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REsSuMoO

EITLER, Roberta Bruno. tRNA ligase (Trll) - like de Trypanosoma brucei: efeitos
do RNAI in vivo. Rio de Janeiro, 2012. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Bioldgica)
— Instituto de Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de janeiro, Rio de

Janeiro 2012.

Doencas neligenciadas sao definidas como um grupo de doencas infecciosas
cronicas relacionadas com a pobreza que ocorrem principalmente em populagfes da
Ameérica Latina, Africa e Asia. Entre elas estdo a Doenca de Chagas, Doenca do
Sono e Leishmaniose, transmitidas por insetos e causadas pelos protozoarios
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania sp., respectivamente. Em
busca de conhecimento basico sobre a biologia do tRNA destes tripanossomatideos
e prevendo a possibilidade de descoberta de novos alvos terapéuticos foi estudado o
pouco conhecido mecanismo de editoracdo de tRNAs em tripanossomatideos.
Dentre as enzimas envolvidas na maturacao de tRNAs, estdo as tRNA ligases, que
efetuam a ligacdo dos éxons gerados apos retirada do intron pela acdo de uma
tRNA endonuclease. O produto do gene da putativa tRNA ligase dos
tripanossomatideos (trl1-like) ndo possui homologia com o gene da tRNA ligase
humana, sendo um promissor alvo para droga. O gene trl1 (tRNA ligase) é essencial
para a levedura S. cerevisiae, dessa forma, esse trabalho procurou caracterizar
funcionalmente a tRNA ligase de tripanossomatideos, analisando os dominios da
enzima dos parasitos, investigando a essencialidade do gene trl1-like em T. brucei e
observando a atividade da enzima de T. brucei in vitro. O alinhamento das
sequéncias da tRNA ligase de classe | de tripanossomatideos e leveduras confirmou
que as sequéncias tratam-se de tRNA ligases, apresentando os trés dominios:
ligase, polinucleotideo quinase e fosfodiesterase ciclica assim como 0s motivos
conservados essenciais para o funcionamento da enzima. Para 0s ensaios in vivo,
foi construido o plasmideo pLew100-trl1-2 e transfectado em T. brucei prociclicos,
para os ensaios de RNAI. Durante a inducao do RNAIi pode-se observar a inibicdo do
crescimento do T. brucei, sempre a partir do quarto dia de indugdo. No entanto,
nenhuma alteracdo no ciclo celular e na viabilidade dos parasitos foi verificada. O
silenciamento génico foi confirmado por gPCR, demonstrando diminuicdo da
expressdo do mRNA a partir de 48 h de inducdo. A enzima Trll-like foi expressa e
purificada in vitro sob diversas condigdes experimentais, no entanto néo foi possivel
testar sua atividade devido a sua instabilidade in vitro. Esse trabalho permitiu
demonstrar a importancia da Trl1-like para a sobrevivéncia do T. brucei contribuindo
para um maior entendimento da biologia dos tripanossomatideos.



ABSTRACT

EITLER, Roberta Bruno. tRNA ligase (Trll- like) de Trypanosoma brucei: efeitos
do RNAI in vitro. Rio de Janeiro, 2012. Dissertacao (Mestrado em Quimica Bioldgica)
— Instituto de Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de janeiro, Rio de

Janeiro 2012.

Neglected Diseases are defined as a group of chronic infectious
diseases that affect poor populations occurring mainly in Latin America, Africa and
Asia. These include Chagas disease, Sleeping Sickness and leishmaniasis, which
are transmitted by insects and caused by the protozoan Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei and Leishmania sp., respectively. The mechanism of tRNA
editing in trypanosomes have been studied in order to better understand the tRNA
biology of trypanosomes in the search for new therapeutic targets. tRNA ligases are
among the enzymes involved in the maturation of tRNAs , responsible for the
ligation of the two tRNA fragments generated after intron removal by the activity of a
tRNA endonuclease. The putative tRNA ligase enzyme of trypanosomes has no
homology with the human tRNA ligase protein, making it a promising drug target.
Since the tRNA ligase gene is essential for the survival of the yeast S. cerevisiae
this study aimed to functionally characterize the tRNA Iligase gene of
trypanosomatids, thorugh analysis of enzymatic domains of the enzyme from the
parasites, essentiality investigating trl1-like gene in T. brucei by RNAI silencing and
observation of enzyme activity of T. brucei in vitro. Alignment of sequences of class |
tRNA ligase of trypanosomatids and yeasts confirmed that these are in fact tRNA
ligase sequences , which contains, besides the conserved motives essential for
enzyme functioning, three distinct domains: ligase, polynucleotide kinase and cyclic
phosphodiesterase. Plasmid pLew100-trl1-2 was constructed and transfected in T.
brucei procyclic, for the production of RNAI. Induction of RNAI in T. brucei resulted in
growth inhibition, after the fourth day of induction. However, no changes in cell cycle
and viability of parasites were observed. Gene silencing was confirmed by qPCR,
which demonstrated a decrease in mMRNA expression leves of after 48 h of
induction. Trll-like enzyme was expressed and purified in vitro under various
experimental conditions, however, it was not possible to test its activity due to its in
vitro instability. This work demonstrated that Trl1-like plays an important role in the
survival of T. brucei, hence, contributing for a better understanding of the biology of
trypanosomatids.
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1. Introducao

1.1 Doencas negligenciadas

Doencas negligenciadas sao definidas como um grupo de doencas
infecciosas cronicas relacionadas com a pobreza que ocorrem principalmente em
populacbes da  América  Latina, Africa e Asia  (PLOS -
<http://www.plosntds.org/static/scope.action>). Tais doencas podem ser causadas
por protozodrios (Doenca de Chagas, Tripanossomiase Africana, Leishmanioses,
Amebiase, Giardiase e Balantidiose), helmintos (Teniase, Esquistossomose,
Filariose, Ascaridiase etc), virus (Dengue, Febre Amarela, Raiva etc), bactérias
(Bartonelose, Tuberculose, Hanseniase, Colera etc), fungos (Micetoma e
Paracociodiomicose) e ectoparasitos (Escabiose e Miiase) (PLOS -
<www.plosntds.org/static/scope.action>).

A maioria das doencas negligenciadas é endémica dos trépicos, em locais
com caréncia de agua potavel e saneamento basico, com moradias precarias e com
pouco ou nenhum acesso a rede de saude (Villa, 2009). Normalmente, essas
doencgas ndo causam surtos, caracterizam-se por serem doencgas cronicas, levando
a queda de produtividade de trabalhadores, problemas no desenvolvimento infantil e
na gravidez (Drugs for Neglected Disease iniciative - DNDi América Latina -
<www.dndi.org.br/pt/doencas-negligenciadas.html> e PLOS -
<www.plosntds.org/static/scope.action>). Por se tratarem de doencas de pessoas
com baixa ou nenhuma renda, tais doencas sdo esquecidas pelos desenvolvedores

de medicamentos, pelos governantes, por programas de saude publica e pela midia



22

(National Human Genome Research Institute — NIH —
<www.genome.gov/27531964>).

No entanto, no Brasil tem-se feito esfor¢os a fim de solucionar esse problema,
através do incentivo de projetos de pesquisa em instituicdes publicas e filantropicas,
visando o desenvolvimento de farmacos menos agressivos. O Brasil € classificado
como 0 sexto pais que mais investe em doencas negligenciadas, e o primeiro, dos
paises em desenvolvimento onde essas doencas sdo endémicas (FINEP -
<www.finep.gov.br/imprensal/revista/edicao6/inovacao_em_pauta_6_doencas_negl.p

df>).

1.2 Doenca do Sono

A Tripanossomiase Africana ou Doenga do Sono é causada pelo protozoario
Trypanosoma brucei, que compreende cinco subespécies. Sdo elas: T. brucei
rhodesiense, T. brucei gambiense, T. brucei brucei, T. brucei evansi e T. brucei
equiperdum. As cinco subespécies sdo morfolégicamente indistinguiveis. A primeira
subespécie (T. b. rhodesiense) responde por uma forma aguda e mais grave da
doenca, presente na Africa Oriental. A segunda subespécie (T. b. gambiense) causa
a doenca do sono da Africa Ocidental, e pode ser dividida em dois tipos: o tipo | que
€ caracterizado por baixa viruléncia para o homem e o tipo I, o qual provoca uma
sindrome que lembra a infeccdo por T. b. rhodesiense, maior viruléncia. A terceira
subespécie citada (T. b. brucei), com ampla distribuicdo na Africa tropical, é
encontrada na fauna nativa de ungulados (sobretudo nos antilopes) e em carnivoros,
causando doenca nos animais domeésticos, popularmente chamada de nagana. O T.

b. evansi, que € mecanicamente transmitido por moscas hematofagas, em geral
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pertencentes ao g@género Tabanus, infecta camelideos e outros mamiferos
domeésticos do Velho Mundo, nos quais causa uma tripanossomiase conhecida
como surra. Na América Latina, adquiriu um outro vetor, além das moscas: 0
morcego Desmodus rotundus, responsavel pela transmisséo entre equinos e bovino.
A Ultima subespécie (T. b. equiperdum) € o agente causal de uma infeccdo de
equinos, a durina, transmitida diretamente de animal a animal pelo coito. As trés
tltimas subespécies ndo afetam o homem (Rey, 2008; Urech et al., 2011).

Existem aproximadamente 60 mil casos da doenca no planeta e anualmente
ocorrem 48 mil mortes. Ao todo, 36 paises sdo considerados endémicos. No
entanto, seis desses paises (regides com numeros de casos superiores a 101,
conforme legenda da figura 1) sdo mais afetados, representando 96% do total de
casos (DNDi - <www.dndi.org/diseases/hat.html>; Simarro et al.,, 2011).
Normalmente, as areas afetadas sdo as areas rurais, embora sejam registrados
muitos casos no suburbio de Kinshasa e Luanda, capital da Republica Democratica
do Congo e de Angola, respectivamente (WHO -

<www.who.int/trypanosomiasis_african/en/>).
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CASOS NOTIFICADOS, 2009

. Mais de 1000 casos
Bl 5012 1000 casos
D 101 a 500 casos
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D 0 casos

[] Paises n3o endémicos

Figura 1: Distribuicdo geografica da Tripanossomiase Africana . Cada tonalidade de azul
indica uma faixa de casos notificados em 2009, de acordo com a legenda da figura (Figura
adaptada de Simarro et al., 2011).

A Doenca do Sono é uma das mais complexas doencas tropicais. Ela é
causada pela forma tripomastigota metaciclica do protozodario Trypanosoma brucei,
gue é transmitido no momento da picada da mosca Glossina sp., conhecida como
Tsé-Tse, pela saliva. Nos vasos sanguineos e linfaticos do hospedeiro, o parasito se
diferencia em uma forma tripomastigota longa e delgada que se replica e diferencia-
se em uma forma pequena nao-proliferativa (figura 2). Essa forma pode ser ingerida
pela mosca durante a picada do hospedeiro vertebrado, se transformando em
prociclicos no intestino do inseto. Os prociclicos se replicam por divisdo binaria,
colonizam o intestino do inseto e seguem para as glandulas salivares, onde se
transformam em epimastigotas e, por fim em tripomastigotas metaciclicos,

encerrando o ciclo (Pays et al., 2006; Cuervo et al., 2010).
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Figura 2: Ciclo biol6égico do Trypanosoma brucei (adaptada de Cuervo et al., 2010).

As dimensbes do T. brucei variam entre 10 a 40 pm. As formas finas
(enumeradas de 1, 2, 4 e 5, na figura 2) costumam ter o extremo posterior afilado,
mas nunca pontudo, o cinetoplasto pequeno subterminal, o flagelo com um
segmento que é livre e relativamente longo, nucleo alongado e geralmente central.
As formas largas (forma de numero 3, na figura 2) ndo costumam apresentar a
porcdo livre do flagelo, que é curto, mas possuem membrana ondulante bem
desenvolvida, o nucleo € arredondado e localiza-se na parte central ou posterior do
citosomo. As formas finas se reproduzem ativamente por divisdo binaria, sdo mais
caracteristicas e constantes, enquanto as grossas, Unicas capazes de infectar as
glossinas, variam no decurso da infecgcdo e podem desaparecer na fase cronica
(Rey, 2008).

O organismo hospedeiro vertebrado responde a infecgdo com a producédo de
anticorpos especificos a partir do reconhecimento de moléculas produzidas pelo T.

brucei como os antigenos comuns e os especificos variantes. Os antigenos comuns
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sdo constituidos por proteinas e outras substancias internas ou somaticas. Ja os
antigenos variantes sédo glicoproteinas de baixo peso molecular chamadas de
glicoproteinas variantes de superficie (Rey, 2008). As glicoproteinas variantes de
superficie (VSG) constituem aproximadamente 10% de toda proteina total do T.
brucei nas formas sanguineas (Sheader et al., 2005) e estd presente em toda a
superficie do parasito. O revestimento da superficie do parasito com vsg confere
protecdo pois modula o sistema imunolégico do hospedeiro e protege o parasito
contra o sistema complemento (Schwede et al., 2011).

No entanto, o tripanossomatideo sé expressa uma VSG por vez, sendo assim,
engquanto o sistema imune do hospedeiro produz imunoglobulinas (IgM) especificas
para tal antigeno, o parasito multiplica-se exponencialmente. Sendo quase que
completamente destruidos pela IgM, até o surgimento de uma nova populacdo de
flagelados expressando uma nova VSG. Essa nova VSG sera entdo reconhecida
pelo hospedeiro, que produzira novos anticorpos (Rey, 2008 e Schwede et al.,
2011). Esse fendbmeno pode se repetir diversas vezes, causando
hipergamaglobulinemia e podendo gerar fator reumatéide (Rey, 2008).

A Doenca do Sono possui quadro clinico muito varavel, principalmente
quando causado por T. b. gambiense. Ha casos benignos que passam
despercebidos. Normalmente, o periodo de incubacdo varia de alguns dias ou
semanas para infeccdo por T. b. rhoesiense a alguns meses ou anos, infeccao por
T. b. gambiense. Dois periodos evolutivos sdo descritos durante a doenca: o
primeiro ou fase linfatico-sanguinea e o segundo ou fase meningoencefalica. O
primeiro periodo € caracterizado pela presenca inicial de um cancro de inoculagéo
de natureza inflamatoria, com base rigida, presenca de edema e infiltracdo

perivascular de pequenas células redondas, com poucos polimorfonucleares.
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Quando a parasitemia alcanca altos indices, surge acesso febril, que dura de um a
trés dias, apos alguns dias de remissdo, o surto febril se repete, podendo a
patologia, ser confundida com gripe ou malaria. Em seguida, o hospedeiro apresenta
cefaléias intensas e persistentes, dores musculares e articulares, pruridos,
exantemas, anemia hemolitica e leucocitose com linfocitose e monocitose.
Posteriormente, ocorre hipertrofia dos linfonodos do baco e figado, onde
degeneracdo e morte celular sdo acompanhadas de infiltracdo linfoplasmocitaria e
de macréfagos, ocorrem depoésitos granulosos nos tecidos devido ao excesso de
imunoglobolinas, alteracdes da parede vascular e perturbacéo da microcirculacdo. O
segundo periodo € caracterizado pela escasses de parasitos no liquido
cefalorraquidiano, entretanto, as lesdes no sistema nervoso central conduzem a um
quadro de meningoencefalite, com aumento do volume do liquor, infiltragcdo de
linfécitos e plasmoécitos em torno dos vasos das meninges e do encéfalo e
aparecimento de zonas de necrose isquémica e de hemorragias petequiais, as quais
passam a dominar a patologia e condicionar os aspectos clinicos da doenca do sono
(Rey, 2008; Kuepfer et al., 2011; Urech et al., 2011).

Até o presente momento, os farmacos existentes contra a Tripanossomiase
Africana sdo muito toxicos, caros e de dificil aplicacdo. Na primeira fase da doenca,
a suramidina sédica e a pentamidina sdo, em geral, eficazes, sendo ambas
eficientes somente nos parasitos livres na corrente sanguinea, nenhuma delas é
capaz de atravessar a barreira hemoliquérica. Ja para a segunda fase, encontram-se
disponiveis o Melarsoprol, a Eflornitina e o Nifurtimox, capazes de permear a
barreira hemoliqudrica (Simarro et al., 2011). Por ser muito téxico, o Melarsoprol, um
derivado de arsénico, estd sendo substituido desde 2003 por Eflornitina ou pelo

Tratamento Combinado de Nifurtimox e Eflornitina (em inglés, NECT), embora ja
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tenha sido demonstrado que ndo ha diferencas entre o tratamento apenas com
Eflornitina ou com NECT (Simarro et al., 2011). No entanto, o uso de Nifurtimox,
tripanocida preconizado para a Doenca de Chagas, combate o T. brucei
rhodesiense, enquanto que a Eflornitina sé mostrou-se atil no tratamento de
infeccbes causadas por T. b. gambiense (Simarro et al.,, 2011). Todos esses
tripanocidas, aléem de muito toxicos, sdo de aplicacdo venosa o0 que dificulta o
tratamento, pois € necessaria uma equipe especializada para aplicar e
controlar/monitorar os efeitos colaterais, sendo dificii manter equipes em
determinados locais endémicos, visto que a doenca é prevalente em ambientes

rurais e selvagens (Simarro et al., 2011).

1.3 Doenca de Chagas e Leishmaniose

Assim como a Doenca do Sono, a Doenga de Chagas e a Leishmaniose sé&o
causadas por protozoarios e consideradas doencas negligenciadas. Juntas, as trés
doencas sdo consideradas um grande problema de saude publica, pois sao
endémicas de regides pobres em diversas partes do globo terrestre.

A Doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana é uma parasitose
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). Essa endemia ocorre
nos paises do Cone Sul, na América Central e no México (figura 3). Atualmente 10
milhdes de pessoas estdo infectadas com o T. cruzi e 25 milhdes de pessoas correm
0 risco de adquiri-la por habitarem zonas de risco (WHO, 2010 -

<www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/>).
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Figura 3: Distribuicdo geografica da Doenca de Chagas . As areas em vermelho destacam
as regides endémicas, enquanto as azuis, destacam a regido nao-endémica. (DNDi -
América Latina, <www.dndi.org.br/pt/doencas-negligenciadas/doenca-de-chagas.html>).

Na cadeia de transmissdo da Doenca de Chagas estdo envolvidos um grande
namero de reservatérios vertebrados como marsupiais, primatas e roedores, e
invertebrados como triatomineos, que dificultam a sua erradicacdo. O homem
passou a fazer parte desta cadeia epidemiologica ao invadir as matas e provocar
desequilibrios ecoldgicos, forcando os triatominios a se adaptarem a vida doméstica,
habitando as casas, como as de barro e as de pau-a-pique. Dessa forma, o0s
triatomineos encontraram reflgio e alimento suficiente no sangue humano e de
animais domesticos (Coura e Borges-Pereira, 2010). Atualmente, tem sido reportada
uma nova forma de transmissdo da Doenca de Chagas, que consiste na transmissao
oral a partir da ingestédo de alimentos contaminados com a fezes do barbeiro como o
caldo de cana e o acai (Andrade et al, 2011; Shikanai-Yasuda e Carvalho, 2012),
atingindo inclusive regides urbanas.

O quadro clinico da Doenca de Chagas possui duas fases: uma aguda e outra
cronica, que sao separadas por um periodo indeterminado, durante o qual o

paciente é assintomatico. A fase aguda caracteriza-se por uma alta parasitemia,
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febre, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia. Ja a fase cronica comeca entre 10 a
15 anos apdés a contaminacdo. Nesta fase, aproximadamente um terco dos
pacientes infectados desenvolvem sintomas graves devido: ao comprometimento
cardiaco (cardiopatia crénica chagéasica) que pode levar a morte. Tal enfermidade é
uma das principais causas de cardiopatia na América Latina (Rassi et al., 2010). A
Doenca de Chagas também pode causar complicagcbes no sistema digestivo
causadas pela destruicio da musculatura lisa do es6fago e do colon
(megassindrome digestiva).

A combate da Doenca de Chagas € baseada principalmente no controle dos
insetos vetores (Abad-Franch et al., 2010). Os dois Unicos farmacos usados para o
tratamento sdo o Nifurtimox (produzido pela Bayer e recentemente, com producao
descontinuada) e o Benznidazol (fabricado pela Roche), eficazes apenas durante a
fase aguda e na transmissdo congénita . Porém, por ndo terem alvos moleculares
especificos para o tripanossomatideo, ambos tém baixa eficacia e severos efeitos
colaterais. Até o momento, ndo ha vacinas, nem tratamento efetivo para a fase
cronica (Urbina, 2010) e h& pouco interesse das industrias farmacéuticas em
produzir novos farmacos (Gates Foundation -
<www.gatesfoundation.org/topics/Pages/neglected-diseases.aspx>).

O Trypanosoma cruzi apresenta os diferentes estagios morfologicos definidos:
epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos, tripomastigotas sanguicolas e
amastigotas. Nos hospedeiros vertebrados encontram-se os tripomastigotas do tipo
sanguicolas e os amastigotas intracelulares, e nos hospedeiros invertebrados,
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos (Rey, 2008). As formas evolutivas sdo

definidas pelo local de insercao do flagelo, pela presenca de membrana ondulante,
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pela posicdo do cinetoplasto e base do flagelo em relacdo ao nucleo, entre outras
caracteristicas (Hoare, 1966).

A forma tripomastigota é a forma infectiva, possui flagelo extracelular,
membrana ondulante estreita pouco pregueada e cinetoplasto localizado entre o
nacleo e o flagelo. A amastigota, ndo possui flagelo extracelular aparente e nem
membrana ondulante. O seu cinetoplasto situa-se mais proximo ao nucleo em
comparacao a forma tripomastigota, sendo a forma multiplicativa no citoplasma da
célula hospedeira. Ja a forma epimastigota apresenta flagelo extracelular, uma
pequena membrana ondulante e cinetoplasto junto ao nucleo quando comparado as
outras formas, essa € a forma replicativa e nao infectiva, encontrada na regiao
posterior do intestino médio do hospedeiro invertebrado (Rey, 2008).

Sendo o triatomineo um inseto hematéfago, durante o repasto sanguineo, ele
pode ingerir o Trypanosoma cruzi, na forma tripomastigota sanguinea, caso 0
hospedeiro vertebrado esteja infectado (figura 4). No trato digestivo do inseto, o
tripanossomatideo se diferencia em epimastigota, se replica e diferencia-se
novamente em tripomastigota metaciclico, o qual sera eliminado junto as fezes do
triatomineo no momento da picada. Apdés a picada, o hospedeiro vertebrado
costuma cocgar ou esfregar o local, introduzindo os tripomastigotas nas mucosas e
derme, onde infecta diferentes tipos celulares. O T. cruzi € capaz de invadir uma
grande variedade de células nao-fagociticas, onde se diferencia em amastigota,
replica-se e diferencia-se novamente em tripomastigota sanguineo, levando ao
rompimento da célula, depois de 3 a 5 dias, quando sera disseminado na corrente
sanguinea e outros tecidos, podendo infectar outras células ou ser sugado pelo

triatomineo, completando o ciclo — fase aguda. Outra possibilidade é a colonizacéo
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dos tecidos musculares e nervosos pelo parasito, ocasionando cardiomiopatia e

desordens digestivas — fase crbnica. (Gonzales-Perdomo et al., 1988; Rey, 2008).

Figura 4: Ciclo Bioldgico, doméstico e selvagem, do Trypanosoma cruzi esquematizado
pelo pesquisador Carlos Chagas (Coura e Borges-Pereira, 2010).

Outro problema de saude publica em diversas regides do mundo, conforme
apresentado na figura 5, e também uma doenca negligenciada, é a leishmaniose.
Séo estimados 500 mil casos de Leishmaniose visceral e 1,5 milhdes de casos de
Leishmaniose cutanea (figura 5), com 51 mil mortes anuais em todo o mundo (DNDi
- <www.dndi.org/diseases/vl.html>). Atualmente, 350 milhdes de pessoas estdo em
risco em 88 paises dos trépicos, sub-tropicos e Europa mediterranea (Cuervo et. al.,

2010).
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Figura 5: Distribuicdo geogréfica de Leishmaniose no mundo . Em A, paises acometidos
com a Leishmaniose visceral, em B, Leishmaniose cutdnea e mucocutanea, em C,
Leishmaniose cutanea (L. tropica e L. aethiopica) e em D, Leishmaniose cutanea (L. major)
(WHO - <www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index.html>).

7

A leishmaniose é causada pelo protozoario Leishmania sp.. Embora
morfologicamente semelhantes, cada espécie de Leishmania causa doengas com
caracteristicas clinicas e epidemiolégicas muito diferentes e peculiares, que podem
ser agrupadas em quatro categorias (Sarkar et al., 2011):

- Leishmaniose cutanea: lesfes cutaneas limitadas, ulcerosas ou néo,
causadas principalmente pelas espécies L. major, L. tropica, L. mexicana, L.
peruviana, L. guyanensis, L. panamensis, L. lainsoni, L. shawi, L. naiffi E

relativamente benigna.
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- Leishmaniose mucocutanea ou cutaneo-mucosa: formas cutaneas que se
complicam com o aparecimento de lesdes destrutivas nas mucosas do nariz, boca e
faringe. E causada pela L. braziliensis.

- Leishmaniose cutanea difusa: lesbes cutaneas nodulares ou em placas
cobrindo grandes extensfes do corpo, que se apresentam em individuos anérgicos
ou, tardiamente, em pacientes que haviam sido tratados de calazar. L. amazonesis e
L. pifanoi sdo os agentes etioldgicos.

- Leishmaniase visceral ou calazar: formas viscerais, em que 0s parasitos da
espécie L. donovani, L. infantum e L. chagasi apresentam acentuado tropismo pelo
sistema fagocitico mononuclear do baco, figado, da medula éssea e dos tecidos
linféides. Quando néo tratada causa elevada taxa de mortalidade.

A leishmaniose € transmitida pela picada da fémea do mosquito Lutzomia sp.
ou Phlebotomus sp.. A Leishmania sp. promastigota metaciclica é inoculada no
hospedeiro vertebrado, onde sdo fagocitadas pelos macrofagos (figura 6). No interior
dos macréfagos, o parasito promastigosta se diferencia em amastigota, o qual se
divide por fissdo binaria, até provocar a lise do macréfago. Nesse momento, 0s
protozoarios infectam outras células mononucleares fagociticas da pele, do sistema
reticular endotelial, da medula 6ssea, do figado e do bacgo (Maltezou, 2010). O ciclo
do parasito pode ser completado se ele for ingerido durante o repasto sanguineo de
outro flebotomineo, permitindo que o parasito se diferencie em promastigotas
prociclicos no intestino do inseto, proliferando-se e migrando para a probdcite do
mesmo, onde se diferencia em promastigota metaciclico, tornando-se apto para
infectar um novo organismo que pode ser humano ou outros mamiferos como caes

(Cuervo et al., 2010).
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Figura 6: Ciclo bioldgico da Leishmania sp. (Figura adaptada de Cuervo et al., 2010).

A leishmaniose foi selecionada, junto a outras doencgas tropicais
negligenciadas, pela Organizagcdo Mundial de Saude em um programa que busca
sua eliminacéo ate 2015 (WHO -
<whqglibdoc.who.int/hg/2007/who_cds_ntd_2007.3_eng.pdf>). No entanto, ainda nao
existe uma droga efetiva para o combate da doenca. Os farmacos mais utilizados
hoje em dia sdo os antimoniais, descoberto com atividade antileishmania, em 1912,
pelo médico e cientista brasileiro Gaspar de Oliveira Vianna (Rey L.,
<www.imtsp.fm.usp.br/portal/images/stories/dmdocuments/ vol04_f1/47-52.pdf>;
Mackie, 1915), que curou diversos pacientes com injecdo de Tartaro Emético. O
tartaro emético é um antimonial pentavalente assim como o0 antimoniato de
metaglumina e o estibogluconato de sodio, ambos possuem a mesma indicacao,
posologia e toxicidade, e a dose recomendada é de 10-20 mg/Kg/dia durante até 20
dias (Maltezou, 2010 e Oliveira et al., 2011). Esses medicamentos sdo utilizados em
todo 0 mundo com taxa de cura maior que 90%, exceto na india, onde apenas 60%
dos casos tratados de leishmania visceral respondem ao tratamento. O tratamento

inadequado de dose e duracdo (acima de 20 mg/Kg/dia durante 30 dias), por duas
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décadas, ocasionou a selecdo de parasitos resistentes, e a transmissao antropica
fez com que aumentasse a propagacao desse parasito (Maltezou, 2010). Nos casos
de resisténcia, intolerancia ou contra-indicacdo, sdo receitados medicamentos de
segunda linha como a anfotericina B, a pentamidina (Oliveira et al., 2011) e a
rifampicina (Rey, 2008).

Na tentativa de mudar essa situacdo, alguns grupos trabalham no
desenvolvimento de vacinas, como Chakravarty et al. (2011) que desenvolveu uma
vacina para leishmaniose visceral com trés proteinas conservadas entre varias
espécies de Leishmania, como L. major, L. donovani, L. chagasi e L. braziliensis,
que séo: o fator de iniciacdo do alongamento (LelF), o antioxidante tiol especifico
(TSA) e a proteina 1 induzida por estresse (LmST1). Palatinik e colaboradores em
parceiria com a Pfeizer desenvolveu uma vacina chamada de Leishmune®,
atualmente utilizada em cées, na tentativa de evitar que os caes sejam hospedeiros

da doenca (Marcondes et al., 2011).

1.4 O genoma dos tritryps

Os trés parasitos Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Leshmania major
pertencem a ordem Kinetoplastida sendo referido muitas vezes em conjunto como
Tritryps. Ambos causam algumas das doencas mais debilitantes da humanidade,
possuindo semelhangas como do ciclo de vida alternado entre inseto e hospedeiro
mamifero, passando por distintas mudancgas no desenvolvimento, tanto nos vetores
quanto nos hospedeiros. Apesar de consideravel esforcos em pesquisa, 0S
medicamentos existentes sdo altamente toxicos e propenso ao desenvolvimento de

resisténcia dos parasitos (Chanda et al., 2007).
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Os trés protozoarios possuem genomas com diferentes tamanhos sendo o
genoma do T. cruzi dipléide com tamanhoa igual a 55 Mbp, os genomas do T. brucei
e da L. major sdo haploides com tamanhos iguais a 25 Mpb e 33 Mbp,
respectivamente, distribuido em 28, 11 e 36 cromossomos diploides,
respectivamente, com aproximadamente 12000, 9068 e 8311 genes codificadores
de proteinas (El-Sayed et al., 2005).

O genoma nuclear dos tripanossomatideos € organizado de forma atipica
quando comparado aos outros eucariotos. Seus genes sao fortemente agrupados e
muitos pertencem a unidades policistronicas, sob controle de um Unico promotor,
com mRNAs individuais sendo transcritos simultaneamente e formado apds trans-
splicing (Mottran et al., 1991)

Os genes que codificam os RNAs transportadores podem ser encontrados de
forma dispersa pelo genoma dos tritryps ou entdo, agrupados em unidades
policistronicas, as quais consistem na disposicdo ordenada de sequéncias
codificadoras de tRNA, separadas por sequéncias nao traduzidas (Mottran et al.,
1991). Cada um dos tritryps, possui 66, 120 e 83 genes de tRNA, respectivamente
em T. brucei, T. cruzi e L. major (Padilla-Mejia et al., 2009). Porém, nenhum desses
tRNAs é sintetizado na mitocdndria, pois 0 genoma dessa organela ndo possui
nenhum gene de tRNA. Consequentemente, todos os tRNAs presentes na
mitocondria sdo importados do citosol jA& com as editoragcbes e modificacbes
necessarias (Simpson et al., 1989; Hancock e Hajduk, 1990; Aphasizhev et al., 1998;

Tan et al., 2002)



38

1.5 RNAs transportadores (tRNAs)

Os tRNAs sao transcritos no ndcleo e exportados para o citoplasma, onde
atuam na traducdo do mRNA, fornecendo aminoacidos para o crescimento da
cadeia polipeptidica de acordo com a sequéncia do RNA mensageiro (Rubio e
Hopper, 2011). Para serem capazes de exercer a funcdo de tradutores do codigo
geneético, apos a transcricdo dos genes de tRNAs, 0s mesmos sofrem um processo
de maturacdo ainda no nucleo, que envolve a modificacdo de bases, o
processamento das bases terminais 5’ e 3’, a adicdo do trinucleotideo CCA na
extremidade 3’ final (somente em eucariotos) e, em alguns casos a clivagem pela
RNase P e RNase Z, a retirada do intron e ligacdo dos éxons pela tRNA
endonuclease e ligase, respectivamente e, aminoacilacdo (Lund e Dahlberg, 1998;
Paushkin et al., 2004; Maraia e Lamichhane, 2011).

Durante o término da transcricdo do pré-tRNA pela RNA polimerase lll, a
extremidade 5’ é clivada pela RNase P e a sequéncia terminal 3’ é retirada por um
processo endo-nucleolitico, realizado pela RNase Z, retirando-se assim a sequéncia
de bases, sem retirar a extremidade 3’-OH, essas rea¢cdes marcam o inicio do
processamento (Maraia e Lamichhane, 2011).

Os tRNAs sdo formados por quatro hastes principais, cuja estrutura
secundaria se apresenta em forma de trevo (figura 7 — Lake, 1967). Cada uma das
hastes é nomeada por sua estrutura ou funcdo. A haste aceptora (ou brago aceptor)
consiste em um tronco de bases pareadas que termina em uma sequéncia nao
pareada cujo grupamento 2’- ou 3’-OH livre pode ser ligado a um aminoacido. O
braco D foi nomeado dessa forma por possuir a base dihidrouridina. Ja o braco do

anticédon, sempre possui a trinca do anticédon no centro da alga. E o braco T, &
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caracterizado pela presenca da sequéncia TWC, onde W € a representacédo de uma
pseudouridina, uma base modificada (Helm, 2006; Sobala e Hutvagner, 2011).
Alguns tRNAs possuem um quinto braco, localizado entre o braco do anticodon e o
braco T, chamado de alca variavel. Dependendo da natureza da alca variavel, os
tRNAs podem ser divididos em duas classes: a classe |, com al¢ca variavel de
tamanho entre 3 a 5 nucleotideos, consistindo 75% dos tRNAs ou classe II, quando
os tRNAs possuem alca variavel entre 13 e 21 nucleotideos, com aproximadamente

5 pares de bases na haste (Gupta, 1984).

A 3 B
5’
Braco Aceptor
Braco B Braco T

( )Brago do anticddon

Figura 7: Duas representacdes da estrutura do tRNA . Em A, estid representada a
estrutura secundaria do tRNA em forma de trevo, onde cada um dos bragos esta
representado por diferentes cores. Em B, a estrutura terciaria do tRNA™™ de S. cerevisiae.
Em vermelho esta ressaltado o braco B, em azul o braco do anticédon, em verde, o bragco T
e em rosa, 0 bragco aceptor. O anticbdon est4d destacado pela cor amarela
(<http://www.iop.vast.ac.vn/theor/conferences/smp/1st/kaminuma/UCSFComputerGraphicsL
ab/trna.html>).

A estrutura secundaria do tRNA dobra-se formando uma estrutura terciaria em
forma de L (figura 7). A estrutura terciaria € formada por pontes de hidrogénio entre

as bases que nao estdo pareadas na estrutura secundaria. Onde o braco aceptor e o
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braco T formam uma hélice dupla continua, com uma pequena distancia entre eles e
o braco D e o braco do anticodon formam outra hélice dupla continua, também com
uma pequena distancia entre eles, mantendo o aminoacido na extremidade de um
braco do L e a alca do anticodon na extremidade do outro braco (Jorgensen et al
1985; Giegé et al, 2012).

O tRNA tem como caracteristica a presenca de bases incomuns, gerados por
modificacdes das bases A, U, C e G, apods sua incorporacao a cadeia. Existem 81
tipos de modificacao em tRNAs (<http:/Irna-
mdb.cas.albany.edu/RNAmods/rnaover.htm>), encontradas nos trés dominios da
vida (Rozenski et al., 1999), que podem ser simples como metilagdo a mais
complexas como reestruturacdo do anel de purina (figura 8). Essas modificacdes
ocorrem em todas as partes da molécula de tRNA e normalmente envolve alteracdes
ou adicbes as bases existentes no tRNA (Hopper e Phizicky, 2003; Phizicky e
Hopper, 2010; Yu et al, 2011). Modificacdes de purinas (A e G) sdo mais complexas
gue modificagbes em pirimidinas (C e U). As modificagcbes mais comuns de uridina
consistem em metilacdo na posi¢éo 5 originando a ribotimidina (T), essa € a mesma
base presente no DNA, no entanto, ela esta ligada a uma ribose em vez de
desoxirribose (Johansson e Bystrom, 2002; Hou e Perona, 2010). A saturacdo da
dupla ligacdo do anel da uridina modifica sua estrutura gerando a dihidrouridina (D)
(Molinaro et al, 1968). A pseudouridina (y) € caracterizada pela substituicdo de um
atomo de carbono na posi¢éo 5, do anel por um atomo de hidrogénio, a modificacédo
da uridina na posicao 55 é conservada nos trés dominios da vida (Hur et al, 2006;
Roovers et al, 2006). A modificacdo 4-Tiouridina possui 0 oxigénio da posicao 4,

substituido por um enxofre (Mueller et al, 2001).
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Figura 8: Quadro demonstrativo das modificacbes das quatro ba ses do tRNA: uracila,

citosina, adenosina e guanosina  (Figura adaptada de Lewin, 2004).

Os nucleosideos de inosina sao normalmente encontrados na via de

biossintese de purina como um intermediario. Nao sendo incorporados diretamente

nos tRNAs, sua existéncia se da pela modificacdo de uma adenina a inosina. Duas

complexas modificagcdes ocorrem a partir de uma guanina como a base queuosina

(Q), que possui a adicdo de um anel pentenil através de uma ligacdo NH para o

grupo metila da ligacdo 7-metilguanosina e a base wiosina (Y), a qual possui um
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anel adicional fundido ao anel da purina, podendo ser adicionados outros grupos
como metil nesse anel (Su e Randau 2011; Vinayak e Pathak, 2009; Itaya et al,
2002)

Todas as modificacbes sdo geradas por enzimas especificas que podem
variar quanto a especificidade, em alguns casos, uma Unica enzima age fazendo
uma modificagdo em uma Unica posicdo, em outros casos, uma enzima pode
modificar bases em diversas posicoes do tRNA alvo. As modificagcdes ocorrem apés
a transcricdo do tRNA. Sendo algumas modificacbes presentes em todas as
moléculas de tRNA como os residuos D, que dao origem ao nome do braco D e a
pseudouridina encontrada na sequéncia TYC, do braco T. Outras modifica¢cées sao
especificas para grupos de tRNA, por exemplo, as bases de wiosina sé&o
caracteristicas do tRNAP"™ em bactérias (Itaya et al, 2002; Hopper e Phizicky, 2003;
Phizicky e Hopper, 2010; Yu et al, 2011; Watanabe e Yokobori, 2011). As
modificacdes das bases do tRNA estdo relacionadas ao reconhecimento do
anticédon no emparelhamento do tRNA, durante a traducdo do mRNA. Apesar, de
tantas semelhancas, os tRNAs possuem peculiaridades que possibilitam sua
distincdo de outros tRNAs como a diferenca dos angulos dos bracos, quando em L,
durante a conformacdao terciaria, a protuséo de bases individuais, as modifica¢des, o
posicionamento de algumas bases e o anticodon (Jorgensen et al, 1985).

Para cada aminoacido existe pelo menos um tRNA. Quando o tRNA esta
ligado ao aminoacido correspondente ao anticddon ele é chamado de aminoacil-
tRNA. A ligacdo entre o aminoacido e o tRNA € a ligacdo de um éster da carboxila
do aminoécido a hidroxila da ribose terminal do tRNA (Schimmel, 1987; Jakubowski

2011).
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1.6 tRNAs e introns

Muitos tRNAs possuem introns que normalmente sdo pequenos com tamanho
entre 8 a 106 nucleotideos (Schneider et al., 1993). Em eucariotos, os introns dos
tRNAs sdo pequenos e invariavelmente posicionam-se uma base 3 apds o
anticodon na volta do braco do anticédon. Em aproximadamente 75% dos tRNAs
das 800 arqueias estudadas, 0s introns possuem a mesma posSicdo que nos
eucariotos, nos outros 25% o intron pode se localizar no braco do anticodon, na
volta ou ndo e também, nos bracos D, T e no aceptor (Tocchini-Valentini et al.,
2009).

As leveduras possuem 272 genes de tRNA, dos quais 59 codificam 10
diferentes tRNA que possuem introns. Embora todas os introns se localizem no
mesmo lugar (uma base 3’ apos o anticédon na algca do braco), ndo ha conservacgao
entre as dez sequéncias na regidao da emenda (Abelson et al., 1998). Em arqueias,
os introns também sédo pequenos e, muitas vezes interrompem a al¢a do anticodon.
No entanto sdo encontrados introns em outros lugares como na haste U dihidro do
braco T. Muitos genes de tRNA de arqueias possuem mais de um intron (figura 9).
Os introns de arqueias séo caracterizados por duas voltas de trés bases separadas
por uma hélice de quatro pares de base (BHB, em inglés bulge-helix-bulge —
Heinemann et al., 2010). Em humanos, 6% dos 497 genes de tRNAs possuem intron
(Lowe e Eddy, 1997; International Human Genome Sequencing Consortium, 2001,

Paushkin et al., 2004).
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Figura 9: tRNA com mais de um intron presente em arqueias. Os introns estéo circulados
por uma linha preta (Figura adaptada de Heinemann et al., 2010).

Padilla-Mejia e colaboradores (2009) fizeram uma analise in silico do genoma
dos tritryps que resultou na identificacdo de 66, 120 e 83 genes de tRNA,
respectivamente em T. brucei, T. cruzi e L. major, sendo 46 tipo de isoaceptores
capazes de ler os 61 cédons que especificam cada um dos 21 aminoacidos. O
namero de espécies de isoaceptores € semelhante ao encontrado em outros
organismos. O numero de genes de tRNA é baixo quando comparado com outros
genomas eucaridticos, por exemplo C. elegans possui 568 genes de tRNA, Homo
sapiens apresenta 497, Danio rerio, aproximadamente 6000, com excecdo do
parasito microsporidio Encephalitozoon cuniculi que tem 44 genes de tRNA (Tan et

al., 2002; Padilla-Mejia et al., 2009). Em tripanossomatideos, de todos os tRNAs
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decodificados, o tRNA™ é o Unico que contém intron — de onze nucleotideos em T.
brucei e L. major e treze nucleotideos em T. cruzi — na mesma posicdo que 0S
introns de eucariotos (Schneider et al., 1993; Tan et al., 2002; Padilla-Mejia et al.,
2009).

A retirada do intron € um passo crucial na expressao génica. E essa etapa é
iniciada com a acdo da endonuclease que reconhece a estrutura do pré-tRNA,
clivando o intron em dois pontos (em ambas extremidades), deixando a
extremidades e 2’-3’ fosfato ciclica, na metade 5 do tRNA e 5-OH, na metade 3’
(Abelson et al., 1998; Fruscoloni et al., 2001; Englert et al.,, 2011). Apesar de
altamente conservada, existem trés tipos de tRNA endonuclease: homotetramera,

homodimérica e heterodimérica, ambas com quatro subunidades (figura 10).

A a
AN AN

a a N N-Terminal C-Terminal
:::gig: ::;I;;;:: a

o a C

Sen 54

V4
Sen 34

Figura 10: Modelo da tRNA endonuclease. Em A, o modelo homotetramera, em B o
modelo homodimero e em C, heterodimérico (Figura adaptada de Tochini-Valentini et al.,
2005).
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A clivagem do tRNA pela endonuclease gera na ponta terminal 3’ da metade
5, 0 2’,3 fosfato ciclico e na extremidade 5 da metade 3’ do tRNA é gerado um
radical 5’-OH. Para que as metades do tRNA possam ser ligadas, sdo necessarias
algumas modificacdes. Esse preparo ocorre em trés etapas (figura 11) e é realizado
pela enzima tRNA ligase, uma enzima multifuncional composta por trés dominios. A
primeira etapa consiste na hidrélise da extremidade 2’,3’ fosfato ciclico que é
convertida a 3-OH e 2-PO, pelo dominio fosfodiesterase ciclica. Em seguida, a
ponta 5-OH é fosforilada pela transferéncia do y-fosfato do GTP pelo dominio
polinucleotideo quinase, e por fim, as extremidades 3’-OH e 5-PO,4 séo ligadas com
consumo de um ATP, formando a ligacdo 2'-fosfomonoéster, 3'-5’ fosfodiéster
(Schwartz et al., 1983; Phizicky et al., 1985; Xu et al., 1990; Wang e Shuman, 2005;

Englert et al., 2005).

pré-tRNA metades do tRNA tRNA editorado tRNA maduro

tRNA L5~ 2'-Fosfo-
Endonuclease Ligase il | igase transferase
—.
Adenilil- + NAD
5

Fosfodiesterase ciclica
v Kinase + %W ppG transferase
Intron +ATP

Figura 11: Mecanismo de processamento do tRNA de plantas e fun  gos (Figura adaptada
de Englert et al., 2005).

O radical 2'-PO4 € removido por outra enzima a 2'-fosfotransferase (Tptl).A
2 -fosfotransferase dependente de NAD" (Tptl) catalisa a do radical 2’-PO, para o
NAD" formando uma ribose ADP 1'-2’ fosfato ciclico e nicotinamida. Tal reacdo
ocorre em dois passos: primeiro o NAD" reage com o 2'-fosfato do tRNA, expulsando
a nicotinamida e gerando um tRNA 2’-fosfo-ADP-ribosilado em seguida, a ADP-
ribose 2’-O é transesterificado em tRNA 2’-fosfato desloca o tRNA, gerando ADP-

ribose 1'-2’ fosfato ciclico (Sawaya et al., 2005). Tptl representa uma familia de
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proteinas estruturalmente homologa, encontrada em proteomas de eucaria, arqueias

e bactérias (Spinelli et al., 1998).

1.7 tRNA ligases

Atualmente, sabe-se que existem quatro classes de tRNA ligases. As classes
| e Il sdo caracterizadas por enzimas multifuncionais que combinam trés reacdes em
um unico polipeptidio (figura 12), cada reacdo realizada por um dominio (Wang e
Shuman, 2005 e Englert et al., 2010). Séo eles: adenililtransferase, polinucleotideo

quinase (PNK) e fosfodiesterase ciclica (CPDase).

Classe I NH, ligase [ PNK | cPDase |coon

(fungos) —
Classe II | ligase [ PNK | CPDase |

(plantas)

Classe IIIl ligase |//| PNK | CPDase | | Clp1
(Branchiostoma)

Classe 1V | HSPC117 | | Clp1 | [ en< | cppase
(vertebrados)

Figura 12: Representacdo esquematica das quatro classes de tRN A ligases com suas
correspondentes atividades enzimaticas  (Figura adaptada de Englert et al., 2010).

Tanto a classe | quanto a Il apresentam um modulo N-terminal
correspondente a ligase, um modulo central correspondente & PNK e um maédulo C-
terminal, a CPDase (Wang e Shuman, 2005). Entre as classes ocorre pequena

similaridade entre as sequéncias, exceto pelas principais sequéncias de assinatura
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como o motivo N-terminal nucleotidiltransferase caracteristicos de DNA/RNA ligases
e de enzimas capeadoras de mRNA, a posicdo do sitio ativo da PNK na alca P
central e o duplo motivo “HxT” na regidao C-terminal da CPD (Ramirez et al., 2008;
Englert et al., 2010). As tRNAs ligases de classe | podem ser encontradas em todos
os fungos — chamadas de Trll -, tripanossomatideos e Tetrahymena sp., ja a classe
Il pode ser representada pela ligase de plantas vasculares, como o trigo (Schwartz
et al., 1983) e Arabidopsis thaliana (Englert et al., 2005; Wang et al., 2006).

Nas classes Ill e IV, a RNA ligase e todas essas atividades enzimaticas
podem ser encontradas em genes separados (figura 12), no entanto, possuem acao
conjunta. A classe lll, presente em alguns cordatas como o Branchiostoma floridae,
em chromalveolatas e em amebozoas, conhecida como RNL, apesar de apresentar
pouca similaridade com a RNA ligase das classes | e Il, possui os motivos da
nucleotidiltransferase equivalentes a todas as RNAs e DNA ligases e € capaz de
transferir o adenilil e ligar as duas metades do tRNA. Nessa classe também s&o
expressas a enzima bifuncional PNK/CPDase e a Clpl que, respectivamente, tém
funcdo de polinucleotideo quinase, fosfodiesterase e polinucleotideo quinase.
Apesar da existéncia de duas quinases, a Clpl demonstra exclusiva propriedade
RNA quinase, enquanto que a PNK/CPDase possui preferéncia por DNA a RNA. No
entanto, foi demonstrado que somente a RNL e PNK/CPDase sédo capazes de
maturar o tRNA sem acédo da Clpl, deixando assim, ainda desconhecida a utilidade
da Clpl (Englert et al., 2010).

Englert e colaboradores (2010) sugerem uma origem comum entre as trés
classes de ligases devido a homologia entre os dominios da ligase, da CPDase e da

PNK, sugerindo também que o ancestral comum poderia ter as enzimas fusionadas.
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A classe IV, presente em mamiferos e algumas arqueias, € composta por uma
enzima do tipo 3'-P ligase, que em humanos é chamada de HSPC117. A HSPC117
€ homodloga a familia RtcB presente em bactérias e arqueias e requer como
substrato os terminais 5’-OH e 2’-3’ fosfato ciclico - produto da tRNA endonuclease -
ATP ou dATP e o cétion divalente Mg*? (Perkins et al., 1985; Popow et al., 2011),
dispensando a acdo da PNK e da CPDase (figura 13). Em 2008, Ramirez e
colaboradores, demonstraram que a hClpl possui atividade de quinase, por fosforilar
5-OH terminais, no entanto, tinham duvidas quanto a participacdo da hClpl no
processo de editoracdo do tRNA, visto que sua auséncia em camundongos néo é
essencial. Dessa forma, acredita-se que as Clpl participem de outros processos

celulares como refosforilagdo de siRNA, miRNAs e mRNAs processados.

Dre tRMNA metades do tRNA
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Figura 13: Esquema demonstrando as duas via de editoracdo dot RNA, a via da tRNA
ligase de levedura e de plantas (classes I, Il e Ill) que exige um preparo das pontas a serem
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ligadas e a via de ligadura direta de animais e arqueias realizada pela RtcB (Figura
adaptada de Kato et al., 2003).

A 2',3'-nucleotideo fosfodiesterase ciclica (CNP) é um membro da
superfamilia 2H fosfotransferase e é capaz de hidrolisar a ligacdo O3’-P de 2',3’
nucleotideos ciclicos produzindo um nucleosideo 2'-fosfato e um terminal 3'-OH. A
CNP de mamiferos é estruturalmente homdloga aos dominios CNP de levedura
(classe |) e plantas (classe Il), assim como seu produto de reag&o, no entanto, assim
como a Clpl, camundongos nocautes para 0 gene cnp Sao viaveis e néo
apresentam nenhuma anormalidade até quatro meses de idade, além disso, a CNP
nao esta presente em todas as células de mamiferos (Schwer et al., 2008).

A existéncia de dois diferentes mecanismos de ligacdo dos éxons de tRNA
em células de mamifero (5-P — tipo levedura e, 3-P — tipo arqueia) levanta a
seguinte questdo: sao eles funcionalmente redundantes ou dedicados a uma
determinada configuracdo fisiologica? Por exemplo, uma via pode ser responsavel
pela editoracdo do tRNA enquanto a outra, especializada em splicing de mRNA e
UPR - resposta de proteinas desdobradas (Schwer et al., 2008).

A RtcB de Escherichia coli exemplifica uma nova familia de RNA ligases que
une diretamente as extremidades 2’,3’-fosfato ciclico e 5’-OH (figura 13). Esta familia
também pode ser encontrada em metazoa e protozoa, mas ndo em fungos e plantas
(Tanaka et al., 2011). Tanaka e colaboradores observaram que a RtcB, além de ligar
as duas metades do tRNA, é capaz de fazer reparos no mRNA também, podendo
atuar também nas UPRs.

Como dito anteriormente, algumas arqueias, como a Haloferax volcanii e
Methanopyrus kandleri, também possuem um mecanismo de ligagdo de tRNAs do

tipo 3'-P (Zofallova et al., 2000; Salgia et al., 2003; Schwer et al., 2008; Englert et al.,



51

2011), no qual a ligacdo das extremidades 2',3’ fosfato ciclico e 5-OH é realizada
sem o uso de ATP exdgeno e de cations, sendo o fosfato ciclico convertido em
ligacdo fosfato, permitindo assim a formacao da ligacdo 3',5’ fosfodiéster (Zofallova
et al., 2000 e Salgia et al., 2003).

Tendo como base a essencialidade da enzima tRNA ligase em S. cerevisiae
(Apostol et al., 1991) e sabendo que o produto do gene das possiveis tRNA ligases
dos kinetoplasteas possui homologia com a tRNA ligase humana (Wang e Shuman,
2005; Englert et al., 2010) , estudar o pouco conhecido mecanismo de editoracao de
tRNAs em tripanossomatideos torna-se um foco interessante. Pois além de ampliar
0s conhecimentos basicos sobre a biologia dos tripanossomatideos, a confirmacéo
da essencialidade do gene da tRNA ligase para tripanossomatideos possibilita o
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos. Esse trabalho se baseou em estudar
a tRNA ligase de T. brucei pois o silenciamento génico por RNAIi foi bem
demonstrado nesse protozoario (Ullu et al., 2004; Balafia-Fouce e Reguera, 2007). E
desde o seu descobrimento, 0 RNAI tornou-se o método de escolha para investigar a
funcdo dos genes em T. brucei (Tschudi et al., 2003; Ullu et al., 2004). Essa técnica
facilita 0 uso em proteinas muito abundantes ou quando ha dificuldades em deletar
0s genes (Balafia-Fouce e Reguera, 2007) e possibilita a extrapolagdo no
entendimento do funcionamento das proteinas estudadas em T. brucei, para T. cruzi

e L. major (Subramanian et al., 2006).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Observar os efeitos do silenciamento do gene trll-like em Trypanosoma

brucei e expressar a enzima recombinante em Escherichia coli

2.2 Objetivos especificos

e Alinhar as sequéncias das tRNA ligases-like de tritryps com as sequéncias de
tRNA ligases de leveduras e confirmar a presenca dos dominios quinase,
ligase e CPD;

* Analisar o grau de identidade entre as sequéncias;

» Construir e transfectar o plasmideo que sera utlizado para inducdo do
silenciamento da expresséao do gene trl1-like de T. brucei;

* Induzir o silenciamento do gene trll-like na forma prociclica de T. brucei e
observar os efeitos no crescimento celular;

* Observar os efeitos do silenciamento no ciclo celular e na viabilidade através
de citometria de fluxo;

* Analisar os niveis de mRNA da tRNA ligase-like através de qPCR antes e

apos inducéo do silenciamento;
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» Testar diversas condicdes de expressao da enzima recombimante Trll-like de
T. brucei em Escherichia coli

» Purificar a enzima Trl1-like de T. brucei para posteriores testes bioquimicos
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3. MATERIAL e METODOS

3.1 Alinhamento das sequéncias da tRNA ligase de cl  asse |

As sequéncias das possiveis tRNA ligases de classe | de fungos
(Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces pombe) e tripanossomatideos
(Trypanosoma brucei, Trypanosoma brucei e Leishmania major) adquiridas no banco
de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) foram alinhadas
no programa Genedoc, para Windows. A divisdo dos dominios e a marcacao dos
motivos conservados foram realizadas no programa Paint Microsoft Windows, versao

6.1, a partir dos motivos descritos por Wang e Shuman, 2005.

3.2 Cultivo de Trypanosoma brucei

Trypanosoma brucei, forma prociclica, linhagem 29-13 (gentilmente doadas
pelo Prof. Otavio Thiemann, IFSC/USP), portadora de um sistema promotor
tetraciclina/T7 e resistente aos antibiéticos higromicina e G418, foram mantidos em
garrafas de cultura a 28 °C, contendo meio SDM-79 (LGC Biotecnologia),
suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal bovino inativado, 50 ug/mL de

higromicina e 15 pg/mL de G418 (Brun e Schdnenberger, 1979).

3.3 Extracdo de DNA genémico de T. brucei

Para a extragdo de DNA gendmico de T. brucei foram utilizados

aproximadamente 1x10’ prociclicos, os quais foram submetidos a uma centrifugacao
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de 3000 xg, por 1 min, a 25 T. Ao sedimento foi ad icionado 800 pL de tampéo de
lavagem (100 mM de NaCl, 3 mM MgCl, e 20 mM de Tris-HCI pH 7,5) e a amostra
foi centrifugada nas mesmas condicbes de centrifugacdo relatadas anteriormente.
Em seguida, o sedimento foi ressuspenso em 250 pL de tampéo TELT (50 mM Tris-
HCI pH 8, 62,5 mM de EDTA pH 8, 2,5 M de LiCl e 4% de Triton X-100), adicionado
de 250 uL de fenol/cloroférmio 1:1 (v, v) e centrifugado a 16000 xg, por 2 min, a
25T. A fase aquosa foi transferida para um novo tu bo, adicionada de 250 uL de
cloroférmio 100 % e centrifugada a 16000 xg, por 2 min. Novamente, a fase aquosa
foi transferida para um novo tubo, onde foram adicionados 3 volumes de etanol 100
% e 0,1 volume de NaAc 3 M, pH 7. A amostra foi centrifugada a 16000 xg por 5
min, a 25 T. O sobrenadante foi descartado e o pre cipitado foi lavado com etanol 70
% e centrifugado a 16000 xg por 5 min, a 25 T. O s obrenadante foi descartado e o
DNA foi ressuspenso em 30 pL de agua ultra pura autoclavada e armazenado a 4

T.

3.4 Amplificacao do fragmento do gene  trll-like de Trypanosoma brucei

O fragmento de 617 nucleotideos do gene trl1-like de T. brucei (ressaltado na
figura 14) foi amplificado a partir do DNA gendémico de T. brucei (cepa ILTaR1) por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), nas seguintes condi¢cdes: Tampao High
Fidelity da Thermo Scientific 1x; 300 uM MgCl,; 300 uM dNTP; 1 uM de cada
oligonucleotideo: (trl1F: 5-
AAGCTT GAGAGGCAGCATTGGGAAGGGAAAGATCC-3" e trllR: 5'-
TCTAGAATGGTGCTCCGCCACGCACTTCGCA-3") e 5U de Taq DNA polimerase
(High Fidelity, Thermo Scientific). O ciclo térmico utilizado foi: 1) 94 °C — 10 minutos,

[I) 94 °C - 1minuto, Ill) 56 °C — 1 minuto, IV) 72 °C — 3 minutos, V) Repeticdo das
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etapas Il a IV por 35 ciclos, VI) 72 °C — 10 minutos. O resultado da amplificacao foi
avaliado em gel de agarose 0,8 % em tampdo TAE 1X (40Mm Tris-acetato; 1mM
EDTA) com 1,3 pg/mL de brometo de etidio. As cores acima, nas sequéncias dos
oligonucleotideos, representam os sitios de restricdo adicionados, onde em
vermelho encontra-se o sitio de restricdo da enzima Hindlll, em verde, Mlul e em

azul Xba I.

GAGAGGCAGCATTGGGA
AGCGAAAGAT CCCCCT GGT GAGECGCTAGCAGAGGGATAT GT GGTGGT CATTGAAGACACT GTGCAG
CGTGT TTCCCCCGAAAGT CAGTCGATTTCACCCTTTACGGCT TTGTI TGATCCGCT TGAAGGCAAAGA
CGGTGAAGTACCGT GT GCTGCGCTCACT TCGGT CTATTGT GT CCGECGAATCTGCTGCGCACCCGT T
GCTCTTCCATAAAAT TCT CGGECT CATGGACAGAACATAT CTCCGGCTACACATGT TTGCAGCAGGECT
GTAACAAATCGT GGCGTACACCAGATATACAGCGAAT TTGAGT CGTATATCAATGATCAAGGTAATA
AGCGTTATCGCGGTAGCCACT TGAGT GTCCAAGAGGCCTATAAGGGACT CCTCGGGT TCACCGAAAA
AGAGGECCCAGACTATATCGTATGCGCCCCTCGATGTCATTTTTTTGTGTGGT CTTCCTGGT GTGGGA
AAAACCACACT CGCAAGGECTAAT TGECGAAAT GGGAGGGAACGEGTGI TCTACTTTTCGTTACATTC
TGCACCTGAGT CGCGAT GAAGT TGCGAAGT GCGT GGCGGAGCACCAT

Figura 14: Sequéncia do gene da tRNA ligase de Trypanosoma brucei, retirada do banco
de genes NCBI, com nimero de acesso da sequéncia igual a XM 817953. Em roxo, a
sequéncia selecionada para a amplificagao.
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3.5 Eletroforese em gel de agarose

As eletroforeses de DNA foram realizadas em gel de agarose 0,8 %
preparado em tampdo TAE 1X (40Mm Tris-acetato; 1mM EDTA), contendo 1,3
png/mL de brometo de etidio, um fluoréforo que se intercala entre as moléculas de
acidos nucléicos, que ao ser excitado por raios ultra-violetas, exibe uma coloracéo
vermelho/alaranjada. As amostras foram misturadas com tampé&o de amostra 1x a
partir da solucdo 6x concentrada (0,25% de azul de bromofenol; 0,25% de
xilenocianol e 30% glicerol). As amostras foram aplicadas no gel e submetidas a
eletroforese por 45 min a 50 mA em tampao TAE 1X. Em geral foi utilizado como
padrdo de peso molecular 0,5 ug de DNA A digerido com Pstl (Thermo Scientific).

Quando diferente, seréa indicado na figura.

3.6 Purificacao do fragmento de DNA amplificado por PCR em gel de agarose

O produto do PCR foi inteiramente aplicado em gel de agarose e, apés a
separacao dos fragmentos, a regido de interesse do gel foi cortada, colocada em um
tubo conico de 1,5 mL e o DNA amplificado foi purificado a partir do gel, utilizando-se
o kit QIAquick Gel Extraction (QIAgen). Seguindo o protocolo do fabricante, a fatia
do gel foi dissolvida em 3 volumes (100 mg ~ 100 pL) de tampéao QG, por 10 min, a
55C. A solucédo foi misturado 1 volume de gel de isopropanol e a mesma foi
transferida para a coluna QIAquick e submetida a centrifugacdo de 16000 xg, por 1
min, a 25 €. O eluato foi descartado, foram adicio nados 500 puL de tampéo QG a
coluna, que foi novamente centrifugada. Em seguida, a coluna foi lavada com 750 pL

de tampdo PE e submetida a centrifugacdo nas mesmas condi¢cbes anteriores. A
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coluna foi centrifugada por mais 1 min, a fim de retirar todo o residuo de tampéao e

por fim, o DNA foi eluido com 50 pL de agua ultra pura autoclavada.

3.7 Ligacao do fragmento do gene trll-like de T. brucei ao vetor de clonagem

pTZ57RIT

Apos a digestao, o fragmento do gene trll1-like de T. brucei foi ligado ao vetor
de clonagem pTZ57R/T (figura 15, Thermo Scientific), segundo o protocolo do
fabricante, gerando o vetor pTZ57R-trl1. Para a reacéo foram utilizados 0,17 pmoles
de vetor pTZ57R/T, 1X de tampéao de ligacdo, 0,52 pmoles de produto de PCR, 1 pL

de T4 DNA Ligase e agua g.s.p.. A reacao foi incubada por 16 h, a 4<C.
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Figura 15: Mapa do vetor de clonagem pTZ57R/T (Thermo Scientific), com seus sitios de
clonagem por enzimas de restricéo, representados em vermelho
(<http://www.fermentas.com/en/products/all/pcr-gpcr-rt-pcr/per-cloning/k121-instaclone-pcr-
cloning>).
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3.8 Didlise da ligacédo do fragmento do gene  trll-like de T. brucei ao vetor de

clonagem pTZ57R/T

A reacéo de ligagao do fragmento do gene trll-like de T. brucei ao vetor de
clonagem pTZ57R/T foi dialisada em membrana de dialise com poro de tamanho
igual a 0,025 pm (Millipore "V" Series Membranes), durante 1 h em placa de petri
com agua ultra pura autoclavada. Dessa forma, € possivel retirar os sais residuais
do tampédo de ligacdo da reacdo, permitindo dar continuidade ao processo de

transformacao do plasmideo em células eletrocompetentes.

3.9 Preparacéao de bactérias Escherichia coli eletrocompetentes

Para preparacao de bactérias eletrocompetentes, uma col6nia isolada de E. coli
cepa DH10b ou cepa BL21(DE3) foi inoculada em 5 mL de meio LB liquido (Luria
Bertani - 1 % de Triptona, 1 % de NaCl e 0,5% de Extrato de Levedura), no caso da
E. coli DH10b, contendo 20 pg/mL de estreptomicina, antibidtico ao qual a bactéria
possui resisténcia, garantindo assim, a sobrevivéncia apenas da bactéria desejada.
O pré-inéculo foi crescido por 18 h, a 37 °C, sob agitacdo a 200 rpm. Apés 18 h, 5
mL do pré-indculo foram inoculados em 500 mL de meio LB contendo, no caso da
cepa DH10b, 20 pg/mL de estreptomicina, até que as culturas alcancassem a
densidade o6ptica, a 600 nm, entre 0,5 a 0,6, nas mesmas condi¢cdes de agitacdo e
temperatura mencionadas anteriormente. Em seguida, as culturas foram distribuidas
em tubos de 50 mL resfriadas no gelo por 15 min e centrifugadas a 4000 xg, por 10
min, a 4 °C. Os sedimentos celulares foram ressuspensos em 50 mL de &gua ultra

pura autoclavada gelada (4 °C) e novamente centrifugado. Esse procedimento foi
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repetido 1 vez. Em seguida, os sedimentos foram ressuspensos em cinco mL de
solucéo de glicerol 10 % gelada (4 °C), reunidos em um unico tubo e centrifugado
nas mesmas condicdes anteriores. Por fim, o sedimento foi ressuspenso em 1 mL da
solucéo de glicerol 10 % e aliquotado em tubos cbnicos de 1,5 mL previamente

gelados. Aliguotas de 50 pL foram armazenadas em freezer a -80 T.

3.10 Transformacé&o de bactérias eletrocompetentes

Para as transformacdes, foram adicionados aos tubos contendo 50 pL de
bactérias eletrocompetentes, 5 UL da reacéo de ligacdo de interesse dialisada. Essa
mistura foi entdo transferida para cubetas de eletroporagéo de 0,1 cm e o choque
elétrico foi disparado em eletroporador BioRad Gene Pulser, com um pulso de 1800
V a 25 pF. Imediatamente, as células transformadas foram transferidas para um tubo
conico de 15 mL contendo 1 mL de meio LB liquido, permanecendo sob agitacdo de
200 rpm, a 37<C, por 1 hora. Ao final da recuperaca o, as células foram centrifugadas
por 1 min a 16000 xg, o sedimento foi ressuspenso em 100 uL de meio LB liquido e
plagueado em meio LB com 2 % de agar com o antibiotico necessario para cada
cepa e plasmideo nas seguintes concentragfes: 100 pug/mL de ampicilina, 50 pg/mL
de estreptomicina e 25 pg/mL de cloranfenicol. As placas foram incubadas em estufa
a 37 °C, por 18 h. Quando possivel a utilizacdo do sistema da beta-galactosidase de
selecdo (colbnias azuis — negativas para clonagem, colGnias brancas — positivas
para clonagem), ao meio de cultura solido também foram adicionados 40 pug/mL de
X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopiranosideo) e 0,4 uM de IPTG (beta-

isopropiltiogalactopiranosideo).
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3.11 PCR de colbnia

Para o PCR de coldnia, uma solucéo foi preparada contendo os seguintes
reagentes nas concentracdes finais: Tampao Taq Platinum Life Tecnologies™ 1X; 2
mM de MgCl,, 150 uM de dNTPs, 0,5 uM dos oligonucleotideos trilF e trl1R
(descritos no tépico 3.2) e 0,025 U/uL de Taqg Platinum DNA Polimerase Life
Tecnologies. Foram utilizados 25 pL desta solucéo para cada colonia a ser analisada
para o recebimento do plasmideo com o fragmento de interesse. A col6nia foi
retirada da placa de origem com auxilio de uma ponteira estéril e repicada em uma
nova placa de agar LB. O residuo da colénia na ponteira foi adicionado ao tubo
conico de 200 pL contendo a solucdo acima citada. A reacdo de PCR foi realizada
nos mesmos parametros de temperatura citados no item 3.2. O resultado foi
analisado em gel de agarose 0,8 % em TAE 1X, corado com 1,3 pg/mL de brometo

de etidio.

3.12 Preparacéo de DNA plasmidial

As minipreparac¢des plasmidiais foram realizadas com o QIAprep Spin Miniprep
kit (Qiagen), de acordo com o manual. Um a 5 mL de cultura bacteriana crescida em
meio LB foram centrifugados a 6800 xg, por 3 min, a 25 T. Ao sedimento foi
adicionado o tampéao P1, ressuspenso e transferido para um tubo conico de 1,5 mL.
Em seguida, foi adicionado o tampdo P2, que foi misturado completamente por
inversdo em quatro a seis vezes, até toda a solucéo ficar azul. Depois foi adicionado
o tampao N3 e novamente misturado completamente por quatro a seis inversdes até

a mistura ficar branca, novamente, apds essa etapa, a mistura foi centrifugada por
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10 min, a 17900 xg, em temperatura ambiente. Apos a centrifugacdo o sobrenadante
foi transferido para a coluna QlAprep spin e centrifugado por 1 min, a 17900 xg, em
temperatura ambiente. Posteriormente a coluna foi lavada com o tampao PE em 1
min de centrifugacdo a 17900 xg, a 25 €. Em seguid a, a coluna foi centrifugada
novamente, para remover residuos do tampao de lavagem. Por fim, o DNA foi eluido

em agua apoés centrifugacédo de 1 min, a 17900 xg, a 25 <.

3.13 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento dos plasmideos foi realizado pelo laboratério SONDA da
UFRJ. O sistema de reacao foi constituido de aproximadamente 125 ng de DNA de
fita dupla, 3,2 pmoles de oligonucleotideos, 1 pL de reativo BigDye (Applied
Biosystems) e 1,5 yL de tampéao BigDye (Applied Biosystems) em um volume final
de 10 uL. A analise das sequéncias obtidas foi realizada através do programa

BLAST (http://www.ncbi. nim.nih.gov/BLAST/) (Altschul et al., 1997).

3.14 Construcao do vetor de RNAI

Parte do plasmideo pTZ57R/T com o fragmento do gene trl1-like de T. brucei
(pTZ57R-trl1) foi digerido com as enzimas de restricao Xbal e Mlul (Thermo
Scientific) e parte, com Xbal e Hindlll (Thermo Scientific), a 37T, durante 16 h, para
liberacdo do fragmento do gene trll-like deixando os sitios complementares das
enzimas disponiveis para a posterior ligacdo (figura 17). Uma vez com o fragmento
do gene liberado do plasmideo pTZ57R-trl1, foi possivel proceder com a construcao

do vetor de RNAI (Wirtz et al., 1999). Os produtos das digestdes foram aplicados em
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gel de agarose 0,8 % preparados com TAE 1X, corados com 1,3 ug/mL de brometo
de etidio e submetidos a separacao por eletroforese por 45 min, a 50 mA em tampéao
TAE 1X. Ao final da separacdo, os genes de interesse foram cortados do gel e
purificados conforme descrito no item 3.4.

O plasmideo pLEW100 (figura 16 - cedido gentilmente pela Dr®. Elisabetta
Ullu, Universidade de Yale, EUA) foi previamente digerido com as enzimas Mlul e
Xbal, por 16 h, a 37 T e foi realizada a ligacéo d o fragmento do gene trl1-like obtido

da digestédo de pTZ57R-trl1, gerando o plasmideo pLEW100-trl1.
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Figura 16: Mapa do vetor de clonagem pLew 100, com seus sitios de clonagem por
enzimas de restricdo e promotores (<http://tryps.rockefeller.edu/trypsru2_plasmids.html>).

O fragmento do gene trl1-like obtido da digestdo de pTZ57R-trl1 com Xbal e
Hindlll foi clonado no vetor pJM325 (cedido gentilmente pela Dr. Elisabetta Ullu,
Universidade de Yale, EUA) digerido com Nhel e Hindlll (Thermo Scientific), por 16

h, a 37 C, gerando o plasmideo pJM325-trll. As reacdes de ligacdo foram
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realizadas com 1 pL de T4 DNA Ligase, 1X de tampéo de ligacdo, 150 ng de vetor
pLew100 ou pJM325, 600 ng de inserto e agua q.s.p.. A reacao foi incubada por 16
h, a 16, seguindo a metodologia também recomendad a pelo fabricante (Thermo
Scientific). Uma vez com os dois vetores anteriores montados (figura 17), eles foram
transformados em bactérias eletrocompetentes E. coli DH10b, a fim de ampliar o
namero de coépias dos vetores. Em seguida, foi realizada a minipreparacao
plasmidial, conforme descrito no item 3.11. Posteriormente, foi realizada a digestao
do vetor pJM325-trl1 com as enzimas de restricao Hindlll e Xbal (Thermo Scientific)
para liberacdo do fragmento do gene trll-like ligado a regido stuffer do plasmideo

pJM325 (figura 17).
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Figura 17: Esquema da construgéo do vetor de expressdo de dsRN A da Trll-like , que
sera transfectado no T. brucei. Os desenhos ndo foram desenhados com escalas.

O fragmento obtido foi clonado no plasmideo pLew100-trl1, previamente
digerido com Hindlll e Xbal (Thermo Scientific). Concluindo a constru¢cdo do
plasmideo (pLEW1000-trl1-2) para inducdo do RNAIi da tRNA ligase-like em T. brucei
(Figura 17). O plasmideo pLew100 é um plasmideo do tipo PARP (proteina acidica
repetitiva da forma prociclica), que pode induzir o promotor induzido por tetraciclina,

promovendo a expressao de “grampos” do RNA alvo (figura 18, Wirtz et al., 1999).
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Figura 18: Regido de insercdo dos genes alvos no vetor pLewl100 . O fragmento do gene

alvo (Trll1-like de T. brucei) foi inserido em um cassete que consiste de duas repeticdes
invertidas do mRNA da sequéncia alvo separadas por um sequéncia ndo traduzida chamada
de stuffer. As siglas e figuras do esquema consistem em: seta PARP: promotor PARP;
retAngulo preto: operador de tetraciclina; seta T7: promotor T7; rDNA: DNA ribossomal
espacador ndo-transcrito; p(A): poli (A); BLE: gene de resisténcia a fleomicina; SAS:
emenda sitio-aceptora (Figura adaptada de Ullu et al., 2002).

3.15 Transfeccdo da cepa prociclica de  T. brucei 29-13 com vetor para inducéo

de RNAI

Apbs a construgdo do plasmideo pLEW1000-trl1-2, a cepa de E. coli DH10b
eletrocompetente foi transformada e os clones obtidos foram utilizados para
minipreparacdo plasmidial (kit Qiagen). O plasmideo purificado foi digerido com
EcoRV (Thermo Scientific) para linearizacdo e posterior transfeccdo dos parasitas
(Wang et al., 2000). Para a transfeccdo, 5x10’ células totais de uma cultura viavel,
em fase de crescimento logaritmico, foram lavadas a 1200 xg por 10 min, a 25 °C
em Tampao de Eletroporagcdao ZPMF (KCI 8 mM, NaCl 132 mM, Na;HPO4 8 mM,
KH,PO4 1,5 mM, MgCl, 0,5 mM e CaCl, 0,09 mM, pH 7 ajustado com &cido acético
glacial) e ressuspensas em 1 mL do mesmo tamp&o. O volume foi distribuido em
duas cubetas de eletroporacdo de 0,4 cm (BioSystem), uma para o controle e a
outra com a adicao de 30 pg de pLEW1000-trl1-2 digerido com EcoRV. O contetdo
total de 500 L foi eletroporado em um aparelho BioRad Gene Pulser, da seguinte

maneira: 2 pulsos de 1600 V, 25 pF, com intervalo de 10 segundos entre 0s pulsos
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(a constante de tempo foi de aproximadamente 0,9 ms). Imediatamente, as amostras
foram transferidas para garrafas contendo 30 mL de meio SDM-79 com 10 % de
soro fetal bovino, 50 pg/mL de higromicina e 15 pg/mL de G418 e foram colocadas
na estufa a 28 °C. Vinte e quatro horas depois foram adicionados 2,5 pyg/mL de
fleomicina as garrafas numa concentracao final de 2,5 ug/mL, para selecédo de
transfectantes estaveis, uma vez que o plasmideo pLew100 confere resisténcia a

este antibiotico de selecéo.

3.16 Selecéo e crescimento de clones T. brucei pLew100/Tb tRNA ligase

ApoOs 5 dias de crescimento foi realizada uma diluicdo seriada em placa de 24
pocos com meio condicionado nas seguintes proporcdes 1:2, 1:4, 1.8 e 1:16. O
meio condicionado consiste na reutilizacdo de meio, apds sua filtragem para retirar
células. A placa foi devidamente incubada a 28 °C, para selecdo dos clones
recombinantes. Apos 10 dias, foi adicionado meio a fim de diluir os pocos na razéo
1:1. Mais uma diluicdo de 1:1 foi realizada em 10 dias, permitindo sua transferéncia
para garrafas. De 24 pocgos, 8 clones de parasitas em sele¢do foram transferidos
para garrafas de cultura, em volume final igual a 4 mL de meio SDM-79 com 10 %
de SFB, 50 ug/mL de higromicina e 15 yg/mL de G418 higromicina e 2,5 yg/mL de
fleomicina, onde foram mantidos em estufa a 28 C até atingirem densidade igual a
1x10° cél/mL, possibilitando o inicio dos experimentos com a inducdo do RNAI

(<tryps.rockefeller.edu>).
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3.17 Inducéao do silenciamento do gene  trll-like de T. brucei

ApoOs monitoracbes diarias do crescimento e alguns repiques dos grupos
isolados, dois dos oito clones foram escolhidos para o ensaio de inducdo do RNAI.
Uma vez atingida & fase de crescimento logaritmico (1x10° cél/mL), foi adicionada
tetraciclina na concentracao final de 1 ug/mL, que se liga aos promotores e induz a
transcricdo das duas fitas complementares do fragmento do gene trl1-like, formando
o RNA dupla fita capaz de ativar a maquinaria de RNAi em T. brucei, com
consequente diminuicdo intracelular do numero de RNAs mensageiros do gene trll-
like. As células viaveis das culturas induzidas e n&o-induzidas foram contadas
diariamente, em Camara de Neubauer (durante periodo de até 18 dias) para
monitoragcdo e comparacdo do crescimento. Para a manutencdo dessas células,
duas estratégias foram adotadas: 1) durante o periodo de cultivo, ambas as culturas
foram diluidas ao atingiam uma alta densidade celular, no caso, aproximadamente
1x10" cél/mL, para permitir o cultivo por maior tempo. Mesmo ndo atingindo a
densidade limite, a cultura induzida também foi diluida, garantindo o mesmo
tratamento; 2) curvas iniciadas com uma densidade menor de células ndo foram
repicadas durante a inducéo, tendo apenas a adicdo de 1 yg/mL de tetraciclina a
cada 4 dias, a fim de manter a concentragdo da mesma. Os graficos de crescimento
celular foram construidos no programa Prisma 5 para Windows, sendo os fatores de
diluicdes, quando realizados, considerados nos calculos, permitindo a continuidade
da curva de sobrevivéncia. Ja os graficos de tendéncia de crescimento foram
construidos no programa Microsoft Office Excel 2007 para Windows, os valores

obtidos foram normalizados a partir da divisdo da média diaria de cada um dos dias
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pela média do maior valor obtido pela contagem em camara de Neubauer em cada

uma das condic¢des (NI, I, WT e WTT).

3.18 Analise do ciclo celular

Diariamente, foram retiradas 2x10° células de uma cultura de T. brucei
durante a curva de inducdo de cada um dos grupos: ndo-induzido (cepa de T. brucei
29-13 transfectada sem adicdo de tetraciclina), induzido (cepa de T. brucei 29-13
transfectada e induzida com tetraciclina), WT (cepa de T. brucei 29-13 néo
transfectada sem adicdo de tetraciclina) e WTT (cepa de T. brucei 29-13 néao
transfectada com adicao de tetraciclina). As culturas foram lavadas 2 vezes em PBS
(Tampéo Fosfato de Sodio 20mM pH 7,2 + 150 mM de Cloreto de Sadio), a 2000 xg,
por 10 min, a 25 C. As células sedimentadas foram ressuspendidas em 200 pL de
PBS contendo 50 pg/mL de iodeto de propidio, 50 pg/mL de RNase e 0,1 % de
Triton X-100, incubadas por 10 min no escuro e analisadas no citometro de fluxo
FACSCanto Il e no programa DIVA®, ambos da empresa BD Biosciences
(Sienkiewicz, et al., 2008). Os graficos foram construidos no programa Prisma 5 para

Windows.

3.19 Ensaio de viabilidade

Durante a curva de inducdo do RNAi foram retiradas 2x10° células de uma
cultura de T. brucei de cada um dos grupos: ndo-induzido, induzido, WT e WTT. As
culturas foram lavadas 2 vezes em PBS, a 2000 xg, por 10 min, a 25 . As células

sedimentadas foram ressuspendidas em 200 pL de PBS contendo 50 pg/mL de
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iodeto de propidio, incubadas por 10 min no escuro e analisadas no citbmetro de
fluxo FACSCanto Il e no programa DIVA®, ambos da BD Biosciences. Os gréaficos

foram construidos no programa Prisma 5 para Windows.

3.20 Extracdo de RNA total do T. brucei induzido

Apés inducdo do RNAIi, o RNA total de T. brucei dos quatro grupos
observados (NI, I, WT e WTT) foi isolado usando Trizol® (Life Tecnologies™). Para
esse experimento foram retiradas aliquotas de aproximadamente 1x108 céls nos dias
0, 2, 5 e 7 ap0s a inducédo. As concentracbes de RNA foram mensuradas por
absorbancia sob o comprimento de onda de 260 nm no espectrofotdmetro NanoDrop
1000 (Thermo Scientific, onde se pode obter o valor em ng/uL e a relacao da leitura
em 260/280 nm, indicando o grau de pureza do RNA. Em seguida, o RNA foi tratado
com DNAse | (Thermo Scientific) por 30 min, a 37 T, para remover possiveis
contaminag¢des por DNA gendmico. A enzima foi desnaturada através da adicdo de

EDTA na concentragéo final de 25 mM, por 10 min, a 65 TC.

3.21 Sintese de cDNA

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada por transcrigdo reversa
do RNA obtido, utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems). Os cDNAs foram estocados a —20 T até serem utilizados,

mas por ndo mais do que 1 més, para evitar possivel degradacéo.
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3.22 Amplificacdo do cDNA por PCR

O teste da sintese de cDNA foi realizado através da amplificacdo por PCR. As
reacoes foram realizadas com o kit Master Mix (Thermo Scientific) com 300 nM de
cada um dos seguintes oligonucleotideos: Forward - 5-
TCGCTCGTATTGACCACAAA-3' e Reverse 5-TCCTCCTCACCGTCCATATC-3’
para a beta tubulina de T. brucei (controle enddégeno). A amplificagdo por esse
conjunto de oligonucleotideos gera fragmentos em torno de 200-250 pares de base
e 0 produto da reacédo foi aplicado em gel de agarose 2 % em TAE 1X, com 1,3
png/mL de brometo de etidio e separados por eletroforese durante 45 min a 50 mA
em tampéao TAE 1X. Nesse experimento foi utilizado como padrao de peso molecular

0,2 ug do padrdo 100 bp da Thermo Scientific.

3.23 PCR quantitativo em tempo real

Os cDNAs obtidos foram diluidos 10x para a quantificacdo relativa realizada
com o equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). As reacdes
foram feitas em placa de 96 pocos utilizando Power SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems), onde cada amostra foi analisada em triplicata e normalizada
em relacdo ao controle interno, beta tubulina. Para os genes usados foram utilizados
0os mesmos pares de oligonucleotideos descritos no item 3.22, que geram
fragmentos de 200 pares de base. Antes de realizar a quantificacdo, cada
oligonucleotideo foi testado por PCR convencional para estabelecer as condi¢cfes da
reacdo. Também foram feitas curvas de concentracdo de oligonucleotideo e de

cDNA (Curva de Eficiéncia) para determinar a melhor condicdo (linearidade do
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meétodo). As reacOes foram realizadas utilizando-se 7,5 pL do kit Power SYBR®
Green Master Mix (Applied Biosystems), 200 nM do par de oligonucleotideos
especifico a ser analisado, 5 pL do cDNA de interesse (previamente diluido 10x) e
uma quantidade de agua ultrapura autoclavada suficiente para completar o volume
final de 15 pL. O experimento foi realizado nas seguintes condi¢des: 95 T por 10
min, 40 ciclos de duas temperaturas (95 €T por 15 s e 60 T por 1 min), seguidos de

uma curva de desnaturacao (95°por 15 s, 60 € por 1 min e 95 T por 15 s).

3.24 Calculo da quantificagéo relativa

O método que utilizamos para realizar a quantificagdo relativa dos genes
neste trabalho foi o Comparative Ct Method, também chamado de Método do AACt
(Livak e Schimittgen, 2001; Pfaffl, 2001), utilizando o gene da beta tubulina como
normalizador enddgeno. O detalhamento dos calculos utilizados para a analise dos

dados encontra-se explicado no manual da Applied Biosystems (Método do AACt).

3.25 Subclonagem e Clonagem dos genes trll-like de T. brucei

Vérias tentativas de clonagem dos fragmentos amplificados do gene trll1-like
dos T. brucei foram realizadas no vetor de subclonagem pTZ57R/T da Thermo
Scientific segundo protocolo do fabricante e utilizando diferentes razdes
vetor/inserto. As ligacbes foram transformadas na cepa DH10b de E. coli
eletrocompetentes como descrito anteriormente. Como n&o foram encontrados

clones positivos, a etapa de clonagem em pET15b né&o foi realizada.
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3.26 Expressao da enzima Trl1- like recombinante de T. brucei

O plasmideo recebido da empresa Genscript, pPET15b com o gene trll-like de
T. brucei foi transformado em E. coli roseta DE3 conforme descrito anteriormente. A
partir de uma colbnia (confirmada para presenca do plasmideo) foi preparado um
pré-indculo de 5 mL de meio LB contendo ampicilina 100 pg/mL, estreptomicina 50
png/mL e 25 pg/mL de clorafenicol. O pré-inéculo foi crescido por 18 h, sob uma
rotacdo de 200 rpm a 37 °C. Apés 18 h, 150 puL do pré-inéculo foram transferidos
para um tubo cénico de 50 mL com 15 mL de meio LB contendo 100 pg/mL de
ampicilina, 50 pg/mL de estreptomicina e 25 pug/mL de clorafenicol. A cultura foi
crescida sob agitacdo a 200 rpm, a 37 °C até alcancar a densidade 6ptica (O.D)
entre 0,5 a 0,6, a 600 nm, quando foi retirada uma aliquota de 1 mL (controle). Para
inducdo da expressao da proteina recombinante, foi adicionado IPTG inicialmente a
uma concentracgao final de 1mM. A proteina recombinante foi expressa a 37 °C, sob
agitacdo de 200 rpm por 5 h, sendo retrada uma aliquota a cada hora.
Posteriormente, foram testadas outras nove condi¢bes de inducdo a partir da
combinagdo das concentragfes de IPTG iguais a 0,2, 0,5 e 1 mM e temperatura
igual a 15, 30 e 37C. Os tempos de inducdo variaram entre 0 a 21 h, sendo
retiradas aliquotas a cada hora. As aliquotas foram centrifugadas e o sedimento foi
ressuspenso em tampao de lise (5 mM Tris-Cl pH7,5; 1 M NaCl; 0,1 % Triton X-100;
4 mM B-Mercaptoetanol; 10 % Glicerol; %2 do comprimido do coquetel de inibidores
de proteases Roche® e 1 mg/mL Lisozima (Sigma-Aldrich). Apés a ressuspenséo, a
cultura foi sonicada a 6 W por 20 min com intervalos de 5 s. Ao final da sonicacéo,
centrifugou-se a mistura a 10000 xg por 10 min. O sobrenadante foi separado do

sedimento. As amostras coletadas foram analisadas em gel de poliacrilamida 10 %.
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3.27 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida 10 % em  condi¢cfes desnaturantes

A separacdo de proteinas em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo
com o protocolo de Sambrook e Russell (2001) em gel de tamanho igual a 0,75 mm
contendo 3 mL de gel de separacdo composto por 10 % de solucdo de bis-
acrilamida 30 % (29 acrilamida: 1 bisacrilamida, v,v), 0,39 M de Tris pH 8; 0,1 % de
SDS; 0,1 % de APS e 2 uL de N,N,N’,N’-Tetrametill-1,2-diaminometano (TEMED)] e
2 mL do gel de empacotamento (5 % de bis-acrilamida, 0,125 M de Tris pH 6,8, 0,1
% de SDS; 0,1 % de APS e 0,002 uL TEMED). As amostras foram aplicadas ao gel
em tampéao de amostra contendo 200 mM Tris-HCI pH 6,8; 8 %); 0,4 % de azul de
bromofenol; 40 % de glicerol e 400 mM de B-mercaptoetanol. As eletroforeses
ocorreram durante 2 h sob 90 V em tampé&o de corrida contendo 25 mM Tris-Cl; 250

mM Gilicina e 0,1 % de SDS.

3.28 Western Blot

Ao final da eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 10 %, as proteinas do
gel foram transferidas para uma membrana de PVDA embebida em tampé&o de
transferéncia 1x (48 mM Tris.Cl; 39 mM Glicina) no equipamento semidry Biorad
Trans-Blot_SD, sob 190 mA por 30 min. A membrana foi bloqueada por 18 h com
solucdo de 10 % de albumina em TBS-Tween 1 X (137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 24,8
mM Tris; 0,05% Tween 20), e posteriormente incubada com anticorpo monoclonal
anti-his (GE Healthcare), na mesma solucdo de bloqueio, na seguinte titulagéo:

1:5000, por 2 h. A membrana foi entdo lavada 3 vezes com tampéo TBS-Tween 1 X
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por 5 min e 0 anticorpo secundario anti-rabbit peroxidase (GE Healthcare)
adicionado na titulacdo 1:5000. A incubacdo com o anticorpo secundario prosseguiu
por mais 2 h. Ao final da incubacdo a membrana foi lavada 3 vezes com tampao
TBS-Tween 1 X por 5 min e revelada para anélise.

A revelacdo da membrana foi realizada através do kit de revelacdo por
peroxidase da empresa Thermo Scientific. Em seguida, a membrana foi posicionada
em um cassete de revelacao sob um filme de revelacdo Amersham®. Apds variaveis
tempos de exposicdo, o filme foi colocado em solucdo reveladora por 1 min,
enxaguado em agua corrente, colocado em solucao fixadora, por mais 1 min, lavado

em agua corrente e analisado.

3.29 Andlises estatisticas

Os resultados tiveram sua variancia analisada estatisticamente pelo teste t de
student, sendo a significancia das diferencas entre os grupos calculada por teste
pareado. Onde para cada grupo havia ao menos 3 experimentos independentes.
Foram consideradas significativas as variacfes que apresentaram 95 %, no minimo,
de probabilidade de serem verdadeiramente diferentes (p<0,05), segundo o

programa Microsoft Office Excel 2007 para Windows.
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4. Resultados

4.1 Andlise dos dominios da tRNA ligase de  T. brucei

O alinhamento de sequéncias da enzima tRNA ligase classe | (figura 19),
demonstra que a enzima de T. brucei, T. cruzi e L. major, assim como as outras
tRNAs ligases de classe |, sdo compostas por um dominio N-terminal
adenililtransferase/ligase, um dominio polinucleotideo quinase e um dominio C-
terminal de CPDase. Nota-se também que as proteinas dos tripanossomatideos se
assemelham as proteinas de leveduras, tanto devido a organizagdo quanto devido a
presenca dos motivos I, la, Ill e IV no dominio ligase e do motivo V no dominio
CPDase; do segmento equivalente a T4 Rnl-like, no dominio da quinase; dos
motivos GXGKT e RxxxR no dominio CPDase,e do motivo HPH®, tipico de enzimas
fosfotransferases (Wang e Shuman, 2005).

Pode-se observar também que o grau de semelhanca entre a sequéncia do T.
brucei e T. cruzi € de 50 %. A homologia entre a sequéncia de T. brucei e L. major é
de 33 %. Enquanto que a homologia do protozoario T. brucei para o fungo S.
cerevisiae e S. pombe € de 9 e 13 %, respectivamente. Desta forma, acreditamos
que esta sejam as sequéncias codificantes para as tRNA ligases de

tripanossomatideos.
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Figura 19: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da tRNA |

tripanossomatideos e fungos.
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igase de classe | de

As sequéncia da enzima Trll de T. brucei, T. cruzi, L.

major, S. cerevisae e S. pombe foram alinhadas no programa GeneDoc. Em azul esta
circulado o dominio da ligase, em amarelo, polinucleotidio kinase (PNK) e em laranja,
fosfodiesterase ciclica (CPDase). Os quadrados vermelhos indicam os motivos conservados
entre as proteinas. As cores preto e cinza demontra o grau de igualdade entre as
sequéncias, onde o preto indica similaridade total e o cinza, similaridade parcial.
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O fragmento de 617 pb do gene da trll-like de Trypanosoma brucei foi

clonado no vetor pTZ57R/T e sequenciado. Em um dos quatro clones sequenciados,

obtivemos uma sequéncia com 99% de identidade com a sequéncia depositada no

banco de dados (Figura 20).
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GCAGCCTCGACTGAGGRACCTCGCCCGCICGETATTACTCCTICTACGRAGGRARACRRATGES

Frrrrrrreeererrererrrrrreerrrererrrrrrreerererrrrrrereeentd
GCAGCCTCGACTGAGGACCTCGCCCGCTCGETATTACTCCTCTACGRAGGARACRRATGES

CCTGCTCCGAGCTGTCGCCATCGTIGCCACTGTCTATGATCATCRAACAAGCAGRAGRAGRAGAG

AR RN RN R R N N N R RN NN RN RN Ry
CCTGCTCCGRGCTGTCGCCATCGTGCCACTETCTATGATCATCARCRRGCAGAGRGRGRS

CTRACERAGCACTGTGCARCATTCGCTRACATCGRTTCTTGGAGATCATTATARCGACRGT
R R NN RN R N N N R RN RN RN RN RN AR
CTRRCRRAGCACTGTGCARCATTCGCTRACATCGATICTTGGAGATCATTATARCGACAGT

Frrrrrrreeererreerrrerrrerrrrrrerrrrrren et e el yreeeeenened
ATGRCCCTTGOGCGAAGTCTTGRARAGTGAGTCGTARA R RGECGETTARTACAGTGECGETC

ATGACCCTTGOGCGRAGTCTTGRAGTGAGTCGTARARRGEGCGETT CAGTGGCGGETC
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CAGTTGTTGGTGARAT TCGACGRAGT TGTACGAGAT TATATCAGACGT TGTTARGAGCATC

ACAGTGGTAGTGEATCTGCCGRAGT TGAGCTGETGEERRAGGTGTRARACGTGETCTGEEC

Frrrrrrreeererrererrrrrreerrrererrrrrrreerererrrrrrereeentd
ACRGTGGETAGTGEATCTGCCGRAAGTTGAGCTGETGEGRARAGGTGTARACGTGETCTGEEC

TTAGGCRARACAGRCGACGTCCCGECGTAGT GERAGRAGGGECACACCORTTGGCTTCGCGET
TTAGGCAACAGACGACGTCCCGGCGTAGT GGAGARGEGGCACACCOGTTGGECTTCGCGET

TGGCTTCTTGACGGECGAGARGTGGEGGARRCACCACCAGRARRGIGTGTGETTTCGTGCC
FEEERREre e e e e e ey prerrrrerrrrninl
TGGCTTCTTGACGGECGAGARGTGGEGGARRCACCACCAGARRAIGTGTGETTTCGTGCC
CTTGRREGATCGGTA 2192
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CTTGRRGATCGGTA 84

1758

518

Figura 20: Alinhamento do fragmento de 617 pares de base do ge

apo0s sequenciamento. “Query” representa a regido do gene da tRNA ligase depositada no

ne trll1-like obtido

banco de dados gendmicos do NCBI da cepa TREU927 de T. brucei e “Sbhjct”, regido obtida
ap6s o sequenciamento do plasmideo pTZ57R/T. O programa utilizado para fazer o
alinhamento foi o Align2seq do NCBI. Os retangulos vermelhos representam as bases
mutadas.
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Tendo em vista que a sequéncia tem 99% de identidade com a sequéncia
depositada no banco de dados, assumindo que as mutacdes sdo caracteristicas da
cepa utilizada (ILTaR1) e sabendo que para o funcionamento do RNAi o dsRNA é
quebrado em siRNAs de 25 nucleotideos (Balafia-Fouce e Reguera, 2007),
assumimos que a diferenca de trés bases ndo comprometeria 0 processo. Dessa
forma, deu-se continuidade com a construcao do plasmideo.

ApoOs a confirmacdo da sequéncia, o fragmento de 617 pares de bases
(sequéncia antisenso) foi digerido do pTZ57R/T-trl1 com Mlul e Xbal e clonado no
pLew100 (Wirtz et al., 1999), um plasmideo com promotor PARP que produz dsRNA

e que foi utilizado para a transfeccéo (figura 21).
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Figura 21: Digestdo do pLew100 e do pTZ57R/T-trll com Xbal e  Mlul. Em A, o esquema
da construcdo do plasmideo. Em B, o resultado da digestédo, onde observa-se na linha 1, o
marcador de peso molecular DNA A Pstl, na linha 2, as bandas referentes a digestdo do
pLew100 e na linha 3, as bandas referentes a digestdo do pTZ57R/T com o fragmento do
gene da tRNA ligase. A seta verde indica a banda referente ao pLew100 e a seta vermelha,
o fragmento da tRNA ligase. Trezentos ng de DNA foram aplicadas em gel de agarose 0,8%.
O gel foi corado com brometo de etidio (1,3 pg/mL) e visualizado sob luz ultra-violeta.

Vetor pLew100
- 5419pb

ins.tRMA ligase
.= 617 pb

Simultaneamente, o vetor pTZ57R/T-trll foi digerido com Xbal e Hindlll

(sequéncia senso) e o vetor pJM325 foi digerido com Nhel e Hindlll (figura 22) para
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receber o fragmento. A ligacdo formada entre as pontas de Xbal e Nhel é

irreversivel.
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Figura 22: Digestdo do pTZ57R/T-trl1 com Xbal e Mlul e do pJ M325 com Nhel e Hindlll.
Em A e C, o esquema da construcao do plasmideo. Em B, o resultado da digestdo, onde
observa-se na linha 1, o marcador de peso molecular DNA A Pstl, na linha 2, as bandas
referentes a digestao do pTZ57R/T-trl1, em C, a digestdo do pJM325, na linha 1, o marcador
de peso molecular DNA A Pstl, na linha 2, as bandas referentes a digestdo do pJM325. A
seta vermelha indica a banda referente ao fragmento da tRNA ligase e a seta cinza, a banda
referente ao plasmideo pJM325. Trezentos ng de DNA foram aplicadas em gel de agarose
0.8% corado com brometo de etidio (1,3 pg/mL). O gel foi visualizado sob luz ultra-violeta.

Em seguida, o plasmideo pJM325 contendo o inserto da tRNA ligase,
nomeado de pJM325-trl1 foi digerido com Hindlll e Xbal, liberando um fragmento de
819 pb referente ao fragmento da tRNA ligase mais o stuffer, regido nao traduzida
que ficaréd entre as sequéncias senso e antisenso no plasmideo pLew100-trl1 (figura

23).
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Figura 23: Digestao do pJM325-trl1 com Xbal e Hindlll.  Em A, encontra-se o esquema da

construcdo do plasmideo. Em B, o resultado da digestdo, onde observa-se na linha 1, o
marcador de peso molecular DNA A Pstl, nas linhas 3 e 4, as bandas referentes a digestao
do pJM325-trl1. A seta vermelha indica a banda referente ao fragmento da tRNA ligase mais
o stuffer e a seta cinza, o fragmento do plasmideo pJM325. Trezentos ng de DNA foram
aplicadas em gel de agarose 0.8% corado com brometo de etidio (1,3 pg/mL). O gel foi
visualizado sob luz ultra-violeta.

Para receber a sequéncia senso o plasmideo pLew100-trl1 foi digerido com
Hindlll e Xbal, liberando um fragmento de 122 pares de bases que ndo é necessario

na construcao final (figura 24).
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Figura 24: Digestdo do pLew100-trl1 com o fragmento da sequén  cia antisenso do gene
da tRNA ligase com Xbal e Hindlll. Em A, o esquema da construcdo do plasmideo. Em B,
o resultado da digestdo, onde observa-se na linha 1, o marcador de peso molecular DNA A
Pstl, nas linhas 2 e 3, as bandas referentes a digestdo do plasmideo. A seta vermelha
indica a banda referente ao pLewl00-trll e a seta verde, o fragmento de 122 pb
desprezado. Trezentos ng de DNA foram aplicadas em gel de agarose 0.8% corado com
brometo de etidio (1,3 pg/mL). O gel foi visualizado sob luz ultra-violeta.

O fragmento liberado referente a sequéncia senso mais o stuffer foi inserido
no pLewl100-trl1, finalizando a construgdo do plasmideo. A fim de conferir a
realizacdo da clonagem dos dois insertos e transformacdo em E. coli DH10b, quatro
colonias aleatorias foram escolhias, os plasmideos purificados e e digeridos com
Hindlll/Mlul liberando um inserto de tamanho igual a 1436 pb referente aos dois
fragmentos da sequéncia da tRNA ligase (seqUéncia senso e antisenso) mais o

stuffer (figura 25). Os quatro clones testados apresentaram-se como o esperado.
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Figura 25: Digestdo do pLew100-trl1-2 Mlul e Hindlll. Em A, o esquema demonstrando o
plasmideo fechado. Em B, o resultado da digestdo de quatro clones onde observa-se na
linha 1, o marcador de peso molecular DNA A Pstl, na linhas 2 a 5, as bandas referentes a
digestao do plasmideo. A seta verde indica a banda referente ao pLew100, a seta vermelha,
a banda do inserto (1436 pb). Trezentos ng de DNA foram aplicadas em gel de agarose
0.8% corado com brometo de etidio (1,3 pg/mL). O gel foi visualizado sob luz ultra-violeta.

Para a transfeccdo em T. brucei o plasmideo pLew100-trl1-2 foi linearizado
com EcoRV, permitindo, apés sua entrada na célula, a sua integracdo a regiao

espacadora do rDNA do Trypansoma brucei (Figura 26).
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Figura 26: Digestdo do pLew100-trl1-2 com EcoRV. Na linha 1 observa-se o marcador de
peso molecular DNA A Pstl, na linha 2, a banda referente a digestdo do plasmideo. A seta
verde indica a banda referente ao plasmideo linearizado. Um microlitro da reacdo (1 pg de
DNA) foi aplicado em gel de agarose 0.8% corado com brometo de etidio (1,3 pg/mL). O gel
foi visualizado sob luz ultra-violeta.



84

4.3 Silenciamento da tRNA ligase de Trypanosoma brucei

ApOs a transfeccao dos parasitas foi realizada uma diluicdo seriada em placas
de 24 pocos com meio condicionado nas seguintes propor¢des 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16,
conforme descrito no item 3.16 do material e métodos e obtendo-se oito clones
possivelmente transfectados (2A, 2B, 2C, 2D, 6A, 6B, 6C e 6D). Na tentativa de
isolar apenas um clone foram realizadas outras diluicbes como o método de placas
de agarose proposto por Carruthers e Cross (1992) e o método da diluicdo limitante
desenvolvido por Cross e colaboradores, no entanto, apés muitas tentativas e falhas,
foram utilizados dois clones dos oito obtidos na primeira diluicdo: o 2B e 0 6C. Esses
dois clones foram divididos em dois grupos, o induzido (I) e o ndo-induzido (NI). Ao
atingirem a densidade de 1x10° cél/mL foi adicionada tetraciclina nos grupos
denominados de induzidos, a fim de induzir o RNAi. A sobrevivéncia dos
tripanossomatideos foi monitorada por trés contagens diarias. Com esse
experimento observou-se que a proliferacdo do T. brucei em ambos clones (2B e
2C) comecou a ser inibida 120 horas apés a indugcdo do silenciamento da tRNA
ligase, demonstrando que o0 gene é essencial para o crescimento destes parasitas

(figura 27).
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Figura 27: Testes dos clones obtidos apés a transfec¢do com do plasmideo pLew 100-
trl1-2 . Os clones 2B e 6C foram mantidos em meio SDM-79, acrescido de 10% de soro fetal
bovino, 50 pg/mL de higromicina, 15 pyg/mL de G418 e 2,5 pg/mL de fleomicina e nos grupos
| foram adicionados 1 ug/mL de tetraciclina. Durante esse periodo, ambas as culturas foram
diluidas para 5x1x10° cél/mL, no mesmo meio descrito anteriormente, ao atingir a densidade
celular de aproximadamente 1x10° cél/mL. Mesmo ndo atingindo a densidade limite, a
cultura induzida também foi diluida, garantindo o mesmo tratamento. Os parasitos viaveis
foram contados em camara de Neubauer, as 9, 12 e 18h, durante 10 dias.

Devido ao comportamento semelhante dos dois clones, um deles foi escolhido
(6C) para dar prosseguimento aos experimentos. A curva de inducao foi repetida,
com apenas uma contagem diaria, por um tempo maior, no entanto sem a realizacao
de diluicbes, mas com a adicdo do indutor (tetraciclina) a cada quatro dias,
mantendo assim o estimulo para a manutencao do silenciamento.

Conforme descrito no item 3.17 do material e métodos foram realizadas
curvas de crescimento com diferentes densidades celulares iniciais: 1x10*, 1x10° e
1x10° cél/mL, sempre com a mesma quantidade de tetraciclina (1 pg/mL — Shi et al,
2000). Independente da concentracéo inicial de células e de tetraciclina, observa-se

uma parada do crescimento do parasito a partir do quinto dia, exceto para a curva
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iniciada em 1x10° cél/mL, onde n&o foi observada diferenca entre os grupos testados

(figura 28).
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Figura 28: Curvas de crescimento do T. brucei apéds silenciamento do gene trll-like. O
clone 6C foi mantido em meio SDM-79, acrescido de 10% de soro fetal bovino, 50 ug/mL de
higromicina, 15 pg/mL de G418 e 2,5 pg/mL de fleomicina e nos grupos | e WTT foram
adicionados 1 pg/mL de tetraciclina durante 18, 12 e 7 dias, respectivamente para as curvas
iniciadas com 1x10* (A), 1x10° (B) e 1x10° (C) cél/mL. Os parasitos viaveis foram contados
em camara de Neubauer.

A fim de verificar a tendéncia de crescimento nas curvas apresentadas
anteriormente (figura 28), foi realizada a normalizacdo das contagens de cada
experimento (figura 29) demonstrando que a populacdo méaxima dos parasitas ndo-
induzidos (NI) ocorre nos dias 13, 9 e 4 para as curvas iniciadas com 1x10*, 1x10° e
1x10° cél/mL (figura 29A), respectivamente. O mesmo teste foi realizado com as
células selvagens (linhagem 29-13, sem a presenca do plasmideo pLew100-trl1-2 —
figura 29 C e D), onde observa-se que tanto o selvagem (WT — figura 29C), como o

selvagem com tetraciclina (WTT — figura 29D) apresentam a populagdo méaxima nos
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mesmos dias que o grupo NI (dias 13, 9 e 4, respectivamente para as curvas
iniciadas com 1x10*, 1x10° e 1x10° cél/mL). Esse resultado indica que a densidade
populacional sofre influéncia do espaco e da concentracdo de nutrientes e excretas
presentes no meio nos grupos NI, WT, WTT.

No entanto, as células induzidas atingem a populacdo maxima (figura 29B),
entre os dias 4 (1x10%cél/mL) e 5 (1x10° e 1x10° cél/mL) de silenciamento, seguido
de um decréscimo populacional apdés esse momento, proporcionado pelo
silenciamento da tRNA ligase-like que impede o crescimento populacional do T.

brucei, mesmo quando h& espaco e nutrientes disponiveis.
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Figura 29: Tendéncia do crescimento do Trypanosoma brucei apds silenciamento
génico da tRNA ligase . Os tripanosomatideos foram mantidos em meio SDM-79, acrescido
de 10% de soro fetal bovino, 50 pg/mL de higromicina, 15 pg/mL de G418 e 2,5 pg/mL de
fleomicina e nos grupos | e WTT foram adicionados 1 ug/mL de tetraciclina a cada quatro
dias. Os parasitos vidveis foram contados em camara de Neubauer, a cada 24h, durante 18
dias para curva iniciada em 1x10* cél/mL (n=3), 12 dias para a curva iniciada em 1x10°
cél/mL (n=8) e, durante 7 dias para a curva iniciada em 1x10° cél/mL (n=3). Em, A o grupo
nao-induzido (NI), em B, o grupo induzido (I), em C, o selvagem (WT) e em D, o selvagem
com tetraciclina (WTT). Os valores das contagens foram normalizados e os resultados
obtidos apresentados de forma gréfica.
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Na tabela 1 encontram-se as meédias dos valores maximos obtidos na
contagem da curva para cada condicdo apresentada na figura 29. Nota-se que a
diferenca entre os valores meédios populacionais maximos obtidos entre o grupo | e 0
seu controle NI € de aproximadamente 49, 425 e 0,94 vezes, respectivamente para
as curvas iniciadas com concentracao igual 1x10*, 1x10° e 1x10° cél/mL. O grupo |,
iniciado com 1x10° cél/mL confirma a hipétese de esgotamentos de espaco e
nutrientes, visto que o numero maximo populacional obtido em contagem celular é

praticamente o mesmo que seu controle NI (tabela 1).

Tabela 1: Tabela com a média dos valores maximos (cél/mL) obt idos durante a
contagem do crescimento celular do  T. brucei na curva de silenciamento. Na primeira
coluna, encontram-se os valores das concentracdes iniciais de cada curva. Nas colunas
restantes, a média dos valores obtidos em cada uma das condi¢cdes em cél/mL, onde NI é
igual a ndo-induzido, |, induzido, WT, cepa selvagem e WTT, cepa selvagem na presenca de
1 pg/mL de tetraciclina (indutor).

Concentragéo inicial

NI WT WTT
de célula (cél/mL)
1x10* 2,13x10’ 4,27x10° 6,00x10’ 4,45x10’
1x10° 2,53x107 5,94x10’ 1,28x10° 1,21x10°
1x10° 1,14x10° 1,21x10° 1,56x10° 1,31x10°

De forma a relacionar alguma alteracdo no ciclo celular ao fenédmeno
observado anteriormente de decréscimo no crescimento do T. brucei durante o
silenciamento, realizou-se ensaios de ciclo celular por citometria de fluxo, onde os
grupos de T. brucei ndo-induzido (NI) e induzido (I) foram monitorados diariamente
(figura 28 e 29). Apesar da presenca de diferenca significativa p<0,05 entre os
grupos NI e I, nos dias 0, 2 e 3 das fases G1 e S, ndo ha nenhum momento em que

esteja presente uma grande diferenca entre os tratamentos e as fases (figura 30).
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Figura 30: Analise do ciclo celular do  T. brucei durante a indu¢do do gene Trl1-
like. Através do FACS e do programa DIVA®, aliquotas dos grupos NI, I, WT e WTT
puderam ser analisadas, apos incubacdo por 10 min, em PBS, com triton X-100,
iodeto de propidio e RNAse, segundo descrito em material e métodos. Os dados
estdo expressos em média + desvio padrdo, * p<0.05 em relagdo ao grupo controle
baseado no teste t de student. Os resultados séo representados por trés
experimentos independentes.

A viabilidade dos tripanossomatideos induzidos também foi examinada
através de citometria de fluxo onde a entrada de PI indica que a membrana
encontra-se permeavel. Os grupos analisados NI e | foram incubados em PBS
contendo Pl e apesar de apresentarem diferenca significativa (p<0,05) em alguns

dias experimentais nas diversas concentracdes de células iniciais utilizadas (1x10°,

1x10%, 1x10° e 1x10° cél/mL) as células presentes sdo majoritariamente viaveis.
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Figura 31: Ensaio de viabilidade do T. brucei durante a inducdo do gene Trl1-
like. Através do FACS e do programa DIVA®, a viabilidade dos parasitas induzidos
puderam ser comparadas aos grupos controles (NI, WT e WTT), na presenca de
iodeto de propideo diluido em PBS, conforme descrito no item 3.19 do material e
métodos. Em A, o ensaio de viabilidade da curva de silenciamento iniciada com
1x10°® cél/mL, em B, 1x10* cél/mL, em C, 1x10° cél/mL e em D, 1x10° cél/mL. O
asterisco (*) indica os grupos com diferenga significativa p<0,05, de acordo com o
teste t de student, onde o induzido € comparado ao controle (NI). Cada um dos
gréaficos representa trés experimentos independentes.

A fim de confirmar se os efeitos fenotipicos foram resultado do silenciamento
génico, foi realizada a analise quantitativa da expressdo do gene da tRNA ligase
através do PCR em tempo real (JQPCR), onde a curva de inducdo do RNAI do gene
da tRNA ligase foi repetida com os mesmos grupos (NI, I, WT e WTT), com a

concentracdo inicial de 1x10° cél/mL, na presenca de 1 pg/mL de tetraciclina nos

grupos | e WTT. Amostras dos dias 0, 2, 5 e 7 tiveram seu RNA total extraido
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usando o Trizol® (Invitrogen) a partir do qual o cDNA foi sintetizado e amplificado,
obtendo-se assim, substrato para a realizacdo do gPCR. A analise do resultado do
gPCR confirma o silenciamento génico da tRNA ligase nos dias dois e cinco, com
reversao dos efeitos ao sétimo dia, comparado ao grupo de parasitas nao-induzido
(figura 32), sendo o segundo dia e o quinto dias os momento onde ocorrem
silenciamento do gene que € de 55,2 e 64,4%, respectivamente. O controle
selvagem com tetraciclina (WTT) demonstra uma variacao na expressao desse gene
ao longo dos dias e confirma a especificidade do sistema utilizado para o

silencimento.

Expressao Relativa

Dias

Figura 32: Andlise quantitativa da expresséo da tRNA ligase ap  0s silenciamento
por PCR em tempo real. A partir da sintese de primeira fita de cDNA e a sua
amplificacéo foi realizado o qPCR, conforme descrito em material e métodos. Cada
amostra foi analisada em triplicata e normalizada em relacdo ao controle interno:
beta-tubulina. A linha tracejada demonstra os niveis de expressdo da tRNA ligase
nos controles ndo-induzido (NI) e selvagem (WT) e as barras, os valores da
expressao relativa de cada amostra. A expressao relativa dos genes foi calculada
tendo como base o Método do AACt. Esse grafico € representativo de quatro
experimentos independentes.
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4.4 Expressao da tRNA ligase de Trypanosoma brucei in vitro

Para investigar in vitro a atividade da tRNA ligase do T. brucei sobre seus
substratos foram realizadas diversas tentativas de clonagem do gene de interesse
(tRNA ligase) no vetor pET15b (Novagen). Dessa forma foi encomendado a empresa
Genscript o vetor pET15b com o gene de interesse (de 2614 pb) clonado com cauda
de 6x de histidina na por¢cao N-terminal. O plasmidio foi transformado em bactérias
eletrocompetentes E. coli Roseta DE3 e submetido a uma mini-indugéo, a 37C, com
1 mM de IPTG conforme explicitado em material e métodos. O perfil de proteinas
obtido pode ser visualisado na figura 33, assim como a presenca da proteina tRNA

ligase de 95 kDa, marcados pela seta a esquerda da figura.

260 kDa
135kDa

95 kDa ™= « 95kDa
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Figura 33: Mini-inducéo da bactéria E. coli roseta DE3 transfromada com o plasmidio
pPET15b com o gene da tRNA ligase de T. brucei. Amostras da bactéria em meio LB, a
37, com 1 mM de IPTG foram retiradas a cada hora e apds lise em tampéo descrito no
material e métodos, as proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida 10% e coradas
com corante Comassie blue R-250.

Em busca de melhores condi¢ces de expressédo da enzima foram realizadas
inducdes da expressdo em que foram variados temperatura, concentracao de IPTG

e tempo (figura 34). Através desses experimentos verificou-se que as melhores
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condicbes de expressdo foram: 16h a 15 € com 0,5 mM de IPTG, 2, 3 e 4h a 30C
com 0,2 mM de IPTG,3 he21ha30CcomlmMde IPTG,1,2e 3ha37 Tcom

0,2 MM de IPTG e 2 h a 37C com 0,5 mM de IPTG, marcadas com um cirulo

vermelho na figura 34.
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Figura 34: Teste da melhor condicdo de expressdo da tRNA ligas e em E. coli roseta
DES. Foram realizadas mini-inducdes em trés diferentes temperaturas: 15, 30 e 37C, em
trés concentracbes de IPTG: 0,2; 0,5 e 1 mM e diversos tempos entre 0 a 21 h. As proteinas
foram separadas em gel de poliacrilamida 10% e coradas com comassie blue R-250.

A condicédo de 3 h, a 30 C, em 1 mM de IPTG foi esc olhida para uma indugéo
da expressao e posterior purificacado da proteina tRNA ligase em coluna de niquel.
As eluicbes apos a purificacdo foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10 %,
podendo-se verificar a presenca da proteina nas fracbes 1, 2, 3 e 4 marcadas na

figura 35 com um retangulo azul. Como demonstrado na figura 33 a proteina

obtida apresenta peso molecular de 95 kDa.
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Figura 35: Eluicbes obtidas durante a purificacdo da tRNA liga se de T. brucei
expressa in vitro. Eletroforese em gel de Poliacrilamida 10%. Linha 1, padrdo de peso
molecular ndo corado da Fermentas. Linha S1, sobrenadante apds centrifugacdo a 10000
rpom por 10 min, a 4 € do extrato bacteriano induzido por 3h com 1 mM de IPTG. Linha
P1, sedimento da centrifugacdo descrita no item anterior. Linha S2, sobrenadante apos
centrifugacdo a 40000 rpm por 1 h, a 4 T do sobren adante separado ap0s a primeira
centrifugacao. Linha P2, sedimento da centrifugacéo descrita no item anterior. Linhas 1 a
4, eluicbes do sobrenadante (S2) em coluna de niquel.

Para confirmar se a proteina encontrada era mesmo a proteina desejada, foi
realizado um western blot com anticorpo anti-His. No western blot (figura 36) foram
aplicados um controle positivo, uma proteina de 30 kDa que também possui a
cauda de histidina (linha 3), a proteina purificada (linha 2) e o extrato bacteriano
total logo apés a lise (linha 1). Ambas as proteinas foram marcadas pelo anticorpo
anti-his conforme esperado, no entanto observa-se que houve degradacdo da
proteina durante a purificacdo, fato que ndo ocorre no extrato total mesmo

apresentando pouca proteina. Outras tentativas foram realizadas sem éxito.
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Figura 36: Western blot das amostras purificadas apds a expres  sdo da tRNA
ligase in vitro. Na linha 1 esta o marcador de peso molecular ndo marcado da
Fermentas Life Sciences, na linha 2, extrato total da lise bacteriana, linha 3, fracéo 2
da purificacdo da figura 35 e na linha 4, o controle positivo, uma proteina com cauda
de histidina. O * marca as bandas de interesse.
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5. Discussao

O presente trabalho permitiu a observacdo da essencialidade do gene trl1-like
de Trypanosoma brucei in vitro. O alinhamento e a analise dos dominios
conservados entre as sequéncias da enzima de Kinetoplastea e fungos, confirmou
gue as sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI, como proteinas
putativas e sem anotacgdo, tratam-se de tRNA ligases. Através desse alinhamento foi
constatado que os motivos importantes para a caracterizagcdo de cada um dos trés
dominios: ligase, polinucleotidio quinase e fosfodiesterase ciclica estdo presentes e
que cada um dos dominios tem condi¢des de exercer o seu papel esperado (Wang e
Shuman, 2005).

Com a confirmacao da presenca da enzima Trl1-like em tripanossomatideos
tornou-se possivel seu estudo in vivo. Esse estudo pode ser realizado apos a
construcédo do plasmideo pLew100-trl1-2 com dois fragmentos complementares do
gene trll-like que ao serem transcritos geram um grampo que sera reconhecido pela
maquinaria de RNAIi de T. brucei. Esse vetor possui um promotor do gene PARP
induzivel por tetraciclina, na auséncia de tetraciclina a expressédo desse promotor é
quase insignificante (Ullu et al, 2002).

ApoOs a transfeccdo do plasmideo pLewl00-trl1-2 e selecdo dos clones,
verificou-se que o silenciamento do gene promoveu a inibicdo do crescimento do
parasita, sempre a partir do quarto dia de inducdo. Os grupos induzidos atingiram a
maior concentracdo de células entre quatro e cinco dias apos a inducao. Para o
grupo NI, a concentracdo inicial de células interfere no tempo para o alcance do

namero maximo de individuos, provavelmente devido a diminuicdo de nutrientes,
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espaco e aumento de excretas, enquanto que para o grupo |, independente da
concentracéo inicial de células e da dose de tetraciclina, o crescimento maximo das
populacdes, seguido do declinio ocorre ao mesmo tempo, possivelmente pela
diminuicdo dos niveis de tRNA™" maduro.

Segundo Shi e colaboradores (2000 — figura 3 do artigo) a concentracéo ideal
de tetraciclina é de 1 pg/mL, para curvas iniciadas em 1x10° cél/mL. Nesse trabalho
foi utilizada a mesma concentracdo de tetraciclina, em diversas concentracdes
iniciais de célula como 1x10% 1x10° e 1x10° /mL, e em todas as curvas a populacédo
maxima é atingida ao quarto e quinto dias apés a inducdo do RNAI. Sendo assim, a
concentracdo de tetraciclina utilizada pode estar acima da dose eficiente minima,
como demonstrado por Wirtz e colaboradores (1999 — figura 4A do artigo), onde néo
ha diferenca de efeito entre as doses de 50, 100 e 1000 ng/mL, justificando o fato de
nao haver diferenca entre a densidade de células e a dose de tetraciclina utilizada.

Os resultados obtidos através do ensaio de ciclo celular e viabilidade
mostraram que ndo houve variacdo nos fendétipos do grupo induzido e ndo induzido,
apesar da expressdao do mRNA ter sido quantificada confirmando a inibicdo da
transcricio do mRNA. Sabendo-se que a tirosina € um aminoacido essencial na
composi¢do da maioria, sendo de todas as proteinas celulares, a auséncia de
interferéncia no ciclo celular e alteracdo na viabilidade, provavelmente se deve ao
fato de que com um numero baixo de copias de tRNA ligases é capaz de manter o
ciclo celular e a membrana celular normais.

Durante a realizagdo desse trabalho foram realizadas diversas tentativas de
determinacao do silenciamento da expresséo da proteina trl1-like através do ensaio
de Western blot (dados ndo apresentados). No entanto, ndo foi possivel identificar a

proteina através da ligacdo de um anticorpo anti-trl1-like, produzido para esse fim.
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Abelson e colaboradores (1998) realizaram a caracterizacdo da tRNA endonuclease
de levedura apos muitas dificuldades, ocasionadas pela expressdo da enzima
ocorrer em baixos niveis em levedura (aproximadamente 150 moléculas por célula).
Logo, € possivel que a tRNA ligase também seja expressa em niveis baixos, tanto
em levedura como em T. brucei, o qual possui 10 vezes menos tRNAs com intron
que a levedura (Abelson et al., 1998; Schneider et al., 1993), motivo pelo qual o
método de Western blot pode ndo ter sido sensivel. No entanto, foi possivel
guantificar a expresséo da Trl1-like através do gPCR, indicando o silenciamento da
enzima entre 2 a 5 dias de inducdo, com eficiéncia de 55,2 e 64,4 %,
respectivamente. A reducdo dos niveis de tRNA™" maduros formados a partir do
segundo dia de inducdo e o aumento dessa reducdo ao quinto dia, reflete no
crescimento do T. brucei, que conforme demonstrado na figura 28, apds o quinto dia
de inducéo a taxa de crescimento populacional entra em declinio.

Apesar da andlise da expressao do gene trll-like ter demonstrado diminuicédo
da expressao do gene entre o segundo e quinto dia de silenciamento, o crescimento
celular ndo sofreu alteracdo até quatro dias de silenciamento, provavelmente
ocasionado pela presenca de moléculas residuais da enzima Trll-like, assim como
de tRNA™" maduro (Ullu, 2002). Passado esse periodo de quatro a cinco dias, a
célula ndo conseguiu mais aumentar sua proliferacdo, ocasionada, provavelmente
pelos baixos niveis de tRNA™" maduro, necessério para a traducdo de proteinas.

Outra possivel explicacéo para ndo ter havido morte completa dos parasitas e
alteracdes no ciclo celular e viabilidade seria a presenca da enzima RtcB em
T.brucei (dado ndo apresentado). A RtcB foi descrita no inicio do ano passado como

uma nova RNA ligase, capaz de fazer a ligagdo dos terminais 2’-3’ fosfato ciclico e
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5-OH na auséncia de ATP e estédo presentes em arqueia, bactérias e metazoa, mas
nao em levedura (Popow et al, 2011; Englert et al, 2011; Tanaka et al., 2011).

Para a caracterizagao in vitro da Trl1-like de Trypanosoma brucei foi preciso
expressa-la in vitro e purifica-la. No entanto, a enzima n&o resistiu ao
armazenamento apresentando-se degradada no ensaio de Western blot. Diante
desse fato, a caracterizacdo nao pode ser finalizada, nem utilizando-se um extrato
total das bactérias, devido a presenca da enzima heterdloga RtcB na bactéria E. coli
(Tanaka et al., 2011), utilizada para a expressao da proteina in vitro.

Sabe-se que em experimentos de silenciamento génico em diversos
laboratorios, aproximadamente 50 % dos casos de observacdo de fendotipos
apresentaram falhas, seja devido ao tamanho da sequéncia de dsRNA formada, ou
pela concentracao residual de mMRNA nas células. Dessa forma, a sintese do produto
do gene de interesse nunca € completamente abolida e em muitos casos 0s
parasitas podem sobreviver mesmo com pouco mRNA (Ullu, 2002). Nesse trabalho
foi possivel demonstrar com a utilizacdo da técnica de RNA de interferéncia a
importancia do gene de tRNA ligase-like para o crescimento do T. brucei e a
possibilidade da extrapolacdo dos conhecimentos adquiridos para os outros tritryps,
além de contribuir para o aumento do conhecimento da biologia de

tripanossomatideos.
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. Conclusao

» Através da comparacdo entre as sequéncias das enzimas tRNA ligase de
tripanossomatideos e levedura pode-se concluir que as sequéncias
depositadas no banco de dados do NCBI, como proteinas putativas e sem

anotacéo, tratam-se de tRNA ligases.

* A constatacdo da presenca de diversos motivos conservados importantes
para o funcionamento dos dominios na comparacdo das sequéncias da

enzima de Kinetoplastea e levedura confirmam sua fungéo.

* A construgdo do plasmideo para a producdo de RNA de interferéncia foi

realizada com sucesso.

* O silenciamento da enzima demonstra a essencialidade da Trll-like para a
proliferagéao celular do Trypanosoma brucei.

e Os grupos induzidos atingem o crescimento maximo entre quatro e cinco dias
apos a inducao.

« A concentracdo inicial de células interfere no tempo para o alcance do
namero maximo de individuos nos grupos ndo-induzidos e selvagens.

+ O ciclo celular do T. brucei ndo é alterado com o silenciamento da enzima trl1-
like.

* O silenciamento da tRNA ligase néo interfere na viabilidade das células.

O mRNA da tRNA ligase apresenta-se reduzido apos 48h de indug¢do e com
reversao apos esse tempo.

« A enzima tRNA ligase foi expressa in vitro em diversas condicOes

experimentais.

* A purificagdo da enzima foi realizada no entanto, ndo foi possivel testar sua

atividade devido a sua instabilidade in vitro.
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