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Glossario

BL21(DE3)RP cédon plus — linhagem de bactérias utilizada para hospedar vetores pET-28a(+);
BSA: albumina sérica bovina

CDC13 - “cell division cycle 13”;

cDNA — DNA complementar;

DH5a - linhagem de bactérias utilizada para multiplicar e manter vetores pCR® 2.1;
DNA - acido desoxirribonucléico;

DNase: desoxirribonuclease A

EDTA: acido etileno diamino tetracético

EMSA- "Electrophoretic Mobility Shift Assay”, Ensaio para mostrar interagcdo entre proteinas e acidos
nucléicos

HIV-1 — virus da imunodeficiéncia humana tipo 1;

hTR — componente RNA da telomerase de humanos;

IP — imunoprecipitagao;

IPTG - isopropil-B-D tiogalactopiranosideo;

kDa: quilo Daltons

kDNA - “kinetoplast DNA”, DNA do cinetoplasto;

LaTBP1 - “Leishmania amazonensis telomere binding protein 17;

LaTel — Seqiiéncia de DNA dupla fita utilizada nos ensaios de EMSA

LaTERT - componente transcriptase reversa da telomerase de L. amazonensis;
LC — leishmaniose cutanea;

LCD - leishmaniose cutanea difusa;

LCTAS - “Leishmania conserved telomere-associated sequence”;

LMC - leishmaniose mucocuténea;

LPG - lipofosfoglicano;

LTR - repeticbes terminais longas;



LV - leishmaniose visceral;

OD: densidade 6ptica

OMS - Organizagdo Mundial da Saude;

pb: par de base

PBS: solugao salina tamponada com fosfato

PCR - reacido em cadeia da polimerase

Pif1 - Petite Integration Frequency

pET-28a(+) — vetor utilizado para expressao de proteinas heterdlogas em bactérias Escherichia coli;
POT1 - “protection of telomeres 17;

RAP1 - “repressor/activator protein 17;

RBP38 - “RNA binding protein 38”;

RNA — acido ribonucléico;

RNase A —ribonuclease A,

RPA1 - “replication protein A — 17;

SDS: dodecil sulfato de sddio

SDS-PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio;
T.A.: temperatura ambiente

TAE: tampéao Tris-acetato-EDTA

TBE: tampé&o Tris-borato-EDTA

TE: tampéo Tris - EDTA

Tel1- DNA telomérico simples fita rico em G usados nos ensaios de EMSA
TER - RNA da telomerase;

TERT - transcriptase reversa da telomerase;

T-loop — “loop” do telémero;

TRF1-2 - “TTAGGG repeat binding factors 1-2”



Resumo

O presente trabalho teve por objetivo mapear os dominios de interagao da proteina LaRbp38 (RNA
binding protein 38 KD) de Leishmania amazonensis com acidos nucléicos e a identificagdo de proteinas
parceiras que formassem possiveis complexos com ela nos teldmeros do parasita. LaRbp38 é uma
proteina exclusiva de protozoarios tripanosomatideos, entre os quais estdo os agentes etioldgicos da
leishmaniose, uma doenga endémica presente em diversas regides do Brasil. Novos casos da doenga
vém aumentando progressivamente, principalmente entre individuos imunocomprometidos e por isso a
Organizagcao Mundial da Saude tem incentivado a busca de novos alvos para desenvolver drogas que
eliminem eficazmente o parasita.

LaRbp38 é uma proteina codificada por um gene nuclear, que parece exercer diferentes fungdes nas
maquinarias de replicacdo nuclear e mitocondrial. Foi primeiramente descrita como proteina estabilizadora
de RNA mitocondrial e parece estar envolvida com a replicacdo de DNA mitocondrial. Em Leishmania,
LaRbp38 também interage in vivo com DNA mitocondrial, com seqliéncias ricas em GT e com DNA
telomérico simples e dupla fita. A analise estrutural da proteina nao indica a presenca de nenhum dominio
candbnico de interagdo a acidos nucléicos. Para dar inicio aos experimentos, a primeira estratégia foi
desenhar mutantes delecionais da proteina de L. amazonensis (LaRbp38) de forma que cada um
representa uma sobreposi¢cao do outro. Cada mutante, nomeados mut1, mut2, mut3, mut4 e mut5, foram
subclonados em vetor de expressdo bacteriano para producdo de polipeptidios recombinantes. Em
seguida os polipeptidios foram purificados e testados em western blotting, que mostra tanto LaRbp38
quantos os 5 mutantes sendo reconhecidas pelo soro anti LaRbp38. Ensaios in vitro de interagcao
proteina-DNA (EMSA), usando DNA telomérico simples fita Tel1, dupla fita LaTEL e DNA de cinetoplasto
(kDNA) como ligantes, e as proteinas recombinantes LaRbp38 e os mutantes, mostraram que as proteinas
recombinantes LaRbp38, mut2, mut3 e mut5 interagem com Tel1, LaTel e kDNA, além destas, o mut1
também apresenta afinidade ao kDNA e LaTel. A analise quantitativa de ensaios de competicdo cruzada
entre essas proteinas e os trés DNAs mostrou que a LaRbp38, que representa a proteina inteira, tem
maior afinidade por Tel1, enquanto os mutantes mut2 e mutb tém maior afinidade por kDNA e mut3

interage com maior afinidade com LaTel e também kDNA. Estes resultados juntos sugerem que o sitio de
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ligacdo de LaRbp38 pode estar localizado em uma regido de aproximadamente 61 aminoacidos que
compreendem os residuos de 174 a 235, que compreende os mutantes mut2, mut3 e mut5, podendo esta
regido estender-se em direcdo ao N-terminal da proteina.

Para a identificagdo de possiveis proteinas parceiras de LaRbp38, realizou-se ensaios de
imunoprecipitacao seguidos de Western blotting ou de analise dos eluatos por espectrometria de massa.
Os ensaios de imunoprecipitacdo foram realizados utilizando-se soro anti-LaRbp38 e extratos nucleares
do parasita. Embora preliminares, os resultados de Western blotting revelados com diferentes soros
imunes, indicaram uma possivel interacdo entre LaRbp38 e as proteinas LaRPA-1 e LaTRF, sugerindo
que elas podem fazer parte de um mesmo complexo protéico no nucleo dos parasitas. A andlise da
composicao protéica dos eluatos da imunoprecipitacao, usando espectrometria de massa pelo método
“shot gun”, mostraram uma lista de candidatas a proteinas que possivelmente interagem com LaRbp38,
entre elas foram encontradas ribonucleases, helicases, ATPases, chaperonas entre outras.

Andlise da co-localizagdo subcelular da proteina LaRbp38 por Western blotting usando-se soro anti-
LaRbp38 mostrou a presenga da proteina nos extratos de nucleo, mitocéndria e citoplasma, sugerindo que
LaRbp38 se transloca por diferentes compartimentos celulares. Por imunofluorescéncia indireta, a

proteina foi visualizada no nucleo de algumas poucas células e na maioria das células no cinetoplasto.



Abstract

Recent results demonstrated that Rbp38 is a protein exclusively expressed in trypanosomatid
parasites, which includes the genus Leishmania. Rbp38 is a multifunctional protein exerting functions in
the kinetoplast, such as the stabilization of mitochondrial RNAs and in the nucleus, as a protein that binds
in vivo KDNA, the double-stranded (LaTel) and the G-rich telomeric DNAs (Tel1). The trypanosomatid
Rbp38 does not share sequence or functional/structural similarities with any other protein deposited in the
public data bank. The present work has the aim of mapping the boundaries of the DNA-binding domain of
LaRBP38, since using the available in silico tools, we were not able to define any known nucleic acid
binding domain in this protein. Therefore, we constructed truncated overlapping mutants of LaRbp38 in
order to map the boundaries of its DNA binding domain. These mutant proteins were expressed in a
bacterial system and were produced in high amounts as shown by SDS-PAGE and Western blotting
analyses. Electrophoretic mobility shift assays (EMSA) were done in order to test the ability of each mutant
to bind in vitro the G-rich telomeric DNA, double-stranded telomeric DNA and kDNA. EMSA and
competition assays confirmed that LaRbp38 has at least one DNA binding domain (DBD), centrally
located, between amino acid residues 141 and 235. This DBD, interacts with distinct affinities with all
DNAs tested. Our results suggested that this binding domain has at least two extensions one towards the
N-terminus of mut2 (aa 95 and 141), which showed binding affinity to LaTel and kDNA and other towards
the C-terminus of mut3 (aa 235 t0283) that strongly interacted with kDNA. However, we can not discard
that others parts of the protein may also contribute to these interactions.

Other controversial point about LaRbp38 is whether this protein has nuclear and mitochrondrial
subcelular localization and functions. To try to solve this issue we developed extracts from cellular fractions
containing nuclear, citoplasmic and mitochondrial proteins. These extracts were analysed by Western
blotting assays revealed with anti-LaRbp38 and with anti-LaTRF. The latter, specifically recognizes LaTRF
a nuclear protein that plays functions at parasites telomeres. The results showed that LaRbp38 is mainly
expressed in the nuclear and mitochondrial fractions, although faint bands can be seen in the cytoplasm

fraction, whereas LaTRF is exclusively expressed in the nuclear fraction. Indirect immunofluorescence



assay confirms the sub cellular localization of LaRbp38 as being predominant at the kinetoplast, although
in a few cells the protein appears as slight spots in the nucleus. These results suggests that LaRbp38
translocates at the different cellular compartments probably to play specific functions in both organelles.
The mechanism or factors involved in the recruitment of LaRbp38 to the nucleus or the kinetoplast remains
to be described.

To help us understanding LaRbp38 cellular interactions, we developed immunoprecipitation assays
using anti-LaRbp38 serum and nuclear extracts. Proteins eluted from these IP were submitted to Western
blotting revealed with anti-LaRPA-1 and anti-LaTRF sera. The results showed that LaRbp38 co-
immunoprecipitates with LaRPA-1 and LaTRF, which was confirmed by cross-immunoprecipitation with the
anti-LaRpa-1 and anti-LaTRF followed by Western blotting revealed with anti-LaRbp38. Mass spectrometry
analysis of tryptic peptides generated from nuclear proteins immunoprecipitated with anti-LaRbp38,
showed that, apart of LaRbp38, proteins involved with DNA replication and intracellular transport such as
helicases, topoisomerases, ribonucleases, ligases and chaperones were present in the mixture. Although
these results are very preliminary, they suggest a role for LaRbp38 in DNA replication.

Rbp38 is actually considered by WHO a potential target for the development of therapies and drugs

against neglected diseases.
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1. Introducao
1.1 Leishmania e Leishmaniose

A Leishmaniose é uma doenga infecto-contagiosa que pode ser classificada como zoonose. O
agente causal dessa zoonose € um protozoario do género Leishmania, familia Trypanosomatidae,
Ordem Kinetoplastida. Estes parasitas sao caracterizados pela presenca do cinetoplasto, uma
organela rica em DNA que representa um compartimento especializado de uma unica mitocéndria.
Todas as espécies de Leishmania sdo heteroxénicas, ou seja, necessitam de mais de um
hospedeiro durante seu desenvolvimento bioldgico (ciclo de vida digenético). No hospedeiro
invertebrado formas promastigotas extracelulares flageladas vivem no tubo digestivo do inseto
vetor, insetos hematéfagos pertencentes a familia Psychodidae (género Lutzomyia). (Neves, 2000;
Rey, 2001). Os hospedeiros vertebrados incluem uma grande variedade de mamiferos, embora as

infecgbes sejam mais comuns em roedores e canideos. A Fig. 1 mostra as duas formas do parasita.
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A) fonte: http://www.susanamendez.com/LeishmaniaFacts/Images/promastigote.jpg
B) http://parasito.montpellier-wired.com/proto/leishmania3.jpg

Fig. 1 Formas de desenvolvimento dos parasitas do género Leishmania. A) Parasitas na forma
promastigota, flagelada, alongada e presente no sistema digestivo do inseto hospedeiro. B)
Parasitas na forma amastigota, aflagelada, arredondada, presente no interior de células do sistema
fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado.
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1.1.1.Ciclo de vida

Esses parasitas apresentam ciclo de vida digenético, ou seja, necessitam de um hospedeiro
intermediario para completarem seu ciclo de vida, passando por uma fase promastigota
extracelular, no aparelho digestivo de insetos hematéfagos dos géneros Lutzomyia (novo mundo)
ou Phlebotomus (velho mundo). A transmissdo ao hospedeiro mamifero ocorre no momento da
picada do mosquito fémea contaminado com o parasita na forma promastigota metaciclico. No
momento do repasto sanguineo, a forma parasitaria € inoculada na corrente sanguinea, sendo
entdo fagocita por células do sistema monocitico fagocitario, como os macréfagos. No vacuolo
digestivo destas células, os parasitas passam por modificagdes morfoldgicas se transformando em
formas amastigota, caracterizada pela auséncia de flagelo, sendo exclusivamente intracelular,
encontrada somente no hospedeiro mamifero. Estes amastigotas se dividem por biparticdo até o
momento em que ocorre a lise da célula hospedeira. Neste momento, os amastigotas caem na
corrente sanguinea e sao novamente fagocitados por novas células do sistema monocitico
fagocitario do hospedeiro. De acordo com a espécie de Leishmania havera afinidade por um
determinado tipo de célula do hospedeiro, caracterizando as diferentes formas clinicas da doenca.
Caso um inseto sadio do género Lutzomyia ou Phebotomus realize um repasto sanguineo neste
paciente infectado, podera ingerir formas amastigotas. Ao chegarem ao intestino do inseto, o
parasita novamente se diferencia em promastigota, podendo novamente infectar um novo
hospedeiro mamifero no momento de um novo repasto (Neves et al., 2000, Rey, 2001). A Fig. 2

apresenta de forma esquematica o ciclo de vida do parasita.
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Fig. 2 llustragao do ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania. A metade superior da
figura com fundo azul apresenta a fase do ciclo onde o parasita tem o inseto como seu hospedeiro.
A metade inferior da figura com fundo amarelo apresenta a fase do ciclo em que o parasita esta no
hospedeiro mamifero. Nesta fase do ciclo, de acordo com a espécie do parasita, a leishmaniose
pode se apresentar em diferentes formas clinicas como leishmaniose visceral (VL) ou leishmaniose
cutanea (CL).

Figura obtida de http.//www.who.int/tdr/diseases/leish/lifecycle.htm.

1.1.2. Aleishmaniose no Brasil e no mundo

As leishmanioses eram consideradas zoonoses de transmissao essencialmente silvestre em
ambientes rurais. Hoje, no entanto, apresentam mudangas no padrdo de transmissdo devido a
modificagdes sécio-ambientais, como o desmatamento e o processo migratério caracterizado pelo
éxodo rural, levando o homem para as periferias das grandes cidades (dados publicados pelo
Ministério da Saude em 2004). A dindmica das leishmanioses varia de acordo com os locais de
ocorréncia e em fungao das variaveis relacionadas aos parasitos, aos vetores, aos ecossistemas e
a caracteristicas imunoldgicas dos hospedeiros (Neves et al., 2000, Rey, 2001).

Por apresentarem caracteristicas clinicas e epidemioldgicas diferentes em cada area
geografica, a leishmaniose foi subdividida em quatro grupos de doengas distintas: leishmaniose
cutanea, leishmaniose mucocutanea ou cutaneo—mucosa, leishmaniose cutanea difusa e
leishmaniose visceral, cujas caracteristicas serdo abaixo citadas (Rey, 2001). O parasita alvo deste

estudo € a L. amazonensis, agente causal da leishmaniose cutanea e cutanea-difusa apresentando

ampla distribuicdo geografica (Neves, 2000; Rey, 2001). 75% de todos os casos clinicos de
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leishmaniose, distribuidos por varios continentes, sao do tipo cutanea, e os 25% restantes sédo de
casos de leishmaniose visceral (Kaye e Blackwell, 2008). Porém, em algumas regiées do Brasil, L.
amazonensis aparece como agente causal de todo o espectro da leishmaniose (Barral et al., 1991;
Almeida et al., 1996).

Existe uma grande dificuldade na classificacdo das espécies de Leishmania, devido a grande
semelhanga morfolégica entre elas (Chance 1979). Inicialmente a classificagéo era de acordo com
os aspectos clinicos das doengas (Pessoa, 1961). Atualmente se aceita classificar as espécies que
infectam 0 homem em complexos fenotipicos, agrupados em dois subgéneros cada qual contendo
diferentes espécies (Lainson e Shaw, 1987): a) Subgénero Viannia (inclui: brasiliensis, guyanensis,

lainsoni, naifi). b) subgénero Leishmania (inclui: mexicana, infantum, amazonensis, enrietii, hertigi).

No Novo Mundo, sédo reconhecidas oito espécies de Leishmanias responsaveis pela doenca no
homem (Grimaldi Jr. et al., 1989), pertencentes aos subgéneros Viannia (V) e Leishmania (L), a

saber:

Leishmania (V) braziliensis : causa lesbes cutdneas e mucosas com ampla distribuicdo geografica

da América Central ao Norte da Argentina.

Leishmania (V) guyanensis: causa predominantemente lesdes cutédneas e ocorre na parte da

Ameérica do Sul, restrita @ Bacia Amaz6nica;

Leishmania (V) panamensis : causa predominantemente lesdes cutaneas, e ocorre na América

Central e Costa Pacifica da América do Sul;

Leishmania (V) lainsoni : causa lesdes cutaneas e ocorre no norte do Estado do Para, na Regiédo

Amazobnica do Brasil;

Leishmania (L) mexicana : causa lesbes cutineas e eventualmente difusas (anérgicas) e ocorre

no México e América Central;
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Leishmania (L) amazonensis: causa lesdes cuténeas e eventualmente difusas (anérgicas) e

ocorre desde a América Central até o norte, nordeste e sudeste da América do Sul;

Leishmania (L) venezuelensis: causa lesdes cutaneas e ocorre na Venezuela;

Leishmania (L) chagasi: causa a forma visceral com febre, anemia, hepatoesplenomegalia,

emagrecimento e ocorre do México ao norte da Argentina, com predominio no nordeste brasileiro.

As diferentes espécies do género Leishmania produzem grande variedade de manifestacbes
clinicas que dependem da interacao entre a resposta imune do hospedeiro vertebrado e da

invasividade, tropismo e patogenicidade deste parasita (Wilson & Pearson, 1990).

O conceito que se tem é que varias espécies de Leishmania que parasitam o homem induzem a
uma doenca espectral, com uma grande variagdo de manifestagcdes clinicas. Pesquisas
epidemioldgicas indicam, porém que muitas infec¢gdes sdo assintomaticas ou subclinicas e que
pacientes com sintomatologias maiores representam apenas uma pequena por¢do dos casos. A
OMS (www.who.int/health_topics/leishmaniasis/) classifica as leishmanioses em quatro formas

clinicas principais (Neves et al., 2000, Rey, 2001), ilustradas na figura 3:

¢ Leishmaniose visceral (LV): forma mais grave da doenga na qual os parasitas apresentam
tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear do bago, do figado, da medula 6ssea e dos tecidos
linféides.

o Leishmaniose cutanea (LC): nesta forma os pacientes apresentam exclusivamente lesbes
cutaneas, limitadas, podendo ser estas ulceradas ou nao.

e Leishmaniose mucocutanea (LMC): também conhecida com ulcera de Bauru, sdo as
formas da doenca em que os parasitas apresentam afinidade por areas descobertas da pele e
freqlentes complicagbes nas mucosas da boca, nariz e faringe.

o Leishmaniose cutanea difusa (LCD): se caracteriza pela presenca de lesdes disseminadas
em pacientes com resposta imunitaria ineficiente. Pode também ocorrer tardiamente em pacientes

que tiveram leishmaniose visceral e se trataram
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Fig. 3 Diferentes formas clinicas da leishmaniose. Em A um exemplo de paciente com
leishmaniose do tipo tegumentar, que pode incluir as formas cutédnea e cutanea difusa. Em B
leishmaniose mucocutanea. Em C um caso de leishmaniose com tropismo visceral .

Figuras obtidas em www.images.google.com (autoria desconhecida).

Mesmo apresentando grande prevaléncia mundial, poucos avangos foram obtidos no tratamento
das leishmanioses. Os antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato de sédio (Pentostan) e o
antimoniato de N-methyl glucamine (Glucantime), foram introduzidos como quimioterapicos na
década de 40, sendo atualmente as principais drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses,
mas estes apresentam varios inconvenientes, tais como: alta cardiotoxidade, regimes de tratamento
muito prolongado e que nem sempre sao efetivos. Por esses motivos, tém se incentivado estudos
pos-gendmicos e de genética e protedmica comparativas, para se compreender melhor a biologia
destes protozoarios e suas interagdes com seus hospedeiros. O intuito final € o descobrimento de
meétodos eficazes para a erradicagcado da doencga, tais como de novos alvos parasita-especificos,
desenvolvimento de vacinas e de drogas mais eficazes (Kaye e Blackwell, 2008).

De acordo com a FUNASA (Fundagao Nacional de Saude), desde 1980 a leishmaniose vem se
espalhando por todas as regides do Brasil, e dentre os 88 paises que constituem regides
endémicas para a leishmaniose, 76 sao paises em desenvolvimento, o que evidencia a intima
relacdo entre esta parasitose e os fatores soécio-econdmicos dessas regides. Estes dados
demonstram a importancia e a relevancia de medidas sanitarias e de controle desta doenga que se

encontra em ascensao tanto em cdes como em humanos.
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Sao registrados cerca de dois milhdes de novos casos por ano, destes, apenas 600 mil sdo
oficialmente declarados. Um problema grave de saude publica é o caso de co-infecgdo com o virus
HIV (Cruz et al.,, 2006). Nesta situagcdo onde o paciente se encontra imunodeprimido, a
manifestacao da leishmaniose se da de forma muito mais agressiva e severa (Piscopo e Mallia,
2006). Recentemente, pesquisadores do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) investigam a emergéncia da
leishmaniose como uma importante infec¢éo oportunista ao virus HIV tipo 1 (HIV-1).

O impacto epidemiolégico da co-infecgado € tdo significativo que a OMS cogita introduzir a
leishmaniose visceral como doencga indicadora do HIV. A associagdo entre leishmaniose € o HIV é
recente e apresenta um numero crescente de casos no Brasil e no mundo — sobretudo na regido
mediterrdnea da Europa, que compreende Espanha, Francga, Italia e Portugal. Atualmente, no
Brasil, os especialistas observam um fendmeno de sobreposicdo das infeccdes, caracterizado pela
ruralizagdo do HIV e pela urbanizagdo das leishmanioses, que indica a emergéncia da doenca
parasitaria como uma importante infecgdo oportunista ao HIV-1. Mais de 2000 casos de co-infeccao

em 34 paises foram notificados a Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

Fig. 4 Distribuicdo dos casos de leishmaniose no mundo. Em azul claro estdo os paises
considerados regides endémicas por apresentam co-existéncia do parasita e do inseto vetor. Em
azul escuro, paises que véem enfrentando um grave problema de co-infecgdo da leishmaniose com
o virus HIV com manifestacao dos sintomas da SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida).
(Figura obtida do site da OMS http://www.who.int/tdr/diseases/leish/strategy.htm)
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Além disso, as medidas que sdo empregadas para a reducao da transmissao da leishmaniose,

o controle dos vetores e o tratamento farmacolégico da infecgdo acabaram induzindo o
aparecimento de parasitas e vetores resistentes (Johnston et al., 1999).

No Brasil nos ultimos anos, houve um aumento significativo do numero de casos da doenga

em humanos que, quando ndo tratada mata até 90% dos pacientes. Em 2001, foram 2.806

infecgbes confirmadas no Brasil. Em 2006, esse numero saltou para 4.526 casos - aumento de

61,3%. A taxa de mortalidade também subiu em um ritmo semelhante, cresceu de 169 mortes para

308 no mesmo periodo (82,3%). Além disso, a leishmaniose visceral esta presente hoje em 20

estados no Brasil. ( Dados recentes do ministério da saude).

1.2. A Organizag¢ao do genoma e biologia molecular de parasitas do género Leishmania

Os parasitas do género Leishmania, sdo organismos taxonomicamente primitivos, dipléides, que
nao apresentam ciclo sexuado de vida e cujos cromossomos se condensam durante a mitose,
porém nao sao visiveis por microscopia 6tica, o que dificulta qualquer tipo de analise citogenética.
Devido ao fato da familia Trypanosomatidae ter divergido muito cedo da linhagem evolutiva que deu
origem aos eucariotos superiores, seus membros apresentam aspectos relacionados a organizagéo
e expressao génica bastante peculiares (Mair et al., 2000). )Entre as peculiaridades da biologia
molecular destes parasitas podemos ressaltar o “trans-splicing” do RNA mensageiro, a edicdo de
RNAs mitocondriais, a duplicagao génica e a transcrigao policistronica dos genes (Wirth, 1990).

O genoma mitocondrial, esta contido em uma organela celular denominada cinetoplasto, que é
composta, basicamente, por moléculas de DNA agrupadas. O DNA do cinetoplasto (kDNA)
representa a informacgao genética mitocondrial desses parasitas e sao constituido por maxicirculos
€ minicirculos, moléculas que se concatenam formando uma rede compacta e que tém replicagcao
autdbnoma (Simpson et al., 1987; Degrave et al., 1994). As moléculas contém ao menos uma regiao
conservada de 120 a 150 pares de base, razoavelmente homogénea entre os representantes de um
mesmo género. Os maxicirculos codificam rRNA e mRNA de proteinas mitocondriais, os

minicirculos representam 95% da massa de kDNA, estdo em alto numero de copias e servem como
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molde para a transcrigio dos maxicirculos sendo bons substratos para sondas moleculares.
(Simpson et al., 1987; Degrave et al., 1994).

O tamanho do genoma nuclear hapléide é da ordem de 33-34 Mbp divididos entre
aproximadamente 23-36 pares de cromossomos polimorficos (0,3 a 3,0 Mbp), os quais apresentam
caracteristicas espécies-especificas (Wincker et al., 1996).

No nucleo, as extremidades dos cromossomos, os teldmeros, em Leishmania, assim como em
levedura, porém diferentemente de mamiferos, formam grupamentos de niumero semelhante nas
duas formas do parasita. A distribuicdo e o arranjo desses grupamentos diferem entre os nucleos de
promastigotas e amastigotas e ndo estdo concentrados na periferia do nucleo. Nas formas
promatigotas, os teldmeros estdo randomicamente distribuidos, enquanto que nas formas
amastigotas, a distribuicdo dos grupamentos teloméricos € mais central. Assim, especula-se que
durante a transicdo de uma forma para outra, durante o desenvolvimento do parasita, deve ocorrer
uma reorganizagdo dos cromossomos influenciada por modificagbes na cromatina. Porém ainda
ndo se sabe de que forma ocorre essa reorganizagdo e qual a importancia biolégica da mesma
(Dossin et al; 2008).

O recente sequenciamento dos genomas de Leishmania infantum e de L. brasiliensis,
mostraram que a composi¢ao genética dessas duas espécies apresentam poucas diferengas com o
genoma de Leishmania major, decodificado em 2005 (lvens et al., 2005, Peacock et al., 2007).
Estudos moleculares mostraram que somente 200 dos mais de 8 mil genes que compdem o
genoma desses parasitas estdo distribuidos de um modo diferente, dependendo da espécie, e
somente 5 genes de L. major estdo ausentes no genoma das outras duas espécies analisadas.
Dessa forma, pode-se concluir que talvez, apenas poucos genes do parasita sejam importantes
para determinar que tipo de doenca sera desenvolvido depois da infecgéo, e talvez o genoma do
infectado desempenhe um papel mais importante nas manifestagbes clinicas da doenga (Peacock

et al., 2007).
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1.3. Telomeros estrutura e fungao

Teldbmeros sao as extremidades fisicas dos cromossomos lineares e sao formados por DNA e
proteinas. A principal funcao dos telébmeros é proteger esses cromossomos de degradagéo por
exonucleases e de fusdes terminais, mantendo a integridade genémica e a viabilidade celular, além
de garantir a completa replicagdo do genoma (de Lange, 2002, Johnson et al., 2002). Assim, os
teldbmeros previnem ou controlam pelo menos quatro processos bioquimicos distintos que ocorrem
no DNA telomérico in vivo: (1) fusdo com outro teldmero ou extremidade de DNA, (2) replicagdo das
sequéncias teloméricas pela telomerase, (3) degradacdo do DNA telomérico, e (4) recombinagao
nos teldbmeros ou em suas adjacéncias. Esses controles atuam para manter os telémeros
funcionalmente protegidos (Blackburn, 2001).

Normalmente, os teldmeros sdo compostos de repeticdes simples de nucleotideos dispostas em
tandem, onde se encontram associadas um conjunto de proteinas as quais sdo responsaveis por
auxiliar no processo da replicagdo do DNA e por proteger as extremidades dos cromossomos
formando uma estrutura em forma de capa (“cap”).

Os teldbmeros sao formados por DNA nas formas de dupla-fita (uma fita rica em G e outra rica
em C) e de simples-fita, rica em residuos do tipo G (Chan e Blackburn, 2004, Blackburn, 2005)
(Fig.5A). Esta ultima forma uma protrusdo em direcao a extremidade cromossémica que é
conhecida como “3’ G-overhang” (Henderson e Blackburn, 1993, Wright et al.,, 1997) e a sua
presenga € conservada desde eucariotos unicelulares até vertebrados superiores (Myler et al.,
2000). Este terminal simples-fita € capaz de assumir estruturas fechadas que séo responsaveis por
proteger a extremidade dos teldmeros contra a maquinaria de reparo da célula e por regular o
acesso da telomerase (Myler et al., 2000, Dmitriev et al., 2003, Blackburn, 2005, de Lange, 2005).

Uma dessas estruturas é o G-quadruplex, que é formado pelo “empilhamento” de tétrades de
guanidina, sendo regulado pelas proteinas que se associam a simples-fita telomérica, como a POT1
e a CDC13 (Fig. 5B) (Fang e Cech, 1993, Zaug et al., 2005, Baird e Farr, 2006, Salas et al., 2006).
Outra estrutura possivel € o “T-loop”, ou “loop” do telébmero (Figura 5B). Os “T-loops” sao

estabilizados por proteinas e originados pela invasdo da regido simples-fita na por¢ao dupla-fita do
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teldbmero e pela interacdo da porcao dupla fita com proteinas teloméricas (de Lange, 2004),

servindo como protegao ao final dos teldmeros e impedindo o acesso da telomerase nessa regiao.
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Fig. 5 Estrutura dos teléomeros. A) Estrutura representando os teldmeros contendo regides dupla
e simples fita. B) Microscopia eletrénica das interagbes teloméricas na forma de T-loop. C)
Esquema de uma estrutura da formagao do T-loop. C) Figura apresentando um possivel modelo de
estrutura do terminal telomérico, com formagédo do T-loop e G- quadruples (Figura adaptada de

Oganesian e Brian, 2007)

1.3.1 Areplicagdo dos teléomeros pela telomerase

A cada evento de replicacdo do DNA, os teldmeros estao sujeitos a perdas de seqiéncias de

nucleotideos que podem provocar o encurtamento destes terminais, gerando instabilidade dos

27



cromossomos o que favorece a instalagao de fenbmenos de senescéncia, envelhecimento celular e
consequente morte celular (Karsfelder and Greider, 2007).

A enzima responsavel pela adi¢do especifica de sequéncias teloméricas durante o ciclo celular,
€ a telomerase, um complexo ribonucleoprotéico (RNP) que utiliza um molde de RNA intrinseco
para sintetizar as repeticdes teloméricas nos terminais cromossdmicos (Greider e Blackburn, 1989).
A telomerase é quase que universalmente conservada em eucariotos, ela € composta por uma
subunidade catalitica, constituida por um componente protéico semelhante a uma transcriptase
reversa (TERT), por uma subunidade estrutural, constituida pelo componente RNA da telomerase
(TER), que carrega o molde da repetigao telomérica e por algumas proteinas associadas (Lingner et
al., 1997b, Harrington et al., 2005).

A maioria dos organismos utiliza a telomerase para replicar os seus terminais cromossémicos.
Estudos recentes mostram que a semelhanga das leveduras, em humanos a telomerase estende
diferentemente os teldbmeros nas fitas continua e descontinua (Chai et al., 2006) sugerindo que
existe uma interacao direta entre as maquinarias de replicagdo do DNA e a maquinaria telomérica.
Além disso, em leveduras e humanos a agado da telomerase é regulada durante o ciclo celular
(Taggart et al., 2002)

A atividade da enzima ja foi detectada em extratos protéicos de ciliados (Greider e Blackburn,
1989), vertebrados (Morin, 1989), leveduras (Cohn e Blackburn, 1995), plantas (McKnight et al.,
1997), nematodas (Magnenat et al., 1999), insetos (Sasaki e Fugiwara, 2000) e protozoarios (Cano
et al., 1999, Mufoz e Collins, 2004, Giardini et al., 2006). Sabe-se que a telomerase € normalmente
ativa em organismos unicelulares, ja que é requerida para a proliferagdo indefinida da populagao
celular. Na maioria dos organismos multicelulares, porém, esta enzima nao é expressa de forma
constitutiva em todos os estagios de desenvolvimento, nem em todos os tecidos. Em humanos, por
exemplo, a telomerase pode ser faciimente detectada em tumores e em células altamente
proliferativas, como as células dos ovarios, dos testiculos e da medula éssea, sendo fortemente

reprimida nas células somaticas normais (Kim et al., 1994, Riha e Shippen, 2003). Contrariamente,
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em camundongos e galinhas, a atividade de telomerase pode ser detectada em todos os tecidos
(Prowse e Greider, 1995, Venkatesan e Price, 1998).

Em células germinativas, células tronco embrionarias e células tronco cancerigenas, a atividade
de telomerase é alta e sua expressao persistente, ja algumas células tronco adultas apresentam
pouca (ex: células das linhagens epidermal, epitelial ou neuronal) ou nenhuma atividade enzimatica
(ex: células das linhagens hematopoiética e mesenquimal). Parece que nas células tronco adultas
que sofrem diferenciacdo, os baixos niveis de telomerase podem auxiliar nas perdas teloméricas
ocorridas durante esse processo, prevenindo o encurtamento prematuro dos teldbmeros e a perda da
fungéo telomérica. Portanto, o tamanho dos telémeros pode ser usado como um indicador indireto
da historia e do potencial proliferativo dessas células. A manutengao do comprimento dos telémeros
e a atividade da telomerase sao processos complexos e dindmicos que estédo estreitamente ligados
a regulacao do ciclo celular em células tronco em humanos (Hiyama e Hiyama, 2007).

Em contraposicdo, nas células somaticas replicativas normais ndo ocorre a expressao da
telomerase e os teldbmeros encurtam progressivamente a cada evento de mitose. Quando os
teldbmeros atingem um tamanho muito curto, as células entram em crise e ativam varios
mecanismos de “checkpoint” de ciclo celular e de reparo do DNA que resultam em fusdes terminais,
parada do ciclo celular, senescéncia e/ou apoptose (Shay e Wright, 2000, Shay e Wright, 2002). Na
maioria dos casos, as células se tornam senescentes antes de se tornarem cancerosas, mas se
alguma célula conseguir ultrapassar o ponto de crise e continuar se dividindo com os seus
teldbmeros nao funcionais e a sua maquinaria de reparo de DNA ativada, isso gerara instabilidade
gendmica e favorecera a oncogénese (Shay e Wright, 2002, Shay e Wright, 2007). A longevidade e
a progressdao maligna da célula cancerosa depende da expressdo da telomerase ou de outros
mecanismos que auxiliem na manutencao da alta capacidade proliferativa. Assim, em quase todas
as células tumorais malignas, ocorre a reativagcdo e a expressdo da telomerase em altas
quantidades. E por isso que a telomerase continua a ser um alvo muito atraente para o

desenvolvimento de novas terapias anti-cancer (Shay e Wright, 2002). Além disso, os teldbmeros e a
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telomerase podem representar progndsticos plausiveis como marcadores de células tumorais (Shin

et al., 2006).

1.4 . Fungao das proteinas que se associam aos teléomeros de eucariotos

A dindmica da estrutura telomérica é coordenada por proteinas que participam do complexo
nucleoprotéico. (Smogorzewska & de Lange, 2004). Estas proteinas podem associar-se tanto a
simples fita quanto a dupla fita telomérica, e formar complexos importantes para a atividade do
mesmo. Geralmente, as proteinas que se associam a dupla-fita telomérica sao reguladores
negativos da atividade da telomerase sendo que algumas desempenham papel na manutencgéo da
estrutura t-loop. Ja as proteinas que se associam a simples-fita telomérica recrutam a telomerase
para os terminais cromossdmicos e regulam a frequéncia e o limite da elongagéo telomérica
(Smogorzewska e de Lange, 2004, Aubert e Landsorp, 2008).

Em humanos e em outros eucariotos, por exemplo, Pot1 (“protection of telédmeros”) se associa
ao DNA telomérico simples fita (ssDNA) com grande afinidade, cumprindo a fungédo direta de
proteger os terminais dos cromossomos (Baumann, 2001 e Shakirov et.al, 2005). Em leveduras, é a
proteina Cdc13 que cumpre fungdo semelhante, permitindo o acesso da telomerase aos terminais
cromossOmicos pela sua interagdo direta com Est1, um componente da telomerase (Evans, S e
Lundblad, V, 1999; Nugent et.al, 1996). CDC13 também participa na replicagdo do DNA (Bianchi e
Shore, 2007) e ainda pode impedir o acesso da telomerase ao terminal telomérico por um
mecanismo ainda pouco conhecido atuando como reguladora negativa da elongacao telomérica
(Chandra et al, 2001).

Curiosamente, a maioria dessas proteinas que interage com DNA telomérico simples fita,
compartilha um dominio de ligagdo ao DNA do tipo “oligonucleotide-oligosaccharide fold (OB fold)”,
demonstrando conservagao dos mecanismos de protegdo terminal em eucariotos (Mitton-Fry et.al,
2002). Por sua vez, a maioria das proteinas que sabidamente interagem com a dupla fita
telomeérica, possui no minimo um dominio do tipo Myb (ou homeodominio) originalmente descritos

em proteinas c-myb de mamiferos (Hondoka et.al, 2001). Em mamiferos, Schizosaccharomyces
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pombe e tripanosomas, a proteina TRF2 e seus homologos funcionais Taz1 e TRF,
respectivamente, se associam ao DNA telomérico como homodimero, usando um unico dominio do
tipo Myb localizado na porgédo C-terminal das proteinas (Brocolli et al., 1997, Cooper et al., 1997, Yu
et al., 2000, Li et al., 2005). A proteina Rap1p de S. cerevisiae contém dois dominios centrais do
tipo Myb e se associa ao DNA telomérico como um mondmero (Konig and Rhodes, 1997). Estas
proteinas atuam como reguladores negativos da manutencdo dos teldbmeros e algumas como a
TRF2 e a Taz1, estdo envolvidas na formagéao de t-loops (Kibe et al., 2007).

A afinidade das proteinas pelo DNA telomérico é regulada por uma terceira classe de proteinas,
as quais ndo interagem diretamente com o DNA, (ex. Rif1-Rif2/scRap1, TIN2/TRF1-TRF2), mas
formam complexos de alto peso molecular com as proteinas teloméricas (Li, B e de Lange, 2003; de
Lange, 2005). Em humanos, um complexo nado estatico denominado de “shelterina” (Fig.6) é
formado por seis proteinas: TRF1, TRF2 e POT1, que interagem diretamente com o DNA e TINZ2,
TPP1 e RAP1, que nao interagem com o DNA. No complexo shelterina, as proteinas que interagem
com a simples e a dupla-fita telomérica estdo conectadas por uma “ponte” protéica formada pelas
proteinas TIN2 e TPP1 (O’Connor et al, 2006). TPP1 interage tanto com POT1 quanto com TIN2
através de um dominio do tipo OB fold e forma heterodimeros com POT1, recrutando POT1 para os
teldbmeros (Gilson e Gelli, 2007). A proteina humana TRF1 estad diretamente relacionada a
regulacdo do tamanho do telémero e ao controle do ciclo celular (Van Steensel et al., 1998, Smith e
De Lange, 2000, Smogorzewska et al., 2000), enquanto TRF2 protege as extremidades teloméricas
contra a maquinaria de reparo (de Lange, 2002, Griffith et al., 1999). A proteina RAP1 de leveduras
estd envolvida tanto no silenciamento da transcricdo quanto na regulacdo do tamanho dos
teldbmeros (Sussel e Shore, 1991). TIN2 desempenha um papel chave no complexo recrutando
TPP1/POT1 para TRF1 e TRF2, além de ser responsavel por estabelecer a interagao direta entre
TRF1 e TRF2, contribuindo para a estabilizagédo de TRF2 nos telémeros (Liu et al., 2004, Ye et al.,
2004, de Lange, 2005). POT1 interage exclusivamente com DNA na forma de simples-fita e
desempenha além de outras fungdes, o importante papel de proteger a simples-fita telomérica

contra degradacéao, impedindo fisicamente o acesso de proteinas da maquinaria de reparo (Yang et
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al., 2005, Liu et al., 2004, de Lange, 2005). Recentemente foi evidenciada a importancia de POT1
no processo de recrutamento da telomerase através de sua interagdao com TPP1 (Xin et al,. 2007,
Wang et al., 2007). Foi também demonstrado que o complexo POT1-TPP1 aumenta a
processividade da enzima telomerase durante a replicacdo dos teldmeros (Wang et al., 2007).
Portanto, o complexo “shelterina”, sofre constante remodelamento atuando junto com fatores de
reparo de DNA, para transformar e proteger os teldmeros (de Lange, 2005).

M aimnamats
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Fig. 6 Esquema mostrando a rede de interagées entre as proteinas teloméricas, conhecidas
como “Shelterina” que confere estabilidade e dindmica no terminal cromossémico humano.
Fonte: Gelli & Gilson,2007.

Varias proteinas teloméricas foram descritas em leveduras. Com a crescente descoberta de
novos fatores e entendimento de suas fungdes nos teldmeros, foi possivel se tragar hipéteses sobre
como estes fatores agem em conjunto para manter as fungbes teloméricas. Entre as proteinas que
estdo diretamente envolvidas com a replicacdo dos telébmeros estdo a holoenzima telomerase (Est2,
ever short telomeres 2) e seus componentes (Est2, Est1, Est3 e o RNA ou TLC1), Cdc13 (e suas
parceiras Stn1 e Ten1), o complexo MRX (Mre11, Rad50 e Xrs2) e a proteina de replicacdo RPA. E
importante salientar que MRE11 se associa aos teldmeros um pouco antes da interagao de Cdc13,
de Est1, de RPA e da telomerase (Est2), as quais sdo todas recrutadas ao mesmo tempo (Taggart
et al.,, 2002, Schramke et al., 2004, Takata et al., 2005). Um dos ultimos eventos do ciclo de
elongacao dos teldbmeros pela telomerase é sua remogao ou dissociacdo do DNA telomérico. Uma
das proteinas responsaveis por isso é a Pif1 helicase. Seu papel é limitar a atividade da enzima
pela dissociagcdo do hibrido telomerase-RNA -DNA telomérico (Boule et al.,, 2005). Pif1, em
humanos apresenta tanto localizagao nuclear quanto mitocondrial, estando também envolvida na

manutencao do comprimento dos teldmeros (Zhang et.al 2006)
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Fig. 7 Complexo telossomo de S. cerevisae. DNA telomérico dupla fita, ligando proteinas
Rap1, que interagem com suas parceiras Rif1 e Rif2 (Rap1 interacting factor 1 and 2) as quais
controlam negativamente a telomerase. Cdc13 recobre a fita simples rica em G e forma um
complexo com Stn1 e Ten1. Fonte: Gelli & Gilson, 2007).

1.5. Os teléomeros de protozoarios tripanosomatideos, énfase em Leishmania spp.

Os teldbmeros de Kinetoplastida, assim como os de outros eucariotos, sdo compostos pela
repeticdo em tandem da sequéncia 5-TTAGGG-3’, sugerindo mecanismos comuns basicos para a
manutencdo dessas estruturas (Cano, 2001). Integradas aos teldmeros formando um grande
complexo nucleoprotéico, estdo inUmeras proteinas, responsaveis por proteger as extremidades
cromossOmicas da degradagédo por nucleases, evitar fusdes entre teldomeros e ainda regular o
acesso da telomerase (Blackburn, 2000, Aubert and Lansdorp, 2008). Vale citar que a estrutura T-
loop também ja foi identificada em tripanosomatideos (Munoz-Jordan et al, 2001).

No entanto, por se tratar de um grupo divergente dos demais eucariotos, na escala evolutiva
(Simpson et al.,, 2004) é natural que existam particularidades na estrutura dos teldbmeros dos
tripanosomatideos. Particularmente no género Leishmania, evidéncias indicam que a estrutura e a
manutencao dos terminais cromossOmicos sao similares aos encontrados nos teldmeros da maioria
dos eucariotos (Stiles et al., 1999, Cano, 2001, Lira et al., 2007a). A via de elongagao dos teldmeros
é provavelmente telomerase dependente, visto que esta enzima ja foi identificada em espécies do
género e sua atividade também ja foi verificada (Cano et al.,, 1999, Giardini et al.,, 2006). A
seqUéncia telomérica repetitiva em Leishmania é a mesma encontrada em diversos eucariotos
superiores: 5-TTAGGG-3'. Algumas caracteristicas particulares dos teldmeros deste género

incluem a regido sub-telomérica, que pode apresentar divergéncias até mesmo entre espécies do
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género. E nesta regido que existem as LCTAS (Leishmania conserved telomeric associated
sequences), que sao sequiéncias compostas por blocos conservados. Em L. brasilienses existe
aparentemente um unico bloco de LCTAS por terminal telomérico. Ja em L. major as LCTAS
encontram-se repetidas em tandem e intercaladas pela sequéncia telomérica (Fu e Barker, 1998). L.
amazonensis possui as LCTAS distribuidas de maneira similar a encontrada em L. major. Existem
ainda polimorfismos intercromossémico em relagédo ao numero de blocos de LCTAS existentes nos
teldbmeros de L. amazonensis. O numero de repeticdes teloméricas que determina o tamanho dos
teldbmeros também é bastante polimdrfico nesta espécie (Conte e Cano, 2005). Analise dos
fragmentos de restrigdo terminal (TRF) demonstrou que os teldbmeros podem variar em tamanho de
0,2 a 2,0 Kb, e diferentes cromossomos podem apresentar diferentes tamanhos o que sugere um
mecanismo de regulagéo que atua em nivel cromossémico (Conte e Cano, 2005).

O complexo protéico que compde a cromatina telomérica em L. amazonensis esta comegando a
ser determinado. Em nosso laboratdrio, duas proteinas foram identificadas por afinidade a simples-
fita telomérica rica em “G” de L. amazonensis utilizando-se métodos bioquimicos. Sao elas as
proteinas LaRbp38 (n°® acesso do GenBank AY485300) e LaRPA-1 (n° acesso do GenBank
AY493356), componentes dos complexos teloméricos LaGT2 e LaGT3, respectivamente
(Fernandez et al., 2004). Ambas interagem com os teldbmeros do parasita in vivo (Lira et al., 20073,
Siqueira Neto et al., 2007), sendo que uma delas, a LaRPA-1, apresenta um dominio do tipo OB
fold caracteristico, apresentando fungbes essenciais na manutencdo dos teldmeros. A outra
proteina é a LaRbp38, cujo(s) dominio(s) de interacdo com &acidos nucléicos ainda néo é ( sao)
conhecido(s) (Fernandez et al., 2004; Lira et al., 2007c).

Também ja foram identificadas proteinas que se associam a dupla-fita telomérica desta espécie,
como a LaTBP1 (Lira et al., 2007b), um homodlogo de TRF2, denominado LaTRF (Silva et al., em
preparagao) e a proteina LaRbp38, que pode estar presente ao longo de todo o telébmero (Lira et al;
2007c) além da enzima telomerase responsavel pela elongagdo dos terminais cromossémicos

(Cano et al., 1999; Giardini et al., 2006).
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A Fig. 8 mostra o panorama atual sobre a constituicdo protéica e organizagao dos telémeros de

Leishmania.

Fig. 8 Panorama atual dos telomeros de Leishmania. Em azul escuro esta representado o DNA
telomérico, composto por uma porcao dupla-fita, formado pela repeticdo TTAGGG em tandem, as
sequéncias subteloméricas (“Leishmania Conserved Telomere Associated Sequences’) e a
protrusdo 3'G-overhang. As formas ovais coloridas representam as proteinas ja identificadas
interagindo com o DNA telomérico na forma de dupla fita: LaTBP1, LaTRF2, LaRBP38 e simples
fita;: LaRBP38, LaRPA-1e telomerase.

1.6. Fungdes conhecidas da proteina Rbp38 de tripanosomatideos

A primeira descri¢gao sobre a proteina Rbp38 (Sbicego et al., 2003), mostra que em L. tarentoale
e T. brucei ela provavelmente funciona como ligante e estabilizadora de RNA simples e dupla fita
nas mitocéndrias dos parasitas, embora em sua seqléncia primaria e por predigao in silico, ela nao
apresente nenhum dominio conhecido de ligagdo a RNA. Esta proteina é codificada por um gene
nuclear, e parece ser conservada somente entre protozoarios da familia dos tripanosomatideos,
pois ndo existem homodlogos conhecidos nos bancos de dados publicos. Posteriormente, Rbp38 foi
isolada de L. amazonensis a partir de extratos nucleares purificados em coluna cromatografica de
afinidade, cujo ligante era a seqiéncia telomérica rica em G. Ela foi isolada como o componente
protéico do complexo telomérico LaTG2, e posteriormente identificada por espectrometria de massa
e sequenciamento de novo, como Rbp38 (Fernandez et al., 2004). Rbp38 de L. amazonensis
(LaRbp38) ¢é capaz de interagir in vitro com o DNA telomérico simples fita rico em G, demonstrando
alta afinidade por uma sequéncia de RNA cognata a essa fita telomérica de Leishmania (Fernandez
et al., 2004). Em trabalho recente em nosso laboratdrio, foi possivel mostrar que LaRbp38 interage

in vivo com DNA telomérico na forma de dupla fita e na forma de simples fita, DNA microsatélite rico
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em GT e com KDNA (Lira et al., 2007c). LaRbp38 também foi descrita como apresentando 70% de
identidade a uma outra proteina de Trypanosoma cruzi, denominada de Tc38. Esta ultima é uma
proteina nuclear de 38 kDa que reconhece seqiiéncias poli [dT-dG] presentes em regides
intergénicas de T. cruzi (Duhagon et al., 2003).

Também foi sugerido que Rbp38 de T.brucei (p38), pode desempenhar um papel na replicagao
de minicirculos de KDNA, pois foi encontrada interagindo com a sequéncia universal de mini-circulo
(UMS, Universal Minicircle Sequence). Experimentos de super-expressao da proteina fusionada
com GFP mostram que a Rbp38 de T.brucei tem localizagdo mitocondrial € nenhuma proteina foi
detectada no nucleo do parasita (Liu et al 2007). Em conjunto, estes resultados sugerem que a
proteina Rbp38 pode ter funcdo tanto mitocondrial quanto nuclear, o que a torna um alvo
interessante e promissor para o desenvolvimento de drogas que ataquem exclusivamente

protozoarios tripanosomatideos.
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2. Objetivos

O objetivo principal deste projeto foi mapear os dominios estruturais/funcionais da proteina

LaRbp38 de Leishmania amazonensis e encontrar possiveis proteinas parceiras de LaRbp38. Para

tal propds-se o0 que se segue:

[u——

Construcdo de mutantes delecionais expressando diferentes fragmentos da proteina, de
forma que o desenho destes mutantes representasse as diferentes porcbes da mesma.
Producao e purificagcdo de proteinas recombinantes utilizando-se sistema bacteriano e
analise da estrutura secundaria das proteinas recombinantes usando dicroismo circular.
Mapeamento dos dominios de interagdo com acidos nucléicos, utilizando-se ensaios in vitro
de interagao proteina-DNA (EMSA, “Electrophoretic mobility shift assay”).

Determinacdo da co-localizacdo subcelular de LaRbp38 utilizando-se extratos protéicos
fracionados e analisados por Western blotting e ensaios de imunofluorescéncia indireta.
Realizacao de ensaios de imunoprecipitacdo para identificagdo de possiveis proteinas
parceiras de LaRbp38 utilizando-se diferentes soros imunes e extratos nucleares do
parasita e analise da composicdo protéica dos eluatos da imunoprecipitagdo por

espectrometria de massa.
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3. METODOLOGIA
3.1. Cultura de parasitas

Formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, cepa MHOM/BR/73/M2269, foram
cultivadas em fase exponencial a 27°C em meio “199” (Cultilab) pH 6,5, suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Cultilab) e 11X solucdo de Antibidticos (peniciina e

estreptomicina)/Antimicético (Anfotericina B) (Life Technologies,Gibco-BRL).

3.2. Extragcao de DNA gendmico de formas promastigotas de L. amazonensis

O DNA gendmico foi extraido de promastigotas originados de culturas em fase exponencial de
crescimento. Os parasitas foram separados do meio de cultura por centrifugacao, lavados em
tampao PBS contendo 2% de glicose e sedimentados por centrifugagdo a 10.000 rpm por 30
segundos. Para proceder com a lise celular, os sedimentos foram suspensos em solugao contendo
10 mM Tris-HCL pH 7,5, 5 mM EDTA pH 8,0, 100 mM cloreto de litio e 0.1%Triton X-100. A
mistura foi incubada por 5 min a temperatura ambiente com agitagdo suave, seguido de 2-3
extragdes com fenol: cloroférmio (vol/vol) e fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) e
precipitacdo com etanol absoluto na presenca de 0,3 M de acetato de sodio pH 5,2. Os acidos
nucléicos precipitados foram ressuspensos em TE (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 1mM pH 8,0) e
tratados com 10 pg de RNAse A por 15 min a 37°C, seguido de extragcdo com
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, precipitacdo do DNA com 0,3 M de acetato de sédio pH 5,2 e
etanol absoluto e centrifugagdo a 10.000 rpm por 30 minutos. Os sedimentos foram lavados com
75% etanol gelado e resuspensos em tampéo TE. A concentragao das amostras foram medidas

em espectrofotdmetro.

3.3. Amplificagao, clonagem e seqiienciamento dos mutantes truncados de LaRbp38

O gene que codifica LaRbp38 ja encontrava-se clonado e seqlienciado no laboratério (no.

acesso do genBank Gl: AY485300).
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Para a clonagem dos mutantes, foram desenhados iniciadores contendo sequéncias
especificas do gene e sitios de restricdo nas suas extremidades, para facilitar a clonagem e a
futura expressao (Tabela 1). A amplificacdo desses fragmentos foram feitas por PCR utilizando-se
DNA gendémico de L. amazonensis como molde. Os produtos da amplificagéo foram visualizados
em gel de agarose e corado com brometo de etidio. Os fragmentos amplificados foram clonados
no vetor de clonagem pCR® 2.1 — TOPO, Invitrogen™ seguido de transformagdo em bactérias
Escherichia coli cepa DH5a. As bactérias foram plagueadas em meio LB sélido contendo 50 ug de
ampicilina, IPTG (0.8 M) e X-Gal (20 mg/ml) para selecionar as recombinantes.

Para verificar a clonagem dos fragmentos, foram feitos PCRs de colbénia. Confirmada a
clonagem, foram feitas as extracdes de DNAs plasmidiais em pequena escala (Perfectprep®,
Plasmid Mini - Eppendorf) para subseqliente subclonagem no vetor de expressao.

As reagoes de seqlienciamento de cada mutante obtido, foram realizadas com a utilizagéo do
kit “Big Dye Terminator v 3.0” (Applied Biosystems), conforme recomendado pelo fabricante, e os
DNAs foram seqlienciados no aparelho sequenciador ABI 377 (Applied Biosystems). Esta

atividade foi realizada no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron.

Tabela1: Sequéncia dos inciadores usados para obtencdo e sequenciamento dos mutantes
truncados e amplificagdo do gene LaRBP38 inteiro.

Seqiiéncia dos Iniciadores Gene
Rbp38-pET_F: 5 CAT ATG CTC CGT CGC GTG 3 LaRbp38 inteira
Rbp38-pET R 3' CTC GAG CTA CTG AAT GAG 5’

Rbp38-pET_F: 5 CAT ATG CTC CGT CGC GTG 3 mut1
Rbp38-Nt R: 3'CTC GAG CTACTG CAGATT CTC¥%

Rbp38-2_F - 5 CAT ATG GAG GCG CCG AAG ¥ mut 2
Rbp38-2 R- 3 ' CTC GAG CTACGT TGT CGC CTC¥%

Rbp38-3_F- 5 CAT ATGCAGTACCCCGTT 3 mut3
Rbp38-3 R—- 3'CTC GAG CTA CGG GAACTT CCT 5

Rbp38-Ct_F - 5 CAT ATG GGC GAC CGT CAC 3’ mut 4
Rbp38-pET_R 3’ CTC GAG CTA CTG AAT GAG 5’

Rbp38-pET_F: 5 CAT ATG CTC CGT CGC GTG & mut 5
Rbp38-2 R—- 3'CTC GAG CTACGT TGT CGC CTC &%

Nota: Senso (F) e anti-senso(R), As posi¢des dos sitios de restricdo Ndel e Xhol estao

sublinhados em cada par de iniciador.

39



3.4. Subclonagem dos fragmentos de DNA contendo os mutantes de LaRbp38 no vetor de
expressao pET 28 a+

Para a subclonagem em vetor pET 28 a+, os DNAs plasmidiais (0)CR® 2.1 — TOPO) e o vetor
pET 28 a+, foram digeridos com 2 enzimas de restricao, respectivamente Ndel e Xhol. Para tal,
20ng de DNA plasmidial foram digeridos com 2ul de Enzima Ndel (5’ CATATG 3/ 3' GTATAC 5),
utilizando-se 5,0 ul de tampao para 25 pl volume final. Essa reacgéo foi incuba por 3 horas a 37°C,
logo apos o DNA foi precipitado na presenga de 0,3 M de acetato de sodio e etanol 100%, ficando
over night a 20°C, quando foi centrifugado a 14.000 rpm a 4°C por 30 minutos, lavado com etanol
70% e novamente centrifugado. O DNA foi ressolubilizado em 43 ul de agua e digerido com 2 pl da
segunda enzima de restricdo Xhol ( 5 CTCGAG 3/ 3 GAGCTC 5’) com 5 ul de tampéao, ficando
por 3 horas a 37°C. Apos a digestdo a reagao foi inativada a 60°c por 10 minutos e as amostras
foram submetidas a um gel 0.8% de agarose e excisadas para purificagdo através do Kit
Perfectprep Gel Cleanup ( Eppendorf). O mesmo procedimento foi feito para o vetor pET 28 a+.

Em seguida foram feitas as ligagédo entre o DNA digerido purificado e o vetor pET 28 a+,
usando-se aproximadamente 20ng de DNA de cada inserto e 20ng do vetor, 5 ul de tampéao e 2 pl
de T4 DNA ligase (Invitrogen) a reagao ficou a 14°C por 16 horas.

Os produtos de ligagdao foram transformados em bactérias competentes E.coli DH5a e
plagueados em LB sdlido suplementado com 50 ug de Kanamicina ja que o vetor apresenta
resisténcia a essa droga. Para verificar o sucesso da clonagen algumas colbnias foram
selecionadas e submetidas a PCR e posteriormente foi feita a extragdo do DNA plasmidial através

do Kit Perfectprep®, Plasmid Mini - Eppendorf.
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3.5. Producgao e purificacao das proteinas recombinantes

Ap6s a subclonagem, os plasmideos recombinantes foram utilizados para transformar
bactérias competentes DH5a e esses transformantes foram plaqueados em Meio LB sdlido,
contendo 50ug/ml de Kanamicina (ja que o vetor pET 28a+ apresenta resisténcia a essa droga).
Para os ensaios de expressao, esses recombinantes foram utilizados para transformar bactérias
competentes BL21 DE3RP codon plus e os transformantes foram plaqueadas em meio LB sélido
contendo 50ug/ml de Kanamicina e 50ug/ml de cloranfenicol.

Ensaios preliminares de expressdo em pequena escala (100 ml de cultura) mostraram que
todas as proteinas recombinantes eram expressas apos 4 h de indugdo com 1mM de IPTG (dados
ndo mostrados).

Para os ensaios em grande escala (500 ml de cultura), uma colbnia transformante de cada
mutante foi selecionada e pré-inoculada em 30 ml de meio LB liquido suplementado com os
antibiodticos mencionados. Apds 16 h, os pré-inéculos foram depositados em 500 ml de meio LB
liquido suplementado e incubados a 37°C por aproximadamente 2 horas até atingir ODggo, quando

a expressao das proteinas foi induzida com 1 mM de IPTG e as culturas foram mantidas a 37°C
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sob agitacao por mais 4 horas. Em seguida, as células foram submetidas a centrifugacao a 7.000
rom por 10 minutos a 4°C e os precipitados foram ressuspensos em tampao de lise (Tris-HCI
PH8,0, 50mM, NaCl 50mM, EDTA 10mM) contendo lisozima (200ug/ml). O DNA das amostras foi
quebrado mecanicamente no gelo utilizando-se sonicagao (20 x de 30s cada com intervalos de 30
segundos), e os extratos foram centrifugados a 13000 rpm durante 15min a 4°C para a obtencao
dos corpusculos de inclusdao. Apds a lise e lavagens dos corpusculos de inclusao, estes foram
ressuspensos em tampao glicina 50mM pH 8,0 e as proteinas foram desnaturadas na presenga de
7M de uréia (concentracao final).

Para a purificagdo das proteinas insoluveis (Mut.1, Mut.2 e Mut.3, Mut.5 e LaRbp38 ) as
proteinas foram desnaturadas com 7M de uréia e fracionadas em coluna HiTrap Chelating (GE
Healthcare) previamente equilibrada com tampao A (20 mM glicina, 500 mM NaCl, 7 M Uréia), e as
proteinas foram eluidas em gradiente constante de tamp&o B (20 mM glicina pH 8,0, 500 mM NacCl,
7 M Uréia, 0,5 M imidazol) utilizando-se FPLC (AKTAprime plus). As fragdes da coluna que
continham as proteinas foram visualizadas em gel 15% SDS-PAGE corado com Coomassie e os
eluatos foram agrupados e dialisados “overnight” em tampao glicina 50 mM PH8,0 para garantir que
toda uréia, sal e imidazol fossem eliminados da mistura. No dia seguinte, essas amostras estavam
precipitadas e foram separadas do sobrenadante por centrifugagéo a 13.000 rpm/15 min/4 °C. Em
seguida os precipitados contendo as proteinas foram ressolubilizados em tampéao glicina 50 mM PH
8,0 contendo heparina (50ug/pl) e uréia 7M final. A heparina serve como um aditivo do tipo
chaperona artificial, para permitir o perfeito renovelamento das proteinas (Lira et al. 2007b). Para a
renaturagao, as proteinas foram dialisadas sob agitagdo a 4°C por aproximadamente 7h, com 2
trocas do tampao 50mM glicina PH 8,0 até que n&o restassem precipitados visiveis na mistura, o
que era um indicativo de que a proteina estava renaturada e assim pronta para ser utilizada.

Para a purificagdo da proteina soluvel (Mut4), o sobrenadante do extrato bacteriano foi
fracionado em coluna HiTrap Chelating (GE Healthcare) previamente equilibrada com tampao C (20
mM tampao fosfato, 500 mM NaCl e 25 mM imidazol) e eluidas com gradiente constante de tampéao
D (200 mM tampéo fosfato, 500 mM NaCl e 0,5 M de imidazol). As fragbes da coluna que continham
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a proteina foram visualizadas em gel 15% SDS-PAGE, corado com Coomassie e os eluatos foram
agrupados e dialisados “overnight” em tampado 100 mM de tampao fosfato, EDTA e NaCl para

retirada do imidazol.

3.6 Analise estrutural por espectroscopia de Dicroismo Circular

Para verificar se as proteinas purificadas estavam realmente renaturadas e continham estrutura,
essas proteinas foram analisadas por CD (Dicroismo Circular), uma técnica amplamente utilizada
para estimar a quantidade de estrutura secundaria através da analise dos sinais caracteristicos nos
espectros de proteinas. Para tal 6uM de cada proteina foi utilizada para leitura, em um J-810 CD
espectropolarimetro(Jasco, Japan), em cubetas de Tmm, no comprimento de onda de 195 nm com
intervalos de 0,5 nm, foram feitas 30 acumulagbes para cada amostra, de forma a minimizar os

“ruidos” inespecificos. Esse experimento foi feito em colaboracdo com o Prf. Carlos Ramos (LNLS).

3.7. Sequienciamento dos mutantes de LaRbp38 por espectrometria de massa

As proteinas recombinantes LaRbp38 e seus mutantes foram digeridos com ftripsina
(“sequencing grade porcine trypsin, Promega”), na proporgao 1:20 (tripsina : proteina) e encubada
a temperatura ambiente por 3 horas, quando foi adicionado novamente tripsina na proporgéo 1: 20
ficando agora overnight a temperatura ambiente, e entdo submetidas a analise por espectroscopia
de massa. Para determinar as sequéncias de alguns peptideos obtidas por MALDI-TOF MS,
utilizou-se o programa MASCOT (www.mas8.Inls.br/mascot ) disponivel no site do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron, Campinas, Sdo Paulo, Brasil. As buscas também foram realizadas
manualmente usando-se o0 banco de dados publico do projeto genoma Leishmania (Leishmania
GeneDB, www.ebi.ac.uk/parasites/leish.html).

Todas as analises por espectrometria de massa foram realizadas no Laboratério Nacional de

Luz Sincrotron, Campinas, Sao Paulo, Brasil, em colaboragdo com o Prof. Fabio Gozzo.
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3.8 Analise da expressao de LaRbp38 em Leishmania e das proteinas recombinantes por
“Western blotting”

Estes ensaios foram realizados utilizando-se extratos totais e de fragdes subcelulares do
parasita, assim como, das proteinas recombinantes, usando-se o kit Amplified Alkaline
Phosphatase immun-Blot (Bio-RAD) e soro anti-LaRbp38 na proporgédo 1:1000 produzido em

coelhos em nosso laboratério, a partir de LaRbp38 recombinante (Lira et al., 2007).

3.9. Mapeamento do dominio de ligagcao a acidos nucléicos por ensaios de interagcao
proteina-DNA (EMSA)

Ensaios EMSA (Eletrophoresis mobility shift assay), foram usados para testar a habilidade dos
diferentes mutantes de formar complexos in vitro com as seguintes sondas: DNA telomérico
simples fita rico em G (Tel1), DNA telomérico dupla fita (LaTel), e DNA de cinetoplasto (kDNA)
(Tabela 2), ja que LaRbp38 tem afinidade a essas sondas.

60 uM da proteina LaRbp38 e seus mutantes foram submetidos a um ensaio de interagao
proteina:DNA, na presenca de 1X tampao de reacédo contendo: 25 mM Hepes PH 7,5, 5,0 mM
MgCl,, 0,1 mM EDTA PH 8,0, 10% de glicerol, 100 mM de KCI, 01% NP40 e 0,5 mM DTT e 1pmol
do oligonucleiotideo telomérico simples fita (Tel1), marcado radioativamente com 1 uCi de 57[y—
P3?] ATP usando T4 polinucleotideo kinase (T4 PNK, USB, de acordo com o fabricante). As
reagdes foram incubadas por 30 min a 4 °C. Os complexos proteina:DNA foram fracionados em
gel ndo denaturante 6% (acrilamida na proporgéo 37,5 :1 (acrilamida X bisacrilamida)) em tampao
0,5 X TBE a 4°C, a 130 Volts por 5 horas. Apds a corrida, os géis foram expostos a filme de Raio X
por 24 horas e revelados (Fernandez et al., 2004).

Para os ensaios com DNA telomérico na forma de dupla fita, as proteinas foram submetidas a
um gel ndo denaturante 4% na proporgéo 19:1 (acrilamida : bis-acrilamida) em tampéao 0,5 X TBE.
Neste caso, as reagdes foram realizadas por 30 min a 4 °C em 1 X tampao de reagdo contendo: 20
mM de Hepes pH 8,0, 2,5 mM MgCl, 0,1 M de KCI, 5% glicerol e 0,5 mM DTT, e incubadas
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também a 4°C a 130V por 5 horas, ou seja foi usado o mesmo procedimento para o ensaio de

simples fita, exceto pelo tampéao e pela concentragédo do gel.

Tabela 2: Seqliéncia correspondente a cada oligonucleotideo usados nos ensaios de EMSA e

competicio
Nome do Oligonucleotideo Seqliéncia do oligonucleotideo
Tel1 (3 repeticoesTTAGGG) 5" TTAGGGTTAGGGTTAGGG 3°
LaTel (10 repeticdes TTAGGG) 5" GGGGAATTCTTAGGGTTAGGG....... GTCGACGGG 3’

5" CCCGTCGACCCCTAACCCTAA......... GAATTCCCC 3’
KDNA 5" TTTCGGCTCGGGCGG TGAAAACTGGGGGTTGGTGTA 3
NonTel * 5" CATATGGAGGCGCCGAAG 3’

* oligonucleotideos onde ndo se tem relatadas nenhum tipo de sequencia de mini-circulos ou
sequencias do genoma de leishmania.

3.9.1. Obtengao do DNA telomérico na forma de dupla fita (LaTel)

100 pmols dos oligonucleotideos complementares, na forma de simples fita, fow Sal (5
GGGGAATTCTTAGGGTTAGGG....... GTCGACGGG 3) e rev Sal (5
CCCGTCGACCCCTAACCCTAA......... GAATTCCCC 3’), foram marcados com 1 uCi de 57y-P*)
ATP, a reacao final de 50 ul, contendo 1 pl de oligonucleotideo (100 pmol), 5 ul de T4 PNK buffer,
2 ul T4 PNK diluida (1:10), 1 ul de 5[y-P**] ATP, foi incubada por 30 min. a 37°C. O excesso de
nucleotideos ndo incorporados foram retirados em coluna MicroSpin G25 (GE Healthcare), e as 2
reacoes fita senso e anti senso, foram reunidas e completado o volume para 100 ul com TE 1X e
acrescentado 50 mM de NaCl, essa mistura foi fervida por 10 minutos e resfriada a temperatura

ambiente.
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3.9.2 Ensaio de competicdo com os mutantes que apresentaram interagcdo aos DNAs
testados nos ensaios de EMSA

Para os ensaios de competicdo foram usadas proteinas nao purificadas, devido a grande
instabilidade apresentada pelas proteinas apoés purificagdo. Para tal LaRbp38 e seus mutantes 1 a
5 foram expressas em bactérias BL21 como descrito no item 3.5. Apds a expressdo foram
realizados os mesmos procedimentos de sonicagdo e centrifugagdo e quando necessario
solubilizagdo do corpusculo de inclusdo contendo a proteina, em 50 mM de tampé&o glicina pH 8,0
e 8 M uréia (para concentracao final de 7M), seguido da ressolubilizacdo e renaturacdo para
retirada da uréia (item 3.5)

Para garantir que os complexos formados pelas proteinas néo purificadas ndo eram devidos a
contaminantes na mistura protéica, ensaios de EMSA foram realizados com extrato de BL21 n&o
transformada e com extrato de BL21 transformada com o vetor pET 28° vazio. Estes testes
mostraram que tanto as proteinas purificadas quanto as nao purificadas se comportam da mesma
maneira, e com ambas obteve-se os mesmos resultados.

Os ensaios de competi¢do foram realizados da mesma forma que os ensaios de EMSA (ltem
3.9), com a diferenga que foram acrescentados na misturas 50ng de poly(dl.dC) e diferentes
competidores em excesso de 50 X mais (50 pmol) do que o DNA marcado utlizado como sonda
para cada reacgdo. Os ensaio foram realizados com a proteina LaRbp38, os mutantes 2, 3 e 5
utiizando como DNAs marcados: DNA telomérico simples fita rico em G (Tel1), DNA de
cinetoplasto (kDNA) e DNA dupla fita (LaTel) e como competidores “frios” (ndo marcados) Tel1,

LaTel, kDNA e NonTel ( Tabela2).

3.9.3. Purificagao de oligonucleotideos usados nos ensaios de EMSA e competicao

Para dar inicio aos procedimentos para purificagdo dos oligonucleotideos kDNA e as duas
simples fitas( Rev sal e Fow sal) para formagcdo do oligonucleotideo dupla fita, esses
oligonucleotideos foram quantificados em espectofotometro, onde todos apresentaram

concentragao em torno de 20ng\ pl . Os oligonucleotideos foram entdo submetidos a um gel
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denaturante 12% de acrilamida ( 40%, 19:1) a 150 mA por 30 min em tampao 1X TBE. Apds, o gel
foi corado com Syber Green (Invitrogen) (1:50 em tampao TBE 1X) e as bandas correspondentes
aos DNAs foram visualizadas em transiluminador de luz UV e excisadas. As bandas foram entdo
isoladas do gel, maceradas em agua mili Q em tubo ependorf, ficando a 30°C por
aproximadamente 48 horas, quando entao foram centrigadas a 3.000g em coluna microspin (Spin
X, Costar). Uma aliquota de cada oligonucleotideo foi submetida a um gel SDS 12% para

confirmagao da purificagdo como mostrado na figura 10.

i z 3 4

Fig. 10 Gel SDS 12% mostrando o sucesso
da purificagao dos oligonucleotideos dupla
fita e kDNA. A linhas 1 corresponde ao
oligonucleotideo kDNA purificado, seguido por
2, oligonucleotideo dupla fita, 3 e 4 que
correspondem as simples fitas Rev sal e fow
sal que deram origem ao oligonucleotideo
dupla fita, (linha 2) e M marcador molecular
1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen).

3.9.4 Analise quantitativa dos ensaios de interagao proteina- DNA

Para verificar o grau de afinidade de LaRbp38 e seus mutantes pelos DNAs testados, os
resultados dos ensaios de EMSA e competicao, utilizando as diferentes sondas Tel1, LaTel e
kDNA, NonTel, foram submetidos a analise quantitativa da intensidade de formacéo e inibicdo dos
complexos usando-se o programa Scion Image, de acordo com Fernadez et al. (2004) . Os
resultados foram submetidos a seguinte formula para obtencao das porcentagens de atividade de
ligacao.:

% competicao/ligacao = 100 X (1- (Cc/C),

onde Cc representa o valor da intensidade do complexo formado na presenca de

competidor; C, valor da intensidade do complexo formado na auséncia de competido
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3.10. Obtencdo dos extratos totais, de nicleo e de mitocondria para realizacao de Western
blotting

Os extratos totais e das fragdes subcelulares foram obtidos a partir de cultura em fase
exponencial, de formas promastigotas de Leishmania amazonensis na concentracdo de 1x10°
células.

As células foram lavadas com 1X PBS e rompidas utilizando-se Tampao RIPA (150 mM Tris-
HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,1% SDS) em volume de 200ul de tampao RIPA +
10U de DNAse (GE Healthcare ) + 1ul "cocktail” de inibidores de proteases (Calbiochem). O
extrato parasitario foi incubado no gelo por 15 min e em seguida misturado fortemente com auxilio
de vortex durante 10 segundos. Este procedimento foi repetido 5 vezes. Por fim, o extrato foi
centrifugado a 10.000 rpm durante 8 min. O sobrenadante contendo extrato protéico parasitario
total foi recuperado e estocado no freezer a —20°C.

Os extratos de nucleo e mitocdndria foram obtidos através do Kit Mitochondrial Fractionation

(Active Mottif), de acordo com especifica¢des do fabricante .

3.11 Obtencao do soro policlonal anti-LaRbp38

Porgcbes de um gel SDS-PAGE contendo a banda correspondentes a proteina
recombinantes LaRbp38 (700 pg) foi excisada e homogenizada na presenga de PBS 1X (PBS,
0.15 M NaCl e 10mM fosfato de sédio, pH7.2) e emulsificado com adjuvante completo de Freund
(vol/vol). A suspenséo foi injetadas subcutaneamente em coelhos fémeas Nova Zelandia. A injegao
subcutanea foi repetidas com (800 ug) das proteinas emulsificadas em 2 X Adjuvante Incompleto
de Freund 1:1 (v:v). Os coelhos sofreram uma ultima inje¢cado contendo 900 ug da proteina por via
intravenosa 42 dias apds o inicio da imunizagdo, e o soro foi coletado no dia 50 por pungéo
cardiaca. O anticorpo anti-LaRbp38 presente no soro do coelho foi testados em ensaio de Western

blotting.
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3.12. Ensaios de imunoprecipitagao

A imunoprecipitacao foi realizada com o Kit Seize X Protein A immunoprecipitation —Pearce,
seguindo especificagbes do fabricante. Para tal foram usados 3,5ug do anticorpo anti LaRbp38 e
3,5 ug de extrato de nucleo. Os resultados foram confirmados por Western blotting através do Kit -
Amplified Alkaline Phosphatase immun-Blot (Bio-RAD), usando- se soro anti-LaRbp38, anti-LaRPA

e anti-TRF.

3.13. Confirmacgao da sub-localizagao celular de LaRbp38 por imunoflorescéncia indireta
Para os ensaios de imunofluorescéncia, as laminas foram previamente lavadas e tratadas com
0,1% de polilisina (Poly-L-lysine hydrobromide- Sigma). 1.10° parasitas em fase promastigota
(L.amazonensis) foram centrifugados a 5000 rpm, durante 2 min., descartado o sobrenadante, o
“pellet” foi ressuspenso em 1ml de PBS 1 X gelado e novamente centrifugado. Logo apds os
parasitas foram fixados em 400ul de fomalina 1% e depositados na lamina tratada com polilisina,
permanecendo ai por 5 minutos. Em seguida foram lavados 2 vezes com PBS 1X. Os parasitas
foram permeabilizados durante 5 min. a temperatura ambiente na presenca de 10ul de 0,1% Triton
X-100 (Calbiochem) e em seguida lavados com PBS 1 X. Logo apds, os parasitas foram incubados
com o soro anti-LaRbp38 na diluicado 1:500, por 2 horas na geladeira. O soro foi previamente
diluido em uma solugdo de PBS com 4% de BSA. Apds a incubacdo a lamina foi lavada
cuidadosamente com PBS 1X e os parasitas foram entdo incubados por 2 horas na geladeira e na
auséncia de luz, com o anticorpo secundario anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 488 na diluigdo 1:300 na
presenca de 1X PBS+ 4% BSA. Em seguida as laminas foram lavadas com PBS 1X, secas a
temperatura ambiente e fechadas com 3 pl de Vectashield+DAPI (Vector) e lacradas com laminula
e esmalte. As imagens foram analisada por microscopia de fluorescéncia (Nikon Exclipse 80i),

usando aumento de 100X e analisadas através do programa Nis-Elements BR.
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4. Resultados
4.1. Construcao e clonagem dos mutantes de LaRbp38

A partir da seqliéncia predita de aminoacidos do gene que codifica LaRbp38 (1047 pb), obtida
no banco de dados publico (n°. acesso no GenBank: AY485300), foram desenhados 5 mutantes
de forma que cada um fosse um a sobreposi¢do do outro. Os mutantes foram nomeados: Mut1,
Mut2, Mut3, Mut4. e Mut5, conforme mostrado na Fig.11.

O mutante 1 (mut1) compreende a porgao N-terminal da proteina apresentando 423 pb, mut2
(423 pb) representa juntamente com mut3 (327pb) a por¢ao mediana da proteina, o mut4 contém a
porcdo C-terminal de LaRbp38 e tem aproximadamente 339pb e o mut5 (705pb), contém toda a

porcao N-terminal mais parte da por¢ao mediana da proteina.

| laRbp38

mut1 (1a423nt)

Fig. 11 Diagrama mostrando a posi¢cdao dos mutantes (mut1-mut5) em relagdao ao gene que
codifica a proteina LaRbp38. Os numeros 1 a 1047, indicam a posi¢gdo do primeiro e ultimo
nucleotideos (nt) no gene LaRbp38, nucleotideos 1 a 423 no mut1, nucleotideos 282 a 705 no
mut2, nucleotideos 522 a 849 no mut3, nucleotideos 705 a 1047 no mut4 e nucleotideos 1 a 705
no mutb.

Os 5 mutantes foram obtidos através da amplificagdo de DNA plasmidial (LaRbp38 clonado no
vetor pCR® 2.1 — TOPO) por PCR usando conjuntos de iniciadores especificos (Tabela1). Cada
um dos produtos de PCR obtidos, foram clonados em vetor pCR® 2.1 — TOPO, e o sucesso das
clonagens foi confirmado por PCR de col6nias transformantes e por sequienciamento automatico
(Figs. 12 A-C e dados nao mostrados).
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423 pb— |

705 pb—

Fig. 12 PCR de col6énia mostrando o sucesso da clonagem dos mutantes 1-5 no vetor TOPO.
Em A) as linhas seguem-se respectivamente por 1 a 4 que representam colbnias geradas da
clonagem do mut1 (423 pb), seguindo-se ao marcador molecular (M)1 kb plus DNA Ladder, 5-8
indicam as diferentes colonias submetidas a PCR geradas da clonagem do mut2 (423 pb) e C
representa o controle negativo da reagao (amplificagdo na auséncia de DNA). Em B) As linhas de 1
a 4 representam as diferentes colénias usadas nas reacdes de PCR geradas da clonagem do mut3
(327 pb), as linhas 5-8, indicam as diferentes colbnias utilizadas para PCR geradas da clonagem
do mut4 (339 pb) e C representa o controle negativo da reagdo. Em C) as linhas de 1 a 5
representam as diferentes col6nias geradas da clonagem do mut5 (705 pb).

51



Em seguida, uma colénia de cada clone foi multiplicada em cultura e utilizada para producao
de DNA plasmidial, os quais foram purificados e sequienciados. Uma vez confirmadas cada uma
das clonagens procedeu-se com a subclonagem desses DNAs no vetor de expressao pET 28 (a+).
Os insertos e o vetor pET, foram digeridos com as enzimas de restricado especificas Ndel e Xhol,
de forma a permitir a clonagem direcionada no vetor e que as proteinas resultantes fossem
expressas com um “tag” de 6xHis no N-terminal (ver Material e Métodos para detalhes). Também
neste caso, o sucesso da clonagem de cada mutante foi confirmado por PCR a partir de DNA
plasmidial purificado e posterior seqienciamento de nucleotideos (Tabela 3). Os produtos de
amplificagéo foram fracionados em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo conforme

mostrado nas Figs.13 A e B, indicando o sucesso da clonagem.
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Fig. 13 Amplificagao por PCR dos insertos referentes aos mutantes (1-5) clonados no vetor
pPET 28 (a+). Em A e B estdo géis de agarose 0,8% corados com brometo de etideo. Em A
clonagem dos mutantes 1-4, respectivamente: M, marcador de peso molecular 1kB plus DNA
Ladder, linhas 1 e 2, mut1 e mut 2 (423 pb), linha 3, mut3 (327pb) e linha 4, mut4 (339pb),. Em B,
marcador molecular, linhas 1 e 2, que corresponde ao mut 5 com 705 pb.
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Tabela 3. Resultado do seqiienciamento automatico de nucleotideos dos mutantes
delecionais de LaRbp38. Na sequéncia de nucleotideos do gene LaRbp38 estdo assinalados em
colorido as posicoes das seqliéncias dos iniciadores usados para amplificar por PCR cada um dos
5 mutantes. Nas seqliéncias de nucleotideos dos 5 mutantes (mut 1, 2, 3, 4, 5) estdo marcados em
colorido os iniciadores senso e anti-senso correspondentes, conforme listado na Tabela 1.

LaRbp38

ATCEBIGEEIEEEENE TCTTTGTCTGCGCTGTTGCAGCGCGTGGCTACTGGTGCCGTAATCGCCACTGCTGGTCGCACCATCGTTGTC
TTCAGTCAGCAGCATCACATCCTGGAGAGCAACCAGCGGGCGCGCAACAGCCCCAGTAATGTGTGGATCGAGGACTGGGAGGCGG
ACCGCCTAGGCATGAAGCCGGAGCCAGGTGCCCTGCCTACGCAGCTGGTTTTGGATAAGCAGCTTGAGTTGTTCAACTTCGATCAG
CTCCTCTCGCCTCCGGAGGTGATCENEEBBBBEAAECACAGCAGTTACAGCAGCCGCAAGGTCTACGGTGAGCGGCTGCAGTTCG
AGCTCAATGACCGTGCGCAGCGGCACAGTTACCAAAGCAAGTGGTGGATCACACGTGGACAGGCGTATAAGGAGAATCTGCAGTTT
AAAGCCAACGCGCGGTCGAGCATTCTCCTGACCAAATCGCAGATTAAGCTCTTTCACTCCAGCCAGCTCAGCGGCGGCGAAGCCCT
CCAGCAGEEE/ GCGGTGGCAGTCGCCGCGTGTACAGCAAGAAGGGGGAGGCCTTCCAGCTTTTGCAGGACCACATCAAGT
CGAACGACTTCAACAGCGGCCTGTACTTCACCCGCCGTCAAATGGAGTTCTTCAAGCTCGCCCCGTTGCCGGACCAGTTGCCAGTG
CTCCAGGAGGCGACAAC GBS C TATCTACAACGTGGACCAGCTGGAGGACCCGCACCTGGCGCTGAAGACGCTGCA
GCGTGCGCCGGTGAATGTGCCGACCTTCCTGTTATCTGGAGAGCCGATCATGTCGGAAAACACCAGGAAGTTCCCGAAGACGTTCC
GCAGCAACTACTGGCTGACCGGCCGTGATGCCGAGCTTTACCAGTGGCCCATCAAGGAGAGTGAAAAGCGCCGCGGTGTGCCGTT
CAGCACTGGGACTTCGTCCCCGGTCCAGTACGAGCTGTTCAACGTGGAGCAGCTGTCGAACCCTGATGAGGCGTTCGCACGCGCG
GGTCTGETCATICAGTAG

Mut1

ATGEIEEEIEBEEIE TCTTTGTCTGCGCTGGTGCAGTGCGTGGCTGCTGGTGCCGTAATCGCCACTGCTGGTCGCACCATCGTTGT

CTTCAGTCAGCAGCACCACATTCTGGAGAGCAACCAGCGGGCGCGCAACAGTCCCAGCAATGTGTGGATCGAGGACTGGGAGGCG
GACCGCTTAGGCATGAAGCCGGAGCCAGGTGCCCTGCCCACGCAGCTGGTTTTGGATAAGAGCTGGACCTTTTCACTTTATCAGTTC
TCTCCCTCGCCCCGGAGGTGATGGAGGAGTACCAAGATTTTTTAATGCGGGTAATTCAAATTAATGAAAGCTGCGTTTTAATAAATAA

CCGCGCGATCTACACGCTATCAAGCAGTGGTGAATACTGTGAACAGGCGTACAAGEBAG

BATCTEGCAGTAG

Mut2

ATCEAEEEEEEEAAE CACAGCAGTTACAGCAGCCGCAAGGTCTACGGTGAGCGACTGCAGTTCGAGCTCAATGACCGCGCGCAGC
GGCACAGCTACCAAAGCAAGTGGTGGATCACACGTGGACAGGCGTACAAGGAGAATCTGCAGTTTAAGGCCAACGCGCGGTCGAGC
ATCCTCCTGACCAAATCGCAGATCAAGCTCTTTCACTCCAGCCAGCTCAGCGGCGGCGAAGCCCTCCAGCAGTCCCCGTTAGCGGT
GGCAGTCGCCGCGTGTACAGCAAGAAGGGGGAGGCCTTCCAGCTTCTGCAGGATCACATCAAGTCGAACGACTTCAACAGCGGTCT
GTACTTCACCCGCCGTCAAATGGAGTTCTTCAAGCTCGCCCCGCTGCCGGATCAGGTGCCAGTGGTCCAGGAGGCGACAACGTAG

Mut3

ATGCAGHEEEEE/ GCGGTGGCAGTCGCCGCGTGTACAGCAAGAAGGGGGAGGCCTTCCAGCTTCTGCAGGATCACATCAAGTC
GAACGACTTCAACAGCGGTCTGTACTTCACCCGCCGTCAAATGGAGTTCTTCAAGCTCGCCCCGCTGCCGGATCAGGTGCCAGTGG
TCCAGGAGGCGGCAACGGGCGACCGTCACCTTATCTACAACGTGGACCAGCTGGAGGACCCGCACCTGGCGCTGAAGACACTGCA
GCGTGCGCCGGTGAATGTGCCGACCTTTCTGCTATCTGGGGAGCCGATCATGTCGGAAAACACCAGGAAGTTCCCGTAG

Mut4

ATCEEEEESEEIEE CCTTATCTACAACGTGGACCAGCTGGAGGACCCGCACCTGGCGCTGAAGACGCTGCAGCGTGCGCCGGTGA
ATGTGCCGACCTTCCTGTTATCTGGAGAGCCGATCATGTCGGAAAACACCAGGAAGTTCCCGAAGACGTTCCGCAGCAACTACTGGC
TGACCGGCCGTGATGCCGAGCTTTACCAGTGGCCCATCAAGGAGAGTGAAAAGCGCCGCGGTGTGCCGTTCAGCACTGGGACTTC
GTCCCCGGTCCAGTACGAGCTGTTCAACGTGGAGCAGCTGTCGAACCCTGATGAGGCGTTCGCACGCGCGGGTCTCENCATICAS T
AG

Mut5

ATCEBIGEENEEEENE TCTTTGTCTGCGCTGTTGCAGCGCGTGGCTACTGGTGCCGTAATCGCCACTGCTGGTCGCACCATCGTTGTC
TTCAGTCAGCAGCATCACATCCTGGAGAGCAACCAGCGGGCGCGCAACAGCCCCAGTAATGTGTGGATCGAGGACTGGGAGGCGG
ACCGCCTAGGCATGAAGCCGGAGCCAGGTGCCCTGCCTACGCAGCTGGTTTTGGATAAGCAGCTTGAGTTGTTCAACTTCGATCAG
CTCCTCTCGCCTCCGGAGGTGATCENEEBBBBEEAECACAGCAGTTACAGCAGCCGCAAGGTCTACGGTGAGCGGCTGCAGTTCG
AGCTCAATGACCGTGCGCAGCGGCACAGTTACCAAAGCAAGTGGTGGATCACACGTGGACAGGCGTATAAGGAGAATCTGCAGTTT
AAAGCCAACGCGCGGTCGAGCATTCTCCTGACCAAATCGCAGATTAAGCTCTTTCACTCCAGCCAGCTCAGCGGCGGCGAAGCCCT
CCAGCAGEEE/ GCGGTGGCAGTCGCCGCGTGTACAGCAAGAAGGGGGAGGCCTTCCAGCTTTTGCAGGACCACATCAAGT
CGAACGACTTCAACAGCGGCCTGTACTTCACCCGCCGTCAAATGGAGTTCTTCAAGCTCGCCCCGTTGCCGGACCAGTTGCCAGTG
CTCCAGGAGGCGACAACG
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4.2. Expressao e purificagcao dos mutantes e da LaRbp38 em sistema bacteriano

Testes preliminares de inducao/expressao foram realizados para cada uma das proteinas
recombinantes. Estes ensaios foram realizados para verificar quais as condi¢cdes ideais de
expressao de cada uma das proteinas (dados nao mostrados). Para tal foram obtidos extratos
totais de 500 ml de cultura de bactérias E.coli BL21 DE3 cédon plus transformadas com cada um
dos plasmideos (ver Tabela1). Todas as proteinas recombinantes apresentaram tempo de
expressao por volta de 4 horas apés a indugdo com 1 mM de IPTG.

Para verificar a solubilidade das proteinas, tanto as fragdes insoluveis (corpusculos de
inclusdo) quanto as fragcbes sollveis (sobrenadantes dos extratos) foram submetidas a
fracionamento em gel SDS-PAGE 15%, corado com Coomasie Blue. De acordo com os
resultados mostrados nas Figs. 14 A e B, pudemos observar que as proteinas recombinantes
expressas pelos mutantes mu1 (linhas 3 e 4 ), mut2 ( linhas 5 e 6 ) mut3 ( linhas 7 e 8) e mut5 (
linhas 11 e 12 ) bem como a proteina LaRbp38 ( linhas 1 e 2 ), encontram-se na fragao insoluvel
de cada extrato (Fig.14 A, linhas 2, 4, 6, 8, e Fig.14B, linha 12). Apenas a proteina expressa pelo
mut4 (linhas 9 e 10) apresenta-se na forma soluvel, ou seja, no sobrenadante do extrato (Fig.14

B, linha 9).
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Fig.14 Expressao das proteinas recombinantes mutantes e de LaRbp38 em sistema
bacteriano. Em A) e B). Gel SDS-PAGE 15% corados com Comassie blue. (M) Marcador
molecular (Dual Color). Nas linhas 1 e 2 as fragdes soluveis e insoluveis de LaRbp38,
respectivamente, linhas 3 e 4, as fragcdes soluveis e insoluveis do mut1, linhas 5 e 6, as fragbes
soluveis e insoluveis do mut2, linhas 7 e 8, as fragdes soluveis e insoluveis do mut3, linhas 9 e 10,
as fragdes soluveis e insoluveis do mut4 e linhas 11 e 12, as fragbes soluveis e insoluveis do mut5.
S e | correspondem as fragdes soluveis e insollveis de cada mutante respectivamente.

Verificada a solubilidade de cada mutante, estes foram purificados separadamente e de acordo
com sua solubilidade, em coluna de afinidade Hi-trap Chelating em HPLC (AKTA prime plus)
segundo descrito em Materiais e Métodos (item 3.5). As fracdes eluidas das colunas (Fig. 15 A-F)
foram submetidas a um gel SDS-PAGE 15% e reunidas. Em seguida as proteinas presentes em
corpusculos de inclusdo e que foram purificadas em condigdes denaturantes (na presenca de 7M
uréia) LaRbp38, mut1, mut 2, mut 3 e mut5, foram renaturadas de acordo com protocolo descrito
em Materiais e Métodos (item 3.5) e a proteina expressa na fragao soluvel do extrato o mut4, foi
dialisada para retirada do imidazol (Material e Métodos). O gel SDS-PAGE mostrado na Fig. 16

comprova que todas as proteinas recombinantes foram purificas com sucesso.
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Tabela 4. Caracteristicas de cada proteina recombinante, tais como, tamanho aproximado em kDa,
regido onde se localizam os mutantes na proteina LaRbp38 inteira e o ponto isoelétrico.

Tamanho

Proteina estimado da Regiao P.L°

proteina ?

LaRbp38 38 kDa Total 9,4
mut1 16 kDa N-terminal 9,4
mut2 16 kDa Mediana 9,9
mut3 12 kDa Mediana 8,2
mut4 12 kDA C-terminal 6,1
mut5 26 kDA N-terminal 9,7

2 para todas as proteinas mutantes o peso molecular estimado ndo inclui o 6xHis-N-terminal
® P.1. Ponto isoelétrico ( as caracteristicas de ponto isoelétrico nos forneceram parametros no que

diz respeito a solubilidade de LaRbp38 e de cada mutante construido.

Rbp38

/'/
17774 0 O A A A 1
|*.||.:H-'- el 7ligholalz1l22 .“_.=|': 25 “.--|"i".‘: 29]3
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Fig. 15 Cromatogramas referentes a purificagdo das proteinas, mostrando o momento da
eluicao de cada proteina recombinante durante purificagdo em coluna de afinidade HiTrap
Chelating. A figura contém respectivamente os picos da eluigdo de LaRbp38, mut1, mut2, mut3,
mut4 e mut5 (indicadas pelas letras A-F). As setas indicam o momento da eluicdo de cada
proteina.
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Fig. 16 Proteinas recombinantes purificadas em coluna HiTrap Chelating. Gel SDS 15%
corado com Coomasie blue, contendo a proteina LaRbp38 inteira (linha 1) e as 5 proteinas
mutantes (linhas 2-6) purificadas em coluna de afinidade HiTrap Chelating em HPLC (AKTAprime
plus). A auséncia de contaminantes visiveis indica o nivel de pureza obtido durante a purificagao
das proteinas. M, (marcador de peso molecular Dual Collor) LaRbp38 (38kDa), mut1 e mut2 (16
kDa), mut3 e mut4 (12 kDa) e mut5 (26 kDa). O asterisco aponta uma banda proteica purificada
juntamente com o mut1, que pode ser um contaminante néo excluido durante a purificagéo (ver Fig
16, linha 2).
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Para verificar se os mutantes construidos eram reconhecidos pelo soro anti-LaRbp38, foram
realizados ensaios de Western blotting com as proteinas purificadas em coluna de afinidade,
revelados com soro primario anti-LaRbp38. Todos os mutantes e a proteina inteira foram

reconhecidos pelo soro (Fig.17 linhas 1 a 6), confirmando o sucesso da expressdo dos mesmos.
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Fig. 17 Ensaio de Western blotting confirmando a expressido dos mutantes de LaRbp38.
Aproximadamente 5ug de LaRbp38 (linha 1) e de cada um dos 5 mutantes (linhas 2 a 6) foram
primeiramente submetidos a fracionamento em gel 15% SDS-PAGE e transferidos para membrana
de nitrocelulose. O Western blotting foi revelado com o soro anti-LaRbp38 na diluicdo 1:1000. M,
marcador molecular Precision Standards- Dual color — BIORAD.

4.3. Andlise da estrutura secundaria das proteinas recombinantes por espectroscopia de
Dicroismo Circular

Para verificar se as proteinas purificadas (LaRbp38 e seus 5 mutantes) apresentavam estrutura
secundaria, elas foram submetidas a analise por espectroscopia de Dicroismo Circular (CD, circular
dichroism), utilizando-se um espectropolarimetro Jasco J-810 com temperatura controlada pelo
sistema Peltier PFD 425S. Os experimentos aqui mostrados foram feitos em colaboragcdo com o
grupo do Prf. Carlos Ramos do IQ- UNICAMP. A técnica de CD é amplamente utilizada para estimar
a quantidade de estrutura secundaria de proteinas através da analise dos sinais caracteristicos nos

espectros. A avaliagdo da estabilidade de uma proteina por CD pode oferecer informacdes sobre a
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presenca de dominios com diferentes estabilidades e sobre processos dindmicos como interacdes
com ligantes (Lucca. et al, 2007).

Os espectros mostrados na Fig. 18, foram obtidos com 0,5mg/ml de cada proteina em tampao
glicina 50 mM pH 8,0. Como resultados conseguimos predizer a estrutura das proteinas LaRbp38
inteira e dos 5 mutantes usando o programa CDNN (Figs. 18 A a F), embora os mutantes mut2,
mut3 e mut5 tenham apresentado baixo sinal de leitura de CD quando comparado com as demais
proteinas analisadas. Isto pode ter ocorrido devido a baixa concentragdo de proteinas enoveladas
versus desenoveladas na mistura durante o momento da leitura em espectrofotdmetro, resultando
em uma estimativa incorreta da quantidade de proteinas verdadeiramente enoveladas na mistura.
Por outro lado, como estes experimentos foram repetidos diversas vezes e os resultados foram
repetitivos, esses espectros podem corresponder exatamente a estruturas proprias de cada
mutante, os quais podem ter perdido parte(s) essencial(is) da proteina tornando impossivel o
reenovelamento adequado dos mesmos e como consequéncia seu baixo sinal de leitura de CD.
Essa diferenga nos espectros de CD dos diferentes mutantes, pode estar relacionada a presenca
das regides N e C terminal da proteina que podem conter individualmente residuos de aminoacidos
essenciais para manter a estrutura dessas proteinas.

Em relacdo a estrutura das proteinas analisadas, pudemos notar espectros caracteristicos
indicando que nas estruturas secundarias dessas proteinas encontram-se o hélices e folha B, o
que é condizente com experimentos anteriores realizados por Lira et al. (2007c) para a proteina
LaRbp38 recombinante. A proporgao de o hélice para LaRbp38 inteira e para o mut4 é superior a
folha B, enquanto que para os mutantes mut1, mut2, mut3 e mut5 predominam estruturas do tipo
folha B. Na figura abaixo (Figs.18 A-F) as porcentagens de estruturas paralelas e antiparalelas,
correspondem a diferentes tipos de folha B. Esse experimento foi de grande valor, pois podera
auxiliar na tentativa de se determinar a presenca de dominios estruturais de LaRbp38, e para o

planejamento futuro de ensaios cristalograficos de LaRbp38 e seus mutantes.
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LaRbp38
210-260 nm
Helix 41,3 %
Antiparallel 6,4 %
Parallel 71 %
Beta-Turn 15,5 %
Rndm. Coil 28,2 %
Total Sum 98,5 %
Mut.1
205-260 nm
Helix 32,8 %
Antiparallel 8,3 %
Parallel 9,2 %
Beta-Tur 17,2 %
Rndm. Coi 32,9 %
Total Sum 100,3 %
Mut.2
205-260 nm
Helix 3,8 %
Antiparallel 46,1 %
Parallel 5,3%
Beta-Tur 19,3%
Rndm. Coil 35,3 %
Total Sum 109,8 %
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Mut.3

205-260 nm
Helix 4,6 %
Antiparallel 42,2%
Parallel 5,3%
Beta-Tur 19,3%
Rndm. Coil 35,3%
Total Sum 107,2%
Mut. 4
210-260m

Helix n.d. 44.9 %
Antiparallel 5,8 %
Parallel n.d. 6,5 %
Beta-Turn 15,0 %
Rndm. Coil 26,2 %
Total Sum 98,3 %

Mut.5

205-260 nm

Helix 4.2 %

Antiparallel 445 %

Parallel 5,3%

Beta-Tur 19,2 %

Rndm. Coi 35,2 %

Total Sum 108,4 %

Fig. 18 Espectroscopia de Dicroismo Circular. Graficos plotados pelo programa CDNN,
resultantes da transferéncia dos dados obtidos nos ensaios de Dicroismo Circular (CD). Para as
proteinas: LaRbp38 e mut4, foram encontradas maiores quantidades de estrutura a hélice do que
folhas B. Ja para os mutantes mut1, mut2, mut3 e mut5 a proporgao de folhas B € muito superior a
de a hélices. Em todas as proteinas a quantidade de regides sem estrutura secundaria (“‘random

coil”) aparece em proporgao semelhante.
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4.4. Verificacao da identidade das proteinas recombinantes mutantes por espectrometria de
massa

As proteinas recombinantes purificadas, LaRbp38 e os mutantes 1 a 4, foram tratadas com
tripsina e os peptideos tripticos gerados foram sequenciados de novo por MALDI-TOF em
colaboragdao com o Prf. Fabio Gozzo (Laboratério Nacional de Luz Sincrotron- LNLS). As
sequéncias obtidas de diferentes peptideos tripticos foram submetidas a analise em banco de
dados publicos, incluindo o] do genoma de Leishmania major
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/L_major/). Os resultados obtidos confirmaram que os mutantes
contém peptideos especificos da proteina LaRbp38, confirmando assim os resultados apresentados
nas Figs 16 e 17 e resumidos na tabela abaixo (Tabela 5).
OBS: Nao foi realizado o sequienciamento dos peptideos referentes ao mut5, pois este mutante foi
produzido apdés a realizacdo deste experimento, e por problemas de agendamento do equipamento

e de a mudancgas nos procedimentos do LNLS, esse seqlienciamento nao pdde ser concluido
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Tabela 5. Resultados do seqiienciamento de peptideos tripticos da proteina LaRbp38 e seus mutantes

por Espectrometria de Massa (MALDI-TOF)

Search title : Rbp38

Database : MSDB (3239079 sequences; 1079594700 residues)

Protein hits : Q5QHV5 LEIAM: Rbp38p. - Leishmania amazonensis.
Search title : Mut 1

Database :MSDB (3239079 sequences; 1079594700 residues)

Protein hits : Q5QHV5_LEIAM Rbp38p.- Leishmania amazonensis.
Search title : Mut2

Database : MSDB (3239079 sequences; 1079594700 residues)

Protein hits : Q4QB87_LEIMA Mitochondrial RNA binding protein , putative.- Leishmania
major

Search title : Mut3

Database :MSDB (3239079 sequences; 1079594700 residues)

Protein hits : Q5QHV5_LEIAM Rbp38p.- Leishmania amazonensis.
Q86PTO_LEITA Mitochondrial RNA-binding protein RBP38.- L. tarentolae

Search title : Mut4

Database :MSDB (3239079 sequences; 1079594700 residues)

Protein hits : Q5QHV5_LEIAM Rbp38p. - Leishmania amazonensis
.Q4QB87_LEIMA Mitochondrial RNA binding protein, putative.- Leishmania major

4.5. Mapeamento das regides que contém o sitio de interagcao de acidos nucléicos na
proteina LaRbp38 recombinante usando mutantes delecionais

Ensaios de mobilidade em gel (EMSA) foram usados para se testar a habilidade, dos diferentes
mutantes em comparagédo a proteina LaRbp38, em formar complexos in vitro com as seguintes
sondas: DNA telomérico simples fita rico em G, (Tel1) DNA de cinetoplasto (kDNA) e DNA
telomérico dupla fita (LaTel), pois ja se sabia anteriormente que LaRbp38 tem afinidade de
interacdo com esses DNAs (Fernandez et al, 2004; Lira et al 2007c). Primeiramente foram
realizados ensaios usando as proteinas LaRbp38 e seus cinco mutantes ndo purificadas em
coluna HITRAP Chelating; nestes ensaios Tel1 foi usado como sonda ) (Fig. 19A). Os resultados
mostraram a formacgao de complexos entre as proteinas LaRbp38 e os mutantes mut2, mut3, e

mut5 e o oligonucleotideo Tel1 usado como sonda (Fig. 19A, linhas 2, 4, 5 e 7). Como controle das
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reacoes e para garantir que a interacao dessas proteinas ao DNA n&o ocorria devido a algum tipo
de contaminante presente nos extratos, foram utilizados extratos de BL21 e extrato bacteriano
contendo o vetor pET28a+ vazio (Fig. 19A, linhas 8 e 9). Todas estas reacdes foram realizadas na
presenga de 10 ng do competidor inespecifico poly (dI-dC) de forma a evitar a formagao de
complexos inespecificos proteina:DNA.

Estes resultados sugerem que o sitio de ligacdo dessas proteinas ao DNA telomérico simples-
fita rico em G (Tel1) esta localizado na porgédo mediana da proteina, mais precisamente em uma
regidao onde os mutantes 2, 3 e mut 5 se sobrepde (veja diagrama na Fig.24 para detalhes). Estes
resultados foram confirmados utilizando-se as proteinas purificadas em coluna HITRAP Chelating
e os DNAs teloméricos Tel1 e LaTel, além do DNA de cinetoplasto (kDNA) (Figs.19 B, C e D).
Nestes ensaios pudemos observar a formagao de complexos entre as proteinas LaRbp38 inteira,
os mutantes mut2, mut3 e mut5 e a sonda Tel1 (Fig.19 B, linhas 2 a 5 confirmando os achados
mostrado na Fig. 19A). Estas proteinas também formaram complexos com LaTel (Fig 19.C, linhas
2,3,4,5e7)e comkDNA (Fig.19 D, linhas 2, 3, 4, 5 e 6) sendo que o mut1 aparece interagindo

fracamente com kDNA e LaTel (Figs. 19 C, linha 3 e 19 D, linha 3).
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Fig. 19 Mapeamento das regides que contém o provavel sitio de interagado com DNA em
LaRbp38. Em A-D os ensaios (EMSA) foram realizados com as proteinas recombinantes LaRbp38
e os mutantes mut1-5 e os complexos formados entre estas proteinas e os diferentes DNAs foram
fracionados em gel ndo denaturante 4-6%. Em B-D) os ensaios EMSA foram realizados com as
proteinas recombinantes purificadas em colunas HiTrap Chelating. A) EMSA das proteinas
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LaRbp38 e seus 5 mutantes antes da purificagdo. EMSA realizados com oligonucleotideo Tel1 e
as proteinas LaRbp38 (linha 2 ), mut1, mut2, mut3, mut4 e mut5 nao purificadas ( linhas 2 a 7). Os
asteriscos indicam os controles usados para essa reagao sendo eles, extratos de E. coli BL21 e
de E. coli BL21 transformada com vetor pET 28a+ vazio, respectivamente (linhas 8 e 9). B) EMSA
usando Tel1 como sonda e as proteinas recombinantes purificadas em coluna HiTrap Chelating.
Podemos observar a formagcao de complexos entre Tel1 e LaRbp38, mutantes 2, 3 e 5 (linhas 2 a
5). C) EMSA realizado com LaTel como sonda e as proteinas recombinantes purificadas em
coluna HiTrap Chelating.. Podemos visualizar a formacao de complexos com LaRbp38, mutantes
1, 2, 3 e 5 (linhas 2, 3, 4, 5 e 7). D) EMSA realizado com kDNA e as proteinas recombinantes
purificadas em coluna HiTrap Chelating, onde também vemos a formagdo de complexos com
LaRbp38 e os mutantes 1, 2, 3 e 5 (linhas 2, 3, 4, 5 e 7, respectivamente).

A analise quantitativa dos resultados apresentados na Figs.19 B-D, foram plotados no grafico
mostrado na Fig. 20. Os resultados mostraram que LaRbp38 inteira apresenta uma maior
afinidade de interagédo com Tel1 (23%) comparada a afinidade pelos DNAs LaTel e kDNA (21%
para ambos). Em relacdo ao mut2 a maior afinidade de interagcdo é com o kDNA (35%) seguido de
LaTel (34%) e Tel1 (20%). O mut3 interagiu preferencialmente com LaTel (60%), enquanto que a
atividade de ligacdo ao kDNA foi ligeiramente mais alta (23%) que com Tell (21%). O mut5
mostrou maior afinidade ao KDNA (45%), seguido de LaTel (35%) e Tell (21%). O mut1 mostrou
10% de atividade de interagdo com o kDNA e somente 4,5% de atividade de ligagdo com LaTel
sugerindo que ele ainda contém uma parte do dominio responsavel por interagir com os diferentes
DNAs testados, presente provavelmente na regido de sobreposi¢do com o mut2 (veja Diagrama na
Fig.24 para detalhes).

Contudo, ja que a proteina LaRbp38 inteira apresenta um dominio de ligagdo a DNA até agora
nao identificado os ensaios acima s6 mostraram que a proteina inteira tem preferéncia por Tel1,

enquanto os mutantes 2 e 5 tém maior afinidade pelo kDNA e o mut3 liga preferencialmente

LaTel.
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Fig. 20 Porcentagem de atividade de interagcao de LaRbp38 e seus mutantes com as
diferentes sondas testadas: Tel1, LaTel e kDNA.. Os resultados seguem-se por LaRbp38, mut1,
mut2 , mut3, mut5 com as sondas Tel1, KDNA e LaTel respectivamente.

Ensaios de competi¢do foram realizados a fim de se confirmar os achados mostrados nas
Figs. 18 e 19 e determinar quantitativamente a especificidade da interagao entre as proteinas e os
diferentes DNAs testados. Neste caso, optou-se por utilizar as proteinas néo purificadas (Matérias
e Métodos, item 3.9.2) por que estas se mostraram mais estaveis durante as inumeras
manipulagdes, comparado a baixa estabilidade apresentada pelas proteinas purificadas em coluna
Hi-trap Chelating, mesmo estando estas armazenadas por poucos dias a 4 °C (dados n&o
mostrados).

Nos ensaios de competigao utilizou-se um excesso de 50X mais (50 pmol) de cada competidor
frio por reacéo versus cada um dos DNAs marcados (1 pmol) usados como sondas. Além dos
DNAs para os quais a proteina LaRbp38 tem afinidade comprovada in vitro e in vivo (LaTel, Tell e
kDNA) , utilizou-se como competidor inespecifico um DNA nao telomérico e nao relacionado a
DNA mitocondrial, o oligonucleotideo simples fita denominado NonTel (Tabela 2).

Foi possivel observar que nos ensaios de competicdo usando Tell como sonda, ocorreram
diminui¢cdes de aproximadamente 30 a 80% na formagcao de complexos entre Tel1 e as proteinas
LaRbp38 e os mutantes mut2, mut3 e mut5, na presenca dos competidores LaTel, KDNA, NonTel e
Tel1, respectivamente. Podemos notar que tanto LaRbp38, quanto os mutantes 2, 3 e 5

apresentaram afinidade semelhante a todos os DNAs testados, embora, neste caso, a afinidade da
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proteina LaRbp38 a Tel1 foi um pouco maior quando comparada as demais.Podemos notar uma
diminuigdo na porcentagem de interagdo de todas as proteinas com Tel1 na presenca de todos os
competidores testados. Em relagdo a LaRbp38 a maior diminuicao na formacédo do complexo com
Tel1 se deu quando usados os competidores Tel1(especifico) e NonTel (ndo especifico), ja quando
utilizado LaTel como competidor essa diminuigéo foi de apenas 50%. A diminuicdo de interacao
dos mut2 e mut5 com Tel1 ocorreu de forma bastante semelhante principalmente com o uso do
competidor NonTel, ja para mut3 isso ocorreu de forma um pouco diferente em relagéo
principalmente ao competidor LaTel onde a formacdo de compelxo do mut 3 a Tell diminuiu
apenas 25%. Esses resultados podem sugerir a existéncia de sitios de interagéo diferentes para
Tel1 e para LaTel e KDNA, sendo que o sitio da proteina que interage com Tel1 nao parece muito

especifico ja que ocorreu competicdo com o DNA NonTel. (Fig.21)
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Fig. 21 Ensaio de Competi¢cao usando como sonda Tel1. O grafico demonstra as porcentagens
de atividade de interacdo de LaRbp38, mutantes 2, 3 e 5, na ausencia (SC) e na presenca de
excesso (50X) dos competidores Tel1, Latel, KDNA e DNA nao telomérico ( NonTel) em relagdo a
sonda Tell marcada radioativamente. As barras em azul representam as porcentagens de
atividade de ligagdo sem o competidor (SC).

Nos ensaios usando LaTel como sonda, pudemos observar uma diminuicdo de 15% a 85% na
formacao dos complexos entre LaTel e as proteinas LaRbp38 e seus mutantes mut2, mut3 e mut5,
na presenga dos respectivos competidores kDNA, LaTel, Tel1 e NonTel (Fig.22). Na auséncia de

competidores, observamos interagdes de grau diferente entre LaRbp38 e os mut2, mut3 e mut5 e
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LaTel. Curiosamente, comparados a proteina inteira , os mutantes mut2 e mut5 tiveram seus
complexos inibidos na mesma proporgéo (~30%) na presenga de todos os competidores testados.
No caso do mut3, esta inibi¢cdo foi maior e na ordem de 84% independente também do competidor
usado. No caso de LaRbp38, a atividade nao foi reduzida na presenga do competidor kDNA e
ocorreu uma reducado de 14% na presenca do competidor especifico LaTel. J& na presenca de
Tel1 e NonTel, a atividade diminuiu em aproximadamente 50%, sugerindo uma forte interagao de
LaRbp38 a LaTel sendo que que o sitio de interagdo com LaTel em LaRbp38 e nos mut2, mut3 e
mut5 deve se sobrepor aos demais ou seja, um sitio Unico deve interagir com especificidades um

pouco diferentes a todos os DNAs testados.
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Fig.22 Ensaio de competicdo usando como sonda LaTel. Grafico mostrando a analise
quantitativa de ensaios de competicdo entre os competidores Tel1, Latel, KDNA e NonTel e
reacoes contendo LaTel como sonda. Os ensaios de interagdo foram realizdos com as proteinas
LaRbp38 e os mutantes 2, 3 e 5. As barras em azul representam ensaios realizados sem
competidor (SC).

Nos ensaios usando kDNA como sonda (Fig. 23), observamos uma diminuigéo de 20% a 94 %,
na formagao dos complexos formados por kDNA e as proteinas LaRbp38 e seus mutantes: mut2,
mut3 e mut5. Pudemos notar que LaRbp38 e os mutantes 2, 3, e 5 também apresentam afinidade

a kDNA e que esta se apresenta de forma diferente quando confrontada com DNAs testados como

competidores. Em relagdo a LaRbp38 a porcentagem de inibicdo da formacédo de complexo com
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kDNA parece ser igual diante de todos os competidores testados (~ 80%). Para mut2 os niveis de
inibicdo foram ainda maiores principalmente quando usado o competidor LaTel (94%), sendo que
nenhum competidor foi capaz de diminuir significativamente a formacao de complexo de mut 2 a
KDNA a sugerindo a especificidade da interagdo de mut2 a kDNA. Ja para o mut3 esse resultado
foi diferente, ou seja, as porcentagens de inibicdo na formacdo de complexo com kDNA na
presenca dos competidores Tel1, KDNA e NonTel ndo passaram de 10% enquanto que para Latel
nao houve competicdo e sim um aumento na interacdo com KDNA, este ultimo provavelmente
resultante de algum erro ocorrido durante o ensaio, sugerindo que a ligagcdo do mut3 a kDNA é
bastante forte. Par mut5 houve uma diminuigéo de até 75% na interagdo ao kDNA na presenca
dos diferentes competidores sendo que o competidor kDNA (competidor especifico) foi o que
menos competiu com a sonda kDNA.

Estes resultados confirmam em parte os resultados apresentados na figura 20 onde os
mutantes 2 e 5 apresentam maior afinidade a kDNA, porém a baixa inibicdo na formacao de
complexo entre o mut3 e kDNA sugere que os sitios KDNA e LaTel se sobrepde em uma regido do
mut3 provavelmente compreendida entre os aminoacidos 235 a 283, a qual coincidentemente nao

se sobrepde a regides contidas em nenhum outro mutante (ver diagrama na Fig. 24 para detalhes).
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Fig.23 Ensaio de competicio usando como sonda kDNA. Grafico mostrando a analise
quantitativa de ensaios de competicdo entre os competidores Tel1, Latel, kDNA e NonTel e kDNA
usado como sonda, em ensaios de interagdo com as proteinas LaRbp38 e os mutantes 1, 2, 3 e 5.
As barras em azul representam ensaios realizados sem competidor (SC).
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Os resultados de competigdo, portanto, nos mostram que todas as proteinas (LaRbp38 e
seus mutantes 2, 3 e 5), apresentam atividade de ligacdo aos DNAs testados (Tel1, LaTel e
kDNA), embora existam preferencias diferentes entre as proteinas mutantes e a proteina inteira a
determinados DNAs. LaRbp38 apresenta maior afinidade por Tel1, o que esta condizente com
resultados obtidos por Lira et al , enquanto os mutantes mut2 , mut5 tém afinidades semelhantes
aos trés DNAs e uma preferencia maior ao kKDNA, enquanto o mut3 parece ligar igualmente kDNA
e Latel. Isso pode estar ocorrendo devido a presenca de mais de um sitio de ligagao a diferentes
DNAs em um mesmo mutante, ou seja, tanto LaRbp38, quanto os demais mutantes, apresentam
sitios de ligagao tanto para Tel1, KDNA, LaTel quanto para DNA nao telomérico (NonTel). O mut3
por exemplo, interage com os 3 DNAs porém, e com maior afinidade a LaTel e KDNA. Reunindo os
experimentos de interacdo e os de competicdo cruzada, foi possivel deduzir que a interagdo de
mut3 com kDNA se concentra na por¢do mais C-terminal da proteina (vide figura 24). A baixa
afinidade de mut1 a kDNA e LaTel, quando comparados os resultados com os demais mutantes e
LaRbp38, parece irrelevante e acreditamos que essas interagdes sejam devidas somente a uma
pequena porc¢ao no C-terminal deste polipeptideo, que compreende os aminoacidos 95 a 141 da
LaRbp38, que possivelmente faz parte do dominio/sitio de interacdo com os DNAs. Lembrando
que esta mesma porgdo de LaRbp38 se trata exatamente da regido onde os mutantes mut1 e
mut2 se sobrepde confirmando em parte esta hipotese (Fig.24).

Juntando estes resultados propomos que o dominio de ligacdo de LaRbp38 aos DNAs
testados, seja do tipo estrutural, e por isso somente ensaios de modelagem molecular e

futuramente de cristalografia na presenca de DNA é que podera comprovar nossa hipotese.
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Fig. 24 Representacido esquematica mostrando os mutantes truncados construidos a partir
de LaRbp38 (mut1-5) e a possivel localizagdo do dominio de interacao a diferentes DNAs .
kDNA (DNA de cinetoplasto), Tel1 (DNA telomérico simples fita rico em G), LaTel (DNA telomérico
na forma de dupla fita), estdo dispostos na figura de acordo com ordem de preferéncia de ligagao
aos diferentes mutantes. Os numeros correspondem a posigcdo em aminoacidos de cada mutante
nas cadeias polipeptidicas. O Mutante 4 nao esta representado, pois ndo apresenta atividade de
interacao in vitro com os DNAs testados.

4.6.Expressao de LaRbp38 e seus mutantes usando reticulécito de coelho

Os ensaios de transcrigao/traducao in vitro usando extrato de reticuldcitos de coelho, foram
realizados com o uso do Kit TnT Quick Coupled Transcription/ Translation Systems( Promega) que
permite a expressao de proteinas cujos genes estejam sob o comando de um promotor T7, no caso
o promotor T7 se encontra rio acima ao primeiro ATG de cada gene clonado no vetor pET28a+.

As proteinas traduzidas in vitro foram testadas por Western blotting usando soro anti-
LaRbp38 produzido em camundongo (dados ndo mostrados) Em seguida, os extratos contendo as
proteinas LaRbp38 e mutantes de 1 a 5 traduzidas foram submetidos a ensaio de interagao
proteina-DNA (EMSA), utilizando-se como sonda Tel1 (Fig. 25, linhas 4 a 9). Como controle do

ensaio utilizou-se extrato de reticuldcito e extrato de reticuldcito transformado com vetor pET 28a+

vazio (Fig. 25, linhas 2 e 3).
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Fig. 25 EMSA utilizando proteinas traduzidas a partir de extratos de reticulécito de coelho.
EMSA realizado com as proteinas LaRbp38 e seus 5 mutantes expressos em reticulécito de
coelho, as linhas 2 e 3 correspondem aos controles da reagéo ( reticuldcito vazio e reticuldcito
expresso com pET vazio), as linhas de 4 a 9 correspondem as proteinas LaRbp38, mut1, mut2,
mut3, mut4 e mut5 respectivamente.

Os resultados mostram o sucesso da expressao ja que podemos notar um complexo formado
entre Tel1 e as proteinas LaRbp38 e os mutantes 2, 3 e 5 repetindo-se os resultados desse
mesmo ensaio feitos com proteinas produzidas por expressdo em sistema bacteriano (E.coli
BL21). Esse resultado é baseado comparando-se os complexos formados entre os controles e as
amostras que contém LaRbp38 e os mutantes (Fig. 25, linhas 4 a 9). Aqui € possivel observar que
LaRbp38 ( Fig.25, linha 4) e os mutantes 2, 3 e 5( Fig.25, linhas 6,7 e 9) apresentam um perfil
diferente do mut1 e mut4 (Fig.25, linhas 5 e 8) em que o perfil da corrida é igual aos dos controles

( Fig.25, linhas 2 e 3 ) usados na reagao.
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4.7. LaRbp38 é expressa no nucleo e nas mitocondrias de Leishmania amazonensis

Resultados anteriores de nosso laboratério e de outros grupos (Lira et al, 2007 e Liu et al 2007)
sugeriam que a Rbp38 é uma proteina multifuncional, podendo cumprir fungbes em duas
organelas. No nucleo interagindo com DNA telomérico e com DNAs ricos em GT (Lira et al 2007) e
no cinetoplasto, interagindo com a maquinaria de replicacdo dos DNAs de mini-circulo (Liu et al
2007). Porém, nem nosso grupo e nem outros pesquisadores de outros laboratdrios haviam
conseguido mostrar que esta proteina realmente se encontra presente nas duas organelas,
usando ensaios de imunofluorescéncia indireta e Western blotting.

Portanto, resolvemos padronizar a obtencdo de extratos protéicos subcelulares de formas
promastigotas de Leishmania amazonensis, para mostrar que a proteina LaRbp38 esta realmente
presente, tanto no nucleo, quanto na mitocéndria (cinetoplasto). Para tal, extratos obtidos de
fracdes subcelulares do parasita, foram submetidos a fracionamento em gel SDS -PAGE 12% e
transferidos para uma membrana de nitrocelulose. As proteinas foram reveladas usando soro anti-
LaRbp38 na diluicdo 1 : 1000. Esse ensaio mostrou que a proteina Rbp38 em Leishmania
amazonensis, é expressa tanto na sua fragcao nuclear quanto na fragdo mitocondrial (Fig.26, linhas
2 e 3 ). Podemos também verificar que o soro anti-LaRbp38 foi capaz de reconhecer uma segunda
banda de migragcdo mais lenta em todos os extratos estudados. A presencga desta banda pode
sugerir que o anticorpo esta reconhecendo outras proteinas inespecificamente ou entdo que a
LaRbp38 pode sofrer alguma modificacao pos-traducao nesses parasitas, ou até que esta banda
represente um complexo entre a Rbp38 e DNA, cuja interacao é tao forte que nao é capaz de ser

destruida pelo calor ou agentes redutores presentes no tampéao de carregamento do gel.
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>p38 Fig. 26 A proteina LaRbp38 é expressa
o no citoplasma, nucleo e no cinetoplasto
de L. amazonensis

Western blotting, contendo
aproximadamente 8ug de cada um dos
extratos . C ( citoplasma), N (nucleo) e M
(mitocéndria), foram revelados com soro
anti-LaRbp38, na diluicdo 1:1000. Os
38 kDNA || resultados mostram que Rbp38 esta
LaRbp38 || presente nas trés fragdes obtidas de formas
i y 3 promastigotas de .Leishmania amazonensis.

Para comprovar a qualidade dos extratos utilizados e que eles nao estdo contaminados
cruzadamente, foi realizado um Western blotting usando os mesmos extratos e como controle o
soro anti-LaTRF, que reconhece especificamente uma proteina nucelar presentes nos teldmeros
do parasita, a proteina LaTRF, homdloga funcional as proteinas TRF1 e TRF2 de humanos ( Bibo
et al; 2005). Na Fig.26 B (linhas 2) é possivel observar que a LaTRF s6 é revelada no extrato de

nucleo, confirmando a especificidade dos extratos subcelulares produzidos.

Fig. 26 B Western blotting confirmando a
qualidade dos extratos de Niucleo,
citoplasma e mitocondria. Extratos de
80 kDa mitocondria, nucleo e citoplasma
- TRE respectivamente, revelados com soro anti-
TRF2. Mostrando a qualidade dos extratos

produzidos, j4 que TRF é uma proteina

exclusivamente nuclear

4.7.1 Confirmacgao da sub-localizagao celular de LaRbp38 por imunofluorescéncia indireta
Resultados de ensaios de imunofluorescéncia indireta utilizando formas promastigotas de
Leishmania amazonensis cultivadas em fase exponencial de crescimento, obtidos de cultura nao
sincronizada, foram incubados com soro anti-LaRbp38 como anticorpo primario e revelados com
Alexa Fluor 488(verde). Os resultados obtidos nas imagens mostradas nas Figs. 27A-F,
demonstram a presenca de LaRbp38 tanto no cinetoplasto (Fig. 27B) quanto no nucleo ( Fig.27E),
e na sobreposicdo das imagens (Fig. 27C e F). Note que a maioria dos parasitas (~90%)
apresenta a proteina no cinetoplasto, em imagens pontuais em dois pdélos da organela, como
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anteriormente mostrado por Liu et al (2006). Estes autores observaram que a proteina homologa
de Trypanosoma brucei, a TbRbp38, estava presente somente no cinetoplasto desses parasitas.
Nas imagens mostradas na Fig. 27, é possivel notar, a LaRbp38 no nucleo, coradas com alexa
fluor na cor verde, que apresenta-se como pontos brilhantes, enquanto a coloragdo com
vectashield apresenta-se na coloragdo azul corando nucleo e cinetoplasto, sendo este mostrado

com uma coloragdo de azul mais intenso, quando comparado ao nucleo.

A) Vectashield B) Alexa Fluor ( Verde)

C) Vectashield + Alexa Fluor
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D) Vectashield E) Alexa Fluor ( Verde)

F) Vectashield + Alexa

Fig. 27 Localizagdo subcelular de LaRbp38 mostrando a proteina no cinetoplasto e no
nucleo de formas promastigotas de L. amazonensis. Em A) parasitas corados com Dapi (azul),
em B) Alexa Fluor X (verde), mostrando a presenca de LaRbp38 no cinetoplasto das células. C)
sobreposigédo das imagens de Dapi e Alexa fluor, confirmando a localizagdo sub-celular de
LaRbp38 no cinetoplasto de L.amazonensis.Em D) parasitas corados com vectashield (azul), em
E, Alexa Fluor Alexa Fluor 488 (verde), mostrando a presenca de LaRbp38 no nucleo do parasita.
F) sobreposigdo das imagens de Dapi e Alexa fluor, mostrando LaRbp38 localizada no nucleo de
L.amazonensis.
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4.8. ldentificagao de proteinas parceiras de LaRbp38 em extratos de nucleo de L.

amazonensis: Resultados preliminares

Foram realizados ensaios de imunoprecipitacdo usando-se o Kit Seize X Protein A
Immunoprecipitation (Pierce Thermo Scientific), seguindo as especificagdes do fabricante, a partir
de extratos da fracdo nuclear previamente padronizado no laboratério (vide Fig. 25). A proteina
nativa LaRbp38 foi imunoprecipitada usando-se soro anti-LaRbp38 produzido em coelho. Os trés
eluatos da imunoprecipitagdo foram submetidos a ensaios de Western blotting revelados com os
soros anti-LaRbp38, anti-LaTRF e anti-LaRPA (Fig. 28A-C ). Os resultados mostraram que as
proteinas LaRbp38, LaTRF e LaRPA-1 sdo eluidas juntas nos 3 eluatos , sugerindo que elas
formem parte de um mesmo complexo protéico no nucleo dos parasitas (Fig. 28 A, linha 1, a 3,
Fig. 28 B, linhas 1a 3 Fig. 28 C, linhas 1 a 3). Ensaios de imunoprecipitagdo cruzada usando os
soros anti-LaTRF e anti-LaRpa-1 seguido de Western blotting revelado com soro anti-LaRbp38

estdo em andamento de forma a confirmar estes resultados.

A - - _
W.B: anti -L.aRbp38 u <« LaRbp38
AREDA
B
1 2 3
LaTRF
W.B: anti-LaTRF ..
30 kDA
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Fig. 28 LaRbp38 pode formar parte de um mesmo complexo que contém as proteinas
teloméricas LaRpa-1 e LaTRF. Em A-C, eluatos de imunoprecipitacdo de extrato de nucleo de L
.amazonensis com soro anti-LaRbp38 foram submetidos a ensaios de Western blotting revelados
com: A) soros anti-LaRbp38, linhas 1 a 3. B) soro anti-LaTRF, linhaslinhas 1 a 3. C) soro anti-
LaRpa-1, linhas 1 a 3. Em A-C o0s numeros de 1 a 3 correspondem aos eluatos da
imunoprecipitagdo com soro anti- LaRbp38.

Os mesmos eluatos da imunoprecipitagcao mostrados na Fig. 28 (A-C), foram submetidos a
analises por espectrometria de massa, para identificacdo, pelo método do “shotgun”, dos
peptideos mais abundantes que foram eluidos juntamente com LaRbp38 durante a
imunoprecipitacdo. Para esta andlise utilizou-se o programa MASCOT e comparacdo de
sequéncias usando os bancos de dados publicos e do projeto genoma L. major
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/L_maijor/). Dentre as proteinas eluidas encontram-se algumas
de citoesqueleto, chaperonas e inclusive proteinas que tém papel na maquinaria de replicagcdo do
DNA, tais como: ribonucleases, helicases, ATPases, ligases entre outras (vide Tabela 6 para
detalhes). A veracidade destes resultados sera confirmada por ensaios de imunoprecipitagdo com

diferentes soros e com novos sequenciamentos.
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Tabela 6: Resultados das analises comparativas em banco de dados publicos e de L.major dos
seqlenciamento dos peptideos que compunham a mistura dos eluatos da imunoprecipitacdo de
extrato nuclear de L.amazonensis com soro anti-LaRbp38. Na coluna numero 5 encontram-se o
numero de peptideos seqlienciado de cada proteina presente na mistura.

Numero Nome da proteina Score | Probabilidade N° de
acesso no peptideos
GenBank sequenciados

AALS57850.1 Ribonuclease HIl 32 0.992 7
043938 S-adenosylmethionine synthetase 28 0.998 4
CAB97733.1 Possible f15b9.5 protein 33 0.9998 4
CAB97718.1 Possible auxin-induced basic helix 31 0.99993 4
CAB97691.1 Possible microtubule-associated prote 32 0.993 4
CAC59844.1 | Possible DNA-dependent ATPase snf2h |29 0.997 4
CAB95265.2 | Alpha tubulin, copy 2 32 0.998 4
Q6YIR8 Possible TC40 antigen 37 0.94 4
CAB97691.1 Possible microtubule-associated protein |32 0.993 4
Q4Q0H6 Kinetoplast-associated protein 38 0.94 3
Q4Q5L3 Ubiquitin-conjugating enzyme 29 0.98 3
Q4QGW1 S-phase kinase-associated protein 39 0.98 3
Q4QDY5 Actin-related protein 2, putative 32 0.99 3
Q4Q5A7 Coatomer epsilon subunit, putative 30 0.992 3
Q4Q7P9 Spliceosome-associated protein, putative | 42 0.998 3
Q4Q0P3 Helicase, putative 46 0.9990 3
Q8WSZ0 Ribonuclease HlI 32 0.9997 3
Q8I6Y3 Proteasome subunit beta type 37 0.9998 3
Q6YIR8 20S proteasome beta 7 subunit 37 0.94 3
CAB97769.1 Probable possible dynein heavy chain 30 0.993 3
7494066 Probable membrane protein L5701.5 46 0.83 3
Q4QCR1 Coatomer beta subunit, putative 45 0.999 3
AAK14904 .1 Ribosomal protein S11 38 0.87 3
1QB7 Chain A, Crystal Structures of Adenine | 27 0.995 3
CACO00927.1 | Probable DNA ligase 35 0.92 2
CAB98658.2 | Probable surface antigen p2 precursor 29 0.98 2
Q4Q2Y6 NAD dependent deacetylase, putative 38 0.9995 2
CAB72302.2 | Serine hydroxymethyltransferase 41 0,99 2
CAB98162.1 | RAB5-like protein 29 0.88 2
CAB98069.1 Probable heat shock protein 70-relate 32 0.9998 2
CAB97851.1 Possible p-glycoprotein 32 0.991 2
AAC37295.1 | Adenine phosphoribosyltransferase 27 0.996 1
AAA18826.1 GTP-binding protein homologue 35 0.9992 1
CAB86699.1 Putative cytochrome c oxidase subunit 33 0.9998 1
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5. Discussao

A proteina Rbp38 foi descrita inicialmente, como uma proteina estabilizadora de RNAs no
cinetoplasto de L. tarentolae e T. brucei (Sbicego et al., 2003) e mais recentemente teve seu papel
descrito na maquinaria de replicagdo de minicirculos do kDNA de T. brucei (Liu et al., 2006). Em
2003, foi demonstrada a existéncia de uma proteina denominada Tc38, de aproximadamente
38kDa, em extratos nucleares de T.cruzi. Esta apresenta alta identidade e similaridade com a
Rbp38 descrita em L. tarentolae e T. brucei, e é capaz de se associar in vitro com a seqiéncias
poli (dTdG) encontradas em regides intergénicas neste parasita (Duhagon et.al, 2003). No ano
seguinte, uma proteina de 38 kDa foi isolada em extratos totais e nucleares de L. amazonensis,
purificados em colunas de afinidade contendo DNA telomérico rico em G como ligante (Fernandez
et al.2004). Esta proteina foi identificada por espectrometria de massa e sequenciamento de novo,
como sendo homoéloga a Rbp38 de L. tarentolae e T. brucei. Apds esses achados foram realizados
ensaios de interacao proteina-DNA in vitro e in vivo, que demonstraram que a LaRbp38 é capaz de
interagir ndo sé com a fita telomérica rica em G dos teldmeros de L. amazonensis, mas também
com a dupla fita telomérica, com DNAs ricos em GT na forma de dupla fita e com a sequéncia de
inicio de replicagdo dos mini-circulos de kDNA (Liu et al., 2006, Lira et al., 2007c).

Ja foi mencionado que LaRbp38 nao compartilha dominios funcionais ou estruturais ou
quaisquer semelhancas de sequéncia primaria de aminoacidos com outras proteinas descritas e
cujas sequéncias estdo disponiveis nos diferentes bancos de dados publico, incluindo a do
genoma de Leishmania. Achados recentes em nosso laboratério, mostraram que LaRbp38 interage
com DNA telomérico na forma de dupla fita, simples fita e com kDNA de L. amazonensis (Lira et al.
2007c). Sendo assim, e baseado nestes resultados, foram construidos 5 proteinas mutantes a
partir de LaRbp38, contendo diferentes regides da mesma. Comprovamos que a exemplo de
LaRPA-1, a LaRbp38 e seus mutantes 1, 2, 3 e 5 s6 se tornavam soluveis e adquiriam estrutura
secundaria na presenca de heparina. Parece que neste caso também, é que a heparina funciona

como uma chaperona auxiliando no enovelamento de proteinas expressas de forma insoluvel (Lira

82



et al; 2009d) Apds enoveladas e na sua forma soluvel, as proteinas citadas acima foram
submetidas a ensaios de EMSA e competicdo usando diferentes sondas (Tel1, kDNA e LaTel).
Estes ensaios mostraram a formagao de complexos de LaRbp38 e seus mutantes mut2, mut3 e
mut5 com as diferentes sondas testadas, além de uma fraca interagdo do mut1 com kDNA e LaTel.
A andlise quantitativa desses ensaios mostrou que o dominio de ligagdo de LaRbp38 aos
diferentes DNAs testados, pode ser um tipo de dominio estrutural, onde o fold correto de cada
mutante pode estar relacionado com a ligagao preferencial a diferentes tipos de DNAs , baseado
nos resultados em que tanto LaRbp38 quanto seus mutantes 2, 3 e 5 apresentam interagcido com
diferentes tipos de DNAs testados, mas cuja preferéncia é diferencial para cada mutantes.
Segundo King 1993, cada proteina apresenta um enovelamento proprio e este pode estar
diretamente ligado ao modo de como essa proteina vai interagir com seu ligante. Resultados
obtidos por Zhou et al, 2009 com a proteina Brh2 de mamiferos, mostram que a regido N-terminal
da proteina contribui substancialmente para funcio biolégica da mesma e abriga dominios de
ligagdo a DNA especificos capazes de reconhecer conformagdes estruturais na proteina para
assim promover transagodes intermoleculares. Em conjunto, estes resultados sugerem que esse(s)
dominio(s), possivelmente se sobrepde, e esta(ao) localizado(s), segundo resultados apresentados
nesta tese, na regiao da proteina sobreposta pelos mutantes 2, 3 e 5, compreendendo residuos 95
e 283, composto por cerca de 188 aminoacidos. Contudo, parece que os mut2, mut3, mut5, por
serem mutantes delecionais, podem ter perdido parte(s) essencial(is) da proteina tornando
impossivel o re-enovelamento adequado dos mesmos e por isso o0 baixo sinal de leitura de CD.
Isto pode sugerir que os mutantes 2, 3 e 5 possam apresentar-se como proteinas do tipo IUP, ou
seja que apresentam enovelamento parcial de sua estrutura, assim como sugerido por Lira et ajl
2009d para a proteina LaRPA.

Algums trabalhos evidenciaram Rbp38 como uma proteina com fungédo nuclear (Duhagon et.al,
2003 e Férnandez et al.2004), porém nenhuma evidéncia de sua sub-localizagdo nuclear havia sido
descrita até entdo. Nesta tese, apresentamos mais evidencias sobre a localizacdo subcelular de

LaRbp38 quando mostramos resultados de experimentos de Western blotting, usando extratos
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celulares fracionados de nucleo, citoplasma e mitocéndria e os mesmos sao revelados com soro anti-
LaRbp38. Nossos resultados mostram comprovadamente que a proteina pode estar presente nos trés
compartimentos. Ensaios de imunofluorescéncia indireta, revelados com o mesmo soro anti-LaRbp38
(Fig. 6), mostraram a proteina LaRbp38 & expressa em poucas células no nucleo de parasitas
originados de cultura ndo sincronizada e que a maior parte da proteina apresenta localizagao
polarizada no cinetoplasto a semelhanga dos achados de super-expressao de p38 fusionada com GFP
realizados em T. brucei por Liu et al. (2006). No caso da p38 de T. brucei é possivel que a proteina
apresente 2 isoformas, uma com fungao nuclear e outra com fungéo no cinetoplasto, a semelhanga da
proteina Pif1 que tem fungao telomérica e mitocondrial em mamiferos e leveduras (Zhang et al; 2006,
Futami, et.al 2007). E possivel que no caso de T. brucei, Liu et.al. (2006) s6 foram capazes de
examinar a expressao da isoforma presente no cinetoplasto. Isto se explicaria pelo fato de que ja
existem evidéncias mostrando que outras proteinas em T. brucei possuem isoformas com fungbes em
organelas diferentes. Um bom exemplo é a Topoisomerase I, que em T. brucei apresenta dois genes
codificando duas isoformas, as quais tém fungbes separadas no nucleo e no cinetoplasto (Kulikowicz
& Shapiro, 2006). J&4 em Leishmania e T. cruzi a Topoisomerase |l é codificada por um Unico gene
(Das et al., 2001, Das et al., 2006). No caso de LaRbp38, especulamos que apenas uma proteina
exerca fungoes diferentes em ambas organelas (mitocéndria/cinetoplasto e nucleo), o que em partes
foi comprovado nos ensaios in vivo de imunoprecipitacao de cromatina por Lira et al (2007c) e por nds,
nesta tese. E provavel que em Leishmania a proteina LaRbp38 tenha capacidade de se translocar
pelos diferentes compartimentos celulares durante o ciclo de vida do parasita. De acordo com isso,
Lira e Cano (dados nao publicados) propuseram anteriormente que a proteina contém, além do sitio
de enderegamento mitocondrial na por¢ao N-terminal (MTS - Mitochondrial Targeting Signal), sitios de
exportagao/importacao nuclear, localizados em porgdes ricas em aminoacidos do tipo L (Leu),
(Dubessay et al; 2006), encontrados tanto nas porgées N quanto C-terminal da proteina. Mais ainda, a
baixa frequéncia de visualizacdo de LaRbp38 no nucleo, ou sua passagem transiente por esta
organela, nos parasitas, poderia ser explicada também pelo fato de que no cinetoplasto a proteina é

requerida em abundancia durante a replicacdo de milhares de cépias de DNA de mini-circulo,
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enquanto que no nucleo a quantidade de LaRbp38 requerida talvez ocorra em niveis abaixo do
detectavel pelas técnicas usuais de microscopia de fluorescéncia. Este fato acontece, por exemplo,
com a proteina TzCRK1 de T. brucei, onde a proteina aparece em quantidades quase indetectaveis no
nucleo, porém se acumula em grande quantidade no cinetoplasto (Gémez et al., 2006).

Desta forma, é de total interesse continuar os estudos para se desvendar as possiveis fungdes de
LaRbp38 nas duas organelas. Ensaios de imunoprecipitagdo usando extratos nucleares, revelaram por
Western blotting a possibilidade da LaRbp38 formar complexos ou fazer parte de um mesmo complexo
no nucleo dos parasitas, com outras proteinas teloméricas tais como LaRpa-1 e LaTRF. Porém,
quando esses mesmos eluatos foram submetidos ao seqlienciamento por espectrometria de massa,
peptideos das proteinas LaRpa-1 e LaTRF nao foram identificados na mistura, o que pode ter sido
devido a pouca abundancia dessas proteinas nos extratos nucleares. Em contraposigao, identificou-se
a presenca de varias proteinas que cumprem funcdo em maquinaria de replicacdo de DNA e de
transporte intracelular de proteinas tais como ribonucleases, ATPase, helicases, ligases e chaperonas,
respectivamente, o que de certa forma confirmam uma das possiveis fungbes de LaRbp38 e seu
transito intracelular. Porém, esses resultados sdo muito preliminares, tendo que ser repetidos e
aprofundados para obtencdo de conclusdes mais precisas.

Mais estudos serdo necessarios para avaliar como os resultados obtidos neste trabalho séo
relevantes para a fungédo da proteina in vivo, mas estes dados sdo uma primeira indicagcdo de que
licdes aprendidas a partir de estudos com organismos modelo podem fornecer paradigmas para
determinar as fungdes celulares de LaRbp38 em Leishmania. Outras caracteristicas e propriedades
bioquimicas da LaRbp38 serao, sem duvida, altamente informativas, até mesmo porque esta proteina
estd na lista do banco de dados da Organizagdo Mundial de  Saude
(http://tdrtargets.org/targets/view?gene_name=LmjF23.0760), que classifica a mesma como um alvo
importante (TDR Targets ID: 24086) para desenvolvimento de drogas e terapias contra doengas

tropicais negligenciadas.
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6. Conclusoes

» LaRbp38, apresenta dominio(s) de ligacdo a diferentes DNAs. Este ainda ndo havia sido
descrito e parece estar localizado na porgdo mediana da proteina (entre os aminoacidos 95 e
283) que compreende os mutantes 2,3 e 5, podendo o0 mesmo ser estendido em dire¢gao ao N-

terminal da proteina.

» LaRbp38 e seus mutantes 2, 3 e 5 apresentam afinidades diferentes aos DNAs testados (Tel1,
Latel, kDNA e NonTel), o que pode sugerir a existéncia de mais de um dominio do tipo

estrutural, de interacéo aos diferentes DNAs, os quais podem estar sobrepostos.

» LaRbp38 é uma proteina que provavelmente transita entre dois ou mais compartimentos
celulares, a saber: nucleo, citoplasma e cinetoplasto/mitocondria. Sua passagem transiente
pelo nucleo dificulta sua visualizagdo por imunofluorescéncia indireta, porém a proteina é
abundantemente visualizada de forma polarizada no cinetoplasto. Isto sugere que ela tem
funcdes diferenciadas na célula e que ela deve ser recrutada de forma diferente para ambas

organelas.

» Extratos nucleares de L.amazonensis, imunoprecipitados com soro anti-LaRbp38 e com soros
anti-LaRpa-1 e anti-LaTRF, demonstraram a possivel interagdo da mesma, a proteinas
teloméricas (LaRPA e TRF). A analise por espectrometria de massa de peptideos tripticos
originados da imunoprecipitagdo com anti-LaRbp38, sugerem a interacdo de LaRbp38 com
proteinas da maquinaria de replicacéo e transporte intracelular, tais como: helicases, ATPases,
Ribonucleases, e chaperonas, por exemplo. Estas evidencias podem sugerir uma possivel

funcao de LaRbp38 na maquinaria de replicacdo do DNA.
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7. Produgoes bibliograficas complementares

Artigo I: Biochem. Biophys. Res. Commun. (2007), doi:10.1016/j.bbrc.2007.04.144

Leishmania Replication Protein A-1 binds in vivo
single-stranded telomeric DNA

J.L. Siqueira Neto, C.B.B. Lira, M.A. Giardini, L. Khater, A.M. Perez, L.A. Peroni, J.R.R. dos
Reis, L.H. Freitas-Junior, C.H.l. Ramos and M.I.N. Cano

ABSTRACT

Replication protein A (RPA) is a highly conserved single-stranded DNA-binding protein

involved in DNA replication, recombination, repair and telomere maintenance. In yeast, RPA-1
works as a telomerase recruiter and in humans, it is able to unfold G-quartet structures formed by
the 3°G-rich telomeric strand. Using biochemical approaches we were able to identify RPA-1 as a
Leishmania amazonensis G-strand telomere binding protein (LaRPA-1). In trypanosomatids, which
includes Leishmania, Rpa-1 lacks the N-terminal OB-fold RPA70N but have a conserved canonical
OB fold and a truncated RFA-1 structural domain. Recombinant LaRPA-1 and a deletion mutant
containing the OB

fold DNA binding domain interact with the G-rich telomeric DNA. In contrast, binding was abolished
when assays were done with a mutant bearing only the C-terminal half, suggesting that similarly to
other single-stranded telomere binding protein, the OB fold domain is necessary for protein-DNA
association. An immunoprecipitation assay using anti-LaRPA-1 antibody showed that the telomeric
sequence co-immunoprecipitated with LaRPA-1, which strongly indicates that LaRPA-1 binds
telomere in vivo. The nuclear localization of LaRPA-1 by immunofluorescence confirms that
LaRPA-1 is a Leishmania nuclear protein. The importance of LaRPA-1 at Leishmania telomeres is

discussed.
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Artgo Il. Biochim Biophys Acta. 2008 Nov 12.

DNA and heparin chaperone the refolding of purified recombinant replication protein A
subunit 1 from Leishmania amazonensis.

Lira CB, Gui KE, Perez AM, da Silveira RC, Gava LM, Ramos CH, Cano Ml

Department of Genetics, Biosciences Institute, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho (UNESP), Botucatu, SP, 18618000 Brazil.

Abstract

Replication protein A (RPA) is a single-stranded DNA-binding protein that has been implicated in
DNA metabolism and telomere maintenance. Subunit 1 of RPA from Leishmania amazonensis
(LaRPA-1) has previously been affinity-purified on a column containing a G-rich telomeric DNA.
LaRPA-1 binds and co-localizes with parasite telomeres in vivo. Here we describe the purification
and characterization of native recombinant LaRPA-1 (rLaRPA-1). The protein was initially re-
solubilized from inclusion bodies by using urea. After dialysis, rLaRPA-1 was soluble but
contaminated with DNA, which was removed by an anion-exchange chromatography of the protein
solubilized in urea. However, rLaRPA-1 precipitated after dialysis to remove urea. To investigate
whether the contaminating DNA was involved in chaperoning the refolding of rLaRPA-1, salmon
sperm DNA or heparin was added to the solution before dialysis. The addition of either of these
substances prevented the precipitation of rLaRPA-1. The resulting rLaRPA-1 was soluble, correctly
folded, and able to bind telomeric DNA. This is the first report showing the characterization of
rLaRPA1 and of the importance of additives in chaperoning the refolding of this protein. The
availability of rLaRPA-1 should be helpful in assessing the importance of this protein as a potential

drug target
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