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RESUMO

Na maioria dos eucariotos, proteinas que ligam aos telomeros, tais como POT1 e TRF2 apresentam papéis
cruciais na biologia dos telomeros, interagindo com varios outros reguladores dos telomeros para garantir a
manutengdo adequada dos mesmos e ainda formam complexos de ordem maior, conhecido como telosome
ou shelterin. Os telomeros de Leishmania spp. sdo compostos por repeticdes conservadas TTAGGG e sdo
mantidos pela telomerase. A base do complexo de proteinas teloméricas de Leishmania ¢ formado pelas
proteinas LaRPA-1 e LaRbp38, que ligam vitro e in vivo, com alta afinidade a DNA telomérico simples fita
rico em G, e por proteinas que interagem com a regido de DNA telemérico dupla fita, como a proteina
recentemente descrita, homologo de TRF. O genoma de Leishmania spp., como outros tripanossomatideos,
ndo tem muitas das proteinas conservadas que ligam a simplesfita teloméricos encontrada em eucariontes,
tais como os homologos da proteina CDC13 e POT1. Portanto, nds especulamos que o homologo de RPA-1
de Leishmania pode desempenhar as mesmas fungdes como POT1/CDCI13 nos telémeros do parasita,
embora possa se ligar ao DNA telomérico simples fita com alta afinidade e de forma independente de
seqiiéncia. LaRPA-1, juntamente com a proteina multifuncional LaRbp38, que também interage com uma
ampla gama de seqiiéncias rico em GT, incluindo os telomeros, parece fazer parte de um complexo
telomérico parasita que se assemelha ao complexo CST recentemente descrito. O complexo CST estd sendo
considerado um segundo modo de proteger os telomeros presentes em umavariedade de espécies, com
excecdo de leveduras de brotamento, e ¢ constituido principalmente por proteinas RPA-like. Neste estudo,
nds usamos diferentes abordagens para demonstrar que LaRPA-1 interage com o LaRbp38 e com a
telomerase, € que estas interagdes proteina:proteina parecem ocorrer de uma forma ciclo celular
independente. Além disso, LaRPA-1 co-localiza parcialmente com ambas as proteinas, provavelmente
refletindo as suas fungdes no metabolismo do DNA. Nés especulamos se essas interagdes representa
complexo telomérico no seu todo ou apenas a existéncia de distintos subcomplexos funcionais nos
telomeros dos parasitas.

Palavras-chave: telomeros; proteina LaRPA-1; proteina LaRbp38; complexo CST; Leishmania spp
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ABSTRACT

In most eukaryotes, telomere binding proteins such as POT1 and TRF2 play crucial roles in
telomere biology by interacting with several other telomere regulators to ensure proper telomere
maintenance and to form high order complexes known as telosome or shelterin. Leishmania spp. telomeres
are composed by the conserved TTAGGG repeats which are maintained by telomerase. The basic
Leishmania telomeric protein complex is formed by the proteins LaRPA-1 and LaRbp38, which bind in
vitro and in vivo, with high affinity, to the G-rich single-stranded DNA, and by proteins that interact with
the double-stranded region of telomeres such as the recently described TRF homologue. The Leishmania
spp. genome, like other trypanosomatid, lacks many of the conserved single-stranded telomeric proteins
found in other eukaryotes, such as the CDC13 and POT1 protein homologues. Thus, we speculate that the
Leishmania RPA-1 homologue may play the same roles as POT1/CDC13 at parasite telomeres, although it
can also bind to other single-stranded DNA with high affinity and in a sequence-independent manner.
LaRPA-1 together with the multifunctional LaRbp38 protein, which also interacts with a wide range of
GT-rich sequences, including telomeres, seems to form part of a parasite telomeric complex that resembles
the recently described CST complex. The CST complex is being considered a second telomere capping
mode occurring in a broad variety of species, except budding yeast, and is mainly formed by RPA-like
proteins. In this report we used different approaches to show that LaRPA-1 interacts with both LaRbp38
and with telomerase, and that these protein:protein interactions seem to occur in a cell-cycle independent
manner. In addition, LaRPA-1 partially co-localizes with both proteins, probably reflecting its functions in
DNA metabolism. We speculate whether these protein interactions reflect the entire telomeric complex or
the presence of functionally distinct subcomplexes at parasite telomeres.

Key word: telomere; protein LaRPA-1; protein LaRbp38; CST complex; Leishmania spp
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmania e Leishmaniose

Leishmaniose ¢ uma doenga de carater zoonético que acomete o homem e diversas espécies de
animais silvestres e domésticos. O agente etioldgico dessa zoonose ¢ um protozoario do género
Leishmania, familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida (Neves, 2005). Estes parasitas sdo
caracterizados pela presenca do cinetoplasto, uma organela rica em DNA que representa um
compartimento especializado de uma tUnica mitocondria (Simpson, 2004). O género Leishmania
apresenta mais de 13 espécies distintas de protozoarios dentre as quais estdo incluidos os agentes
causais da leishmaniose. Todas as espécies de Leishmania sdao heteroxénicas, ou seja, necessitam de
mais de um hospedeiro durante seu desenvolvimento bioldgico. A transmissdo € feita por insetos
hematdfagos (hospedeiros invertebrados) denominados flebotomineos, do género Lutzomyia, conhecidos
como mosquito-palha, birigui, tatuquiras entre outros. Os hospedeiros vertebrados incluem uma grande
variedades de mamiferos, sendo mais comuns: roedores, canideos, tamanduas, marsupiais e, sobretudo,
humanos (Neves, 2005).

No mundo, 12 a 15 milhdes de individuos encontram-se infectados por alguma espécie do género
Leishmania, e estima-se que 350 milhdes de pessoas estdo sob risco de infecgdo por habitarem regides
endémicas, sendo registrados cerca de dois milhdes de novos casos por ano (Who Expert Committee,
1990). Um grave problema de satide publica € o caso de co-infecgdo com o virus HIV (Cruz et al.,
2006). Nesta situacdo onde o paciente se encontra imunodeprimido, a manifestacdo da leishmaniose se
da de forma muito mais agressiva e severa (Piscopo & Mallia, 2006).

Dependendo dos fatores de viruléncia do parasita infectante e da resposta imune do hospedeiro
humano, um grande espectro de formas clinicas de leishmaniose pode se manifestar (Neves, 2005; Rey,

2002).



A OMS (Organizacdo Mundial da Saude) classifica as leishmanioses em quatro formas clinicas

principais: leishmaniose visceral, também conhecida como “calazar”, ¢ a 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 linfoides; leishmaniose mucocutdnea, também conhecida como ulcera de

Bauru, apresentando formas que se complicam freqiientemente com o aparecimento de lesdes

destrutivas nas mucosas do nariz, boca e faringe; leishmaniose cutdnea, que produz exclusivamente

lesdes cutaneas, ulcerosas ou ndo, porém restritas; leishmaniose cutdnea difusa, com formas

disseminadas cutaneas que se apresentam em individuos anérgicos ou, tardiamente, em pacientes que
haviam sido tratados de calazar (Rey, 2002).

No Brasil, os medicamentos empregados no tratamento da leishmaniose visceral sdo os
antimoniais pentavalentes e a anfotericina B (desoxicolato e lipossomal) (Alvar J, et al., 1997). A
anfotericina B é a tinica op¢ao no tratamento de gestantes e esta indicada como segunda opgdo para os
pacientes que tenham contra-indicagdes ou tenham apresentado toxicidade ao uso dos antimoniais. Estes
farmacos podem causar graves efeitos colaterais nos pacientes, como dores musculares e alteragdes nos
batimentos cardiacos, sendo que a anfotericina B lipossomal apresenta menor toxicidade, porém seu
custo ¢ elevado, dificultando seu uso em satde publica (Ministério da Satde -Secretaria de Vigilancia
em Satde - Departamento de Vigilancia Epidemiologica, 2006).

Atualmente a imunoterapia tem mostrado resultados promissores, com o desenvolvimento de
vacinas cujas técnicas ainda vém sendo testadas e aprofundadas nos dias de hoje. (Instituto Oswaldo
Cruz, 2008).

As medidas que sdo empregadas para a redugdo da transmissdo, o controle dos vetores e o
tratamento farmacologico da infec¢do acabaram induzindo o aparecimento de parasitas e vetores
resistentes (Johnston et al., 1999). Por esses motivos, um maior conhecimento sobre a biologia celular e
molecular destes protozoarios podera facilitar o descobrimento de novos alvos parasita-especificos para

o desenvolvimento de vacinas e drogas eficazes para a erradicagdo da doenca.



O parasita alvo deste estudo € a L. amazonensis, agente causal das leishmanioses Tegumentar
Americana (cutanea e cutanea-difusa). 75% de todos os casos clinicos de leishmaniose, distribuidos por
varios continentes, ¢ do tipo cutinea, e os 25% restantes sdo de casos de leishmaniose visceral (Kaye &
Blackwell, 2008). A leishmaniose tegumentar americana esta entre uma das endemias de maior
importancia em saude publica no Brasil, sendo que em algumas regides do pais, o parasita causador da
doenga aparece como agente causal de todo o espectro da leishmaniose (Barral et al., 1991). Ele tem
ampla distribuigdo geografica, encontrando-se por toda bacia amazonica, além de estados como
Maranhao, Ceara, Bahia, Minas Gerais e Espirito Santo (Neves, 2005; Rey, 2002). Em Mato Grosso

do Sul, a leishmaniose cuténea e cutdnea-difusa apresenta ampla distribuicdo (Noguchi, 2001).

1.2 Ciclo biolégico dos parasitas do género Leishmania

Os parasitas do género Leishmania possuem ciclo de vida digenético, em que ha a alternincia
entre a forma intracelular aflagelada, denominada amastigota, a qual ¢ encontrada no hospedeiro
vertebrado (homem, cdes e outros animais) e a forma extracelular flagelada, ou promastigota,
encontrada no tubo digestivo do inseto vetor (Neves, 2005).

A B



Fig. 1: Formas dos parasitas do género Leishmania. Em A, parasitas na forma promastigota,
flagelada, alongada, e em B, setas indicam diversos parasitas na forma amastigota, aflagelada,
arredondadas.

Fontes: A (http://www.id.med.ubc.ca/ _shared/assets/Leischmania223.jpg) B (Murray et al., 2005)

A reproducao ocorre por divisdo binaria simples em ambos os hospedeiros. A infec¢ao no vetor
ocorre quando a fémea pica o vertebrado para exercer o repasto sanguineo € juntamente com o sangue
ingere macrofagos parasitados por formas amastigotas. Estes ao chegarem no estdmago, sdo rompidos
liberando as amastigotas, as quais sofrem divisdo binaria e se transformam rapidamente em
promastigotas que multiplicam-se sucessivamente e migram em dire¢do a faringe do inseto. Durante o
repasto sanguineo, a fémea do inseto vetor introduz as formas infectivas, ou promastigotas, ao
hospedeiro mamifero, que sdo fagocitadas por macrofagos superficiais e no seu interior se transformam

em amastigotas. Estes amastigotas se dividem por biparticdo até o momento quando ocorre a lise do

macréfago, neste instante muitos amastigotas caem na corrente sanguinea e¢ sdo novamente fagocitados



por novas células do sistema monocitico fagocitdrio do hospedeiro O ciclo se completa quando um
mosquito flebotomineo ndo infectado alimenta-se do sangue de um hospedeiro infectado e as formas
amastigotas voltam a se diferenciar em promastigotas no intestino do inseto. (Neves, 2005; Basu &
Ray, 2005; Oliver et al., 2005; Lang et al., 2009). O tempo necessario para que o ciclo se complete
varia entre trés a cinco dias para diferentes espécies (Neves, 2005; Rey, 2002). A figura 2 apresenta

uma ilustrag@o simplificada do ciclo biologico de Leishmania amazonensis.






Fig. 2: Ciclo bioldogico de L. amazonensis: imagens bi e tridimensionais de amostras fixadas no
interior do inseto vetor (Lutzomia) e em reservatorio natural (Proechymis spp). (a) Promastigotas
prociclicos no trato digestivo médio do inseto. (b) Promastigotas metaciclicos no trato digestivo
anterior. (¢) Promastigotas metaciclicos. (d, e, f, h, i) Macrofagos infectados. (g) Célula dendritica
infectada. (e, f) Promastigotas no fagossomo minutos apos fagocitose. (f, h, i) Formagao do vactolo
digestivo onde ocorre a transformagdo dos promastigotas metaciclicos em amastigotas e proliferagao
dos parasitas (Lang et al., 2009).

1.3 Organizacio gendmica dos parasitas do género Leishmania

O genoma nuclear de protozoarios do género Leishmania contém aproximadamente 65 Mb, o
numero de genes ¢ de 8-10 mil, que podem estar presentes em copias Unicas, duplicados ou em
multiplas copias repeditas em tandem, organizado em 32 a 36 cromossomos lineares que variam de
tamanho entre 0,35 e 3,0 Mb ¢ a condensagdo durante o ciclo mitético nao é observavel, o que dificulta
qualquer tipo de analise citogenética (Wirth, 1990; Johnston et al., 1999; Wincker et al., 1996; Stiles et
al,, 1999). Certas espécies, entretanto como a L. major, cujo genoma haploide foi sequenciado
completamente, apresenta 34 ou 35 cromossomos (Ivens et al., 2005).

Os genes de Leishmania sp. ndo apresentam introns, assim estes parasitas transcrevem seus genes
a partir de um tnico RNA (poliscistronico), que é processado por trans-splicing (Gopal, et. al., 2005;
Stiles et al., 1999). Devido & auséncia de promotores génicos individuais tipicos, estima-se que a
regulacdo génica em Leishmania sp. ocorra principalmente em nivel pds-transcricional (Myler et al.
2001). As seqiiéncias flanqueadoras (intergénicas) exibem consideraveis divergéncias, mesmo entre
genes intimamente correlacionados (Vanhamme & Pays, 1995; Stiles et al, 1999). O genoma
mitocondrial estd contido no cinetoplasto, constituido de minicirculos e maxicirculos de kDNA que
apresentam replicacdo auténoma e ocorre também edicdo de RNAs mitocondriais. O DNA
mitocondrial compreende de 10-15% do DNA total da célula (Neves, 2005; Simpson et al., 2004;
Degrave et al., 1994).

O recente sequenciamento dos genomas de Leishmania infantum e de Leishmania braziliensis,
mostraram que a composi¢do genética dessas duas espécies apresenta poucas diferengas com o genoma

de Leishmania major decodificado em 2005. Estudos moleculares mostraram que somente 200 dos



mais de 8 mil genes que compdem o genoma desse parasita estavam distribuidos de um modo diferente
dependendo da espécie. Somente 5 genes de L. major estavam ausentes nos genomas das outras duas
espécies analisadas. (Ivens et al., 2005; Peacock et al., 2007). Dessa forma, pode-se concluir que,
talvez, apenas poucos genes do parasita sejam importantes para determinar que tipo de doenga sera
desenvolvido depois da infeccdo, e talvez o genoma do infectado desempenhe um papel mais importante

nas manifestacgdes clinicas da doenga (Peacock et al., 2007).

1.4 Caracteristicas Gerais dos telomeros

O DNA telomérico, em geral, ¢ formado por repeticdes em tandem de seqiiéncias curtas e ricas
em G. O DNA se apresenta na forma de dupla-fita (sendo uma fita rica em G e a outra rica em C) e de
simples fita, rica em residuos do tipo G (Chan & Blackburn, 2004; Blackburn, 2005). Esta ultima
forma uma protrusdo em direcdo a extremidade cromossémica que é conhecida como “3° G-overhang”,
e a sua presenca ¢ conservada desde eucariotos unicelulares até vertebrados superiores (Myler et al.,
2000; Henderson & Blackburn, 1993; Wright et al., 1997). Adjacente aos telomeros se encontra a
regido subtelomérica que, nos eucariotos, ¢ composta de repeticdes ndo conservadas (Henderson, 1995;
Fu & Barker, 1998). O DNA telomérico ¢ o sitio de ligagdo das proteinas teloméricas que formam o
“cap” protetor nos terminais cromossomicos e regulam a atividade da telomerase. Além de sitio de
ligagdo de proteinas, a simples-fita telomérica também € o substrato da telomerase ¢ é capaz de assumir
diferentes estruturas que vao regular o acesso da mesma aos telomeros e ajudar na formagdo do “cap”
(Blackburn, 2005; de Lange, 2005). Uma dessas estruturas ¢ conhecida como G-quadruplex (Fang &
Cech, 1993; Baird & Farr, 2006) e T-loop. (Muiloz-Jordan et al,, 2001). A formacdo de ambas
estruturas ja foi observada em células de mamiferos, ciliados, plantas, tripanosomatideos ¢ leveduras, e
o tamanho do T-loop varia entre os diferentes organismos(Griffith et al., 1999; Mufioz-Jordan et al.,
2001; de Lange, 2004; Gilson & Geli, 2007). Em humanos sabe-se que a proteina TRF2 (Telomere

repeat factor 2) tem sido associada com a formacdo do T-loop (de Lange, 2004; Griffith et al., 1999;



Steensel, 1998; Smorzewska, 2000), porém pouco se conhece sobre sua dindmica de formagdo, de sua
regulacdo por proteinas teloméricas e da persisténcia por todo o ciclo celular (Palm & de Lange, 2008
).

A telomerase ¢ a enzima responsavel por alongar as extremidades dos cromossomos lineares
durante o ciclo celular, impedindo que ocorra o encurtamento dos mesmos, mantendo os telomeros
integros ( Bryan & Reddel, 1995; Blackburn, 2005, Gilson & Geli, 2007; Lingner et. al.,1995). Além

do mecanismo que utiliza a a¢do da telomerase existe um mecanismo alternativo denominado de ALT
(alternative lengthening of telomeres), o qual mantém os telomeros independente da atividade da

telomerase. Esse mecanismo alternativo envolve a replicagdo do DNA mediada por recombinagio
homologa entre sequéncias teloméricas (Teng e Zakian, 1999; Hensen et al., 2000).

Os telomeros de tripanosomatideos como 7. brucei, T. cruzi e Leishmania spp., apresentam
aspectos conservados que sao comparaveis com outros eucariotos, isso inclui a sequéncia telomérica do
tipo 5>~-TTAGGG-3’, encontrada em vertebrados (Cano, 2001; Conte & Cano, 2005). A semelhanga de
outros eucariotos, eles também sao mantidos pela agdo da ribonucleoproteina telomerase (Cano et al.,
1999; Cross, et al, 2007, Giardini et al., 2006) e por algumas proteinas ligantes de DNA telomérico
(Fernandez et al., 2004). Nas adjacéncias das extremidades telomericas encontra-se a regido
subtelomérica denominada de LCTAS (“Leishmania conserved telomere-associated sequence”). Ai
estdo contidos blocos de seqiiéncias conservadas (CSB1 e CSB2), os quais sdo considerados sitios de

ligacdo para proteinas teloméricas (Fu & Barker, 1998).

1.5 Telomeros e proteinas associadas: Importincia dos complexos multiprotéicos nos telomeros de

eucariotos.

Integradas ao telomero ha um grande numero de proteinas que formam complexos importantes
para a atividade dos telomeros. Tais proteinas sdo responsaveis por exercer funcoes de duas maneiras:

estruturalmente, pela formagdo de uma capa de protegdo nos telomeros, e funcionalmente, pela
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regulacdo do comprimento dos telomeros. Proteinas teloméricas podem ter associagdo direta ao DNA, a
outras proteinas teloméricas, ou ainda ter associacdo a outros fatores, como os que compdem a
maquinaria de reparo a danos ao DNA. As fungdes destas proteinas teloméricas variam, mas parecem
estar associadas a regido do telomero com a qual elas interagem. Proteinas que se associam a fita
simples do DNA telomérico participam no recrutamento da telomerase e influenciam a elongacao
telomérica. Proteinas que se associam a fita dupla estdo envolvidas na manutengao do T-loop e regulam
a telomerase negativamente (Palm & de Lange, 2008; Smogorzeuska & de Lange, 2004; Aubert &
Landsorp, 2008; Dmitriev et al, 2003; de Lange, 2005).

Em mamiferos seis proteinas se associam a repeticdo TTAGGG no terminal dos cromossomos
formando um complexo nucleoproteico denominado shelterin, como apresentado na figura 3 (de Lange,
2005 ). Este complexo permite distinguir as células normais de células com quebra de DNA nas
extremidades dos cromossomos, desta forma, reprimindo a¢des de reparo no DNA e regulando a
manutengdo dos telomeros via telomerase (Liu et al., 2004). Os componentes de shelterin localizam-se
especificamente nos telomeros, sendo abundantes nos teldomeros ao longo do ciclo celular e ndo
apresentam fungdes em outras partes do niicleo. A especificidade de shelterin por reconhecer as
repeticdes TTAGGG do DNA telomérico ocorre por trés de seus componentes: TRF1 (TTAGGG
telomere repeat binding factor 1), TRF2 (ITAGGG telomere repeat binding factor 2), e POTI1
(Protection of telomeres I). TRF1 e TRF2 ligam a dupla fita de DNA telomérico enquanto POT]1 liga a
regido de simples fita telomérica. Essas trés proteinas sdo interconectadas por outras trés proteinas que
ndo interagem diretamente com o DNA telomérico, sdo elas: TIN2 (TRFI Interacting Nuclear protein
2), TPP1 ((Tripeptidyl Peptidase I ou POTI binding partner) e RAP1 (Repressor Activator Protein
I). (Palm & de LANGE, 2008). TIN2 desempenha um papel chave no complexo recrutando
TPP1/POTI1 para TRF1 e TRF2 além de ser responsavel por estabelecer a interagdo direta entre TRF1
e TRF2, contribuindo para a estabilizagdo de TRF2 nos telomeros (Ye et al., 2004). TPP1 interage
tanto com POT1 quanto com TIN2 através de um dominio do tipo OB fold e forma heterodimeros com

POT]1, recrutando POT1 para os teldémeros (Hockemeyer, 2007). A proteina POT1 por sua interacao
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com a proteina TPP1 ¢ capaz de recrutar a telomerase para o terminal telomérico aumentando a
processividade do complexo (Xin et al., 2007; Wang et al., 2007). RAP1 interage principalmente com
TRF2 (Van Steensel et al.,, 1998; Li e de Lange, 2003). Este complexo ndo ¢é estatico, mas sofre
constante remodelamento atuando junto com fatores de reparo de DNA e desta forma transforma e

protege os telomeros (de Lange, 2005).

Fig. 3: Complexo nucleoproteico shelterin de mamiferos: Interagdes entre as proteinas teloméricas
que conferem estabilidade ao telomero. Fonte: Gilson & Geli, 2007.

Em leveduras, um complexo semelhante a shelterin foi denominado telossomo, como
demonstrado na Fig 4. Neste complexo as proteinas RAP1 e CDC13 apresentam fungdes chaves para a
manutengdo dos telomeros nestes organismos (Dmitriev et al., 2003; Gilson & Geli, 2007). A proteina
CDC13 ¢ o homologo funcional de POT1 e ¢ conhecida por proteger a simples fita telomérica de S.
cerevisiae (Nugent et al., 1996; Anderson et al., 2002), Nestes organismos a dupla fita do DNA
telomérico é coberta por proteinas RAP1, que além de exercerem fun¢do semelhante a TRF2 humana,
interagem com Rifl e Rif2 (RAPI interacting factors 1 and 2), as quais controlam negativamente a
acgdo da telomerase. (Dmitriev et al., 2003; Gilson & Galli, 2007).

Na fita simples do DNA telomérico as proteinas Stnl e Tenl, que interagem com CDCI13,
também sdo importantes na regulacdo do tamanho dos telomeros (Evans & Lundblad, 1999). Elas
apresentam similaridade com duas subunidades da proteina RPA (“replication protein A,

subunidades RPA-2 e RPA-3). CDCI13 também interage com RPA e ¢ capaz de ativar a telomerase
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através de interacdo com Estl (Ever shorter telomeres 1), sugerindo um mecanismo sinérgico entre as
trés proteinas (Schramke et al., 2004; Smogorzewska & de Lange, 2004; Yang et al., 2009; Evans &
Lundblad, 1999). Além disso, CDC13 participa da replicagdo do DNA (Bianchi & Shore, 2007) na fita
C 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).

Fig. 4: Complexo telossomo de S. cerevisae. DNA telomérico dupla fita, ligando proteinas Rapl, que
interagem com suas parceiras Rifl e Rif2 (Rapl interacting factor 1 and 2) as quais controlam
negativamente a telomerase. Cdc13 recobre a fita simples rica em G e forma um complexo com Stnl e

Tenl. Fonte: Gilson & Geli, 2007

Diferente das proteinas compontes de shelterin, as quais apresentam fungdes somente nos
telomeros, o complexo CST apresenta fungdes nao exclusivas teloméricas, sendo descrito em leveduras,
plantas e humanos (Wellinger, 2009). Em leveduras este complexo CST é composto pelas proteinas
CDC13, Stnl e Tenl que s@o reguladores da atividade de telomerase (Wellinger, 2009; Gao et al.,
2007; Sun et al., 2009). Essas proteinas sdo consideradas proteinas RPA-like, pois compartilham alta
semelhanca ao complexo heterotrimérico RPA (“replication protein A”, subunidades RPA-1 RPA-2 e
RPA-3), por conter supostos dominios OB-fold e se ligarem ao DNA telomérico simples fita (Miyake et
al, 2009; Sun, et al., 2009; Wellinger, 2009). Além disso, partes da proteina STN1 pode substituir
funcionalmente a subunidade 2 da RPA, adicionando a idéia da existéncia de duas RPAs diferentes ou

da presenca de uma RPA telomérica em leveduras (Gao, 2007). O compelxo CST pode interagir com
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DNA polimerase alfa e com a telomerase (TERT), e orquestrar a sintese de ambas as fitas teloméricas
(Wellinger, 2009) e ainda funciona independentemente de POT1. A proteina CDC13 tem alta afinidade
pela sequéncia telomérica rica em G (Lin & Zakian, 1996). Em plantas e mamiferos, a proteina
CDC13, ¢ substituida por um novo componente telomérico denominado Ctc-1 (Conserved Telomere
maintenance Component 1), a qual parece ndo ser muito conservada entre as espécies (Surovtseva et
al,, 2009; Miyake et al., 2009; Wellinger, 2009). Junto com o complexo shelterin, as CST,
(CDC13-Stnl-Tenl e Ctc-1-Stnl-Tenl) sdo responsaveis pela manutencdo e estabilidade telomérica.

(Miyake et al., 2009; SUN, et al., 2009; Wellinger, 2009).

1.6 O complexo telomérico de Leishmania amazonensis

Nos telomeros de Leishmania amazonensis foram detectadas proteinas que estdo associadas
tanto in vitro quanto in vivo (Fernandez et al., 2004; Lira et al., 2007b; Lira et al., 2007¢). Dentre as
proteinas que se associam a simples-fita dos telomeros estdo a LaRBP38 (Leishmania amazonensis
RNA binding protein) e LaRPA-1 (Replication Protein A, subunit 1) (Lira et al., 2007b; SiqueiraNeto
et al., 2007). Também ja foram identificadas proteinas que se associam a dupla-fita telomérica. Entre
elas estdo LaTBP1 (Leishmania amazonensis Telomere Binding Protein 1), LaRBP38 (LIRA et al.,
2007¢) e LaTRF (Leishmania amazonensis TTAGGG Repeat Binding Factor) (da Silva et al., 2010).
A unidade catalitica da telomerase (TERT em humanos), responsavel pela elongagdo dos terminais
cromossdmicos, também ja foi caracterizada (Cano et al., 1999; Giardini et al., 2006). A proteina
LaTRF, homologa funcional das proteinas TRF de mamiferos interage e co-localiza com o DNA
telomérico (da Silva et al., 2010).

LaRPA-1 e LaRbp38 foram isoladas de extratos nucleares em colunas cromatograficas de
afinidade (Fernandez et al., 2004). Rbp38 é uma proteina que parece ser conservada somente entre
protozoarios da familia dos tripanosomatideos. E codificada por um gene nuclear, mas a sua localizagdo

subcelular mostra que a proteina ¢ enriquecida na fragdo mitocondrial, porém também pode ser
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encontrada no micleo, embora a maior parte do tempo, localiza-se no cinetoplasto. Ela parece estar
envolvida tanto com fun¢des no cinetoplasto (kDNA) quanto nos telomeros ( Lira et al, 2007b; Perez et
al., in preparation). A proteina RPA-1 (RPA - Replication Protein A) é conservada na escala evolutiva
entre os eucariotos, sendo essencial na manutencao dos teldmeros devido a sua capacidade de ativar a
telomerase. (Smith et al., 2000, Schramke et al., 2004, Kibe et al., 2007, Kobayashi et al., 2010). Em
leveduras, interage com as proteinas Estl e CDC13 recrutando a telomerase para os telomeros na fase S
do ciclo celular (Schramke et al., 2004). Em Leishmania, a subunidade 1 das RPA (LARPA-1) interage
e co-localiza in vitro e in vivo com os teldmeros do parasita (Siqueira Neto et al., 2007). Apesar de
compartilhar caracteristicas estruturais com as RPA de outros eucariotos, as RPA-1 de varios
protozoarios, incluindo as de Leishmania, nao possuem o dominio RPA-70 N de interagdo com
proteinas da maquinaria de recombinag¢do, mas apresentam o dominio OB-fold de ligagdo ao DNA
(Jacobs et al., 1999; Siqueira Neto et al., 2007). Curiosamente, no genoma de Leishmania ndo existem
homologos as proteinas teloméricas Cdc13 e POT1. CDC13 ¢ exclusiva de leveduras, enquanto POT1 e
suas isoformas sao conservadas em praticamente todos os eucariotos (SHAKIROV et al., 2009). Deste
modo, a auséncia de homologos destas proteinas em Leishmania sugere que LaRPA-1 possa cumprir a
fungdo destas proteinas nos telomeros do parasita (Siqueira Neto et al., 2007).

Visto que o papel dos complexos multiprotéicos na manutengdo telomérica vai além de qualquer
funcdo isolada, o presente trabalho tem como objetivo verificar uma possivel formagdo desses
complexos proteicos nos telomeros de L. amazonensis. O entendimento do mecanismo de regulacao da
manutengao telomérica podera levar ao descobrimento de algum alvo potencial para o desenvolvimento
de novas drogas para erradicar a leishmaniose. A Fig. 5 mostra o panorama atual dos telomeros de

Leishmania amazonensis.
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Fig. 5: Panorama atual dos telomeros de Leishmania. Em marrom estd representado o DNA
telomérico, composto por uma porgao dupla-fita, formado pela repeticio TTAGGG em fanden e as
seqiiéncias subteloméricas (“Leishmania Conserved Telomere Associated Sequences™) e a protrusdo
3'G-overhang. As formas ovais coloridas representam as proteinas j& identificadas interagindo com o
DNA telomérico na forma de dupla fita: LaTBP1, LaTRF2, LaRBP38 e simples fita: LaRBP38,
LaRPA-Ie telomerase.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos iniciais foram identificar possiveis interagdes entre a proteina LaTRF e outras
proteinas teloméricas ja descritas em Leishmania, a fim de se verificar a formac¢do de complexos
protéicos nos telomeros do parasita.

Em vista dos resultados que foram sendo gradativamente alcangados e dos progressos sobre
este tema na literatura, percebemos que o objetivo desta dissertacdo deveria ser mais amplo e incluimos

neste estudo a identificac@o de proteinas que interagem com a proteina telomérica LaRPA-1.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura de Parasitas

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis, cepa MHOM/BR/73/M2269 foram cultivadas
a 28 °C em meio 199 (Cutilab), suplementado com 10% soro fetal bovino e 1X solugdo de antibiodtico

(penicilina e estreptomicina) e antimicético (Anfotericina B).

3.2 Expansao de cultura de parasitas em meio 199

A expansdo de cultura de formas promastigotas de L. amazonensis foi inicialmente realizada

através de um indculo de 5x10° parasitas/ml, em 20 ml de meio de cultura. Os parasitas em cultura

foram incubados a 28 °C durante quatro dias (fase exponencial de crescimento). Apos este periodo,
outros 80 ml de meio de cultura foram acrescentados aos 20 ml iniciais. A cultura foi novamente
incubada a 28 °C por mais quatro dias. Apds este periodo foi acrescentado mais 400 ml de meio de
cultura, atingindo assim uma totalidade de 500 ml de cultura expandida. A cultura expandida foi
centrifugada a 3500 rpm durante 15 minutos e o “pellet” contendo as células foi utilizado para a

obtencao de extratos protéicos.

3.3 Obtencao de extratos protéicos totais e de nicleo de formas promastigotas de L. Amazonensis
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Para obtengdo de extratos proteicos totais de formas promastigotas foi utilizado tampao de lise,
também denominado RIPA (150mM Tris-HCI pH 7,5, 150mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,1% SDS)
suplementado com inibidor de proteases (Sefton, 2005). Extratos de niicleo de formas promastigotas
foram obtidos segundo protocolo proposto por Fragaki et al. (2007), a partir de uma cultura em fase
mid log de crescimento. Os parasitas foram lavados trés vezes em 1X PBS por centrifugacdo (206 g)
por 5 min. a 4° C e incubadas por 10 min. no gelo em 0,5 ml de tampao de lise I (Hepes 10 mM, pH
7.5, MgC12 1.5 mM, KCI 10 mM, DTT 0.5 mM, NP40 0.5%, suplementado com 1X coquetel de
inibidores de proteases). Apos a incubacdo, o pelete foi centrifugado (1.460 g) por 10 min. a 4° C e o
sobrenadante resultante foi coletado € usado como extrato de citoplasma. O pelete contendo o nucleo foi
incubado por 20 min. no gelo com 0.1 ml de tampao de lise II (Hepes 20 mM, pH 7.5, MgCI2 1.5 mM,
KCl 840mM, DTT 0.5 mM, glicerol 25%, EDTA 0.2 mM, suplementado com 1X coquetel de
inibidores de proteases) e entdo centrifugado (15.500 g) por 15 min. a 4° C. O sobrenadante resultante
foi recuperado e usado como extrato nuclear. Os extratos das fragdes subcelulares (ntcleo e citoplasma)

e de RIPA foram estocados no freezer a -80 °C.

3.4 Imunodeteccao de proteinas por Western blotting

Proteinas provenientes dos ensaios realizados foram fracionadas em géis SDS-PAGE 8%,10% e
15% e transferidas para membrana de nitrocelulose (BioRad) em tampao de transferéncia (48 mM Tris
Base, 39 mM glicina, 20% metanol e 0,0375% SDS) por 16 h a 4 °C (Sambrook & Russel, 2001),
utilizando-se o aparato Trans-Blot Cell (BioRAD). A deteccdo das proteinas foi realizada utilizando-se
soros imunes anti-LaRPA-1, anti-LaRbp38, anti-LaTRF e anti-LaTERT, obtidos em coelho e soro
imune anti-LaRPA-1, obtido em camundongo e o kit ImmunoStar (BioRAD). Soro imune contra a
proteina LaTRF foi produzido em coelho, a partir de um peptideo (N-APAVTTRKRPRSSDSP-C)

sintetizado pela Sigma. Soros contra as proteinas LaRPA-1, telomerase (LaTERT) e contra a proteina
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LaRbp38 foram produzidos a partir de proteinas recombinantes expressas em sistema bacteriano em

nosso laboratorio (Lira et al., 2007b; Siqueira Neto et al., 2007 e Giardini & Cano, nao publicado).

3.5 Estudo das interacdes proteina:proteina por imunoprecipitacdo utilizando-se Proteina A

Sepharose (Amersham, GE Healthcare)

Para tal ensaio foram utilizados extratos de nucleos, contendo 2x109 células de formas

promastigotas de L. amazonensis preparados de acordo com Fragaki et. al., (2007). Proteina A
Sepharose (Amersham, GE Healthcare) (50 pl de resina) foi equilibrada em tampao IP (25 mM
TRIS-HCI pH 8.0, 10% glicerol, 2 mM EDTA e 0,1% coquetel de inibidores de proteases) e em
seguida adicionou-se 175 pg de soro de coelho anti-LaTRF ou anti-LaRPA-1 (de acordo com as
especificagdes do fabricante). Nestes ensaios, antes de se proceder com a imunoprecipitagdo, os
extratos contendo 1,29 mg de proteinas, foram pré-clareados com 20 pl de Proteina A pré-equilibrada
em tampao IP por 4 horas a 4° C, de forma a se retirar da mistura proteinas que tivessem afinidade
inespecifica a Proteina A. Os extratos protéicos pré-clareados, foram misturados por 4 horas a 4 °C,
separadamente, aos anticorpos anti-LaTRF ou anti-LaRPA-1 previamente acoplados a proteina A.
Apos o periodo de incubacdo procedeu-se com as lavagens usando tampdo IP. Os imunoprecipitados
foram ressuspensos em 1X tampao SDS-Loading contendo 2,8% de beta-mercaptoetanol e em seguida

fracionados em géis 8%,10% e 15% SDS-PAGE e analisados por Western blot.

3.6 Confirmacio das interacdes proteina:proteina por captura usando ensaio pull-down

O método pull-down € muito utilizado para determinar a interagdo fisica entre duas ou mais
proteinas e para se confirmar interagdes que foram previamente observadas por outras técnicas, como
as de imunoprecipitagdo ou co-imunoprecipitagdo. Para este ensaio, utilizamos o protocolo descrito por
Web e colaboradores (Webb et al., 1997), com as modifica¢des que foram nescessarias. Utilizamos 200
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ug de resina Ni-NTA Super-Flow (Quiagen) e 200 pg de proteina recombinante LaRPA-1 purificada ou
200 pg de LaRBP38 recombinante purificada, conforme protocolos descrito em LIRA et al. (2007 b e
d). Extratos proteicos totais (ver item 3.3), obtidos de formas promastigotas de L. amazonensis,
contendo 1,160 mg de proteinas foram utilizados para se capturar os possiveis interatores de ambas as
proteinas.A resina foi equilibrada em tampao A ( 50mM Tris-HCI pH 8,0, 0,01% de NP40, 1% de
inibidor de protease) ¢ em seguida adicionou-se 200 pug de proteina recombinante LaRPA-1 ou
LaRBP38 ¢ deixou-se incubando overnigth a 4°C. Os extratos proteicos foram diluidos com tampao A e
pré-clareados com 40 pl de resina pré-equilibrada em tampdo A por 4 horas a 4° C. Os extratos
protéicos pré-clareados, foram misturados a resina contendo a proteina recombinante LaRPA-1 ou
LaRBP8 como ligante ¢ foram incubados por 4 horas a 4 °C. Apds a incubacgdo, a resina contendo os
complexos foi exaustivamente lavada com tampao A e ressuspensa em 1X tampao SDS-Loading
contendo 2,8% de beta-mercaptoetanol. As proteinas interatoras de LaRPA-1 ou LaRBP8 foram
fracionadas em géis 8%,10% e 15% SDS-PAGE e analisados por Western blot. Este ultimo ensaio foi

realizado em colaboragdo com a aluna Arina Perez, aluna de doutorado do nosso laboratorio.

3.7 Analise da localizacdo subcelular das proteinas teloméricas LaRPA-1, LaRbp38, LaTRF e

LaTERT de L. amazonensis usando Imunoflurescéncia Indireta (IF)

Para os ensaios de localizacdo por imunoflurescéncia Indireta (IF), ldminas de vidro foram
previamente lavadas e tratadas com 0,1% de poli-L-lisina (Sigma). 1x106 formas promastigotas de L.
amazonensis de 4 dias de cultura, foram centrifugados a 2800 RPM durante 5 min., lavados com 1 ml
de 1X PBS gelado e em seguida foram fixados com formalina 1% (formaldeido 36,5%) por 5 min. a
temperatura ambiente e imediatamente lavados com 1X PBS gelado. Os parasitas fixados foram
permeabilizados por 5 min com 0,1% de Triton X-100 em 1X PBS e incubados com 0,1 M glicina por

10 min. a temperatura ambiente. Em seguida os parasitas foram depositados nas laminas tratadas com
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poli-L-lisina e ai aderidos. Os parasitas aderidos foram incubados separadamente por 16 horas a 4 °C
com cada um dos soros primarios produzidos em coelho: anti-LaTRF, anti-LaRPA-1 anti-LaRbp38 e
anti-LaTERT. Os soros primarios foram preparados em uma solu¢do contendo 4% de BSA em 1X PBS
nas seguintes dilui¢des: anti-LaRPA-1 (1:2000), anti-LaRbp38 (1:2000) anti-LaTRF (1:3000) e
anti-LaTERT (1:3000). Apo6s a incubacdo, a lamina foi lavada exaustivamente com 1X PBS e os
parasitas foram entdo incubados por 2 horas a 4 °C e na auséncia de luz, com anticorpo secundario
anti-IgG de coelho marcado com Alexa 555 (Invitrogen), em uma solugdo contendo 4% de BSA em 1X
PBS na dilui¢do 1:4000. Apds a incubagdo, a lamina foi lavada exaustivamente com 1X PBS. Os
parasitas foram contracorados com DAPI em Vectashield (Vector laboratories) e em seguida as laminas
foram fechadas com laminula ¢ vedadas com esmalte. As imagens foram adquiridas em aumento de
100X com imersao utilizando-se microscédpio de fluorescéncia Nikon 80i e o programa “NIS acquisition
and analysis package”. Estes ensaios foram realizados pelo aluno Marcelo Santos Silva, aluno de

doutorado do nosso laboratorio.

3.8 Analise da co-localizacdo subcelular das proteinas teloméricas LaRPA-1, LaRbp38, LaTRF e

LaTERT de L. amazonensis usando Imunoflurescéncia Indireta (IF)

Para os ensaios de co-localizagdo subcelular por imunoflurescéncia Indireta (IF), [aminas de vidro
foram previamente lavadas e tratadas com 0,1% de poli-L-lisina (Sigma). 1x106 formas promastigotas

de L. amazonensis de 4 dias de cultura, foram centrifugados a 2800 RPM durante 5 min., lavados com
1 ml de 1X PBS gelado e em seguida foram fixados com formalina 1% (formaldeido 36,5%) por 5 min.
a temperatura ambiente e imediatamente lavados com 1X PBS gelado. Os parasitas fixados foram
permeabilizados por 5 min com 0,1% de Triton X-100 em 1X PBS e incubados com 0,1 M glicina por
10 min. a temperatura ambiente. Em seguida os parasitas foram depositados nas laminas tratadas com

poli-L-lisina e ai aderidos. Apds os parasitas fixados, os ensaios foram realizados em duas etapas. O
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ensaio de co-localizagdoo das proteinas LaRPA-1 e LaTRF foi realizado da seguinte forma: Primeiro
encubou-se os parasitas por 16h 4 °C com soro anti-LaRPA-1, diluido 1:2000, em uma solugdo
contendo 4% de BSA em 1X PBS. Apos a incubacio, a lamina foi lavada exaustivamente com 1X PBS
e os parasitas foram entdo incubados por 2 horas a 4 °C e na auséncia de luz, com o anticorpo
secundario anti-IgG de coelho marcado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen), diluido 1:4000 em uma
solucdo contendo 4% de BSA em 1X PBS e em seguida lavados exaustivamente com 1X PBS. Na
segunda reagdo, os parasitas foram incubados com soro primario anti-LaTRF diluido 1:3000, também
em uma solucdo contendo 4% de BSA em 1X PBS. A reacdo seguiu-se nas mesmas condigdes
mencionadas na primeira etapa, sendo que utilizou-se como anticorpo secundario anti-IgG de coelho
marcado com Alexa Fluor 555 (Invitrogen) na proporgao 1:4000. Apds as lavagens, os parasitas foram
contracorados com DAPI em Vectashield (Vector laboratories) e em seguida as laminas foram fechadas
com laminula e vedadas com esmalte.

Para os ensaios de co-localizacdo das proteinas LaRbp38 e LaRPA-1, as reagdes de
imunofluorescéncia indireta seguiu-se nas mesmas condigdes mencionadas no ensaio anterior, porém na
primeira etapa o anticorpo primario utilizado foi o soro anti-LaRbp38, diluido 1:2000 em uma solugéo
contendo 4% de BSA em 1X PBS e revelado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen), na diluicdo 1:4000 em
uma solugao contendo 4% de BSA em 1X PBS. Na segunda reacdo, o anticorpo primario utilizado foi o
soro anti-LaRPA-1, diluido 1:2000 em solucao contendo 4% de BSA em 1X PBS, o qual foi revelado
com anticorpo secundario anti-IgG de coelho marcado com Alexa Fluor 555 (Invitrogen), diluido
1:4000 em uma solugdo contendo 4% de BSA em 1X PBS. Para os ensaios de co-localizacao das
proteinas LaTERT e LaRPA-1, na primeira etapa utilizou-se o soro anti-LaTERT como anticorpo
primario, diluido 1:3000 em uma solug¢ao contendo 4% de BSA em 1X PBS, o qual foi revelado com
anticorpo secundario anti-IgG de coelho marcado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen), diluido 1:4000 em
uma solugdo contendo 4% de BSA em 1X PBS e na segunda reagdo, o anticorpo primario utilizado foi

o soro anti-LaRPA-1, diluido 1:2000 em uma solug@o contendo 4% de BSA em 1X PBS, o qual foi
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revelado com anticorpo secundario anti-IgG de coelho marcado com Alexa Fluor 555 (Invitrogen),
diluido 1:4000 em uma solugdo contendo 4% de BSA em 1X PBS.

As imagens obtidas para estes ensaios foram adquiridas em aumento de 100X com imersdo
utilizando-se microscopio de fluorescéncia Nikon 80i e o programa “NIS acquisition and analysis
package”. Estes ensaios foram realizados em colaboracao pelo aluno Marcelo Santos Silva, aluno de

doutorado do nosso laboratorio.

3.9 Purificacdo de proteinas nucleares de formas promastigotas de L. amazonensis em coluna

cromatografica de troca idnica

Extrato de nucleo de formas promastigotas de L. amazonensis, contendo 1,2x1010 células,

obtidos de acordo com Fragaki et. al., (2007), foram submetidos a fracionamento em coluna de troca
idnica DEAE Sepharose (Amersham, GE Healthcare). A coluna contendo 0,5 ml de resina DEAE
Sepharose foi equilibrada com 5 volumes de coluna (2.5 ml) com tampao acetato de sédio 50 mM em

1X TMG (Tris-HC1 10 mM pH 8,0, MgCly 1,2 mM e Glicerol 10%). O extrato nuclear foi equilibrado

no mesmo tampdo e aplicado na coluna. Coletou-se o “flow through”. As elui¢cdes foram feitas com dois
volume de coluna (1ml) com concentracdes crescentes de acetato de sodio (100 mM, 300 mM, 600 mM
900 mM e 1M) também preparadas em 1X TMG. Os eluatos foram fracionados em géis 8% 10% e
15% SDS-PAGE e analisados por Western blot. Para tentar otimizar tais resultados, os eluatos que
apresentaram mais de uma proteina sendo eluidas juntas, conforme resultados obtidos em analises de

Western blot, foram juntados e utilizados em ensaios de imunoprecipitacao.

23



4. RESULTADOS

4.1. As proteinas teloméricas LARPA-1, LaTRF, LaRbp38 e LaATERT sio expressas no ntcleo de

formas promastigotas de L. amazonensis

Extratos protéicos totais e das fragcdes nucleares foram produzidos de acordo com Sefton (2005) e

Fragaki et. al., (2007), a partir de formas promastigotas em fase mid log de crescimento. Extratos
contendo 1 x 107 parasita por pocinho no gel, foram fracionados em gel SDS-PAGE, seguido de

Western blot revelado com os respectivos soros imunes produzidos em coelho: anti-LaRPA-1,

anti-LaRbp38, anti-LaTERT e anti-LaTRF (Fig.6). Este ensaio foi realizado para se verificar a
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presenca das proteinas e para checar a qualidade dos extratos, ja que eles foram utilizados em diversos
experimentos como mostrado ao longo desta tese.

Os resultados mostraram que todas as proteinas estdo presentes nos extratos totais ¢ na fragdo
nuclear (Fig. 6, linhas 1 e 2). A proteina LaRPA-1 (PM ~51 kDa) ¢ uma proteina exclusivamente
nuclear e parece estar implicada com eventos de replicacdo do DNA, pois foi encontrada se associando
aos telomeros do parasita in vivo (Siqueira Neto et al., 2007). Podemos verificar que a proteina
LaRbp38 aparece em abundancia na fra¢do total e em menor quantidade na fragdo nuclear. Em
contraste, a proteina LaRbp38 (PM~39 kDa) pode ser encontrada no nucleo e também na fragdo
mitocondrial onde se encontra o DNA de cinetoplasto (Fig. 6 e dados ndo mostrados). Sua localizagao
nuclear parece ser dependente do ciclo celular e em algumas células ¢ possivel ver a proteina em ambas
organelas, sugerindo que ¢ uma proteina multifuncional (Perez et al., em preparacao). A telomerase ou
LaTERT (PM ~ 156 kDa) ¢ uma proteina exclusivamente nuclear e ¢ responsavel pela elongagdo dos
telomeros. Entre os protozoarios tripanossomatideos, a atividade de telomerase foi identificada em
extratos semi-purificados de L. major, L. tarentolae, T. brucei e T. cruzi (Cano et al., 1999,
Munoz-Jordan and Collins, 2004). ). A proteina LaTRF (PM ~82.5 kDa) também é uma proteina
exclusivamente nuclear como suas ortdlogas, as proteinas TRF de 7. brucei (tbTRF) e hTRF1 e

hTRF2 de humanos (Li and Cross, 2005).
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Fig. 6: Expressao das proteinas LARPA-1, LaRbp38, LaTERT e LaTRF no niicleo de formas
promastigotas de L. amazonensis. Western blotting, contendo extratos protéicos totais e da fragdo

nuclear de formas promastigotas de L. amazonensis revelados com os respectivos soros imunes, como
assinalado: anti-LaRPA-1 na diluicdo 1:1000, anti-LaRbp38 na diluigdo 1:1000, anti-LaTERT na
diluicao 1:500 e anti-LaTRF na diluicao 1:250. Para estes ensaios foram depositados em cada pocinho

dos géis, extratos de aproximadamente 1 x 107 celulas.
4.2 Confirmacio da localizacio subcelular de LaRPA-1, LaTRF, LaRbp38 e LaTERT por

imunofluorescéncia indireta (IF)

Resultados de ensaios de imunofluorescéncia indireta utilizando formas promastigotas de
Leishmania amazonensis cultivadas em fase exponencial de crescimento, foram obtidos utilizando-se

como anticorpos primarios os soros imunes anti-LaRPA-1, anti-LaTRF, anti-LaRbp38 ¢ anti-LaTERT
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produzidos em coelho. A localizacdao de cada uma das proteinas nas formas promastigotas do parasita,
foi obtida utilizando-se anti-IgG de coelho marcado com Alexa Fltior 555.

Os resultados apresentados nas imagens mostradas nas Figs. 7 A-D, demonstram que as proteinas
LaTRF, LaRPA-1 e LaTERT aparecem quase que exclusivamente no nucleo dos parasitas enquanto a
proteina LaRbp38 pode ser encontrada com maior frequéncia no cinetoplasto e em localizagdo
antipodal, e em menor frequéncia no nucleo, sendo que em algumas células, a proteina aparece em
ambas organelas, confirmando nossas suspeitas anteriores (Fernandez et al., 2004, Lira et al, 2007b).
Estes resultados sobre a localizagdo subcelular de LaRbp38, contradizem os resultados previamente
publicados para 7. cruzi e T. brucei, que mostram que os homologos de Rbp38 nestes
tripanosomatideos tem localiza¢do exclusivamente mitocondrial. Também, foi possivel notar, que a
proteina LaRPA-1 ¢ bastante abundante quando comparada as demais proteinas (por ex: LaTRF e

LaTERT), sugerindo que ela cumpre diversas fungdes no niicleo destes parasitas.
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Fig. 7: Localizaciio subcelular das proteinas LaRPA-1, LaTRF, LaRbp38 e LaTERT no nicleo de
L. amazonensis. Reagoeses de imunofluorescéncia indireta foram realizadas utilizando-se soro
anti-LaRPA-1, anti-LaTRF, anti-LaRbp38 e anti-LaTERT e anticorpo secundario Anti-IgG de coelho
marcado com Alexa Fluor 555 (vermelho), como mostrado nos painéis A-D, respectivamente. Nas
imangens, N, siginifica nicleo e K, cinetoplasto, cujos conteidos de DNA foram corados com DAPI
(azul). As imagens foram capturadas com microscopio de fluorescencia Nikon 80i e a sobreposicao das
imagens foi realizada utilizando-se o software NIS elements.

4.3 As proteinas teloméricas LaRPA-1, LaTRF, LaRbp38 e LaTERT co-imunoprecipitam em

extratos nucleares de formas promastigotas

Para tentar verificar se as proteinas teloméricas LaRPA-1, LaTRF, LaRbp38 e LaTERT

interagem entre si, foram realizados ensaios de imunoprecipitacdo a partir de extrato nucleares contendo
2x109 células.  As proteinas nativas foram imunoprecipitadas com o soro imune anti-LaRPA-1

produzido em camundongo. Os imunoprecipitados foram fracionados em géis SDS-PAGE e em seguida
testados quanto a presenca das proteinas LaRPA-1, LaTRF, LaRbp38 ¢ LaTERT em ensaios de

Western blots revelados com soros imunes especificos, segundo mostrado na Fig. 8 A. Os resultados
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mostraram em extratos de nucleo imunoprecipitado com soro imune anti-LaRPA-1 produzido em
camundongo, as proteinas LaTRF, LaRbp38, LaTERT sdo co-cluidas com a LaRPA-1 sugerindo que
elas fazem parte de um mesmo complexo multiproteico (Fig. 8A). Quando extrato nucleares foram
imunoprecipitados com soro imune anti-LaTRF produzido em coelho e fracionados em géis
SDS-PAGE, seguido de ensaios de Western blots revelados com soros imunes especificos, verificou-se
que juntamente com a proteina LaTRF sdo co-imunoprecipitadas as proteinas LaRPA-1 ¢ LaRbp38
(Fig. 8B), reforcando em partes os resultados apresentados na Fig. 8A. Juntos, estes resultados
preliminares sugerem que as proteinas LaRPA-1, LaTRF, LaRbp38 e LaTERT podem formar parte de
um mesmo complexo protéico, onde algumas destas proteinas podem interagir fisicamente entre si.

Para verificar as possiveis interacdes fisicas entre estas proteinas, e confirmar se algumas das
quatro proteinas teloméricas que estdo sendo usadas neste estudo realmente fazem parte de um
complexo protéico Unico ou formam subcomplexos, realizamos ensaios de captura por pull-down

usando resina de Niquel, como mostrado no proximo topico.
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Fig. 8. Provaveis interacdes entre as proteinas LaRPA-1, LaTRF, LaRbp38 e LaTERT em
ensaio de imunoprecipitacio com os soros anti-LaRPA-1 e anti-LaTRF utilizando extratos de
nucleo de formas promastigotas de L. amazonensis. Em A), Western blot contendo as proteinas
nucleares imunoprecipitadas com soro imune anti-LaRPA-1 produzido em camundongo. As
membranas foram reveladas com os soros imunes anti-LaRPA-1, anti-LaTERT, anti-LaRbp38 e
anti-LaTRF produzidos em coelho. A linha 1, corresponde a 10% do extrato de nucleo (input, 1),
linha 2, corresponde a 1/5 da suspensao contendo os imunoprecipitados e linha 3, controle (C), soro
imune de camundongo anti-LaRPA-1 (1/100 da quantidade usada no ensaio de imunoprecipitagio).
Em B), Western blot contendo as proteinas nucleares imunoprecipitadas com soro imune anti-LaTRF
produzido em coelho. As membranas foram reveladas com os soros imunes anti-LaTRF, anti-LaRPA
e anti-LaRb38. A linha 1, corresponde a 10% do extrato de nacleo (input, 1), a linha 2, corresponde a
1/5 da suspensao contendo os imunoprecipitados.

14. Confirmacao das interacoes proteina:proteina por ensaio de captura por pull-down

Neste ensaio € possivel se verificar e confirmar se existe interagdo fisica entre proteinas que
co-imunoprecipitam. Para realiza-lo usamos o protocolo descrito por Webb et al. (2007) que utiliza
resina de Niquel como suporte e proteinas recombinantes que sdo expressas com cauda de histidina.
Nos experimentos mostrados nas Fig. 9A-B, usou-se como isca as proteinas LaRPA-1 e LaRbp38
expressas em sistema bacteriano portando uma cauda (fag) de 6 x His no N-terminal (Lira et al., 2009 e
Perez et al.,, em preparacdo). Como fonte de proteinas interatoras as iscas, foram usados extratos

proteicos totais obtidos de formas promastigotas de L. amazonensis. Os possiveis complexos formados

31



pelas proteinas interatoras de LaRPA-1 foram fracionados em géis SDS-PAGE e analisados por
Western blot revelados com os soros imunes anti-LaRPA-1, anti- LaRbp38 e anti-LaTERT produzidos
em coelho (Fig 9 A). Os resultados mostraram que a Unica proteina co-eluida com a LaRPA-1 foi a
proteina LaRbp38, sugerindo uma possivel interagio fisica entre elas (Fig. 9A). E importante salientar
que a proteina LaRPA-1 ndo interage com ela mesma, uma vez que visualizamos somente uma banda
com PM ~52 kDa, que representa a proteina LaRPA-1 recombinante (Fig. 9A, linha 3, WB LaRPA-1),
ou seja, a LaRPA-1 ndo forma homodimeros ou oligomeros.

Para o ensaio de pull-down utilizando a proteina recombinante LaRbp38 como isca, Western
blot foram revelados com os soros imunes anti- LaRbp38, anti-LaRPA-1 e anti-LaTERT produzidos
em coelho (Fig 9 B). Os resultados mostraram que as proteinas que possivelmente interagem com
LaRBP38 sao as proteinas LaRPA-1 e LaTERT (Fig 9B), o que sugere a existéncia da interacdo entre
LaRPA-1 e LaRBP38. Aqui também ¢ possivel verificar que a proteina LaRbp38 nao interage com ela
mesma, ja que visualizamos somente uma banda com PM ~39 kDa que representa a proteina LaRbp38
recombinante (Fig. 9B, linha 3, WB LaRbp38). Estes resultados sugerem que ocorre uma interacao
fisica entre estas trés proteinas e ainda que a proteina LaRbp38 pode ser a ponte entre as proteina
LaRPA-1 e proteina LaTERT neste subcomplexo proteico.

Juntos, estes resultados preliminares confirmam em parte os resultados do ensaio de
imunoprecipitacdo com soro anti-LaRPA-1 utilizando extratos de nicleo de formas promastigotas de L.
amazonensis, 0s quais mostraram que a proteina LaRbp38 e a proteina LaTERT co-imunoprecipitam
com a proteina LaRPA-1. (Fig. 8A)

As interagdes proteina:proteina mostradas nas Figs. 8 e 9, foram confirmadas em ensaios de

co-localizag@o usando imunofluorescéncia indireta como mostrado nas Figs. 10 A-D.
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Fig. 9. Provaveis interacdes fisicas entre as proteinas LaRPA-1, LaRbp38 e LaTERT em extratos
proteicos totais de formas promastigotas de L. amazonensis por ensaio de pull down. Em A,
Westerns blot do ensaio de captura utilizando como isca a proteina recombinante LaRPA-1, revelados
com soros imunes anti-LaRPA-1, anti-LaRbp38 e anti-LaTRF produzidos em coelho. Linha 1,
representa 10 ug da proteina recombinante LaRPA-1 que foi usada como ligante acoplada a resina
(10% da quantidade usada no ensaio). Linha 2, corresponde a 10% do input, 1 ou extrato total de
formas promastigotas de L.amazonensis utilizado como fonte de possiveis interatores de LaRPA-1 e
linha 3, 10% da resina de Niquel contendo os possiveis complexos formados por LaRPA-1 e seus
interatores. Em B, Westerns blot do ensaio de captura utilizando como isca a proteina recombinante
LaRbp38, revelados com soros imunes anti-LaRbp38, anti-LaRPA-1 ¢ anti-LaTERT produzidos em
coelho. Linha 1, corresponde a 10% do input, I, o qual representa o extrato protéico total de formas
promastigotas de L. amazonensis utilizado como fonte de possiveis interatores de LaRbp38. Linha 2, o
filtrado ou flow trough, FT, contendo as proteinas que ndo interagem com a LaRbp38 e linha 3, 10% da
resina de Niquel contendo os possiveis complexos formados por LaRbp38 e seus interatores.

4.5 Indicios de co-localizacao subcelular entre as proteinas teloméricas no nicleo de formas

promastigotas de L. Amazonensis

Para os ensaios de co-localizacao celular por imunofluorescéncia indireta, foram utilizadas formas
promastigotas de Leishmania amazonensis cultivadas em fase exponencial de crescimento.

Na figura 10 A, o ensaio foi realizado da seguinte forma: para a primeira reagdo de
imunofluorescéncia indireta, incubou-se os parasitas com soro imune anti-LaRPA-1 como anticorpo
primario e em seguida revelou-se a proteina com o anticorpo secundario anti-IgG de coelho marcado
com Alexa Fluor 488 (verde) (Invitrogen). Para a segunda reagdo de imunofluorescéncia indireta, os
parasitas foram incubados com anticorpo primario, soro imune anti-LTRF, o qual foi revelado com
anticorpo secundario anti-IgG de coelho marcado com Alexa Fluor 555 (vermelho) (Invitrogen). Os
resultados mostram que a proteina LaRPA parece ser mais abundante do que a proteina LaTRF nos
nucleos dos parasitas (painéis 1 e 3). Também pode-se verificar a co-localizagdo parcial das proteinas

LaRPA-1 e LaTRF no nucleo dos parasitas, que correspondem a pontos amarelos na sobreposicao das
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imagens (merged a e b) apresentadas nos painéis 1 ¢ 3, sugerindo que estas proteinas podem interagir
uma com a outra. No painel 2 pode-se verificar que nesta célula ndo ha co-localizac¢do das proteinas no
nucleo, sugerindo que a co-localizagdo entre LaRPA-1 e LaTRF pode ser dependente do ciclo celular.

Na figura 10 B, o ensaio foi realizado da seguinte forma: para a primeira reacdo de
imunofluorescéncia indireta, incubou-se os parasitas com soro imune anti-LaRbp38 como anticorpo
primario e em seguida revelou-se a proteina com o anticorpo secundario anti-IgG de coelho marcado
com Alexa Fluor 488 (verde) (Invitrogen). Para a segunda reagdo de imunofluorescéncia indireta, os
parasitas foram incubados com um segundo anticorpo primario, soro imune anti-LaRPA-1, o qual foi
revelado com anticorpo secundario anti-IgG de coelho marcado com Alexa Fluor 555 (vermelho)
(Invitrogen). Os resultados mostram que a semelhanca dos resultados mostrados acima, as proteinas
LaRbp38 e LaRPA-1 podem tanto mostrar co-localizacdo total (pontos amarelos no painel pl), quanto
parcial (pontos amarelos nos painéis p2 e p3). Este resultado também ¢ um indicativo que estas
proteinas interagem fisicamente. Ainda nesta imagens, ¢ possivel verificar que a proteina Rbp38
localiza-se também no cinetoplasto (k) e nesta organela ela ¢ mais abundante do que no nucelo (n).

Na figura 10 C, o ensaio foi realizado da seguinte forma: para a primeira reacdo de
imunofluorescéncia indireta, incubou-se os parasitas com soro imune anti-LaTERT como anticorpo
primario e em seguida revelou-se a proteina com o anticorpo secundario anti-IgG de coelho marcado
com Alexa Fluor 488 (verde) (Invitrogen). Para a segunda reacdo de imunofluorescéncia indireta, os
parasitas foram incubados com um segundo anticorpo primario, soro imune anti-LaRPA-1, o qual foi
revelado com anticorpo secundario anti-IgG de coelho marcado com Alexa Fluor 555 (vermelho)
(Invitrogen). Os resultados mostraram que as proteinas LaTERT e LaRPA-1 apresentam poucos
pontos de co-localizagdo no nucleo do parasita (pontos amarelos nos painéis pl e p2). Estes resultados
juntos reforcam em parte os apresentados nos ensaios de imunoprecipitagdo e nos de captura

porpull-down.
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Fig. 10: Co-localizagcdo celular das proteinas teloméricas LaRPA-1, LaTRF, LaTERT e LaRbp38
no nicleo de L. amazonensis. Em A, a proteina LaRPA-1 ¢ revelada com Alexa Fluor 488 (verde) e a
proteina LaTRF com Alexa Fluor 555 (vermelho). Sendo a sobreposigao das mesmas aparecendo como
pontos brilhantes amarelo. Em B, a proteina LaRbp38 ¢ revelada com Alexa Fluor 488 (verde) e a
proteina LaRPA-1 com Alexa Fluor 555 (vermelho). Sendo a sobreposicdo das mesmas aparecendo
como pontos brilhantes amarelo. Em C, a proteina LaTERT ¢ revelada com Alexa Fluor 488 (verde) e a
proteina LaRPA-1 com Alexa Fluor 555 (vermelho). Sendo a sobreposicdo das mesmas aparecendo
como pontos brilhantes amarelo. Nas imangens N, siginifica nticleo e K, cinetoplasto, cujos conteudos
de DNA foram corados com DAPI (azul). Todas as imagens foram capturadas com microscopio de
fluorescencia Nikon 80i e a sobreposicao das imagens foi realizada utilizando-se o software NIS
elements.

4.6 As proteinas LaTRF, LaRPA-1, LaRbp38 e LaTERT co-eluem durante a purificacio de

extratos nucleares em coluna cromatografica de troca iénica

Extratos de nucleo de formas promastigotas de L. amazonensis, produzido de acordo com

Fragaki et. Al., (2007), contendo 1x1010 células foram submetidos a purificagdo em coluna
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cromatografica de troca ionica DEAE-Sepharose. As fragdes protéicas eluidas da coluna de DEAE com
concentragdes crescentes de acetato de sodio (100 mM—1 M), foram fracionadas em gel SDS-PAGE e
submetidas a ensaios de Western blot revelados com os soros imunes anti-LaTRF, anti-LaRPA-1,
anti-LaRbp38 e anti-LaTERT, produzidos em coelho. Os resultados mostraram que as proteinas
LaTRF, LaRPA-1, LaRbp38 e LaTERT sao co-eluidas com 100 mM de acetato de sodio (Fig. 11).
Note também, que LaTRF, LaRPA-1 e LaRbp38, aparecem no filtrado (“flow-trough”) o que indica
que elas devem interagir fracamente com a resina ou entao que elas podem ser eluidas com 50 mM de
sal (Fig. 11, linha 2). Como todas as proteinas co-eluiram na fra¢do contendo 100 mM de acetato de
sodio, isto pode ser mais um indicador de que elas realmente fagam parte de um mesmo complexo
protéico no nucleo dos parasitas. Para confirmar esta hipdtese, as proteinas contidas nesta fragao,

foram submetidas a imunoprecipitacdo com soro anti-LaRPA-1 como mostrado a seguir.
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Fig. 11: As proteinas teloméricas LaTRF, LaRPA-1, LaTERT e LaRbp38 co-eluem em extratos
de nucleo de formas promastigotas de L. amazonensis fracionados em coluna de troca ionica.
Western blot do extrato de nucleo purificado em coluna de troca idnica, revelado com os soros imunes
anti-LaTRF, anti-LaRPA-1, anti-LaRbp38 e anti-LaTERT, produzidos em coelho. Linha 1,
corresponde ao extrato de nucleo ndo purificado (input, 1), linha 2, ao filtrado (flow trough, FT), linha
3, corresponde ao eluato de 100 mM acetato de sodio, linha 4 ao eluato de 300 mM acetato de sodio e
linha 5 ao eluato de 600 mM acetato de sodio.

4.7 Mais uma confirmacio da interacao fisica entre as proteinas teloméricas LaRPA-1 e LaRbP38

de formas promastigotas de L. amazonensis

Os complexos proteicos contidos na fracdo de 100 mM de acetato de sddio obtido da coluna de

troca i6nica, foram imunoprecipitados com soro anti-LaRPA-1 de camundongo, fracionados em géis
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SDS-PAGE e submetidos a Western blot revelados com os soros imunes anti-LaRPA-1, anti-LaTRF,
anti-LaRbp38 e anti-LaTERT produzidos em coelho. Os resultados mostraram mais uma vez que as
proteinas LaRPA-1 e LaRbp38 co-imunoprecipitam (Fig, 12) e que as proteinas LaTRF e LaTERT néo
sdo co-cluidas com a LaRPA-1 neste extrato semi-purificado. Isto pode sugerir que durante a
purificacdo do extrato foi perdido algum interator importante que liga as duas proteinas (LaTRF e
LaTERT) ao complexo. Estes resultados também confirmam os anteriores, e sugerem fortemente que as

proteinas LaRPA-1 e LaRbp38 interagem fisicamente.
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Fig. 12: As proteinas teloméricas LaRPA-1 e LaRbp38 co-imunoprecipitam em extratos de nucleo
de formas promastigotas de L. amazonensis fracionados em coluna de troca ionica. Western blot
dos complexos proteicos contidos na fracdo de 100 mM de acetato de sddio obtido da coluna de troca
idnica apds imunoprecipitacdo com soro imune anti-LaRPA-1 produzido em coelho. As membranas
foram reveladass com os soros imunes anti-LaRPA-1 e anti-LaRbp38 produzidos em coelho. A linha 1,
corresponde a 10% da fragdo de 100 mM de acetato de sodio (input, 1) e linha 2, corresponde
corresponde a 1/5 da suspensdo contendo os imunoprecipitados.
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5. RESULTADOS COMPLEMENTARES

5.1 Tentativas de isolar complexos protéicos de formas promastigotas de L. amazonensis por

cromatografia em gel filtracao

Na tentativa de demonstrar que as proteinas LaRPA-1, LaTRF, LaTERT e LaRbp38 formam
parte de um mesmo complexo protéico, as proteinas contidas nos eluatos das imunoprecipitagdes e nos
extratos brutos de cromatina foram depositadas em coluna Superdex 200 5/150 (GEHealthcare) de gel
filtragdo utilizando-se o equipamento HPLC (AKTA PLUS).

Colunas de gel filtracdo funcionam como cromatografia por exclusdo, promovendo uma
separagdo seletiva das moléculas contidas no soluto, sendo essa separacdo com base no seu tamanho
molecular. Para dar inicio a separacdo das proteinas por gel filtragdo, foi necessario que se calibrasse a
coluna utilizando-se padrdes com proteinas cujos pesos moleculares sdo conhecidos. A coluna foi
equilibrada em tampao fosfato 0,05 M, contendo 0,15 M NaCl pH 7,0 e em seguida foi calibrada
utilizando-se o kit Molecular Weight Markers (SIGMA) contendo as proteinas nas seguintes

concentracgdes: 0,4 mg/mL de Apoferritina (443 kDa), 4 mg/ml de - Amilase (200 kDa), 4 mg/ml de
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Alcool dehydrogenase (150 kDa), 4 mg/ml de Albunina (66 kDa) e 4 mg/ml Anidrase Carbonica (29
kDa). A mistura (12,5 pl) contendo essas proteinas na concentragao final de 15,04 pg, foi injetada na
coluna para a obtengdo do perfil de separacdo individual das mesmas. O perfil de elui¢do de cada

proteina nesta separagdo ¢ demonstrado pelo pico correspondente a leitura da DO2gonm, mostrada na

Fig. 13A. Podemos notar 5 picos no cromatograma, correspondentes respectivamente as proteinas
eluidas nas fragdes 3, 4 , 5 e 6. Sendo que na fracdo 4 encontram-se 2 picos sobrepostos,
correspondentes a eluigdo das proteinas p- Amilase (200 kDa) e Alcool dehydrogenase (150 kDa).
Desta forma, foi realizada uma nova calibragdo retirando-se a proteina B- Amilase (200 kDa) da
mistura. O resultado da eluicao desta nova mistura de proteinas estd apresentado na Fig. 13B. Pode-se
notar no cromatograma a presenga de 4 picos distintos correspondentes as proteinas Apoferritina (443
kDa), Alcool dehydrogenase (150 kDa), Albunina (66 kDa) e Anidrase Carbonica (29 kDa),
respectivamente eluidas nas fragdes 5, 7, 8, 9 e 10. Portanto, este perfil de calibragdo foi usado como
padrdo nas separagdes de extratos protéicos como mostrado a seguir.

Extrato de cromatina livre de DNA, obtido de parasitas em fase mid-log de crescimento contendo
o equivalente a 11 pg de proteinas totais foi aplicado na coluna. O perfil de elui¢do das proteinas
contidas no extrato de cromatina esta apresentado na Fig 14A. Pode-se visualizar 7 picos no
cromatograma, porém para o nosso estudo foram coletadas as seguintes fragdes 5, 6, 7, 8, 9 ¢ 10.
Escolhemos essas fracdes porque elas podiam conter proteinas com peso molecular na faixa de 29 a 443
kDa. E necessario lembrar que as proteinas teloméricas que fazem parte deste estudo e que podem
formar complexos de alto peso molecular, a LaTRF (82.5 kDa), LaRPA-1 (51,0 kDa) e LaRbp38 (38,0
kDa), tém juntas o peso aproximado de 171,5 kDa, o que significa que este é o tamanho minimo de um
complexo proteico formado por uma unidade de cada uma dessas proteinas. Para se verificar a presenga
destas proteinas ou de complexos formados pelas mesmas nas fragdes eluidas da coluna foram
realizados ensaios de Western blot os quais foram revelados com os soros anti-LaTRF e anti-LaRPA-1.

Os resultados obtidos ndo foram conclusivos uma vez que nao se detectou nenhuma das proteinas nas
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fragdes eluidas da coluna. Isto sugeria que estas proteinas estavam em baixa concentragdo no extrato de
cromatina usado neste ensaio.

Em uma segunda tentativa para se verificar a formagdo dos complexos protéicos utilizou-se um
pool de eluatos da imunoprecipitacdo do extrato de nucleo com soro anti-LaTRF, testado previamente
por Western blotting, o qual mostrou que as proteinas LaRPA-1 e LaTRF sdo co-imunoprecipitadas. O
cromatograma na Fig 14B mostra a presenca de 3 picos sendo que o primeiro presente nas fragdes 1 e 2

corresponde ao void volume. O segundo pico presente nas fragdes 11 e 12 corresponde a proteinas com

peso molecular abaixo de 29 kDa. Ja o terceiro pico presente na fragdo 16 representa uma pausa no
sistema de cromatografia, quando foram colocados novos tubos para a continuacdo da coleta das
fragGes. Sendo assim, o Gnico pico que poderia indicar a presenca de complexos protéicos de alto peso
molecular, seria o correspondente ao void volume, sugerindo que o tamanho estimado desses complexos
deve ultrapassar o limite de separacdo da coluna.

Como essa tentativa de isolar possiveis complexos protéicos de alto peso molecular através de
cromatografia de gel filtragao ndo foi bem sucedida, escolheu-se uma nova estratégia para tentar isolar

tais complexos protéicos.
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Fig. 13: Calibra¢ao da coluna Superdex 200 5/150 — GEHealthcare no sistema HPLC (AKTA,
Plus), utilizando o programa Unincor. A) Cromatograma da mistura de proteinas utilizada para a
calibragdo: 0,4 mg/mL de Apoferritina (443 kDa), 4 mg/ml de B- Amilase (200 kDa), 4 mg/ml de
Alcool dehydrogenase (150 kDa), 4 mg/ml de Albunina (66 kDa) e 4 mg/ml Anidrase Carbdnica (29
kDa). B-) Cromatograma da mistura de proteinas utilizada para a calibragdo: 0,4 mg/mL de
Apoferritina (443 kDa), 4 mg/ml de Alcool dehydrogenase (150 kDa), 4 mg/ml de Albunina (66 kDa) e
4 mg/ml Anidrase Carbdnica (29 kDa). No eixo X estdo as fracdes eluidas da coluna e no eixo Y a

leitura da DOgpm de cada fragdo. Os numeros indicados acima de cada um dos picos correspondem

ao peso molecular de cada proteina em kDa e os niumeros indicados abaixo correspondem ao niimero de
fragdes. O fluxo e a pressao imposta na coluna foi de 0,3 e 1,5 Pa, respectivamente.
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Fig. 14: Perfil de separacio de extrato de cromatina de formas promastigotas de L. amazonensis e
de eluatos de imunoprecipitacio em coluna Superdex 200 5/150 (GEHealthcare). A) Foram
aplicados na coluna extrato de cromatina de formas promastigotas de L. amazonensis, tratados com
DNAse . B) Foram aplicados na coluna pool de eluatos da imunoprecipitagdo de extrato de nucleo com

soro anti-LaTRF. No eixo X estdo as fra¢des eluidas da coluna e no eixo Y a leitura da DO2gonm de

cada fracao. O fluxo e a pressdo imposta na coluna foi de 0,3 e 1,5 Pa, respectivamente.
5.2 As proteinas teloméricas LaTRF e LaRPA-1 sio expressas no niicleo de formas amastigotas de

L. amazonensis

Para confirmar se as proteinas LaTRF e LaRPA-1 sdo expressas nas duas fases de
desenvolvimento do parasita, foram obtidos extratos nucleares de formas amastigotas isoladas de patas
de camundongo Balb/C infectados experimentalmente e extratos nucleares de formas promastigotas Os
resultados preliminares mostraram que as proteinas LaTRF e LaRPA-1 sdo expressas em extratos de
nucleos obtidos tanto na forma promastigotas quanto amastigotas, indicando que tais proteinas sao

expressas em ambas fases de desenvolvimento do parasita. (Fig. 14A-B, linha 1 e 2).
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Fig. 14: Expressao de LaTRF e LaRPA-1 no nucleo de formas promastigotas e amastigotas de

Leishmania amazonensis. Extratos protéicos nucleares obtidos a partir de 3x109 e 5x108 parasitas nas
formas promastigotas e amastigotas, respectivamente, de L. amazonensis foram fracionados em gel
SDS-PAGE 10% e em seguida submetidos a Western blottings revelados com os soros de coelho
anti-LaTRF (A) e anti-LaRPA-1 (B).

6. DISCUSSAO

E sabido que a estrutura telomérica em diferentes eucariotos é coordenada por proteinas que

participam do complexo nucleoprotéico de ordem maior que regula a manutengao dos telomeros através
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de diferentes associagdes (Smogorzewska & de Lange, 2004; Palm e de Lange, 2008; Dmitriev et al,
2003). Entre estas proteinas, encontram-se as exclusivamente teloméricas (que interagem com a dupla
fita ou com a simples fita rica em G) e as proteinas associadas a essas proteinas teloméricas e outros
fatores, como os que compdem a maquinaria de reparo a danos no DNA (Longhese, 2008; Palm e de
Lange, 2008).

Dado que os telomeros de diversos organismos desempenham o mesmo papel essencial na
manutengdo dos cromossomos, era de se esperar que as proteinas teloméricas fossem altamente
conservadas entre os eucariotos (Linger & Price, 2009; Bianchi & Shore, 2008). No entanto, a
comparacdo entre sequéncias de aminoacidos de varias proteinas revelou que essa conservacao por
similaridade de sequéncia ndo acontece. Porém, analises estruturais das proteinas teloméricas de
levedura, humanos, protozodarios, revelou a presenca de dominios de ligagdo ao DNA conservados
nessas proteinas, como exemplo, os dominios OB fold ¢ Myb-like (Linger & Price, 2009). O dominio
OB fold ¢ caracteristico das proteinas que interagem com a simples fita telomérica e que fazem
interagdo proteina:proteina, respectivamente como as proteinas POT1, CDC13, RPA e as interatoras
STN1 e TEN1 (Jacobs et al., 1999; Shakirov et al., 2009; Nugent et al., 1996; Anderson et al., 2002).
Ja o dominio Myb-like ¢ comumente encontrado nas proteinas que interagem com a dupla fita telomérica
como ¢ o caso das proteinas TRF, TAZ1 e RAP1 de mamiferos e leveduras (Dmitriev et al., 2003;
Gilson & Gelli, 2007). Estes achados indicam que apesar da falta de similaridade de sequéncia, as
proteinas teloméricas apresentam diferentes graus de conservagdo na estrutura e na fungdo, tornando os
teldmeros estruturas de certa forma conservadas do ponto de vista evolutivo (Linger e Price, 2009).

Hoje se sabe que varias proteinas que compde tanto o complexo telomérico shelterin, descrito
em mamiferos, como o telossomo descrito em leveduras, ambos apresentam homologos funcionais e
compartilhados em diversos eucariotos (Dmitriev et al., 2003; Gilson & Gelli, 2007; Palm e de Lange,
2009). A exemplo disso, em mamiferos as proteinas ligantes de DNA telomérico na forma de dupla fita,
TRF1 e TRF2, tétm como homologo funcional em Saccharomyces cerevisae a proteina RAP1, em

Schyzosaccharomyces pombe a proteina TAZ1, em plantas as proteinas AtTBP1-3 e AtTRP1 e em
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tripanosomatideos as proteinas TRF (Schrumpfova et al., 2004; Hwang et al., 2005; Cooper et al.,
1997; Li et al., 2005, da Silva et al, 2010). Curiosamente, homodlogos estruturais da proteina RAP1 de
leveduras que interage com o DNA telomérico, sdo encontrados em humanos e tripanosomas, porém
interagindo com outras proteinas e ndo mais com o DNA (O’Connor, 2004 ). As proteinas ligantes de
DNA telomérico na forma de simples fita, as da familia POT1 s@o as mais conservadas e aparecem em
praticamente quase todos os eucariotos. As excegdes sdo em S. cerevisae o homologo funcional de
POT1 ¢é a proteina CDC13 e os protozoarios que ndo apresentam homologos a nenhuma dessas
proteinas (Lira et al, 2007a; Siqueira Neto et al., 2007; Shakirov et al., 2009).

No protozoario ciliado Oxythricha nova, as proteinas TBP alfa e beta interagem com a fita rica
em G telomérica na forma de heterodimeros usando dominios do tipo OB fold. As proteinas Potl e
TPP1 sdo consideradas respectivamente homologos estruturais de TBPalfa e TBP beta (Wang et al
2007).

Semelhante a shelterin, o complexo CST previamente descrito em leveduras e mais recentemente
descrito em plantas e mamiferos, ¢ considerado um segundo complexo protetor dos telomeros que
funciona independentemente de POT1 (Miyake et al., 2009; Sun, et al., 2009; Wellinger, 2009). As
proteinas CDC13, Stnl e Tenl sdo homologos estruturais as proteinas RPA (RPA-like proteins), pois
possuem varios dominios do tipo OB fold e interagem com uma grande variedade de DNAs na forma de
simples-fita (Wellinger, 2009; Miyake et al., 2009;). Além disso, partes da proteina Stnl pode
substituir funcionalmente a subunidade 2 da RPA (Gao, 2007). Em plantas ¢ humanos, a proteina
CDC13 ¢ substituida por Ctc-1 (Conserved Telomere maintenance Component 1) (Wellinger, 2009;
Surovtseva et. al., 2009). Portanto, em eucariotos existem dois complexos teloméricos, um que é
dependente de POT1 e é denominado shelterin, e outro independente de POT1, o complexo CST, que
embora parecam redundantes (Miyake et al., 2009; Linger & Price, 2009), em humanos eles podem de
fato colaborar via interagdo com as proteinas Stn1-TPP1 (Wan et al., 2009).

Em Leishmania spp., assim como em outros tripanosomatideos ndo existem quase relatos sobre a

formag¢ao de complexos nos teldomeros desses parasitas. O Unico relato existente na literatura ¢ sobre a
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proteina TbRAP1, homoélogo funcional da RAP1 de leveduras em T. brucei. A tbRAP1 aparece
interagindo com os telomeros do parasita e com a proteina telomérica TbTRF, e co-localiza
parcialmente com a TbTRF no nucleo dos parasitas (Yang et al.,, 2009). Em Leishmania spp., as
proteinas que interagem com DNA dupla fita sdo as proteinas LaTBP1 (“Leishmania amazonensis
telomere-binding protein”) considerada homoélogo de Rap1 por apresentar alta similaridade de seqiiéncia
com dominios Myb-like (Lira et al., 2007c) e proteina LaTRF que também conserva o dominio
Myb-like e apresenta similaridade com o dominio N-terminal de homodimerizagdo TRFH quando
comparada as TRFs de humanos (da Silva et al., 2010). As proteinas descritas como ligantes de DNA
telomérico na forma de simples fita sdo as proteinas LaRPA-1 e LaRbp38 (Lira et al., 2007b;
Siqueira-Neto et al., 2007), além da telomerase (Giardini ef al., 2006). LaRPA-1, é a subunidade 1 da
proteina de replicacdo A e a semelhanca de outras RPAs contém ao menos um dominio OB fold
localizado no N-terminal, o qual interage especificamente in vitro € in vivo com a simples fita
telomerica rica em G (Siqueira-Neto et al., 2007; Jacobs et al., 1999). A proteina LaRbp38, apesar de
também interagir com a fita telomérica rica em G in vitro e in vivo, apresenta afinidades a outros
DNAs, por exemplo kDNA, e também RNAs (Lira et al., 2007b). Seu dominio de interagdo aos
diferentes DNAs esta sendo descrito, porém ainda ndo se sabe se estruturalmente ele se parece com
dominios do tipo OB fold (Perez et al., em preparacgio). E valido lembrar que a maioria dos
protozoarios, incluindo Leishmania, ndo apresentam proteinas homologas a nenhum membro das
familias POT1 ou CDC13, o que ¢ fortemente indicativo de que as proteinas LaRPA-1 ¢ LaRbp38
sejam mesmo os componentes da maquinaria telomérica que interagem com a porcao simples fita rica
em G nos teldmeros desses parasitas (Lira et al, 2007a e Siqueira-Neto ef al., 2007).

Portanto, mesmo existindo diferengas notaveis na composi¢do e na arquitetura dos telomeros de
humanos, leveduras, plantas e protozoarios, os principios gerais da fun¢do das proteinas nos telémeros
sao os mesmos (Linger & Price, 2009). Em todos os casos os complexos teloméricos nucleoprotéicos
permitem que as células diferenciem terminais cromossomicos naturais, de quebras de DNA em dupla

fita. Sem a protegdo dos teldmeros, os terminais cromossomicos ativariam as vias de reparo de DNA as
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quais sinalizariam a célula para interromper a divisdo levando-a a senescéncia ou apoptose (Bailey et
al, 1999; Boulton and Jackson, 1998). Por estas razdes ¢ de grande importancia compreender os
mecanismos que controlam os telomeros através das proteinas que o compdem e das interagdes entre
elas. Uma vez conhecidas estas informagdes seremos capazes de interferir nas células desestabilizando
seus telomeros, e conseqiientemente induzir instabilidade gendmica e até os fendmenos de senescéncia e
morte celular (Shay, 2003, Blackburn et al., 2006). Este tipo de interferéncia pode ser importante para
se interromper o crescimento de parasitas no organismo hospedeiro podendo levar a erradicagdo da
leishmaniose.

Neste projeto propos dar inicio a identificagdo da formacdo de complexos proteicos e/ou
subcomplexos nos telomeros de formas promastigotas de L. amazonensis. Sabendo-se que a proteina
TRF2 de mamiferos ¢ componente central do complexo telomérico denominado Shelterin (de Lange,
2005), sendo possivel que a proteina LaTRF de L. amazonensis interaja com diferentes proteinas
teloméricas e a semelhanca de seus homologos funcionais em vertebrados, também tenha fungdo em
outras maquinarias, resolvemos primeiramente verificar as possiveis proteinas parceiras da proteina
homologa LaTRF de Leishmania. Porém, em vista dos resultados que foram sendo alcancados no
decorrer desta tese, da hipotese de que a proteina LARPA-1 seja o representante funcional de POT1 e
CDCI13 e ainda considerando a evolugao das informagdes deste tema na literatura, resolvemos incluir
neste projeto a identificagdo de proteinas que interagem com a proteina telomérica LaRPA-1. Para
alcangar esses objetivos foram utilizados ensaios in vitro de interagdo proteina:proteina.

Conforme os resultados obtidos ao longo desta dissertagdo, verificou-se que as proteinas
LaRPA-1 e LaRbp38 apareceram interagindo uma com a outra ¢ com a telomerase (LaTERT), como
demonstrado nos ensaios de captura in vitro com extratos totais e ensaios de imunoprecipitacao
nucleares brutos e semi-purificados, todos obtidos de parasitas em fase exponencial de crescimento.
Além disso, as trés proteinas co-localizam parcialmente no nucleo dos parasitas. Desta forma, os
resultados apresentados, embora ainda preliminares, nos permitem especular que as proteinas LaRPA-1

e LaRbp38 podem formar um complexo minimo nos telomeros do parasita, o qual se assemelha aos
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complexos CST por compartilharem com o mesmo varias caracteristicas. Dentre elas, a presenca de um
membro da familia das RPA, no caso a LaRPA-1, que contém ao menos um dominio do tipo OB fold.
Uma segunda proteina, no caso a LaRBP38, que além de ligar DNA telomérico na forma de simples
fita, parece ser o interator direto do complexo com a telomerase. Além destes resultados, verificou-se
que as proteinas LaRPA-1 e LaRbp38 apareceram interagindo com a proteina LaTRF, porém esta
interacdo ainda nao seja compreendida e necessite de mais estudos.

Este trabalho deixa a duvida de como estas interagdes representam o complexo telomérico de
Leishmania spp. no seu todo, ou apenas a existéncia de distintos subcomplexos funcionais nos
telomeros dos parasitas. A proposta ¢ ampliar estes resultados com ensaios de interagdo
proteina:proteina (ex: duplo-hibrido, captura por pull-down) utilizando-se mutantes delecionais das
proteinas LaRPA-1 e LaRBP38. Também pretendemos ampliar os ensaios de imunoprecipitacao
utilizando uma gama maior de soros imunes e controles e descobrir novos possiveis componentes deste
complexo minimo usando analise de mistura de interatores por espectrometria de massa. E por fim
tentar descobrir se algumas desta interacdes € depentende de alguma fase do ciclo celular fazendo

estudos com culturas de parasitas sincronizados.

7. CONCLUSOES
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Na tentativa de se identificar a formagdo de complexos proteicos nos teldomeros de L.

amazonensis observamos que:

1. As proteinas LaRPA-1 e LaRbp38 co-imunoprecipitam junto com a proteina
LaTERT em extratos de niicleares brutos e semi-purificados.

2. As proteinas LaRPA-1 e LaRbp38 interagem uma com a outra e com a proteina
LaTERT em ensaios de captura in vitro.

3. As proteinas LaRPA-1 e LaRbp38 co-localizam em determinadas regides nicleo de

formas promastigotas de L. amazonensis em ensaios de imunofluorescéncia indireta.

Em geral, os resultados aqui apresentados mostraram que o objetivo central proposto como
projeto para a dissertacdo de mestrado foi em parte alcangado.

As proximas etapas incluem a contra-prova destes resultados, onde serdo realizados ensaios de
imunoprecipitacao dessa fragao da coluna de DEAE utilizando-se os soros anti-LaRBP38, anti-LaTRF
e anti-LaTERT e ensaios de captura por pull-down usando como isca as proteinas LaRPA-1 e

LaRBP38.
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