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Andlises de genbmica comparativa mostraram queseceacdo dos componentes desta via
de exportacdo de mRNA em espécies de parasitagaduamndo comparada a outras vias de
exportacdo nuclear. Uma RNA Helicase tipo DEAD bodenominada UAPS56
(mamiferos)/Sub2(leveduras), € a mais conservadtango da filogenia de eucariotos, sendo
essencial para a exportacdo de mRNA. Ensaios dd BMNA.bruceidemonstraram que essa
proteina (TbSub2) também é essencial para a exporide mMRNA em tripanosomatideos.
Contudo, apesar de ser bem conservada, ndo podmmnoklir que esta proteina tenha a
mesma funcdo em outras espécies de tripanosomatidéslizmmente, ndo foi possivel obter
linhagens para o nocaute do gene (TcSub2) Teoruzi nosso modelo de estudo,
provavelmente por ser tratar de uma proteina esdéensobrevivéncia do parasita. Por isso,
0 objetivo deste trabalho foi estudar a funcdo teuesa da proteina TcSub2 através de
ensaios enzimaticos, espectroscopia de dicroismuulan, cromatografia de excluséo
molecular, modelagem molecular e complementacdoidnal emT.brucei Esta proteina
pertence a familia de helicases DEAD box que mé#anipiRNAS estruturados em complexos
de proteina-RNA utilizando hidrélise de ATP comattbde energia. Os ensaios bioquimicos
demonstraram que o dominio ATPase de TcSub2 éduoaicie a atividade enzimatica
influenciada pela ligacdo ao RNA, independente etpuéncia do RNA. A caracterizacao
funcional e estrutural da proteina mutante, TcS@Y2K provou que o residuo conservado
K87 é essencial para a hidrélise de ATP e que @ostituicdo por uma Asparagina nao altera
sua estrutura secundaria e quaternaria. A auséacaividade é devido, provavelmente, a
pequenas alteracdes na estrutura tridimensionaihguessibilitam o correto posicionamento
do ATP no sitio ativo de TcSub2. Para os ensaiosaeplementagdo funcional, foi
estabelecida uma linhagem Tebruceicapaz de silenciar a expressao de TbSub2 por RNAI.
Esta linhagem sera entdo utilizada para ensaiesofutvisando avaliar a semelhanca de
funcao e atividade da entre as proteinas.dwuceieT. cruzi
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Comparative genomic analyzes have showed that @oemis mMRNA export pathway are
low conserved in species of parasite as compare@drgponents from other nuclear export
pathways. However, the RNA Helicase DEAD box, nandP56 (mammals) / Sub2
(yeast), is the highest conserved through phylogeihgukaryotes and essential for the
MRNA export. RNAi assayfs T. bruceihave shown that this protein (TbSub2) is also
essential for the mRNA export in trypanosomes. Haxedespite of highly conserved, we
cannot conclude that this protein has the sametibman other species of trypanosomes.
Unfortunately, it was not possible to obtain a Kmmd line for TcSub2 gene in. cruzi our
study model, since it might be essential for sualf the parasite. Therefore, the main goal
of this work was to study the function and struetaf TcSub2 protein by enzymatic assays,
circular dichroism spectroscopy, molecular exclosohiromatography, molecular modeling
and functional complementation Tn brucei This protein is member of DEAD box helicases
family that handling structured RNAs in RNA-protaiamplexes using ATP hydrolysis as an
energy source. Biochemical assays have demonstiiagé¢dhe TcSub2 ATPase domain is
functional and RNA binding but not RNA sequence maslified the enzymatic activity. The
structural and functional characterization of mutarotein, TcSub2K87N, have proved that
the conserved residue K87 is essential for ATP d¢lydis and the exchange for asparagine
does not alter its secondary and quaternary steicline lack of activity is probably due to
small changes in tridimensional structure that lpicke the correct binding of ATP in the
active site of TcSub2. For functional complementatassays, a RNAI .Tbruceiline has
been established to knockdown the TcSub2 expredsiail be useful for further analysis in
order to evaluate the similarity of function andidty between T. brucei and T. cruzi
proteins.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Doencga de Chagas eTaypanosoma cruzi

A doenga de Chagas € uma doenca causada pelo protobgdramosoma cruzi (T.
cruzi) e representa um importante problema de saude publica, pois se gstimarca de 8
milhdes de pessoas estejam infectadas em todo o mineiacontrada principalmente em
areas endémicas de 21 paises da América Latina (WHO, 2014). dadg@esenta uma fase
inicial aguda, onde a parasitemia € elevada e na maioria slos €aassintomatica. Esta é
seguida pela fase cronica, onde muitos dos pacientes infectados pemmassintomaticos,
porém uma porcéao significativa, de 10 a 60%, dependendo da areafigapdesenvolvem
manifestacdes cardiacas ou digestivas, que séo irreverspaiem® levar a morte (Coura e
Borges-Pereira, 2010).

O T. cruzi(CHAGAS, 1909) é um protozoario flagelado pertencente ao reinotRyotis
subreino Protozoa, incluido no filo Euglenozoa Classe Kinetoplg@faALIER-SMITH,
2010) e ordem Kinetoplastida. Esta ordem abrange protozodarios dlegejae possuem uma
regido especializada conhecida como cinetoplasto, onde reside oniddbdndrial, também
denominado de KDNA (CAVALIER-SMITH, 1993; TELLERIAt al, 2006). E na ordem
Kinetoplastida que se encontra a familia Trypanosomatidae, O géngranosomaesta
presente nesta ordem (LEVINE al, 1980) e constitui um dos mais importantes da familia
Trypanosomatidae, pois inclui além do cruzj agente etiolégico da doen¢a de Chagas,
outras duas subespécies Tg/panosoma bruce{T. bruce) que ocasionam doencas em
humanos,T. brucei rhodesiense T. brucei gambienseambos agentes da doenca do sono
(DUMAS, 2000). Adicionalmente, ainda Aa brucei brucei causador da enfermidade em
animais conhecida como Nagana (HIDE, 1999).

O T. cruziexibe uma ampla heterogeneidade, sendo atualmente classifinaskise
grupos diferentes. Essas diferencas estdo relacionadas a padagenido parasito
(ZINGALES et al, 2009). Este é um parasita classificado como heteroxénico, jateueaal
entre o hospedeiro invertebrado e vertebrado. Seu ciclo de vida é complexatureza
envolvendo pelo menos quatro estagios distintos de desenvolvimento e dois hospedei
filogeneticamente distantes, inseto e mamifero. As formplcagvas epimastigotas e
amastigotas dos hospedeiros invertebrado e mamifero, respectivaaitemem-se com as
formas infectivas e nao-proliferativas tripomastigotas metea$é (proveniente do inseto

vetor) e tripomastigotas sanguineas (originaria do mamifero infecta GQZA, 1984).
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Durante o repasto sanguineo do vetor, as formas tripomastigotagn&eas de um
vertebrado infectado séao ingeridas. Os tripomastigotas transfosmam-epimastigotas, que
migram para o intestino do vetor onde se dividem por um processosde finéria
(KOLLIEN; SCHAUB, 2000). Nas regides mais posteriores do fimese no reto, 0s
epimastigotas se soltam da superficie intestinal e se draresh em tripomastigotas
metaciclicos os quais sdo, entdo, liberados juntamente com asfenes do vetor (DE
SOUZA, 1984; Kollien; Schaub, 2000). Apds serem liberadas pelo vetororamsf
tripomastigotas metaciclicas atingem a corrente sanguitmaaés de lesdes na pele ou
mucosa do hospedeiro vertebrado. Estas formas tripomastigotas podetar idierentes
tipos celulares. Nas células infectadas, os tripomastigottaciolicos permanecem no
interior de um compartimento acidico, denominado vacuolo parasitéforo, andeit@® o
processo de transformacgao para as formas replicativas goiastcom posterior ruptura da
membrana do vacuolo (revisto por MORTARA al, 2005). ApGs sucessivas divisdes no
citoplasma da célula, as formas amastigotas se diferemriaformas tripomastigotas que
rompem a célula e séo liberadas na corrente sanguinea. Estasnqfedemnovas células ou
serem ingeridas pelo inseto durante sua alimentacdo, onde secthferem epimastigotas,
fechando assim, o ciclo (CARVALHO; DE SOUZA, 1989; DE SOUZA, 2002) (Figura 1.1).

Os tratamentos atuais para doenca de Chagas estao limitadedardacos antigos
Benzonidazol (Rochagan LAFEPE and Abarax/ELEA e Nifurtimox (IEAMBayer). Os
efeitos colaterais destes compostos incluem dermatite aépyiarido, febre e intolerancia
gastrointestinal, entre outros bem documentados que limitam a q#dizaorreta,
particularmente em adultos. Como consequéncia, existe uma necepsidadeos farmacos
gue sejam seguros e eficazes. Entretanto as tarefas de desdebenvolver ndo sao simples
devido a distinta biologia do parasito (CHATELAIN, 2015)
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Figura 1.1 - Ciclo evolutivo deTrypanosoma cruzisimplificado). No hospedeiro invertebrado
(A), formas epimastigotas (1) se multiplicam no éimdo intestino. A diferenciacdo para
tripomastigotas metaciclicos (2) ocorre na porcéal fdo intestino. Estas formas infectam o
hospedeiro vertebrado (B). Apés adeséo e penetragicélulas hospedeiras (3), 0s tripomastigotas
se diferenciam em amastigotas (4). Estes entddeserttiam em tripomastigotas sanguineos e séo
liberados, podendo infectar outras células (5)io® se fecha quando o individuo infectado é picado
pelo triatomineo (Fonte: ARGOLE&! al.,2008).

1.2 Expressdo génica em tripanosomatideos

A expressdo génica inicia-se por um processo ciharda transcricdo. No caso da
expressdo de proteinas, todas as células transtrere RNA mensageiro (MRNA) para
servir como cddigo na tradugdo de proteinas, gs&oesnvolvidas em todos 0s processos
vitais da célula (ALBERT®t al, 2010). A molécula que tem papel principal nestnt de
transcricdo € a RNA polimerase (RNA Pol). Os ewtasi possuem trés diferentes classes de
RNA polimerases (Pol): Pol I, Pol 1l e Polll (DECREHINTON, 2013). Na maioria dos
eucariotos, os genes codificadores para protesmagsranscritos individualmente pela RNA
polimerase Il. O primeiro transcrito é chamado daé-RNA, pois contém sequéncias
intrdnicas, que serdo removidas, e sequéncias@egides codificadoras separadas pelos

introns. O pré-RNA nascente é processado cotranstalmente pelas enzimas associadas a
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RNA polimerase Il, com a adi¢cdo do cap 7-metilguanosina (m7neapxtremidade 5 do
RNA, eliminacédo dos introns pais splicinge adicdo da cauda de adenina na extremidade
3’, gerando o mRNA. O mRNA é transportado do nucleo para o citoplasmgodeeser
traduzido em uma proteina (MARTINEZ-CALVILLEX al, 2010; MICHAELI , 2011).

No caso dos tripanosomatideos, os genomas sdo organizados em aatyienuer
genes policistrénicos, ou seja, poucos ou milhares de genes eatfadms em sequéncia na
mesma fita de DNA. (EL-SAYEL[2t al, 2005; IVENSet al, 2005; WEATHERLYet al,
2009). A maioria de genes codificadores de proteina ndo possuem in&iods @ maioria
dos cromossomos em tripanosomatideos contém pelo menos dois aglomerggoesle
policistronicos e estes genes ndo sdo relacionados funcionalment®T(NEZ-
CALVILLO, etal, 2010). Genes policistrénicos sao transcritos em um unico pré-mRNA pela
Pol Il que sera processado poans-splicinge poliadenilagdo (LEBOWIT£t al, 1993),
diferentemente da maioria dos outros eucariotos onde o pré-RNAcéspado pocis-
splicing O trans-splicingé um processo que adiciona uma sequéncia, chamada de sequéncia
lider, na extremidade 5’ dos mMRNAs. Essa sequéncia lider éognaabs diferentes mRNAs
maduros que estdo sendo formados e também é sintetizada pela Baslalimodificacao
requer duas reacOes de transesterificacdo, porém ocorre gdordeauma estrutura em “Y”,
diferentemente do que ocorre €ie-splicing que forma uma estrutura em alca (PREURER
al., 2012). As reacgOes dmns-splicinge poliadenilagéo estdo aparentemente acopladas em
tripanosomatideos. Os eventos da transcricdo e processamentpagrostsimatideos estao

demonstrados na figura 1.2.
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Figura 1.2 - Transcri¢éo policistronica e processaento do pré-mRNA em tripanosomatideos.
Representacao hipotética de um cromossomo contgngmws de genes policistrénicos que séo
transcritos pela RNA polimerase Il em um Unico pfi@NA. Este transcrito € processado pans
splicing e poliadenilacéo para gerar o mRNA. Rans splicing a sequéncia lideSpliced leader
amarelo) contendo o cap4 (asterisco) € adicionaeiktramidade 5'de cada mRNA. Cada gene que
codifica para o SL RNA possui um promotor recontiegbela RNA polimerase Il. A sequéncia
AAAA nos RNAm representa a cauda poli(A) (Fonte:dMicado de MARTINEZ-CALVILLOet al,
2010).

A RNA polimerase Ill em outros eucariotos sintetiz&S rRNA, 7SL RNA e tRNAs,
em tripanosomatideos além destas também é resgbipedsintetizar todos 0s snRNAs e a
RNA Pol | que na maioria dos organismos produz RHNBossOémico (rRNA) em
Trypanosoma brucetambém esta relacionada com a producdo das gliipas de
superficie VSGs e com as prociclinas do tipo EPIEPENAKAAR et al 1994; BEN-
SHLOMOet al, 1997).

1.3 Controle da expressao génica em Tripanosomatiute

A regulagéo génica é o mecanismo responsavel gslendolvimento, homeostase e
adaptacdo ao meio ambiente do organismo. A efigiéoom que as células regulam a
expressdo dos seus genes é que ira determinarobuaviséncia no meio em que se
encontram. Em eucariotos este controle é exerawlov&ios niveis da expressao génica:
desde antes da transcri¢cdo, ao selecionar o gesreti@nscrito, até o controle da atividade da
proteina ja formada (ALBERT& al, 2010).

A familia Trypanosomatidae possui mecanismos né@aisigle expressao génica, por

exemplo, a presenca de aglomerados de genes {ohat®s que s&o transcritos juntos pela
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RNA Pol Il. Em eucariotos de modo geral, as sequéncias promotosisepo&lementos
regulatorios que controlam a transcricdo de genes. Para tripaniasmsapromotores que
controlam a acdo da RNA Pol | e Ill sdo bem conhecidos, porém raogoerne a regulagéo
da RNA Pol Il pouco se conhece sobre sequéncias promotoras e asilasolgue
desempenham esta funcédo. Este fato leva a hipotese de que a RNIAtdPol baixa
especificidade e a transcricdo pode se iniciar indiscriminaoi@em varios sitios ao longo
das unidades policistronicas, transcrevendo todos os genes ali coOGOMEZ et al,
2010). Logo, uma peculiaridade dos mecanismos regulatorios em tripanodsosasta no
fato de que apesar dos genes codificadores de diferentes progeémgranscritos em um
unico RNA policistrénico, o nivel de expressédo das proteinas seréntifeo que ressalta a
ideia de gue a expressado génica nestes organismos é regujadenmamente no estagio
pos-transcricional.

Logo, a maioria dos genes codificadores de proteinas é copia tagaada por um
ou mais dos mecanismos que seguem: eficiéncia da maturacaordRIgAe-meia vida do
MRNA, eficiéncia da traducdo e meia vida da proteina (HAILERABOPOULOU, 2007).
A regulacéo individual dos genes € uma combinacdo baseada emamtgoscfatorerans
com elementosis em cada mRNA. A maioria dos fatores que afetam a meiadvidaRNA
e a traducado tem sido encontrados nas regides néo traduzidasTR (3'tb inglésunslated
regiong, mais especificamente em regides ricas em AU. Osefatpe atuam emnanse se
ligam em diferentes tipos de dominios estruturais envolvidos na diggge@&RNA seriam:
proteinas contendo dominio de reconhecimento ao RNA (RRM - do inglégéddgnition
motif), proteinas dedo de zinco e proteinas CCCH PUF (KRAMER;RINBTON, 2011).

E estimada a presenca de mais de uma centena de proeiigscio ao RNA (RBPs — do
inglés RNA bindingprotein emTrypanossomap. com base nos motivos de reconhecimento
ao RNA candnicos (CLAYTON; SHAPIRA, 2007; GAUDENZEt al, 2003). As proteinas
dedo de zinco do tipo CCCH, quase exclusivamente se ligam ao RN&dd& simples e
desempenham papéis reguladores em todos 0s processos de metabolleRNAIeAS
principais proteinas deste tipo sdo da familia TIS-11, com o memndisoproeminente sendo

o tristetraprolina (TTP) (revisto por BAOU, 2009). Estas proteirdggam a regides ricas
em AU nas regifes 3-UTRs de seus alvos e causa deadenilag@onaioria dos casos, a
degradacédo do mRNA.

Existem evidéncias diretas de que uma proteina pode diminuir a wadugado
ligada ao mRNA, como o caso da RBP10Erbrucei(WURSTet al, 2012). Em um estudo
utilizando abordagem gendmica foram identificadas varias protéBd3ds agindo na

estabilidade do mRNA e traducdo. Porém os mecanismos pelos goe®réa destas
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proteinas RBPs regula a expresséo dos genes ainda néo sao bema®BEBBRENet al.,
2014).

1.3.1Exportacdo do ndcleo para o citoplasma

A separacdo espacial da transcricdo de genes no nucleo e trddugémeina no
citoplasma faz parte do principio que define as células eucasiGicmpartimentalizacao.
Esta compartimentalizacdo impde a existéncia de uma redandpdrte de macromoléculas
para enviar os mRNAs para o citoplasma, para que assim possa acexpressao génica. A
exportacdo de mRNA comumente auxilia no direcionamento para relgidesducdo, sendo
um ponto de controle que garante o transporte dos transcritos ro@metaprocessados e a
sintese proteica em determinado local ou tempo dentro de umaaéloiganismo (DUt
al.,, 2007). O nudcleo é rodeado por um involucro constituido por duas membranas
fosfolipidicas: uma exterior e uma interior que sdo 30 nm distaht@embrana nuclear age
como uma barreira seletivamente permeavel permitindo que macrataslgmssam se
deslocar entre o nucleo e o citoplasma através de um complexaddhaem Complexo de
Poro Nuclear (NPC — do inglésublear Pore Complex

O NPC funde as membranas interna e externa para formar airaganso que mede
cerca de 100-150 nm de didmetro e 50-70 nm de espessura e é amplamsaTieado em
eucariotos (LIMet al, 2008; GROSSMANet al, 2012). NPC é composto por 30 proteinas
diferentes denominadas nucleoporinas (NEUMANN al, 2010) que constituem um
complexo cuja a massa molecular é de aproximadamente 125 kDa eeoo ndestes
complexos por nucleo é altamente variavel entre os organismos (CALEIAIN2014).

O modelo geral de exportacdo nucleo-citoplasmética em eucaiotol/e proteinas
da familia B-carioferina, conhecidas como exportinas e importinas. Para que @orra
importacéo ou exportacdo nuclear, as macromoléculas geralmentenastdadas com sinais
de transporte especificos, denominados sinal de localizacao n(iNil&a+ do inglésuclear
localization signal ou sinal de exportacdo nuclear (NES — do inglédear export signal
As exportinas, reconhecem essas sequencias nas macromoléadtsnetite ou via
moléculas adaptadoras para permitir a liberacdo do complexo rdgdree no final do
processo de translocacdo (LANGE al, 2007) e cada tipo destas proteinas reconhecem
grupos de “proteinas carga” ou RNA (CO@Kal, 2007). As exportinas pertencem a uma
familia de proteinas denominadas carioferinas, proteinas multi-adongume contém um
dominio de ligacdo a carga (outra proteina ou RNA) e um dominiogagad para as

proteinas do tipo Ran-GTPases (MACARA al, 2001). O processo de transporte requer
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energia metabodlica. Os receptores que carreganestadegam 0S cargos sdo controlados
por proteinas como a Ran-GTPase e requerem herdéisGTP (SOROKINet al, 2007).
Ran € uma proteina de 25kDa que hidrolisa GTP eeepavinculada a dois nucleotideos
diferentes: RanGDP e RanGTP (BOURBIEal, 1991; BISCHOFFet al, 1995).

Diferentes tipos de RNAs transcritos no nucleo c@#gos de exportinas e precisam
ser exportados para cumprir a sua funcdo na sidegmoteinas ou para amadurecer em
particulas funcionais (RODRIGUEZt al, 2004). Contudo, a exportacdo de mRNA é na
grande maioria dos casos feita via heterodimeroovidttr2 (em leveduras) e TAP/p15 (em
humanos) e nao via exportinas. Logo, este trarspoé&o depende de RanGTP. O
heterodimero é recrutado via o complexo de trag@arexportacdo (TREX) (THAKURTAt
al., 2002; KOHLERet al, 2007; CARMODY, et al, 2009,) que é composto por varias
proteinas denominadas UAP56, REF/Aly, CIP29 e THOheamanos (KATAHIRA, 2012).
THO é um complexo de subunidades que juntamenteRIBRISIy promove a interacdo dos
MRNA maduros com o receptor NxF1, que se assocra@@oro nuclear para permitir a
passagem do RNA através do canal. Na face citoplasamos mMRNAs sdo entdo liberados e
os fatores de exportacdo sao reciclados (REMI, 2010; RODRIGUEZ-NAVARRO;
HURT, 2011). A figura 1.3 representa o modelo dpogtacdo nucleo-citoplasméticas dos
MRNAS.

mRNA export via TREX

Figura 1.3. Figura esquematica do transporte nucleo-citoplasméto de mRNA
(Adaptado de CAUTAINet al, 2014)



A proteina UAP56 (FLECKNERet al, 1997), também denominada Sub2 em
leveduras (ZHANG; GREEN, 2001) é de grande importancia parp@tagao de mRNA,
sendo recrutada para os sitios de transcricdo de mMRNA dependenteatsgmnento por
Splicing (CUSTODIO et al, 2004). O processamento do pré-mRNA esta acoplado a
exportacdo de RNA (LUO; REED, 1999). Este acoplamento é conseguadfopehcdo do
Complexo de Juncédo de Exon duranté&micing contendo UAP56 e outros fatores de
Splicing.

UAP56 é uma RNA helicase que hidroliza ATP (SHENal, 2007), fornecendo
assim energia para que 0 processo ocorra. Esta proteina cumpfengé chave para a
exportacdo de mMRNA celular, interagindo com a proteina adaptadankar cREF
(GATFIELD et al, 2001; HEROLDet al, 2003). O fator de exportacdo de RNA REF se
move entre o nucleo e citoplasma e liga 0 MRNA ao principal mcdpttransporte TAP
ligando-se diretamente as duas macromoléculas (KATAHIRAL, 1999; RODRIGUESt
al., 2001). UAP56 € capaz de recrutar pre-mRNA contendo ou nao introns. Nogdase
(mRNA com introns), UAP56 € um constituinte do complexo de juncdo de éaesirs
acopla osplicing e exportacdo de mRNA (LU@t al, 2001). No segundo cenério (mMRNA
sem introns), UAP56 como um componente do complexo TREX acopla a elrimca
transcricéo realizada pela RNA polimerase Il com a exparidedRNA (STRASSER! al,
2001; STRASSERt al, 2002). Em todos os casos o recrutamento é seguido de formacéo do
complexo ternario REF-mRNA-TAP e apo0s metilagdo o mRNA éstesido para TAP
(HAUTBERGUE et al, 2008). UAP56 deixa o complexo ainda no nucleo, enquanto que REF
interage com UAP56 ou TAP no nucleo ou citoplasma (ZH®DEL, 2000; HUNGet al,
2010).

Apesar da exportacdo de mRNA ser bem estudada e compreendida emshama
leveduras, pouco se sabe sobre esta via em parasitas de modo geral. Por isso, nosso grupo te
investido em pesquisas voltadas a compreender os fatores envolvidosegpartacdo de
MRNA em parasitas. Um estudo inicial do nosso grupo realizado ppel&@e e
colaboradores em 2011 examinou a conservacao das proteinas envolvidpsriagdx de
RNA ao longo da filogenia dos eucariotos. Através de busca coramintas de
bioinformatica, foi verificado que a via que transporta RNA dependenRanGTP é bem
conservada entre os eucariotos, porém na via que transporta mMRNAI¢KomMREX) a
conservacdo é bem mais baixa, provavelmente pelas diferencas essprde expressao e
regulacdo génica. De fato, poucas proteinas desta via sdo consesvadgmoteina
UAP56/Sub2 foi a que apresentou maior conservacao, inclusive em triparidsosyat

porém esta via de transporte de RNA ainda nao foi bem estudada nestes organismos.
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Além desse trabalho, Serpeloni e colaboradores também em 2011 aavahar
conservacao funcional de Sub2 experimentalmente usaddamizi como modelo. Neste
caso, verificaram que a proteina Hecruzi (TcSub?2), ortéloga a UAP56/Sub2, uma RNA
helicase da familia DEAD box, esté localizada no nucleo @askoa regifes correspondentes
a sitios de transcricdio de RNApol Il e é essencial para tegkgor de mRNA em
tripanosomatideos. Para demonstrar o papel de Sub2 na exportacdalif@idoe um
experimento de silenciamento da expressao de TcSub2 através demRNAbrucej visto
gue o nocaute duplo do gene &mruzifoi inviavel. Neste caso, utilizando a técnica de FISH
de RNA foi demonstrado que nas primeiras 48 horas de inducdo o mRAVA disperso por
toda a célula com pouco sinal no interior do nucleo e apds 72hrs, quanlceatracao da
proteina na célula ja estava bem mais baixa, todo 0 mMRNA estacantrado na porgao
nuclear. Ainda no mesmo trabalho por analise metabdlica utilizandoninetiradioativa
como marcador da traducéo foi verificado que apés 48hrs de inducadAd@Edrreu uma
drastica diminuicdo na traducdo em relacdo a taxa de incorpatag@ietionina nas células
nao induzidas, demonstrando que a proteind .dbrucei (TbSub2) era essencial para o
transporte dos mMRNA do ndcleo para o citoplasma e ainda para avegésedas taxas
normais de traducéo na célula. Porém, ndo pode ser confirmadzia festa proteina em
cruzi.

Ensaios de complementacdo funcional se mostraram bastantevegnfi@ara
determinacao funcional de genes diferentes relacionados. Os genes podstadses ¢eianto
a sua capacidade para codificar a proteina funcional que podeecuenphr o fenotipo
causado pelo silenciamento causado por RNA de interferéncia i\RISAUDART-
GUIMARAES et al, 2005; OHYAMA et al, 2013). Rusconi e colaboradores em 2005
utilizaram esta técnica para verificar a funcdo de genébgos deT.bruceie T. cruzique
tinham 82% de identidade. Nesta ocasidao sistema de RNAI Heuceinédo identificou e
assim nao silenciou o gene da proteind deruzique foi inserido. Os genes das proteinas
TcSub2 e ThSub2 tem 79% de identidade e portanto essa diferencafsegate para que o
mecanismo de RNAI d&. bruceindo afetasse a expressédo do gen&.dguzi Assim, a
técnica de complementacéo funcional seria uma opcéao viavel grdfieavmos a funcao da

proteina TcSub2.

10



1.4 RNA helicases: A familia DEADX-Box

DNA e RNA Helicases constituem um grupo de enzimas que utilezanergia da
hidrélise de nucleosideo trifosfato (NTP) para catalisaparagdo de DNA e RNA dupla
fita, respectivamente. Os acidos nucleicos simples fita (ssdBjtante sdo substratos para
numerosas reaclOes celulares e consequentemente, as helicdsesesssincialmente
envolvidas em cada etapa do metabolismo de DNA e RNA incluindo &agid,
transcricdo, tradugéo, rearranjo da cromatina, sintese de ribossomasjracdo do RNA e
exportacao nuclear (revisto por BYRD; RANEY, 2013).

As helicases foram originalmente identificadas com basé emtivos conservados
(GORBALENYA et al, 1989) e depois classificadas em superfamilias (SF). Entretanto,
somente algumas destas enzimas tém atividade helicase ams fitgs. O motivo helicase,
entretanto, € caracteristico de todas as NTPases dependemtigosiaidcleicos, dos quais as
proteinas helicases fazem parte (CORBtML, 2006; FAIRMAN-WILLIAMS et al, 2010).

Ja foi demonstrado que algumas séo translocases (ou seja: udilzaengia da hidrélise de
NTP para translocacédo direcional do &cido nucleico), incluindo PciA (RGHAM et al,
2002), NS3 (RAJAGOPAIet al, 2010) NS3h (YUet al, 2010), e UvrD (TOMKCet al,
2007). Entretanto, nem todas as translocases tem atividade heficksedo EcoR124l
(SEIDEL et al, 2008) e RIG-I (MYONCGCet al, 2009) e nem todas as helicases tem atividade
translocase, como a Ded1 (Yasigal, 2006). Portanto, nem todas as proteinas que possuem
motivos helicases e estrutura do nudcleo de helicase, sdoojehéditases (capazes de
desenovelar dsDNA ou dsRNA dependente de hidrélise de ADP). Dos muiivesrvados,
somente Walker A e B (dominios | e 1l) sdo comuns a todas i@asesd (BYRD; RANEY,
2013).

As superfamilias (SF) 1 e 2 apresentam 0 mesmo enovelamento conpdonios
RecA-like a-p (CARUTHERS; MCKAY, 2002). Apesar das proteinas RNA Helisase
diferirem entre si em sequéncia primaria, a estrutura tridiiaeal conservada indica que 0s
mecanismos moleculares para desempenho de sua atividade enzisddtidaastante
semelhantes. As SF3, SF4 e SF5 contém principalmente helicas@séhieas que sdo em
sua maioria de origem bacteriana ou viral (PATEL; PICHA, 2003 membros destas
Ultimas superfamilias sdo estruturalmente diferentes dasasedicSF1 e SF2, sendo
constituidas de apenas um dominio RecA-like e apenas 2 a 5 motivesvadns em
superfamilia das helicases (CORD#Nal, 2006).

SF2 € a maior e mais diversificada das superfamilias dea$elicCom base em

homologia de sequéncias subdivide-se em familias, incluindo: ReeQecG-like;
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Rad3/XPD; Ski2-like; RIG-I-like; NS3/NPH-1I; deah/RHA; DmBEAbox e Swi/Snf
(FAIRMAN-WILLIAMS et al, 2010), sendo a proteina TcSub2 um membro da familia
DEAD-BOX.

A familia DEAD-box € a maior familia entre as SF2 e é en/agla desde as bactérias
até os seres humanos (JANKOWSKY; FAIRMAN, 2007). Elas possuensds/&incoes no
metabolism de RNA incluindo transcricdo, splicing, transporte, biegéde ribossomos,
traducdo, montagem de complexos RNA/proteina e degradacédo (JANKQWSKRMAN,
2007; HILBERT et al, 2009). Essas enzimas sdo nomeadas pela sequéncia de aminoacidos
conservada no motivo B (Asp-Glu-Ala-Asp / D E A D). Elas tém dienexclusivamente
como chaperonas ATP dependentes que reconfiguram RNA. Diversosat®sbsao
utilizados por estas enzimas, mas eles sdo mais eficientedoqgoadominio de ligagdo ao
RNA, que difere do dominio de atividade helicase, também estdaligm RNA
(JANKOWSKY; FAIRMAN, 2007). Pode ser ssRNA, dsRNA ou qualquer R#s$&kuturado
(Tijerinaet al, 2006).

Proteinas da familia DEAD-box ligam-se ao RNA de forma depgadk= ATP, mas
ndo se movem ao longo do acido nucleico. Em vez disso, eles rompenrastsatundarias
e terciarias de RNAs estruturados em complexos de proteina-RNA (HILBERT2009).

O desenovelamento de RNA por proteinas desta familia odoaxes da ligacdo ao
dsRNA e consequente separacdo das fitas em vez de rompimengmplocacdo em acido
nucleico. Isso permite que o desenovelamento ocorra sem direcionaidaalguns casos,
porém limita a acdo destas proteinas a duplas-hélices curmas)egge menos de que duas
espirais helicoidais (YANGet al, 2007; FElet al, 2008) (Figura 1.4).

12



Figura 1.4: Proposta de mecanismo de desestabiliZzax; por helicasesDEAD-box. A
proteina helicase (oval amarelo) liga-se ao ATRr(gulo verde) e dsRNA (linhas pretas) (passo 1).
Seguindo um rearranjo (passo 2) a cadeia de RNdissecia (passo 3). A hidrélise de ATP ocorre
depois do desenrolamento (passo 4), e o ciclo életaio com a libertagdo de fosfato (triangulo
vermelho), ssRNA, e ADP (trapézio azul) (passd-dnfe: BYRD; RANEY, 2013).

As Unicas proteinas da familia DEAD box que tema estrutura quase que
completamente elucidadas sdo MjDEADMethanococcus jannashiifSTORYet al, 2001)
e o fator de Splicing humano UAP56 (Sétlal,2004). A flexibilidade entre dominios tem
sido etapa limitante para a determinacao estrytemaltotalidade, das proteinas dessa familia.
Além disso, em alguns casos um novo estado conéome destas proteinas impossibilita a
resolucdo das estruturas por métodos de substituigdlecular. Portanto, estruturas de
dominios de DEAD box tém sido resolvidos separadéengara a reconstituicdo da proteina
completa. As estruturas dos dominios | e Il dorfate iniciagdo de traducdo elF4A
(CARUTHERSeEt al, 2000), um outro cristal de UAP56 (ZHAO et aD02) e o dominio |
de BstDEAD (CARMEL; MATTHEWS, 2004) estdo dispons/eEm todas estas proteinas
DEAD-box nao foi possivel determinar a estruturaishe& porgdo amino- e carboxi-terminal.

O dominio | (n-terminal) contém os motivos de li§a@o ATP, motivos Q (quando
presente) que se liga aos nucleotideos conferiredpecificidade pelo ATP (CORDI&t al,
2006), os motivos | e Il RecA-like, o motivo llechidrolise do ATP, além dos motivos de
ligacdo a RNA la e Ib. O Dominio Il (c-terminal)rdém os motivos de ligacdo ao RNA Vi e

V, além do motivo VI que pode coordenar as atividade desenovelamento (HILBERT
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al., 2009, CORDINet al, 2006). Os dominios desta familia estdo repradestnas figuras

1.5 e 1.6. Quando o ATP e o RNA estdo ausentdselamses estdo em uma conformacao

aberta e os dois dominios ndo interagem (Figura Q@ando ocorre a ligagcdo ao ATP os
dominios se fecham (COLLIN& al, 2009; ANDERSENMt al, 2006).

B
Motifs Q I
FefolTria w3
IV
LS

GoGKT

VA.DW A

IC NLL

Ib (GG) Ic II

A L
P
66 STPGRy DEAD

Figura 1.5: Estrutura das proteinas da familia DEAD-Box Helicass A: Estrutura obtida por
cristalizacéo Rrotein Data Bankcode 3161). B: A sequencia consenso para 0os noteaservados
da familia DEAD-box. (Fonte: BYRD; RANEY, 2013)

Proteinas DEAD box
Regido consenso

li ATPase Hidrdlise do ATP  Ligagdo ao RNA Helicase
2 \Z \Z \Z

Q-motif motif | motif la motif Ib motif I motif Il motif IV motif V motif VI

GaccPohlQ AXTGOGKT PTRELA TPGR | SAT 11F hxT+cx HRIGRTGR

Dominio | = n-terminal

Dominio Il = c-terminal

Figura 1.6: Motivos conservados das proteinas da familia DEADdX Helicases A: Estrutura
obtida por cristalizagddP¢otein Data Bankcode 3161). B: A sequéncia consenso para 0S n®tivo

conservados da familia DEAD-box. (Fonte: ModificatoCORDINet al, 2006).
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Curiosamente, estruturas resolvidas de proteinasdifiteentes familias deSF2
mostram diferencas significativas na distanciaienteicdo dos dominios | e Il. Enquanto os
dominios | e Il estdo mais proximos em HCV NS3, HAD e uvrB, a distancia entre eles &
maior nas estruturas de UAP56 e elF4A. Além disso,UAP56, os dois dominios estao
rotacionados em mais de cinquenta graus (em relagéao outro) em comparacao ao seu
posicionamento em HCV NS3, uvrB ou M|DEAD (Sldt al, 2004). Estas diferencas
refletem a flexibilidade das estruturas das hedis&&F2 que € provavelmente importante para

o desempenho de suas atividades (Figura 1.7).

Conformacdo aberta Conformagao fechada

@%

Figura 1.7.Estrutura cristalizada da proteina DEAD box UAP56 Estrutura do dominio 1 de
UAP56 com e sem ADP (CORDI&t al, 2006; PDB accession number 1XTI). O nucleoticko
esta representado.

O processo de exportacdo nucleo-citoplasmatica @adoem conhecido em
tripanosomatideos e as peculiaridades destes engasicom relacdo aos outros eucariotos
sdo evidentes. A expressao génica, por exempl@starte distinta, principalmente com
relacdo a maturacdo do mRNA. Por este motivo prasecomo UAP56 e TcSub2 que séo
ortblogas e tem sua sequéncia de bases bem catse(68% de identidade) nao
necessariamente possuem a mesma fungéo ou a debampea mesma maneira. Portanto,
apesar de ja existir algum conhecimento sobre fastdlia de proteinas em eucariotos, a
analise funcional e estrutural da proteina TcSub@lévante para gerar novos dados que
permitam a compreensdo do modo de acdo dessanproteiidentificacdo de fatores
importantes que influenciem a sua atividade naap&o de mRNA.
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2. OBJETIVOS E METAS

2.1 Objetivo Geral

Analisar funcionalmente e estruturalmente o dominio ATPase daimaoTcSub2
através de ensaios bioquimicos da atividade ATPAse, espectroscomoogplementacéo

funcional emT .brucei

2.2 Objetivos especificos

Objetivo 1. Analisar a atividade do dominio ATPase de TcSub2 e avaliasaatgidade é
influenciada por diferentes RNAs.

Meta 1.1 Clonar o gene TcSub2 com sequencia selvagem (TcSub2) e nutddaninio

ATPase (TcSub2K87N) em vetor de expressdo em sistemas bacterianos.

Meta 1.2 Expressar a proteina TcSub2, TcSub2K87N e GFP na fragdo dol@xtato de
celular dekE. coli

Meta 1.3 Purificar as proteinas recombinantes TcSub2, TcSub2K87N e GFP.

Meta 1.4 Avaliar se a mutagdo K87N em TcSub2 resulta em @@igssaconformacionais,
oligoméricas e de estabilidade térmica.

Meta 1.5 Realizar a cinética da atividade ATPase de TcSub2, TcSub2 K87N e GFP.

Meta 1.6 Avaliar se a atividade ATPase de TcSub?2 € influenpeldgresenca de diferentes
RNAs.

Meta 1.7 Avaliar se TcSub2 interage com RNA e se esta interacao resalliz@acoes

conformacionais.

Objetivo 2. Avaliar se 0 gene TcSub2 tem a mesma funcao e atividade que o seu

ortélogo emT.brucei
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Meta 2.1 Clonar o gene TcSub2 selvagem e mutado em vetor de complementacao;

Meta 2.2 Obter populagbes transfectantes Tderucei para estabelecer os ensaios de

complementagéo funcional;

Meta 2.3 Realizar os ensaios de complementacéo funcional
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Solucbes e Tampdes

AP Buffer (tampéo de reacao para fosfatase alcalina)fris-HClI 100 mM pH 9,5, NaCl
100 mM, MgCh 5 mM.

Fenol - cloroférmio - alcool isoamilico Fenol saturado 25 partes, cloroférmio 24 partes,

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

Solucdo de bloqueio paraWestern blot Tampéo PBS, Tween20 0,05% e leite em po

desnatado 5%.
Solucao de Brometo de Etidio5,0ug/mL de brometo de etidio em agua destilada.
Solucéo de descoloracéo de proteinadletanol 30%, acido acético 10%, agua 60%.

Solucéo de hibridacéo paraSouthern blot SSC 6x, solucdo Denhardt 5x, SDS 0,1%, DNA
fita simples de esperma de salmé&o 100 pg/mL.

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

Solucéo para coloracao de géis de proteinas SDS-PAGAzul de coomassie R-250 0,1%

em metanol/acido acético v/v (45%:10%); agua 45%.

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

Solucéo TE (Tris-EDTA): Tris-HCI 10 mM pH 7.5; EDTA 1 mM.

Tampado de amostra para eletroforese de DNA 6xAzul de bromofenol 0,25%, xileno
cianol 0,25%, glicerol 30%.

Tampdo de amostra de proteinasTris-HC|I 40 mM pH 6,8; SDS 1%j3-mercaptoetanol
2,5%, glicerol 6% e azul de bromofenol 0,005%.

Tampdes de lavagem e eluicdo de proteinas recombinantes em coluna Ni-N{#Aagen)

- Tampéao A: GUHCI 6 M; Na#P0O, 0,1 M; Tris-Cl 0,01 M pH 8.0.
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- Tampao B: uréia 7 M; NaiRO, 0,1 M; Tris-Cl 0,1 M pH 8.0.

Tampao de purificacdo de proteinas em coluna de niquel

- Tampéo A: 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 300 mM NaCl, 10% de glicerol e 10mM de Imidazol
- Tampéo B:. 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 300 mM NacCl, 10% de glicerol e 500mM de Imidazol
Tampao de de gel filtracéo

- Tampéao C: 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 250mM NaCl, 10% de glicerol.

Tampao de purificacdo de proteinas em coluna de troca idnica

- Tampéo D: 50 mM Tris/HCI pH 8.0

- Tampéao E: 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 300 mM NacCl, 10% de glicerol

Tampao de suspensao de proteinas para realizacdo do Dicroismo Clecu NaH,PO,
100 mM, pH 8,0.

Tampao de transferéncia paraWestern blot Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol
20%.

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

Tampéao PBS - TWEEN 20 PBS -Tween 20 0,05%.

Tampao PBS - solucdo de usd’tiosphate-buffer saling KCI 2,7 mM; KH,PO, 1,5 mM,
NaHPQ.7HO0 4,3 mM; NaCl 137 mM.

Tampao TELT de extracdo de DNA:50mM tris-HCI ph 8,0, 62,5mM EDTA, 2,5M LiCl,
4% triton X-100

Tampao ZPFM de eletroporacéo del. brucet NaCl 129mM, KHPO, 1,5mM, KCI 8mM,
NaH,PO, 8mM, MgCh 1,5mM, CaCl 90uM e CH3COONa 2,4 mM pH 7,0.

3.2 Meios de cultura
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Meio LB (Luria-Bertani) g/l

2 7 Vo1 (0 I 1] (0] - U 10,0
1= T R 5,0
Q= L I LR (V=T o LU= VR 5,0

(LB-&gar): adicédo de 1,5% de agar-agar.

Meio LIT 1L
(1S To o [= 1 o = To [ TS 500

NN F= T OO PPTTPUPRTRR 4,49

S PP PPPUPPPPPPRRPR 0,49
[ 0 1= 2,29

I 100 2= P 50¢9
Fosfato DASICO de SOUIO.........cceeiiiieieeee e e e e e e nnees 11,56 g

EXIrato de I@VEAUIA. ... ... e e e et e e e eeeeeeeeaeern e e 150¢g

[ [T 0 01 = OO 0,029
SOr0 fetal DOVINO......eeeieeii e 10%
PENICHINGL ... e e e e e e e e 10.000 U
pH 7,2

Meio SDM-79 11

MEM (Minimum Essential MediUm)........ccooeieiiiiiiiiieeeeiiiess e e e 7049
=T 0 I R L PSPPSR 2049
IMOPS. .. ettt ettt ettt e ettt ee et en et n ettt en s 50(
HEPES . ... ettt ettt ettt et e et e et e e e e e e s et e ettt en e e en e, 80¢g
L1 o 0 1] RSP 10g



= L O O 2,09
TG ULY 7= 10 T =TS Yo o [ [0 LS 0,19
I - o1 - OSSR 0,29
I o [ 11 = P PR 0,19
L-GlUEAMING. .. e e e e e e e s 0,39

[ 1Y =1 o] o1 o - TP 0,07 g
[ = o] F=1 F= T 1o = VPO UUORPPPPPPTPURPPTRT 0,089
[ (011 - USRS 0,69
[T o T TSSO PPPPPTPUPPRRRPN 0,06 g
1= 0110 - O 0,18 g
I I =T 1 - U 0,35¢g
0 [T 0 1] [ - 0,19
U = T a1 17 [ - VPSR 0,01g
(€10 To0 1 T a1 0= TS 0,05¢
MEM amino acids SOIULION, SOX.......uuuiiiiiiiiiiiiiieieee et 10 mL
MEM non essential amino acidS 100X ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieee e 6 mL
=T o (o111 = VPP 0,059 g
Y1 (=] 1011 0] [od] o T VTP RPPR 0,133 g
ACIHO FONICO.....veieieeeeee ettt ettt e et e et e ete et et e eteeteeteesaeeteeteaneeneeeas 0,004 g
PABA (acido Para-aminobenzZGiC0)...........uuuuuiiiiiiiie e e e e e e e e e e e eeeeannenannes 0,002 g
2 1)1 - PSPPSR 0,0002 g

3.3 Microoganismos
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3.3.1. Escherichia coli

Genétipo BL21(DE3): {pLysS™ {F- ompT hsdS&s mg) gal dcm(DE3) pLysS (Crii)}.

Gendtipo DHD ™: {F- recAl endAl hsdR17 (rkK, mK") sufE44 - thi-1 gyrA96 relA1}.

3.3.2. T. cruzi clone Dm28¢GOLDENBERGet al.,1984)

Formas epimastigotas foram mantidas em cultura axénica de meioAMARGO,
1964) a 28 °C com passagens a cada quatro dias.

3.3.3. Trypanosoma brucei cepa 29-Q0%IRTZ et al.,1998)

Foram utilizadas as formas prociclicas que expressam o m@pdessetraciclina e a
T7 RNA polimerase para utilizacdo em ensaios de genéticasaev@s parasitas foram
mantidos em cultura axénica de meio SDM-79 complementado com 1®éraeBovino
Fetal (BRUN; SCHONONBERGER, 1979) e antibiéticos apropriados.

3.4 Obtencéo de DNA gendémico d&. cruziDm28c

Um total de 5 x 17Oparasitas foram coletados do meio LIT por centrifugacdo a 5.000
X g por 10 minutos. As células foram lavadas em PBS, suspensas enh 8&0tampéao
TELT e incubadas por 5 minutos a 25 °C. Ao lisado foi adicionadqils® fenol saturado
e centrifugado a 13.000g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido patabweadois
volumes de etanol absoluto foi adicionado para a precipitacdo do DNAisWranfoi
novamente centrifugada a 13.000g por 10minutos, o sobrenadante descartadotef@m pelle
lavado com etanol 70% centrifugando-se a 13.000g por 10 minutos e descaetamdo-

sobrenadante. O DNA foi suspendido emub@le agua ultrapura.

3.5. Preparacao de bactérias célcio-competentes
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Para o preparo de bactérias calcio-competentes, foi utilizado adonde CaGl
descrito em Sambrook e colaboradores (2001). Uma col6riia deli da cepa desejada foi
inoculada em 5,0 mL de meio LB contendo antibiético apropriado [50 pgéncaramicina,
no caso dée. coli BI21 (DE3)]. A cultura foi incubada a 37 °C por 18 horas sob agitagéo
constante de 220 rpm. Um volume de 1 mL desta cultura foi transferald @&mL de meio
LB. As células foram incubadas a 37 °C sob as mesmas condi¢coatada@oagté alcancar a
fase de crescimento exponencial (Qe¢gde 0,6).

A cultura foi centrifugada a 4.000 ¢ por 5 minutos a 4 °C e as células foram
suspensas em 50 mL (metade do volume original) de solucdo gelada&Cldel@a mM
tamponada com HEPES 10 mM pH 7,0 e mantidas no gelo durante 30 minstspehsao
foi submetida a centrifugacdo nas mesmas condi¢des anteriosulas foram suspensas
em 2,0 mL (1/50 do volume da cultura original) da solucédo anterior ataese 10% de
glicerol foram mantidas no gelo seco por 2 horas e em segigdatatlas e armazenadas a —
70 °C.

3.6. Transformacao de bactérias célcio-competentes

Reacdes de recombinacédo ou ligacao foram incubadas coph Ha0suspenséo de
coli calcio-competentes por 30 minutos no gelo. Apds esse periodo, as déhala
submetidas ao choque térmico pela incubagéo a 42 °C por 2 minutos, seguicldbededo
de 2 minutos no gelo e posterior adicdo de 1 mL de meio LB para gémubab agitacao
constante de 220 rpm a 37 °C por uma hora. Aliquotas deull@)ou 900uL foram
espalhadas em meio LB-agar adicionado de antibidtico (meio sele#varordo com a
resisténcia conferida pelo vetor utilizado na transformacao aérlas e incubadas a 37 °C
por 18 horas.

No caso de clonagem em pGEM, o meio LB-agar foi adicionado deug{6Q. de
ampicilina, 0,04 mg/mL de X-gal e 0,4 mM de IPTG. Neste casselecdo dos clones
positivos foi feita pela andlise da cor das colbnias, devido a peesan@uséncia da
expressdo da enzinfagalactosidase. Esta, cuja expresséo é induzida por IPTG, degrada
substrato X-gal produzindo um substrato azul. Caso o fragmento a@jpdrado ao vetor, a
enzima pB-galactosidase ndo é expressa e as colbnias permanecem ,bfaciitendo a

identificacdo dos clones positivos, que posteriormente foram sequenciados.
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3.7 Transfeccdo dd. bruceipor eletroporacéo e selecéo dos transfectantes

Um total de 2,5 x 10parasitas em fase logaritmica de crescimento forainatils
por transfeccdo. Os vetores p2T7-177-Sub2(RNAI) (item 3.11) e pAD75 3ite2) foram
utilizados para transfeccéo dos parasitas pela metodologigalebaixo. Os parasitas foram
centrifugados por 10 minutos a 6.00¢ & 10 °C, lavados com 0 mesmo volume de tampéao
de eletroporacdo ZPFM e novamente centrifugados nas mesmasiesneliguspensos em
um volume de 1,5 mL do mesmo tampéao. Para cada cubeta de eletroptwagéanho de
0,4 mm pré-resfriada em gelo foram aliquotados B@® tamp&o com parasitas e para cada
aliquota foram adicionados 10 de DNA de cada clone de interesse previamente
linearizados conNotl. Esta mistura foi incubada no gelo por 10 minutos e submetida a dois
pulsos de 1,6 kV com capacitancia de#5em eletroporador GenePulser® - Apparatus
(Bio-Rad). Apos a eletroporacdo dos parasitas, cada misturaspectvyamente transferida
para garrafas de cultura de 25°arontendo meio SDM-79 suplementado com SFB-10%, 50
ug/mL de higromicina e 1pg/mL de G418. A selecéo dos parasitas transfectados foi através
da adicdo ap0Os 24 horas de cultivo degfnL de fleomicina ou 1@g/mL de blasticidina,
dependendo do experimento, resisténcia conferidas pelos vetores p2T7-PADOY
respectivamente. A clonagem dos parasitas mutantes foi deala@mavés de diluicdo
limitante em meio SDM-79 suplementado com SFB-10%u&®nL de higromicina, 15
ug/mL de G418, ;ug/mL de fleomicina e 1Qg/mL de blasticidina, este Gltimo somente no
caso de transfeccdo com pAD74. Apés a selecdo dos mutantes, ifmadeea curva de
crescimento das culturas dos parasitas transfectados e induzidodetaniclina na
concentracdo de y/mL, seguido de Lg/mL nos dias posteriores. Foi realizada a contagem
das culturas induzidas e n&o induzidas em camara de Neubauer pareacaosale
crescimento e possiveis alteracdes morfolégicas apdés a inducademicasiento da
expressdo do gene ThSub2. Os extratos proteicos das culturas indundasinduzidas
foram posteriormente analisados quanto a diminuicdo da proteina ThSub2 gor dms

Western blat
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3.8 Clonagem, expresséao e purificacdo de proteingsombinantes

3.8.1 Construcao do vetor de entrada pDONR™221 gtemas bacterianos.

A amplificacdo do gene TcSub2 selvagem foi obtitlavés de reacdo de PCR com
oligonucleotideos iniciadores especificos contesilins de recombinacaattB, que séo
responsaveis pela recombinacdo com a sequéatti presente no vetor de entrada
pDONR™221 (Plataforma Gateway - Invitrogen). O mdeste vetor esta ilustrado na figura
3.1.

pDONR™221
4702 nuciectides

Figura 3.1 Mapa do vetor de entrada pPDONR™221 (Invitrogen) pUC ori: origem de replicacdo
de alta copiaattP1/attP2 sequéncia de 200 bp presente no pDNOR para récagdo com sitiattB
presente no produto PCEtdB: gene que permite selecédo negativa do pDNORjfentedo na DNA
girase deE. coli, que € substituido apds recombinacdo com o sitl® do produto de PCR.
Kanamycin gene de resisténcia a canamicina.*Cgene de resisténcia ao cloranfenicol. T1/T2:
terminadores de transcricdo. MBrward e Reverse Oligonucleotideos iniciadores do vetor
utilizados para sequenciamento (FONTE: Catal®gtewa® Tecnologyinvitrogen)

A reacdo de amplificagdo do gene de TcSub2 setvaf@eenBank Gene ID:
Tc00.1047053508319.40) foi realizada através de B@lRando-se como molde o DNA

gendmico dd. cruzi Os iniciadores foram desenhados para amplificdgagene que possui

1311 pares de bases. Para permitir a recombiri;@coduto de PCR com a sequérati®
do vetor de entrada, pDONR™221, foram adiciona@agsiénciasattB as extremidades 5

dos oligonucleotidedsorward (F) eReverse®, ilustrados na figura 3.2.
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Oligonucleotideos Foward

5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAGCAGTGGACTTGCCGAC 3’

Oligonucleotideo Reverse

5" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATTACTGATTCATGTACTGGCTCTG 3°

Figura 3.2. Sequéncias dos oligonucleotideos inid@aes sintetizados para amplificacao
do gene TcSub2 e clonagem em vetor pDONRorward (F) e ReversgR). Em negrito, a
sequénciattB adicionada a regido 5’ de ambos oligonucleotideos

Para a reacdo de amplificacdo de TcSub2 foi utlitiza ciclagemholding de 95 °C
por 2 minutos seguido de 35 ciclos de 30 segun@®s°& (desnaturacéo), 30 segundos de 56
°C (anelamento) e 2 minutos a 72 °C (extensédogabao foi realizada em volume final de 15
pL contendo 100 ng de DNA gendmico Tecruzi 1U de High Fidelity PFU- polimerase,
200 pM de cada dNTP, 10 pmol de cada iniciadorF; eampao comercial para a enzima
PFU e agua deionizada.

Os produtos da amplificacéo foram precipitadosvasale solugdo 30% PEG 8000/30
mM MgCl,, fornecido pelo sistem@ateway Apos precipitacdo o fragmento amplificado, foi
recombinado com o vetor pPDONR™221 de acordo cormaoual do fabricante (Invitrogen-
Catalogos 12535-019 e 12535-027).

Esta reacdo de recombinacéo foi utilizada parssfivamar E. coli DH5-o célcio-
competente, conforme descrito no item 3.6 e aghastforam selecionadas em meio LB-
agar adicionado de 50 pg/mL de canamicina, resist@onferida pelo vetor pPDONR™221.
As colbnias isoladas foram inoculadas em 2 mL de B adicionado de 50 pg/mL de
canamicina, incubadas a 37 °C durante 18 horagsgitdcdo constante de 220 rpm e entao
submetidas a centrifugacdo a 12.000gxpor 1 minuto a temperatura ambiente. A

minipreparacao dos plasmideos foi realizada cora hasmétodo da lise alcalina, adaptado

de Birnboim e Doly (1979), purificados através dstesnaQiaprep® Spin Miniprep Kit
(QIAGEN) e utilizados como molde nas reacbes de B@r verificacdo das clonagens
utilizando os oligonucleotideos iniciadores da gegia de TcSub2 para a confirmacéo da
clonagem. Apos a verificacdo, a sequéncia clonaidsefjuenciada para conferencia e vetor
foi denominado de pDNOR-TcSub2-WT.
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3.8.2 Obtencéo de sequéncia Mutada do gene TcSub2

A mutacdo da sequéncia TcSub2 foi realizada ambteeiote pela Dr. Mariana
Serpeloni durante seu projeto de doutorado utilearQuikChange® Site-Directed
Mutagenesis Kit (dados ndo publicados). Neste dasoealizada a troca de uma Unica base
para substituir o amino&cido Lisina na posicdo 87 yma Asparagina. A mutacdo esti
localizada no sitio ATPase que tem sua sequéndiasies conservada ao longo da filogenia
dos eucariotos conforme demonstrado na figura 3Z&mo molde foi utilizado o vetor
PDNOR-TcSub2 recém construido. Com a utilizacdoKitotodo o plasmideo molde é
copiado, utilizando uma enzima de alta fidelidadecando apenas a base de interesse. A
direcdo da mutacdo é dada por iniciadores que eastraidos especificamente para a
mutacdo desejada. Esta alteracdo foi confirmadasequenciamento. O vetor gerado foi
denominado pDNOR-TcSub2K87N.

Q-motif motif | motif la motif Ib motif L motif lll motif IV motif V motif VI
GaccPohlQ PTRELA TPGR | SAT IIF hxT+cx HRIGRTGR

Figura 3.3. Localizacdo da mutacdo no dominio ATPas€FONTE: Cordiret al, 2005)

3.8.3 Construcéo do vetor de entrada pDEST7

Os vetores pDONR™221-TcSub2 e pDONR™221-TcSub2K8&#dm utilizados
para a recombinacdo em vetor pDE®I7 que é destinado & expressdo de proteinas
recombinantes eif. coli. Este vetor de expresséo fornece altos niveisateipas e contém
uma etiqueta que consiste em seis residuos congecde histidina na extremidade amino -
terminal, importante para a purificacdo da proteitmavés de coluna Ni-NTA (Nknitrilo-
tri-acetic-acid. A alta afinidade de ligacdo entre as proteieasmbinantes que contém esta
etiqueta a resina permite a remoc¢do de proteirespécificas em condigBes estringentes,
permitindo a purificacdo mesmo em condicOes fortemedesnaturantes (CROWE;
MASONE; RIBBE, 1995). Esta etiqueta de histidinenlbi@m € utilizada para confirmacéao
das proteinas produzidas através de anticorpos clmmais anti-histidina por ensaio de
Western blatO mapa do vetor pDESY17 esta ilustrado na figura 3.4.
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Figura 3.4. Mapa do vetor pDEST"17 (Invitrogen) de expressdo de genes em bactérids:
Promotor de T7 RNA Polimerase. RBS: Regido de ligacdo ao ribossoht: Codon de inicio.
6xHis: Etiqueta de histidinas N-terminal. sitaitR (attR1e attR2: regido de recombinacdo LR com
vetor de entrada pDNOR. Gmgene de resisténcia ao cloranfeni@ohpicilin: gene de resisténcia a
ampicilina.ccdB: gene que permite selecdo negativa do pDEST. T7 term: regido de término da
transcricdo (FONTE: Catalogeateway® Tecnologyinvitrogen).

Os genes de TcSub2 selvagem e mutado, selecionados em pDONR, fora
transferidos para o vetor pDE®TL7, conforme o manual do fabricante. Apés a reacdo de
recombinacdo, bactérids. coli DH5-o calcio-competente foram transformadas, conforme
descrito no item 3.6 e incubadas por 16 horas a 37 °C em meio LRBdéiganado de 100

ng/mL de ampicilina, resisténcia conferida pelo vetor pDE%I7. Ap6s a obtencéo de

colénias isoladas os plasmideos foram purificados através dmasi@iaprep® Spin
Miniprep Kit (QIAGEN), e utilizados para andlise por PCR, nas mesmas cosdiodiéem
3.8.1, utilizando os iniciadores da sequéncia de TcSub2 para a veoifatagagem em vetor
pDEST17.

Apos a confirmacédo da clonagem por PCR, um plasmideo de cada um des vetor
(selvagem e mutado) foram sequenciados e denominados de pDEST-TcPDESE-
TcSub2K87N. Estes clones foram utilizados para transformacda deli da cepa BI21
(DE3) pLysS célcio-competente, apropriada para a expressamee meduzindo proteinas

recombinantes através de inducéo por IPTG.

3.8.4. Inducéo da expressao de proteinas recombinantes através de IPTG

Colbnias deE. colida cepa BlI21 (DE3) pLysS transformadas com os vetores pDEST-
TcSub2 e pDEST-TcSub2K87N foram inoculadas em 2 mL de meio ldbaddo de 100
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pg/mL de ampicilina e incubadas a 37 °C sob agitacdo constan@0dpr2 durante 18
horas. Apds o periodo de incubacéo, 1mL da cultura foi transferido paractutieado 10

mL de meio LB adicionado de 100 pg/mL de ampicilina cada. As cétrias incubadas a
37°C sob as mesmas condi¢des de agitacao até atingiresgolded0,6 e foi entdo adicionado

1 mM de IPTG a cultura e a incubacdo prosseguiu por mais 3 horasegams condicdes.
Para o controle da inducédo de expressdo do gene TcSub2, foi tambéda mianat cultura

nas mesmas condicdes mas sem adicdo de IPTG (cultura ndo indGAtldas destas
culturas foram sedimentadas a 6.0afpor 10 minutos a 4°C, lavadas com PBS e suspensas
em tampao de amostra para proteinas e a inducédo de expr@gsatetha recombinante foi
analisada em gel SDS-PAGE.

Para a analise de solubilidade da proteina recombinante, a eaptassélulas foi
induzida em condi¢des diferentes. As bactérias contendo o vetor pDESsib2 foram
induzidas em uma D.gp de 0,4 com a adicdo de 0,2mM de IPTG. As células foram
mantidas a 25 °C por 16 horas e foram sedimentadas a 6.@Q@®rx10 minutos a 4°C,
lavadas com PBS e suspensas em tampdo de A de purificacdo edeagreim coluna de
niquel. J&4 as bactérias contendo o vetor pDEST-TcSub2K8@h induzidas em uma
D.Osoo inicial de 1,0, com a adicdo de 0,2mM de IPTG e mantidas a 20°C pomgl hor
Também foram sedimentadas e suspensas em tampao A de purifisagioteinas em
coluna de niquel. As células induzidas contendo os vetores selvagem e mutados fdaam liza
em um microfluidificador modelo M-110L (Microfluidics) sob uma pressao de 80 gpsidse
de centrifugacdo a 6.000 g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante (fracdo de proteinas
soluveis) e o sedimento (fracdo de proteinas insollveis) foram depgrar centrifugacéo a
20.000g por 30 minutos a 4 °C, e adicionado tampao de amostra de proteinasm em
aliquota de 10L de cada uma das fragBes. Todos os extratos proteicos forantudedos
por aquecimento a 100°C por 3 minutos e analisados em gel desnd®E®HRAGE), para

a verificacdo da fracdo que continha as proteinas estudadas.

3.8.5. Purificacdo das proteinas recombinantes
3.8.5.1 Purificacdo de TcSub2

3.8.5.1.1 Cromatografia de afinidade

O vetor de expressdo pDEST-TcSub2 permite que a proteina recomisegnte
expressa fusionada a uma cauda N-terminal de histidina, o quezaiabiliso de colunas

cromatograficas contendo niquel imobilizado em fase solida paracesso de purificacao,
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uma vez que a cauda de histidina apresenta afinidade por esteRaetalealizacdo desse
meétodo cromatografico foram utilizados os tampdes A e B, desootdem 3.1. Bactérias
(BL21 pLysS) correspondentes aos clones de expressdo das protgdoaminantes
provenientes de 4 L de inducédo foram suspensas em 40 mL de tampdao AtéAadéram
lisadas em um microfluidificador modelo M-110L (Microfluidics) sobaupnesséao de 80 psi

e centrifugadas a 20000 g, 4°C por 30 minutos. O pellet foi descartadubeenasiante foi
separado e filtrado (filtro de 0,22 um) para a realizacdo de tvgrafia de afinidade em
coluna de niquel no sistema FPLC (Fast Performance Liquid Chraayaityg— Amersham
Bioscience) em coluna HiTrap Chelating de 1 mL (GEHealthcArepluna foi carregada
com solucdo 100 mM NiS{e equilibrada com tampéao A. Durante a purificacdo foi utilizado
um gradiente de 0-100% de tampao de B. As fracOes provenientes ddogmafia foram
coletadas com um fluxo de 1mbr minuto e analisadas através de SDS-PAGE. As fracdes
gue continham a proteinas de interesse na sua forma mais pura rfosturadas e
concentradas por centrifugacdo a 3000 g utilizando-se filtros Amidoa 10 (10000
MWCO, Millipore).

3.8.5.1.2 Cromatografia de gel filtracdo

Para remocdo completa dos contaminantes, as fracfes concerniedespa
cromatografica anterior foram submetidas a cromatografigedefiltracdo utilizando-se
coluna Superdex 200 10/300 (GEHealthcaee) sistema FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography - Amersham Bioscience) O volume de amostradaplicade 0,5 ml e a
eluicdo da proteina selvagem foi feita com tampéao C, descritemad3ijt., com fluxo de 0,5
ml por minuto. A cromatografia por exclusdo molecular, também atiamie gel filtracdo, é
um método de analise de macromoléculas e que consiste na depdeagiomoléculas de
acordo com seu tamanho e forma. A coluna neste processo contém urargalom
ligacdes cruzadas com poros de tamanho definido. As moléculasesna@r migrar mais
rapidamente que 0S menores, pois ndo sao capazes de penetrar no interior dos poras da resina
eluindo diretamente da coluna. As moléculas menores, por entrappebs da coluna, e
levarem mais tempo percorrendo os poros, sao eluidas tardisanemédacdo as moléculas

gue sao maiores.
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3.8.5.2 Purificacdo de TcSub2K87N

3.8.5.1.2 Cromatografia de troca iGnica

Para a total purificacdo de TcSub2K87N, foi necessaria aléntrdasatografias
utilizadas para a proteina TcSub2-WT, a realizacdo da crorafidoge troca idnica em
coluna Q Hitrap (GE HeathcarePRara tanto, o tampé&o da proteina mutada proveniente da
cromatografia de gel filtracdo foi trocado por centrifugagd3000 g utilizando-se filtros
Amicon Ultra 10 (10000 MWCO, Millipore). O tampéo de saida da gedddio continha sal
e a proteina foi dialisada para o tampédo D. O tampao utilizadeséolhido considerando
gue o pl da proteina é de 6,9 e a carga da resina positiva. Quandgoéo fara proteina
possui carga negativa e a interacdo com a coluna € eficiente para a parifsagacoes em
gue a proteina se encontrava pura foram utilizadas para os ensa@@sadierizacao

estrutural e enziméaticos, descritos nos itens 3.9 e 3.10.

3.9 Ensaios enzimaticos

3.9.1 Curva de padréao de fosfato

Os ensaios enzimaticos foram realizados utilizando-se o KitagdRAssay Kit®
Innova Biosciences. Para a calibracdo da reacdo dos ensaiostiensimama curva de
fosfato foi obtida através de ensaio utilizando-se 12 pogcos com cogdestnaariadas de
fosfato (Tabela 1). Foi adicionado um tampao fornecido pelo Kit queago t®m o fosfato
produz um composto colorido que é detectado pelo sensor do leitor de Hies&%hta

660nm. Maior intensidade da cor, indica maior concentracao de Pi.
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e Concentragdo de Pi
em uM

1 50
2 45
3 40
4 35
5 30
6 25
7 20
8 15
9 10
10 5

11 2,5
12 0

Tabela 3.1.Concentracdes de fosfato inorganico utilizadas para construcéo da Curva
Padrao. (Fonte: Manual ATPase Assay Kit® Innova Bioscies)ce

3.9.2 Avaliacéo da atividade ATPase das proteiresombinantes

Apds a obtencdo da curva padrdo de liberacdo detdps ensaios de atividade
ATPase foram realizados misturando-se 300nM de cada das proteinas (TcSub2-WT,
TcSub2-K87N e GFP), ao ATP em diferentes concedw=¢0,1; 0,25; 0,5; 1 e 2mM) no
tampao fornecido pelo Kit. Para o calculo da velade maxima (Vmax) e do coeficiente de
Michaelis-Menten (Km), os valores de Pi foram medide 5 em 5 minutos até o tempo final
de 30 minutos.

Nos experimentos em que os RNAs foram inseridoseagdo a concentracdo de
RNA utilizada foi de 80uM. As sequéncias dos RNA#izados estdo representadas na

figura 3.5.

RNA 1: Poli(U) 25 repeticoes
RNA 2: AGCCCG(dU)AAAGC
RNA 3: GGGAGAAAAACAAAACAAAACAAAAC(dU)AGCACCG(dU)AAAGCACGC

RNA 4: GC(dU) (dU) (dU)ACGG(dU)GC(dU)

Figura 3.5. Sequéncia de bases dos RNAs utilizados nos ensa@nzimaticos
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3.10 Caracterizacao estrutural

3.10.1 Espectroscopia de Dicroismo Circular

Este experimento foi realizado para inferir o conteddo de estrugaamdarias e
estimar o correto enovelamento das proteinas recombinantes e tdadb@noteina TcSub2
associadas aos diferentes tipos de RNAs (item 3.9.2). O espe€id @m» inglésCircular
dichroisn) das proteinas purificadas foi coletado usando espectropolaridasito J-815
(Jasco corporation, Tokio, Japéo). Todos os dados foram coletados variando imeatopr
de onda de 190 a 260 nm, com uma velocidade de 100 nm/min, sendo feitas no total 10
leituras com resposta de 1 segundo em varredura continua. Os valwles eft miligraus
foram convertidos para elipsidade molar por residei@RW), em miligraus.cm2.dmol-1,

gue é definida pela equacao:
6][= Bobs x MRW x (10 x d x &)

Onde Bobs” é a elipsidade observada em graus, “MRW” é o peso moleoatiio
dos residuos da proteina, “d” € o caminho O6ptico da cubeta em ceogireetc” é a
concentracdo da proteina em mg/mL. O MRW é calculado dividindo-ssoanp#ecular da
proteina pelo niumero de residuos.

A desnaturacdo térmica foi realizada variando a temperdeudfC a 90°C sendo
monitorada a 222 nm, e obtendo um espectro (de 190 nm a 260 nm) a cada variagao de 5°C.

3.10.2 Modelagem molecular de TcSub2 selvagem e mutada

As coordenadas atomicas de UAP56 humdiir( e 1XTJ) foram usadas como
molde para gerar os modelos estruturais de TcSub2 e TcSub2K87N por mudetagada
em homologia como implementado no programa MODELLER (SALI; BLUNDEL993).
Para garantir a amostragem conformacional suficiente, um congleit50 modelos foi
construido, a partir do qual o melhor modelo final foi selecionado coenaaavaliacdo da
estereoquimica, a funcéo objetivo de MODELLER (score DOPE) mgecado visual. Para
a andlise dos possiveis rotameros de N87, utilizamos o pro@anta(EMSLEY et al,
2010).
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3.10.3 Determinacgédo do estado oligomérico de TcSub2 selvagem e mutada

Cromatografia de gel filtracdo com as proteinas purificamlasdlizada para verificar
se a proteina mutacdo K87N inserida em TcSub2 poderia resultaodificagdes no estado
guarternario da proteina em solucdo.Utilizou-se a coluna Superdex 200 X®800
Healthcare) em sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chragrapby - Amersham
Bioscience), nas mesmas condi¢des descritas no item 3.8.5.1.2.

Para a obtencdo de uma curva de calibracéo, ja que a técrémdsana separacao
de moléculas de acordo com seu tamanho, utilizou-se proteinas comnp®soslares
conhecidos e dextran (2.000 kDa), polissacarideo de elevado pesalaraiee representa o
pico de um possivel agregado proteico no cromatograma. As proteilizesiag foram
albumina (66 kDa), ovoalbumina (43 kDa) e lisozima (14,31 kDa). Paraaesiirmassa
molecular por gel filtracdo, calculamos um parametro do volume ugdel Kav das
proteinas conhecidas e construimos uma curva em funcdo do logdaitmassa molecular

(logMW) destas proteinas.

O Kav é calculado de acordo com a formula a seguir (onde o volunie éar

volume no qual o Blue Dextran foi eluido):

_ Veluicao-Vmorto
Vcoluné—=Vmortc

Kav

Para o calculo da estimativa da massa molecular, é calculkkdo eferente a cada
volume eluido e esse valor é colocado na equacgdo da curva, de onde se loigieivy de
cada pico que é transformado para unidades em kDa.

3.11 Obtencé&o de linhagem de parasitdsbrucei para silenciamento do gene ThSub2

Os ensaios de RNAI foram realizados Enibrucej cepa 29-13, com sistema induzido

por tetraciclina utilizando o vetor p2T7-177, ilustrado na figura 3.6. O yéttnha sido
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construido previamente pela Dra. Mariana Serpe(@iERPELONI et al., 2011b). A
transfecéo e clonagem dos mutantes foi realizadealelo com o item 3.7.

T7prom

p2T7477

204 1)

Ilpcom‘

Figura 3.6. Mapa do vetor p2T7-177 utilizado para msaios de RNAI.T7 prom: Promotor de T7
RNA Polimerase induzido por tetraciclina. T7 terfrerminador de transcricdo. 177: Sequéncia
repetitiva de 177 pares de bases para alvo dec@seem minicromossomos. Phleo: gene de
resisténcia a fleomicina. GFBreen Fluorescent Protejios sitios para as enzimas de restricdo estao
indicados. AmpR: gene de resisténcia & ampicilf@NTE: WICKSTEADet al, 2002).

3.11.1 Andlise e triagem dos transfectantes

3.11.3.1 Ensaios de Imunofluorescéncia

Nove clones selecionados com fleomicina (resistééocnferida pelo vetor p2T7-177)
apos diluicdo limitante foram escolhidos para ostet iniciais. Um ensaio de
imunofluorescencia indireta foi utilizado para fazetriagem inicial dos transfectantes. Os
clones selecionados foram induzidos com tetracialia concentracdo deug/mL, seguido
de 1ug/mL apos 24 horas. Apoés inducdo de 48 horas foepasastigotas dos parasitos
foram visualizadas diretamente em microscopia dedluorescéncia em comprimento de
onda de 488 nm.
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Para esta visualizacdo, laminas foram incubadas com poli-L-li8jmds lavagens
com PBS para retirar o excesso de poli-L-lisina, os pasafgitam lavados, suspensos em
PBS e aderidos por 20 minutos a laminula. As laminas foram subsatid&agens com
PBS e os parasitas aderidos foram fixados com paraformaldeigondPBS por 5 minutos.
ApoOs a etapa de fixacdo dos parasitas, foi adicionada uma solu@adoteX-100 0,1%
durante 90 segundos para a permeabilizacdo destes. Posteriormdatajnatas foram
lavadas por imersdo em PBS e bloqueadas albumina sérica bovinaa(BSA)or 1 hora em
camara umida.

ApoOs o periodo de bloqueio, as lamif@aam lavadas e incubadas por uma hora a 37
°C com antisoro anti-TcSubproduzido em coelho (SERPELOMNL al, 2011), diluido
1:1.000. Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS e incubadasapuoram 37 °C
com o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa 48®gBw)
diluido 1:400. Foi adicionado n-propil-galato como meio de montagem a sugpetéci
laminas de vidro e em seguida as laminulas foram vertidas e seladas.

As laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon) agessn
foram capturadas com camera CoolSnap (Media Cybernetics) e anatisadagrograma

Image Pro-Plus v. 4.5.1.22 (Media Cybernetics).

3.11.3.2 Ensaios de Western Blot atraves de revelacao por fosfatase alcalina

Para os ensaios d&estern blottindTOWBIN et al, 1979), aproximadamente extrato
proteico de epimastigotas equivalentes a 5%c&fulas foram submetidos & eletroforese em
gel SDS-PAGE. Apos a eletroforese, as proteinas foram trialasfgrara uma membrana de
nitrocelulose por duas horas a 80 V. Terminada a transferémoemarana foi corada com
solucédo de Ponceau para verificar a qualidade da transferéecmseguida, descorada em
agua destilada e incubada em solucdo de blogueio por uma hora ematerap@mbiente.
Apéds essa incubacdo, a membrana foi colocada em solucdo de PBS, congmidorpo
primario (anti-TcSub2) permanecendo por 1 hora a temperatura ambjesie seguida,
lavada trés vezes por 5 minutos com PBS. A membrana foi incubadao cgegundo
anticorpo anti-lgG de coelho conjugado com fosfatase alcalinagdaliiem PBS, por 1 hora
em temperatura ambiente. As membranas foram novamente lavatasiescrito acima e, a
seguir, foram reveladas com @& de NBT (cromogeno) e 38L de BCIP (substrato),
diluidos em 10 mL de tamp&o de revelacéo para fosfatasaalcalreacéo de revelacao foi

bloqueada através da lavagem da membrana em 1 mM EDTA e, em seguida, em agua.
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3.11.3.3 Ensaios de RNAI

Apo6s a triagem inicial dos 9 clones, foram selecionais 3 deles, b@sa nos
resultados obtidos pelas metodologias de imunofluorescéMéestern Blgtdescritos acima.
Foi realizada entdo uma curva de crescimento das culturas dose3 epds inducdo do
sistema de RNA de interferéncia (RNAI), para a confirmapaoducéo do fendtipo descrito
por Serpeloni e colaboradores em 2011. Os clones selecionados foram indwmidos
tetraciclina na concentragdo deu@mL, seguido de Lg/mL nos dois dias posteriores. A
contagem das culturas induzidas e ndo induzidas foi realizada de 24 éoras até o
terceiro dia em em camara de Neubauer. Foi analisado ogeerdiirva de crescimento e
avaliadas as possiveis alteracbes morfologicas apos a indugéndammento da expressao
do gene ThSub2.

3.12. Obtencé&o cepa para ensaios de complementacao funcionallerbrucei.

Ideia deste ensaio seria de expressar 0 gefecdezina cepa dé.bruceique induz
RNAI para avaliar a reversdo do fen6tipo gerado pelo silenciameftoSié2. Para tanto, o
vetor pAD74, foi desenhado para expressar um gene de forma induziwteé vefor foi
gentilmente cedido pela Dra. Vivian Bellofatto, pesquisadora da &$dética de New
Jersey.

Antes da insercdo do gene de cruzi no vetor, foi realizada uma analise de
similaridade por BLAST (Basic Local Alignment Search Toolhtre as sequéncias
nucleotidicas de mRNAjue sdo alvos do RNAIi dos genes correspondentes a TcSub2, de
T.cruzi (ID:Tc00.1047053508319.40) e TbSub2, debrucei (ID:Tb 10.70.7730),
demonstrada na figura 3.7. Foi observado que a identidade é de 80%, portadits s
gue a expressao do genelderuzindo seja afetada pela inducéo da expressdo do RNA dupla

fita direcionado exclusivamente para o gen& deruceli
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Figura 3.7. Alinhamento entre as regides dos mRNAte TcSub2 e TbSub2 alvo do RNA..

Identidade de 80%.

Para a amplificacdo a sequéncia codificadora deidZzSue possui 1311 pares de
bases, foram desenhados iniciadores contendo afrsegs do sitios de restricdo das
enzimas BstA7] que também estdo presentes no sitio de clonagemvetor de
complementacdo pAD74 e ndo clivam a sequéncia de. gdém disso, foi adicionada uma
sequéncia com repeticdes de histidina iniciadfoasrd para que a proteina pudesse ser
expressa contendo a etiqueta de histidina na pdtei@ominal da proteina. Trés iniciadores
distintos foram entdo construidos, conforme demadst na figura 3.8. O desenho dos
iniciadores foi feito com o auxilio da ferramerfaimerSelectdo pacote do DNAstar

(Lasergen®).
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Oligonucleotideo Foward

F1: 5" — CCCCCGTATACATGCACCACCACCACCACCACATGAGCAGTGGACTTGCCGACT — 3’
F2: CCCCCGTATACATGCACCACCACCACCACCACATGAGCAGTGGACTTGCCGACT —3’

Oligonucleotideo Reverse

R1: 5" — CCCCCGTATACTTACTGATTCATGTACTGGCTCTGGTTA —3’

. Sequéncia alvo da enzima de restrigdo

. Sequéncia da TAG de Histidina

Figura 3.8. Figura esquematica dos iniciadores uidados para amplificacdo do gente TcSub2

para clonagem em pAD74.

Foi realizado também um alinhamento entre as seqgde aminoacidos de TcSub2
e ThSub2 para observar o grau de semelhanca dase @ resultado foi de 91% de

similaridade entre
destas proteinas e
3.9.

0s aminoéacidos, o que pode capkm possivel conservacéo funcional

ntre estes tripanosomatidedsmi@maento pode ser observado na figura

TcSub2
TbSub2

TcSub2
TbSub2

TcSub2
TbSub2

TcSub2
TbSub2

TcSub2
TbSub2

TcSub2
TbSub2

TcSub2
TbSub2

AMLGADILAQAKSGMGK TAVFVFALLEQIEKVPEGQK 'F’HCQGIV\/\/HAPELAYQ'EQE'I'
AMLGADILAQAKSGMGK TAVFVFALLEQVEK PTDGQ F’FCQAIVIAHAPELAYQ EQEFK

RFNKYLPYCTTGVFFGGIPEDENVKQLKKEVPAIVVGTPGRLSALIQRKALDVSRVKWFV 120
RFNKYLPHCTTGVFFGGVPEDENTIH} QL (KEVPAIVWATPGRICSLIERKALDVSRVKWFV 120

VDEFDRCLEDVKMRRDVQTVFLKTPKEKQVMMFSATMTDELRNVAKKFMNNPTEIYVDQR 180
VDEFDRCLEDVKMRRDVQTAFLKTPKEKQVMMFSATMTEELRNVAKKFMSNPTEIYVDQR 180

AKLTLHGLAQYYMNVTEAQKLRKLCDILDAVEFNQAIIFTSSVERCEALSRQLQALKFPA 240
SKLTLHGLAQYYINVTEAQKLRKLCDILDAVEFNQVIIFTSTVERCEALSRQLOALKFPS 240

HA'HSF“EQPE“L“VYESC (SNHTRIIVATDLFGRGVDIDRINLVVQFDMASDADSCLHR 300
(ATHSRMEQAERLVVYESCK T”QHFIIVHTD-'G {GVDIDRINLVVQFDMASDADSYLHR 300

VGRAGRFGTKGLTIAFLTDEEKEIK FEHFYYTDHGV”'ELQE“FEHQVPELTDISTQLHQ 360
VGRAGRFGTKGLTVAFLTEEEKEIK FEHFIYTDQGL VQE FEHQVQELTDIHTQLHQ 360

SQYMNQ 366
SQYMNQ 366

Figura 3.9. Alinhamento entre as sequencias de anuiacidos das proteinas TcSub2 e TbSub2.

Similaridade de 91%.
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Além da sequéncia do gene TcSub2 selvagem, foi iiwadb também, para
posterior insergdo em vetor de complementagcdo,qaéseia do gene TcSub2 mutado
(K87N). Foram utilizados dois conjuntos de inicess F1 e R1, além do F2 e R1. Dessa
forma 4 insertos foram obtidos contendo TcSubZ2aggn ou mutada, cada um com ou sem
a etiqueta de histidina. A amplificacdo dos geresrdalizada utilizando-se 1U de High

Fidelity Tag-DNApolimerase

Para a reacao de amplificagcéo foi utilizada a geracholdingde 95 °C por 2 minutos
seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C (dmagab), 30 segundos de 56 °C
(anelamento) e 2 minutos a 72 °C (extensao). Hoicmddo um tempo de extensdo de 10
minutos que permite a adicdo de adeninas a extagi®i® do produto da amplificacéo
necessario para subclonagem em vetor pGEM®@easy(Promega), ilustrado na figura 3.10.
A ligacao do produto de PCR no vetor seguiu asmecalacdes do fabricante. A reacao foi
realizada em volume final de 20 pL contendo 10@&d@NA gendmico dé&. cruzi ou30ng
do vetor pDNOR-TcSub2-K87N (para a amplificacdosdguéncia do gene mutado),1U de
High Fidelity Tag-DNA polimerase, 200 uM de cadald 10 pmol de cada iniciador F e R,

tampéao para a enzima e agua deionizada.

Xmnl 2009 =
171
Scal 1890 Nael 2707 / omn 11 start
, Aatll | 20
f1 ori Sphl | 26
Bstzl | 31
e Ncol | 37
[ [Ampf | Not | 43
i ( pGEM™-T Easy lacz | T Sacll | 49
| Vector T EcoRl | 52
\ (3015bp) " 7\\\
\ Spel 64
\ EcoRl 70
\ Notl 77
\ Bstzl | 77
‘ Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
\ |BstxI [118 &
\Nsil 1% g
1 S
T spe g

Figura 3.10. Mapa do vetor pPGEM® — Teasyutilizado para as subclonagensT7: Regido de
iniciagdo da transcrigdo por T7 RNA Polimerasel144: Mdltiplo sitio de clonagem. SP6: Promotor
da SP6 RNA Polimerase. LacZ: Cédon inicial de Lat@p: Gene de resisténcia a ampicilina. F1
ori: origem de replicacdo de bacteriofago filameatFONTE: Manual Promega).

As ligacdes foram utilizadas para transforfaacoli DH5a. calcio-competentes, como

descrito no item 3.6. As células transformadasnfiocaltivadas em meio LB-agar adicionado
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de 100ug/mL de ampicilina contendo IPTG X-gal. Apés o periodo de incubacao, foi
observada a formacdo de colbnias brancas isoladas. As colbniamnselas foram
inoculadas em meio LB e permaneceram sob agitacdo por 16hrs. Asabdaci&m entdo
centrifugadas a 10.000g por 1 minuto e foram purificados os plasmidssas delonias por

Qiapreg Spin Miniprep Kit(QIAGEN), conforme as recomendacdes do fabricante para a
analise de subclonagem, através de digestdes. Os insertos nos feetonedenominados
TcSub-Hist, TcSub2, TcSub2K87N-Hist e TcSub2-K87N

Os plasmideos foram submetidos a analise por sequenciamento, Pé&Rferese
em gel de agarose, para a confirmacédo da presenca do m$enmeta sequéncia de bases
inseridas

Para a liberacdo dos insertos clonados, cada plasmideo corresponseh@esfoi
digerido com a enzimBstz17(New England Biolabs). Cada reacéao foi realizada em 30 pL,
contendo NEB 3, BSA 0,01%, 5ug de DNA e 5 U de enzima. As reac0es ifarabadas a
37 °C por 2 horas. A digestéo foi submetida a eletroforese em gghsea A regido do gel
correspondente ao inserto liberado foi excisada e o DNA foi pulificam o auxilio do kit
lllustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification — GE Healthcare.

Os insertos TCSub2 e TcSub2K87N apds purificados, foram ligados aqpa&idd
previamente digerido com a mesma enzima. Para a reaca@aciolidoi utilizada a relagéo
de 1:10 pmol de vetor e inserto. A reacao ocorreu com 1 | B&A ligase em um volume
final de 10uL. Esta reacao foi incubada a 16°C durante 18 horas e posteriormiezdedauti
para transformak. coli DH5a célcio-competentes, como descrito no item 3.6. As bactérias
transformadas foram cultivadas em LB contendo f@6nL de ampicilina, resisténcia
conferida pelo vetor pAD74. Para a confirmacédo dos clones positivos|6asas isoladas

foram analisadas por PCR, ap0s prévia minipreparacdo dos plasnpieleosistema

Qiaprep® Spin Miniprep Kit(QIAGEN) e denominados de pAD74-TcSub2-WT e pAD74-
TcSub2-K87N. Aproximadamente d@ dos clones pAD74-TcSub2-WT, pAD74-TcSub2-
K87N e do vetor controle pAD74-GFP (Figura 3.11) foram linearizadosacenzima\ot |
(New England Biolabs). A reagao ocorreu enuéontendo 10 U de enziniotl, 6 uL de
tampédo 10X e agua deionizada. A reacédo foi incubada a 37 °C por 16Ammss digestao
para linearizar o DNA (plasmideo) foi precipitado e suspenso mpéta de eletroporacao
ZPFM para transfeccédo dB brucei. A transfeccdo e posterior selecdo Tebruceifoi

realizada conforme descrito no item 3.7.
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Amp prom

Amp marker
rDNA spacer

T7 term
T7 term

BR322 origin
Aldolase 3'UTR

Blas marker
Actin S UTR
T7 prom

rRNA promoter
GFP GPEET S'UTR

Aldolase 3 UTR

Figura 3.11.Mapa do vetor pAD74 utilizado para as complementagéfuncional. T7: Regido de
iniciacdo da transcricdo por T7 RNA Polimerase. Gédjuencia de bases da proteina GFP que e
excisada quando o vetor € digerido com a enzimazB&T (Vetor cedido pela Dra. Vivian

Bellofatto).
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4 RESULTADOS

4.1. Avaliacéo da atividade ATPase da proteina Tcsub2

Trabalhos anteriores do grupo demonstraram que a proteina TcSub2o§aogdl
proteina UAP56/Sub2 de mamiferos/leveduras (SERPEL&DNI, 2011). Essas proteinas
possuem atividade ATPase ja comprovada (SHEBSI, 2007). Foi observado também que
os dominios funcionais desta proteina sdo conservados ao longo éaidildgs eucariotos.
Diante desta perspectiva, o primeiro objetivo deste trabalho kastaar se a conservacgéo
dos dominios funcionais da proteina TcSub2Tdganosoma cruzcorresponde a uma
conservagcao quanto a atividade ATPase. Para tanto, foi necesgaegsak a proteina

recombinante e purifica-la para entéo realizar os ensaios enzimaticos.

4.1.1. Clonagem de TcSub2 e TcSub2 K87N para expressao em E. coli

Como controle negativo da reagdo foi inserida uma mutacdo no siBasATde
TcSub2. De acordo com a literatura a mutacdo que altera o codospoodente a uma
lisina conservada no dominio ATPase pelo codon da asparagina abolidalatATPase
de UAP56 em mamiferos e como esta Lisina é conservada na dagdénrcSub2, esta
mutacgéo foi escolhida para a realizacbes dos ensaios (8HEBN 2007). A alteracéo foi
realizada através de mutagénese com auxilio do QuikChange® SitteDiMutagenesis
Kit. A mutacéo foi realizada pela Dr. Mariana Serpeloni (dadoguBlicados) e confirmada
por sequenciamento.

Como os vetores utilizados para producdo da proteina recombinante grart@nc
plataformaGateway,o primeiro passo foi a amplificacdo da sequéncia correspondente a
regiao codificadora do gene TcSub2 e TcSub2 mutado (K87N) por PCR e clozragestor
pDONR™221, conforme descrito no item 3.8.1. Apos a transformacéo e sidehaotérias
E. coli DH5-a resistentes a canamicina, foram extraidos os plasmidedgudeaa colbnias.
Estes foram utilizados como molde em reacfes de PCR para a confirmaclmmdgens dos
dois geneem vetorpDONR™221. Os resultados desta amplificacdo podem ser observados
na figura 4.1, que mostra um produto da amplificacdo de aproximadamentpat88le
bases, que corresponde ao tamanho do gene de TcSub2 (1311 pares dendiases)
portanto, a construcdo de pDNOR-TcSub2 e pDNOR-TcSub2K8®@s. clones foram

confirmados por sequenciamento.
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Figura 4.1. Perfil eletroforético dos produtos de ER para a confirmacgéo da presenca do gene
TcSub2 selvagem e mutado nos vetores de entraggBONR™221 emE. coli. Gel de agarose 1%
apos coloragdo com solucao de brometo de etifeanarcador de massa molecular representado em
pares de baseé. - 1 a 4: Produto da amplificacdo utilizando 4nel® distintos dé&. coli. do vetor
pDNOR-TcSubZB - 1 a 4: Produto da amplificagcéo utilizando 4 el®wlistintos dé&. coli.do vetor
pPDNOR-TcSub2K87N.

Os vetores de entrada pDONR™221 contendo a sequéaclcSub2 selvagem ou
mutada foram utilizados para a transferéncia doegpara o vetor pDEST™17 por
recombinacdo. Estes produtos foram usados parsfdaremar bactériag. coli DH5-0 e os
clones positivos selecionados para purificacaoptemideos pDEST™17-Sub2-selvagem e
pPpDEST™17-Sub2-K87N. O vetor pDEST™17 é destinadx@essao de genes émcoli
resultando em proteinas recombinantes, fornecelo® @veis de proteinas contendo uma
etiqueta que consiste em seis residuos conseculdsstidina na extremidade amino -

terminal, importante para a purificacdo da protainavés de coluna Ni-NTA.

4.1.2. Producéo das proteinas recombinantes

PDEST-TcSub2 e pDEST-TcSub2K87N foram usados pamasformarE. coli
BI21(DE3) PLysS para expressar as proteinas TcSelvagem e mutada, respectivamente.
A analise dos clones positivos foi feita com 106o@s (5 para TcSub2 e 5 para TcSub2
K87N). Para isso, o DNA plasmidial foi extraido tdizado como molde para amplificacéo
por PCR utilizando-se iniciadores compativeis cogepe de interesse. Os clones positivos
foram usados para testar a expressao da protemabaante (Figura 4.2).
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O teste de expressao foi realizado com duas @ddmos clones contendo o vetor
contendo os insertos do gene TcSub2 e trés dogscloom vetor contendo insertos da
sequéncia mutada. Cada col6nia foi inoculada emml1@e meio LB. Apés atingir a D.O. de
0,6, uma aliquota de 1ml foi retirada para selizatila como controle sem indugcédo. Ao
restante das culturas, a expressdo da proteinani@tante foi induzida adicionando-se
0,1mM de IPTG. A cultura foi incubada a 37° por@ds e o pellet de cada cultura foi
analisado por SDS-PAGE. A proteina possui mass&aulalr de 49kDa e na Figura 4.3
podemos verificar, onde esta apontado pela seta, qumantidade maior de proteinas nas

amostras onde a expressao foi induzida quando cangmma amostra nao induzida.
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Figura 4.2. Perfil eletroforético dos produtos de ER para a confirmacgéo da presenca do gene
TcSub2 selvagem e mutado nos vetores de express@o E. coli. Gel de agarose 1% apds
coloracdo com solucado de brometo de etiddh marcador de massa molecular representado em
pares de bases. 1 a 5: Col6éniasEdeoli. contendo o vetor pDESTTM17-Sub2-selvagem. 6 a 10:
Colbnias deE. coli. contendo o vetor pPDEST™17-Sub2--K87N.
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Figura 4.3. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE as amostras apos inducdo da
proteina recombinante TcSub2 e TcSub2K87N.Gel de poliacrilamida 13% corado com
Comassie-Blue. M: marcador de massa molecularEXtrato proteico total de colénia de
bactéria ndo induzido. 1 e 2. Extrato proteico |tata colbénias de bactérias contendo
pDEST™17-Sub2-selvagem induzidas. 3 a 5: Extradtejro total de colénias de bactérias
contendo pDEST™17-Sub2-K87N induzidas. A setaced local onde a proteina deve
estar no gel

Depois de confirmada a expressao de TcSub2 e T&Bub2foram realizados testes

para padronizacao das melhores condi¢cdes paracabtea proteina na porcéo soltvel.

4.1.2.1 Producéo da proteina recombinante TcSub2

Neste caso, variacbes de temperaturas, tempossaldeées oticas de indugéo foram
testadas a fim de verificar qual condicdo era nfiav®ravel para a producdo de maior
quantidade de proteina solavel. Ao final, a meltamdicdo de inducéo da expressao foi da
cultura em densidade otica de 0,4, com 0,2mM dé&|RTincubacéo por 16 horas a 20 ou
25°C. Apos inducdo nestas condi¢cdes, 100ml de reultias bactérias contendo o vetor

pDEST™17-TcSub2 foram suspendidas em tamp&o Aamdido de Lisozima, DNAse e
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Inibidores de proteases e posteriormente lisadasqrcacdo. A fragdo soluvel foi separada
da insoluvel por centrifugacéo e as fracdes foraatisadas por SDS-PAGE (Figura 4.4).

20°C 252C
kba M S | S |
220——
50—
20—

Figura 4.4. Perfil eletroforético das amostras obtlas apés inducdo da expressdo de TcSub2.

Gel de poliacrilamida 13% corado com Comassie-BMe marcador de massa molecular. S: Extrato
proteico total da fragdo soluvel. I: Extrato protetotal da fracdo insoltvel. Acima das fracdesa est
representado a temperatura em que a proteinadiaziafa.

A purificacdo de TcSub2 foi padronizada atravésmenatografia em resina de Ni-
NTA em bancada (Figura 4.5) a partir do extratongal proveniente de 1 litro de cultura de
bactérias induzidas.
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Figura 4.5. Perfil eletroforético das amostras deréicbes obtidas durante cromatrografia em
coluna de niquel para purificacdo de TcSub2. A - Gel de poliacrilamida 13% corado com
Comassie-BlueB — Western Blot utilizando-se anticorpo -histidina e revelado com enzima
fosfatase alcalina, por deteccdo cromogénica. Mcad®r de massa molecular. FT: flow through, L1
a L5: Lavados, E1 a E3: Eluidos.

Com a metodologia utilizada foi possivel obter gdeupureza necessario para 0s
ensaios e para conseguir maior quantidade da paoéste protocolo foi entdo adaptado para
purificacdo em larga escala (4L de cultura) emesist Akta Fast protein liquid
chromatography(FPLC), utilizando a resina HiTrap Chelating denl (GEHealthcare).
Esta coluna foi utilizada, pois o Nitem afinidade pela repeticdo de Histidina que foi
utilizada como etiqueta na proteina recombinanteolAna foi entdo equilibrada com tampéao
contendo 10mM de Imidazol em pH 8. A amostra f@tada na coluna e devido ao aumento
gradativo da concentracdo de Imidazol, cheganda0anBl, péde ser realizada a eluicdo da
proteina. O Imidazol compete com a ligacédo da pratao metal, liberando assim a proteina
da resina. A analise das fracdes foi feita par&mias a distribuicdo de TcSub2 ao longo do
gradiente, bem como também observar a fracdo enTgBeb2 esta enriquecida, para ser
utilizada nos ensaios enzimaticos posteriormentativemos por esta metodologia uma
guantidade de 10mg de proteina por litro de cultQraromatograma pode ser observado na

figura 4.6.
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Figura 4.6. Andlise das fracdes provenientes da cromatografiaedTcSub2 A partir de extrato de
4] de cultura, foi feita cromatografia em resinardguel com sistema Akta FPLC.FT: fracdo de
extrato ndo ligado na resina; L: Lavados; E: Peeldico.

Todas as fracOes foram coletadas e entdo analisadagl de poliacrilamida assim
como porWestern Blat utilizando-se anticorpe—histidina, para analisar em que fracéo
pode-se detectar a presenca da proteina de irggfegsiras 4.7 e 4.8). As fracdes 20 a 24
foram transferidas para um unico tubo para serdmpagias nos ensaios. Como pode ser visto
na figura 4.7, as fracdes possuem apenas uma naotkE aproximadamente 50 kDA,
indicando o grau de pureza da proteina. Além diksopossivel coletar uma quantidade
suficiente de TcSub2 para que realizar todos Gmies enzimaticos e caracterizagdo

estrutural.

M 9 11 13 1517 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 31 333537

kDa Mem—— e

220

50

--” P ——

LI [T
Qe |

(AR

20

Figura 4.7. Andlise do Perfil eletroforético em gelSDS-PAGE das fracbes coletadas da
cromatografia. Gel de poliacrilamida 13 %. Amostrasdas fracdes coletadas foram aplicadas
seguindo o gréfico obtido apds cromatografia em rég de niquel por FPLC. M: BenchMark
Protein Ladder(Invitrogen); 9 a 37: Fracdes da cromatografia,
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Figura 4.8. Analise porWestern Blot das fracGes obtidas através de cromatografia em
resina de niquel por FPLC.Foi utilizado anticorpoa-histidina e e a detecgao feita por
meétodo enzimatico de fosfatase alcalina, para daétecromogénica MBenchMark Protein
Ladder(Invitrogen); 11 a 37: Fragcbes da cromatografia.

4.1.2.2. Producéo da proteina recombinante TcSUGRKS8

Para obtenc&o da proteina recombinante TcSub2K8&Xpresséao foi induzida nas
mesmas condi¢des utilizadas para obtencdo da maoteiSub2. O protocolo foi adaptado
para purificacdo em larga escala (4L de cultura) stema AktaFast protein liquid
chromatography(FPLC), utilizando a resina HiTrap Chelating denl. O cromatograma

deste ensaio pode ser observado abaixo na fig@wra 4.
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Figura 4.9. Cromatograma de TcSub2K87N purificada a partir de4L de cultura em resina de
niquel por FPLC, com énfase no pico de eluicdo, measndo a baixa quantidade de proteina.A

— Curva totalB — Enfase no pico de eluicdo. FT: fracédo de exmamligado na resina; L: Lavados;
E: Pico de eluicéo.

50



O rendimento obtido na purificacdo da proteina H2sk87Nfoi inferior ao obtido
com a proteina selvagem, 0,5mg de proteina par dir cultura. Ao visualizar o perfil
eletroforético das fracdes em gel de acrilamidgui@ 4.10), foi constatado que além de em
menor quantidade de TcSub2K87N, ndo foi possivel parificacdo ideal visto que existem
proteinas contaminantes nas amostras eluidas j14J8ia explicacdo para a presenca de
contaminantes seria de que a menor a quantidadprateina utilizada provavelmente
impossibilitou a saturacdo da coluna de Niquel 1lenlkdesta forma outras proteinas se

ligaram a resina e durante a eluicdo sairam na mé&sigao de TcSub2K87N.
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Figura 4.10. Analise do Perfil eletroforético em deSDS-PAGE das fracbes da
cromatografia de afinidade para purificacdo de TcSb2K87N. Gel de poliacrilamidal3 %
com as fracdes aplicados correspondentes ao picoodwatograma MBenchMark Protein
Ladder (Invitrogen); 2 a 21: Fracdes da cromatografiaal®BlL correspondem as fracdes do
pico de eluicéo.

Por isso, iniciamos testes com diferentes condigd@einducdo de TcSub2 K87N para
obtencdo de maior quantidade de proteina soluvetifidamos o tempo de inducéo e a
densidade 6tica da cultura, além da temperatunaddgdo e cepa de bactéBacoli. Foram
realizados os ensaios iniciais com 5ml de cultuacge apresentou maior quantidade de
proteina na fracdo soluvel (Figura 4.11) foi obtiddizando-se inducdo em culturas Be
coli BI21 (DE3) PLysS, com densidade 6tica inicial de 1¢icianando-se 0,5mM de IPTG,
temperatura de 25°C por 4 horas.
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Figura 4.11. Andlise do perfil eletroforético por ®S-PAGE das fracdes provenientes do ensaio
de otimizacdo da inducdo da expressao da proteinacSub2 K87N. Gel de poliacrilamida 13%
corado com Comassie-Blue. M: marcador de massacoiar. 1 a 5: Extratos proteicos totais de
bactéria€. coli fracdo insoltvel, 6 a 10: Extratos protéicosisotke bactériak. coli fracdo solavel.

A caixa vermelha sinaliza a o rendimento do engaianelhor condicdo, onde apresentou a maior
guantidade de proteina na fragéo soluvel: 25°CD40,. 1,0, 0,5mM de IPTG

Utilizando a melhor condigéo estabelecida, realzsaa cromatografia de afinidade e
troca ibnica com 1L de cultura de bactérias. Amadizacao das cromatografias, as fracdes
foram analisadas e foi constatado que a quanti(izrdg por litro) e pureza obtidas eram
suficientes para os ensaios de bioquimicos e esist(Figura 4.12). Foram utilizadas nos
ensaios as fracbes 4 a 6.

wa M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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Figura 4.12. Analise do perfil eletroforético em geSDS-PAGE das fracdes da cromatografia de
troca ibnica de TcSub2 K87N. Gel de poliacrilamida 13 % corado com comassie-blue
correspondentes ao o pico obtido da cromatografiaesina de niquel e troca i6nica por FPL.
BenchMark Protein Laddditnvitrogen);
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4.1.2.3. Produgéo da proteina recombinante GFP

A proteina GFP, a ser utilizada como controle ensaio de atividade ATPase possui
27 kDa e foi purificada seguindo as mesmas condig@iBzadas na purificacdo de TcSub2.
A purificacdo foi realizada em resina de Niquelb&évemos um rendimento de 30 mg de
proteina por litro de cultura. As figuras abaixostnam o perfil cromatogréfico e as fragdes
em gel SDS-PAGE.

FT L E
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0.0 s.0 100 15.0 20.0 25, 30.0 ml

Figura 4.13.Cromatograma da purificagdo de GFP.A partir de extrato de 1L de cultura, foi feita
cromatografia em resina de niquel com sistema PRIaC.FT: fragéo de extrato ndo ligado na resina;
L: Lavados; E: Pico de eluicao.
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Figura 4.14. Analise do perfil eletroforético em geSDS-PAGE das fracdes provenientes da
cromatografia de GFP. Gel de poliacrilamida 13 % corado com comassie-ldseamostras
correspondentes as fragfes do do pico do cromditogq@ds cromatografia em resina de niquel por
FPLC. M: BenchMark Protein Laddginvitrogen).

4.2 Ensaio de atividade ATPase

4.2.1. Estabelecimento de curva padrao de fosfatrganico

Para andlise da atividade ATPase de TcSub2 e T&BUbE foi utilizado o kit de
ensaio de atividade ATPase (ATPase assay Kit -vlnBoosciences) que mede a quantidade
de fosfato liberada a partir da hidrélise de ATRssif, para possibilitar o calculo da
atividade ATPase de uma determinada enzima, seef@ssario, a construcdo de uma curva
padrdo de fosfato inorganico (Pi) onde € possigémar a concentracdo de fosfato em

funcdo da absorcdo em 590 nm.

Por isso, antes de realizar os ensaios enzimatwuosas proteinas recombinantes, foi
realizada a padronizacdo da curva de fosfato. Ralraforam utilizadas diferentes
concentracdes de Pi puro, as quais foi adicionatlonpéo de deteccéo fornecido no kit e
distribuidos nos pocos de uma placa de elisa amefatescrito no item 3.9.1. A intensidade
da absorbancia foi medida em leitor de Elisa (Owvgaheknika) em comprimento de onda
igual a 590 nm (Figura 4.15).

As medidas dos pontos obtidas experimentalmenéafarsadas para a construgédo de
uma reta para célculo da regresséo linear . Ettaamresentou o valor do coeficiente de
determinacdo da regressdo’)(Rgual a 0.9971. Esse valor mostra que ao utifizar a

equacao y=0,0552x + 0,1816 (onde y é absorbanb@0aam e x é a concentracédo de Pi)
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podemos estimar a concentragédo de Pi, com badesaoebancia do meio de reagdo. E devido
a determinante de regressao, esse célculo pofkiteezom 99,71% de confianca.

3.5
y =0.0552x+ 0.1816
3 R2=0.9971
S 2.5
[ L 2
L 2
9
‘C
.‘é 15 * Sériel
w
2 . ——Linear (Sériel)
0.5
0
0 20 40 60
[Pi] um

Figura 4.15. Curva padrdo de fosfato inorganico pur e equacao da reta

4.2.2 Ensaio de Atividade ATPase de TcSub?2

Para analise da atividade ATPAse de TcSub2, utiiaa proteina recombinante
purificada em uma concentracdo de 0.3 pM com imgAdada reacdo a 22°C e com
concentracdes variadas de ATP (0,1mM a 2mM). A eotracdo de ATP hidrolisado foi
medido através da concentracao de Pi que foi lildeapos acdo da enzima, conforme grafico
anterior. Os parametros (concentracdo da enzimda ') Aoram definidos com base na
atividade ATPase da ortéloga de TcSub2 em mamiferasnzima UAP56 (Shen et. al.,
2007).

Em bioquimica, cinética de Michaelis-Menten € ums dwdelos mais conhecidos da
cinética enzimatica (Figura 4.16). Esse modelo Em@ssume que um complexo ES

especifico (enzima-substrato) € uma condicao irgdidnia necesséaria na catélise.

k+1 k+2
E+SZES_~E+P
k-1 k-2

Figura 4.16. Equacao de Michaelis-Menten

A enzima E combina com um substrato S para formmacamplexo ES com uma taxa

constante de k + 1. O complexo ES tem dois despinssiveis. Ele pode dissociar-se em E e
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S (taxa constante k-1) ou pode produzir o produto P com uma constanta de ta+2. O
complexo ES pode também ser formado a partir de P e E por metagde inversa com
uma taxa constante k-2. Mas quando o equilibrio da reacédo € distante de P (o0 maigddaixo ni
de energia), a reacao inversa € negligenciavel (k-2 ~ 0).

Quando a velocidade inicial (vO) € medida a uma concentracao cortgaieima e
uma concentracdo crescente de substrato (S), uma representafiéa da atividade
(formacgao de produto por unidade de tempo) versus a concentracaustiatsise encaixa
uma hipérbole de acordo com a formulga¥*[S)/(K w+[S]). Dois parametros (Vmax e Km)
caracterizam essa hipérbole. A velocidade maxima (Vmaxganeentracdo de substrato a

gual a velocidade inicial corresponde a metade de Vmax.

A velocidade maxima revela o numero tdenover da enzima, que € o numero de
moléculas de substrato que sédo convertidas em produto por uma moléentante em uma

unidade de tempo quando a enzima esta completamente saturada com substrato.

O valor do Kcat (constante catalitica) € o nimero de vezesadassitio catalitico de
uma enzima converte o substrato em produto, por unidade de tempo. Podeutadaca
dividindo-se a velocidade maxima pela concentracdo da proteina.

O valor de Km tem dois significados. Em primeiro lugar, € a exnacdo de
substrato a qual metade dos sitios ativos estdo preenchidos, cordbcdesa catalise
significativa. Em segundo lugar, Km esta relacionado para awlfarca da ligacdo ES.
Quando a taxa de dissociagédo do complexo ES (k + 2) no produto € muitoairaislo que
a dissociacdo em E e S (k-1), o Km descreve a constante ddadi&@sato complexo ES, a
forca do complexo. Um valor de Km alto significa fraca ligacacuostrato para com a

enzima, e um valor baixo de Km significa uma forte ligacao.

Para o célculo de Km e Vmax, da proteina TcSub2 a velocidada mhicreacdo em
diferentes concentracdes de substrato foi calculada (Tabeka Velocidade foi calculada

com base na concentracao de fosfato liberada (uM) em funcdo do tempo.
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[ATP]
0.25 05mM 1mM 2 mM
mM

Vo media 0,199 0,287 0,365 0,464 0,499
Desvio padréo 0,029 0,038 0,044 0,007 0,060

‘0,1 mM

Tabela 4.1 Velocidade inicial de reacdo média da proteina Tc®2 em diferentes
concentracdes de substrato.

Ao transferir estes resultados para um gréaficousdadreciproco, pode ser calculada
entdo a velocidade maxima (Vmax) da enzima, quéerneso foi de 0,505 pM/min e o
coeficiente de dissociacdo (Km), que foi de 0,16 rfWyura 4.17). Sabendo-se que foi
utilizado 0,3uM de proteina calculamos o valor deatkem 1,6/min. Utilizamos como

controle negativo uma mistura de todos 0os compesaid reacao sem a presenca da enzima
e todos os experimentos foram realizados em taifalic

As proteinas do tipo DED/H-box tem valores de Kcat variando de 0.3/min até
600/min e Km de 0,06 a 1mM (CORDK al, 2006), portanto os valores encontrados para
TcSub2 corroboram com estes dados. O valor da idelde para a enzima ortéloga de
humanos UAP56 é de 0,0063uM/min. (SHENal, 2007), ou seja, um valor inferior ao
encontrado para TcSub2. Assim sendo poderiama® igfe a enzima d€. cruzihidrolisa o
ATP mais rapidamente que a de humanos.
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5 y=0,3153x+1,979
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Figura 4.17. Grafico duplo-reciproco demonstrandoiberacdo de fosfato apds acédo da

enzima TcSub2 no substrato (ATP). Vmax e Km puderam ser calculados com base na
equacdao da reta.
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4.3.3. Analise do efeito da mutagdo K87N na atiddaenzimatica de TcSub2

Conforme descrito na literatura, o sitio ATPasesgeacial entre os ortdélogos desta
proteina para sua funcdo (CORDIN et al., 2006).0l.visto que existiu atividade ATPAse
Nos ensaios anteriores, pretende-se aqui vergeasta atividade enzimatica € perdida com a
mutacdes deste sitio. Para tal, um novo ensaie#ftizado nas mesmas condi¢cdes do ensaio
anterior utilizando-se a proteina TcSub2 mutaddisirea 87 (K87N) conforme descrito no
item 3.9.2. Par andlise comparativa a proteina B2Serviu de controle positivo e a proteina
GFP de controle negativo. Esta dltima € uma pratdiem descrita na literatura e
comprovadamente nao possui nenhuma atividade ATRPRBASHER et al, 1992;
PRASHER, 1995).

Apos realizacdo do ensaio, foi verificado que éiféemente de TcSub2 selvagem,
nem a proteina GFP, nem TcSub2K87N apresentaraidaate ATPase, ja que a quantidade

de Pi ndo aumentou no experimento ao longo do t€Figara 4.18).
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Figura 4.18. Grafico demonstrando liberacdo de foafo apos acdo da enzima selagem, mutada e
a proteina GFP no substrato (ATP). A concentracdo de ATP utilizadas foi de 1uM.
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4.4. Modificagdes estruturais associadas a mutac&87N

Visto a perda de atividade ATPase causada pelacAunjtaeria relevante investigar se
a perda da atividade da enzima foi devido a albemestruturais e por isso, foram realizados

experimentos de espectroscopia de Dicroismo Cirdi@®), gel filtracdo e modelagem
molecular.

Através da analise do espectro de dicroismo cirqdde-se verificar o contetudo de
estrutura secundaria e inferir o enovelamento dtefira recombinante. A sobreposicédo dos
espectros de TcSub2 e TcSub2K87N (Figura 4.19) rarmostque a substituicdo do
aminoacido Lisina por uma Asparagina nao resultowakeracdes significativas no contetdo
de estrutura secundéria da proteina. Observa-sgameena alteragdo em comprimentos de

onda menores que 208 nm, provavelmente devideenedies locais de estruturabélices e

alcas ¢oils).
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Figura 4.19. Grafico demonstrando experimento de Broismo Circular para avaliar estrutura
terciaria das proteinas TcSub2 selvagem e mutada.
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Para avaliar se ocorreram mudancas no estado oligomérico damarem solucao
decorrentes da mutacdo K87N, realizamos uma cromatografica tikragfio com TcSub2
selvagem e TcSub2 K87N.

A cromatografia de gel filtragdo € uma técnica amplamartilizada para a
purificacdo e determinagdo do raio hidrodindmico de polimeros, copolimaraparticulas
e proteinas (MORI; BARTH, 1999). Esse método baseia-se na sepdes;particulas em
funcdo do seu tamanho e forma. Esse processo de separaca@mwcoolanas empacotadas
com material poroso (poros de varios tamanhos) como silica gel, pelie&tireno, granulos
de vidro, entre outros (MORI; BARTH, 1999). Moléculas maiores temmad#iculdade de
difusdo para o interior dos poros do gel e, portanto, sdo eluidasampigismente pela fase
movel (solvente). J& as moléculas menores tém maior facilidgoeEndé&rar nos poros do gel,
fazendo dessa forma um trajeto mais longo pela coluna e, consequdatesardo eluidas

mais tardiamente.

Como observado na tabela 2, ambas as proteinas foram eluidas comamvoiesne
de eluicdo e portanto, possuem o mesmo estado oligomérico em solégaaligdo, atraves
do volume de eluicdo foi possivel determinar que a proteina encontra-derma
monomeérica em solucdo, uma vez que o volume de eluicdo da proteirspaudiee ao
volume de eluicdo de macromoléculas de 49 kDA. E interessante obgeevapesar de
ambas proteinas serem monomeéricas, a mutacdo K87N provavelnet¢ate distancia entre
dominio | e Il visto que a molécula possui um raio hidrodindmico maior Tq$ib2
selvagem, tal fato é evidenciado pelo menor volume de elui¢éo.

Ve MW
(mL) (kDA)
TcSub2 K87N 15,57 44,7
TeSub2 4608 40,1
Selvagem

Tabela 4.2 Volume de Eluicdo e Massa molecular estimada de TcSub2 Selvagem
TcSub2 K87N A Massa molecular foi estimada com base na comparacémerdheme de
eluicdo das proteinas em estudo e uma curva de calibragdo obtigaatemas que massa
molecular conhecidas.

A estabilidade térmica das proteinas selvagem e mutada tarfddéavaliada
utilizando-se a espectroscopia de dicroismo circular. Espectro® der@n coletados em

diferentes temperaturas e com 0 aumento da temperatura, note$eudanca de perfil nas

60



curvas, devido a desnaturacdo da proteina (Fig@€.4Através do célculo da temperatura
de melting (Tm), temperatura onde 50% da amostra encontraemegelada, é possivel
comparar a estabilidade térmica das duas prote@mgorme demonstrado na figura 4.20, o
calculo da Tm para cada proteina foi obtido e p@lgerificar que a proteina mutada € mais
estavel do que a selvagem, pois apresenta Tm dgrékfs, enquanto a Tm de TcSub2
selvagem é de 50 graus.
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Figura 4.20. Curvas de desnaturacdo térmica de Tcbh@ selvagem e Tcsub2 K87N/ariou-se a
temperatura de 20 a 90 graus e detectou-se odgirtitroismo em 222 nm.

Os espectros de dicroismo circular mostraram pequateracdo de estrutura
secundaria de TcSub2K87N em relacdo a TcSub2 sstvagjlém disso, a mutacdo também
altera a estabilidade térmica da proteina e pequehficacdo no raio hidrodinamico foi
observado por cromatografia de exclusdo molecAldim de investigar quais as possiveis
alteracOes estruturais advindas com essa mutagéojadelo tridimensional foi construido
de Tcsub2K87N e TcSub2.

Para que a hidrélise enzimatica aconteca, mudaesasiturais acontecem nas
proteinas DEAD box (Shet al, 2004) A estrutura de UAP56 humana (pdb id: 1XTdH)
mostra que o loop em vermelho é descolado apairalise de ATP. A sobreposicao
dessa estrutura com os modelos de TcSub2 e TcsdbPK®s mostram que antes da
hidrolise do ATP, a lisina 87 esta posicionado & whstancia de 2.9A de uma molécula de
Magnésio (MG") que mimetiza a posicdo do fosfato gama do ATP spré hidrolisado.
Ap6s a hidrolise, o posicionamento desta lisinaseorada é de 2.9 A de fosfato beta do ADP
(Figura 4.21).
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Figura 4.21. Sobreposicdo dos modelos estruturai® d'cSub2 selvagem e TcSub2 K87Noop

em vermelho modelado com base na estrutura de UABB®GNa anterior a hidrolise de ATP (pdb
ID: 1XTJ). Loop em azul modelado com base na agtiude UAP56 humana apds a hidrélise de ATP
(pdb ID: 1XTI). 1- indica posicionamento de K87 enmr a hidrélise de ATP, 2 — indica o

posicionamento de K87 apds a hidrdlise de ATP.

A substituicdo desse residuo por uma Asparagireceatrapalhar o posicionamento
e ligacdo de ATP na sua posicdo correta. Caso o #dposicione na mesma posicao
encontrada nas estruturas cristalograficas previtamesolvidas (PDB ID: IXTJ), o rotamero
de N87 mais distante de ATP estaria a uma distatecih. 5A do fosfato beta do ADP. Essa
proximidade caracteriza uma sobreposi¢cao e nacangada na natureza devido as forcas de
repulséo de Van der Walls. Portanto, a modificd¢8oN pode afetar a ligagédo de ATP e sua

hidrolise por ndo permitir seu posicionamento dorr® sitio catalitico.

4.5. Influéncia de RNAs na atividade ATPase.

A proteina TcSub2 é ortéloga a outras conhecidadsRi¢licases (como a UAP56 de
humanos, Sub2 de leveduras e PfuSZPsmodium falciparujnque estédo envolvidas no
transporte de RNA mensageiro do nucleo para olegopa (KOTAet al, 2008; NEWO |,
2014). Por este motivo, decidiu-se determinar buénicia de diferentes tipos de RNAs na
atividade de TcSub2, visto que existem dados deegsa interacdo altera a atividade de
outras ATPases (CORDINet al, 2006; SHENet al, 2004), assim como a afinidade da
reacdo de quebra do ATP. Foi realizado entdo umieisgnilar ao descrito no item 4.2.2,
acrescentando-se os diferentes tipos de RNAs géega& calculando a concentracdo de Pi

liberado em funcdo do tempo (Figura 4.22). As cpies utilizadas neste trabalho foram
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similares as utilizadas por SHE al. em 2007, quando trabalhou com a proteina UAP56, a

ortéloga a TcSub2 em humanos.

Conforme a figura 4.22, foi verificado que a adid@dRNAs aumenta a quantidade de
Pi liberado apds a acéo da enzima. Ainda, constat@ue todos os 3 tipos de RNAs testados

tiveram um impacto similar na atividade da proteina
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Figura 4.22. Gréfico demonstrando liberacdo de foato apds acdo da enzima selvagem na
presenca de 3 diferentes tipos de RNA

4.5.1 Avaliacéo da interacdo RNA-TcSub2

Sabe-se que a estabilidade das proteinas estinalda a sua energia livre de Gibbs
durante a desnaturacadQ), que € temperatura-dependente. Desta maneaa{amais alta
a temperatura, menor a estabilidade proted¢a € AH - T.AS), assimAG encontra-se igual
a zero quando as concentracdes da proteina enric@@o e desnaturadas séo iguais, sendo
gue, neste ponto encontra-se a temperatura de flUsganelting temperature) (BEADLIeL
al., 1999). Quando um composto se liga a uma prgtgéra um aumento na energia livre do

complexo, resultando consequentemente em um aurdarito.

A fim de demonstrar a interacdo RNA-TcSub2 e \eaifise essa interagcdo confere
maior estabilidade a proteina, foram realizadoseexyentos de desnaturacdo térmica na
presenca e auséncia dos 3 tipos de RNA utilizadesnsaios enzimaticos. A sobreposicéo

das curvas de desnaturacdo indicam que TcSub2agetecom todos os RNAs que
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influenciam positivamente em sua atividade ATP&$gufa 4.23). Essa interacdo € indicada
pelo aumento da estabilidade monitorada pelo awuméatTm. Além disso, parece que a
forca de interacdo € a mesma visto que o aumeniond@ similar na presenca de quaisquer

dos trés RNAs, conforme demonstrado na figura 4.23.
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Figura 4.23. Grafico demonstrando experimento de Broismo Circular para avaliar a
estabilidade da estrutura terciaria da proteina Tc8b2 selvagem na presenca de diferentes tipos
de RNA. Variou-se a temperatura de 10 a 90 graus. Os ditssedRNAs foram testados na presenca
da proteina TcSub2 e estao distribuidos no grébiodorme legenda.

Para avaliar se a interacdo com o RNA resulta @éeragbes conformacionais de
TcSub2, um experimento de dicroismo circular datgina na presenca do RNA foi
realizado. A sobreposicdo dos espectros de TcSub2presenca de RNA obtidos
experimentalmente com o espectro tedrico (reseltdatsomatoério dos espectros de TcSub2
sozinha e RNA sozinho, ambos obtidos experimentaiejeindica que a associacdo de
TcSub2 com RNA néo resulta em modificagBes ao migedstrutura secundéria, visto que as
curvas sdo muito similares (Figura 4.24). Pequeltasacdes a nivel de estrutura do tipo
(aumento do sinal em 222 nm) sdo observadas embZca presenca de RNA4 (Figura

4.24C).
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Figura 4.24. Grafico demonstrando experimento de Broismo Circular para avaliar
estrutura secundaria da proteina TcSub2 selvagem naresenca de diferentes tipos de
RNA. A linha Azul representa os perfis do RNA sozinholirdha verde representa a
deconvolucao teorica dos perfis obtidos pela leida proteina e do RNA em separado, a
linha vermelha representa o espectro da protedf@RNA na mesma amostra. A — RNA 1,
B—-RNA 2, C—-RNAA4.

Para aprofundar os conhecimentos dos mecanismaotedacao e ativacdo de TcSub2
por RNA é preciso a determinacao estrutural e estdé dinamica molecular dessa proteina
na presenca de RNAs ou compostos mimetizadoresnbdmto, isso podera ser abordado em
estudos futuros. E importante ressaltar que eaballio é o primeiro a demonstrar que o sitio
ATPase € essencial para a atividade da enzima 2¢Sul interacdo com diferentes tipos de
RNA bem como o aumento da estabilidade da proteitaabém da velocidade de hidrdlise

de ATP na presencga de RNA.
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4.6 Avaliar se 0 gene TcSub2 tem a mesma funcéo que o seu ortélogolebrucei

Trabalhos anteriores do grupo demonstraram que o silenciamento do gerwtedza
TbSub2 (ortéloga a TcSub2) por RNAiI €m brucej era letal ao parasita, pois 0s apos
72horas ndo eram mais viaveis e acabavam morrendo. Além dissemfonstrando também
gue o0 mMRNAs acumulavam-se no ndcleo (SERPELENIL, 2011), confirmando assim o
papel desta proteina como componente essencial da exportacdo de mRipamossomas.
Contudo, neste mesmo trabalho foi visto que TcSub2 ndo complementa a in@as2
em mutantes de levedura, sugerindo que cada organismos desenvolveu caspoment
mecanismos peculiares nesta via. Assim, mesmo Tbeucei seja mais préximo
filogeneticamente dd&.cruzi existem diferencas significativas quanto a biologia molecular
destes parasitas como a utilizacdo da variacdo antigén®@)(@ara evasdo do sistema
imune do hospedeiro e a sintese de mMRNAs por RNA Pol | (RUDENKO, RAREE;
PATTERTON, 2014). Sendo assim, a fungéo estabelecida por ensalolsranei, apesar da
alta conservacgéo de sequéncia, ndo pode ser diretamente atribuifiznaia_ogo, a idéia
desta etapa foi estabelecer um sistema de complementacdonéliremtre espécies mais
proximas filogeneticamente. Assim, seria possivel avaliar sxpsessdo do gene de
proveniente de TcSub2 seria suficiente para reverter o fenétipadoapskp silenciamento
do gene dd. brucei,isso alémde corroborar com conservacao da funcdo entre as proteinas
de T.bruceie T.cruzi também poderia ser usados para avaliar a conservacao da funcao de

proteinas ortologas de outras espécies de Tripanossomatideos e outros gruposase paras

Para o estabelecimento do ensaio, foi necessaria a obtencéahatgetn der. brucei
capaz de silenciar o gene ortélogo de TcSub2, além de construirveton de
complementacao contendo o gendderuzi

4.6.1 Obter populacdes transfectantes de T.brucei para estabelecer os ensaios de
complementagéao funcional.

Um clone da cepa 29-13 deypanosoma bruceajue permite que o parasito silencie o
gene de ThSub2 havia sido previamente obtido (SERPEEO&I2011) no entanto, quando
usamos este clone, ndo conseguimos reproduzir os fenétipos decomesitesaiamento de
TbhSub2 descritos. Por isso, foi necessario obter novamente da linhagerrdeaipauzir

RNAI para TbSub2.
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Logo, uma nova transfeccdo da cepa 29-13T dérucei utilizando o vetor p2T7-
177TbSub2a, que confere ao parasito a capacidadiedeiar o gene TbhSub2 foi realizada.
A clonagem dos transfectantes foi feita atravémdidologia d€ell Sortingem citometria
de fluxo. Foram selecionados 9 clones através ded@ddo antibidtico de selecdo
Fleomicina. Foram testadas diferentes concentragédteomicina para selecdo, assim, no
fim, foram obtidos 5 clones cultivados na concegétoade 5ug/ml e 4 clones na concentracao

de 10ug/ml.

Uma triagem inicial nestes clones foi realizadaurziddo-se o RNAi por 48 horas
pela a adicao de tetraciclina na concentracado damuO silenciamento foi verificado pela
deteccdo da proteina TcSub2 através da técnicandaofluorescéncia indireta. Como
visualizado na figura 4.25, os clones 1, 2, 11,182 14 tiveram diminui¢cdo consideravel na

fluorescéncia de TbSub2 apds inducdo de RNAI, cesperado. Contudo os clones 3,4 e 5

nao apresentaram diferenca significativa (dadosmégirados).

NI | NI |
h .. o . .
o .. o ..

o . . o

Figura 4.25. Analise de imunofluorescencia para aliar a diferenca da expressdo de ThSube
nos clones com RNAI induzidoAnti-corpo utilizado: anti-Sub2 conjugado com aled@8. NI:
controle dos clones onde o RNAI n&o foi induzid&lbnes adicionados de tetraciclina.
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Paralelamente, foi realizado um ensaio de Westenpara confirmar a diminuicdo dos
niveis da proteina TcSub2 apos inducdo do RNAindirooar a eficiéncia de silenciamento

dos clones previamente selecionados por Imunofgérecia (Figura 4.26).

Clone 1 Clone 2 Clone 4 Clone 11 Clone 12 Clone 13
NIl I NI I NI I N | N | NI |

50Kda mmmm e - s e s ThSub?2

——— - S—— I— 7.\ D]

Figura 4.26: Perfil de decaimento dos niveis de TaB2 nos clones transfectadosiferentes
clones de parasitas transfectantes forma cultivadosneio contendo ou néo tetraciclina. I: amostra
cujo o RNAI foi induzido por tetarciclina; NI: amoa cujo o RNAI ndo foi induzido.Wester blot
utilizando-se anticorpa-Sub2 ea-GAPDH revelado com enzima fosfatase alcalina, geteccéo
cromogénica. A proteina GAPDH foi utilizada comamalizadora.

A partir destes resultados apresentados foi obdergae os clones 1, 2 e 11
apresentaram maior diferenca na quantidade deipaoemtre a amostras de parasitas com
RNAI nao induzida e induzido. Por isso, estes ddieeam selecionados e um novo ensaio
para obtencao de curva de crescimento apos a imdiac&ilenciamento visando a avaliacao
da viabilidade dos parasitos, foi realizado. Pasm,ifoi feito um inéculo inicial de 5.10
parasitas por ml com adicdo de tetraciclina panglacéo do RNAI. Esta cultura foi incubada
ao longo de 96 horas e as contagens de parasitdeitto a cada 24h. As curvas de
crescimento dos parasitas induzidos e ndo induadosmostradas na figura 4.27. Como
pode ser observado, os resultados obtidos comass timhagens mostram que inducao do
RNAI afetou a multiplicacdo do parasitas ja apols. Zste tipo de resultado reproduz o que
foi obtido anteriormente por Serpeloni e colaborad@2011).
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Figura 4.27: Curva de crescimento dos clones trarettados com o vetor p2T7-177RNALinha
azul culturas ndo induzidas com tetraciclina. Limaamelha: culturas induzidas.

O proximo passo, apds a obtencédo do clone queckileno gene da proteina TbSub2
emT. brucej foi a construgdo do vetor de complementacéo pAtvtendo a sequéncia do
gene d€l. cruziselvagem e da sequéncia mutada (K87N). Foranzagals as amplificacdes
destes genes por PCR utilizando uma enzima polgeede alta fidelidadeTaq DNA
Polimerase Platinum Hi-Fie os iniciadores descritos no item 3.12. Foramsemieados
oligonucleotideos “forward” contendo sequéncia éidinas para codificar a etiqueta His.
Como molde foram utilizados o DNA gendmico Hecruzicepa Dm28c para amplificacao
da sequéncia do gene selvagem e o vetor pPDONR™Z(MHPEK87N previamente construido
como molde para a amplificacdo do gene mutado.nfAgsara cada sequéncia (selvagem e
mutada), foram obtidos dois tipos de amplificacGma com os iniciadores “forward”
contendo os codons da etiqueta de histidinas e @agm os codons de histidina. . As

amplificacbes foram visualizadas em géis de agdfagara 4.28).
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Figura 4.28. Andlise do perfil eletroforético dos pdutos de PCR provenientes do gene TcSub2.
Gel de agarose 1% ap6s coloracdo com solucao detrrale etideoA — Amplificacdo da sequéncia
contendo os cédons da etiqueta de histidina. B- lficggdo da sequéncia sem a os cédons da
etiqueta de histidina. M: marcador de massa maecapresentado em pares de bases. 1: produto de
PCR correspondente ao gene TcSub2 selvagem, dutprde PCR correspondente ao gene TcSub2
mutado (K87N).

Os produtos amplificados foram utilizados para atem em pGEMT-easy A
confirmacgdo da clonagem e selecdo de alguns cldedsactérias foi realizada conforme

descrito no item 3.6. Os plasmideos foram extraiditizando-se (Qiaprep® Spin Miniprep
Kit (QIAGEN). Para analisar a presenca do insertplasmideos foram usados como molde
em reagfes de PCR para todos os casos. A confiondgdpresenca dos insertos esta

demonstrada na figura 4.29.
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Figura 4.29. Andlise do Perfil eletroforético dos mdutos de PCR para clonagem das sequencia
selvagem e mutada do gene TcSub2 em vetor pGEM Tsga Gel de agarose 1% ap06s coloracéo
com solucdo de brometo de etided — Insertos construidos com etiqueta de histidBralnserto
construido sem a etiqueta de histidina. M: marcadomassa molecular representado em pares de
bases. 1 e 2: produto de PCR correspondente aoTgsheh?2 selvagem, 3 e 4: produto de PCR
correspondente ao gene TcSub2K87N.

Apb6s sequenciamento, foi selecionado entdo um ctneada um dos 4 clones
testados (selvagem e K87N/ com ou sem a etiquetéstidina) e realizada entéo a digestao
dos vetores purificados com a enzima Bstz17, plesaalcdo do inserto e posterior clonagem
no vetor de complementacado pAD74. O observadoueiag vetores contendo os insertos de
TcSub2 anexado a etiqueta de histidina nao forayaridios completamente e ndo houve
liberacdo dos mesmos. Ja nos vetores que contimhamserto sem a etiqueta, houve a
liberagcdo dos mesmos (Figura 4.30).
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Figura 4.30. Perfil eletroforético dos produtos déCR para confirmacao da digestao dos
vetores pGEM T-easy, contendo o gene TcSubZel de agarose 1% apds coloracdo com solucao
de brometo de etidedM: marcador de massa molecular representado ees plarbases. 1: produto
de PCR correspondente ao gene TcSub2 selvagem taprat& de histidina, 2: produto de PCR
correspondente ao gene TcSub2 mutado sem etiqeethistidina, 3 e 4: produto de PCR
correspondente ao gene TcSub2 selvagem com etigleethistidina, 5 e : produto de PCR
correspondente ao gene TcSub2 mutado com etigeetéstidina, C: Controle - pGEM T-easy néo
digerida

Foram realizadas vérias tentativas de clonagemnmsirto com a etiqueta de histidina
e com outras etiquetas, porém em nenhuma delg®$sivel liberar o inserto apds digestao
das construcbes em pGEM T-easy. Dessa forma,sest@s correspondentes as sequéncias
sem etiqueta foram utilizados para a clonagem etor \d® complementacdo pAD74. A
confirmacdo dos clones positivos esta na figuraxabéfigura 4.31). Todos os clones
analisados tiveram o inserto amplificado.
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Figura 4.31. Perfil eletroforético dos produtos dé°CR para confirmacédo da presenca do
gene TcSub2 no vetor pAD74.Gel de agarose 1% apds coloracdo com solucdo aeetrade
etideo M: marcador de massa molecular representado ess parbases. A: Clones contendo vetor +
inserto TcSub2 selvagem, B: Clones contendo veioseto TcSub2 mutada. 1 a 8: produto de PCR
correspondente ao gene TcSub2 provenientes demtiésrclones de bactériascoli Dh5a.

Os vetores foram transfectados €nbruceicepa 29-13 com a habilidade de silenciar
0 gene ThSub2 conforme o descrito no item 3.7. Adfastes o vetor pAD74 contendo o
vetor sem o inserto (com GFP, confome mapa do v&arbém foi transfectado para ser
utilizado com controle negativo. Os parasitos fosstecionado com basticidina, resisténcia
conferida pelo vetor pAD74. ApOs selecdo dos tewmtahtes estes foram congelados

utilizando-se 10% de glicerol em meio LIT suplenagiatcom 30% de SBF.

A fim de confirmar se a insercdo do vetor de dementacdo mudaria o perfil de
crescimento do parasito, realizamos uma curva egcicnento no parasito que continha o
vetor sem inserto (contendo GFP) e foi verificade gste ndo atrapalha o crescimento, além

disso a GFP ndo altera este fenétipo no parasids iaplucdo com tetraciclina. Assim sendo
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este transfectante pode ser utilizado como contregmtivo nos ensaios de complementacao
funcional (Figura 4.32).
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Figura 4.32: Curva de crescimento dos clones trarettados com o vetor p2T7-177RNAi e com o
vetor de complementacdo pAD74 - GFPLinha azul culturas n&do induzidas com tetrag#liLinha
vermelha: culturas induzidas.

O préximo passo seria realizar 0os ensaios de coneplacdo, porém devido aos
problemas gerados na construcdo do vetor (ndodesipel digerir o inserto contendo a
etiqueta de histidina, que era prioridade) na@émsivel realizar os ensaios a tempo. Porém
as ferramentas estdo prontas e os ensaios sel@ades no intuito de estabelecer um
sistema de complementacdo funcional que possat#igado posteriormente para testar
genes ortdlogos de outros tripanosomatideos e @ssiar estabelecer um padrdo entre estes

organismos.

74



5. DISCUSSAO

A auséncia de controle gene-especifico durante a transemgddpanossomatideos
torna os eventos pos-transcricionais importantes para a regdegipressao génica nestes
organismos. Dentre as etapas pdés-transcricionais, a exportag@i@Ne do nucleo para o
citoplasma ainda é carente de informacgfes quanto ao seu mecanésspuudds evidéncias
funcionais sobre proteinas envolvidas neste evento e muitos dos dadosdpsbdistio
relacionados com estudos apenas em organismos-modelo (KOHLER;, HI0BT). Em
tripanosomatideos ainda ndo se tem estudos desvendando 0s processos peitoRiNAl o
maduro consegue atravessar a membrana nuclear. As varias ddenanexpressao génica
destes organismos nos leva a acreditar que o processo de exportacdo de mRNAdahzhém t
suas peculiaridades quando se comparado ao dos outros eucariotos. Let@aneim i
consideracao, este estudo teve como objetivo estudar a fungcao e esguiwdub2, uma
proteina essencial para exportacdo de mRNA em tripanosomatidéamente conservada
ao longo da filogenia de eucariotos (SERPEL®MNL, 2011).

A proteina TcSub2 € uma proteina RNA helicase da familia DEADHzia familia
é formada por proteinas que normalmente utilizam ATP como fonéaetgia. Por isso o
primeiro passo foi verificar se a proteina TcSub?2 tinha estefsitPse funcional. Para tanto,
foram realizados ensaios de atividade com o auxilio do kit ATRasAssay (Innova
Biosciences), que mede a liberacéo de fosfato via reacdo cdlaranquando é misturada a
proteina e ATP. Constatamos que a proteina TcSub2 tem seu dominie AdriRésnal com
velocidade méaxima de acdo de 0.505uM/min, coeficiente de dissodkapdaé 160uM e o
valor deturned over(Kcat) de 1,6/min. O valor de Km, nos mostrou a afinidade que a
proteina tem pelo substrato (ATP), representando a concentragébsti@ato a qual metade
dos sitios ativos estdo preenchidos, consequentemente, onde a velocidaddalé igual a
metade de Vmax. Além disso, o0 Km esta relacionado para agafigtantes de dissociagao.
Quando a taxa de dissociacao do complexo ES (k + 2) no produto € muitmairaiso que
a dissociacdo em E e S (k-1), o Km descreve a constante ddadi&@sato complexo ES, a
forca do complexo. Sendo assim, quanto maior o valor de Km, menor afidiglateima
pelo substrato. A afinidade de TcSub2 por ATP pode ser considergdpuatido comparada
a outras proteinas dentro da familia DEAD box, como por exemplamteir@a humana p68,
gue possui um Km de 1000 pM (IGGO; LANE, 1989) e do fator de traducdé ejée
possui um Km de 470M (BLUM et al, 1992), ou outras proteinas que ndo helicases como
a p-galactosidase, cujo o substrato é a Lactose que tem um Km qeMRR4ELD, 2007).
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As helicases da familia DEAD box possuem um Km variando de 80uMMie um Kcat
variando de 0,3 (ROGERS& al, 1999; ROGERSt al, 2001) a 600/min (CORDINt al,
2004), portanto os valores encontrados para TcSub2 estdo de acordo comfoi glesgéito
na literatura para proteinas desta familia. A velocidademaaxia reacdo catalisada pela
enzima TcSub2 é alta com relacdo aos outros membros da mesiredarproteinas, visto
gue o valor da velocidade para a enzima ort6loga de humanos UAPS5086& M/min e
valor do Kcat na presenca de ATP em associacdo com o RNApFalémadamente 0,3/min
(SHEN et al, 2007), ou seja, valores inferiores ao encontrado para TcSub2 (505uM/min e
1,6/min) . Assim sendo poderiamos inferir que a enzima. aeuzihidrolisa o ATP mais
rapidamente que a sua ortéloga em humanos. Além disso, o valor denkoatrado para
UAP56 na presenca de RNA além do ATP é de 0,25/min (SetEM, 2007), similar ao
descrito para elF4A (0,3/min) (ROGERS al, 1999; ROGERStt al, 2001) e também
inferior ao encontrado para a proteinalderuzi

TcSub2 € uma proteina de ligacdo a RNA dependente de ATP. Qoaadalisada a
cinética da reacdo da enzima TcSub2 na presenca de difeigosedet RNA, foi verificado
gue a proteina nao é estimulada preferencialmente por nenhum dadetiRbEAs testados.
Na literatura, com a excecao de DbpA (que deve estar envolvidamagem da subunidade
maior do ribossomo em bactérias) e proteinas relacionadas HRIPIACE et al, 1993;.
KOSSEN; UHLENBECK, 1999), ndo existe relato de alguma proteétiaase da familia
DEAD box que seja especificamente estimulada por um tipo de RRRDIN et al., 2007).
No presente trabalho, usamos como base para execucdo do enga@ssNOS parametros e
sequéncias de RNAs descritos nos ensaios publicados para UAP56 €BIAERDO7) e os
resultados encontrados para a proteina UAP56, corroboraram com @sslasgcl, onde nao
foram encontrados RNAs especificos que alterem consideravelanatnelade ATPase. De
modo geral, a presenca de qualquer dos RNAs testados neste tcalpéthmiram para um
sensivel aumento da velocidade da enzima, sendo este de até 4l\%dadeaenzimatica..
Estes mesmos resultados foram encontrados por outros grupos, pgrém de aumento
desta atividade devido a ligacdo ao RNA entre as proteinas destea fparece variar, de
proteina para proteina. Cordin e colaboradores em 2004 demonstraram gsenaapde
RNA aumenta a atividade enzimatica de Dedl, que € um fator decéocde traducéo e
Rocak e colaboradores em 2005 demonstraram essa mesma alteragéeina Has1, que
esta envolvida na maturagédo de RNA ribossomal. Da mesma forraa peoteina UAP56 a
adicdo do RNA na reacdo causou uma diferenca ainda maior navgledatenzimatica, que
foi aumentada em até 20 vezes (SHE&Nal, 2007). Isto é bastante interessante pois essa

analise comparativa entre as proteinas TcSub2 e UAP56 mostra Suie2Tgossui maior
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afinidade ao substrado ATP do que a UAP56 e por outro lado, que a ativilRdseAde
UAP56 é bastante influenciada pela presenca de RNA. Na prederg@uM de RNA, a
velocidade maxima da reacdo catalisada por UAP56 é 3,8 vezes quenar velocidade
maxima da reacao catalisada por Tcsub2.

Vale lembrar que nem todas as proteina da familia DEAD &oxestimuladas por
RNA. Surpreendentemente, foi encontrado que Dbp9 € inibida pela pret=iRNA e
estimulado por DNA (KIKUMAet al, 2004). Esta proteina é necessaria na biogénese da
subunidade 60S do ribossomo (DAUGER®MNal, 2001), porém os autores discutem que
estes resultados precisariam ser confirmados e analisados ext@dnblogico. A presenca
de cofatores e diferentes parceiros também podem contribuir ptivedade ATPase destas
enzimas. No entanto no caso da familia DEAD box parece haverelagaa direta entre a
atividade ATPase e o estabelecimento de diversas interacoesaiptoteina e proteina-
RNA.

Os tripanosomatideos, incluindo To cruzi possuem grandes diferencas em seus
mecanismos de expressao génica, por exemplo, utilizam o transesplca processar seus
MRNAs ao invés do cis-splicing utilizado pela maioria dos eucarietessas diferencas em
eventos moleculares poderia justificar papéis diferentes enpteinas TcSub2 e UAP56,
apesar da similaridade de sequéncia de aminoacidos entre essas [geteiad&9% .

A familia DEAD box possui vérias regides consenso. Dentre elasotivo |,
localizado no dominio | é responsavel pela ligacdo ao ATP. Esseommissui uma
sequéncia de aminoacidos muito conservada ao longo de toda a filogerii& (ORUZ et
al., 1999). Essa conservacao pode refletir a conservacdo na atividadee ABRaes e
colaboradores em 2007 realizaram uma mutacao neste sitio de U € constataram
a perda da funcdo ATPase da enzima, como verificamos quedestmio € muito
conservado em TcSub2 (K87) nosso grupo com o interesse de verificatasges nesse
sitios poderiam abolir a atividade ATPase da proteina.ctezi, realizou uma mutacdo em
TcSub2 no mesmo local. Foi entdo, da mesma forma que nas analiskB5i tbalizada a
substituicdo de um nucleotideo que modificou o cédon de um amino&cido Lisinanpara
Asparagina na posicdo 87 da sequéncia de aminoacidos da proteina Tc8uN2 K
proteina mutada TcSub2K87N foi purificada e ensaios de atividade eopaimmaistraram
gue a mutacdo causou perda da atividade ATPase. Esse resultadturg@eendente, visto
gue 0 mesmo aconteceu para outras proteinas da familia DEAD btixegjam este mesmo
aminoacido modificado: UAP56, DbpA, elF4A, Dedl (SHENal 2007; BLUM et al,
1992; PUGHet al, 1999, CORDINet al, 2004). Logo, isso reforca a conservacdo dos

residuos do sitio ativo e sua importancia para a atividade da proteina TcSub2.
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Enzimas que tem suas sequéncias de aminoacidos alteradas podsemtapre
modificacbes na sua estrutura terciaria, impossibilidade de famracbes com outras
moléculas (estrutura quaternaria), além de poderem perder afiaidage substrato levando
a perda de sua fungéo. Além disso, proteinas recombinantes sdo péuzideganismos
diferentes do natural, o que poderia afetar o enovelamento cornetotdimas. O Dicroismo
circular (CD) na regido espectral UV distante € provavelmaritecnica mais amplamente
reconhecida na aplicagdo da espectroscopia de absorcdo polarizada pstudo das
biomoléculas e por isso, pode ser aplicada para verificar 0 cenmetelamento de proteinas
e assim averiguar alteracdes na estrutura terciaria desinas causadas por uma mutacao
realizada sinteticamente (BEROVA{ al, 2000; GOZDEKet al, 2007; NAYAK et al,
2013) ou pela expressdo heterdloga. Por isso, este ensaio foidatipasa comparar o
contetdo de estrutura secundéaria de TcSub2 e TcSub2K87N e assimnazificaroducéo
em bactérias. coli poderia ter alterado o enovelamento das proteinas assim como se a
auséncia de atividade por TcSub2K87N é resultante de altera¢@gsras induzidas pela
mutacao. Os resultados mostram que ambas as proteinas apresesfge de dicroismo
circular condizente com estruturas ricas erhélices, o que nos indica o seu correto
enovelamento. Portanto, essas analises foram importantes paratatogse apesar de
TcSub2 ter sido expressada em um organismo procarioto, a estrutprateiaa é muito
provavelmente similar a proteina nativa. Além disso, foi possivdicaerque apesar da
mutacao realizada no sitio de ligacdo ao ATP, a proteina TcSub2K&téve sua estrutura
terciaria muito similar a proteina selvagem. Sendo assinfie@gio do aminoacido em
guestao nao resultou em perda da estrutura terciaria da pros@im&m alteracdes locais no
sitio ativo, que provocaram a perda da sua funcéo.

Para tentar elucidar esta hipotese foi realizada uma modelag®aectular das
proteinas TcSub2 e TcSub2K87N, o observado foi que antes da hidrolise da Isiig 87
estd posicionada & uma distancia de 2.9A de uma molécula de Magnégid qhMe
mimetiza a posi¢do do fosfato gama do ATP que serd hidrolisadmahdo verificamos a
modelagem da proteina mutada, constatamos que o rotamero de N87 taais dis ATP
estaria a uma distancia de 1.5A do fosfato beta do ADP. Assimstituicdo desse residuo
por uma Asparagina parece atrapalhar o posicionamento e ligagdbPdea sua posicao
correta, caso o ATP se posicione na mesma posi¢cdo encontradeutaasscristalografica
previamente resolvidas (PDB ID: IXTJ). Essa proximidade camaatuma sobreposi¢céo e
nao é encontrada na natureza devido as forcas de repulsdo de VanllsePuvianto, a
modificacdo K87N pode afetar a ligacdo de ATP e sua hidrolisenforpermitir seu

posicionamento correto no sitio catalitico. Na proteina UAP56, duesie Lisina esta
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localizado na posicédo 95, e devido a resolucdo da sua estrutteizeds sabe-se que os
atomos de oxigénio do fosfato do ATP/ADP fazem 3 ligacdes de hidoogém 0s grupos
amida de Gli-92, Gli-94, Lis-95. Além disso, 4&tomd dd fosfato faz uma ligacdo adicional
com o nitrogénio (N) do grupamento amida da Lis 95 (8Hal, 2004), estas ligacdes
também foram observadas emPrp5p (proteina envolvida no splicing) (@HAML, 2013).
Se pensarmos na importancia da posicao do atomo N, poderemos infexrimmpaficacao
por uma Asparagina, no local onde deveria ser uma Lisina, corrobora goenencontramos
na modelagem molecular, pois este atomo esta localizado em pabfedente na
Asparagina, o que faria com que a dinamica de ligacdo acABHRP$eja modificada e ndo
seja eficiente. Este resultado acrescido da constatacéo epirutra terciaria da proteina
mutada ndo é alterada corroboram com a hipétese de que a perdaddaleathTPase é
devido a altera¢gBes nas interacdes realizadas pelo sitio da proteina comatsAbBtr

Para avaliar a estabilidade da proteina, existem métodoslbasera desnaturacao
térmica que sdo cada vez mais utilizados para estudar l&soda rastrear condicbes que
possam estabilizar proteinas, identificando possiveis ligantasSHERD et al, 2006;
VEDADI et al, 2006; CROWTHERet al, 2009). Por isso utilizamos espectros de CD
coletados em diferentes temperaturas para avaliar a ekdbiltérmica das proteinas. Foi
possivel verificar que mutacdo nao alterou a estabilidade de TcSub@idade a proteina
contendo a mutacdo tem maior estabilidade do que a selvagerm Eobkecido que s&o
varias as forcas que contribuem para a estabilidade de uména@retas interacdes que
contribuem para o maior empacotamento (ROSE; WOLFENDEN, 1993; LAZISRet al,
1995). Dentre elas, interacbes hidrofébicas, interacbes de Van disr &Vpontes de
hidrogénio sdo as ligagcdes que mais contribuem para a estabilidpd®teiaa (Pacet al.,
2014), além disso grupos —OH, mesmo que nao estejam formando pontes denibidrogé
também fazem consideravel contribuicdo (PA&Eal, 2001). Trocamos um aminoacido
Lisina (Lys ou K) por uma Asparagina (Asn ou N). Os dois aminoacidos sdeggarém a
Asparagina possui um sitio a mais que fica disponivel para fponges de hidrogénio e isto

poderia justificar entdo a maior estabilidade térmica da proteina TcSURZKRjura 5.1).
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Figura 5.1. Representacdo esquematica dos aminodaglLisina e AsparaginaNo
circulo vermelho estdo apontados os atomos daaé#ateral capazes de fazer ligacdo de

hidrogénio.

Varios grupos utilizam a técnica de CD também padficar possiveis interacfes
entre proteina-ligante, determinando em qual estapimteina esta mais estavel (SCHEIN
al., 2006; CORDEIRCet al, 2001). Quando foi verificada a estabilidade adgina TcSub2
na presenca dos diferentes RNAs, observamos queders 0s casos, a presenca do RNA fez
com que a proteina perdesse estrutura tercidnmaate@mperatura maior, ou seja, reflexo do
aumento de sua estabilidade . Isso acontece pestahilidade de uma proteina € maior
quando ela esta complexada com o seu ligante (PANINXID et al, 2001). Além disso,
este resultado também mostrou que a alteracéotalilielade da proteina ndo depende do
tipo RNA utilizado. Neste caso, quaisquer dos RNAstados contribuiu na mesma
proporcdo para 0 aumento da estabilidade de TcSub®jo este fato complementa o
resultado observado nos ensaios de atividade ATdRasgie a enzima ndo tem preferéncia
por tipos ou sequéncias de RNAs para sua funcagdssivel verificar que a sobreposicao
dos espectros de TcSub2 na presenca de RNA oldigmyimentalmente com o espectro

tedrico (resultante do somatério dos espectros agufi2 sozinha e RNA sozinho, ambos
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obtidos experimentalmente) ndo apresentou diferenca, sugerindo queiacassbe TcSub2
com RNA ndo resulta em modificacbes em nivel de estrutura sei@)ndsiio que as curvas
ficaram muito similares. Contudo, uma pequena alteracdo na estipdurdoi observada na
curva de TcSub2 com o RNA4. Para tentar elucidar o motivo dagitemprecisaria ser
determinada a estrutura de TcSub2 na auséncia e presenca d@RN& as técnicas usadas
nesse trabalho ndo possuem resolugcédo para tais interpretacoeg dardodeterminado a
forma como estes diferentes RNAs se ligam ao sitio de ligagcdo em TcSub?2.

Os dados obtidos in vitro tem sugerido que Tcsub2 tenha atividadentifede seus
homologos, mas para elucidar o papel exato da proteina na via deekpale mRNA, sdo
necessarios mais estudos funcionais, que abordem a funcdo da protepietec e nao
apenas o sitio ATPase. Apds a confirmacdo de que TcSub2 hidrolise All€age com
diferentes RNA, € logico pensar que o domino desta proteina é elsentia
tripanosomatideos para prover uma fonte alternativa de energia gae transporta mRNA
através do complexo TREX, jA que € bem conhecido em outros eucajetas via de
exportacdo de mRNA néo utilizada RanGTP e sim ATP. Além disso,base nos estudos
prévios do grupo realizados por Serpeloni e colaboradores em 2011, TcSubr2céakpara
a exportacdo de mRNA localizada em sitios onde ocorrem arig@aspela RNA pol I,
polimerase responsavel pela sintese da maioria dos mRNA.i84stcseria razoavel pensar
gue em tripanosomatideos TcSub2, assim como as proteinas homologassieumatriotos,
possa também estar envolvidas neste mecanismo provendo uma fonergie para que
este processo ocorra, assim ensaios funciam&iso poderiam ajudar a sustentar esta ideia.

Como citado anteriormente, a funcdo da proteina ortéloga de UAP56/Sub2 em
tripanosomatideos foi confirmada através de ensaioiso de RNAiI emT.brucei(TbSub?2),
onde a diminuicdo da expressdo da proteina causou o acumulo de mRNA nocafrcleo
consequente morte do parasita (SERPEL@MNIal, 2011). Portanto, um ensaio de
complementacao funcional, inserindo-se o gen€.deuzi(TcSub2) para reverter o fenétipo
causado pelo RNAI de TbSub2 forneceria uma metodologia adequadeepfcar se as
duas proteina teriam a mesma funcéo, visto a possibilidade der atigldade da proteina
em um contexto celular. Adicionalmente, os ensaios de complementagtam ser feitos
com a proteina mutada em diferentes motivos, tornando este um ensginadpr para
dissecar os fatores essenciais para atividades desta proteina no cehitadto c

Logo, a técnica de RNAI é uma metodologia que vem sendo bastdizeeda como
em analises de genética reversa (FRASER., 2000; MORRISt al, 2002; Kamattet al,
2003; PFLANZet al, 2015). Da mesma forma, ensaios de complementacao funcional podem

ajudar a entender a funcdo de uma proteina pois visam avaliarpsesséio de uma
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determinada proteina consegue restaurar o fendtipo causado pelo rmEcautegene de
funcdo semelhante, como comumente utilizado em leveduras (YA®DAY, 2014; WANG
et al, 2014). Este tipo de ensaio também pode ser feito em tripanossomaideste caso
visa entdo restaurar o fenotipo de silenciamento de um gene aposoirdtugaNAI,
(RUSCONIet al, 2005; PEDROSAt al, 2002).

Sendo assim, um dos objetivos deste trabalho seria estabelecensamo de
complementacéo funcional para estudo da funcdo de Sub2 em tripanddsosmaim dos
motivos que noés levou a investir neste tipo de abordagem foi o fato dgpeser de serem
organismos filogeneticamente relacionados, alguns mecanismos gers@iwobastante
diferentes, como por exemplo, a presenca maquinaria de RNAI apenasbencei e ndo
emT.cruzi (KOLEV et al, 2011;DAROCHA et al, 2004 ou a presenca de mecanismos de
regulacdo transcricional de proteinas de superficie (VSGs) WRANt al, 2014) para
evasao do sistema imune dmbrucei que nao existe em.cruzi Por isso, ndo podemos
inferir diretamente que as duas proteinas tem a mesma funcés des organismofe
fato, alguns trabalhos anteriores ja demonstraram que proteinaseqoui@ncia similares
nestes dois organismos. (cruzie T. bruce) ndo apresentavam a mesma funcéo (RUSCONI
et al, 2005). Dessa forma estes ensaios de complementacédo ajudariannnaac@funcao
desta proteina ef. cruzi ja que o nocaute nao foi viavel inviabilizando avaliar o fenétipo
causado pela perda da proteina no proprio organismo. Além disso, como nmiEneicinga,
este tipo de ensaio poderia ser usado em analises de regidesaessia proteina. Outra
utilidade seria a avaliagcdo da conservacédo de funcdo de gemaisadeespécies de parasitas.
De modo geral, ensaios de complementacdo funcional envolvendo organismos
filogeneticamente proximos, poderia ajudar a ampliar contribuicda dberdagem no caso
de estudos de vias e mecanismos mais especificos de paras#taappear de levedura ser
um organismo modelo e bem apropriado para esta abordagem, ele é filogeaets
divergente de muitas espécies de parasitas o que dificulta seuamsaralises mais
detalhadas na identificagcdo de componentes de uma via. Esse, f@ potaexemplo da
propria Sub2 (ortéloga a UAP56 e TcSub2), pois quando foi realizado ensaio de
complementacdo funcional com a expressao do gene de TcSub2 erapandedevedura
nocaute de Sub2, néo foi possivel restaurar o fenotipo letal.

Assim, para estabelecer esta abordagem de complementacaondlunem
tripanosomatideos, primeiro avaliamos a similaridade da sequérci@doagene d&. brucei
com a sequéncia correspondente do gen€. deuzi Neste caso, verificamos que a regiao
alvo deT. bruceipossue identidade de 80% com a sequéncia do geherdeie de acordo

com trabalhos anteriores (RUSCO&®&tlal, 2005), esta diferenca seria suficiente para que a
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maquinaria de RNAI d&. bruceindo reconhecesse o0 mRNA codificado pelo gene deuzi

e assim apenas 0 mMRNA alvo codificado pelo gend.dbrucei seria degradado pela .
Posteriormente, partirmos para a etapa de obter uma linhagem bieicei capaz de

reproduzir o fendtipo letal e de acumulo de mRNA no ndcleo apdés o aitetio da

proteina TbhSub2 como publicado anteriormente por Serpeloni e colaborawio2841. Vale

ressaltar que a linhagem obtida neste trabalho ndo pode ser upadatgum motivo, ndo
foi possivel reproduzir os experimentos com essa linhagem. Comaisprediso gerar nova
linhagem para o objetivo proposto.

Enfim, foi possivel obter a linhagem dos parasitoBrucei29-23-RNAi, contendo os
vetores pAD74TcSub2, pAD74TcSub2K87N ou pAD74GFP. Apos transfeccdo do vetor para
expressdo do RNA dupla fita, os parasitos foram selecionados e cloAaddises tipo
Western Blotforam executadas com amostras de diferentes clones paraaveeifiquais
clones a inducédo do RNAI foi eficiente, causando a diminuicdo dos divgisoteina alvo.
No fim, um dos clones com maior eficiéncia no silenciamentodoolkido para uso nos
ensaios futuros. Um curva de crescimento obtida com este cloneoungge apds 48horas
de inducdo com tetraciclina, os parasitos morreram, reproduzindo asinotipo letal
obtido anteriormente por Serpeloni e colaboradores em 2011. Posterioreséaniegnhagem
foi transfectada com o vetor de complementacdo contendo o gehdpBB74GFP) para
gerar uma linhagem controle. Apos selecdo desta linhagem, faadeaum ensaio de
inducdo de RNAI a fim de verificar se o vetor sozinho poderia imterfe feno6tipo obtido
anteriormente apos a inducdo do RNAI. Foi observado que sem inducéo cmiolitedr oS
parasitos contendo o vetor de complementacdo sem TcSub2 se dividiraainmemte e ao
serem induzidos com tetraciclina os parasitos morreram. Issa pu@s o vetor escolhido
para a complementacdo pode ser utilizado como controle negativo e qoe movei sé ndo
muda o fenotipo obtido com o silenciamento do gene ThSub2. Assim, a linhadgeNAde
foi transfectada entdo com o vetor de complementacdo pAD74TcSub2 e
pAD74TcSub2K87N e os parasitos foram selecionados com antibiotico agoop@iam
estas linhagem, pretendemos realizar os ensaios de complemeuntagéoal, para analisar
se ocorrerd o acumulo do mRNA no nucleo e morte dos parasitos onmess&o do gene
deT. cruzisera suficiente para reverter o fenotipo causado pelo silemt@muohe@ gene dé.
brucei Esses resultados além de nos fornecer a prova de principioatestiagem, nos
ajudard a confirmar que a funcdo do geneTeonuzi esta conservada. E futuramente, esta
abordagem sera utilizada para analises funcionais mais detatfestagroteina e de outras

da via, como exemplificado mais acima.
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6. CONCLUSOES

v A determinacédo da atividade APTase da proteina TcSub2, nos pewonifitmar
gue este sitio, caracteristico das proteinas helicases dia f&RBRAD box é
funcional nesta proteina. Também foi possivel determinar queneladglocidade
alta de acédo em relacéo a outras proteinas da familia.

v A presenca de RNA na reacdo causou um aumento da velocidade de acdo de
TcSub2, no entanto, a sequéncia de RNA néo alterou os valores deternthados.
seja, a ligacdo de RNA melhora a atividade da proteina, no entaateragdo
nao é especifica da sequéncia do RNA.

v A mutacdo realizada em TcSub2 no sitio ATPase, gerando TcSub2K87N,
acarretou a perda da funcéo de hidrolise de ATP da proteina, comproyendo
regido em que foi feita a mutacao é o sitio ativo da proteina.

v O experimento de Dicroismo Circular mostrou que a mutacéo aealiem
TcSub2 nao levou a perda da estrutura terciaria, mas aumentobibdesia da
proteina .

v O teste de estabilidade (desnaturacdo por temperatura) mostre@u pyoeeina

TcSub2 é mais estavel quando ligada RNA, independente da sequéncia do RNA.

v A modelagem molecular de TcSub2 e TcSub2K87N mostrou que a substituicdo
do residuo de Lisina por uma Asparagina modificou o sitio ativo diermaé que
0 ATP né&o pode mais se posicionar da mesma forma que em TcSulgh@® m
gue modificacdes estruturais acontecam.

v Foi possivel obter a cepa de brucei29-14 RNAiTbSub2, transfectada com os

vetores de complementacdo pAD74TcSub2, pAD74TcSub2K87N e pAD74GFP
gue seréo utilizados para futuros ensaios de complementacao funcional.
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