50, clone monoclonal MoBU-1, Invitrogen
— catalogo n. B35139) diluido em tampao C, por 16 horas, a 4 °C. Os parasitas foram lavados
com 1 mL de PBS, recuperados por centrifugacdo (7000 x g, 5 minutos, temperatura ambiente)
e incubados com o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor
488, produzido em cabra (1:200, Molecular Probes) e 2 pg/mL DAPI, diluidos em 50 uL de
tampdo C. As células foram lavadas com 1 mL de PBS e suspendidas em 200 pL de PBS

contendo 10 pg/ml de RNAse A, que melhorou o perfil do ciclo celular obtido com o DAPI.
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3.8.2 Andlise da Taxa de Transcricdo e do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

Simultaneamente

Para analisar o RNA nascente e o ciclo celular simultaneamente, os dados de 20.000
eventos de cada amostra foram adquiridos no citbmetro de fluxo FACSCanto (BD). O
fluoréforo Alexa Fluor 488 foi excitado pelo laser azul (488 nm) e a luz emitida foi detecta com
o filtro 530/30 (band pass). O DAPI foi excitado pelo laser violeta (405 nm) e detectado com o
filtro 450/40 (band pass). Nao foi necessario compensar os dados e estes foram analisados no
software FlowJo versdo 10.0.1.

Para analisar os dados, primeiramente foi selecionada a populacéo de T. brucei com o0s
parametros FSC (Forward Scatter) vs. SSC (Side Scatter). Posteriormente, as células isoladas
foram selecionas baseadas na area (DAPI-A) e na largura (DAPI-W) do pulso do sinal do DAPI,
excluindo grumos e restos celulares (NUNEZ, 2001). A partir desta populacédo, foram feitas
duas analises: ciclo celular, baseado na fluorescéncia do DAPI, e RNA nascente, baseado na
fluorescéncia do Alexa Fluor 488. As fases do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M) foram estimadas
com o modelo de Wastson, disponivel no software FlowJo. Para determinar a porcentagem de
células com RNA nascente, chamadas de “Run-on +”, a amostra Controle sem nucleotideos foi
utilizada para estabelecer que 5 % desta amostra seria considerada positiva (Run-on +) e
determinar a linha de corte, ou seja, 0 processo de transcri¢do seréa considerado positivo quando
a intensidade de fluorescéncia for maior do que esta linha de corte. A mesma analise foi aplicada
para as diferentes amostras dos experimentos. Dados semelhantes podem ser obtidos utilizando
outras estratégias de analise.

Os dados estdo apresentados como meédia = desvio padrdo de trés experimentos

independentes.

3.8.3 Validacdo da Andlise do Ciclo Celular com DAPI

Para comparar a eficiéncia da coloracdo do DNA com DAPI, os dados foram
comparados com a coloragdo com iodeto de propideo. Para isto, as amostras passaram pelo
processo de transcrigdo in vitro, lavadas com PBS e suspendidas em 100 pL de PBS mais 100
ML de solucdo de iodeto de propideo 2x (3,4 mM Tris-HCI pH 7,4; 0,1 % NP40; 10 pg/ml
RNAse A; 10 mM NaCl; 30 pug/mL iodeto de propideo).
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O dado de 10.000 eventos foi adquirido no citdmetro FACSCanto (BD). O iodeto de
propideo foi excitado com o laser azul (488 nm) e a fluorescéncia emitida foi detectada com o
filtro 585/42 (band pass). As células isoladas foram selecionadas baseadas area (PE-A) e na
largura (PE-W) do pulso do sinal do iodeto de propideo (NUNEZ, 2001). As fases do ciclo
celular (GO/G1, S e G2/M) foram estimadas com o modelo de Wastson, disponivel no software
FlowJo verséo 10.0.1.

Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo de trés experimentos

independentes.

3.8.4 Andlise da Taxa de Transcricdo por Sistema de Imagem de Alta Performance (High-
Content Imaging System)

Para analisar a taxa de transcri¢cdo por outro método, as células obtidas no item 3.8.1,
foram aderidas em placas de 96 pocos pré-tratadas com poli L-lisina e os dados foram
adquiridos no Operetta high-content imaging system (PerkinElmer) acoplado ao software
Harmony 3.5. As imagens foram adquiridas com a lente objetiva de 40 X no plano focal do
DAPI. Os fluor6foros foram excitados com a luz de xénon. As imagens do DAPI e do Alexa
Fluor 488 foram adquiridas com os filtros de excitacdo 360/400 nm e 460/490 nm e os filtros
de emisséo 410/480 nm e 500/550 nm, respectivamente. Foram adquiridas 50 imagens por poco.

As imagens foram analisadas no software Harmony. O ndcleo foi detectado com o
algoritmo “find nuclei (method C)” com o sinal do DAPIL. Células cortadas nas bordas das
imagens foram excluidas da anélise. Posteriormente, os ndcleos isolados, excluindo grumos
celulares, foram selecionados baseados nas propriedades morfoldgias, utilizando a area do
nacleo como critério. A partir destas células, foi analisada a mediana da intensidade de
fluorescéncia do Alexa Fluor 488, correspondente ao RNA nascente, da regido nuclear das
amostras controles e definido a linha de corte. As células, com intensidade de fluorescéncia
acima da linha de corte, foram consideras positivas para 0 RNA nascente e calculado a
porcentagem de células positivas em relagdo a células isoladas.

Foram utilizados os dados dos experimentos com mais de 600 células isoladas, por
amostra, selecionadas a partir dos ndcleos isolados, descrito acima. Os dados estdo apresentados

como média + desvio padrao de dois experimentos independentes.

35



3.8.5 Analise Estatistica

A diferenca entre as amostras do ensaio de transcricdo in vitro foram analisadas por
analise de variancia com um fator (ANOVA), seguido por comparac¢Ges multiplas de Tukey. A
analise foi realizada no software GraphPad Prism versdo 5.01. As diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0.001.

3.8.6 Andlise da Taxa de Transcri¢cdo Apds o Silenciamento de Sub2

A taxa de transcricdo foi analisada com a metodologia descrita acima, utilizando os
parasitas ThSub2-RNAi submetidos & inducdo do silenciamento de 48 horas. Nestes
experimentos, foram adicionadas as amostras Controle_sinefungina, tratadas com 1 pg/mL de
sinefungina por 4 ou 15 minutos em tampao B, a 28 °C sob agitacdo (300 rpm), antes de
adicionar o mix de nucleotideos BrUTP. Além disso, na etapa da imunofenotipagem também
foi utilizado o anticorpo anti-Sub2, produzido em coelho, e o anticorpo secundario anti-1gG de
coelho conjugado com Alexa Fluor 594, produzido em cabra (1:200, Molecular Probes). A
analise foi realizada como descrito acima, incluido a quantificacdo da expressdo de Sub2.
Portanto, o fluoréforo Alexa Fluor 546 foi excitado pelo laser azul (488 nm) e a luz emitida foi
detecta com o filtro 585/42 (band pass), no FACSCanto Il. No Operetta high-content imaging
system (PerkinElmer) acoplado ao software Harmony 3.5, as imagens foram adquiridas com o

filtro de excitacdo 520/550 nm e o filtro de emissdo 560/580, respectivamente.

3.9 OBTENCAO DE LINHAGENS DE TRYPANOSOMA BRUCEI EXPRESSANDO PROTEINAS FUSIONADAS

A ETIQUETAS

3.9.1 Clonagem Molecular da Regiéo que Codifica a Extremidade N Terminal da Proteina Sub2
de Trypanosoma brucei no Vetor PN-PURO-PTP

O vetor PN-PURO-PTP (SCHIMANSKI; NGUYEN; GUNZL, 2005) (Anexo A) é
utilizado para adicionar, na extremidade 5° do gene de interesse, a sequéncia que codifica a
etiqueta PTP. Para isto, a extremidade 5’ da regiao codificante do gene de interesse € clonada
no vetor pN-PTP-NEO. Esta sequéncia também deve conter um sitio Unico para uma enzima

de restricdo, presente na regido clonada e ausente no vetor, para possibilitar a integragdo do
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vetor no genoma do parasita. Apds a clonagem, o clone ¢ digerido neste sitio Unico, o parasita
é transfectado e selecionado na presenca do antibidtico puromicina.

Assim, foi desenhado o oligonucleotideo ThSub2N-F, e o oligonucleotideo ThSub2C-
R, para amplificar a extremidade 5’ da regido codificante do gene, que contém o sitio EcoNI
(Figura 3.1). Esses iniciadores foram desenhados a partir da sequéncia nucleotidica depositada
no banco de dados TriTrypDB, Gene ID Th927.10.540. Os oligonucleotideos ThSub2N-F e
Thsub2N-R contém os sitios para as enzimas de restricdo Apal e Notl, respectivamente, na

extremidade 5°, para a clonagem no vetor PN-PURO-PTP.

ATGAGTAGTGGTCTCGCTGACTTTGACGGAGATGATGTGCGGGCGCCAGTTGTGGCTGCGCAACCGC
ATATTGGTGTTGGTCTCGGAACCCACAGTGCCGTTGCTCTCGGCGGTTTCCAAGATTTTTGTCTCAA
AAGTGAACTCGCCAACGCCATTCGAGAAAACGGCTTCGAACATCCCAGTGAAGTGCAGCATCAGGCC
CTTCCACAAGCCATGCTCGGTGCAGATATCCTTGCACAGGCAAAGTCTGGTATGGGTAAAACAGCCG
TGTTTGTGTTTGCTTTATTGGAGCAAGTGGAAAAACCAACGGATGGGCAGCGGCCCTTCTGTCAAGC
CATCGTCATTGCCCATGCACGCGAGTTGGCATATCAAATTGAGCAGGAGTTCAAGCGTTTCAACAAA
TACTTGCCGCATTGTACCACTGGTGTCTTCTTTGGGGGCGTCCCTGAAGACGAGAACATAAAACAAC
TCAAGAAGGAGGTTCCCGCAATAGTGGTGGCCACACCAGGTCGAATTTGTTCCCTCATTGAGCGAAA
AGCTCTCGACGTGTCGCGTGTTAAGTGGTTTGTTGTTGATGAATTCGATCGCTGCCTAGAGGATGTG
AAAATGCGTCGCGATGTGCAGACGGCATTCCTTAAGACACCGAAGGAAAAACAGGTGATGATGTTCT
CAGCCACCATGACGGAGGAGCTGCGGAATGTGGCGAAGAAATTTATGTCGAACCCCACTGAAATCTA
CGTTGACCAGCGTTCCAAGCTTACACTTCACGGGTTGGCGCAATATTACATCAATGTGACGGAGGCA
CAGAAACTTCGTAAGTTGTGCGACATCCTCGACGCTGTTGAGTTCAATCAAGTCATTATATTCACTT
CCACTGTTGAGCGCTGTGAGGCTCTCAGCCGTCAGCTGCAGGCTCTTAAGTTTCCCTCCAAGGCGAT
TCACTCTCGCATGGAGCAGGCGGAGCGGTTGGTTGTGTATGAGAGCTGCAAAACAAACCAAGCTCGT
ATCATCGTCGCCACAGACATCTTTGGCCGTGGTGTGGATATTGACCGTATTAATCTTGTTGTACAGT
TTGATATGGCGTCTGATGCTGACTCGTACCTTCATCGTGTTGGTCGTGCTGGTCGCTTTGGTACGAA
GGGACTTACGGTGGCATTCCTCACTGAAGAGGAAAAGGAAATTAAGCGTGAGAACCGTAAATATACT
GACCAGGGTATCATGAAGGAAGTGCAGGAGCGATTTGAGATGCAGGTCCAGGAACTTACTGACATCG
CCACACAACTGAACCAGAGCCAGTATATGAACCAATAG

Figura 3.1 - Regido de Sub2 de T. brucei selecionada para clonar no vetor PN-PURO-PTP,
Sequéncia nucleotidica de Sub2 com a regido selecionada para clonagem no vetor PN-PURO-
PTP (negrito), os oligonucleotideos ThSub2N-F (vermelho) e ThSub2N-R (azul) e o sitio de
clivagem por EcoNI (verde) em destaque.

A extremidade 5’ da regido codificante do gene Sub2 de T. brucei foi amplificada por

PCR. A amplificacdo foi realizada utilizando Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogem),
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segundo as recomendacfes do fabricante, utilizando como molde o DNA genémico de T.
brucei. O produto da PCR, também chamado de inserto, foi analisado em gel de agarose.

O inserto e o plasmideo PN-PURO-PTP foram digeridos com as enzimas Apa | e Not |
(New England Biolabs) de acordo com as recomendacBes do fabricante. A digestdo do
plasmideo foi confirmada em gel de agarose 0,8%. Apds a digestdo, o inserto e o vetor foram
aplicados em gel de agarose 0,8% e purificados do gel com o kit High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche), apés a eletroforese.

A reacdo de ligacao foi realizada em 20 uL contendo 300 ng do inserto, 30 ng do vetor,
5 U T4 DNA ligase (Invitrogen) e tampdo da T4 DNA ligase, incubada por 18 horas a 16 °C.
A ligagdo foi transformada em DHS5a calcio competente e plaqueada em LB-&gar 1,5%
contendo 100 pg/mL de ampicilina, como descrito no item 3.3.

Algumas colénias foram analisadas diretamente por PCR utilizando o0s
oligonucleotideos pN-F e pN-R (Apéndice A) que anelam no vetor. Os produtos de PCR foram
analisados em gel de agarose 1%.

A orientacdo da sequéncia clonada no vetor pN-Sub2#11 foi analisada por PCR
utilizando a combinacdo de iniciadores ThSub2N-F e pN-R, TbSub2N-R e pN-F e TbSub2N-F
e TbSub2N-R. Além disso, os clones foram sequenciados para confirmar se a sequéncia do
inserto estava em fase com a etiqueta PTP. Ap6s a confirmacdo da sequéncia, 15 pg do clone
pN-Sub2#11 foi digerido com EcoNI e transfectado em T. brucei cepa 427. Os parasitas foram

selecionados e mantidos com o antibi6tico puromicina.

3.9.2 Amplificacdo dos Vetores pMOTag Para Adicionar uma Etiqueta na Regido C-terminal
das Proteinas

Para obter as proteinas fusionadas a etiquetas na regido C-terminal, os genes dos
parasitas foram modificados utilizando a técnica descritas por Oberholzer et al. (2006), a partir
da amplificacdo por PCR da etiqueta e do gene de resisténcia dos vetores pMOTag (Anexo B).
Para o gene U2AF35 foi utilizado o vetor pMOTag3G (GFP e neomicina) e para os genes Hip
e Mago, o vetor pMOTag4H (3xHA e higromicina).

Para cada gene modificado neste estudo, foi desenhado o oligonucleotideo foward
contendo a sequéncia dos 100 nucleotideos da extremidade 3" da regido codificante do gene,
sem o codon de parada, e a sequéncia que anela antes da sequéncia da etiqueta nos vetores

pMOTag. O oligonucleotideo reverse foi desenhado com a sequéncia dos 100 nucleotideos da
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regido intergénica a jusante a regido codificante do gene e a sequéncia que anela depois do gene
de resisténcia dos vetores pMOTag. As sequéncias, correspondentes ao vetor, adicionadas aos
oligonucleotideos anelam em uma regido comum a todos os vetores pMOTag, portanto poderia
utilizar qualquer vetor pMOTag e amplificar diferentes combinacdes de etiqueta e gene de
resisténcia por PCR.

Os oligonucleotideos foram desenhados baseados nas informagfes do banco de dados
TriTrypDB. Como utilizamos o parasita T. brucei Lister 427 utilizamos preferencialmente as
sequéncias de DNA desta cepa, porém, quando a sequéncia da regido intergénica ndo estava
definida, utilizamos a sequéncia de T. brucei TREU 927.

Para obter o material necessario para transfectar, foram realizadas 10 PCRs de cada gene
e a amplificagéo foi confirmada por eletroforese em gel de agarose. Posteriormente, o material
foi precipitado com 10% do volume de acetado de s6dio 3M pH 5,2 e 3 volumes de etanol. O
material foi armazenado por 16 horas a -20 °C e este foi recuperado por centrifugacao a 15000
rpm por 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, o sedimento obtido foi lavado com etanol 70%, o
DNA foi recuperado novamente por centrifugacéo e o etanol descartado. Apds a evaporagdo do

etanol, foi adicionado 50 pL de agua ultrapura e utilizado para a transfec¢édo de T. brucei.

3.9.3 Transfeccéo e Selecdo de Trypanosoma brucei

Um total de 1 x 108 parasitas em fase logaritmica de crescimento foram utilizados para
cada transfeccdo. Os parasitas foram centrifugados a 5000 x g por 3 minutos, lavados com 2
mL de ZPMF (129 mM NacCl; 1,5 mM KH2PO4; 8 mM KCI; 8 mM NaH2PQOj4; 1,5 mM MgCly;
90 uM CacCly; 2,4 mM CH3COONa pH 7,0), centrifugados novamente nas mesmas condic¢oes
e suspensos em 450 pL de ZPMF. Os parasitas foram transferidos para a cubeta de
eletroporacdo de 0,4 mm e adicionou-se 0 DNA. Os parasitas foram incubados por 10 minutos
no gelo, submetidos a um pulso de 1,5 kV com capacitancia de 25 pF em eletroporador
GenePulser 1l Apparatus (Bio-Rad) e rapidamente transferidos para 10 mL de meio SDM-79
suplementado com 10% SBF e com o antibiotico de sele¢éo (2 pg/mL de puromicina, 20 pg/mL
de neomicina ou 20 pg/mL higromicina).

Em uma placa de petri, foram misturados 5,5 mL dos parasitas submetidos a transfecgéo,
5,5 mL dos parasitas néo transfectados e 15,5 mL do meio SDM-79 suplementado com 10%
SBF e com o antibiotico de selegdo. Desta mistura, o volume de 250 pL foi transferido para

cada poco de uma placa de poliestireno de 96 pocos. Os parasitas foram incubados em estufa
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com 5% de CO- a 28 °C por 24 horas. Apos este periodo, foi realizado o repique na proporc¢ao
de 1:4 em outra placa de poliestireno de 96 pocos, contendo a mesma concentracdo de
antibidtico. Os parasitas foram mantidos em estufa com 5% de CO2 a 28 °C até o meio de alguns
pocos turvarem, aproximadamente 15 dias, indicando a selecdo e o crescimento dos parasitas.
Cada populacdo, correspondente aos diferentes pocos com o0s parasitas geneticamente
modificados, foi expandida em placa de poliestireno de 24 pocos e, posteriormente, transferida
para tubo conico de 15 mL, sempre mantendo a proporg¢do de 1:4, porém no meio de cultivo

SDM-79 contendo 4 pg/mL de puromicina, 40 pg/mL de neomicina ou 40 pg/mL higromicina).

3.9.4 Andlise das Linhagens

3.9.4.1 Analise das proteinas fusionadas as etiquetas por Western blotting

Apo0s a selecdo das linhagens, os parasitas foram mantidos em meio SDM-79 com o
antibiotico de selecdo. A partir de culturas em fase exponencial de crescimento, preparou-se 0s
extratos proteicos contendo 1 x 10° células/uL em 75% PBS e 25 % tampao de amostra para
proteina 4X. Os extratos foram aquecidos a 95 °C por 5 minutos para desnaturar as proteinas e
aplicados em gel desnaturante de poliacrilamida. Apds a separacédo eletroforética, os extratos
foram transferidos para a membrana de nitrocelulose como descrito no item 3.5.3.3. As
proteinas fusionadas a etiqueta foram detectadas utilizando anticorpo primario anti-proteina A
produzido em coelho (1:40000, Sigma, P3775), anti-GFP produzido em camundongo (1:500)
ou anti-HA produzido em coelho (1:250, Invitrogen, 715500) e anticorpo secundario anti-lgG
de coelho ou camundongo marcados com fosfatase alcalina (diluigdo 1:10000).

3.9.4.3 Localizacdo celular das proteinas fusionadas as etiquetas por microscopia de

imunofluorescéncia indireta

As proteinas fusionadas as etiquetas foram localizadas nos parasitas utilizando o
anticorpo anti-proteina A produzido em coelho (1:40000, Sigma, P3775), anti-GFP produzido
em camundongo (1:500), anti-HA produzido em coelho (1:250, Invitrogen, 715500) ou
nanobody anti-GFP (1:1500) e anticorpo secundario anti-lgG de coelho ou camundongo
conjugados ao fluoroforo Alexa Fluor 594 ou Alexa 488 (Invitrogen), como descrito no item
3.7.
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3.10 ANALISE DO COMPLEXO PROTEICO

3.10.1 Expressao e Purificacdo de Nanobodies Anti-GFP

A expressdo de nanobodies anti-GFP em sistema bacteriano e a purificacdo das
moléculas foram realizadas como descrito por Fridy et al. (2014), com algumas modificacGes.
Portanto, bactérias Escherichia coli ArcticExpress (DE3) competente foram transformadas com
o0 clone LAg16-G4S-2 obtido em pET21b-pelB e cultivadas em LB-agar 1,5% suplementado
com 100 pg/mL de ampicilina, resisténcia conferida pelo vetor.

Uma coldnia foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo 100 pug/mL ampicilina e 20
pg/mL gentamicina e incubada a 37 °C, com agitacdo a 200 rpm, durante 18 horas.
Posteriormente, foi realizado um inéculo (1:20) em 1 L em LB contendo apenas 100 pg/mL
ampicilina. As células foram incubadas a 37 °C, com agita¢do a 200 rpm, até atingir a densidade
Optica de 0,6, quantificada em espectrofotdmetro a 600 nm. Esta densidade Optica foi atingida
em aproximadamente 3 horas de incubacdo. Em seguida, foi adicionado 0,1 mM IPTG e a
cultura foi incubada a 12 °C, com agitacao a 200 rpm, por 18 horas.

Para obter a fracdo periplasmatica, as bactérias foram centrifugadas a 5000 rpm por 10
minutos e suspendidas em 10 mL de tampé&o TES (0,2 M Tris-HCL pH 8,0; 0,5 mM EDTA pH
8,0; 0,5M sacarose). Logo em seguida, foi adicionado mais 15 mL de tampé&o TES diluido 1:4
(3 mL tampéo TES mais 12 mL H20) e as bactérias foram incubadas no gelo por 30 minutos.
Posteriormente, a suspensao foi centrifugada a 15000 x g por 45 minutos, o sobrenadante foi
recolhido e adicionado 770 uL NaCl 5M para obter a concentracédo final de 150 mM NaCl no
tampao TES.

Devido as caracteristicas do vetor pET21b-pelB, os nanobodies foram expressos
fusionados a seis aminoacidos histidina na extremidade C-terminal. Portanto, a purificacdo dos
nanobodies foi realizada com a coluna HisTrapFF — 1 mL (GE Healthcare Life Sciences) no
cromatdgrafo AktaPurifier (GE — GE Healthcare Life Sciences). Toda a cromatografia foi
realizada com fluxo de 0,5 mL/minuto e pressdo maxima de 0,5 mPa. Inicialmente, a coluna
HisTrapFF foi lavada com 5 volumes de H2O ultrapura e com 5 volumes de tampdo A (25 mM
imidazol; 50 mM tampao fosfato de sodio pH 8,0; 300 mM NacCl; 10 % glicerol). Em seguida,
a amostra foi injetada, passada na coluna e esta foi lavada novamente com 5 volumes de tampé&o

A. Posteriormente foi aplicado um gradiente linear de 25 mM até 250 mM imidazol, com o0s
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tampdes A e B (250 mM imidazol; 50 mM tampao fosfato de sodio pH 8,0; 300 mM NacCl; 10
% glicerol). O gradiente foi realizado com 18 volumes da coluna e as amostras eluidas foram
coletadas em fragdes de 1 mL. Em seguida a coluna foi lavada com 5 volumes de tampdo B, 5
volumes de tampéo A, 5 volumes de H20O ultrapura e 5 volumes de etanol 20%. A coluna foi
armazenada a 4 °C.

Uma aliquota das fragdes 4, 7, 9, 11, 13, 15 e 19 foram submetidas a eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida e o gel foi corado com Comassie Blue, como descrito nos itens
3.5.3e3.5.3.1.

Posteriormente, as fracdes contendo os nanobodies foram dialisadas em tampao fosfato
100 mM pH 8,0 utilizando Amicon Ultra Centrifugal Filter (Merck Milipore), com membrana
NMWL de 10 kDa.

3.10.2 Conjugacdo do Nanobody anti-GFP ou do Anticorpo Anti-proteina A a Dynebeads
Epoxy M270

Para a conjugacao das proteinas [nanobody anti-GFP, obtidos como descrito no item
3.10.1, ou anticorpo anti-proteina A (Sigma)] as esferas magneticas, 20 mg de resina Dynebeads
epoxy M270 (Invitrogen) foi lavada com tampé&o fosfato 100 mM pH 8,0 por duas vezes, sendo
que na segunda vez as esferas foram mantidas no tampdo por 15 minutos com agitagéo.
Posteriormente, o tampao foi removido e adicionado 100 pL de tampéo fosfato mais 100 pL da
solucdo contendo a proteina na concentracdo de 2 mg/mL, também diluida em tampéo fosfato.
Em sequida, foi adicionado 100 pL de sulfato de amonia 3M lentamente, para evitar a
precipitacdo das proteinas. Esta suspensdo foi incubada a 30 °C por 72 horas, com agitacdo de
200 rpm. Apos este periodo, as esferas foram lavadas sequencialmente com 1 mL de cada
solucdo: tampao fosfato de sddio 100 mM pH 8,0; glicina 100 mM pH 2,5; tris-HCI 10 mM pH
8,8; 100 mM trietilamina; PBS; triton x-100 0,5% diluido em PBS; e duas vezes com PBS. As
esferas foram suspensas em 150 pL de PBS e armazenadas a 4°C.

3.10.3 Preparo de Extrato Celular de T. brucei para Imunoprecipitacéo

Parasitas (2 a 5 x 10%), na fase logaritmica do crescimento, foram centrifugados a 2000
X g por 10 minutos, lavados com 1 mL de PBS e centrifugados novamente 2000 x g por 10

minutos. Em seguida, as células foram suspensas em 500 uL de tampao citrato (20 mM Hepes
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pH 7,4; 1 mM MgCly; 10 p CaClz; 10 mM NasCeHsO7; 0,1% Chaps) gelado, contendo inibidor
de protease cOmplete mini protease inhibitor coktail, EDTA free (Roche). A amostra foi
sonicada por 3 segundos, poténcia de 30 % por 2 vezes, com intervalo de 1 minuto mantida no
gelo. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 20000 x g por 10 minutos a 4 °C, o
sobrenadante foi coletado e utilizado para a cromatografia de exclusdo de tamanho ou para

imunoprecipitacdo do complexo.

3.10.4 Cromatografia de Gel Filtracdo

Extrato proteico de T. brucei foi preparado como descrito no item acima e separado por
cromatografia de exclusdo de tamanho com a coluna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare)
acoplada ao cromatografo AktaPurifier (GE — GE Healthcare Life Sciences). Toda a
cromatografia foi realizada com fluxo de 0,5 mL/minuto e pressdo méxima de 1,5 mPa,
utilzando o tampéo citrato (20 mM Hepes pH 7,4; 1 mM MgCly; 10 p CaCly; 10 mM
NasCsHs07; 0,1% Chaps) como fase movel. Inicialmente, a coluna foi lavada com 2 volumes
de H2O ultrapura e com 2 volumes de tampdo citrato. Em seguida, a amostra foi injetada e
separada pela coluna de acordo com a massa dos complexos. As amostras eluidas foram
coletadas em fragdes de 0,5 mL. Em seguida a coluna foi lavada com 2 volumes de H.O
ultrapura, 5 volumes de etanol 20% e armazenada a 4 °C.

Uma aliquota das fragbes impares de 13 a 33 foram submetidos a eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida e analisadas por Western blotting, como descrito nos itens 3.5.3
e 3.5.3.3.

3.10.5 Imunoprecipitacdo Utilizando Nanobodies Anti-GFP ou Anticorpo Anti-Proteina A
Ligados a Dynebeads Epoxy M270

Para cada ensaio de imunoprecipiatagéo, 1,5 puL de Dynebeads epoxy M270, conjugada
com nanobodies anti-GFP ou com anticorpo anti-proteina A, foi incubada com o extrato
proteico de T. brucei (item 3.10.3) por 2 horas, a 4 °C com agita¢do circular a 40 rpm.
Posteriormente, a resina foi lavada trés vezes com 1 mL de tampdo citrato, com o auxilio de
uma estante magnética. A resina foi centrifugada por 15 segundos a 1000 x g e 0 excesso de
tampéo foi removido. Em seguida, foram adicionados 20 pL de tampdo de amostra para

proteina 4X e aquecida a 94 °C por 20 minutos. A amostra eluida foi recuperada e analisada por
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eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida e coloracdo com nitrato de prata, Western

blotting ou espectrometria de massa.

3.10.6 Imunoprecipitacdo Utilizando a Resina Anti-HA

Para cada ensaio de imunoprecipiatacdo, 10 pL de resina anti-HA, do kit Anti-HA
immunoprecipitation (Sigma, 1P0010), foi adicionada ao extrato proteico de T. brucei (item
3.10.3). Nas amostras sem RNAse A foi adicionado 40U de RNAse Out (Invitrogen) e nas
amostras com RNAse A foi adicionada a enzima para obter a concentracdo final de 10 pg/mL.
As amostras foram incubadas por 2 horas, a 4 °C com agitacdo circular a 40 rpm, lavadas 5
vezes com o tampdo citrato e eluidas com tampédo de amostra para proteina. A manipulacdo da

coluna foi realizada como descrita no manual do fabricante.

3.10.7 Processamento das Amostras e Espectrometria de Massas

Apds a corrida das amostras imunoprecipitadas em gel de acrilamida e coloracdo com
nitrato de prata, as regides do gel correspondentes as amostras foram cortadas e processadas
pela Plataforma de Espectrometria de Massas do Instituto Carlos Chagas. Os geéis foram
incubados com a solucéo de descoloracdo (tiossultafo de sddio 50 mM; ferrocianeto de potassio
15 mM) até sair a coloracdo da prata e os géis ficarem amarelo. Posteriormente, os géis foram
lavados com bicarbonato de amdnio 50 mM por 10 minutos, a 25 °C com agitacdo a 800 rpm
para remover a coloracdo amarela. Esta lavagem foi repetida até o gel ficar transparente. Em
seguida, os géis foram desidratados incubando 2 vezes com etanol por 10 minutos, a 25 °C com
agitacdo a 800 rpm e seco em Savant SPD131DDA Speed-vac Concentrator (Thermo
Scientific), com pressao de vacuo a 0,1.

Posteriormente, os geis foram incubados com a solucéo de reducéo (DTT 10 mM diluido
em bicarbonato de amdnio 50 mM) por 60 minutos a 56 °C com 800 rpm de agitacdo e, em
seguida, com a solucgéo de alquilacdo (iodoacetamida 55 mM em bicarbonato de amdnio 50
mM) por 45 minutos a 25 °C com 800 rpm de agitacdo e protegido da luz. Estas solugdes
reduzem as pontes dissulfeto entre as cisteinas das proteinas e alquilam os enxofres para impedir
a formacéo das pontes dissulfeto. Apos o tratamento, os géis foram lavados com bicarbonato
de amonio 50 mM por 20 minutos a 25 °C com 800 rpm de agitagéo e desidratados com etanol

por 10 minutos a 25 °C com 800 rpm de agitacdo. A etapa de lavagem foi realizada mais uma
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vez, seguida de 2 etapas de desidratagdo nas mesmas condi¢cOes. Posteriormente, os geis foram
desidratados em Savant SPD131DDA Speed-vac Concentrator (Thermo Scientific), com
pressao de vacuo a 0,1, e adicionado a solugdo de tripsina 12,5 ng/uL diluida em bicarbonato
de aménio 50 mM, volume suficiente cobrir cada gel. Os géis foram mantidos por 20 minutos
a 4 °C para hidratacédo, cobertos com bicarbonato de aménio 50 mM e incubados por 18 horas
a 37 °C. Apos este periodo, a atividade da tripsina foi inibida com a adi¢do de &cido
trifluoacético, concentracao final de 0,5%, e as fragdes liquidas foram transferidas para um tubo
novo. Em seguida, os géis foram incubados com &cido trifluoacético 0,5% e acetonitrila 30%
por 10 minutos a 25 °C com 800 rpm de agitacdo. As fracdes liquidas foram coletadas e
transferidas para o tubo contendo as fragOes anteriores. Esta etapa foi realizada mais uma vez.
Os géis foram incubados com acetonitrila 100 % por 10 minutos a 25 °C com 800 rpm de
agitacdo. As fracOes liquidas foram coletadas e transferidas para o tudo contendo as fracdes
anteriores. Esta etapa foi realizada mais uma vez.

As fracBes liquidas, correspondentes aos peptideos tripticos da amostra, foram
concentradas no Savant SPD131DDA Speed-vac Concentrator (Thermo Scientific), com
pressdo de vacuo a 0,1, até reduzir o para 10 a 20 % do volume original. Posteriormente, as
solucgdes foram aplicadas nos StageTip (STop And Go Extraction Tip), previamente lavados
com metanol e &cido férmico 0,1 %, e centrifugadas a 1000 x g por 5 minutos. Posteriormente,
os StageTip foram lavados 2 vezes com &cido formico 0,1 % e os peptideos foram eluidos com
40 uL de acido formico 0,1% e acetonitrila 40% e recuperados por centrifugacdo a 1000 x g
por 1 minuto. As amostras foram secas no Savant SPD131DDA Speed-vac Concentrator
(Thermo Scientific), com pressdo de vacuo a 0,1, sem aquecimento, e adicionado acido formico
0,1 % e DMSO 5%.

Apds este processo, as amostras foram divididas em 3 aliquotas de 5 pL e analisadas
por espectrometria de massas. Assim, cada 5 pL foi analisado por cromatografia liquida no
cromatdgrafo Easy-nLC 1000 da (Thermo Scientific). A separagdo dos peptideos foi realizada
com gradiente linear de 5 a 40% de acetonitrilo, 5% de DMSO em coluna analitica de 15 cm,
com didmetro interno de 75 um e particulas de C18 de 3 um. A cromatografia foi realizada a
60 °C durante 60 minutos. Apds o fracionamento, os peptideos foram ionizados por nano eletro
spray (voltagem de 2,7 kV) e injetados no espectrometro de massas LTQ Orbitrap XL ETD
(Thermo Scientific). O scan inicial foi realizado no Orbitrap com resolucdo de 15.000, seguido
de selecdo dos 10 ions mais intensos, os quais foram fragmentados por CID e analisados no ion

trap. Paralelamente a0 MS2, foi realizado um full scan no Orbitrap com uma resolucéo de
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60.000. Na selecdo dos ions foi usada uma lista de exclusao de 90 segundos. A opgéo lock mass
foi utilizada para obtencdo de melhor acurdcia (erro abaixo de 0,5 p.p.m.) de massa dos

peptideos tripticos precursores detectados por espectrometria de massas.

3.10.8 Processamento dos Dados Obtidos do Espectrometro de Massas e Analise dos Dados

Os dados brutos obtidos do espectrometro de massas foram processados com o software
PatternLab for proteomics (verséo 4.0) (PL) (CARVALHO et al., 2016). Os espectros de
massas obtidos experimentalmente foram comparados com 0s espectros tedricos utilizando a
ferramenta Comet 2015.2, embutida no PL 4.0, contra o banco de dados que contém sequéncias
do Trypanosoma brucei Lister 427, Trypanosoma brucei TREU927 do TriTrypDB (ASLETT
et al., 2010) (baixado em 31 de outubro de 2016, http://www.tritrypdb.org/), e de mais 127
contaminantes comuns a espectrometria de massas (como tripsina, queratina e BSA). Em
seguida, para cada sequéncia do banco foi inclusa uma sequéncia invertida. O banco final
continha 40.336 sequéncias de proteinas. Para reduzir as redundancias do banco, sequéncias
contidas dentro de outra sequéncia (com 100% de identidade) foram removidas e as respectivas
descricdes foram incluidas na descri¢do da proteina com sequéncia mais extensa. Os parametros
para identificar os peptideos foram: peptideos tripticos e semi-tripticos com massas entre 600 e
5.500 Da; peptideos com até 2 sitios de clivagem perdidos; peptideos com modificacdo fixa
para carbamidometilacdo na cisteina; peptideos com modificacdo variavel para oxidacdo na
metionina; tolerancia inicial de 40 ppm para ions precursores.

Os resultados foram filtrados utilizando o modulo Search Engine Processor do PL
(SEPro) (CARVALHO et al., 2012). As identificacGes foram agrupadas pelo estado de carga
(+2 e > +3) e pelo numero de extremidades clivadas pela enzima (triptico e semi-triptico),
resultando em quatro subgrupos distintos. Para cada resultado, os escores de cada métrica
(XCorr, DeltaCN e ZScore) foram usados para gerar um discriminador Bayesiano, aceitando
1% de falsas descobertas (False Discovery Rate, FDR), estimadas pelo numero de
identificaches de sequéncias do banco reverso. Sequéncias com menos de 6 residuos de
aminoacidos foram excluidas da andlise. Os resultados foram adicionalmente filtrados para
aceitar apenas PSMs com erro de massa inferior a 5 ppm. Proteinas identificadas por um Unico
espectro (1 hit wonder) com XCorr abaixo de dois foram excluidas. Este altimo filtro levou a
um FDR global da analise de 1% (BARBOZA et al., 2011). Finalmente, as proteinas foram
agrupadas de acordo com a maxima parciménia (ZHANG; CHAMBERS; TABB, 2007).
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A quantificacdo dos peptideos foi realizada usando 0 modulo XIC Extractor do mddulo
SEProQ do PatternLab. O XIC (extracted ion chromatograms) integra a corrente iénica de cada
peptideo durante a eluicdo cromatogréafica. O programa descartou XICs com menos de trés
leituras de MS1. Em seguida, os dados foram normalizados de acordo com o Normalized lon
Abundance Factor (NIAF) (SANTANA et al., 2015). O NIAF é uma adaptacdo do Normalized
Spectral Abundance Factor (NSAF). O Normalized Abundance Factor (NAF) de uma
determinada proteina é calculado pelo somatdrio dos spectral counts dos peptideos desta
proteina dividido pelo nimero de aminoacidos da mesma proteina. O NSAF de uma proteina é
obtido dividindo o NAF da respectiva proteina pelo somatdrio dos NAFs de todas as proteinas
identificadas (ZYBAILOV et al., 2006). O NIAF utiliza o XIC ao invés do spectral counting
como medida quantitativa. Esta analise € uma quantificacdo que estima os valores proximos

dos valores absolutos de cada proteina presente na amostra.

3.10.9 Busca de Dominios, Predicdo de Estrutura, Andlise de Homologia, Ortologia e
Identidade

A homologia indica que diferentes genes de espécies diferentes possuem um ancestral
em comum e pode ser verificado pela sequéncia de DNA comum. Esta andlise foi realizada
utilizando a ferramenta Protein Blast (BlastP) (ALTSCHUL et al., 1990), disponivel no
website: https://blast.nchi.nlm.nih.gov. Os genes com e-value menor do que 1 x 10 foram
considerados homologos.

A ortologia indica que genes de espécies diferentes possuem um ancestral em comum e
codificam proteinas com mesmas funcdes e propriedades. Neste caso, esta informacdo foi
verificada no OrthoMCL database (versdo 5), incluso no EuPathDB - eukaryotic pathogen
database resources (AURRECOECHEA et al., 2013).

Os dominios foram identificados com as ferramentas Protein Blast (BlastP)
(ALTSCHUL et al., 1990) e hmmscan (FINN et al., 2015). A hmmscan estd disponivel no
website EBI web server (http://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/) e foram utilizados os bancos de
dados Pfam, TIGRFAM, Gene3C, Superfamily e PIRSF.

A sequéncia de aminoacidos foi utilizada para predizer a estrutura da proteina com a
ferramenta Phyre2 (KELLEY et al., 2015), para verificar se h& proteinas com estrutura

semelhante.
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O alinhamento e a identidade entre sequéncias génicas foram analisados com o software
Clustal Omega (SIEVERS et al, 2011), disponivel no EBI web server
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

3.10.10 Conjugacéo dos Nanobodies a Alexa Fluor 488 5-SDP

Ap0s a expressao e purificacdo dos nanobodies da fracdo periplasmética, os nanobodies
foram concentrados e dialisados com tampé&o carbonato 100 mM pH 9,0 utilizando Amicon
Ultra Centrifugal Filter (Merck Milipore), com membrana NMWL de 10 kDa. Posteriormente,
a quantidade de 200 pg foi separada e o volume foi ajustado para 40 pL com tampéo carbonato
100 mM pH 9,0. A quantidade de 40 pg de Alexa Fluor 5-SDP foi dissolvida em 4 uL de DMSO
e adicionado lentamente ao nanobody. A reacdo foi incubada por 2 horas, a temperatura
ambiente com 50 rpm de agitacao e protegido da luz. Apoés este periodo, foram adicionados 2
pL de NH4Cl 50 mM e incubado por 1 hora, em temperatura ambiente com 50 rpm de agitacéo
e protegido da luz. O fluor6foro que ndo ligou aos nanobodies foi removido por dialise em PBS
com a membrana SnakeSkin Dialysis Tubing com limite de exclusdo de 10 kDa (Thermo
Scientific). Apo6s a dialise, os nanobodies conjugados ao fluoréforo foram recolhidos e

armazenados a -20 °C.
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4 RESULTADOS

4.1 SILENCIAMENTO DA EXPRESSAO DE SUB2 NAO ALTERA A TAXA DE TRANSCRICAO

4.1.2 Andlise da Taxa de Transcricdo por Citometria de Fluxo: Adaptacdo do Método,

Estratégias e Critérios de Analise do Ensaio

A metodologia de transcricao in vitro, também conhecida como Run-on, foi descrita por
Ullu e Tschudi (1990) para T. brucei. O protocolo foi padronizado utilizando o nucleotideo
radioativo a-[*P]JUTP, que é incorporado ao RNA durante o processo de transcricdo em células
previamente permeabilizadas com L-a-Lysophosphatidylcholine (LPC). Nas condigdes
estabelecidas, os parasitas mantém principalmente a sintese do SL RNA e de RNAm, que sdo
transcritos pela RNA polimerase 1. Para adaptar o protocolo para a analise por citometria de
fluxo, inicialmente verificamos qual seria a melhor concentracdo do detergente L-o-
Lysophosphatidylcholine (LPC) (100, 250, 500, 750 e 1000 pug/mL) e o tempo de tratamento,
por 1 ou 2 minutos (dados ndo mostrados). Consideramos a concentracdo de 250 pg/mL LPC
por 2 minutos a mais indicada para permeabilizar a membrana nuclear e celular, mantendo a
maquinaria de transcricdo funcional. Apos a permeabilizacdo dos parasitas, a incorporacao dos
nucleotideos foi realizada como descrito anteriormente (ULLU; TSCHUDI, 1990), mas
substituindo o a-[*?PJUTP por Br-UTP (5-Bromouridine 5 -Triphosphate). Para a deteccdo do
RNA nascente por citometria de fluxo, os parasitas foram lavados com tampéao A, fixados com
paraformaldeido 4%, lavados com PBS, bloqueados e permeabilizados com tampdo B
(BSA2%/saponina 1%/PBS). A lavagem com PBS e o tamp&o B foram padronizados de modo
que as células fixadas permanecam em solucdo sem aglomerar, o que possibilita a marcacdo do
Br-UTP com o anticorpo anti-BrdUTP e, em seguida, com anticorpo secundario conjugado a
um fluoréforo. Ambos os anticorpos foram diluidos em tampéo B. Juntamente com o anticorpo
secundario, foi adicionado 2 pg/uL DAPI (4', 6-Diamidino-2-fenilindol). Acredita-se que o
DAPI se ligue ao sulco menor do DNA dupla fita, interagindo preferencialmente com
sequéncias A-T. Este fluor6foro também pode intercalar com outras sequéncias de DNA ou
com RNA dupla fita, emitindo menos fluorescéncia (KAPUSCINSKI, 1995). Por isto, 0s
parasitas foram tratados com 700U/L de RNAse A, enzima que cliva as ligagGes fosfodiester
do RNA (CUCHILLO; NOGUES; RAINES, 2011; RAINES, 1998) e degrada 0 RNA de dupla
fita (LIBONATI; SORRENTINO, 2001), eliminando o sinal da interacdo do DAPI com 0 RNA
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de dupla fita. Consequentemente, o tratamento com RNAse A otimizou a marcacdo definida
com DAPI, melhorando a analise do perfil do ciclo celular. Esse tratamento ndo alterou a
deteccdo do Br-UTP, devido ao cross-linking entre as diferentes moléculas da célula realizado
com paraformaldeido anteriormente.

Os dados de cada amostra, referentes a 20000 eventos da populacdo celular, foram
adquiridos no citbmetro FACSCanto 1l e analisados no programa FlowJo v10.1. Para analisar
os dados, primeiramente, uma populacdo de células foi selecionada com os parametros FSC
(Forward Scatter) vs. SSC (Side Scatter) e chamada de “T. brucei” (Figura 4.1A). Desta
populacdo, foi selecionada uma sub-populacdo sem agregados de células utilizando os
parametros DAPI-A vs. DAPI-W (NUNEZ, 2001), definida como “T. brucei isolados” (Figura
4.1B). A partir desta populacdo celular, foram realizadas duas analises: Transcri¢do in vitro
(Figura 4.1C), referente a quantidade de RNA nascente; e ciclo celular (Figura 4.1D), para

determinar as fases do ciclo celular simultaneamente a analise do RNA nascente.
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Figura 4.1 - Representacao da estratégia de analise da metodologia de transcricéo in vitro
por citometria de fluxo. (A) Selecdo dos parasitas T. brucei. (B) sele¢do dos parasitas isolados,
sem aglomerados celulares. (C) Anélise da taxa de transcri¢do. (D) Analise do ciclo celular. O
experimento foi realizado no FACSCantoll (Becton-Dickinson, San-Jose, USA) e os dados
foram analisados no software FlowJo v10.1.
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Para validar a especificidade do ensaio, a amostra controle sem nucleotideos
(Controle_sem nucleotideos), de cada experimento, foi utilizada para estabelecer o que
corresponderia ao ruido da metodologia. Na Figura 4.1 esta representada a analise dos dados
utilizando a amostra Controle_sem nucleotideos, que passou pelos mesmos procedimentos que
as outras, porém néo foi adicionado nenhum nucleotideo durante o processo de transcrigéo in
vitro. Esta amostra foi utilizada como controle negativo e estabelecido que 5 % desta amostra
seria considerada positiva (Run-on +) para determinar a linha de corte, ou seja, o processo de
transcricao serd considerado positivo quando a intensidade de fluorescéncia for maior do que
esta linha de corte. A mesma analise foi aplicada para as diferentes amostras dos experimentos.
A estratégia descrita seleciona somente 0s parasitas e exclui os restos celulares e os agregados
de células. Dados semelhantes podem ser obtidos utilizando outras combinagdes de pardmetros
e populacdes.

Apds a padronizacao e a definicdo da andlise, trés experimentos independentes foram
realizados para verificar a reprodutibilidade e validar a metodologia. O desenho experimental
consiste em avaliar a transcricdo na auséncia (transcricdo normal — Run-on) e na presenca de
75 ug/mL de alfa-amanitina (transcricdo inibida — controle_alfa-amanitina), droga que inibe as
diferentes RNA polimerases de acordo com a concentracdo. Neste trabalho foi utilizada a
concentracdo de 75 pg/mL que inibe especificamente a RNA polimerase 11 (CAMPBELL,
THOMAS; STURM, 2003; GUNZL et al., 1997; LAIRD et al., 1985).

Nestes experimentos, além das amostras com a transcricdo normal e inibida, foram
feitos os controles: sem nenhum anticorpo (Controle_sem anticorpo), somente com o anticorpo
secundario (Controle_secundario), sem nucleotideos (Controle_sem nucleotideos) e com UTP
em vez de Br-UTP (Controle_UTP). A Figura 4.2 representa os resultados obtidos por
citometria de fluxo de um dos experimentos. Os resultados mostram que a metodologia é
eficiente para detectar as células transcricionalmente ativas, comparando com as células que
tiveram o processo de transcri¢do inibido (Figura 4.2A e B). Os dados dos trés experimentos
estdo representados como média e desvio padrdo na Figura 4.2C. A partir destes dados, foi
realizado a analise estatistica utilizado o teste ANOVA e compara¢do multipla de Tukey e a
amostra Run-on é estatisticamente diferente de todos os controles utilizados (***: P < 0,001).

Os dados numéricos dos 3 experimentos estdo representados na Tabela 4.1: valor da
média da porcentagem de células “Run-on +”, da mediana da intensidade de fluorescéncia e da

razdo da mediana da intensidade de fluorescéncia em relagdo a amostra Controle_Sem
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nucleotideos. Nas trés analises, observa-se que os valores da amostra Run-on sao

significativamente maiores do que as outras amostras.
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Figura 4.2 — Ensaio de transcricéo in vitro e andlise por citometria de fluxo. (A) Controles
do experimento. A gate para quantificar as células com RNA nascente foi delimitada a partir da
amostra preparada sem nucleotideos (Controle_sem nucleotideos). (B) RNA nascente foi
detectado em torno de 70 % das células na amostra chamada de Run-on. Alfa-amanitina (75
pg/mL) foi utilizada como controle para inibir a atividade da RNA polimerase 11 (Controle_alfa
amanitina). O experimento foi realizado no FACSCantoll (Becton-Dickinson, San-Jose, USA)
e os dados foram analisados no software FlowJo v10.1. (C) Andlise estatistica do ensaio,
considerando a média de 3 experimentos independes. Os dados foram analisados utilizando

ANOVA e comparagao multipla de Tukey. ***: P < 0,001.

Tabela 4.1 - Dados numeéricos obtidos das andlises por citometria de fluxo (média de
3 experimentos independentes).

Médiada Média amostra/

Desvio ) _
Amostra % Run-on + intensidade  controle_sem
padrao _
do sinal nucleotideos
Controle_sem anticorpo 0.00 0 51.90 0.08
Controle_Sem nucleotideos 5.02 0.03 658.67 1.00
Controle_UTP 14.63 4.73 915.33 1.39
Controle_secundario 1.29 0.62 538.67 0.82
Controle_alfa amanitina 15.47 4.21 934.33 1.42
Run-on 74.03 2.94 4456.33 6.77

Fonte: a autora.
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Os dados indicam que 74,03 % + 2,94 (média £ SD) dos parasitas, em fase exponencial
de crescimento, estdo transcrevendo RNA pela RNA polimerase II. O tratamento com a-
amanitina reduziu para 15,47 % + 4,20 (média = SD) a frequéncia de células com atividade da
RNA polimerase 1l. Comparando com os controles, também se observa a especificidade dos
reagentes. Com bases nestes resultados, podemos concluir que o Br-UTP € incorporado ao
RNAm e o anticorpo anti-Bromo reconhece especificamente esta molécula, pois a concentracéo
da droga a-amanitina utilizada inibe a sintese de RNAm pela RNA polimerase II.

Devido a disponibilidade de outros equipamentos para quantificar a fluorescéncia de
moléculas, decidimos avaliar o protocolo estabelecido por sistema de imagem de alta
performance (high-content imaging system). Para isto, as mesmas amostras foram depositas em
placa de 96 pocos e as imagens foram adquiridas no plano focal do nucleo celular, baseado no
sinal do DAPI. Posteriormente, ao analisar as imagens, os ntcleos celulares foram selecionados,
excluindo fragmentos e aglomerados celulares. Foi analisada a intensidade de fluorescéncia
referente a0 RNA nascente dos nlcleos celulares e a porcentagem de células positivas acima
do ruido da metodologia. O ruido foi definido baseado na fluorescéncia da amostra controle
sem nucleotideo (Controle_sem nucleotideos), como na analise por citometria de fluxo. A
estratégia da analise esta representa na Figura 4.3 para as amostras Controle_sem nucleotideos
(Figura 4.3A) e Run-on (Figura 4.3B).

..

Figura 4.3 - Representacdo da estratégia de analise por sistema de imagem de alta
performance. (A) amostra Controle_sem nucleotideos. (B) Amostra Run-on. (a) Imagem
adquirida no PerkinElmer Operetta high-content imaging system. DNA corado com DAPI
(azul) e RNA nascente detectado com anticorpo anti-bromo e anticorpo secundario anti-1gG de
camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (verde). (b) identificacdo dos nucleos (linhas
coloridas) com o algoritmo “Find nucleus” (método C) com o sinal do DAPI. (c¢) Nucleos
selecionados, excluindo os nucleos das bordas da imagem (ndo ha ndcleos nas bordas desta
imagem). (d) A partir dos nucleos selecionados em (c), os nucleos isolados foram selecionados
utilizando critérios de morfologia. (e) A partir dos nucleos isolados, foram identificados os
nucleos com RNA nascente com o sinal de Alexa Fluor 488. Nas imagens (c), (d) e (e), as
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marcacgdes em vermelho indicam que o evento foi excluido e as marcacfes em verde foram
selecionadas. As imagens foram adquiridas no PerkinElmer Operetta high-content imaging
system e analisadas no software Harmony 3.5.

As imagens obtidas permitem visualizar a localizacédo e o sinal dos fluoréforos (Figura
4.4). Na amostra Run-on (Figura 4.4A), observa-se que 0 RNA nascente esta presente no nlcleo
da célula, colocalizando com a marcacdo do DNA nuclear, ambos os sinais com alta
intensidade. A amostra Controle_alfa-amanitina (Figura 4.4B) mostra que o tratamento inibe a
transcricao realizada pela RNA polimerase I, pois 75 pg/mL de alfa-amanitina inibe a atividade
desta enzima (CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003; GUNZL et al., 1997; LAIRD et al.,
1985), indicando a especificidade do método para a marcacao e deteccdo de RNA mensageiro.

A
RNA nascente Merge

Figura 4.4 - Localizacdo nuclear do RNA nascente visualizado por sistema de imagem de
alta performance. (A) Amotras Run-on com RNA nascente localizado na regido do ndcleo.
(B) amostra tratada com 75 pg/mL a-amanitina, para inibir a atividade da RNA polimerase II.
RNA nascente detectado com anticorpo anti-bromo e anticorpo secundario anti-lgG
camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (verde) e DNA corado com DAPI (azul). As imagens
foram adquiridas no PerkinElmer Operetta high-content imaging system. Barra: 10 pum.

Run-on

a-amanitina

Dois experimentos independentes foram analisados pelo sistema de imagem de alta

performance e a porcentagem de células com RNA nascente detectado é semelhante a
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porcentagem obtida por citometria de fluxo, também com significancia estatistica (P < 0.001)
e reprodutibilidade altas, como observado no grafico (Figura 4.5).

80+
E= Controle_sem anticorpos

E= Controle_secundario

E= Controle_sem nucleotideos
[ Controle_UTP
Controle_alfa amanitina
Run on

% Run-on positivo

Figura 4.5 — Andlise estatistica dos dados de transcric¢do in vitro obtidos por sistema de
imagem de alta performance. As imagens foram adquiridas no PerkinElmer Operetta high-
content imaging system e analisadas no software Harmony 3.5. Andlise estatistica do ensaio,
considerando a média de 2 experimentos independes, utilizando ANOVA e compara¢do
maltipla de Tukey. ***: P <0,001.

A partir da metodologia estabelecida para ensaios de transcricdo em células
permeabilizadas associada a analise por citometria de fluxo, foi possivel também estabelecer a
andlise de ciclo celular, ampliando a possibilidade de uma analise multiparamétrica para
tripanossomatideos. Neste caso, 0 DNA foi quantificado a partir da aquisicdo do sinal de
fluorescéncia do DAPI, simultaneamente a aquisicdo da fluorescéncia referente ao RNA
nascente (Alexa Fluor 488). A estratégia de analise dos dados para obter o perfil do ciclo celular
da amostra esta representada na Figura 4.1.

Para validar o ensaio de ciclo celular com DAPI, o resultado da amostra Run-on foi
comparado com a coloracdo do DNA com iodeto de propideo (P1), que é normalmente utilizada
nos ensaios de ciclo celular. Neste caso, a amostra seguiu as etapas iniciais do protocolo de
transcrigdo in vitro, porém apdés a incubacdo com Br-UTP, a amostra foi suspendida em PBS e
incubada com 0 mesmo volume de solucdo de iodeto de propideo 2X. Posteriormente, o dado
foi adquirido por citometria de fluxo, as células isoladas foram selecionadas nos parametros PI-
A vs. PI-W e definido o perfil do ciclo celular destas células.

O histograma das amostras coradas com DAPI (Figura 4.6A) e Pl (Figura 4.6B) foi

analisado com o0 modelo de Watson para definir as fases do ciclo celular (G1, S e G2/M). Trés
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amostras independentes foram analisadas em cada protocolo e a Figura 4.6C mostra a média da

porcentagem de células em cada fase do ciclo celular.
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0 S0K 100K 150K 200K250K 0 SO0K 100K 150K 200K250K
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30-

% de parasitas

DAPI lodeto de propidec

Figura 4.6 - Validacdo da coloragdo com DAPI para andlise de ciclo celular com o
protocolo de transcricdo in vitro. Histograma representativo das amostras coradas com DAPI
(A) e iodeto de propideo (B) com o modelo de Watson (linha rosa). A quantidade de
fluorescéncia esta diretamente relacionada a quantidade de DNA, sendo que 40K (roxo)
corresponde a fase G1, 80K (verde) corresponde a G2 e a populagéo intermediaria (amarelo), a
fase S. Os dados foram adquiridos no citbmetro FACSCantoll (Becton-Dickinson, San-Jose,
USA) e analisados no software FlowJo v10.1. (C) Frequéncia das células (média + SD) nas
fases G1, S, G2/M de trés experimentos independentes.

Ambas colorac@es apresentaram resultados semelhantes. Como esperado, parasitas na
fase G1 e S do ciclo celular sdo predominantes na populacdo de parasitas em fase exponencial
de crescimento.

A Tabela 4.2 mostra os dados numéricos das duas metodologias, representados pela
média e desvio padrdo de trés experimentos independentes. Todos os parametros analisados
possuem baixo desvio padrdo (SD), indicando reprodutibilidade entre os experimentos
realizados. Além disso, ambas metodologias apresentam valor proximo a 2 para a razdo do pico
de G2 em relacdo ao pico de G1 (G2/G1 MFI: razéo da média da intensidade de fluorescéncia
da populacdo G2 em relagdo a G1 na Tabela 4.2), indicando a estequiometria e linearidade dos

corantes. O coeficiente de variacao da fluorescéncia de G1 (CV de G1 na Tabela 4.2), indicativo
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da acurécia do método, também é similar nos dois casos. Portanto, a coloracdo com DAPI

apresenta resultados semelhantes a coloracdo com PI, nas condicGes descritas.

Tabela 4.2 - Dados numéricos do ciclo celular das amostras
coradas com DAPI e PI

DAPI Pl

% G1 49.77 + 6.66 54.17 +11.35
%S 30.5+ 6.69 31.63 +9.88
% G2 16.9 +0.75 13.17+1.16
G1 MFI 45356 + 6137 47409 +844
G2 MFI 89916 + 12642 93105 + 2727
G2/G1 MFI 1.98 £0.03 1.96 £ 0.03
CVde Gl 10.60 +£1.41 9.49 + 2.67
CV de G2 9.25+2.64 7.28 +1.89

Fonte: a autora.

A citometria de fluxo permite adquirir simultaneamente diferentes informacbes da
mesma populacdo de células. Portanto, a citometria de fluxo permitiu adquirir os dados
referentes a transcri¢do in vitro e ao ciclo celular no mesmo experimento. Neste caso, obtivemos
a taxa de transcricdo in vitro (Figura 4.7A) e o perfil do ciclo celular (Figura 4.7B) da mesma
amostra. Como os dois dados foram adquiridos simultaneamente, € possivel representar os dois
parametros no mesmo grafico (Figura 4.7C), podendo concluir que a populacdo celular sem
transcrigdo ativa (“Run-on -”, baixo sinal no eixo Y) esta predominantemente na fase G1 do
ciclo celular (baixo sinal no eixo X). Este resultado também pode ser representado como na
Figura 4.7D, ao analisar o ciclo celular das subpopulagdes “Run-on -”’e “Run-on +” (Figura
4.7A), comparando com a populacao total.

Esta analise mostra que as células transcricionalmente ativas (Run-on +) estdo
distribuidas nas trés fases do ciclo celular, enquanto que a maioria das células sem atividade
transcricional (Run-on -) estdo na fase G1 do ciclo. A metodologia e os dados obtidos nédo
permitem explorar a relacdo bioldgica entre a fase G1 do ciclo celular e auséncia da atividade

transcricional. Outros estudos sdo necessarios para investigar esta relacao.
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Figura 4.7 - Andlise simultanea do ciclo celular e da transcricdo em células
permeabilizadas. (A) A populacédo total foi subdividida em “Run-on +” ¢ “Run-on -”. (B)
Perfil do ciclo celular de toda a populacéo representada em (A). (C) Representacdo da taxa de
transcricao e do ciclo celular da populacao total, representada em A. (D) Perfil do ciclo celular
da populacéo total (vermelho), Run on— (azul) e Run on+ (laranja).

Devido as caracteristicas da metodologia descrita e a capacidade de a citometria de fluxo
analisar diversos parametros simultaneamente, acreditamos que outros anticorpos podem ser

adicionados para analisar a expressao das proteinas de interesse simultaneamente.

4.1.2 Andlise da Taxa de Transcri¢cdo apds o Silenciamento de Sub2

Anteriormente, demonstramos que o silenciamento de Sub2 retém o RNAm no nucleo
(SERPELONI et al., 2011b), acumula o SL RNA e diminui a estrutura em Y, subproduto do
trans splicing (HIRAIWA, 2012), ap6s 48 e 36 horas de inducdo do silenciamento,
respectivamente. Além disso, verificamos que o SL RNA esta metilado e poderia ser utilizado
para 0 processamento do pré-RNAm por trans splicing, portanto, o acimulo de SL RNA nao
foi devido a defeitos no seu processamento (HIRAIWA, 2012). Baseado nestes dados,
decidimos avaliar se 0 acumulo do SL RNA, causado pelo silenciamento de Sub2, poderia ser

devido ao bloqueio da transcri¢cdo de pré-RNAm. Para isto, o silenciamento da expresséo da
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proteina foi induzido por RNAIi durante 48 horas de cultivo da cepa TbSub2-RNAI
(SERPELONI et al., 2011b), antes de realizar a metodologia de transcri¢do in vitro. Esta
amostra, denominada de RNA. | (transcrigdo in vitro apos a inducdo do RNAI), foi comparada
com a amostra sem a inducdo do RNAI, denominada de RNAI NI (transcri¢do in vitro sem a
inducdo do RNAI). Além disso, como controle, foram analisadas as amostras tratadas com
sinefungina, droga que inibe o processamento do RNAmM em tripanossomatideos, por 4
(sinefungina_4 minutos) ou 15 minutos (sinefungina_15 minutos) antes da etapa de
incorporacdo dos nucleotideos descrita na metodologia de transcri¢do in vitro. Como 0 processo
de transcricao foi previamente padronizado sem o intervalo de 15 minutos, adicionado devido
ao tratamento com sinefungina, as amostras RNAI 1_15 minutos e RNAIi NI_15 minutos foram
adicionadas para verificar se a transcrigdo permaneceria funcional com a adi¢do de 15 minutos
de incubacdo em tampao de transcri¢do antes da incorporagdo dos nucleotideos.

Foram realizados trés experimentos de forma independente e analisados como descrito
anteriormente. Os gréficos de um experimento estdo representados na Figura 4.8. A médiae o

desvio padrdo obtido dos experimentos foram plotados no grafico da Figura 4.9.
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Figura 4.8 — Analise da taxa de transcricdo in vitro, por citometria de fluxo, ap6s o
silenciamento de Sub2 de T. brucei. Gréaficos representativos de 3 experimentos
independentes para avaliar se Sub2 esté relacionada com o processo de transcricdo em T. brucei.
(A) Controles do experimento. A gate para quantificar as células com RNA nascente foi
delimitada a partir da amostra preparada sem nucleotideos (Controle_sem nucleotideos). (B)
RNA nascente das amostras sem a inducdo do RNAI. (C) RNA nascente das amostras com
inducdo do RNAI, comparado com a amostra RNAi NI. Alfa-amanitina (75 pg/mL) e
sinefungina (1 pg/mL) foram utilizadas como controle para inibir a atividade da RNA
polimerase Il e do processamento do RNA por trans splicing, respectivamente. Os dados foram
adquiridos no citbmetro FACSCantoll (Becton-Dickinson, San-Jose, USA) e analisados no

software FlowJo v10.1
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Figura 4.9 - O silenciamento de Sub2 de T. brucei néo altera a taxa de transcricdo. Analise estatistica do ensaio realizado por citometria de
fluxo, considerando a média de 3 experimentos independentes. Os dados foram obtidos no FACSCantoll (Becton-Dickinson, San-Jose, USA) e
analisados no software FlowJo v10.0.7. A analise estatistica foi realizada com ANOVA e comparagdo multipla de Tukey. *: P <0.05; **: P <0.01;
**% P <0.001.
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Para confirmar os dados obtidos por citometria de fluxo, dois experimentos
independentes foram analisados pelo sistema de imagem de alta performance e estdo
representados na Figura 4.10. O terceiro experimento foi excluido das anélises devido ao baixo

numero de células isoladas detectadas nos campos analisados.
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Figura 4.10 - O silenciamento de Sub2 de T. brucei ndo altera a taxa de transcri¢do. Analise estatistica do ensaio realizado por sistema de
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Os dados de RNA nascente obtidos com os dois sistemas de analise s&o muito
semelhantes, com significancia estatistica e reprodutibilidade altas, como demonstrado nos
graficos. A amostra com RNAI de Sub2 induzido e tratada com sinefungina por 4 minutos
(RNAI |_sinefungina) apresenta uma variagao estatistica entre os dados adquiridos pelos dois
sistemas (Figura 4.9B e 4.10B), sendo significativamente diferente das amostras controles
RNAI_NI e Controle_sinefungina (4 e 15 minutos) nos dados de citometria de fluxo. Porém
estas amostras controles apresentam menor diferenga estatistica com a amostra com RNAI de
Sub2 induzido e tratada com sinefungina por 15 minutos (RNAI I_sinefungina_15 min). A
reducdo da taxa de transcricdo da amostra RNAI |_sinefungina (4 minutos com a droga)
provavelmente ndo é devido ao efeito da droga, pois a amostra RNAi |_sinefungina_15 min foi
incubada com a droga por um periodo maior e ndo teve o efeito semelhante ou acentuado.
Possivelmente, esta alteracdo na taxa de transcrigdo foi devido a um efeito inespecifico durante
a laboriosa metodologia de transcri¢do in vitro.

A partir destas analises, observa-se que o silenciamento da proteina Sub2 (RNAI I ou
RNAI |_15minutos) ndo altera a taxa de transcricdo de forma estatisticamente significativa,
sendo que o efeito causado pela deplecdo de Sub2 é semelhante as amostras sem 0
silenciamento da expressdo da proteina (RNAI NI, RNAi NI_15 minutos) e das amostras
tratadas com sinefungina, inibidor do trans splicing. Estas amostras sdo estatisticamente
diferentes das amostras Controle_sem nucleotideos, Controle _UTP, Controle_secundarios e
RNAI |_alfa amanitina.

As imagens obtidas com sistema de imagem de alta performance permitem visualizar a
localizacdo e o sinal dos fluor6foros correspondentes a proteina Sub2 e ao RNA nascente
(Figura 4.11A). Na amostra RNAI NI, a proteina Sub2 e o RNA nascente estdo presentes no
nacleo da célula. Na amostra RNA. |, a intensidade da fluorescéncia corresponde a Sub2 é
inferior a da amostra RNAi NI, como pode ser visualizado na foto (Figura 4.11A) e nos graficos
(Figura 4. 11B), porém o RNA nascente continua sendo detectado com intensidade semelhante
nas duas amostras. Outra observacao foi que o tratamento com sinefungina ndo altera a deteccao
do RNA nascente, porém o tratamento com a-amanitina diminui a detec¢cdo do RNA nascente.

A expressdao de Sub2 também foi quantificada simultaneamente a analise de RNA

nascente por citometria de fluxo. Como pode ser observado na Figura 4.11C, a quantidade de
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proteina Sub2 diminuiu apos a inducdo do RNAIi (RNAI 1), comparada com a amostra sem

induzir silenciamento (RNAI NI).

A Controle Controle
Sinefungina ee RNAi NI RNAi |
h o amanitina
15 min

.... h
.... -

RNA
nascente

B ™ C
— RNAI NI 4004
= — RNAI 1
S 401 300
= -
g g
b S 200
= 20— 1
s
100
0 0

Intensidade de fluorescéncia

Intensidade de fluorescéncia

Figura 4.11 - Localizacdo nuclear da proteina Sub2 e do RNA nascente. (A) Imagem das
amostras adquiridas no PerkinEImer Operetta high-content imaging system. Barra: 10 um. (B
e C) Quantificacdo da expressdo de Sub2 nas amostras RNAI NI e RNAI I. Os dados foram
obtidos simultaneamente ao ensaio de transcricdo in vitro por sistema de imagem de alta
performance (B) e citometria de fluxo (C).

Além da atividade transcricional, o ciclo celular também foi analisado simultaneamente
por citometria de fluxo (Apéndice B), sendo que o silenciamento de Sub2 também néo altera

de forma significativa a porcentagem de células em cada fase do ciclo neste periodo analisado,
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portanto o silenciamento de Sub2 apds 48 horas ndo altera o perfil do ciclo celular,
corroborando o resultado descrito anteriormente, utilizando o protocolo classico com iodeto de
propideo (SERPELONI et al., 2011b).

Concluindo, os dados indicam que apesar de Sub2 ser essencial para a sobrevivéncia do
parasita, a proteina ndo esta relacionada com a maquinaria de transcri¢éo e regulacdo do ciclo
celular. O efeito letal causado pelo silenciamento deve ser, principalmente, devido ao bloqueio
do trans splicing (HIRAIWA, 2012) e da exportacdo do RNAm (SERPELONI et al., 2011b).

4.2 PROTEINAS QUE PERTENCEM AO MESMO COMPLEXO PROTEICO QUE SUB2 SAO CONSERVADAS

APENAS EM KINETOPLASTIDEOS

Antes de descrever os resultados desta etapa, € necessario relatar que diversos
protocolos de lise, cromatografia de exclusdo de tamanho e imunoprecipitacdo foram realizados
com parasitas expressando a proteina Sub2 fusionada a etiqueta PTP [TbSub2-PTP
(HIRAIWA, 2012)] e GFP [ThSub2-GFP (Apéndice D)], ambas etiquetas na regido C-terminal.
Diferentes tampdes e condicOes de lise foram testadas e alguns testes foram realizados com
cross linking por formaldeido. Os resultados de cromatografia indicavam que a proteina
permanecia em complexo em algumas condic¢des. Portanto, tentamos enriquecer 0 complexo
proteico de Sub2 por imunoprecipitagdo, com previa separagdo por cromatografia ou ndo. Duas
formas de analisar a eficiéncia do protocolo de imunoprecipitacdo foram aplicadas. Uma delas
era verificar se a proteina Sub2 estava enriquecida e se era possivel observar a presenca de
algumas proteinas a mais na amostra da imunoprecipitacdo de Sub2 em relacdo ao controle em
gel SDS-PAGE corado com prata. Dificilmente, observa-se proteinas especificas na amostra da
imunoprecipitagdo de Sub2. Por isso, algumas amostras foram analisadas por protedmica, a
segunda forma de analise. Ap06s o processamento dos dados de protedbmica, quando a proteina
Sub2 néo era a proteina mais abundante, concluiamos que as condi¢fes do ensaio ndo estavam
adequadas para imunoprecipitar o complexo proteico. Em alguns casos, a proteina Sub2 era a
mais representada, porém poucas proteinas eram identificadas ou as proteinas ndo possuiam
fungdes relacionadas, indicando que o complexo ainda ndo estava estavel nas condicGes
testadas e que as proteinas identificadas deveriam ter permanecido nas amostras devido a
interacOes inespecificas.

Os ensaios de imunoprecipitagdo com proteinas fusionadas a etiquetas geralmente sdo

mais eficientes do que soros policlonais para evitar interagdes inespecificas. Entretanto, devido
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a auséncia de resultados conclusivos com a proteina Sub2 fusionada a etiquetas na regido C-
terminal, acreditamos que a etiqueta estava desestabilizando as intera¢cdes durante 0s ensaios
de imunoprecipitacdo. Por isso, optamos por obter linhagens de parasita expressando a proteina
Sub2 fusionada a etiqueta PTP na regido N- terminal (TbSub2-PTP-N) para os ensaios de
imunoprecipitacdo e, com base nos mesmos critérios descritos acima, obtivemos resultados

conclusivos com esta linhagem.

4.2.1 Construcdo da Linhagem TbSub2-PTP-N

O vetor PN-PURO-PTP (SCHIMANSKI; NGUYEN; GUNZL, 2005) foi modificado
para adicionar a sequéncia que codifica a etiqueta PTP na extremidade 5’ do locus de Sub2. A
etiqueta PTP contém dois dominios de ligagdo a imunoglobulina G (1gG) da proteina A (ProtA)
de Staphylococcus aureus, um sitio de clivagem pela protease do virus etch do tabaco (tobacco
etch virus - TEV) e um epitopo de 12 aminoacidos da proteina C (ProtC) (SCHIMANSKI;
NGUYEN; GUNZL, 2005). Esta combinagdo ProtA-TEV-ProtC permite purificar a proteina
fusionada a etiqueta por duas cromatografias de afinidade utilizando os epitopos proteina A e
proteina C. Neste trabalho foi realizado somente a cromatografia de afinidade utilizando os
dominios da proteina A.

Para obter a construcdo para a fusdo N-terminal em Sub2, a regido correspondente a
extremidade 5’ da regido codificadora de Sub2 foi amplificada utilizando os oligonucleotideos
ThSub2N-F e ThSub2N-R. O produto desta amplificacdo, de 357 nucleotideos, e o vetor PN-
PURO-PTP foram digeridos com as enzimas de restricdo Apal e Notl (Figura 4.12A e B) e
purificados do gel. O produto de PCR e o vetor foram ligados e transformados em bactérias E.
coli DH5a. Os clones foram selecionados por analise de PCR de colbnia utilizando os
oligonucleotideos pN-F e pN-R, que anelam no vetor, adjacente a regido onde Sub2 foi inserido
(Figura 4.12C e D). Destes clones, somente o clone pN-PTP-Sub2-PURO #11 amplificou um
produto com o tamanho esperado de 602 nucleotideos, correspondente a sequéncia da
extremidade 5" de Sub2 (357) flanqueada pelas sequéncias do vetor (245). A orientacdo do gene
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foi analisada por PCR utilizando os oligonucleotideos Sub2N-F e pN-R e Sub2N-R e pN-F e

comprovou-se que Sub2 esta na mesma orientacdo que a etiqueta PTP (Figura 4.12E e F).

pN_R

A B C
M pN pN dig Sub2N-R - /

Sub2N-F _
PN_F—y

2000

1000

650
400

M #6 #7 #8 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #18 #19 #20 #21 B

F pN-Sub2 #11 gDNA B
M 1 2 3 3 3

2000

1000
650
400

Figura 4.12 - Clonagem da regiao 5’ de Sub2 de T. brucei no vetor PN-PURO-PTP. (A)
Produto de PCR da regiao 5 de Sub2 (Sub2-N). (B) Vetor PN-PURO-PTP digerido com as
enzimas de restricdo Apal e Notl (pN dig), comparado com o vetor ndo digerido (pN). (C)
Representacdo do vetor pN-PTP-Sub2-PURO esperado. (D) Andlise dos clones pN-PTP-Sub2-
PURO por PCR de coldnia utilizando os oligonucleotideos pN-F e pN-R. Apds a PCR, espera-
se obter um fragmento de 602 nucleotideos. (E) Representacdo das PCR utilizando os
oligonucleotideos 1 (Sub2N-F e pN-R) e 2 (pN-F e Sub2N-R) e 3 (Sub2N-F e Sub2N-R) para
verificar a insercdo e orientacdo do inserto no clone pN-PTP-Sub2-PURO #11. (F) PCR de
colonia utilizando os oligonucleotideos 1, 2 e 3 e 0 vetor pSub2N-PURO-PTP #11 ou 0 DNA
genémico (gDNA) como molde. B: branco da PCR. M: marcador molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder.
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O plasmideo pN-PTP-Sub2-PURO #11 foi digerido com EcoNl, sitio presente apenas
uma vez no plasmideo e dentro da sequéncia de Sub2. A linearizacdo do plasmideo possibilita
que este integre no l6cus de Sub2 e adicione a sequéncia de PTP ao gene enddgeno. O vetor
linearizado foi transfectado e os parasitas modificados foram selecionados por presséo seletiva
com o antibidtico puromicina.

Foram obtidas 4 populacGes, denominadas de ThSub2-PTP-N #1, #2, #4 e #10. A
expressao da proteina Sub2 fusionada a etiqueta PTP foi analisada por Western blotting e por
microscopia de fluorescéncia indireta utilizando o anticorpo primarios anti-proteina A (Figura
4.13). O soro anti-proteina A reconheceu um polipeptideo de aproximadamente 68 kDa,
correspondente aos 49,22 kDa da proteina Sub2 fusionada aos 18,08 kDa da etiqueta PTP, em
todas as populacdes analisadas. Porém somente as populacdes TbSub2-PTP-N #1 e #2
expressam a proteina localizada no nucleo na maioria das células indicando maior eficiéncia da
transfeccdo e selecdo destes parasitas. Por isso, a populacdo #2 foi selecionada para 0s

experimentos de imunoprecipitacéo.
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Figura 4.13 — Linhagem expressando a proteina Sub2 fusionada a etiqueta PTP na
extremidade N-terminal. (A) Expressdo da proteina TbSub2-PTP nas populacdes
transfectantes foi analisada por Western blotting (A) e por microscopia de imunofluorecéncia
indireta, comparada com T. brucei selvagem (TbWT) (B). Nos dois ensaios foi utilizado o
anticorpo primario anti-proteina A (1:40000). DNA: a marcacdo do material genético foi
realizada com DAPI. DIC: contraste por interferéncia diferencial. As imagens foram adquiridas
por microscopia de imunofluorescéncia.

4.2.2 Purificacdo do Complexo Proteico que Contém Sub2 em T. brucei e Identificacdo das

Proteinas por Espectrometria de Massas

A proteina ort6loga de mamiferos UAP56 foi descrita como um fator do cis splicing
essencial para o processamento do pré-RNAm (FLECKNER et al., 1997) e como um fator de
exportacdo de RNAm (LUO et al., 2001; STRABER; HURT, 2001). Dados do nosso grupo
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mostram que o silenciamento de Sub2 em T. brucei causa o acimulo de SL RNA e diminui a
estrutura em Y, subproduto do trans splicing (HIRAIWA, 2012).

Por isto, decidimos avaliar se Sub2 de tripanossoma estaria associada também com
fatores de processamento do RNAm por trans splicing. Inicialmente, a presenca de complexos
contendo Sub2 foi analisada por cromatografia de exclusdo, utilizando extrato de parasitas
expressando a proteina SmD1, uma das proteinas do core do spliceossomo (GUNZL, 2010;
LUZ AMBROSIO et al., 2009), fusionada a etiqueta PTP na regido C-terminal, chamados de
ThSmD1-PTP (HIRAIWA, 2012; LUZ AMBROSIO et al., 2009). O extrato do parasita foi
separado por cromatografia de exclusdo de tamanho e as fragdes foram coletadas para analisar
o perfil de sedimentacdo dos complexos contendo Sub2 e SmD1-PTP (Figura 4.14). Neste
ensaio, foi utilizado tampdo citrato para preparar o extrato e realizar o fracionamento
cromatografico. Dados do grupo, obtidos em paralelo a este trabalham, indicam que os melhores
resultados para estabilizar o complexo com a proteina Sub2 de T.cruzi sdo obtidos com tamp&es
contendo citrato (INOUE, 2015). Por isso, decidimos testar se 0 mesmo tampdo utilizado para
a imunoprecipitacdo do complexo de Sub2 de T. cruzi seria eficiente para a purificacdo da
proteina de T. brucei. Apo6s a cromatografia e analise por Western blotting do extrato proteico
de T. brucei, a proteina Sub2 foi detectada com maior intensidade nas fracbes 17 a 19, que
correspondem a complexos com massa de 670 kDa aproximadamente, enquanto que a proteina
SmD1 foi detectada com maior intensidade nas fragGes 23 a 25, que correspondem a massas
menores que 440 kDa. O perfil de sedimentacdo obtido por cromatografia indica que as
condicdes utilizadas para extrair as proteinas dos parasitas estabilizam o complexo que contém
a proteina Sub2 enddgena, sem a adicdo de nenhuma etiqueta, e indica que Sub2 e SmD1 estdo
presentes em complexos diferentes, pois a maior parte do complexo que contém Sub2 apresenta

massa molecular diferente do complexo que contém SmD1.
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Figura 4.14 - Separagdo dos complexos proteicos por cromatografia de exclusdo de
tamanho. (A) Cromatograma da separagdo em coluna Superdex 200 10/30 GL (GE
Healthcare). A linha em azul representa a absorbancia em 280 nm, correspondente a
concentracdo de proteina. Em vermelho, estdo representas as fragdes coletadas. (B) As fraces
impares de 13 a 33 foram analisadas por Western blotting, com 0s anticorpos primarios anti-

proteina A (1:40000) e anti-Sub2 (1:600).

Para identificar o complexo proteico de Sub2, realizamos alguns ensaios de
imunoprecipitagdo com a linhagem ThSub2-PTP-N. Apesar de o tampéo citrato manter o
complexo de Sub2 integro, como demonstrado acima, resolvemos testar as imunoprecipitacées
com diferentes tampdes (PBS/Triton X-100 0,05%; PBS/Triton X-100 0,1%; PBS/Chaps 0,1%;
tampado citrato). Nas quatro condicdes testadas, foi visivel o enriquecimento de Sub2-PTP-N
(aproximadamente 70 KkDA) ap6s a imunoprecipitacdo das amostras dos parasitas
transfectantes, comparado com as amostras de parasitas selvagens, controle das

imunoprecipitacdes. (Figura 4.15).
72



130
100

® Sub2-PTP-N

Figura 4.15 — Ensaios de imunoprecipitacdo da proteina Sub2 de T. brucei fusionada a
etiqueta PTP na extremidade N terminal. As imunoprecipita¢cdes foram realizadas com a
resina Dynabeads epoxy M270 (Invitrogen, 14301) ligada ao anticorpo anti-proteina A. O
extrato proteico foi preparado com diferentes tampdes (PBS/Triton X-100 0,05%; PBS/Triton
X-100 0,1%; PBS/Chaps 0,1%; tampdo citrato). Extato de T. brucei selvagem (WT) foi
utilizado como controle. Ap6s a imunoprecipitacdo, o material foi analisado por SDS-PAGE
corado com nitrato de prata. Sub2-PTP possui 70 KDa, aproximadamente. 1. Extrato de T.
brucei selvagem. 2: Extrato de TbSub2-PTP-N. a: tampé&o PBS/Triton X-100 0,05%. b: Tampé&o
PBS/Triton X-100 0,1%. c: Tampao PBS/Chaps 0,1%. d: tamp&o citrato. Pontos vermelhos:
indicam diferencas entre a imunoprecipitacdo de ThSub2-PTP-N e de parasita selvagem. M:
marcador molecular PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (ThermoFisher
Scientific).

Com base no resultado dos testes e destacado na Figura 4.15, o ensaio realizado com
tampdo citrato proporcionou, além do enriquecimento de Sub2, a imunoprecipitacdo de
proteinas presentes apenas na amostra de Sub2-PTP-N, quando comparado com o controle,
confirmando que é melhor condicdo para estabilizar. Para a identificacdo das proteinas por
espectrometria de massas, 3 experimentos independentes foram realizados e cada amostra foi
subdividida em 3, totalizando 9 réplicas. Estas réplicas foram submetidas a cromatografia
liquida seguida de espectrometria de massas (LC/MS/MS). Os dados foram processados e as
proteinas foram selecionadas de acordo com os seguintes critérios: proteinas presentes somente
na amostra TbSub2-PTP-N, com no minimo trés espectros MS1, dois peptideos no MS2 e
presente em pelo menos 2 réplicas diferentes. A tabela com as proteinas selecionadas continha
algumas proteinas das subunidades ribossomais e proteinas hot spot de retrotransposon (RHS)

(Apéndice E). Como sdo proteinas abundantes, podem ter sido co-purificadas de forma
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inespecifica e, por isso, foram excluidas dos dados e focamos as andlises em proteinas

relacionadas com outras funcgdes. O resultado esta representado na Tabela 4.3.

Tabelad.3 - Proteinas identificadas por espectrometria de massas apdés a
imunoprecipitacdo do complexo contendo a proteina TbhSub2-PTP-N. (T. brucei ID e
Descrigdo Tritryp: nimero de acesso e descri¢do obtidos do banco TriTrypDB. Ndmero de
réplicas e Amostras: numero de réplicas identificas e em quais amostras. Sinal: valor referente

a quantidade de proteina identificada. Observacgdes: observagdes das proteinas)

T. brucei Namero
TREU 927 ID , dg Amostras  Sinal  DescricdoTritryp Observagdes
réplicas
aTe et ST
Th927.10.540 8 1,2,3 0.12862 RNA_ helicase SUB2, helicases (TKACZ et al.,
putative 2010)
hypothetical protein, Uncharacterized protein
Th927.1.2750 8 1,2,3 0.06782 conserved (INOUE, 2015)
hypothetical protein, Fop (Friend of PRMT1)
Th927.6.1470 8 1,2,3 0.06552 conserved (INOUE, 2015)
Th927.7.2240 9 1,2,3 003718 "ypothetical protein,  p 5 \NOUE, 2015)
conserved
hypothetical protein, Uncharacterized protein
TSR ,:20E0 ) )8 G220 conserved (INOUE, 2015); ThHip
Putative spliceosomal
helicase (TKACZ et al.,
ATP-dependent 2010), VASA (KRAMER
Th927.10.14550 8 1,23 0.01036 RNA helicase etal., 2012), DBP1
HEL67 (FRITZ et al., 2015),
RNA helicase (INOUE,
2015)
fructose-
Th927.10.5620 7 1,2,3 000867 Disphosphate
aldolase,
glycosomal
ATP-dependent
Tb927.11.8770 8 1,2,3 000788 RNA helicase ;ﬂj‘;’ (INOUE etal,
FALL, putative
Th927.7.2910 6 1,3 000732 histone H2A,
putative
ALBA3/ALBA4
(INOUE, 2015). PRP19
Th927.4.2030 ALBA-Domain co-purified proteins
Th927.4.2040 ! 12,3 000641 b rein (AMBROSIO;
BADJATIA; GUNZL,
2015)
Th927.10.13010 8 1,2,3 000561 Protein kinase A
catalytic subunit
;I'b427tmp.02.4150 7 12,3 0.00459 pyruvate phosphate

dikinase
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Th927.10.10580

Th927.5.1060

Th927.9.12510

Th927.10.3990

Th927.9.13990

Th927.8.4330

Th927.10.7550

Th927.7.4960

Th927.11.3980

Th927.11.2340

Th927.2.2130

Th927.4.410

Th11.v5.0774.1-p1

Th927.7.880

Th927.5.4420

Th927.6.850

Th927.10.7570

Th11.v5.0689.1-p1

1,3

1,23

1,23

1,2,3

1,2

1,3

1,3

1,2

1,2

1,3

1,2

0.00306

0.00271

0.00201

0.00175

0.00101

0.00095

0.00085

0.00076

0.00051

0.00051

0.00050

0.00044

0.00033

0.00031

0.00020

0.00017

0.00014

0.00012

histone H2B,
putative
metallo-peptidase,
Clan ME, Family
M16/mitochondrial
processing peptidase
ATP-dependent Putative spliceosomal
DEAD/H RNA helicases (TKACZ et al.,
helicase, putative 2010)
Without known splicing

DHH1 functions (PREUBER et
al., 2012)
RNA-binding el BE

. ! GAUDENZI; FRASCH,;
protein, putative CLAYTON, 2005)
Rab11A GTPase

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

metallo-peptidase,
Clan ME,
Family M16

hypothetical protein, Mex67A (SERPELONI
conserved etal., 2011a)

small GTP-binding
protein RAB6

CAF 40

dihydrolipoamide

acetyltransferase

precursor, putative

MLN51/CASC3/Barentsz
elF4AIII

binding/BTZ (INOUE,
2015)(Inoue, 2015);
RBP25(DE GAUDENZI;
FRASCH; CLAYTON,
2005)

nucleolar RNA helicase Il
(INOUE, 2015)

RNA-binding
protein, putative

nucleolar RNA
helicase Il,

putative

ccrd-not transcription
complex

subunit 2
dihydrolipoamide
acetyltransferase E2
subunit, putative
NOT2/NOT3/
NOTS5 family,
putative
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chaperone protein
Th927.10.8540 2 1 0.00012 DNA), putative
hypothetical protein,

Tbh927.2.5130 2 1 0.00011
conserved

leucine-rich repeat
Th927.1.5030 2 1 0.00010 protein (LRRP),
putative
beta-ketoacyl
Th927.2.3910 2 1 0.00008 synthase family
protein, putative

mRNA export factor
MEX67

Flagellum
Th927.10.14320 2 1 2.18E-05 attachment zone
protein 9

Th927.11.2370 2 1 0.00006

1 proteina identifica no bando de dados de T. brucei Lister 427
Fonte: a autora.

Os dados de protedmica mostram que a proteina Sub2 é a proteina mais abundante nas
amostras dos transfectantes expressando a proteina Sub2-PTP, seguida de quatro proteinas
anotadas como hipotéticas conservadas no banco de dados TriTrypDB. Estas proteinas
hipotéticas também foram identificadas na imunoprecipitacdo de Sub2 de T. cruzi (INOUE,
2015). Para tentar obter alguma informacdo sobre a funcdo biologica destas proteinas
hipotéticas, as sequéncias de aminoacidos foram utilizadas como iscas em analises
comparativas por similaridade com outros organismos, como para procurar genes homologos
por BLASTP e dominios por hmmerscan. A ferramenta Phyre2 foi utilizada para predizer a
estrutura terciaria da proteina. Além disso, a ortologia das proteinas foi avaliada dentro do grupo
Euglenozoa, de acordo com informacgfes do banco TriTrypDB, e a semelhanca entre as
proteinas de T. brucei e T. cruzi foram analisadas com a ferramenta Clustal Omega.

As analises realizadas com a proteina codificada pelo gene Th927.1.2750 (a segunda
mais abundante no complexo que contém ThSub2), revelam que a proteina é similar a proteinas
presentes somente em parasitas da familia Trypanosomatidae. Utilizando a ferramenta Phyre2,
observa-se que 22 % da sequéncia desta proteina possui estrutura semelhante a proteina abpl
de centrémero (proteina de ligacdo a DNA) com 42,3 % de confianca (dados ndo mostrados),
ndo representando a maior parte da proteina. Nenhum dominio foi identificado pela sequéncia
de aminoacidos.

De acordo com o alinhamento das sequéncias com o Clustal Omega, a proteina de T.
brucei possui 59,21 % de identidade com a ortologa de T. cruzi (TcCLB.510953.40) (Figura
4.16) e ambos o0s genes estdo classificados no grupo OG5_150634 de ortologia.
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Tb927.1.2750 MESGKNAHRLNRIFRKPKTMVAPRAWRPAADGEGERQQPFSGVSLORINAMISELSEEER
TcCLB.509005.60 MDSKKNAHRLSRIFRKPKVMVAPRSWREE----GGENTLHSGVPLSLLNAMVHELTDDDK

Kk ek hhkkkkhkk khkkkkkk Kkkkkk o kk * . * Kk *k ok ekhk ke KKk e eoeoe.

Tb927.1.2750 TRALAQQDPPTVVQEELAKRAARFGLTIERADAGNNEKTASSEITPEVQAVFQRRMERFG
TcCLB.509005.60 TRVAAQQDPPSVLQEELAKRAARFGLAVGGHNGNGGDAAAGD-—————— DSMRKRMERFG
Kk | Kk KKk K ks kk Ak k KK KKK KKK . [P IEEEEEE TS
Tb927.1.2750 Q----—-—————————————— = SAAEEAMQKRVARFGNAATSAEGPGVELKLS
TcCLB.509005.60 TTDPPPLPVLVVDEATLKSREARFKSEEEKKMDEAMOKRLARFGAAP-———— AVVELKLS
SRk K KKK Lk AKK K ok ok ok ok
Tb927.1.2750 EADREAMQRRQSREFGG-
TcCLB.509005.60 EADREAMARRESRFASC
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Figura 4.16 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das proteinas de T. brucei
(Th927.1.2750) e de T. cruzi (TcCLB.509005.60).

Ao analisar a conservacdo da proteina codificada pelo gene Th927.6.1470 (a terceira
mais abundante no complexo que contém ThSub2), denominada de FOP, observa-se que a
proteina estd presente na familia Trypanosomatidae e em Bodo saltans (ordem Kinetoplastida,
familia Bodonidae), com baixa cobertura entre as sequéncias homdlogas de algumas espécies,
incluindo algumas espécies de Leishmania, como a Leishmania major strain Friedlin (32% de
cobertura e e-value 2e-11 com LmjF30_0090), e Trypanosoma cruzi CL Brener (44% de
cobertura e e-value 2e-31 com TcCLB.509033.80). Apesar disto, os genes de T. cruzi e T.
brucei pertencem ao mesmo grupo de ortdlogos (OG5_148845) e as proteinas apresentam 59,30
% de identidade. Além disso, a proteina de T. brucei apresenta o dominio FOP (Friend of
PRMT1) (Figura 4.17A), segundo a busca por dominios utilizando hmmerscan, como
identificado para a proteina de T. cruzi (INOUE, 2015). A proteina FOP de mamiferos possui
uma regiao rica em arginina e glicina (GAR) na regido central da proteina com 26 repeti¢oes
RG/GR e dois dominios UBM (Uap56 binding motif ) na extremidade C-terminal (CHANG et
al., 2013; VAN DIJK et al., 2010). As proteinas de T. cruzi e T. brucei apresentam algumas
diferencas. A proteina de T. cruzi possui os dois dominios UBM tipico (LDXXLD) e os
aminoacidos RG/GR distribuidos pela proteina, com enriquecimento na extremidade C-
terminal, dentro do dominio FOP. A proteina de T. brucei apresenta um dominio UBM tipico e
uma sequéncia semelhante (LDXXLL) e menos sequéncias RG/GR do que a proteina de T.
cruzi, sendo que apenas 3 repeti¢des estdo conservadas nas duas especies, considerando toda a
proteina (Figura 4.17B). A sequéncia de aminoacido ndo prediz uma estrutura confiavel com a

ferramenta Phyre2.
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Pfam - 223
*

coiled-coll 223

disorder 223
Tb927.6.1470 MRRDDFDRRRLRDLYDRNVRRVRALAEARDQRRSDREDDLPAPRRYLVSERRTRLEGFGY
TcCLB.509033.80 MRRGDFERRRLRDLYERNVRRVRALADARDGRRSGRDDDIAAPRRYVVSERRTRLEGFGR
**T**:********:**********:***_‘k**‘_‘k:**: *****:************_
Tb927.6.1470 GDRQVRRSRRSRDGERSRRFSDRRLFRRSAADRFARDEDIERQLRRERRERLLRLERLER
TcCLB.509033.80 GGYQVQRSRRFGRDPRIRRFSDRGVYRRGALDRFEREEDFERKLRRERFR-————————-
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Tb927.6.1470 LERLERRDRLRERLPLEEGVAMEBLRRRLVEEBRRRLQRE —————————— NDRQRPQQQP
TcCLB.509033.80 @ ————=——————— ERRLNEGGLRFEBLRLRRSERRELRQLRELRELRELRALRSAQRNQGNG
* * .**: :**** * * *. * * * . * * * .
TP927.6.1470 -QRRKLDDELLORTNRS SRGGNNSAHNKKEGARRSGPMTREGLDEQLDRFRGAA
TcCLB.509033.80 DRRGKLDKE - LDRYRKDQRGGRRGGGG - ~RGRGAPNSVTKEGLDAE LDRFRGGN
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Figura 4.17 - Analise da proteina Th927.6.1470. (A) Dominio FOP na extremidade C-
terminal da proteina, localizado do aminoécido 180 a 223, com e-value 5,6 x 10, segundo a
busca com hmmerscan. (B) Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das proteinas de T.
brucei (Th927.6.1470) e de T. cruzi (TcCLB.509033.80). Dominio FOP destacado em cinza.
Repeticdes RG destacados em negrito e sublinhado. Possivies motivos UBM (Uap56 binding
motif) destacado em italico e sublinhado.

A proteina codificada pelo gene Th927.7.2240 (a quarta mais abundante no complexo
gue contém ThSub?2) possui similaridade com proteinas presentes apenas em parasitas da ordem
Kinetoplastida. A proteina apresenta dois dominios API5 (apoptosis inhibitory protein 5), do
aminoacido 97 a 293 e 343 a 542 (Figura 4.18A), e por isso serd denominada de TbAPI5. A
proteina ortéloga de T. cruzi, TcAPI5 (TcCLB.511807.280), foi identificada associada a
TcSub2 (INOUE, 2015). Diferentemente da proteina de T. cruzi, que apresenta trés dominios
API5, TbAPI contém apenas dois dominios. As duas proteinas estdo classificadas no grupo de
ortélogos OG5 151625 e possuem 56,67% de identidade (Figura 4.18A). A estrutura da
proteina API5 de T. brucei foi predita baseada nas proteinas inibidora da apoptose 5 e
symplekin. A estrutura predita possui 90 % de confianca, utilizando 81 % dos residuos da

proteina, apenas as extremidades possuem baixa confianca (Figura 4.18B e C).

Tb927.7.2240 MPVKKKVATAKNDEKED-LTTSPVMAAETTPTASSPTMQHLDTPQGTTSASELYAVLOAA
TcCLB.511807.280 MAPKKKNASAAAAAKEETEECAPAEVTTT----TPPTSPQTESLPSACNAVELYATLQAA
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Tb927.7.2240 VAEDPAKVNDFAEETAQTEFVEAEKAETPLLLRVRMLEFFAKYGQHMRDGNALKKVVTSLV
TcCLB.511807.280 VSEDPVKLNDFVRELLQALSDAECPDAPLLVRVRTLEFISKYGQHVRDGNALKKIVTSLV
*:***.*:***..*: *:: :** ::***:*** ***::*****:********:*****
Tb927.7.2240 KILSGPDNTQQLLVAAVQGIAALGPVSMLDKKWEYLSREGADVLMQVMIDENGFAEPVRS
TcCLB.511807.280 KILSGSEDTPQLLVAAVQGLSSLGPVSVLDKKWEYLSREGADVLMQVMLDEEGFAESVRQ
* Kk k k ok ::* *********:::*****:********************:**:**** **.
Tb927.7.2240 AASKALDTLVSTAFRPVVTKLLHWLSDDREAEEEDQLQKERRTAMARLRKVAQTASFRPQ
TcCLB.511807.280 AASKALDSLIQTAFRPVVTKLLHWISDNRETEDEDQLKKERRMALTRLRKLAHTPSLQCQ
*******:*:.*************:**:**:*:****:**** *::****:*:* *:: *
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****:*****:**:*** :**: **.**: * Kk k ok ok ok *. : *:*:*.****.. :****
Tb927.7.2240 ALESLSLVAQHVGAVAYDLTPMLDEAGLLSAPVDGTTVRGMWHAKLLLLAARSATPENTD
TcCLB.511807.280 VLESLSTIIGEHIGATPYDIVPVLEDAGLLTTPVEKNTARGMWHAKVLLLAARLATPDNID
.*****::.:*:**. **:.*:*::****::**: .*.*******:****** ***:* *
Tb927.7.2240 TLYKTLLEHVMNLIGDGNTLPEYLTTLEALLLALTSVGQKKPLDFVKQLKDKQFTAKCRN
TcCLB.511807.280 KLYNAVLEQLAHVMHDGSALPENMTTLEVLLFAVMAAGQKKPVEMLKYLNDDAFVAKCMG
.**:::**:: T **.:*** :****.**:*: :.*****::::* *:*. *.*** .
Tb927.7.2240 MLAAVEKVEPLLIYAVKRLVQKSSAGAKEAEMLGSCHNLRIILSSFSSSHIPMGAITESW
TcCLB.511807.280 LAELVAQMEPLLIYAVKKRMQKSSAGQKDAEVIGCCHNVRVILSAFSAKHMPTGTLTESW
. * ::*********: :****** *:**::*.***:*:***:**:.*:* *::****
Tb97.7.2240 AHKHKLPVLRQGREGLLPSAK----GGRSGY-DAQLPAVNKRPRTESNYRP---QSNRGS
TcCLB.511807.280 LHKNKLPSVKHARDPAATAKATETTAGIAGAAAGQLGVLPPPPGTEEHAKKRSRGQESGY
ORI B S : SR KX KoxkKk o N
Tb927.7.2240 SRDLOGRSRGWKY-——=——=—————~

TcCLB.511807.280 NKNVNRNKGGWNGNGRYKRARRGGVY

KK .

B

Figura 4.18 - Analise de conservacao e da estrutura da proteina TbAPI5. (A) Alinhamento
da sequéncia de aminodcidos das proteinas API5 de T. brucei (Th927.7.2240) e T. cruzi
(TcCLB.511807.280). Os dominios API5 estdo destacados em cinza na sequéncia da proteina
de T. brucei. (B e C) Modelagem molecular da proteina Th927.7.2240, obtida com o software
Phyre2, modo intensivo. Em B esta representada a estrutura com o espectro Rainbow da
extremidade N-teminal (azul) para C-teminal (vermelho) e em C esté representada a estrutura
com o grau de confianga utilizando o espectro Rainbow do maior grau de confianga (vermelho)
para o menor (azul).

No caso da proteina codificada pelo gene Th927.4.3060 (a quinta mais abundante no
complexo que contém ThSub2), nenhum dominio foi anotado ou identificado e até 0 momento
nenhum trabalho foi publicado quanto a sua funcéo. Por isso, a proteina foi denominada de Hip
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(hipoteética) neste trabalho. A analise de similaridade permitiu verificar que existem proteinas
ortdlogas em algumas espécies de Trypanosoma (T. cruzi, T. congolense e T. vivax) com mais
de 97% de cobertura entre as sequéncias. Em todas as espécies, a proteina esta anotada como
hipotética. As proteinas ortdlogas de T. brucei e de T. cruzi (TcCLB.506265.130) possuem
51,70% de identidade (Figura 4.19A) e pertencem ao mesmo grupo de ortologia OG5 _162295.
A proteina ortéloga de T. cruzi também foi identificada no complexo de TcSub2 (INOUE,
2015).

A busca por homologia de sequéncia, utilizando o BlastP que estd associado a
ferramenta NCBI Conserved Domain Search, também identificou o dominio da superfamilia
elF3 zeta e o dominio putativo metiltransferase (PRK10864) (Figura 4.19B), porém a
ferramenta de busca hmmerscan néo identificou nenhum dominio. A sequéncia de aminoacido

ndo prediz uma estrutura confidvel com a ferramenta Phyre2.

Tb927.4.3060 MEITIDRPLSEITKEQNIAQSLRRNRRGGKGNQORRPRGGARGAVTGGNRGVSRPRRGLGR
TcCLB.506265.130 MEIIDRPLSELIKEQKIGESLRKKRRGHGGOONTRNGGRGTSRNGRGNRATGRGSRGTAG
KAKK KKKk kK s hokkok ok | okkkeskkk  kake Kk k| kkk Kk kx|
Tbh927.4.3060 DRFREVDRRRLLSRRPDGPFRRFRPSYGR-——-—— VLERRRNAVDYGDVRSRRSVKSTDYL
TcCLB.506265.130 NDQGRRYRRPLRFRSNGGRFRRLGLDEFDDRRGENSRFWRRNALDLGDDRRDRSVKSTATQ
. **x Kk x Lk kokok . e Kkkk ok kk ok kkkkkK
Tb927.4.3060 RERRLSGSERNERLRYQRRREELSRVRSREFSRD
TcCLB.506265.130 R-RRKAAFERNERVRELRRREALSRARSRFSRD
kKK o kkkkok ek kkkk kkk  kkkkk kK
i | i) ) I 5 i i
Query seq. WETIDRPLSEITKEONIAQSLRANRRGGKGNOQRRPROGARGAVTGGNRGYSRPRRGLGRORFREVORRRLLSRRP OC
Non=specific alF=3_zata
hits
Superfanilies | elF-3_zeta superfamily
Hulti-donains PRK10864

Figura 4.19 - Analise de conservacao e da estrutura da proteina TbHip. (A) Alinhamento
das sequéncias de aminoacidos das proteinas hipotéticas de T. brucei (Th927.4.3060) e T. cruzi
(TcCLB. 506265.130). Dominio da superfamilia elF3 zeta destacado em cinza e o dominio
putativo metiltransferase (PRK10864) sublinhado na sequéncia da proteina ThHip. (B)
Dominio da superfamilia elF3 zeta e dominio putativo metiltransferase (PRK10864),
identificados com a ferramenta BlastP associado a ferramenta NCBI Conserved Domain
Search.

Além dessas proteinas citadas acima, as analises de protedmica também identificaram
proteinas que estdo associadas a complexos de processamento por splicing, mas que nao
existem dados sobre a atividade no processamento do pré-mRNA. Estas proteinas seriam as
sequintes: Th927.10.14550/ATP-dependent RNA helicase HEL67, Th927.9.12510/ATP-
dependent DEAD/H RNA helicase, putativa, Th927.10.3990/DHH1 e
Th927.4.2040/Alba3/Alba4.
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A proteina DHHL1 pertence a familia DEAD box helicase e esta localizada em granulos
citoplasmaticos de degradacdo de RNAm, chamados de P-bodies, em T. cruzi (HOLETZ et al.,
2007) e T. brucei (KRAMER et al., 2008). As proteinas ALBA sdo caracterizadas pelo dominio
ALBA, que liga a acidos nucleicos. As proteinas ALBA3 e ALBA4 de T. brucei estéo presentes
no citoplasma do parasita. Ap0s 0 estresse nutricional, as proteinas formam granulos
citoplasmaticos que colocalizam com a proteina DHH1 e parcialmente com RNA poli(A+)
(SUBOTA et al., 2011).

A proteina HEL45 é uma RNA helicase associada ao metabolismo do RNAm e migra
entre o nucleo o citoplasma, dependente do receptor Mex67 da via de exportacdo. Hel45 esta
localizada préximo ao complexo do poro nuclear, do lado citoplasmatico, e associada a periferia
de cromatina eletrodensa no nucleo (INOUE et al., 2014). Hel45 pode interagir com proteinas
de EJC (Mago e, possivelmente, Y14), um receptor NTF2-like e formar complexo com Sub2 e
FOP. Esta interacdo, corrobora a potencial funcdo de Hel45 na via de exportacdo de mRNA,
recrutamento do receptor Mex67 que pode mediar a passagem do mRNP pelo complexo do
poro nuclear (CPN) (INOUE, 2015).

A helicase HEL67 (Th927.10.14550) possui o0 dominio DEAD/H box, helicase, sitio de
ligacio a ATP e Mg?*, sitio de ligagdo a nucleotideos e pertence a superfamilia Il DNA e RNA
helicase (SrmB) e hidrolase de nucleosideo trifosfato (P-loop containing Nucleoside
Triphosphate Hydrolase) (Figura 4.20A). A estrutura terciaria da RNA helicase HEL67 foi
predita, com 65% da sequéncia e 100 % de confianca, com a RNA helicase DDX3X ATP
dependente (Figura 4.20B). A helicase HEL67 de T. brucei possui 67% de identidade com a
proteina ortéloga de T. cruzi, sendo que a extremidade N-terminal da proteina de T. brucei é
maior (Figura 4.20C).
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Superfanilies P-loop_NTPase superfamily
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PTZ200110
DEXDc
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Tb927.10.14550 FIRRNVPYQGETSGHGYHREEPADEDIFKDHTPGINFDQHGEVNMTITPNDIAPVLSFSE
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Lk s kkkk. Kk kokokkk sk g kok ok s Kk kok ok ok Rk k. cas Kakkkk k. kk. |
Tb927.10.14550 MNMVPVLLENVKRCGYTKPTPVQSLGIPTALNHRDLMACAQTGSGKTASYLIPAINEILL
TcCLB.506213.120 MNTPLALKENVARCRYQKPTPVQKYGIPVVLCGHDLMACAQTGSGKTAAYLIPLVSSILS
* % Lk kokk kk ok kkkkokok | kkk |k Ckokokok kR KRk ok ok ok ok kK kokokok o koK
Tb927.10.14550 NISNRPPYSPGSHSSPOALILAPTRELSLQIYGEARKFTYHTPVRCVVVYGGADPRHQVH
TcCLB.506213.120 NATP NHOGOGSRSSPAALVMAPTRELSIQIHEEGRKFTYRTGIRCVVVYGGADPRHQVH
Kok e kkok kok oy s kokokokkkk g kok s k| kokokokok gk o kok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ko
Tb927.10.14550 ELSRGCKLLVATPGRLMDMFSRGYVREFSEIRFLILDEADRMLDMGFEPQIRMIVQGPDSD
TcCLB.506213.120 ELSRGCGLLVATPGRLWDVFTRGYVTFSSIRFMVLDEADRMLDMGFEPQIRMIVQGQESD
Kok KKKk KRR KKhok ok ok kok s kkkk hok  Kkk s sk kAR ARk ok kA Rk kk ok kkkkkkk o kK
Tb927.10.14550 MPRAGQRQTLLYSATFPVEIQRLAREFMCRHSFLQVGRVGSTTENITQDVRWIEDPDKRQ
TcCLB.506213.120 MPPPGOROQTLLYSATFPTEIQQLAREFLHRHYFLOQVGRVGSTTENITQDVRWVEDNDKRE
* % KR KKK Kk k kR hkh | hokk g kokokokk s kk kkkkkkokkkkkkkkkkkkkk o kk  kkk o
Tb927.10.14550 ALLTLLRENEGKLVLVFVEKKRDADYLERFLRNSELACVSIHGDRVQREREEALRLEFKSG
TcCLB.506213.120 HLLRLLHENONQLILVFVEKKRDADYLERFLRNNRVACASIHGDRVQREREEALKMFKSA
Kok Kok g kok e sk kk kAR Kk ok kR ARk kk ok ok kK e kk | Kk kokok kR Rk ok okok ok kK g s kok ok
Tb927.10.14550 ACQVLVATDVASRGLDIPNVGVVIQYDMPSNIDDYVHRIGRTGRAGKVGVAISFEFNEKNR
TcCLB.506213.120 SCQVLVATDVASRGLDIPDVSIVIQYDMPSNIDDYVHRIGRTGRAGKVGRAISFFNEKNR
ok ok ok kK ok ok ok kR Kk ok ks ks ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok Rk ok ok ok ok ok ok ko
Tb927.10.14550 NIVDDLIPLLNETNQVISPEVRALAKRPNNNNNNNNRGGGGGGYRGFGRGGNSGGFGMGG
TcCLB.506213.120 NIVDDLVPLLNETHONVLQQIMDLTKRPNVNNG--RGGNAGGGFRGFHGGGFFGGSGFRG
KR K KKk ok k KKK Kk . .. hoekkkok kok LKL KKK Kok * % Kk ke K
Tb927.10.14550 GRGGGGGG---GGYRGGRGGNS-GGFGMSNVEFGRGGNSGGFGMGGGRGGG-GGGGGGGEG
TcCLB.506213.120 SRGGYRGGNNRGGYGGGYGGGYGGGYGD--GFGYGSGYGANMGGGGRGGGSRGYGGSSTG
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Tb927.10.14550 SGGFGASGGNMRGMFGGGGGGPTM
TcCLB.506213.120 GGAFGGPTGNVRSMFADGLNS---
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Figura 4.20 - Analise da estrutura e da conservacéo da proteina RNA helicase HEL67
dependente de ATP. (A) Dominios e superfamilia da proteina identificados pela ferramenta
BlastP. (B) Modelagem molecular da RNA helicase HEL67. (C) Alinhamento da sequéncia de
aminoacidos das proteinas de T. brucei (Th927.10.14550) e de T. cruzi (TcCLB.506213.120).

A descricdo da proteina Th927.9.12510, no banco de dados TriTrypDB, reflete as
caracteristicas da proteina encontradas pelo BlastP e hmmer: DEAD/H box helicase, sitio de
ligagdo a ATP e Mg2+, sitio de ligacdo a nucleotideos e pertence a superfamilia Il DNA e RNA
helicase (SrmB) (Figura 4.21A). A estrutura desta RNA helicase foi predita baseada na RNA
helicase prp5, helicase relacionada com o processamento de pré-RNAm dependente de ATP,
com 100 % de confianga e 53 % de cobertura da sequéncia (Figura 4.21B). A proteina de T.
brucei possui 71,53% de identidade com a proteina de T. cruzi (Figura 4.21C).
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Figura4.21 - Analise da estrutura e da conservacgao da proteina RNA helicase DEAD/H
ATP dependente, putativa. (A) Dominios e superfamilia da proteina identificados pela
ferramenta BlastP associado a ferramenta NCBI Conserved Domain Search. (B) Modelagem
molecular da RNA helicase. (C) Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das proteinas
de T. brucei (Th927.9.12510) e de T. cruzi (TcCLB.510661.90).

A proteina codificada pelo gene Th927.9.13990, chamada de DRBD2, pois possui dois
dominios RRM (RNA recognition motif) de ligacdo ao RNA e um dominio de repeticdo Q (Q-
repeat) (DE GAUDENZI; FRASCH; CLAYTON, 2005). A estrutura da proteina DRBD2
(Figura 4.22A) foi modelada baseada no fator de splicing associado a U4/U6 snRNA prp24. A
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estrutura corresponde a 90% dos residuos com 100% de confianca. A sequéncia da DRBD2 de

T. brucei possui 72,10% de identidade com a proteina ortéloga de T. cruzi (Figura 4.22B).

Tb927.9.13990 MQOGGNMFDEHSSASCPQRDPEDGDRRONHGNILEFVGNIPFQTPWQHVKDHFRSAGKVRYT
TcCLB.508413.50 —---—- MMDDQSSTSGGPQEGRDADHRQNHGNVLEVGNLPFQTPWQHVKDHFRKAGKVRYT
Kok kK gk e UKL KRR KRRk g ARk Ak Rk kR Kk Rk ok Rk k Ak KKk Kk okk
Tb927.9.13990 DLIADKTGRPKGSALVTMATREDALQATIRMFDETDFEGRRLIVRLFDDGPRPQLVQREMM
TcCLB.508413.50 DLIADRMGRPKGSALVTMVTAEGAQRATIRMYNETDFEGRRLIVRLFDDGPRPPIVQRGMM
*****: ***********.* *.* :****::******************** :*** * %
Tb927.9.13990 PPYVRQGQLQOQPQHHQQQOHHPPHQOQOOQOQOOQOQOOQQOOHQORMRGFGNANANMT SYNNSAG
TcCLB.508413.50 POYDRQTQQOQQPQ-—-=-=-—————————————————— QOSORFRGYTGASSGGSNYNN-TT
* ok kk Kk kkkk Ko Kkakke k.. KKk .
Tb927.9.13990 NFGRGGGYVNRGGYALPDDGNSGVENDVNEVVPKPRSKOMNEVGRKLEFVSNLPFDCTSVA
TcCLB.508413.50 NFGRRADYMGRGGYTMEEDLNATSLNDMGDSVPKPRSQQVNEFGRKLFVSNLPFDCTSSA
Kkkk ke KkkKkes ok k. skks s kkAkkk sk kk KkAKKAKKAKKAKKA K
Tb927.9.13990 LRETFQQVGEVERAEIIMGRNGKSRGMGIVVMKTEEETRVAIEEFDGIEMANRAMNVRLD
TcCLB.508413.50 LRETFQQVGNVERAEVILGRNGKSRGMGIVVMRTEKETRLATIEEFDGIEMANRAMSVRLD
Kk ok KKk Ak ok s kk Ak k sk s KKk ARk A KR Kk A K sk k s Ak ks kA Kk XKk ARk AR R A kA Kk
Tb927.9.13990 NKSTS
TcCLB.508413.50 NKTTA

Kk koo koo

Figura 4.22 - Andlise da estrutura e da conservacdo da proteina DRBD2. (A) Modelagem
molecular da proteina. (B) Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das proteinas de T. brucei
(Th927.9.13990) e de T. cruzi (TcCLB.508413.50).

4.2.3 Ensaios de Imunoprecipitacdo Confirmam a Interacdo de Sub2 com Algumas Proteinas
Identificadas por Protemica

A partir destes dados, a proteina TbhHip (Th927.4.3060) foi escolhida para realizar a co-
imunoprecipitagdo e confirmar a interagdo com Sub2, dando mais credibilidade aos dados
obtidos por protedmica. A proteina TbHip foi escolhida por ser uma proteina abundante no

complexo e ainda ndo estava sendo estuda pelo nosso grupo de pesquisa.
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Além das proteinas identificadas pelas analises de protedbmica, selecionamos a proteina
U2AF35 (Th927.10.3200), que esta funcionalmente relacionada com o trans splicing em
tripanossomatideos (VAZQUEZ et al., 2009), para avaliar também a interagcdo de Sub2 com a
maquinaria de processamento. Neste caso, foi obtida a linhagem expressando U2AF35
fusionadas a GFP.

Um dado interessante obtido pelo nosso grupo foi a presenca de proteinas ortologas a
fatores do EJC (Exon Junction Complex) de mamiferos no complexo de Sub2 de T. cruzi
(INOUE, 2015). Considerando a sobreposicao das proteinas identificadas entre os complexos
de Sub2 de T. cruzi e T. brucei, decidimos avaliar se Sub2 também estaria associada a fatores

de EJC. Neste caso, decidimos realizar a imunoprecipitacdo da proteina Mago (Th927.6.4950).

4.2.3.1 Construgéo de ferramentas para o ensaio de co-imunoprecipitacéo e localizagdo

celular das proteinas selecionadas

4.2.3.1.1 Expresséo e purificagdo dos nanobodies

A estratégia escolhida para os ensaios de imunoprecipitacédo foi purificacdo de proteinas
fusionadas a GFP por cromatografia de afinidade. Neste caso, os nanobodies anti-GFP tem
mostrado alta afinidade pela GFP (FRIDY et al., 2014). Nanobodies sdo dominios proteicos
recombinantes com afinidade a antigenos. Os dominios séo derivados da regido variavel de
imunoglobulinas da familia dos camelideos e sdo compostas por homodimeros de cadeia pesada
(MUYLDERMANS, 2013). Em 2014, Fridy et al. produziram 0s nanobodies que reconhecem
a proteina GFP e selecionaram as moléculas com alta afinidade e os chamaram de LaG (Llama
antibody against GFP). Posteriormente, selecionaram LaGs que reconhecem porgdes diferentes
da GFP e as fusionaram para obter dimeros. O dimero LaG16-LaG2 (LAg16-G4S-2) é o que
possui maior afinidade (kd = 0.036 nM) para a proteina GFP e foi utilizado neste trabalho.

Portanto, uma das etapas foi a producdo e purificacdo destes nanobodies. Os nanobodies
foram expressos na bactéria Arctic Express (DE3) e a fracdo periplasmatica foi isolada por
choque osmotico (FRIDY et al., 2014). Posteriormente, optamos por purificar 0s nanobodies
por cromatografia de afinidade utilizando a resina HisTrap FF — 1 mL acoplada ao
cromatografo, assim, a eluicdo foi realizada utilizando um gradiente linear crescente de
imidazol (25 a 250 mM) e pode-se monitorar a absorbancia das amostras (280nm). As fragdes

obtidas da cromatografia foram analisadas por SDS-PAGE e os nanobodies foram eluidos com
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110 mM de imidazol, aproximadamente (Apéndice C). Os nanobodies do periplasma foram
purificados de forma eficiente nas condicGes descritas.

Em paralelo, os nanobodies soliveis do citoplasma da bactéria também foram
purificados por cromatografia de afinidade, porém utilizando a resina HisTrap HP - 5 mL. Esta
condicdo possui mais proteinas contaminantes no inicio do processo e a cromatografia
enriqueceu 0s nanobodies, mas ndo purificou de forma eficiente (dados ndo mostrados).
Provavelmente, a quantidade de extrato utilizado foi inferior a quantidade necesséria para
saturar a coluna cromatogréfica, portanto, outras proteinas ligaram a coluna de forma
inespecifica e foram eluidas nas mesmas condicdes que os nanobodies. Considerando estes
resultados, somente os nanobodies purificados da fracdo periplasmatica foram utilizados nos
outros ensaios.

Os nanobodies foram conjugadas ao fluor6foro Alexa Fluor 488 5-SDP Ester para
verificar se poderiam ser utilizados em ensaios de microscopia e para avaliar a especificidade.
Com isto, foi possivel verificar que os nanobies sdo especificos para a GFP e que néo
reconhecem as proteinas de T. brucei inespecificamente (Apéndice D). Portanto, os nanobodies

foram utilizados em ensaios de imunoprecipitacdo e de microscopia de imunofluorescéncia.

4.3.3.1.2 Localizacao celular das proteinas selecionadas

A estratégia escolhida foi obter linhagens de T. brucei expressando proteinas fusionadas
a etiquetas, que poderiam ser utilizadas nos ensaios de imunoprecipitacdo e localizacdo celular.
As etiquetas GFP e 3xHA foram escolhidas devido a disponibilidade dos nanonabodies anti-
GFP e anticorpos comerciais anti-HA especificos para o epitopo HA. Portanto, os genes dos
parasitas foram modificados utilizando a técnica descritas por Oberholzer et al. (2006),
utilizando os vetores pMOTAG, para adicdo da etiqueta GFP ou 3xHA as proteinas. Segundo
esta metodologia, sdo necessarios oligonucleotideos que contenham as sequéncias para
direcionar a integracdo das etiquetas no locus do gene. Estes oligonucleotideos também contém
as sequéncias para anelar nos vetores pPMOTAG e, portanto, sdo utilizados para amplificar a
etiqueta e o gene de resisténcia dos vetores por PCR. Este produto de PCR ¢ transfectado em
T. brucei e os parasitas sdo selecionados com o antibiotico de resisténcia, de acordo com o vetor
utilizado. Os parasitas geneticamente modificados foram denominados de TbHip-HA,
ThMago-HA e TbU2AF35-GFP.
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4.3.3.1.2.1 ThHip-HA

A proteina Hip possui 17,7 kDa e foi fusionada a etiqueta 3XHA, que contém 3 epitopos
da hemagutinina A (HA), acrescentando 3,4 kDa a proteina. Apds a transfec¢do e selecgdo, trés
clones foram analisados por Western blotting (Figura 4.23A) e microscopia de
imunofluorescéncia indireta (Figura 4.23B). Os trés clones expressam a proteina fusionada a
HA e a proteina apresenta marcacao nuclear. O clone ThHip-HA #2 apresentou maior nimero
de parasitas com marcacdo no ensaio de microscopia e sera utilizado nos ensaios de
imunoprecipitacdo. Na Figura 4.23B, também se observa que a proteina Hip colocaliza com a

proteina Sub2 e com o DNA nuclear do parasita.

A WT #1 #2 #3

Hip-HA Sub2 Merge

Figura 4.23 — A proteina Hip-HA é nuclear. (A) Expressdo da proteina Hip-HA analisada
por Western blotting, comparada com T. brucei selvagem (WT). (B) Localizacdo nuclear da
proteina Hip-HA e Sub2 em ThHip-HA #2. DNA: a marcacéo do material genético foi realizada
com DAPI.

As imagens sugerem localizacdo semelhante para as proteinas TbHip e Sub2, o que
sugere co-localizacdo nuclear das proteinas. As imagens de microscopia foram utilizadas para
avaliar a localizacdo das proteinas durante o ciclo celular, a co-localizagdo durante o ciclo
celular poderia ser um indicativo da interacdo entre as proteinas. As fases do ciclo celular

podem ser definidas pelo nimero, tamanho e forma do ndcleo e cinetoplasto (AKIYOSHI,
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GULL, 2013; WOODWARD; GULL, 1990). Portanto, estes parametros foram utilizados para
a selecdo das células nas diferentes fases do ciclo e analisamos a co-localizacdo das proteinas
Hip-HA e Sub2. A Figura 4.24 mostra que as proteinas co-localizam independentemente do
estado do DNA durante o ciclo celular, indicando que as proteinas provavelmente interagem.

Assim, a proxima etapa foi avaliar a intera¢do por ensaio de co-imunoprecipitacéo.

Nucleo G1 |

Cinetoplasto G1

DNA

HYP2

Sub?2

Merge

Figura 4.24 — Localizagdo da proteina Sub2 e Hip fusionada a 3xHA nas fases do ciclo
celular. DNA: a marcacdo do material genético foi realizada com DAPI. HYP2: Hip-3xHA.
Merge: sobreposicao das imagens. Fases do ciclo celular baseado no DNA nuclear: G1, Sn, G2,
mitose (M) e citocinese (C). Fases da divisdo do cinetoplasto: G1, Sk, G2, D (divisdo do
cinetoplasto), A (periodo antes da divisdo da célula, célula com dois cinetoplasto).
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4.3.3.1.2.2 TbU2AF35-GFP

A proteina U2AF35 foi fusionada a etiqueta GFP. Apos a transfec¢do e selecdo, dois
clones foram analisados por citometria de fluxo (Figura 4.25A). Apenas a linhagem
ThU2AF35-GFP #2 expressa a proteina fusionada a GFP e a proteina possui localiza¢ao nuclear
(Figura 4.25B), como descrito para a proteina endogena e para U2AF35 fusionada a etiqueta
TAP (VAZQUEZ et al., 2009).

A

C|mwr
400 7 [_] | ThU2AF35.GFP #1

ThU2AF35-GFP #2

300 -

Count

200 =

100 =

U2AF35-GFP DNA DIC

Figura 4.25 - Localizacdo da proteina U2AF35 fusionada a GFP. (A) Expressdo da proteina
U2AF35-GFP por citometria de fluxo, comparado com T. brucei selvagem (TbWT) (B)
Localizacdo nuclear da proteina U2AF35-GFP da populacdo ThU2AF35-GFP #2. DNA: a
marcacdo do material genético foi realizada com DAPI. DIC: contraste por interferéncia
diferencial.

4.2.3.2 Ensaios de imunoprecipitacéo

Ensaios de imunoprecipitacéo e deteccdo por Western blotting foram realizados para

confirmar se as proteinas identificadas por espectrometria de massas interagem com o complexo
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de Sub2. Para isto, as imunoprecipitacbes foram realizados nas mesmas condi¢des da
imunoprecipitacdo de Sub2-PTP-N.

Primeiramente, utilizando uma aliquota de duas amostras da imunoprecipitacdo de
ThSub2-PTP-N analisadas por espectrometria de massas, avaliamos se as proteinas API5 e
DHH1 poderiam ser detectadas por Western blotting, (Figura 4.26). A Tabela 4.3 indica que
API5 é uma das proteinas mais abundante no complexo proteico, enquanto que DHH1 esta
menos representada na amostra.

Pelos resultados, observa-se que as proteinas AP15 e DHH1 estdo presentes no extrato
dos parasitas selvagem e ThSub2-PTP-N, porém, somente API5 foi detectada por Western
blotting nas amostras Sub2-PTP-N imunoprecipitada. A proteina API5 possui a massa predita
de 59,66 kDa e a proteina Sub2 fusionada ao PTP tem 67, 22 kDa (49,22 + 18 kDa), como as
proteinas possuem massa molecular préxima, migraram de forma semelhante no gel SDS-
PAGE 13% (Figura 4.26 - sobreposicdo). A etiqueta PTP contém dois dominios de ligacéo a
imunoglobulina G (IgG) da proteina A, que possui alta afinidade pela fracdo cristalizavel de
IgG, independentemente da especificidade do anticorpo conferida pela fracdo de ligacdo ao
antigeno (Fab). Portanto, para confirmar a presenca de API5 no complexo proteico, avaliamos
se API5 co-imunoprecipita com Hip-HA (Figura 4.27), que sera descrito a seguir.

Outras duas proteinas, Hip e Mago, foram imunoprecipitadas e avaliamos, por Western
blotting, se Sub2 e API5 co-imunoprecipitam com estas proteinas. A proteina Hip também esta
altamente representada no complexo de Sub2 de T. cruzi e de T. brucei. Entretanto a proteina
Mago foi identificada somente no complexo de Sub2 de T.cruzi (INOUE, 2015), segundo 0s
dados de protedmica. Para realizar os ensaios, extrato dos parasitas TbHip-HA e TbMago-HA
foram utilizados no ensaio de imunoprecipitagdo com a resina anti-HA e, como controle
negativo, foi utilizado extrato de parasitas selvagens. A incubacgéo do extrato com a resina foi
realizada sem ou com a adicdo de RNAse A, para verificar se a intera¢do entre as proteinas
depende de RNA.
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Figura 4.26 — Analise de interacdo de Sub2 com proteinas API5 e DHH1 por
Imunoprecipitagdo sequida de Western bloting. As imunoprecipitagdes foram realizadas com
com extratos da proteina Sub2 de T. brucei fusionada a etiqueta PTP na extremidade N terminal
(Sub2) preparado com tampéo citrato. O extrato foi incubado com a resina Dynabeads epoxy
M270 (Invitrogen) ligada ao anticorpo anti-proteina A. Extrato de parasitas T. brucei selvagens
(WT) foi utilizado como controle negativo. Apds a imunoprecipitacdo, uma aliquota do flow
through (FT), correspondente a 2 x 10° células, e o material imunoprecipitado (IP) foram
analisados por Western blotting com os anticorpos primarios anti-Proteina A (1:40000, coelho),
anti-API5 (1:500, camundongo) e anti-DHH1 (1:500, camundongo) e com 0s anticorpos
secundarios anti-1gG de coelho produzido em cabra conjugado a Alexa Fluor 700 (1:10000) e
anti-lgG de camundongo produzido em cabro conjugado a IRDye 800 (1:15000). O Western
blotting foi revelado utilizando o Odyssey Imaging Systems (LI-COR).

Os resultados mostram que as proteinas fusionadas a Hip-HA (21,2 kDa) e Mago-HA
(22,7 kDa) foram imunoprecipitadas e detectadas no Western blotting, porém a proteina Sub2
(49,22 kDa) e API5 (59,66 kDa) foram detectadas somente na imunoprecipitacdo da proteina
Hip, sem a adicdo de RNAse A. A proteina DHH1(46,47 kDa) ndo foi detectada em nenhuma
imunoprecipitacdo (Figura 4.27). Assim, confirmamos que as proteinas Sub2, API5 e Hip
pertencem ao mesmo complexo proteico e que a interacdo é dependente de RNA.

As proteinas API5, DHH1 e Hip-HA ndo foram detectadas no flow through da
imunoprecipitacdo de TbHip-HA sem RNAse A, provavelmente, devido a pouca quantidade de
proteina analisada neste gel, como visualizado na membrana corada com Ponceau (Apéndice
F).



ThWT TbHip-HA ThMago-HA
RNAse A - + - + - +
FT IP FT 1IP FT IP FT IP FT IP FT IP

- e an e . API5 - 60 kDa
—— - ;..J_.L;_—; = - Sub2 - 50 kDa
— = R - — — DHH1 - 40 kDa

- feua .. 4mb dm iona/maco-HA

Figura 4.27 — Imunoprecipitacdes das proteinas Hip e Mago de T. brucei fusionadas a
etiqueta HA na extremidade C terminal. As imunoprecipitacfes foram realizadas com a
resina anti-HA (Sigma). O extrato proteico foi preparado com tampdo citrato. Extrato de T.
brucei selvagem (TbWT) e TbHip-HA(TbHip-HA) e TbMago-HA foram utilizados, sendo que
TbhWT foi utilizado como controle negativo. O ensaio foi realizado sem (-) ou com (+) a adi¢édo
de RNAse A. Ap6s a imunoprecipitacdo, uma aliquota do flow through (FT), correspondente a
2 x 108 células, e o material imunoprecipitado (IP) foram analisados por Western blotting com
0s anticorpos primarios anti-HA (1:250, coelho), anti-Sub2 (1:600, coelho), anti-AP15 (1:500,
camundongo) e anti-DHH1 (1:500, camundongo) e com os anticorpos secundarios anti-1gG de
coelho produzido em cabra conjugado a Alexa Fluor 700 (1:10000) e anti-1gG de camundongo
produzido em cabro conjugado a IRDye 800 (1:15000). O Western blotting foi revelado
utilizando o Odyssey Imaging Systems (LI-COR).

A proteina U2AF35 ndo foi identificada na analise de protedbmica, porém é um fator que
participa do trans splicing em tripanossomas (VAZQUEZ et al., 2009). No processamento por
cis splicing, U2AF35, U2AF65 e SF1/BBP interagem e reconhecem as sequéncias do pré-
RNAm que direcionam o cis splicing. Em seguida, UAP56 (ortdloga a Sub2) favorece a troca
de SF1 pela U2 snRNP dando continuidade ao processamento (WAHL; WILL; LUHRMANN,
2009). Por isso, decidimos avaliar se Sub2 interage com um desses fatores de T. brucei e tentar
indicar uma etapa que Sub2 poderia agir no trans splicing.

Para esta analise, U2AF35 foi fusionada a etiqueta GFP na porcéo C terminal, como
descrito anteriormente, e extrato dos parasitas ToU2AF35-GFP foram utilizados nos ensaios de
imunoprecipitacdo e a presenca de Sub2 foi analisada por Western blotting. Como controle
negativo, foi utilizado extrato de parasitas selvagens. A proteina U2AF35-GFP
imunoprecipitou nestas condigdes e Sub2 tambeém foi detectada na amostra da proteina

imunoprecipitada (Figura 4.28).
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Figura 4.28 — Imunoprecipitacdo das proteinas U2AF35 de T. brucei fusionadas a etiqueta
GFP na extremidade C terminal. As imunoprecipitacdes foram realizadas com a resina
Dynabeads epoxy M270 (Invitrogen) ligada aos nanobodies anti-GFP. O extrato proteico foi
preparado com tampdo citrato. Extrato de parasitas ThOU2AF35-GFP (U2), foram utilizados
para imunoprecipitacdo. Extrato de T. brucei selvagem (WT) foi utilizado como controle
negativo. Apds a imunoprecipitacdo, uma aliquota do flow through (FT) e o material
imunoprecipitado (IP) foram analisados por Western blotting com os anticorpos primarios anti-
GFP (1:500, camundongo) e anti-Sub2 (1:600, coelho) e com os anticorpos secundarios
IRDye800CW Goat anti-Mouse 1gG (LI-COR, representado em verde) e Goat anti-Rabbit IgG,
Alexa Fluor 700 (Invitrogen, representado em vermelho), respectivamente. O Western blotting
foi revelado utilizando o Odyssey Imaging Systems (LI-COR). M: marcador molecular
PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (ThermoFisher Scientific).
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5 DISCUSSAO

A proteina Sub2 pertence a familia das proteinas DEAD box helicases. Proteinas desta
familia dissociam as interacbes RNA-RNA ou proteina-RNA, remodelando complexos
ribonucleoproteicos e estdo relacionadas com varios processos do metabolismo do RNA, como
transcricdo, processamento do pré-RNAm, biogénese do ribossomo, transporte nucleo-
citoplasma, decaimento do RNA e expressdo génica em organelas (CORDIN et al., 2006;
LINDER, 2006).

Dados anteriores do nosso grupo, demonstraram que a proteina Sub2 é essencial para a
exportacdo do RNAm em tripanossomatideos, pois o silenciamento de Sub2 acumula RNAmM
no nucleo e diminui a taxa de traducdo (SERPELONI et al., 2011b). Além disso, observamos
que o silenciamento de Sub2 causa o0 acumulo do splice leader RNA (SL RNA) e diminui a
estrutura em Y, subproduto do trans splicing (HIRAIWA, 2012), indicando a participacdo da
proteina também no processamento do pré-RNAmM por trans splicing nestes organismos.

A proteina ortéloga de mamiferos, UAP56, é um fator de splicing essencial que interage
com U2AF65 e recruta o complexo U2 snRNP. UAP56 também separa o complexo U4/U6
RNP durante o processamento do prée-RNAm por cis splicing. UAP56 também é um fator de
exportacdo de RNAm, interagindo com a proteina Aly do complexo TREX da via de exportacédo
(FLECKNER et al., 1997; SHEN, 2009; SHEN et al., 2008). O complexo TREX interage com
o RNAm que foi processado por splicing e que contém o cap, acoplando o processamento e a
exportacdo do RNAm (CHENG et al., 2006; MASUDA et al., 2005).

Com base nestas informacdes e visando investigar a atuacdo de Sub2 no metabolismo
de RNA em tripanossomas, decidimos avaliar se 0 acimulo do SL RNA, ap6s o silenciamento
de Sub2 em T. brucei, poderia ser decorrente da inibig&o da transcrigdo de RNA policistronicos
e, consequentemente, do trans splicing. Portanto, avaliou-se a taxa de transcri¢do, apos o
silenciamento de Sub2.

Em tripanossomas, o ensaio de transcri¢do in vitro em células permeabilizadas ainda é
realizado de forma laboriosa e com nucleotideo radioativo (ABUIN et al., 1999; CLAYTON et
al., 1990; GENTIL et al., 2009; GUNZL et al., 2003; ULLU; TSCHUDI, 1990).
Resumidamente, os parasitas sao lavados para remover o meio de cultura, permeabilizados e
incubados com o tampdo de transcricdo, que mantém a atividade da RNA polimerase Il e
contém os nucleotideos necessarios para a sintese de RNA (ATP, CTP, GTP e UTP radioativo)
(ULLU; TSCHUDI, 1990). Apds o processo de transcricdo, 0 RNA dos parasitas € extraido e
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hibridizado com as sondas de DNA depositadas em membranas (slot blot), previamente
preparadas. Apés 48 horas, as membranas sdo lavadas e expostas a filmes de raio X por
diferentes periodos. Os filmes séo revelados e as autoradiografias podem ser quantificadas por
densitomentria, usando softwares de analise de imagens. A intensidade do sinal corresponde a
quantidade de RNA nascente. Portanto, o método é limitado para quantificar de forma precisa
o0 nivel de transcricéo.

Este ensaio contribuiu para identificar mecanismos de regulacéo da expressao de genes
em tripanossomatideos. O ensaio de transcrigdo in vitro demonstrou que a RNA polimerase |
de T. brucei transcreve, alem do RNA ribossomal, duas familias de genes codificadores de
proteinas: a familia de glicoproteinas variantes de superficie (GUNZL et al., 2003) e a familia
das prociclinas (CLAYTON et al., 1990). Em T. cruzi, a técnica contribuiu para identificar que
mecanismos de regulagdo pos-transcricional sdo importantes para regular a expressdo génica
durante os diferentes estagios do ciclo de vida, como descrito para de GP82 (GENTIL et al.,
2009), amastina, trans-sialidade e GP85 (ABUIN et al., 1999). Por exemplo, a taxa de
transcricdo do RNAmM de GP82 é semelhante nas formas epimastigota e tripomastigota
metaciclica de T. cruzi, poréem o RNAm esta presente na forma tripomastigota metaciclica
(GENTIL et al., 2009).

A metodologia de transcri¢do in vitro com material radioativo € um método que requer
alto nimero de células com as desvantagens associadas aos isétopos, como licencas, toxicidade,
custo, decaimento do material e residuos gerados. Outra desvantagem € a baixa reprodutividade
do método quando a taxa de expressdo do gene é baixa, como relatado para o modelo celular
Hepa Icle7 (hepatoma de figado de camundongo) (ELFERINK; REINERS, 1996). Também
percebemos esta dificuldade ao realizar o ensaio de transcri¢do in vitro em T. brucei com UTP
radioativo. Por isto, buscamos estabelecer um método para marcar o RNA nascente baseado em
fluorescéncia e que pudesse ser quantificado com ferramentas mais robustas e precisas.

O primeiro passo foi buscar métodos descritos na literatura para estabelecer um
protocolo para tripanossomatideos. No caso de células de mamiferos, ja foram descritos ensaios
para a marcacdo de RNA nascente baseado em fluorescéncia. Para isto, o nucleotideo BrUrd
(5-bromo uridine) é adicionado ao meio de cultura e o nucleotideo é incorporado ao RNA
nascente. Em seguida, a célula é fixada e incubada com o anticorpo anti-bromodeoxiuridina
(BrdUrd) e analizada por citometria de fluxo (JENSEN et al., 1993; JENSEN; LARSEN;
LARSEN, 1993; LARSEN; JENSEN; LARSEN, 2001). (JENSEN et al., 1993; JENSEN;
LARSEN; LARSEN, 1993). De forma semelhante, o kit Click-iT RNA Imaging (ThermoFisher
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Scientific) indica adicionar o nucleosideo modificado 5-etinil uridine (EU) ao meio de cultura
e 0 EU é incorporado ao RNA nascente. Ap0s a fixacdo e permeabilizacdo da célula, o EU é
detectado por uma reacdo quimica seletiva, chamada click reaction, o RNA modificado é
marcado com um fluoré6foro e pode ser analisado por microscopio de fluorescéncia ou confocal.
O kit é indicado para células de mamifero e 0 RNA nascente é detectado no nucleo, com
intensas marcacdes nos nucléolos (JAO; SALIC, 2008). O nucléolo € o local de transcri¢cdo de
RNA ribossomal e representa a atividade da RNA polimerase | (PAULE; WHITE, 2000).

Com base nos métodos descritos acima, os primeiros testes em T.brucei foram
realizados adicionando diferentes concentragdes de EU (0.5, 1.0, 2.0 ou 5.0 mM EU por 2, 4
ou 8 horas) no meio de cultura SDM-79 suplementado com 10% SBF (dados ndo mostrados).
Apos esta etapa, foi realizada a click reaction, como descrito no manual do kit Click-iT RNA
Imaging (ThermoFisher Scientific) e as amostras foram analisadas por citometria de fluxo,
porém o RNA nascente ndo foi detectado em nenhuma das condi¢fes marcadas.

Em tripanossomatideos, também ja foram publicados trabalhos que avaliam a taxa de
transcricdo com material ndo radioativo. Nestes casos, 0 RNA nascente & marcado com um
analogo de UTP, ndo radioativo, e analisado por microscopia (DOSSIN; SCHENKMAN, 2005;
NAVARRO; GULL, 2001; POMBO et al., 1999; SMITH et al., 2009), que permite explorar a
estrutura celular e a localizagdo do RNA nascente. Entretanto, a microscopia apresenta
limitagOes para quantificar a intensidade do sinal ou determinar a porcentagem do evento de
interesse, que é baseado em poucas células. Devido a estas limitacdes e ao tempo de analise,
geralmente sdo exploradas poucas informacdes quantitativas das imagens de microscopia.
Smith et al. (2009) analisaram a intensidade da transcri¢do (fluorescéncia) de alguns parasitas
T. brucei (50 células por amostra). Por outro lado, Dossin e Schenkman (2005) observaram que
70% dos parasitas T. cruzi possuiam marcacao positiva para nacleo e para Br-UTP, porém o0s
autores ndo informam o namero de células analisadas e o critérios utilizados para analisar as
imagens.

Portanto, apesar de alguns trabalhos analisarem a transcricdo sem material radioativo
em tripanossomatideos, nenhuma metodologia permite uma analise quantitativa. A citometria
de fluxo e sistema de imagem de alta performance sdo técnicas apropriadas para ensaios
guantitativos e com reprodutibilidade e novas abordagens estdo sendo descritas para
quantificacéo precisa e acurada de parasitas (MIRANDA et al., 2015; MOON et al., 2014).

Por isso, devido a falta de um método para quantificar o RNA nascente em

tripanossomatideos baseado em fluorescéncia, adaptamos o protocolo de transcrigdo in vitro
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em tripanossomatideos, descrito por Ullu e Tschudi (1990), para analise por citometria de fluxo
ou por sistema de imagem de alta performance (high-content imaging system). O protocolo
descrito por Ullu e Tschudi (1990) foi utilizado como referéncia pois mantém a atividade da
RNA polimerase 1l e o processamento por trans splicing, com pouca atividade da RNA
polimerase I.

A primeira adaptacao foi reduzir a quantidade de material utilizado no ensaio. O numero
de parasitas foi reduzido para 1 x 107 por reagdo. O menor nimero de células permite realizar
0 ensaio com parasitas de culturas com baixa densidade, o que pode ocorrer apds modificacbes
genéticas ou tratamentos com drogas. Como a citometria de fluxo e sistema de imagem de alta
performance permitem a andalise quantitativa com menor ndmero de células que a analise
tradicional, verificamos que 1 x 107 parasitas sdo suficientes para realizar o ensaio de
transcricdo in vitro e analisar por estas duas técnicas.

O protocolo descrito por Ullu e Tchudi permeabiliza os parasitas com 500 pg/mL de
LPC, no gelo, por 1 minuto. Devido a reducdo do nimero de parasitas, diferentes concentragdes
de LPC (100 a 1000 pg/mL), por 1 ou 2 minutos, foram testadas para avaliar qual seria a melhor
concentragdo para permeabilizar os parasitas e realizar a transcrigdo in vitro. A quantificacdo
foi realizada por citometria de fluxo e a concentracdo de 250ug/mL de LPC, no gelo por
exatamente 2 minutos, foi considera a condi¢do 6tima para o ensaio de transcricao in vitro em
pequena escala (poucas células e pequeno volume de reacdo). Esta andlise indica que a
permeabilizacdo € uma etapa critica da metodologia e indicamos que seja realizada como
descrito neste trabalho.

Outra modificacdo foi substituir o isétopo de UTP por 5-bromouridina trifosfato (Br-
UTP) para marcar o RNA nascente, estabelecer as condigdes para detectar o Br-UTP com
anticorpos e manter as células em suspensdo com poucos agregados celulares para analisar por
citometria de fluxo. Para isto, foram testados os detergentes tritron x-100, tweeen 20, NP-40 e
saponina e este apresentou melhores resultados: mantém a célula em suspensdo, com poucos
agregados celulares e é compativel com a deteccdo antigeno-anticorpo. Por isso, a saponina foi
utilizada no tampéo C para permeabilizar, bloguear e incubar os anticorpos.

Com o método de transcri¢cdo in vitro e com a quantificacdo por fluorescéncia
padronizados, a metodologia foi utilizada para quantificar a frequéncia de parasitas, em fase
exponencial de crescimento, que apresentam atividade transcricional ativa (amostra chamada
de “Run-on”). A quantificagao foi realizada por citometria de fluxo e sistema de imagem de alta

performance utilizando as mesmas amostras nos dois sistemas. Os dados de citometria de fluxo
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foram obtidos com 3 experimentos independentes e os dados do sistema de imagem de alta
performance foram obtidos com 2 experimentos, o terceiro experimento foi excluido devido ao
baixo numero de dados adquiridos. Esta limitacdo poderia ser superada aumentando o nimero
de campos para a leitura no sistema de imagem de alta performance. Em ambas anélises, o
controle sem nucleotideos (Controle_sem nucleotideos) de cada experimento foi utilizado para
estabelecer o que corresponderia ao ruido da metodologia. Para quantificar a porcentagem de
célula com RNA nascente, os debris e grumos celulares foram excluidos da anélise. As médias
dos experimentos analisados nos dois sistemas, indicam que aproximadamente 70%, dos
parasitas possuem atividade transcricional.

Para verificar a especificidade da marcacéo, ou seja, se nenhum reagente ou condi¢éo
poderiam causar um resultado falso positivo, foram realizados 4 controles: controle_sem
anticorpo, que passou pelo processo de transcri¢do in vitro, mas néo foi incubado com o0s
anticorpos; controle_anticorpo secundario, que foi incubado somente com o anticorpo
secundario apds a reacdo de transcricdo; contole_ UTP, que foi incubado com o UTP, em vez
de Br-UTP, durante o processo de transcri¢dao; controle_sem nucleotideos, que passou pelo
processo de transcri¢do in vitro, porém sem adi¢do dos nucleotideos no tampédo de transcricao.
Os resultados, obtidos por citometria de fluxo e sistema de imagem de alta performance
mostram que as amostras controles apresentam baixa intensidade do sinal de fluorescéncia e/ou
baixa frequéncia de células com atividade transcricional, indicando que o Br-UTP incorporado
ao RNA nascente é detectado de forma especifica na amostra Run-on e 0s baixos sinais nas
amostras controles correspondem ao ruido da técnica.

Para confirmar que o protocolo esta otimizado para a atividade da RNA polimerase 11
e, consequentemente, transcricdo dos RNA policistronicos, os parasitas foram tratados com a-
amanitina (amostra controle_alfa-amanitina). Em tripanossomatideos, a a-amanitina inibe as
RNA polimerases de forma seletiva. A RNA polimerase Il é mais sensivel ao tratamento com
a-amanitina, enquanto que a RNA polimerase 111 apresenta nivel intermediario de resisténcia e
a RNA polimerase | é resistente (CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003; LAIRD et al.,
1985). Nos experimentos, os parasitas foram tratados com 75 pg/mL o-amanitina, por 4
minutos, antes da transcri¢cdo in vitro, pois esta concentracdo inibe a atividade da RNA
polimerase Il (LAIRD et al., 1985). Os dados mostram que a porcentagem de parasitas com
atividade transcricional reduziu para 15.47 % + 4.20 e 12,37 £ 1.216 (média + desvio padréo)

nas analises por citometria de fluxo e sistema de imagem de alta performance, respectivamente,
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indicando que o0 ensaio de transcri¢do in vitro estd otimizado para a transcricdio de RNAm,
corroborando os resultados anteriores (ULLU; TSCHUDI, 1990).

Além da informacdo quantitativa, as imagens adquiridas pelo sistema de imagem de alta
performance permitem visualizar que o RNA nascente esta localizado em todo o nucleo celular.
O tratamento com a-amanitina, com concentracdo que inibe a RNA polimerase |1, diminui o
sinal do RNA nascente significativamente e os outros controles (controle_sem anticorpo,
controle_anticorpo secundario, contole_UTP, controle_sem nucleotideos) apresentam pouco
ruido. Estas imagens confirmam que o ensaio detecta 0 RNA nascente de forma especifica e a
distribuicdo do RNA nascente por todo o nucleo também indica atividade da RNA polimerase
I1, pois se a metodologia favorecesse a transcricdo de RNAr pela RNA polimerase I, 0s RNA
seriam detectados na regido do nucléolo (NAVARRO; GULL, 2001; PAULE; WHITE, 2000).

Durante a padronizacdo da metodologia foi utilizado o corante DAPI para marcar o
DNA. O corante foi adicionado para selecionar os parasitas integros, eliminando os debris dos
dados de citometria de fluxo. Porém, observamos que o sinal do DAPI era semelhante ao perfil
de ciclo celular e poderia ser utilizado para quantificar o DNA de T. brucei fixado por citometria
de fluxo. A quantificacio do DNA normalmente é utilizada em células eucarioticas para
determinar as fases do ciclo celular, detectar ploidias do DNA ou presenca de células
apoptoticas (DARZYNKIEWICZ, 2010). Métodos de quantificacdo de DNA requerem a
utilizacdo de corantes fluorescentes que se ligam de forma estequiométrica ao DNA, para que
o sinal de fluorescéncia seja proporcional a quantidade de DNA (DARZYNKIEWICZ, 2010;
NUNEZ, 2001).

Uma caracteristica dos tripanossomatideos é a presenca de duas organelas com DNA, o
cinetoplasto e o nucleo. O cinetoplasto é uma estrutura que contém o DNA mitocondrial e
corresponde a 30% do DNA celular e o nucleo contém o DNA nuclear do parasita (DE SOUZA,
ATTIAS; RODRIGUES, 2009). Estas duas organelas possuem afinidade diferentes aos
corantes de DNA. Corantes que se ligam ao sulco menor do DNA (como o DAPI) tem
preferéncia para 0 DNA do cinetoplasto (kDNA), enquanto que corantes que intercalam no
DNA (como o iodeto de propideo) tem maior afinidade ao DNA nuclear (WHEELER; GULL;
GLUENZ, 2012). Provavelmente, devido a afinidade ao DNA nuclear, muitos trabalhos que
analisam o ciclo celular de tripanossomatideos utilizam métodos que se baseiam na coloracao
com iodeto de propideo (CARDOSO et al., 2008; DE MELO ALVES PAIVA et al., 2011,
GALE; CARTER; PARSONS, 1994; HAMMARTON et al., 2003; KUMAR; WANG, 2005;
LlI; UMEYAMA; WANG, 2009; MENNA-BARRETO et al., 2007; MUTOMBA et al., 1997)
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ou Sytox Green (GRAEFE et al., 2002). Recentemente, 0s corantes supravitais Vibrant Dye
Cycke Violet (KABANI; WATERFALL; MATTHEWS, 2010; TRINDADE et al., 2016) e
DyeCycle Orange (BUCERIUS et al., 2011; SIEGEL; HEKSTRA; CROSS, 2008) também tém
sido utilizados.

Apesar de a coloracdo do DNA com DAPI para analisar o ciclo celular por citometria
ainda ndo ter sido descrita em tripanossomatideos, percebemos que, apés a reacao de transcrigcdo
in vitro e fixacdo dos parasitas, a adicdo do DAPI e RNAse A, permitia quantificar o DNA
nuclear e analisar o ciclo celular. Para comparar os dados com o corante tradicionalmente
utilizado para quantificacdo do DNA, os parasitas foram submetidos ao protocolo de transcricdo
in vitro e corados com iodeto de propideo. Os histogramas obtidos da coloragdo do DNA com
DAPI e iodeto de propideo sdo semelhantes e mostram que a intensidade de fluorescéncia das
celulas na fase G2/M do ciclo celular é o dobro da intensidade das células na fase GO/G1, como
esperado dos métodos de quantificacdo de DNA (DARZYNKIEWICZ, 2010). Além disso, a
variacdo da intensidade de fluorescéncia das células na fase GO/G1, representada pelo
coeficiente de variacdo (CV) do valor médio da intensidade de fluorescéncia desta populacéo
celular, é semelhante nos dois protocolos de coloracdo de DNA. O CV das células na fase
GO/G1 representa a acuracia da quantificacdo do DNA e quanto menor o valor de CV, maior a
acuracia do método, porém ndo ha um consenso do valor maximo do CV (DARZYNKIEWICZ,
2010).

Os resultados confirmam que a andlise do ciclo celular com DAPI é semelhante a analise
com iodeto de propideo. Considerando que os tripanossomas possuem duas organelas com
DNA e que a acuracia da coloracdo com DAPI é semelhante da coloracdo com iodeto de
propideo, consideramos que o DAPI pode ser utilizado para determinar o ciclo celular por
citometria de fluxo nas condigdes estabelecidas neste trabalho.

Portanto, foi possivel estabelecer uma metodologia para avaliar 0 RNAmM nascente e
ciclo celular simultaneamente na mesma célula em tripanossomas. Com base nos dados obtidos,
observa-se que as células consideradas transcricionalmente ativas estdo distribuidas nas trés
fases (GO/G1, S, G2/M) do ciclo celular. Enquanto que as células sem atividade transcricional
estdo, principalmente, na fase GO/G1. Apesar desta correlagdo, ndo foram analisados outros
fatores para avaliar por que somente uma fracdo de células em GO/G1 estdo sem atividade
transcricional, portanto, séo necessarios outros estudos para investigar esta correlacao.

Os resultados demonstram que foi possivel estabelecer as condicdes para quantificar o

RNA nascente transcrito pela RNA polimerase Il e para analisar o ciclo celular de células
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fixadas simultaneamente. A metodologia descrita permitiu quantificar a taxa de transcricao de
forma mais rapida e precisa do que o protocolo classico com nucleotideo radioativo. Os
resultados dos ensaios de transcri¢do in vitro analisados tanto por citometria de fluxo quanto
por sistema de imagem de alta performance sédo semelhantes, portanto, ambas as ferramentas
de analises quantitativas podem ser utilizadas. A metodologia também podera ser adaptada para
ser analisada em outros equipamentos com sistema de deteccdo e quantificacdo de
fluorescéncia. A analise simultanea do ciclo celular foi realizada somente por citometria de
fluxo, mas os sistemas de imagens de alta performance séo capazes de quantificar a marcacgao
do DNA nuclear e determinar o perfil do ciclo celular, o que também poderia ser padronizado
para tripanossomatideos.

Acreditamos que a metodologia € apropriada para estudos que buscam compreender a
biogénese de RNAmM, os mecanismos de transcricdo pela RNA polimerase 11, a regulacdo da
expressao génica nas diferentes fases do ciclo celular e os mecanismos de progressao e controle
do ciclo celular em tripanossomatideos. O método também podera ser utilizado para a triagem
e descoberta de inibidores da transcri¢do e do ciclo celular, como novos candidatos a drogas
para o tratamento de doencas causadas por tripanossomatideos.

Apds a padronizacdo do método, utilizamos esta abordagem para avaliar se a proteina
Sub2 esta relacionada com o processo de transcri¢do, pois o silenciamento da proteina causa o
acumulo do SL RNA metilado (HIRAIWA, 2012) e decidimos avaliar se o acimulo do SL
RNA poderia ser decorrente da inibi¢do da transcricdo do pré-RNAm. O acimulo do SL RNA
e do RNAm no nucleo é detectado a partir de 36 e 48 horas, respectivamente, de inducdo do
silenciamento de Sub2 (HIRAIWA, 2012; SERPELONI et al., 2011b). Por isto, o silenciamento
da proteina Sub2 foi induzido por RNAi em T. brucei e, apds 48 horas, a quantidade de Sub2 e
a taxa de transcricdo foram avaliadas por citometria de fluxo e por sistema de imagem de alta
performance.

Apds ainducdo do silenciamento de Sub2, observa-se que a quantidade de proteina Sub2
€ menor nestes parastias do que em parasitas controle, sem a indugdo do RNAI. Nestas
condices, a taxa de transcri¢do sofreu pouca alteragdo, ou seja, a deplecdo da proteina Sub2
causa a reducdo de 20%, aproximadamente, de parasitas com atividade transcricional (53,33 =
11,80 e 61,39 + 8,65, média e desvio padrdo dos dados analisados por citometria de fluxo e
sistema de imagem de alta performance, respectivamente), comparado com 0s parasitas sem a
deplecéo da proteina (74,67 + 2,38 e 75,42 £ 6,03). Esta reducdo foi semelhante a observada

para os parasitas tratados com sinefungina (67,50 £ 1,41 e 68,08 + 6,38), droga que inibe 0
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trans splicing (MCNALLY; AGABIAN, 1992) e diferente do tratamento como a-amanitina
(13,80 £ 2,54 e 15,05 * 8,36), droga que inibe a atividade da RNA polimerase Il. Portanto, o
efeito na taxa de transcricdo causado pela deplecdo da proteina Sub2 é mais semelhante ao
efeito causado pelo tratamento com sinefungina do que com a-amanitina.

Como a deplecdo da proteina Sub2 ndo bloqueia a transcricdo, o acimulo do SL RNA
e reducdo da estrutura em Y devem ser decorrentes da inibi¢do do inicio do trans splicing. O
mesmo fenotipo, acimulo de SL RNA e reducgéo da estrutura em Y, também foi observado ap6s
a deplecdo de componentes do spliceossomo ou de proteinas associadas ao trans splicing [SF1,
U2AF35 (VAZQUEZ et al., 2009), SSm4 (JAE et al., 2010), proteinas Sm (MANDELBOIM
et al., 2003; TKACZ et al., 2007), LSm (LUZ AMBROSIO et al., 2009; TKACZ et al., 2008),
U5-15K (SILVA et al., 2011), U5-Cwc21(LUZ AMBROSIO et al., 2009), Prp31 (LIANG et
al., 2006), SPF27/complexo PRP19 (AMBROSIO; BADJATIA; GUNZL, 2015), CYC12
(BADJATIA et al., 2016), TSR1 e TSR1IP (GUPTA et al., 2014)].

Sub2 pode agir no processamento sem interferir na taxa de transcricdo, pois o
processamento do pré-RNAm por trans splicing ndo depende da interagdo com a maquinaria
de transcricdo (STEWART et al., 2010). Além disso, as andlises de ultra-estrutura em T. cruzi
mostram que Sub2 esta presente, principalmente, em regiGes de cromatina mais frouxa com
tendéncia de associacdo na periferia da cromatina mais densa, que sdo regifes tipicas de
processamento de mMRNA (SERPELONI et al., 2011b).

Como a proteina UAP56, ortéloga de mamiferos, foi descrita como um fator essencial
para o cis splicing do pre-RNAm (FLECKNER et al., 1997) e interage com componentes da
maquinaria de splicing (FLECKNER et al., 1997; SHEN, 2009; SHEN et al., 2008), decidimos
avaliar se Sub2 de tripanossomatideos estaria associada com proteinas do core do spliceossomo,
formando pelas proteinas Sm/LSm e 0os U snRNAs (GUNZL, 2010). Incialmente comparamos
o perfil de sedimentacdo das proteinas ap0s o fracionamento de extrato proteico por
cromatografia de exclusdo de tamanho. Para isto, extrato de T. brucei, expressando a proteina
do core do spliceossomo SmD1 fusionada a etiqueta PTP (HIRAIWA, 2012; LUZ AMBROSIO
et al., 2009), foi preparado com tampao citrato, fracionado por cromatografia de excluséo e
analisado por Western blotting. Nestas condigdes, os resultados obtidos mostram que os
complexos que contém as proteinas Sub2 e SmD1 migram de forma diferente, devido a
diferente massa molecular dos complexos. Este dado indica que Sub2 ndo pertence ao core do
spliceossomo, chamados de core snRNP, em T. brucei. Alem dos cores SnRNP, os complexos

contém proteinas especificadas de cada snRNP, formando os U snRNPs, e outras proteinas
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adaptadoras ou reguladoras relacionadas com o splicing (GUNZL, 2010). Poranto, Sub2 deve
ser uma proteina adaptadora ou reguladora do trans spling, como descrito para a proteina
ortéloga no cis splicing (SHEN, 2009).

Para tentar compreender a relacdo de Sub2 com o trans splicing e com a via de
exportacdo de RNAm em T. brucei, buscamos identificar quais proteinas estdo associadas a
Sub2. Inicialmente, a estabilidade do complexo que contém Sub?2 foi avaliada por cromatografia
de exclusdo de tamanho e analise por Western blotting com parasitas expressando a proteina
Sub2 fusionada a etiqueta GFP ou PTP, na extremidade C-terminal. Diferentes tampdes e
condicdes de lise foram testadas e alguns testes foram realizados com cross linking por
formaldeido. Os resultados indicavam que a proteina permanecia em complexo em algumas
condigdes. Portanto, tentamos enriquecer o complexo proteico de Sub2 por imunoprecipitagéo,
com previa separacgdo por cromatografia ou ndo, e analisamos por gel SDS-PAGE corado com
prata ou espectrometria de massas. Em algumas condi¢es, era evidente a presenca de Sub2 no
gel SDS-PAGE corado com prata, comparado com a amostra controle, porém nao era possivel
identificar o enriquecimento de outras proteinas. Mesmo assim, algumas amostras foram
analisadas por protedmica e, nos dados em que Sub2 era a mais representada, identificou-se
poucas proteinas ou proteinas sem funcgdes relacionadas, indicando que o complexo ndo estava
estavel nas condicGes testadas e que as proteinas identificadas devem ter permanecido nas
amostras devido a interagdes inespecificas.

A adicdo de etiquetas as proteinas pode gerar alteracGes conformacionais e funcionais.
A proteina Sub2 pertence a familia DEAD box helicase, portanto possui 0s 9 motivos
caracteristicos da familia, incluindo os motivos funcionais ATPase e de ligacdo RNA
(BITTENCOURT, 2015), distribuidos por toda a proteina e se enovela em dois dominios
estruturais (SERPELONI et al., 2011b). Como n&o foi possivel enriquecer o complexo de Sub2
por imuoprecipitacdo utilizando as etiquetas (GFP ou PTP) na regido C-terminal de Sub2,
acredita-se que as modificacdes na porcdo C-terminal alteraram as interacdes de Sub2 com
outras proteinas. As etiquetas também podem ter modificado a distribuicdo e interacdo entres
0s motivos de Sub2, pois a distribuicdo e interacdo de todos os motivos contribuem para a
atividade e para conformac&o das proteinas DEAD (CORDIN et al., 2006; LINDER, 2006).

Como néo foi possivel identificar o complexo por imunoprecipitagdo com as etiquetas
na extremidade C-terminal, a etiqueta PTP foi adicionada a extremidade N-terminal da proteina
Sub2, obtendo a linhagem ThSub2-PTP-N. Extratos destes parasitas foram preparados com

diferentes tampdes e utilizados para imunoprecipitacdo. As amostras foram analisadas por gel
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SDS-PAGE corado com prata e foi possivel detectar o enriquecimento de Sub2-PTP e a
presenca de algumas proteinas apenas na amostra de Sub2-PTP-N, em relacdo ao controle
(extrato de parasita selvagem). O melhor resultado foi obtido no ensaio realizado com tampéo
citrato. O mesmo tampé&o permitiu a identificacdo de proteinas do complexo proteico de Sub2
de T. cruzi, obtido por imunoprecipitacdo da proteina fusionada a GFP na extremidade N-
terminal (INOUE, 2015).

Devido aos resultados obtidos com tampéo citrato, a imunoprecipitacéo foi repetida em
triplicata bioldgica e as amostras foram analisadas trés vezes por espectrometria de massas,
totalizando 9 réplicas. Foram selecionadas as proteinas que tiveram no minimo trés espectros
MS1, dois peptideos no MS2 e que estavam presentes em pelo menos duas réplicas diferentes.
Destas, foram mantidas as proteinas presentes apenas nas amostras Sub2-PTP, excluindo as
proteinas identificadas também nas amostras de parasitas selvagens. Em seguida, proteinas das
subunidades ribossomais e proteinas hot spot de retrotransposon (RHS) foram excluidas da
analise. Apos estes critérios, foram selecionadas 36 proteinas. Algumas proteinas identificadas
no complexo de Sub2 de T. brucei também foram identificadas no ensaio de T. cruzi (INOUE,
2015), indicando que ambos complexos sdo estaveis e semelhantes nestas condicfes. As
proteinas identificadas em pelo menos 5 réplicas estdo presentes em maior quantidade na
amostra e, provavelmente, interagem de forma mais estdvel com o complexo. Estas proteinas
foram consideradas relevantes para discussao neste trabalho.

As quatro proteinas mais abundantes identificadas, além de Sub2, ainda ndo foram
caracterizadas em T. brucei e estdo descritas no banco de dados TriTrypDB como proteinas
hipotéticas (Th927.1.2750, Th927.6.1470, Th927.7.2240, Th927.4.3060). A busca de proteinas
homdlogas por analise de sequéncias (BlastP) indica que a proteina Th927.4.3060 é conservada
somente em tripanossomas, as proteinas Th927.1.2750 e Th927.6.1470 estdo conservadas
somente em espécies da familia Trypanosomatidae e a proteina Th927.7.2240 esta conservada
em espécies da ordem Kinetoplastida. Estas informac6es mostram que estas proteinas podem
ser exclusivas de kinetoplastideos/tripanossomatideos e que 0s mecanismos moleculares
relacionados a estas proteinas podem ser diferentes dos mecanismos dos eucariotos superiores.

As andlises de dominios identificaram que a proteina codificada pelo gene
Th927.6.1470 possui 0 dominio FOP (Friend of PRMT1), um dominio UBM (Uap56 binding
motif) tipico (LDXXLD) e uma sequéncia semelhante (LDXXLL) e duas sequéncias RG/GR
entre os possiveis dominios UBM. A proteina homologa de T. cruzi (TcFOP) também foi

identificada no complexo proteico de Sub2 e possui uma regido rica em arginina e glicina (GAR
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- 5 repeticbes RG/GR) entre os dois dominios UBM. Esta proteina esta sendo estudada pelo
nosso grupo de pesquisa e os resultados obtidos até agora mostram que a proteina é nuclear e
interage com componentes da via de exportacdo, como Mex67 e Sub2, e do EJC, como Hel45
(Domingues, P. em preparacao).

A proteina Fop, também chamada de Chtop/C1orf77/Srag, é altamente conservada em
vertebrados, porém as proteinas ortdlogas em leveduras, vermes e insetos ndo foram
identificadas (VAN DIJK et al., 2010). A Fop foi identificada como componente do complexo
TREX, competindo com a proteina Aly (ortéloga a Yral de levedura) pela interacdo com
UAP56 (ortéloga a Sub2 de leveduras). Provavelmente, a proteina Aly interage com Fop no
inicio da formacdo do complexo TREX e favorece a interacdo de Fop com Nxf1 (ortologa a
Mex67 de leveduras) (CHANG et al., 2013; TENG; WILSON, 2013). A presenca do complexo
TREX é essencial para a interacdo de Nxfl com o RNAm e, consequentemente, para a
exportacdo do RNA para o citoplasma (VIPHAKONE et al., 2012).

Além disso, ja foi descrito que a Fop ativa a transcricdo de genes responsivos a estrégeno
(VAN DIJK et al., 2010) e ao fator de transcricdo Zbp-89 (FANIS et al., 2012), mas ainda ndo
foi estabelecido a relacdo entre a transcrigcdo e a exportacdo do RNAm e se Fop desempenha
alguma funcéo no processamento do RNA.

A proteina Th927.7.2240, descrita como hipotética nos bancos de dados, possui
estrutura semelhante as proteinas API5 (apoptosis inhibitory protein 5) e symplekin, segundo
a analise de estrutura obtida a partir da sequéncia de aminoéacidos utilizando a ferramenta
Phyre2. A proteina API5 é alongada e composta somente por a-helices, esta estrutura possibilita
a interacdo com multiplos parceiros de diferentes complexos (HAN et al., 2012), incluindo as
proteinas AIP1/2 (LI et al., 2011) e Acinus (RIGOU et al., 2009). As proteinas AIP1/2 (API5-
interacting protein 1 e 2) de Oryza sativa (arroz) sdo homoldgas a Sub2/UAP56 e regulam a
morte celular programada durante o desenvolvimento do gametdcito masculino (LI etal., 2011).
Em células de mamiferos (HeLa), a proteina Acinus regula o processamento do pré-RNAmM
(RODOR et al., 2016), pertence a um complexo que participa do splicing e da apoptose (ASAP
- apoptosis and splicing-associated protein) (SCHWERK et al., 2003) e é componente auxiliar
do EJC (exon junction complex) (RODOR et al., 2016; TANGE, 2005). A proteina
Th927.7.2240 também ¢é estruturalmente semelhante a symplekin. Apesar da semelhanca
estrutural, a proteina Th927.7.2240 possui apenas 22,47 % de identidade com a symplekin
(Th927.8.7490) de T. brucei, identificada recentemente (KOCH et al., 2016). A symplekin de

T. brucei e outros 9 fatores estéo relacionados com o processamento da extremidade 3 do
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RNAm. O silenciamento destas proteinas indica que a maioria é essencial para o crescimento,
poliadenilacdo e trans splicing, demonstrando que estas duas reacfes de processamento do
RNAm sdo acopladas (KOCH et al., 2016). De forma semelhante, a symplekin de mamiferos
interage com os fatores de clivagem e poliadenilacdo do pré-RNAm (TAKAGAKI; MANLEY,
2000; VETHANTHAM; RAO; MANLEY, 2007) e pertence ao complexo de processamento do
prée-RNAm de histonas, que ndo possui intron e possui uma estrutura em loop na extremidade
3’, em vez da cauda poli(A) (KOLEV; STEITZ, 2005; SULLIVAN; STEINIGER,
MARZLUFF, 2009).

Como a symplekin de T. brucei foi identificada, deve-se avaliar funcionalmente se a
proteina Th927.7.2240 participa da poliadenilacdo ou de outra etapa do metabolismo nuclear
do RNA. Esta anélise esta sendo realizada com a proteina homologa em T. cruzi pelo nosso
grupo de pesquisa. Os dados mostram que a proteina € nuclear e estamos tentando identificar o
complexo proteico (Domingues, P. em preparacao).

Em relacdo as outras duas proteinas (Th927.1.2750, Th927.4.3060 - Hip) identificadas
com maior quantidade nas imunoprecipitac6es, ndo foi possivel inferir a fungdo ou a estrutura
pelas analises realizadas com as ferramentas hmmscan, Phyre2 e BlastP.

Muitas proteinas de tripanossomatideos estdo descritas como hipotéticas nos bancos de
dados. Isto requer mais analises de bioinformatica e experimentos bioquimicos e/ou
moleculares para identificar a funcdo das proteinas. Portanto, as principais proteinas
identificadas no complexo proteico com Sub2 devem ser estudadas para verificar se participam
da via de exportacao e/ou processamento do RNAm.

Além das proteinas hipotéticas, foram identificadas outras proteinas. Entres elas, estdo
as proteinas Hel67 (também identificada como VASA e DBP1) e DHH1 que pertencem aos
granulos periféricos nucleares (NPGs). Estes granulos sdo formados externamente ao nucleo
guando o trans splicing é inibido e, consequentemente, ocorre acimulo de RNAm processados
parcialmente. Os NPGs sdo compostos pela proteina de ligacdo a poli(A) 2, VASA e proteinas
presentes em P-bodies (DHH1, SCD6 e XRNA) (CASSOLA; DE GAUDENZI; FRASCH,
2007; HOLETZ et al., 2007; KRAMER et al., 2008), granulos que contém enzimas envolvidas
na degradagdo do RNAm. Apesar do NPG compartilhar algumas proteinas com o P-bodies, 0s
dois granulos respondem de forma diferente, pois 0 NPG nédo depende da proteina core dos P-
bodies, SCD6. Sugere-se que NPG de tripanossomatideos possua a fungdo de controle de
qualidade dos RNAm recém transcritos e possa direciona-los para a traducao, degradacéo ou

estocagem no citoplasma (KRAMER et al., 2012), portanto a interacdo entre componentes do
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NPGs e de processamento/exportacdo poderia corresponder a uma etapa do controle de
qualidade do RNA.

Como componente de uma maquinaria de controle de qualidade, também foi
identificada a proteina Hel45, que interage com proteinas da via de exportacdo do RNA e do
EJC (Exon Junction Complex) (INOUE, 2015). O EJC tem sido descrito como o complexo que
acopla o splicing do prée-RNAmM com os diferentes mecanismos celulares: exportacdo do
MRNA, localizagdo citoplasméatica do RNA, traducdo e nonsense-mediated mRNA decay
(NMD) (WOODWARD et al., 2016).

Os mecanismos NPG e EJC provavelmente séo responsaveis pelo controle de qualidade
dos RNA dentro do nucleo, desde a transcricdo até a exportacdo, em tripanossomatideos. Como
o0 silenciamento de Sub?2 altera a exportacdo do RNAm (SERPELONI et al., 2011b) e o trans
splicing (HIRAIWA, 2012), a proteina também poderia interagir com 0s mecanismos de
controle direcionando o destino do RNA. Com isto, Sub2 interligaria os diferentes mecanismos
relacionados com a biogénese RNAm.

No grupo de proteinas identificas com maior relevancia (em pelo menos 7 réplicas) na
imunoprecipitacdo de Sub2, incluem proteinas ALBA (Th927.4.2030/ Th927.4.2040), ATP-
dependent DEAD/H RNA helicase putative (Th927.9.12510) e a DHH1, que interagem com 0s
complexos U snRNP de splicing ou com os complexos que auxiliam o splicing, porém ainda
ndo foi descrita a fungdo destas proteinas no trans splicing. Além disso, a subunidade de uma
quinase e uma piruvato diquinase foram identificadas e ainda ndo foram analisadas
funcionalmente. Também foram identificadas proteinas de organelas citoplasmaticas (aldolase
glicosomal e metalo-peptidase mitocondrial) e duas histonas (H2A e H2B), que podem ter
imunoprecipitado como contaminantes devido a presenca de membranas delimitando o nucleo
e estas organelas na célula intacta ou devido a alta quantidade de proteina no ndcleo,
respectivamente.

Os dados de espectrometria de massas indicam as possiveis proteinas do complexo
proteico de Sub2 e decidimos confirmar a interacdo de algumas proteinas por co-
imunoprecipitacdo e analise por Western blotting. Estes ensaios foram realizados com duas
proteinas hipotéticas (Th927.7.2240 e Th927.4.3060 - Hip), identificadas em todas as réplicas
e altamente representadas nos dados, e com DHH1, identificada em 6 réplicas e menos
representada do que as proteinas hipotéticas. Como ndo temos anticorpo contra a proteina Hip,
a etiqgueta HA foi adicionada a extremidade C-terminal da proteina para o ensaio de

imunoprecipitacdo. Para avaliar se a interagdo das proteinas € mediada por RNA, a
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imunoprecipitacdo também foi realizada com RNAse A. Apds a imunoprecipitacdo de Hip-HA
e Sub2-GFP-N, avaliou-se a presenca das outras proteinas por Western blotting. Assim,
confirmou-se a interacdo entre Sub2, API5 e Hip (Th927.4.3060). As proteinas foram
identificadas somente nas amostras sem RNAse A, portanto a interagdo entre as proteinas
depende de RNA. Neste mesmo ensaio, ndo foi detectada a proteina DHH1, com ou sem a
RNAse A. Este dado indica que a proteina pode ter sido imunoprecipitada de forma inespecifica
nas amostras analisadas por espectrometria de massas ou estd presente em pouca quantidade na
amostra analisada por Western blotting.

Além das proteinas identificadas por espectrometria de massas, analisamos se Sub2
interage com U2AF35. No processamento por cis splicing, U2AF35 forma um complexo com
U2AF65 e SF1/BBP, que reconhece as sequéncias que definem o local do cis splicing no pré-
RNAm. Sub2 favorece a troca de SF1 por um dos complexos core do spliceossomo, U2 snRNP,
dando continuidade ao processamento (WAHL; WILL; LUHRMANN, 2009). Como o
silenciamento de Sub2 em T. brucei causa o acimulo do SL RNA e diminuicdo da estrutura em
Y, fenétipo que indica inibicdo da primeira reacdo de transesterificacdo do trans splicing
(HIRAIWA, 2012), decidimos avaliar se Sub2 pertence ao mesmo complexo que U2AF35 por
imunoprecipitacdo. Apo6s a imunoprecipitacdo de U2AF35-GFP, a presenca de Sub2 foi
avaliada por Western blotting. O resultado mostra que Sub2 imunoprecipita com U2AF35,
indicando sua interagcdo com a maquinaria de trans splicing. Esta interacdo corrobora que Sub?2
pode agir nas etapas iniciais do trans splicing, levando ao acimulo do SL RNA e diminuicéao
da estrutura em Y ap0s a deplecdo de Sub2 (HIRAIWA, 2012), fenbtipo também observado
apos o silenciamento de U2AF35 (VAZQUEZ et al., 2009). Pelo ensaio realizado, ndo se pode
avaliar se a interacdo entre as proteinas é direta ou mediada por outra proteina ou RNA. Para
isto, devem ser feitos outras analises como, por exemplo, ensaios de duplo hibrido ou pull down.

Devido ao acumulo de SL, do perfil de sedimentacao diferente entre Sub2 e SmD1,
auséncia dos componentes do core spliceossomo nas imunoprecipitacdes e interacdo de Sub2
com U2AF35 acreditamos que a proteina Sub2 seja um fator auxiliar no trans splicing e ndo
uma proteina dos complexos U snRNP. As interagbes de Sub2 podem ser dindmicas e
transientes, o que dificultaria a identificacdo destas interacGes. Portanto, apesar de enriquecer
0 complexo de Sub2 nas condigdes utilizadas para imunoprecipitacdo, outras condi¢des podem
estabilizar as interagdes transientes, como o uso de cross linking.

Na maioria dos eucariotos, 0 RNAm ¢é gerado pela transcricdo e processamento

(capping, splicing e poliadenilacdo) do pré-RNAm. A transcricdo do pré-RNAm ¢é realizada
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pela RNA polimerase IlI, que também coordena as reacdes de processamento co-
transcricionalmente. O dominio C-terminal (CTD) da subunidade maior da RNA polimerase 11,
Rrbl, é composto por repeticdes de um heptapetideo conservado (YSPTSPS). Os
heptapeptideos sofrem varias modificag¢fes, que direcionam a atividade da RNA polimerase |1
e recrutam os fatores dos mecanismos que ocorrem co-transcricionalmente. Apds as etapas
iniciais da transcricdo, quando o pré-RNAm atinge 22 a 25 nucleotideos, iniciam as reagdes
para formar o cap 7-metilguanosina (7meGpppN) na extremidade 5 do RNA. Em seguida, o
cap interage com o complexo de ligacdo ao cap (CBC), formando pelas proteinas de liga¢éo ao
cap (CBP20 e CBP80). Conforme ocorre a transcri¢do dos introns, os complexos U snRNP do
splicing reconhecem os sinais de processamento no pré-RNAm e interagem com o CTD da
RNA polimerase 1, assim inicia a remoc¢do do intron. O CTD também contribui para o
processamento reconhecendo os exons e facilitando o posicionamento dos exons durante a
reacdo de splicing. No final da transcricdo, os complexos de clivagem e poliadenilacdo,
associados a CTD, reconhecem sequéncias especificas no RNA nascente, resultando no
processamento da extremidade 3’ do RNA e dissociagdo da RNA polimerase II. Apesar de a
transcricdo e o processamento serem descritos de forma sequencial, os eventos sdo
interconectados e um processo interfere no outro, ou seja, a transcri¢do regula o processamento
do prée-RNAm, como as trés etapas do processamento regulam a transcricdo (HOCINE;
SINGER; GRUNWALD, 2010; LENASI; BARBORIC, 2012).

Tanto o mecanismo de splicing (LUO; REED, 1999) quanto o cap (CHENG et al., 2006)
sd0 necessarios para a exportacdo do RNAm, indicando que a maquinaria de processamento do
pré-RNAm esta interligada com a via de exportagdo do RNAmM em metazoarios (HOCINE;
SINGER; GRUNWALD, 2010; KOHLER; HURT, 2007). A proteina UAP56, que participa do
splicing do pré-RNAm e da exportacédo, interage com a proteina Aly da via de exportacdo do
RNAmM (LUO et al., 2001; STRABER; HURT, 2001). O complexo TREX, da via de exportacéo,
interage com 0 RNAm que que possui cap e sofreu splicing (CHENG et al., 2006; MASUDA
et al., 2005). Esta interacdo é mediada pela proteina da via de exportacdo Aly, presente no
primeiro exon do RNAm, que interage com CBP80 do complexo de ligacdo ao cap (CHENG
et al., 2006).

Os tripanossomatideos possuem diversos mecanismos moleculares que sdo diferentes
de outros eucariotos, incluindo os mecanismos relacionados com a expressdo génica
(MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010). A subunidade maior da RNA polimerase Il de

tripanossomatideos ndo possui as repeti¢des de heptapeptideos no dominio carboxi-terminal
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(CTD) (EVERS et al., 1989; PALENCHAR; BELLOFATTO, 2006; SMITH et al., 1989) e a
RNA polimerase Il transcreve longos RNAs policistronicos, que precisam ser processados para
gerar 0s RNAs monocistronicos.

A transcricdo e o trans splicing ocorrem de forma independente em tripanossomatideos
(STEWART et al., 2010), entretanto, poliadenilacéo e trans splicing parecem estar acoplados,
pois os fatores de poliadenilacdo sdo essenciais para a adicdo da cauda poli(A) e para o trans
splicing em T. brucei (KOCH et al., 2016). Estes fatores foram identificados recentemente e
ainda ndo foi descrita a interacao fisica entre os diferentes mecanismos. De forma semelhante,
demonstramos que a proteina Sub2 néo é essencial para a transcricao, porém é essencial para o
processamento (HIRAIWA, 2012) e para a exportacdo do RNA (SERPELONI et al., 2011b).
Também, ainda ndo identificamos como Sub?2 esta acoplando estes dois mecanismos.

De modo geral, os dados obtidos neste trabalho mostram que Sub2 interage com
proteinas que ndo estdo conservadas em outros organismos, indicando que, assim como outras
vias do metabolismo de RNAm, o trans splicing e/ou a exportacdo devem possuir proteinas
divergentes. Por isso, a caracterizacdo das proteinas associadas a Sub2 contribuira para elucidar
a funcdo de Sub2 e os mecanismos nucleares relacionados com o0 RNAm.
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6 CONCLUSAO

Uma das inovagoes deste trabalho foi o estabelecimento de uma metodologia baseada
em fluorescéncia para quantificar o RNA nascente, transcrito pela RNA polimerase I, em
tripanossomatideos. Este método quantifica 0 RNA nascente de forma mais rapida, precisa e
com menor numero de células que o protocolo classico, que utiliza material radioativo. O
protocolo estabelecido possibilita analisar a transcrigdo in vitro, o ciclo celular e é compativel
com os ensaios de fenotipagem utilizando anticorpo. A citometria de fluxo e o sistema de
imagem de alta performance permitem que os dados sejam obtidos simultaneamente.
Acreditamos que o protocolo pode ser adaptado para realizar as analises individualmente ou em
combinagOes, de acordo com o objetivo do experimento. Por exemplo, se o objetivo for
correlacionar a expressao de uma determinada proteina com as fases do ciclo celular, a etapa
de incubacdo com o tampé&o B contendo os nucleotideos e as etapas de detec¢do do Br-UTP nédo
devem ser necessarias para obter o resultado.

A metodologia descrita poderd contribuir para aprofundar os conhecimentos
relacionados com a transcricdo, biogénese do RNAm e ciclo celular. Também podera ser
utilizada para a triagem e descoberta de novos candidatos a drogas para o tratamento de doencas
causadas por tripanossomatideos.

De acordo com os objetivos voltados para entender a funcdo de Sub2 no metabolismo
nuclear do RNA, esta metodologia foi eficiente para mostrar que a deplecdo de Sub2 reduz a
porcentagem de células transcricionalmente ativas de forma semelhante ao efeito causado pelo
tratamento com sinefungina, droga que inibe o trans splicing, e diferentemente do efeito de a-
amanitina, droga que inibe a transcricdo. Portanto, o SL RNA acumulado apds o silenciamento
de Sub2 ndo é decorrente do blogueio da transcricao de pré-RNAm, indicando inibicdo do trans
splicing.

A proteina UAP56, ort6loga a Sub2, € um fator auxiliar para o processamento do pré-
RNAm por cis splicing. Portanto, acreditamos que Sub2 também interage com a maquinaria do
trans splicing, porém ndo é um componente do core do spliceossomo e deve agir de forma
dindmica, pois o complexo que contém Sub2 possui massa molecular diferente dos complexos
SnRNP do spliceossomo, que contém as proteinas core Sm/LSm, e ndo foram identificadas as
proteinas do splicessomo na imunoprecipitagdo de Sub2 seguida de protedmica, nas condi¢bes
utilizadas neste trabalho. A relagdo de Sub2 como um fator auxiliar no trans splicing foi

evidenciado pela interagdo com U2AF35, ambas envolvidas com as primeiras etapas do
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processamento, antes da primeira reacdo de transesterificacdo. Assim, acreditamos que Sub2 nao
tem as caracteristicas de um fator de processamento estrito, mas esta envolvida com a
maquinaria de processamento e de exportagdo como em outros eucariotos.

Além de U2AF35, Sub2 interage com proteinas que estdo relacionadas com o0s
mecanismos de controle de qualidade e direcionamento do RNA. Em outros eucariotos que
possuem splicing, tanto a maquinaria de processamento quanto a maquinaria de exportacéo
estdo relacionadas com a maquinaria de controle de qualidade do RNA.

Além disso, Sub2 interage com proteinas hipotéticas conservadas exclusivamente em
tripanossomatideos/kinetoplastideos. Ainda ndo temos resultados experimentais demonstrando
a participacédo destas proteinas no processamento e/ou na exportacéo, porém, a presenca destas
proteinas corrobora os dados da literatura que sugerem uma via de exportacdo de RNAm
divergente nestes organismos e com a peculiaridade do processamento por trans splicing,
reforcando que estudos mais detalhados destas vias podem trazer informacgdes importantes para
entender a biologia destes parasitas e auxiliar na identificacdo de novos alvos para

quimioterapia.
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8 APENDICES

APENDICE A: OLIGONUCLEOTIDEOS

Nome Sequéncia
GGGGCGGCCGCAGTAGTGGTCTCGCTGACTTTGAC

SUB2N_F GG

SUB2N_R GGGGGGCCCCTCGCGTGCATGGGCAATGA

PNPTPPURO_F (pN-F)

PNPTPPURO_R (pN-R)

PMO_U2AF35_F

PMO_U2AF35 R

PMO_Hipotética-
3060_F

PMO_Hipotética-
3060_R

GCCGAAAGTAGACGCGAATTGTG

TGGCGAAAGGGGGATGTGCT

GCGCGGGAGGGACAGGCAAAAGTCACCTCGGGG
GTATTCCAGCGACATGTGCCATATTTGTGGAAAA
TCTGGTCACATCTCTCGCGAATGCCCCTTAAAAG
GTACCGGGCCCCCCCTCGAG

CATACGGCATTCTCAAACAGAACCCGCGCCGCGA
GCCCGAATGACATCTTTGTTATATTATATTTTTTTT
ATGTTTATTATCTCTTTTCTGCTCCTATTCTGGCGG
CCGCTCTAGAACTAGTGGAT

GAACGCCTCCGGTACCAGCGCCGTCGCGAAGAAC
TCTCCCGCGTCCGCTCCCGCTTCTCACGTGATGGT
ACCGGGCCCCCCCTCGAG

TCAGTCACGCATCTCAAACACCTGACCTTCAATAA
TTCCTGTTCATCTCTCCCCCTCGTATTGGGCGCCCG
GCCTTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGAT
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APENDICE B - SILENCIAMENTO DE SUB2 NAO ALTERA O CICLO CELULAR DOS PARASITAS. Os
dados foram obtidos simultaneamente ao ensaio de transcrico in vitro.
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APENDICE C - PURIFICAGAO DOS NANOBODIES POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE HIs-TAP FF.
(A) Perfil da cromatografia apresentando a concentracdo de proteina em relacdo ao gradiente
de imidazol. Os nanobodies foram eluidos com 110 mm imidazol, aproximadamente,
correspondente as fracdes 7 a 15. (B) Andlise da purificacdo dos nanobodies por SDS-PAGE.
Uma aliquota da fragdo periplasmatica, representando o material inicial (In), uma aliquota do
flow through (FT), e as fracGes eluidas 4, 7 9, 11, 13, 15 e 19 estdo representadas no gel. M:
marcador molecular pageruler Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kda (thermofisher

Scientific).
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TbSub2-GFP TbSub2-GFP

Nanobody
Anti-GFP DAPI DIC

Anticorpo
Anti-Sub2

APENDICE D - OS NANOBODIES RECONHECERAM ESPECIFICAMENTE A PROTEINA GFP EM T.
BRUCEI. T. brucei selvagem (TbWT) e ThSub2-GFP foram incubados com nanobodies
conjugados a Alexa Fluor 488 (1:200 ou 1:1600). ThSub2-GFP também foi incubada com o
anticorpo primario anti-Sub2 (1:600) e anticorpo secundario anti-IgG de coelho, produzido em
galinha, conjugado com Alexa 594 (1:400). DNA: marcacdo do material genético com DAPI.

DIC: contraste por interferéncia diferencial.
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APENDICE E - PROTEINAS IDENTIFICADAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS APOS A

IMUNOPRECIPITAGAO DO COMPLEXO CONTENDO A PROTEINA TBSUB2-PTP-N

TRTIéBrg;gIID Ri%ll:ﬁte Total signal Tritryp description
Th927.10.14320 2 2.18E-05  Flagellum attachment zone protein 9
Th927.11.2370 2 5.53E-05 mRNA export factor MEX67
Th927.2.3910 2 8.00E-05  beta-ketoacyl synthase family protein, putative
Th927.1.5030 2 9.65E-05  leucine-rich repeat protein (LRRP), putative
Th927.2.5130 2 0.000105737 hypothetical protein, conserved
Th927.10.8540 2 0.000120288 chaperone protein DNA], putative
Th11.v5.0689.1-p1 2 0.000122855 NOT2/NOT3/NOT5 family, putative
Th927.10.7570 3 0.000142914 dihydrolipoamide acetyltransferase E2 subunit, putative
Th927.6.850 2 0.000153755 ccr4-not transcription complex subunit 2
Th927.5.4420 2 0.000199173 nucleolar RNA helicase Il
Th927.7.880 2 0.000305874 RNA-binding protein, putative
Th11.v5.0774.1-p1 3 0.000327179 dihydrolipoamide acetyltransferase precursor, putative
Th927.4.410 2 0.000442381 CAF 40
Th927.2.2130 4 0.000500152 small GTP-hinding protein RAB6, putative
Th927.11.2340 2 0.000505341 hypothetical protein, conserved
Th927.11.3980 4 0.000514  metallo-peptidase, Clan ME, Family M16
Th927.7.4960 5 0.000759425 hypothetical protein, conserved
Th927.10.7550 4 0.000870719 hypothetical protein, conserved
Th927.8.4330 3 0.000946181 small GTP-binding protein Rab11
Th927.9.13990 4 0.001005952 RNA-binding protein, putative
Th927.10.14710 4 0.001179844 40S ribosomal protein S2, putative
Th927.10.14600 4 0.001179844 40S ribosomal protein S2, putative
Th927.2.470 8 0.001608281 retrotransposon hot spot protein 4 (RHS4), putative
Th927.2.340 8 0.001649025 retrotransposon hot spot protein 4 (RHS4), putative
Th927.10.3990 6 0.001750936 DHH1
Th927.2.1120 8 0.0018031 retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene), putative
Th927.9.12510 5 0.002011886 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative
Th927.10.5340 4 0.002501611 40S ribosomal protein S18, putative
Th927.10.5330 4 0.002501611 40S ribosomal protein S18, putative
Th927.5.1060 7 0.0027084  mitochondrial processing peptidase, beta subunit, putative
Th927.1.120 9 0.002779734 retrotransposon hot spot protein 4 (RHS4), putative
Th927.10.10480 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10510 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10460 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10540 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10590 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10470 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10580 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10500 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10570 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10530 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10490 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10445 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10550 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10520 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.10.10560 5 0.00306464 histone H2B, putative
Th927.9.11030 6 0.004525434 cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit 2
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Th427tmp.02.4150-126_1-

7 0.004586566 L
pl pyruvate phosphate dikinase
Th927.10.13010 8 0.00560882 protein kinase A catalytic subunit 3
Th927.4.2030 7 0.005610007 ALBA-Domain Protein
Th927.4.2040 7 0.006407219 ALBA-Domain Protein
Th927.7.2890 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.7.2850 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.7.2930 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.7.2820 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.7.2880 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.7.2860 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.7.2920 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.7.2940 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.7.2870 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.7.2900 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.7.2840 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.7.2910 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.7.2830 6 0.007320446 histone H2A, putative
Th927.11.8770 8 0.007880576 ATP-dependent RNA helicase FAL1, putative
Th927.10.5620 7 0.008671318 fructose-bisphosphate aldolase, glycosomal
Th927.10.14550 8 0.010339834 ATP-dependent RNA helicase HEL67
Th927.4.3060 9 0.022056036 hypothetical protein, conserved
Th927.7.2240 9 0.036764485 hypothetical protein, conserved
Th927.6.1470 8 0.065519661 hypothetical protein, conserved
Th927.1.2750 8 0.067820082 hypothetical protein, conserved
Th927.10.540 8 0.128619225 ATP-dependent RNA helicase SUB2, putative
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TbWT TbHip-HA ThMago-HA
RNAse A - + - + - +
MFT IP FT IP FT IPFT IP MFT IP FT IP

70
50 -
20 -

APENDICE F - MEMBRANA DO WESTERN BLOTTING, CORADA COM PONCEAU, DA
IMUNOPRECIPITAGOES DAS PROTEINAS HIP E MAGO DE T. BRUCEI FUSIONADAS A ETIQUETA HA
NA EXTREMIDADE C TERMINAL. As imunoprecipitacdes foram realizadas com a resina anti-HA
(Sigma). O extrato proteico foi preparado com tampao citrato. Extrato de T. brucei selvagem
(TbWT) e TbHIP-HA e TbMago-HA foram utilizados, sendo que ThWT foi utilizado como
controle negativo. O ensaio foi realizado sem (-) ou com (+) a adicdo de RNAse A. Apoés a
imunoprecipitacdo, uma aliquota do flow through (FT), correspondente a 2 x 108 células, e e 0

material imunoprecipitado (IP) foram analisados por Western blotting.
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9 ANEXO

pN-PURO-PTP Kpnl
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5650bp opps
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Sacl/
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Ndel

B
vios -

pN-PURO-PTP

ANEXO A - MAPA DO VETOR PN-PURO-PTP. (A) REPRESENTAGAO DO ESQUEMATICA DO VETOR
PN-PURO-PTP. (A) Representacao do esquematica do vetor pN-PURO-PTP. PURO: codifica

resisténcia para puromicina. RPA2-5’: regido 5* ao gene TbRPA2. H23: regido intergénica entre

os genes 2 e 3 de HSP70. T: regido intergénica entre B e a tubulina. (B) Representacdo da

integracdo do gene no genoma do parasita. O vetor precisa ser digerido (setas) dentro da

sequéncia alvo (vermelho) para ser inserido por recombinacdo homologa ao préprio locus.

Fonte: SCHIMANSKI; NGUYEN; GUNZL, 2005.
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3xHA hygromycin®
1xc-Myc G41
3xc-Myc puromycin®
FLAG phleomycin®
Strep-tagl!

GFP

eYFP-3xHA

ANEXO B - MAPA DOS VETORES PMOTAG. Setas nomeadas como “fo” e “re” indicam os
oligonucleotideos utilizados na reacdo de PCR. As regides 3" dos oligonucleotideos (regites
continuas das setas) correspondem as regides que anelam no plasmideo e amplificam a etiqueta
e o gene de resisténcia. As regides 5’ dos oligonucleotideos (regides pontilhadas) correspondem

aos 100 nucleotideos do genoma, que direcionardo o local onde o produto da PCR sera

List of available plasmids

Tag Marker
pMOTag3H 3xHA G418®
pMOTag4H 3xHA hygro®
pMQOTag4M c-Myc hygro®
pMOTag33M  3xc-Myc G418®
pMOTag43M  3xc-Myc hygro®
pMOTag4F FLAG hygro®

pMOTag3S Strep-tagll G418®
pMQOTag4S Strep-tagll hygro®
pMOTag3G GFP G418®
pMOTag4G GFP hygro®
pMOTag4YH  eYFP-3xHA hygro®

Precursor plasmids

o-B-tubulin
intergenic  marker
region
pMOTag1 + -
pMQOTag2 + puro®
pMOTag3 + G418®
pMOTag4 + hygro®
pMOTags + phleo®

integrado. A regido “igr” corresponde a regido intergénica de a-f3 tubulina.

Fonte: Oberholzer et al. (2006)
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