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Resumo

A leishmaniose ¢ um espectro de doengas causadas por parasitas do género Leishmania,
afligindo mais de 15 milhdes de pessoas e expondo outras 350 milhdes que vivem em regides
de risco. Para manter a integridade de seu genoma, os parasitas dispdoem de diversos
mecanismos, dentre os quais estdo a manutengao dos teldmeros. As proteinas da familia TRF
(“TTAGGG telomere repeat-binding factor”) fazem parte de complexos multiproteicos
responsaveis pela manutencdo dos telomeros de alguns eucariotos, incluindo os
tripanossomatideos. Elas apresentam um dominio de interagdo com DNA telomérico na forma
de dupla fita, um dominio de homodimerizagdo e possiveis regides de interacdo com outras
proteinas teloméricas ou da maquinaria de reparo. O intuito deste projeto foi confirmar a
existéncia nos telomeros de Leishmania amazonensis de possiveis proteinas parceiras da
proteina LaTRF, ja4 que resultados preliminares de nosso grupo revelaram uma possivel
interacdo entre a LaTRF e as proteinas LaRPA-1 e LaRbp38. No intuito de se obter a proteina
telomérica LaTRF recombinante pura e em quantidade desejavel, foi solicitada a sintese com
codons otimizados, do gene que codifica a LaTRF e a subclonagem do mesmo na mesma fase
de leitura do vetor de expressdao pQE-2 (QIAGEN). A proteina recombinante gerada a partir
desta construgao foi expressa de forma solivel, € em baixissima concentracao e a andlise de
sua estrutura secundaria por espectroscopia de dicroismo circular confirmou que a proteina foi
expressa de forma enovelada. A LaTRF recombinante foi utilizada em ensaios in vitro de
interagdao proteina:proteina com suas possiveis parceiras: LaRbp38 e LaRPA-1. Ensaios de
imunoprecipitagdo, imunofluorescéncia e pull-down revelaram que LaTRF interage com
LaRbp38 e que esta interacao se da via um motivo TRFH-docking like, presente na LaRbp38.
Parece que a LaRbp38 atua como ponte para a interagdo entre LaTRF e LaRPA-1, sugerindo
que a semelhanga de proteinas descritas em outros eucariotos, ela cumpra o papel de
estabilizar LaTRF na dupla fita e promover a interacdo desse complexo com proteinas que se
associam ao DNA simples fita telomérico. O que explica o fato de LaTRF interagir
fisicamente somente com LaRbp38 e nao com LaRPA-1, apesar de estarem sendo
imunoprecipitadas em um mesmo complexo. Aqui descrevemos que esta interagdo
possivelmente se d4 através de um novo motivo presente em todos os ortdlogos de Rbp38
descritos em tripanosomatideos, o qual apresenta similaridade de sequéncia com o core do
TRFH docking motif descrito nas proteinas teloméricas TIN2 (TRF interacting fator 2) de
vertebrados.

Palavras-chave: Interacdo; Leishmaniose; Proteinas; Telomeros.
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Abstract

Leishmaniasis is a spectrum of diseases caused by parasites of the genus Leishmania,
affecting about 15 million people and exposing other 350 million that live in risk areas.
Parasites have various mechanisms to maintain the integrity of its genome, among which is
the maintenance of telomeres. Proteins belonging to the TRF ("TTAGGG telomere repeat-
binding factor") family form part of a multiprotein complex responsible for telomere
maintenance in eukaryotes, including trypanosomatids. TRFs present a DNA binding domain,
a homodimerization domain and regions that allow the protein to interact with other proteins.
The aim of this project was to confirm the existence in Leishmania amazonensis telomeres of
LaTRF protein partners, since preliminary results from our group revealed a possible complex
formed with LaTRF, LaRPA-1 and LaRbp38. In order to obtain the LaTRF recombinant
protein, we ordered the optimized gene sequence and its subcloning in the bacterial
expression vector pQE-2 (QIAGEN). Recombinant LaTRF was expressed in low amount, but
in soluble form. Circular dichroism spectroscopy analysis showed that the recombinant
LaTRF was in its folded state and able to be used in vitro protein:protein interaction assays
with its potential partners: LaRbp38 and LaRPA-1. Immunoprecipitation, indirect
immunofluorescence and pull-down assays revealed that LaTRF physically interacts with
LaRbp38 using a TRFH-docking like motif present in proteins that interact with the TRFs,
such as TIN2 (TRF interacting factor 2). This suggests that LaRbp38, similarly to TIN2, may
play a role of stabilizing LaTRF in double strand and promote the interaction of this complex
with for example LaRPA-1, previously described as a protein that binds to the single stranded
telomeric DNA. This possibly explains why LaTRF physically interact with LaRbp38 but not
with LaRPA-1, although they all co-immunoprecipitated in the same complex. Here we
describe that this interaction possibly occurs through a new TRFH docking motif present in
all Rbp38 orthologs described in trypanosomatids, which is similar to the core of the TRFH

docking motif described in the TIN2 proteins from vertebrates.

Keywords: Interaction; Leishmaniasis; Proteins; Telomeres.
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1. Introducio e Justificativa
1.1. Leishmania e leishmaniose

O género Leishmania, familia Tripanosomatidae, ordem Kinetoplastida, apresenta 13
espécies distintas de protozoarios dentre as quais estdo incluidos os agentes etiologicos da
leishmaniose. Esses parasitas possuem ciclo de vida digenético em que ha a alternancia entre
a forma amastigota intracelular com flagelo internalizado, que vive no hospedeiro mamifero e
a forma promastigota extracelular flagelada, que vive no tubo digestivo do inseto vetor,
insetos hematdfagos pertencentes a familia Psychodidae (género Lutzomyia). Roedores,
canideos, procionideos, tamanduds, marsupiais, ungulados e primatas (inclusive o homem),

servem de reservatorio para o parasita (NEVES, 2000; REY, 2002).

Durante o repasto sanguineo a fémea do inseto vetor introduz as formas infectivas
(promastigotas metaciclicos) no hospedeiro mamifero, que sao fagocitadas por macrofagos
superficiais € no seu interior transformam-se em amastigotas. Estes amastigotas dividem-se
causando a eventual lise do macrofago, e neste instante muitos amastigotas caem na corrente
sanguinea e sdo novamente fagocitados por novas células do sistema monocitico fagocitario
do hospedeiro (NEVES et al. 2000). O ciclo se completa quando um mosquito flebotomineo
nao infectado alimenta-se do sangue de um hospedeiro infectado e as formas amastigotas
voltam a se diferenciar em promastigotas no intestino do inseto (BASU e RAY, 2005;
OLIVIER et al., 2005; LANG et al., 2009). A figura 1 apresenta uma ilustracao simplificada

do ciclo biologico de Leishmania amazonensis.
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Fig 1. Ciclo biologico de L. amazonensis. Imagens bi e tridimensionais de amostras fixadas
no interior do inseto vetor (Lutzomia) e em reservatorio natural (Proechymis spp). ()
Promastigotas prociclicos no trato digestivo médio do inseto. (b) Promastigotas metaciclicos
no trato digestivo anterior. (c¢) Promastigotas metaciclicos. (d, e, f, h, i) Macrofagos
infectados. (g) Célula dendritica infectada. (e, f) Promastigotas no fagolisossomo minutos
apos fagocitose. (f, h, i) Formagdo do vacuolo digestivo onde ocorre a transformagdo dos
promastigotas metaciclicos em amastigotas e proliferagdo dos parasitas (imagem adaptada
de LANG et al., 2009).

A leishmaniose se caracteriza por um conjunto de sindromes complexas e
multifacetadas, causadas por diversas espécies do género Leishmania, podendo se manifestar
nas formas visceral, mucocutanea e cutanea. A leishmaniose visceral ou calazar em que os
parasitas apresentam acentuado tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear (SFM) do
baco, do figado, da medula 6ssea e dos tecidos linfoides. A leishmaniose mucocutanea
apresenta complicagdes frequentes com o aparecimento de lesdes destrutivas extensas nas
mucosas do nariz, boca e faringe. Finalmente leishmanioses cutdneas produzem
exclusivamente lesdes cutaneas, ulcerosas ou ndo, porém de maneira restrita. Uma varia¢do da
leishmaniose cutinea ¢ a forma cutanea difusa com disseminagdo cutinea que se apresenta em
individuos anérgicos ou, tardiamente, em pacientes que haviam sido tratados de calazar (REY,

2002).
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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 sdo paises em
desenvolvimento, o que evidencia a intima relacdo entre esta parasitose e os fatores socio-
econdmicos dessas regidoes (WHO, 1990; ARIAS et al., 1996). Além disso, o composto
tradicionalmente empregado para combater os parasitas, o antimonial pentavalente, pode
causar varios efeitos colaterais nos pacientes, como dores musculares e alteracdes cardiacas.
O parasita alvo deste estudo € a L. amazonensis, agente causal da leishmaniose cutanea e
cutanea-difusa apresentando ampla distribuicdo geografica, encontrando-se por toda bacia
amazoOnica, além de estados como Maranhdo, Ceara, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo e
Sao Paulo (NEVES, 2000; REY, 2002). Porém, em algumas regides do Brasil, L.
amazonensis aparece como agente causal de todo o espectro da leishmaniose (BARRAL et al.,

1991; ALMEIDA et al., 1996).

A leishmaniose se manifesta de forma mais grave em hospedeiros com o sistema
imunoloégico enfraquecido. O niimero crescente de casos da doenga em transplantados e em
portadores do virus HIV tem alarmado as comunidades médica e cientifica. Além disso, a
Organizagao Mundial da Satde considera a leishmaniose uma das doengas cuja incidéncia

mais cresce na atualidade (juntamente com a dengue e a malaria) (WHO, 2000).
1.2. Biologia molecular dos parasitas do género Leishmania

Leishmanias sdo organismos diploides, assexuados, cujo genoma difere dos genomas
tipicos de eucariotos. Seu genoma nuclear contém aproximadamente 70 Mb organizados em
34 a 36 cromossomos lineares que variam de tamanho entre 0,35 e 3,0 Mb. A condensagao
cromossomica durante o ciclo mitdtico nao ¢ observavel, dificultando assim quaisquer tipos
de analises citogenéticas (WINCKER et al., 1996; JOHNSTON et al., 1999; IVENS et al.,
2005). Em condigdes de estresse nutricional ou selecdo por drogas, Leishmania spp. podem
amplificar segmentos especificos do genoma e transforma-los em minicromossomos. Apesar
disso, os genomas das espécies do género Leishmania sdo muito similares entre si e estdo
organizados em d4reas centrais bem conservadas com polimorfismos concentrados nas
extremidades dos cromossomos (STILES et al.,, 1999). Os genes de Leishmania nao
apresentam introns e sdo transcritos em grupos gerando RNAs precursores policistronicos,
fendmeno comum em protozoarios Kinetoplastida. O processamento envolve o acréscimo, por
trans-splicing, de miniéxons com CAP 7-Metilguanosina na extremidade 5° de RNAs em
maturagdo e adi¢do de cauda poli-A, gerando assim mRNAs maduros. Devido a auséncia de

promotores génicos individuais tipicos, estima-se que a regulacdo génica em Leishmania
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ocorra principalmente em nivel pos-transcricional (STILES et al., 1999). Recentemente foi
demonstrado que sitios de transcricdo policistronicos estdo localizados proximos a histonas
H3 acetiladas, indicando que este processo possa ser um tipo geral de regulagdo da transcricao
em Leishmania major (THOMAS et al., 2009). O sequenciamento dos genomas de
Leishmania infantum e de Leishmania brasiliensis, mostrou que a composicao genética dessas
duas espécies apresenta pouca diferenca quando comparado ao genoma de Leishmania major
(IVENS et al., 2005; PEACOCK et al., 2007). Deste modo, pode-se concluir que poucos
genes do parasita sdo importantes para determinar qual a forma clinica da leishmaniose sera
desenvolvida apds a infecgdo e talvez o genoma do infectado tenha um papel importante nas

manifestagdes clinicas da doenca (PEACOCK et al., 2007).
1.3. Caracteristicas gerais dos telomeros

Telomeros sdo complexos de proteina-DNA localizados nas extremidades dos
cromossomos. Entre suas principais funcdes destaca-se a protecdo dos terminais
cromossomicos, impedindo a fusdo destes, e a degradacdo cromossomica pela maquinaria de
reparo (BLACKBURN et al., 1984). Eles sao formados por sequéncias repetidas em tandem
do tipo 5 TTAGGG 3’ terminando em uma protrusdao 3' simples fita denominada “3' G-
overhang”, que € substrato para a elongacdo dos telomeros pela enzima telomerase e para a
interagao de proteinas teloméricas envolvidas na manuten¢do do tamanho e protecdo dos
terminais cromossomicos (KLOBUTCHER et al,1981; BLACKBURN, 2001;
SMOGORZEWSKA e DE LANGE, 2004; LIRA et al.,, 2007a). Em humanos, leveduras,
protozoarios ciliados e Trypanosoma brucei foi observado que esses terminais cromossomicos
podem adquirir conformagdes em forma de lago (#-/loop) ou em forma de uma estrutura
denominada G-quadruplex (“G-quartet” ou G4 DNA), as quais parecem proteger os telomeros
da agdo da maquinaria de reparo da célula e impedir o acesso da telomerase ao terminal dos
cromossomos elongados (MUNOZ-JORDAN et al.,, 2001; TEIXEIRA e GILSON, 2005;
GILSON e GELI, 2007). A figura 2 mostra o arranjo em ¢-loop dos telomeros.
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Fig 2. Caracteristicas gerais dos telomeros. Os teldmeros humanos apresentam uma
sequéncia de nucleotideos em que o terminal da fita mais longa do DNA (em cima) € rico em
guanina (letra ‘G’), e a fita mais curta (em baixo) ¢ complementar a primeira e rica em
citosina (letra ‘C’). Os telomeros sdo encontrados com esse terminal ‘livre’ (I) ou formando
um arranjo em lago (#-/oop, em inglés) (II), presente nos cromossomos de alguns eucariotos
(as formas geométricas coloridas representam proteinas teloméricas que mantém essa
estrutura) (CANO, 2006).

1.4. O complexo telomérico em eucariotos

Associadas aos telomeros e formando um grande complexo nucleoproteico, estao
inimeras proteinas que coordenam a dinamica da estrutura telomérica. Tais proteinas
constituem um complexo proteico responsavel por manter a estabilidade do telomero e
também por regular o acesso da telomerase (DIMITRIEV et al.,, 2003; AUBERT e
LANSDORP, 2008). Estes complexos proteicos sdo dindmicos, podendo variar de acordo
com o ciclo celular, idade da célula e estimulos externos (STEWART ¢ WEINBERG, 2002;
SMOGORZEWSKA e DE LANGE, 2004). Proteinas teloméricas podem ter associa¢do direta
ao DNA, a outras proteinas teloméricas, ou ainda 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. Complexos
proteicos que se associam a fita simples do DNA telomérico participam no recrutamento da
telomerase e influenciam a elongagdo telomérica. Por outro lado, complexos proteicos que se
associam a fita dupla estdo envolvidos na manuten¢do do #-loop e regulam a telomerase

negativamente (DE LANGE, 2005; AUBERT e LANDSORP, 2008).
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Em mamiferos, o complexo multiproteico de interagdo ao DNA telomérico, inicialmente
denominado telossomo, ¢ conhecido como shelterin e recebeu esta denominagao devido a sua
funcdo na protecdo ao DNA telomérico (shelter, em portugués, abrigo, lugar de refugio) (LIU,
et al. 2004; DE LANGE, 2005). As proteinas que fazem parte do complexo shelterin possuem
trés caracteristicas basicas: sdo abundantes nos telomeros, mas nido se acumulam em outras
partes da célula, estdo presentes ao longo de todo o ciclo celular e tem fungdo limitada aos
telomeros. Nao pertencer a shelterin, no entanto, ndo indica que a proteina ndo possua fungao
telomérica. Significa apenas que a proteina ndo apresenta alguma das caracteristicas citadas
acima (DE LANGE, 2005). A figura 3 apresenta uma representacao esquematica da dindmica

de atuag¢do do complexo shelterin em humanos.
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Fig 3. Complexo shelterin de humanos. A cromatina telomérica de mamiferos contém uma
série de proteinas que interagem com DNA. Na forma de t-loop (telomero fechado) ou forma
nao-replicativa, as proteinas TPP1 e POT1 formam um complexo com o DNA telomérico via
TIN2 e TRF1/2 e a telomerase tem seu acesso bloqueado aos telomeros. Na forma aberta ou
forma replicativa, o complexo TPP1/POT1 recruta e estimula a atividade enzimatica da
telomerase em telomeros curtos (figura extraida de AUBERT e LANSDORP, 2008).

Em leveduras e humanos, pesquisadores demonstraram a existéncia de um complexo,

denominado CST (Ctcl-Stnl-Tenl), cujas proteinas compartilham alta semelhanga ao
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complexo heterotrimérico RPA (RPA-1, RPA-2 e RPA-3), e estdo envolvidas no metabolismo
de DNA. RPA apresenta multiplas fungdes no metabolismo do DNA, participando das
magquinarias de replicagdo, reparo, recombinacdo, checagem do ciclo celular, transcrigdo e
regulacdo dos telomeros (LONGHESE et al., 1994, WOLD, 1997, SMITH et al., 2000). Junto
ao complexo shelterin, o complexo CST ¢ responsavel pela manutencdo ¢ estabilidade
telomérica. Isto deixa clara a importancia do complexo RPA e evidencia o alto grau de
conservagao deste complexo nos eucariotos superiores (MIYAKE et al., 2009; SUN, et al.,

2009; WELLINGER, 2009).

1.5. O complexo telomérico em Leishmania amazonensis

Em Leishmania amazonensis foi detectado a existéncia de trés complexos proteicos que
se associam in vitro ao DNA telomérico simples fita rico em G (FERNANDEZ et al., 2004).
Em nosso laboratorio, além da enzima telomerase (LaTERT, L. amazonensis telomerase
reverse transcriptase), responsavel pela elongacdo dos terminais cromossdmicos, duas
proteinas que compdem dois desses complexos foram identificadas utilizando-se métodos
bioquimicos (CANO et al., 1999; GIARDINI et al., 2006). Sao elas as proteinas LaRBP38 (L.
amazonensis RNA binding protein 38) e a proteina LaRPA-1 (L. amazonensis Replication
Protein A 1) (FERNANDEZ et al., 2004). Ambas também interagem e co-localizam com os
telomeros do parasita in vivo (LIRA et al., 2007b, SIQUEIRA NETO et al., 2007). Também
foram identificadas proteinas que se associam in vitro e in vivo a dupla-fita telomérica. Entre
elas estao LaTBP1 (Leishmania amazonensis Telomere Binding Protein 1), LaRBP38 (LIRA
et al., 2007b e 2007¢) e LaTRF (L. amazonensis TTAGGG Repeat Binding Factor), alvo deste
estudo (DA SILVA et al., 2010). A figura 4 apresenta o panorama atual da composi¢ao dos

telomeros de L. amazonensis.
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Fig 4. Panorama atual dos telomeros de Leishmania. O DNA telomérico ¢ composto por
uma porcdo dupla-fita, formado pela repeticilo TTAGGG em tandem, sequéncias
subteloméricas (LCTAS - Leishmania Conserved Telomere Associated Sequences) € uma
protrusdo 3'G-overhang. As formas coloridas representam as proteinas ja identificadas
interagindo com o DNA telomérico na forma de dupla fita: LaTRF, LaTBP1, LaRBP38 e
simples fita: LaRBP38, LaRPA-1 e a enzima telomerase (LaTERT) com seu componente
RNA intrinseco contendo o modelo reverso da sequéncia telomérica ( LIRA et al., 2007a).

O Laboratério de Telomeros do Departamento de Genética da Universidade Estadual
Paulista, campus Botucatu, ¢ pioneiro em pesquisas com telomeros de protozoarios
patogénicos, principalmente os causadores da leishmaniose em humanos e animais
domésticos. Uma das principais metas do nosso grupo ¢ encontrar no ambiente telomérico do
parasita novos e potenciais alvos que auxiliem no desenvolvimento de terapias
antiparasitarias, incluindo o desenho de drogas de baixa toxicidade para o hospedeiro e mais

eficazes no combate a doenca.

1.6. Funcio das proteinas TRFs

As proteinas que interagem com a dupla fita telomérica, ex: Raplp (Repressor/activator
site-binding protein 1) em Saccharomyces cerevisiae, TRF1 e TRF2 em humanos e AtTBP1-
3 (Arabidopsis thaliana telomere binding protein 1-3) e AtTRP1 (Arabidopsis thaliana
telomeric repeat-binding protein) em Arabidopsis thaliana (BUCHMAN et al, 1988;
BROCOLLI et al., 1997; SCHRUMPFOVA et al., 2004; HWANG et al., 2005), atuam em cis
como reguladores negativos na manutencao dos telomeros e algumas, como a TRF2, estdo
envolvidas com a formacdo do #-loops (GRIFFITH et al., 1999). Todas as proteinas que
interagem com a dupla fita telomérica possuem no minimo um dominio do tipo Myb (ou
homeodominio) originalmente descrito em proteinas c-myb de mamiferos (HANAOKA et al,
2001). Em algumas proteinas teloméricas, como TRF1 e TRF2, e as do tipo “TRF1-like”
(TRFL) de A. thaliana (BILAUD et al, 1996; KARAMYSHEVA et al., 2004), Tazl (ortholog
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of human Tafazzin) de Schysosaccharomyces pombe (COOPER et al., 1997) e Tbfl (TTAGG-
Binding Factor 1) de S. cerevisiae, o dominio Myb contém uma sequéncia conservada,
denominado “consenso telobox” (BILAUD et al., 1996). Esse dominio se associa a dupla fita

telomérica e a simples fita rica em G, mas ndo interage com a fita rica em C (BILAUD et al.,

1996; KARAMYSHEVA et al., 2004).

As proteinas TRF de humanos, assim como outras proteinas teloméricas ja descritas,
interage com uma terceira classe de proteinas, as quais ndo se ligam diretamente ao DNA,
porém auxiliam na regulagdo da estrutura telomérica formando complexos de alto peso
molecular (shelterin) (LI et al, 2003; YE et al., 2004; LIU et al., 2004). O mesmo ¢ formado
por trés proteinas que interagem diretamente com o DNA: TRF1, TRF2 e POT1 (Protection
Of Telomeres 1) as quais sdo sao interconectadas por outras trés proteinas: TIN2 (7RF
Interacting Protein 2), TPP1 (Tripeptidyl-peptidase 1) e RAP1 (Repressor Activator Protein)
que ndo interagem diretamente com o DNA. Este complexo ndo € estatico, mas sofre bastante
remodelamento atuando junto com fatores de reparo de DNA e desta forma protegem os

telomeros e regulam a acdo da telomerase (DE LANGE, 2005).

Em vertebrados, incluindo mamiferos e anfibios, as interacdes entre as proteinas
teloméricas TRF1 e TRF2 sdo estabilizadas pela proteina TIN2. Esta proteina ¢ o componente
central do complexo shelterin que nao somente conecta TPP1/POT1 a outros componentes,
mas também estabiliza TRF1 e TRF2 na dupla fita telomérica. TIN2 une TRF1 e o complexo
TRF2/RAP1 (associado a fatores que reconhecem danos ao DNA) pela associagdo com ambas
as proteinas simultaneamente, porém através de dominios diferentes (Fig. 5). TIN2 também
pode recrutar o heterodimero TPP1/POT1 ao complexo. POT1 ¢ uma proteina que liga o 3’-G
overhang (5’-TTAGGG-3") associando-se a simples fita telomérica através de dois dominios
do tipo OB-fold (oligonucleotide/oligosaccharide binding-fold), que sdo motivos estruturais
presentes também em proteinas que ligam DNA simples fita, RNA ou outras proteinas, como
as RPAs e os componentes do complexo telomérico CST, considerados RPA-like ( DIOTTI e
LOAYZA et al, 2011; de LANGE et al., 2011, MIYAKE et al.,, 2009; SUN, et al., 2009;
WELLINGER, 2009).
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Fig. 5. Ilustracio esquematica das interacées proteicas dos componentes do complexo
shelterin. TRF1 e TRF2 ligam com alta afinidade e especificidade de sequéncia as
repetigdes teloméricas. TIN2 pode ligar simultaneamente TRF1 e TRF2 e unir as duas
moléculas. TPP1 ¢ recrutada por TIN2 para interagir com POT1. POT1 ¢ capaz de se
associar ao overhang telomérico através de dois OB folds. RAP1 ¢ o sexto componente do
complexo shelterin e estd presente em um mini-complexo 1:1 com TRF2. (DIOTTI e
LOAYZA et al., 2011).

Assim, em vertebrados, além do complexo CST (MIYAKE et al., 2009; SUN, et al.,
2009; WELLINGER, 2009) nota-se a presenca de dois complexos dependentes de POT1 e
com fungdes distintas. Um em que TRF1 e TRF2 interagem com proteinas presentes na
simples fita telomérica através de TIN2-POT1 regulando o tamanho do teldmero e outro

através da interacdo de TRF2 com RAP1 que protege os terminais recrutando a maquinaria de

reparo de DNA (LOAYZA et al., 2011; de LANGE et al,, 2011).

1.7. A proteina LaTRF (L. amazonensis TTAGGG Repeat Binding Factor)

Em tripanosomatideos, foi descrita uma proteina ortdloga das TRFs de vertebrados que
em 7. brucei e L. amazonensis interagem in vitro e in vivo com o DNA telomérico dupla fita e
co-localiza com os telomeros dos parasitas (DREESEN et al., 2007 et al.; DA SILVA et al.,
2010), porém sua participagdo em outras maquinarias celulares, como a de reparo a danos no
DNA, ainda sdo desconhecidos. E provavel que a LaTRF seja um dos poucos representantes,
em L. amazonensis, dos componentes do complexo shelterin, haja vista que outros fatores que
fazem parte deste complexo, por exemplo um ortdlogo da tbRAPI, ainda ndo foram

identificados neste parasita. LaTRF interage com a dupla fita telomérica através de um
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dominio do tipo Myb (ou homeodominio) e possui um outro dominio putativo de
homodimerizagdo (TRFH, TRF homodimerization domain) (DA SILVA et al., 2010). Um dos

objetivos deste projeto ¢ a identificagdo das proteinas interatoras de LaTRF.

Em Leishmania amazonensis, o complexo proteico que interage com o DNA dupla fita
ainda requer mais investigagdes, mas ¢ possivel deduzir algumas caracteristicas do complexo
pelas interagdes de LaTRF a dupla fita telomérica e com suas possiveis proteinas parceiras.
Em L. amazonensis ndo parece haver a presenga de TRF1 e TRF2 como em outros eucariotos
e sim uma proteina que pode ser uma quimera das duas proteinas (DA SILVA et al., 2010)
(Fig. 6 e Tabela 1). LaTRF possui aparentemente o dobro do tamanho das outras TRFs
inclusive quando se compara com a ortdloga descrita em outros tripanosomatideos e as TRFs
de mamiferos (BIANCHI, BROCOLLI e de LANGE, 1997, DA SILVA et al., 2010). Sendo
assim, acreditamos que ela possa ter funcdes correlacionadas, pois apresenta grau
significativo de similaridade com as outras TRFs e com os dominios de interacio ao DNA
(Myb) e de homodimerizagdo (TRFH) das proteinas TRF1 e TRF2 de vertebrados
(BIANCHI, BROCOLLI e de LANGE, 1997, DA SILVA et al., 2010).

L — ["REBT 383 T. brucei TRF
- ! | |439 H. sapiens TRF1
101 ] [ 1501 H. sapiens TRF2

O] 1 1 L, amazonensis TRF

Fig. 6. LaTRF ¢é uma proteina ortéloga das TRFs de Tripanosoma brucei e mamiferos.
Diagrama esquematico mostrando as estruturas primarias das TRFs de mamiferos (Homo
sapiens, Hs) e tripanosomatideos (LaTRF e TbTRF). Em destaque, os dominios estruturais
TRFH de homodimerizagdo e intera¢do a outras proteinas € o dominio Myb de liga¢do ao
DNA dupla-fita (DREESEN et al. 2007).




23

Tabela 1. Analises de alinhamentos de sequéncia de aminoacidos de proteinas homélogas

de LaTREF utilizando programa bl2seq sequences (protein-protein BLAST).

LaTRF {proteina inteira) LaTRF (dominio TRFH) LaTRF (dominio MYB)

%identidade %similaridade %identidade  %similaridade %identidade %similaridade

LmTRF 9 9 100 100 100 100
LiTRF 88 9N 85 89 98 100
~ LbTRF 65 7 60 70 9% 100
T<TRF 45 59 38 54 63 77
TLTRF 35 S3 39 59 54 66
hTRF1 N&o significativo N&o significativo 16 25 3N 54
hTRF2 Nao significativo Nao significativo 15 30 29 55

La, L amazonensis (GenBank acc. no. EF$59263); Lm, L. major (TrEMBL acc. no. Q4QDR7); Li, L infantum (GenBank acc. no. XP_001464939,1);
Lb, L brasiliensis (GenBank acc. no. XP_001564056.1); Tc, Trypanosoma cruzi (GenBank acc. no. XP_819954.1); Tb, Trypanosoma brucei
(GenBank acc. no. AY210010); h, human (hTRF1 GenBank Acc. no, P54274.2: hTRF2 GenBank acc. no. Q15554).

(DA SILVA et al., 2010)

Assim, investigamos a possibilidade da proteina LaTRF interagir com outras proteinas
teloméricas e inclusive com proteinas que ligam DNA simples fita telomérico (Ex: LaRPA).
Neste caso, em investigacdes mais detalhadas a proteina LaRbp38 parece se mostrar como
fator importante na interagdo direta com LaTRF formando parte um possivel complexo
shelterin minimo em L. amazonensis e também possivelmente atuando como um ligante entre

LaTRF e o complexo que liga DNA simples fita.

Em nosso laboratorio, a sequéncia homéloga de TRF de L. amazonensis (LaTREF,
GenBank Acc. EF559263), foi clonada a partir de uma sequéncia putativa de L. major a qual
compartilha similaridades com a TbTRF e com o dominio Myb-like das TRFs de vertebrados
(Tabela 1). O gene foi clonado, sequenciado e a analise in silico das sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos mostrou que o gene LaTRF codifica uma proteina de
aproximadamente 82,5 kDa. LaTRF interage in vitro e in vivo com o DNA telomérico dupla

fita e co-localiza com os telomeros de formas promastigotas do parasita (DA SILVA et al,,
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2010), porém sua participagdo em outras maquinarias celulares, como a de reparo a danos no
DNA, ainda sdo desconhecidos e a obtencdo da proteina LaTRF recombinante podera vir a ser
uma ferramenta valiosa para se realizar essas analises in vitro. Resultados preliminares
apresentados na tese de Mestrado da aluna Camila Esteves, em nosso laboratorio, sugerem
que as proteinas teloméricas LaRPA-1 e LaRbp38 possam fazer parte de um mesmo

complexo proteico onde a LaTRF esta presente (Fig. 7 e dados nao mostrados).

IP a-LaTRF

Fig. 7. LaRPA-1 e LaRbp38 co-
imunoprecipitam com LaTRF em extratos
nucleares de L. amazonensis. Proteinas

wB

* -LaTRF nucleares de formas promastigotas de L.

amazonensis foram imunoprecipitadas com

soro imune anti-LaTRF acoplado a proteina

i-mnm_]_ A sepharose (DA SILVA et al., 2010). Os
eluatos da  imunoprecuipitagdo  foram

submetidos a analise por Western blot (WB)

revelado com os soros imunes: anti-LaTRF,
-~ @ |-LaRbp3s anti-LaRPA-1 e anti-LaRbp38. Linha 1,

imunoprecipitagdo com soro pré-imune (PI);
1 2 3 linha 2, extrato de ntcleo (I, inpuf); linha 3,
imunoprecipitado (IP).

2. Objetivos

Este projeto tem como objetivo principal caracterizar a proteina LaTRF e encontrar
algumas de suas proteinas parceiras. Dentre as proteinas candidatas a interatores de LaTRF
estdo as proteinas teloméricas ja estudadas em nosso laboratério como por exemplo,

LaRBP38 e LaRPA-1 (vide Fig.7).
Para alcancar este objetivo foram utilizadas as seguintes estratégias metodologicas:
1. Expressao e purificagdo da proteina recombinante LaTRF utilizando sistema bacteriano.

2. Verificagdo de interagdes fisicas diretas e indiretas entre a proteina LaTRF e as proteinas
teloméricas LaRBP38 e LaRPA-1 através de ensaios de imunoprecipitacdo, usando-se soro
imune anti-LaTRF e extrato de nicleo das formas promastigotas do parasita como fonte de
proteinas interatoras. As misturas de proteinas imunoprecipitadas foram fracionadas em gel

SDS-PAGE e analisadas por Western blot utilizando-se soros imunes especificos.
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3. Confirmagdo das interagdes proteicas por: a) ensaios de captura do tipo pull-down. As
misturas de proteinas capturadas por interagdo a LaTRF foram fracionadas em gel SDS-
PAGE e analisadas por Western blot utilizando-se soros imunes especificos e b) ensaio de co-

localizag@o subcelular por imunofluorescéncia dupla.

3. Material e Métodos
3.1. Cultura de parasitas

Formas promastigotas de L. amazonensis, cepa MHOM/BR/73/M2269, foram
cultivadas em fase exponencial a 27°C em meio “199 (Earle)” (Cultilab), pH 7,4,
suplementado com 5% de soro fetal bovino (Cultilab) e 1X solucdo de Antibidticos

(penicilina/estreptomicina) com antimicético (Cultilab).

3.2. Analise da expressao da proteina LaTRF em sistema bacteriano (pQE-2, QIAGEN)
Na tentativa de se obter sucesso na expressao € na purificacdo da proteina recombinante
LaTRF (LaTRFr), foi solicitada a sintese com codons otimizados da sequéncia que codifica o
gene LaTRF (GenBank Acc. EF559263) pela empresa GenScript. A mesma foi otimizada
para conter codons modificados no intuito de ser expressar em sistema bacteriano de forma
solavel e em maior quantidade. Além disso, foi solicitada também a subclonagem em vetor
de expressao pQE-2 (QIAGEN) (Fig. 8) o qual permite que a proteina seja expressa fusionada

a uma cauda de 6x Histidina.
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Fig. 8. Mapa do vetor pQE-2 (QIAGEN). As setas em vermelho indicam os sitios de
clivagem utilizadas na subclonagem da sequéncia que codifica o gene LaTRF na mesma
fase de leitura do vetor.

Para realizagdo de testes de mini-indugdo da expressdo da proteina LaTRF
recombinante, foram testadas duas cepas bacterianas de Escherichia coli (BL21 DE3 e
BL21DE3 pLysS). Em ambos os casos a expressdo da proteina foi induzida com diferentes
concentragdes de IPTG (0,05 mM, 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5mM e 1,0 mM) e nas temperaturas de
37°C ou a 30°C. Bactérias transformadas com o plasmideo pQE2+LaTRF foram inoculadas
em meio LB contendo os agentes de selecdo (antibidticos) adequados e crescidas sob
agitacao de 200 ciclos por minuto até atingirem DOgponm entre 0,6 € 0,8, quando se adicionou
IPTG para induzir a expressdao. Foram retiradas amostras antes e depois da inducdo nos
tempos de 1h, 2h, 3h, 4h e 16h. Para andalises em gel SDS-PAGE 8-10% as amostras foram
centrifugadas e as células foram ressuspensas em 50 pl Loading Buffer (4X) juntamente com

as fragoes proteicas soluveis e insoliveis do extrato.

3.3. Padronizacao de expressao da proteina LaTRF recombinante em sistema bacteriano

A figura abaixo mostra um esquema resumido das etapas seguidas para a otimizacdo da

expressao e purificagdo da LaTRF recombinante.

[ BL21(DE3)-37° C -IPTG 1.0 mM > Padréo de inicjo
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[sm] | soluvel 80| e
> o0mM
(overnigth)
A TESTAR = 0,05mM
PURIFICACAQ | | B
= 0.2mM
. - 0.5mM
3)[IPTG] x
\ J >0mM 3) Temp. c!e 4) Cepas |
1) Temperatura || 2) Cepas (overnigth) ;r;%ggao. eEng (DE3) | |
deinducao: >BL21(DE3) | 2 0.05mM | S -pLys !
> 30°C -pLysS > 0.1mM :
- 20°C So2mm 0l A 1
A -2 0,5mM
""""""""""" I"l A
7 -
.............. ”” NAO!!! NAO”! " - |
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Fig. 9. Padronizacio de expressio da proteina recombinante em sistema bacteriano.
Guia para indugdo da expressdo heterdloga de proteinas fornecida pelo prof. Dr. Julio cesar
Borges (Lab BMB — IQSC).
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A indugdo da expressdo da proteina LaTRFr ficou definida com a utilizagdo de cepa

bacteriana BL21(DE3)pLysS e indu¢do com 1 mM de IPTG a 30 °C em um tempo de 3h.

3.4. Expressio da proteina LaTRF recombinante em larga escala e purificacio por

cromatografia de afinidade

Apds a padronizagdo das condigdes ideiais de expressao, procedeu-se com a expressao
da proteina recombinante LaTRF em larga escala. Esta foi realizada a partir da cepa
bacteriana BL21DE3 pLysS transformada com o plasmideo recombinante em culturas de 0,5
L e 1,0 L crescidas a 30°C por 3h em meio LB contendo cloranfenicol (50 pg/ml) e ampicilina
(100 pg/ml). Coletou-se uma aliquota de 1 ml antes da adigdo de 1 mM de IPTG (amostra
nao-induzida) que foi submetida a centrifugagdo a 10.000 rpm por 1 minuto. As células desta
amostra nao induzida foram ressuspensas em 50 pul de Loading Buffer (4x) e analisadas em
gel SDS-PAGE. Apo6s a inducdo com 1mM de IPTG por 3h, a cultura contendo as bactérias
tranformadas com o DNA de interesse (pQE-2 + LaTRF), foi submetida a centrifugacao a
4.000 rpm por 15 minutos. O meio de cultura foi descartado e as células foram ressuspensas a
4 °C em 10 ml de tamp@o de lise (50 mM NaH,PO,4 pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 mM imidazol),
seguido de 6 segdes de sonicagdo por 15 segundos com intervalos de 1 min. cada. Em seguida,
a amostra foi centrifugada a 4.000 rpm por 15 minutos separando-se a fracdo insolivel da
fracdao soluvel do extrato. A fracdo insoluvel foi descartada e a fragcdo soluvel recebeu adi¢ao
de 2ul de B-mercaptoetanol, inibidor de protease (1/1000) e foi equilibrado no tampao de
inicio (start buffer; 50 mM NaH,PO4 pH 8,5; 300 mM NaCl; 20 mM imidazol) para
subsequente purificacdo em coluna de afinidade contendo niquel. As purificagcdes foram
realizadas em aparelho de cromatografia FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography)
AKTAprime plus da Amersham Biosciences — GE Healthcare, utilizando-se a coluna
Histrap™ HP Niquel de 5 mL (Amersham Biosciences - GE-Healthcare). Os eluatos da
purificacdo foram coletados através de um gradiente de imidazol. Foi utilizado tampao de
eluicdo (elution buffer, 50 mM NaH,PO, pH 8.,5; 300 mM NaCl; 300 mM imidazol)
lembrando que o pH ¢ invariavel (pH=8.5), pois foi baseado no ponto isoelétrico (PI) da
proteina recombinante LaTRF, obtido através de andlise no programa ProtParam
(http://ca.expasy.org/tools/protparam.html). Apds a purificagdo, a proteina LaTRFr passou por
didlise em tampao contendo 50 mM NaH,PO4 pH 8,5 e 100 mM NaCl para a retirada do

imidazol.
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3.5. Analise da estrutura secundaria de LaTRFr por espectroscopia de dicroismo

circular (CD)

Medidas foram feitas utilizando cubeta de quartzo de 0,5mm e os seguintes parametros:
scanning speed 100 nm/min; band width 2nm; step resolution 0.5nm, temperature 20°C. Cada
espectro obtido correspondeu a média de 20 acumulagdes. Todos os espectros foram coletados
no intervalo de 195-260nm. A amostra contendo LaTRFr foi analisada na presen¢a de fluxo
de N, para que O; presente no ar nao interferisse na leitura dos dados dentro do equipamento.
A concentracdo de proteina utilizada foi de 420 ug.ml para todas as medidas. A proteina
estava dissolvida no tampao: 50mM NaH,PO4 e 100 mM NaCl. Os espectros de CD foram
analisados em termos de estrutura secundaria utilizando o algoritmo CONTINNL
(SREERAMA & WOODY, 2000) disponivel no pacote de programas para deconvolu¢ao de
curvas de CD, CDPro (Sreerama & Woody, 2000). A unidade utlizada para os espectros de
CD foi a MRE (Mean Residue Ellipticity/ degrees cm’dmol ' residue™). As coordenadas x e y
de todos os espectros apresentados foram plotadas no programa Origin 8.0. Estas analises
foram realizadas utilizando-se o equipamento: Jasco J-815 / Softwares: Spectra Manager™ 11
em colaboragdo com o grupo do Prof. Marcos Fontes, Laboratorio de Biologia Molecular

Estrutural — IB-UNESP Botucatu.

3.6. Obtenc¢ao dos extratos proteicos de nicleo de formas promastigotas de Leishmania

amazonensis

Extratos de ntcleo de formas promastigotas foram obtidos na presenga de inibidores de

proteases, segundo protocolo proposto por FRAGAKI et al. (2003).

3.7. Analise da expressio da proteina LaTRF utilizando SDS-PAGE seguido de

“Western Blot” revelado com novo soro imune anti-LaTRF

Extratos proteicos da proteina recombinante LaTRF antes e ap6s a purificacdo foram
aplicados em géis de 10% (19% polyacrilamida:1% acrilamida) SDS-PAGE e transferidos
para membranas de nitrocelulose (Bio-Rad) em 1 X tampao de transferéncia (48 mM Tris-
Base, 39 mM glicina, 20% metanol, 0.0375% SDS) por 16 h a 4°C utilizando o aparato Trans-
Blot Cell (SAMBROOK AND RUSSEL, 2001). A detec¢do das proteinas foi realizada
utilizando-se os soros imunes produzidos em coelho anti-LaTRF (produzido a partir do

peptideo sintético N-CSSSPSRPLPRSSTP-C pela empresa GenOne). A revelagdo foi feita
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utilizando-se o kit Amersham™ ECL™ Western Blotting Analysis System (GE healthcare).
Vale dizer que para os ensaios de Western blot ¢ de imunoprecipitacdo, testamos também o

novo soro imune anti-LaTRF produzido pela Célula B (UFRGS).

3.8. Analise in silico por motivos conservados de interagio proteina:proteina

Estas andlises foram realizadas no intuito de se verificar se algum dos possiveis
interatores de LaTRF contém motivos de interagdo proteina:proteina conservados e/ou ja
descritos na literatura. Nestas andlises usamos o programa Fukaryotic Linear Motif
(elm.eu.org) que prediz a existéncia de motivos lineares curtos de interagdo proteina:proteina
em eucariotos. Também utilizamos os programas ClustalW e Blastp para realizar pareamentos
multiplos entre as sequéncias das proteinas LaRbp38 de tripanosomatideos e as TIN2

descritas em diferentes vertebrados.

3.9. Identificacao in vitro das possiveis interacgoes fisicas entre LaTRF e outras proteinas

teloméricas
3.9.1. Estudo das interagdes proteina:proteina por imunoprecipitacao

Para esse experimento utilizamos o kit SeizeR X Protein A Immunoprecipitation que
oferece vantagens sobre os métodos classicos de imunoprecipitagdo, porque permite a
imobilizagdo do anticorpo a Proteina A usando um agente que liga covalentemente o
anticorpo a resina (cross-linker DSS). Isto resulta em um suporte contendo o anticorpo
apropriadamente orientado o qual n3o ¢ eluido juntamente com as proteinas
imunoprecipitadas. Para estes ensaios foram usados extratos proteicos (nucleares) obtidos de
formas promastigotas dos parasitas. As proteinas contidas nestes extratos foram
imunoprecipitadas com o soro imune produzido em coelho (Célula B) contra a proteina
LaTRF, a partir de um peptideo sintético (GeneOne). As proteinas que co-eluirem com a
proteina alvo foram fracionadas em gel SDS-PAGE e identificadas por Western blot
utilizando-se soro imune especifico. Dentre as proteinas esperadas para co-eluirem com

LaTRF estdo as ja citadas LaRPA-1, LaRBP38.


http://en.wikipedia.org/wiki/Eukaryotic_Linear_Motif_resource
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3.9.2. Confirmacao das interacdes proteina:proteina por captura usando ensaio pull-

down

Para este ensaio utilizamos a proteina recombinante LaTRF fusionada a uma cauda
6xHistidina como ligante a resina de niquel. Para os ensaios de pull-down utilizamos dois

protocolos, descritos a seguir.

3.9.2.1. Ensaio pull-down com uso de extrato nuclear do parasita como fonte de

proteinas interatoras

Extratos proteicos nucleares obtidos de formas promastigotas de parasitas foram
utilizados como fonte para possiveis proteinas parceiras de LaTRF. Para o experimento foram
incubados previamente 100 pg de extrato de nicleo com 150 pg de proteina LaTRF
recombinante por 12 horas a 4 °C. Apos a primeira incubagdo, o possivel complexo formado
por LaTRF foi incubado por 4 horas a 4 °C com 100 pl de uma resina de niquel (NiNTA
Superflow — Qiagen). Apo6s lavagens em tampao para pull-down (50 mM Tris-HCL pH 8,0,
1% NP40 e 1% inibidor de protease), foi adicionado Loading buffer 5X a resina de niquel
contendo o possivel complexo formado por LaTRF e esta foi estocada a -20 °C para analise

por Western blot.

3.9.2.2. Ensaio pull-down para verificar interacdes diretas entre proteinas recombinantes

Para confirmagdo das possiveis interagdes verificadas pelo método acima, seguimos
com ensaios de pull-down com incubacdes diretas entre as proteinas recombinantes. Para o
experimento, foram utilizados mutantes truncados de LaRbp38 recombinantes na tentativa de
encontrar a possivel regido de LaRbp38 que interage com LaTRF (Fig. 10). Para isso as
caudas 6xHistidina das proteinas recombinantes purificadas LaTRF, LaRbp38, LaRbp38mut4
(sem o motivo FKLAP) e LaRbp38mut6 (com o motivo FKLAP) foram clivadas utlilizando
trombina (Sigma). Segue abaixo um diagrama contendo o mapa da estrutura primaria da
LaRbp38 e a posicdo dos mutantes truncados em relagdo a proteina inteira (PEREZ et al.,

submetido).
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LaRbp38 FKLAP
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Fig. 10. Mapeamento da proteina LaRbp38 através da construcio de mutantes
truncados sobrepostos. Foram construidos seis mutantes truncados sobrepostos no
intuito de mapear a proteina LaRbp38 inteira para a presenca do motivo putativo TRFH
docking identificado utilizando-se o programa ELM. Em vermelho, ¢ representado o core
do motivo putativo TRFH docking (FKLAP) o qual ndo ¢ encontrado nos mutantes
truncados Mutl e Mut4).

Para estes experimentos as proteinas recombinantes (100 pg de LaTRF, 50 pg de
LaRbp38, 100 pg de LaRbp38mut 4 ¢ 100 pg de LaRbp38mut6) foram tratadas com 200 pg
de trombina (sigma) por 12 horas a 4 °C para a retirada da cauda 6xHistidina. Como controle,
amostras tratadas com trombina foram analisadas por SDS-PAGE. Apo6s o tratamento, as
proteinas foram testadas nos ensaios de captura, duas a duas, nas proporgdes (1:1 e 1:2), em
relacdo a quantidade de proteinas em microgramas, seguindo-se com incubacdo das misturas
por 12 horas a 4 °C. Foram testadas as seguintes combinagdes: LaTRFrec — LaRbp38AHis tag
, LaTRFrec — LaRbp38mut4AHis tag, LaTRFrec - LaRbp38mutbAHis tag, LaRbp38rec -
LaTRFAH:is tag,LaRbp38mutdrec - LaTRFAHis tag,LaRbp38mutbArec - LaTRFAHis tag
(*rec — proteinas contendo cauda 6xHistidina).

Em seguida as amostras foram incubadas com 100 pl de resina de niquel (NiNTA
Superflow — Qiagen) por 4 horas a 4 °C. As resinas contendo os possiveis complexos foram
lavadas 3X em tampao para pull-down (50 mM Tris-HCL pH 8,0, 1% NP40 e 1% inibidor de
protease), ressuspensas em 50 pl de Loading buffer 2X e estocadas a -20 °C para posterior

andlise da formacdo dos complexos em gel 8-12% SDS-PAGE.
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3.9.3. Co-localizacio subcelular entre a proteina LaTRF e suas interatoras (LaRbp38 e

LaRPA-1) por imunofluorescéncia

Inicialmente procedemos com o ensaio de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), na qual
amostras contendo aproximadamente 1x 10° parasitas em fase mid-log de crescimento, foram
centrifugadas, lavadas com PBS 1X e fixadas em formaldeido 1% durante 5 min. As amostras
foram entdo novamente centrifugadas, lavadas com PBS 1X e permeabilizadas pela adi¢do do
detergente Triton X-100 0,1% diluido em PBS 1X durante 15 min a temperatura ambiente.
Logo em seguida as amostras foram incubadas durante mais 5 min na presenca de Glicina
0,1M diluida em PBS 1X (para retirada total de grupos aldeidos remanescentes). Em seguida
as amostras foram novamente centrifugadas e incubadas por 12 h a 4°C com o soro anti-
LaTRF diluido em PBS 1X + 4% BSA na proporcao 1:1000. Logo apos as amostras foram
lavadas com PBS 1X e incubadas em ambiente escuro por 4 h a 4°C com o anticorpo
secundario Alexa Fluor 555 diluido em PBS 1X + 4% BSA na proporg¢do 1:4000. Apds este
periodo de incubagdo, as amostras foram lavadas novamente com PBS 1X e procedemos com

o ensaio de imunofluorescéncia dupla.

Em nosso laboratorio, os soros que reconhecem as proteinas LaTRF, LaRPA-1 e
LaRbp38 foram produzidos em coelhos. Deste modo, se realizassemos ensaios de
imunofluorescéncia indireta dupla correriamos o risco de obter imagens falso positivas devido
a reacdes cruzadas entre soros primarios e secundarios. Para solucionar este problema,
enquanto novos soros estdo sendo produzidos em camundongos, decidimos utilizar o kit
Zenon (Invitrogen), o qual permite a realizagao de ensaios IF-duplos através de uma reagao de
imunofluorescéncia indireta normal (IFI), como descrito anteriormente ¢ uma reacao de
imunofluorescéncia direta (IFD) utilizando o segundo anticorpo marcado no fragmento Fab

com fluordéforo Alexa fliior 488, segundo protocolo descrito pelo fabricante.

As amostras foram adicionadas delicadamente em laminas pré-preparadas com poli-L-
lisina. ApoOs os parasitas terem aderido as laminas, as mesmas foram lavadas novamente de

maneira exaustiva com PBS 1X.

Apos secagem da lamina a temperatura ambiente, foi adicionado 5 pL de Vectashield
suplementado com DAPI (Vector). A lamina foi entdo selada com laminula de vidro e
incubada por 24h a -20°C para posterior observa¢do em microscopio de fluorescéncia (Nikon
801). Devemos ressaltar que apos a adigdo do anticorpo secundario, todas as etapas seguintes

foram realizadas em local com baixa luminosidade.
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4. Resultados e discussao

4.1. Analise da expressido da proteina recombinante LaTRF a partir do gene otimizado

clonado no vetor de expressio pQE-2

Devido a inumeros problemas que tivemos para obter a proteina LaTRF recombinante,
expressa de forma solivel e em quantidade suficiente para a utilizacdo da mesma nos
experimentos previstos no projeto, resolvemos solicitar a sintese do gene LaTRF (GenBank
Acc. EF559263) para a empresa GenScript, de forma otimizada para que a mesma contivesse
codons modificados para facilitar sua expressdo em sistema bacteriano. Além disso, foi
solicitada também a clonagem no vetor de expressao pQE-2 (QIAGEN) o qual permite que a

proteina seja expressa fusionada a uma cauda de 6x Histidina (Fig. 11).

1 2 M

<« PQE2
4,8 kb

. LaTRF
2,5kb

Fig. 11. O gene LaTRF sintético foi clonado em vetor de expressiao bacteriano pQE?2.
Gel de agarose que mostra digestdo realizada na presenca de enzimas de restricdo
especificas para os sitios Ndel e HindIll presentes no sitio de policlonagem do vetor
pQE2. 1-vetor pQE2 + LaTRF. 2- gene LaTRF (2,5 kb) digerido do vetor pQE2 (4,8 kb)
indicando sucesso na clonagem . M — DNA 1kB Ladder da Guangzhou Dongsheng
BiotechCo.,Ltd (http://dongshengl23.en.busytrade.com/selling leads/info/1648988/1kb-
Dna-ladder.html).Imagem fornecida pela empresa GeneScript.
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De posse da constru¢ao pQE-2 + LaTRF, esta foi transformada em cepas diferentes de
E. coli, (BL21DE3 e BL21DE3 pLysS) e assim seguiu-se para a realizagdo de testes de mini-
indu¢do na tentativa de encontrar melhor nivel de padrio de expressio da proteina
recombinante para dar seguimento com a purificagcdo da mesma. Em principio, a expressdo foi
verificada em andlises de pequena escala através de indugdes a 37 °C com 1mM de IPTG.
Foram retiradas amostras ndo induzida e induzida nos tempos de 1h, 2h, 3h, 4h ¢ 16h, seguido

de fracionamento das proteinas em gel 10% SDS-PAGE (Fig. 12).

ImM IPTG
M N 1h 2h 3h 4h 16h s
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Fig. 12. Analise da expressio de LaTRFr utilizando sistema bacteriano (1). As
bactérias (BL21DE3) transformadas com o vetor de expressdo contendo o gene sintético
(pQE-2 + LaTRF) foram cultivadas a 37°C e a expressao foi induzida por 1h, 2h, 3h, 4h e
16h com 1 mM de IPTG em 50ml de meio LB + amp/clo. Gel SDS-PAGE 10% contendo
as fracdes proteicas de amostras ndo induzidas (N) e induzidas . M- marcador de peso
molecular Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Sinapse); S- fragdes proteicas
soluveis (sobrenadante); I- fracdes proteicas insoluveis (pellet).

Nessa situacdo, observou-se que a inducdo da expressdo nao foi visivel em nenhum dos
tempos analisados comparados com a amostra ndo induzida. Assim, foram feitos diversos
testes combinando diferentes varidveis relacionadas a temperatura de indugdo, concentragao
de IPTG e cepa bacteriana seguindo instru¢cdes de um esquema de produ¢do de proteinas
recombinantes a partir de sistemas bacterianos, que nos foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr.

Julio Cesar Borges do IQ-USP Sao Carlos (Fig. 9, Material e Métodos).
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Com base na nova estratégia, o primeiro teste de inducdo foi realizado utilizando-se a
cepa bacteriana (BL21DED3) transformada com o vetor de expressdo contendo o gene sintético
(pQE2 + LaTRF). A expressao foi induzida a 30°C por 3h com concentragdes variadas de
IPTG (0,05 mM, 0,ImM, 0,2 mM e 0,5 mM) em 100ml de meio LB contendo os antibioticos
especificos (Fig. 13).

100 KDa

|- 84kDa
~ (LaTRFr)

70KDa

Fig. 13. Analise da expressio de LaTRF utilizando sistema bacteriano (2). As
bactérias (BL21DE3) transformadas com o vetor de expressao contendo o gene sintético
(pQE2 + LaTRF) foram cultivadas a 30 °C e a expressao foi induzida por 3h com
diferentes concentra¢des de IPTG em 100ml de meio LB + amp/clo. Gel SDS-PAGE 10%
contendo as fragdes proteicas de amostras ndo induzidas (N) e induzidas (I). M- marcador
de peso molecular Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Sinapse).

Fragdes proteicas de amostras nao induzida e induzida assim como fragdes soltveis e
insoluveis das amostras induzidas foram analisadas por SDS-PAGE. (Fig. 13 e 14) Nessa
situagdo, foi posssivel concluir que a inducdo da expressdo da proteina recombinante foi
visivel principalmente em baixas concentragdes de IPTG (0,05 M, 0,1 mM e 0,2mM) e na

fragdo soltvel do extrato.
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Fig. 14. Gel SDS-PAGE 8% contendo as fracoes insoliveis (I) e solaveis (S) do
extrato proteico das bactérias (BL21DE3). Expressdao foi induzida a 30°C por 3h em
diferentes concentracdes de IPTG. M — marcador de peso molecular Page Ruler™
Prestained Protein Ladder (Sinapse). / N — fracdes proteicas da amostra nao induzida / E1
— extrato de E. coli (BL21DE3) / E2 - extrato de E. coli (BL21pLysS).

Seguindo com os testes de inducdo, foi verificado a expressdo da proteina recombinante

desta vez em cepa bacteriana BL21DE3 pLysS com indugdo na presenca de diferentes

concentragdes de IPTG (0,05 mM, 0,1 mM, 0,2 mM e 0,5 mM), porém nao houve diferenga

significativa no padrao de expressdo comparado com fragao proteica da amostra nao induzida

(dados nao mostrados). Desta forma testamos a inducao da expressdo da LaTRFr na presenca

de 1,0 mM de IPTG por 3h a 30°C em uma cultura de 100 ml de meio LB. As fragdes

proteicas das amostras nao induzida e induzida, assim como as fragdes soluvel e insolavel do

extrato foram analisadas em gel 8% SDS-PAGE (Figs. 15 e 16).
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Fig. 15. Analise da expressio de LaTRF utilizando sistema bacteriano (3). As
bactérias (BL21DE3 pLysS) transformadas com o vetor de expressao contendo o gene
sintético (pQE2 + LaTRF) foram cultivadas a 30°C e a expressao foi induzida por 3h na
concentragdo de 1 mM de IPTG em 100ml de meio LB + amp/clo. Gel SDS-PAGE 8%
contendo as fragdes proteicas das amostras ndao induzida (N) e induzida (I). M-
marcador de peso molecular Page Ruler'™ Prestained Protein Ladder (Sinapse).
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Fig. 16. Gel SDS-PAGE 8% contendo as fracdes proteicas soluveis (S) e insoluveis (I)
dos extratos das bactérias (BL21DE3 pLysS). Expressao foi induzida a 30°C por 3h na
presenca de 1 mM de IPTG. M — marcador de peso molecular Page Ruler'™ Prestained
Protein Ladder (Sinapse). / N — frag@o proteica da amostra ndo induzida / E1 — extrato de
E. coli (BL21DE3) / E2 - extrato de E. coli (BL21pLysS).
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Os resultados apresentados demonstram que a expressao da proteina foi mais eficiente

em BL21DE3 pLysS, ja que a proteina LaTRFr aparece na fragdo proteica solivel dos

extratos bacterianos o que serviu como base para as expressoes em larga escala e tentativas

de purificagao apresentadas a seguir.

4.2. Expressao e purificacio da proteina recombinante LaTRF utilizando cromatografia

de afinidade (FPLC)

A partir de entdo, foi estabelecido um padrdo para indugcdo da expressdo (cepa

BL21DE3 pLysS, 30°C, 3h, 1 mM de IPTG) e as tentativas de purificacio da proteina

recombinante foram realizadas a partir da fragdo soltivel de extratos obtidos de 1 L de cultura

bacteriana. As proteinas do extrato foram fracionadas em coluna de afinidade ao niquel,

usando tampdo de eluicdo contendo imidazol como mostrado na Fig. 17.

100KDa >
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Fig. 17 A. Purificacdo da proteina LaTRF recombinante na forma solivel. Gel SDS-
PAGE 8% corado com Coomassie Blue. A proteina purificada foi obtida a partir de
extratos soluveis de BL21DE3 pLysS transformada com o plasmideo pQE2-LaTRF. A
indugdo da expressdo ocorreu a 30°C por 3h na presenca de 1 mM de IPTG em cultura de
1L de meio LB + amp/clo. M- marcador de peso molecular Page Ruler'™ Prestained
Protein Ladder (Sinapse); F- Flow through; L- Lavagem em tampado de inicio (start
buffer); 1 - 10- amostragem dos eluatos da purifica¢do contendo a proteina LaTRFr.
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A andlise mostrou que foi obtido éxito na purificacdo da proteina LaTRFr ja que foi
possivel visualizagdo da banda (~84KDa) correspondente a proteina LaTRFr em gel SDS-
PAGE 8%. Foi possivel verificar que a proteina ¢ eluida com concentragdes crescentes de
imidazol (0-300 mM) e aparece em 25 fragdes da coluna como mostrado na Fig. 17 A (linhas
4 — 8). Apds o fracionamento, os eluatos da coluna contendo a proteina LaTRFr foram
juntados e dialisados contra tampao de didlise (50 mM NaH2PO4; 100 mM NaCl; pH 8,5)
para retirada do imidazol. A fragdo proteica resultante desta dialise foi novamente fracionada
em gel SDS-PAGE 8% como mostrado na Fig. 17B. Vale dizer que a partir de 1L de cultura,
conseguimos obter por volta de 2,0 mg de proteina total, solivel ¢ com bom nivel de
purificacdo apds fracionamento em coluna de niquel seguido de dialise que removeu

contaminantes de baixo peso molecular.

100 KDa
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(LaTRFT)

70KDa

Fig. 17 B. Expressdo e purificacio da proteina recombinante LaTRF. Gel SDS-
PAGE 8% corado com Coomassie Blue mostrando as fragdes proteicas de amostras nao
induzida (N) e induzida (I). M- marcador de peso molecular Page Ruler™ Prestained
Protein Ladder (Sinapse); P- proteina LaTRFr purificada. Foram aplicados 20 ul da
LaTRFr que correspondem a 1,6 ug de proteina purificada.

Por fim, foi realizado ensaio de Western blot revelado com soro anti-LaTRF que
comprova que a proteina recombinante reage especificamente com o soro assim como a
proteina nativa presente em extrato proteico obtido de nicleo de formas promastigotas de L.
amazonensis (Fig. 17 C). Nota-se que na amostra da proteina recombinante aparecem duas
bandas com peso molecular aproximado de 82.5-84 kDa, sendo que a proteina recombinante

deve migrar mais lentamente no gel (~84 kDa) por conter a cauda 6xHistidina. Porém ndo
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sabemos ainda se a banda de 82.5 kDa que aparece co-migrando com esta, corresponde a um

produto de clivagem ou degradagdo da proteina recombinante.

: - : LaTRFr
LaTRF nativa - “ &U (~ 84kDa)

(82,5 kDa)

Fig. 17 C. Obtencdo da proteina LaTRF recombinante. Western blot revelado com
soro anti-LaTRF. E- Extrato de nucleo de L. amazonensis; P- proteina LaTRF
recombinante.

Além disso, foi realizada andlise por espectrometria de massa de amostra contendo a
proteina LaTRF recombinante, porém os dados obtidos ndo permitiram a identificagao da
proteina ap6s a digestdo in gel da banda utilizando tripsina. Em todas as anélises, corremos
uma amostra controle (proveniente de uma banda de albumina digerida in gel com trypsina)
para confirmar que o sistema (massas, hplc, colunas) estava em condi¢des 6timas. Como
hipoteses podemos inferir que, ou os peptideos que foram gerados nao foram bem ionizados,
ou por o fato de a proteina possuir muitos residuos de arginina (89 residuos, dados nao
mostrados), fez com que a tripsina digerisse em varios sitios, resultando em peptideos muito
pequenos que impossibilitaram a detec¢do da proteina de origem. As andlises de
espectrometria de massa foram realizadas em colaboragdo com a Dra. Julia Cunha,

Laboratorio Especial de Ciclo Celular, Instituto Butantam, SP.

4.3. Analise de espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Com o éxito na expressao e purificacdo da proteina LaTRFr usando o protocolo que
padronizamos, o proximo passo foi o de aumentar a concentragdo da proteina nestes extratos e
analisar se a mesma estava sendo expressa de forma enovelada usando andlise da estrutura

secundaria por espectroscopia de dicroismo circular.
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A seguir, o espectro de CD da proteina LaTRF mostra que ela apresenta caracteristicas
de uma proteina rica em alfa hélices, com minimas de 208 e 222nm que sdo caracteristicas de
proteinas com este tipo de estrutura secundaria (Fig. 18).
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Fig. 18. Espectro de CD da proteina LaTRF. A predicao da quantidade dos elementos
de estrutura secundaria a partir dos espectros obtidos mostrou que esta proteina apresenta
4,9% de folhas beta, 41,2% de alfa hélices, 21,0% de loops e 32,6% de elementos
desordenados. Laboratério de Biologia Molecular Estrutural — IB — Unesp Botucatu

Para confirmacao do resultado acima, foi realizado analise in silico para a predi¢ao de
estruturas secundarias a partir da sequéncia de aminoacidos da proteina LaTRF utilizando o

programa GOR4 Secundary Structure Prediction (Fig. 19).
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GORA4 result for : LaTRFx0

Abstract GOR secondary structure prediction method version IV, J. Garnier, ] -F. Gibrat, B. Robson, Metho
View GOR4 in: [AnTheProt (°C) , Download ] [HELP]

10 20 30 40 s0 60 70
| | | | | | |
HSVTGPSSAAATPARGGRTSAADRPHREPQHGLGAGSTITISRGDDSGSGDRLLTGAKHDVQYFDVLHPI
eeeee eee
LLSHVRRANSDGVLALLSLPSIAESDVFURTCTYREGLVAAVLIHVMEHTGQLTVPASSPTLSTFASEAA
hhhhhhh hhhhh eeeee hhhhhhhhh eee hhhhh
SPPGILVDSNERADDSRACSPEPTPQTRRQPSLPSPSPHSSPAPSVPSDAIIVADDGLSPVSHSPRITPL
eee eeeee
TVDDLHVLLHLCSREGAEAEASCGGRQSVSSPQRRKSSDSAERPCVLDRCHPPALASLLRVGRALRQRRS
hhhhhhhhhh hhhh eee hhhhhhhhhhhh
SSSTSTTGAGTSSRQRRRAGALREAGSDMDLGLYIQSVHRRLEAMKGAQTQLGAHSLD APAVTTRKRPRS
hhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
SDSPTTSSASASRGGKTTVIPTSSGPDSFCGMRGEVHAAAPTDAVDLAAL AAVLQERCHDMVYVNPLSER
ee eceeee eeee hhhhhhhhhhhhhh eeee hhh
LAAPAAVEESTDSTTTTATTINGISSSNSNGSLTNTAHAAGS TTTHATAGVAAERTSMADVADAAPEAVS
hhohhhhhh eeeceeeeeees eecee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
EGAEGADADAAEDIDAQVASGGLDAVALLRRIPAISATRUWALPSGARRASNSGAGETGARAQRFFSVTET
hhhhhhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhochhhhhhhh hhhh hhhhhhhhhhhhhhh
TAMARLGGASVAAPSSSPSRPLPRSSTPTTAAVLPARDNEEEERVSAAIRAFDAFTTALEQSAATTAGVP
hhhhhh hhhhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
AGPPQSSLALSAPPSSSAGNPSSRRAAARLATSGALHPRPPVLPPSSTSKVRRRHKFSPQEDAAILHGVA
eee hhhhhhhhhhh eeee hhhhhhhhhhh
RFGQMSGSFQYILHAYRSVWRAGRTALHLYDHWRGALRRRAVAAASGEATSHADRSAFNEALDGVDDAER
hh eeeeeee. hhhhhho chhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheohhhhhhhhhhhhhhhh
VSPIYPATPDCGQDLSSDIEDFSDDS
ee eeee

GOR4 :
Alpha helix (Hh) : 300 is 37.69%
310 helix (Gg) : 0 is 0.00%
Pi helix {IL) 0 is .00%
Beta bridge {Bb) : 0 is .00%
Extended strand (Ee) : 78 is .80%
Beta turn {Te) = 0 is .00%
Bend region (S=) : 0 is .00%
Random coil {Cc) = 418 is .51%
Abigous states (?) 0 is .00%
Other states H 0 is .00%

(]
oOoNOOWOO

) 160 208 360 480 568 660

Fig. 19. Analise in silico da sequéncia de aminoacidos da proteina LaTRF para
prediciio de estruturas secundarias. Estdo demarcadas as regides na proteina LaTRF
caracterizadas por apresentar estruturas secundarias. Em azul, as alfa hélices no total de
37,69% e em vermelho as folhas-beta no total de 9,80% (GOR4 Secundary Structure
Prediction).

Os dados encontrados por dicroismo circular revelaram que a proteina LaTRF estava

sendo expressa de forma enovelada (Fig. 18) e quando comparados com uma anélise in silico
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de predi¢do de estruturas secundarias (Fig. 19), confirmou-se que esta proteina ¢ rica em alfa

hélices.

Assim, foi atingido um importante passo do projeto, no qual a obtengdo da proteina

recombinante foi uma ferramenta util em ensaios de interagdo proteina:proteina.

4.4. Analise da sequéncia de aminoacidos da proteina LaTRF para a presenca de sitios

de modifica¢des pos-traducionais

De acordo com resultados observados na figura 17 B, nota-se uma baixa eficiéncia na
expressao € consequentemente na purificacio da proteina recombinante LaTRF. Assim,
resolvemos realizar uma andlise mais detalhada sobre possiveis modificacdes pds-traducionais
na sequéncia de aminoacidos de LaTRF que possam ter influenciado na obtencao da proteina
recombinante em sistema bacteriano (Fig. 20). Modificacdes pods-traducionais sao
modificagdo quimicas em uma cadeia proteica apds sua tradugdo. Estas sdo importantes para a
caracterizacdo da funcionalidade da proteina. Estendem o conjunto de possiveis fungdes
proteicas pela adicdo de novos grupos funcionais (pro ex: grupos heme, acetato ou sulfato) ou
de cadeias de carboidratos e/ou lipidios. Essas alteracdes quimicas podem alterar a
hidrofobicidade de uma proteina e assim determinar a localizagdo celular desta (por exemplo,
proteinas hidrofobicas tendem a se ancorar em membranas fosfolipidicas). Outras
modificagdes, como a fosforilagdo, sdo parte de um sistema para controlar o comportamento

proteico (por exemplo, ativando ou inativando uma enzima) amplamente utilizado pela célula.

ATeARNATR P HrE o H I T 1 T TSRGDDS GSGDRLLTGAKHDVQYF
» ALLSLBSTAESDVEWRTC TYRE.-.JIH'TEHT
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Fig. 20. Sitios de modificacdes pos-traducionais da proteina LaTRF. Estdo demarcadas
as regides onde ocorrem modificacdes poOs-traducionais em relagdo a sequéncia de
aminoacidos da proteina LaTRF. Em verde os sitios de Miristoilacdo, em cinza de
Fosforilagio e em vermelho os de Glicosilagdo. Expasy:SIB/MotifScan
(http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif scan).

De acordo com a analise in silico utilizando-se o programa Expasy:SIB Bioinformatics
Resource Portal/MotifScan, foram identificados diversos sitios de modificagdes pods-
traducionais na proteina LaTRF (figura 20). Dentre eles podemos identificar um sitio para
Glicosilacao (adicao de sacarideos a cadeias proteicas) e diversos sitios para Fosforilacao
(adigao de um grupo fosfato (PO4)) e Miristoilagdo (ligagdo covalente de um acido graxo
saturado de 14 carbonos (miristato),a residuos de aminoacidos, principalmente glicinas).
Como o processo de expressao de proteinas heterdlogas em E. coli, se caracteriza por possuir
uma capacidade limitada para modificagdes pos-traducionais (por ex: adicdo de pontes
disulfeto), consequentemente a atividade bioldogica e imunogenicidade da proteina
recombinante expressa neste sistema podem diferir da proteina natural, o que a nosso ver pode
ter interferido fortemente na expressdo e na estabilidade da proteina recombinante LaTRF
(Fig. 17 B). Apesar disso, a proteina recombinante LaTRF foi util em ensaios in vitro de

interagdo proteina:proteina.

4.5. Caracterizacio das interacgoes entre a proteina LaTREF e suas possiveis parceiras

Resultados preliminares em nosso laboratorio, sugerem que as proteinas teloméricas
LaRPA-1 e LaRbp38 possam fazer parte de um mesmo complexo proteico onde a LaTRF esta

presente (Fig. 7, Introducio).

Encontramos fortes indicios de que possa haver uma interagao fisica entre LaTRF ¢ a
proteina LaRbp38. LaRbp38 ¢ uma proteina exclusivamente expressa em parasitas
tripanossomatideos, incluindo L. amazonensis. E caracterizada por interagir in vivo com GT-
rich DNAs (KDNA e telomeros) e esta envolvida com a replicagdo do DNA no nticleo e no

cinetoplasto (FERNANDEZ et al., 2004; LIRA et al.,2007; PEREZ et al., submetido).

4.5.1. LaRbp38 possui um motivo putativo de ligaciao as TRFs, o TRFH docking motif

LaRbp38 contém um dominio ndo conservado de ligagdo a DNA e por andlise in silico

usando o programa ELM (elm.eu. org) encontramos um motivo putativo, curto e conservado
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de interagdo com as proteinas TRF. Este motivo ¢ denominado de TRFH docking motif e
comum as proteinas teloméricas associadas ao complexo shelterin via TRF1 e TRF2
(CAMPISI et al., 2004). As proteinas TRFs contém no seu dominio de homodimerizagdo
(TRFH) uma regido denominada TRFH surface groove, o qual reconhece motivos do tipo
TRFH docking cujas sequéncias conhecidas sdo do tipo [FY]XxLxP (Tabela 2). Por exemplo,
proteinas que interagem com a TRF1 usam um motivo TRFH docking do tipo FXLxP e as que
interagem com TRF2 usam um motivo TRFH docking do tipo YxLxP. Uma das proteinas que
reconhecidamente possui em sua sequéncia de aminoacidos esse pequeno motivo conservado
¢ a TIN2 a qual foi caracterizada por interagir simultanecamente com hTRF1 e hTRF2
(CAMPISI et al., 2004). Além disso, assim como Rbp38, TIN2 possui localizacdo tanto
nuclear quanto mitocondrial, sugerindo que ela pode cumprir fungdes em ambas as organelas

(SONGYANG et al., 2012).

Segundo a analise no ELM, na LaRbp38 o motivo putativo TRFH docking possui a
sequéncia FKLAP (Fig. 21), similar ao motivo TRFH docking da TIN2 (FNLAP). Assim,
especulamos se a LaRbp38 pode ter funcdo analoga a TIN2 e participar de processos de

metabolismo de DNA além de formar um complexo com a TRF nos telomeros dos parasitas.

Tabela 2. Sequéncia dos motivos TRFH docking nas porteinas interatoras das TRFs.

Sequence Start | End Subsequence
APOLO_HUMAN 504 508 FRGLALKYLLTPVNFFQAGY
TIN2 HUMAN 258 262 EPLAGRHFNLAPLGRRRVQS
PINX1_HUMAN 289 293 QPPEGRDFTLRKPKKRRGKKK
. Currently 153 Elms in ELM database.

m Summary of features reported by the ELM resource. ( Mouseover the matches for more details )

LIG TRFH 1 FKLAP 218-222 |- TRF1and TRF2 both bind to another shelterin nucleus, [FYLLP
protein: TIN2. The TRF1-TIN2 interaction was Chromosome,
mediated by a short motif in the N-Ter of TINZ. telomeric region,

TIN2 connects TRF1 to TRF2; this link contributes  |telomere
to the stabilization of TRF2 on telomeres. TRF2
prabably binds al
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>LaRbp38_Protein-Seq
MLRRVSLSALLQRVATGAVIATAGRTIVVEFSQQHHILESNQRARNSPSNVWIEDWEADRLGM
KPEPGALPTQLVLDRQLELFNFDQLLSPPEVMEAPKHS SYSSRKVYGERLQFELNDRAQRHS
YOSKWWITRGQAYKENLQFRANARSSILLTKSQIKLFHSSQLSGGEALQQYPVSGGSRRVYS
KKGEAFQLLQDH IKSNDFNSGLYFTRROME HE@RNSL PDOLPVLOEATTGDRHLI YNVDQLE
DPHLALKTLQRAPVNVPTFLLSGEPIMSENTRKFPKT FRSNYWLTGRDAELYQWPIKESEKR
RGVPFSTGTSSPVQYELFNVEQLSNPDEAFARAGLLIQ

Fig. 21. Localizacao do motivo putativo TRFH docking (FKLAP) na sequéncia de
aminoacidos da proteina LaRbp38. O core do motivo TRFH docking (FKLAP) da
proteina LaRbp38 foi identificado entre os residuos de aminoacidos 218-222.

Em colaboragdo com o bioinformata Dr. Elton Vasconcelos (Seatle Biosciences
Institute), foram realizados diversos alinhamentos entre as sequéncias preditas das proteinas
Rbp38 dos tri-tryps, que mostram que o core do motivo putativo TRFH docking (FKLAP) s6
¢ conservado nos trés primeiros residuos de aminoacidos de todos os ortdlogos de Rbp38
(Fig. 22). Por outro lado, o pareamento global entre sequéncias TIN2 de vertebrados (Fig. 23)
mostra que o core deste motivo ¢ idéntico entre as TIN2 de mamiferos, cuja sequéncia ¢

FNLAP, porém ¢ mais divergente na TIN2 de Xenopus laevis (PKQTL), embora em todos

estes organismos as proteinas sejam funcionalmente ativas (SIMONSSON, 2009).

lmex|LmxM.23.0760 201 PNSGLYFT nq:x 24 G
lama |AARS0345.1 201 FNSGLYFT RQHI‘ K IH :F
lmaj |LmjP.23,0760 201 FNSGLYFT, RQ;!"! A ANG
linf|LinJ.23,0930 201 PNSGLYF RQ;!"K . '!‘E
Ltar |LtaP23.1040 201 PNSGLYFTRRQ EHFK : T?
lbra|LbrM.23.,0850 201 PNSGLYFTRRQ:EHFK 1;
tbru|Tb927.8.2740 192 APNSGLYFTRROREHFK D¥88i~
tbrg|Tbg972.8.2290 192 QNAFNSGLYFTRROUEHFK ,nvss’;
tbru|Tb427.08.2740 192 AFNSGLYFTRRQUEHRFK Dvssﬁ-'
tcon|TcIL3000.8.2600 120 TENSGLYFTRRQEEHRFK ScE
tviv|TvY486 0802230 192 QYAPNSGLYFTRROUERFK LG
teru|Tc00.1047053509461.60 192 QNKPNSGLYFTNRQEEHFK

congenpgue 201 L R R A e *  BE Y 3B L I L L

Fig. 22. O core do motivo TRFH docking (FKLAP) presente em LaRbp38 ¢
conservado entre os ortologos em outros tripanosomatideos. O pareamento global entre

as sequéncias de aminoéacidos usando o programa ClustalW,

revelou conservacdao do

motivo putativo TRFH docking motif entre os diferentes tripanossomatideos Porém em L.
brasiliensis e nos tripanossomas somente os trés primeiros primeiros residuos de
aminoacidos (sinalizado em vermelho) sdo identicos. (*) sinaliza residuos de aminoacidos
idénticos, (.) aminodcidos quimicamente similares.
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MmTIN2 PAFHSPLPKAKLG---PHQPASLEHPEHLAGHRFNLAPILGKRKSRSHWTSAKACHKERPT 271
MsTIN2 PAFHSPLPKAKLG---PHQPASLEHPEHLAGHRFNLAPILGKRKSRSHWTSAKACHKERPT 270
HsTIN2 LALHNPLPKAKPGTHLPQGPSSRTHPEPLAG PILGRRRVQSQWASTRGGHKERPT 284
XLTIN2 MREKNHMNKSCTVGDEEEQDLFPLQCETEQNSTIQPKQTLMDSKASMPHIADSESSGNEALH 297
™ * o .k
MmTIN2 VMLLPFRNMGLPAQDLSNPKSREEPGAASA-ASVGTEPVCTEEAKTPSRPLGKRALEETP 330
MsTIN2 VMLLPFRNMGSPAQDLPNPKSREEPDAASA-ASVG--TVCTEEAKTPSRPLGKRALEETP 327
HsTIN2 VMLFPFRNLGSPTQVISNPESKEEHAIYTADLAMGTRAPSNGKYKGPYQTLGGRALKENP 344
XLTIN2 NGNLVTDVGHHDAGTISMASLKRPRCKTSVFDIFG--LDCTLEVDSYGNLSPPNPFQSQE 355
= o e o . * . oo
MmTIN2 PDSPAAEQENSVNCVDPLRHSSPPLTVKKPVLSPTPCSSVITIGDLVLDSDEEENNQKEG 390
MsTIN2 PDSPAAEQENSVNCVDPLGHSSPPLRVKKPVLSPTPCSSVITIGDLVLDSDEEENNQKEG 387
HsTIN2 VD LD ATE QI sawn o s nont o -0 52109 e 20 10 15 o 62 e o5 o 50 S om0 o e 04910 -1 ol e sk s o 9 b s m 354
XLTIN2 MET L L GETIS = vt s v s i o o s e s i, . s e 2 o e e o om0 364
MmTIN2 KEFLKNYQKTKFDTYIPMFCDYIP 414
MsTIN2 KEFLKNYQKTKFDTYIPMFCDYIP 411
HSTINZ =  =eeememmccemcnescenc e
XLTINZ = =eememmeseecccc—m o e ————

Fig. 23. O TRFH docking motif das proteinas TIN2 é conservado em mamiferos e
menos conservado em Xenopus laevis. O pareamento realizado através do programa
ClustalW entre sequéncias de aminoacidos das TIN2 dos mamiferos, revelou conservagao
do TRFH docking motif representado pelos residuos de aminoacidos FNLAP (em
destaque), enquanto que em Xenopus laevis, o TRFH docking motif (PKQTL) ¢ menos
conservado. (*) sinaliza residuos de aminoacidos idénticos, (:) aminodcidos quimicamente
similares, (.) aminoacidos quimicamente pouco similares.

Quando realizamos um pareamento multiplo entre as Rbp38 de Leishmania spp. e a
TIN2 de humanos verificamos que ndo ocorre pareamento entre a regido demarcada pela

localizagao dos motivos TRFH docking dessas proteinas( Fig. 24).
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TIN2 humana (FNLAP),

Fig. 24. Nao ha pareamento entre os motivos putativos TRFH docking presentes em
Leishmanias spp. e o TRFH docking motif da TIN2 humana. O pareamento por
ClustalW entre sequéncias de aminoacidos da Rpb38 de e Leishmania spp. (FKLAP) e a
revelou que ndo ocorre alinhamento de sequéncias de
aminoacidos na regido do TRFH docking. (*) sinaliza residuos de aminoacidos idénticos,
(.) aminoécidos quimicamente pouco similares.

De qualquer maneira, levamos adiante os experimentos in vitro na tentativa de

confirmar as interacdes previamente observadas entre LaRbp38 e a LaTRF (Fig. 7,

Introducio).
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4.6. Identificacdo de proteinas parceiras de LaTRF

Na busca de possiveis proteinas parceiras de LaTRF foram realizados ensaios de
imunoprecipitacdo utilizando-se soro imune especifico anti-LaTRF, assim como confirmagao
das interagdes através de ensaios de pull-down utilizando a proteina LaTRF recombinante

como isca.

Os resultados apresentados a seguir, embora preliminares, sdo bastante sugestivos da

veracidade desta interagao.
4.6.1. Estudo das interacdes entre LaTRF e suas parceiras por imunoprecipitacio

A imunoprecipitagdo ¢ um procedimento comum para se estudar as interagdes entre uma
ou mais proteinas utilizando-se um anticorpo que imunoprecipite a proteina utilizada como
isca (bait) e por sua vez co-imunoprecipite qualquer proteina que interaja especificamente

com ela (prey: presa).

Para ensaios de imunoprecipitagdo foram obtidos extratos proteicos de fragdes nucleares
de L.amazonensis, de forma a se testar se entre as proteinas imunopreciptadas pela LaTRF
encontram-se outras proteinas teloméricas tais como: LaRPA-1 e LaRbp38. Assim, o
conteudo proteico de extratos nucleares obtidos de formas pormastigotas de L amazonensis
foi imunoprecipitado na presenga de soro policlonal de coelho anti-LaTRF obtido de peptideo
sintético (Célula B). Os eluatos da imunoprecipitacio foram testados por Western blot
utilizando-se soro anti-LaTRF, e os soros anti-LaRPA-1 e anti-LaRbp38 (Fig. 25). Soro anti

alfa-tubulina foi utilizado como controle no ensaio.

a- LaTRF
WB

a- LaRbp38

LaTRF — WB

e E P

% LaTRF -
LaRPA-1 | » ==
Tubulina ﬁlrl

LaRbp38~| S~ r ‘I (controle)

Tubulina al i‘ I
(controle)
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Fig. 25. LaTRF, LaRPA1 e LaRbp38 co-imunoprecipitam em extrato de nucleo de
formas promastigotas de L. amazonensis. A) Proteinas nucleares de formas
promastigotas de L. amazonensis foram imunoprecipitadas com soro imune anti-LaTRF
obtido de peptideo sintético acoplado a proteina A sepharose. Os eluatos da
imunoprecipitacdo foram submetidos a analise por Western blot (WB) revelado com os
soros imunes: anti-LaTRF, anti-LaRPA-1, anti-LaRbp38 e anti-alfa tubulina (controle). B)
Proteinas nucleares de formas promastigotas de L. amazonensis foram imunoprecipitadas
com soro imune anti-LaRbp38 e os eluatos da imunoprecipitagdo foram analisados por
Western blot e revelados com soros imunes anti-LaTRF e anti-tubulina (controle). Ig -
imunoglobulina.

Os resultados mostraram que o soro anti-LaTRF foi capaz de co-imunoprecipitar
LaTRF com as proteinas LaRPA-1 e LaRbp38 e ndo co-imunoprecipita alfa-tubulina,
sugerindo que LaTRF, LaRPA-1 e LaRbp38 fazem parte de um mesmo complexo nos
telomeros do parasita. Para confirmar estas interagdes, foram realizados ensaios de pu/l-down

seguido de Western blot.

4.6.2. Ensaio de captura por pull-down usando LaTRFr como isca

O método pull-down ¢ muito utilizado para determinar a interagao fisica entre duas ou
mais proteinas. Também sdo muito uteis para se confirmar interagdes preditas entre proteinas
e que foram previamente observadas por outras técnicas, como as de imunoprecipitagao ou
co-imunoprecipitacdo. O requisito minimo para este ensaio € a disponibilidade de uma
proteina purificada (marcada com um fag ou ndo), que servird como isca para capturar sua(s)
proteina(s) parceiras (interatores). Como forma de comprovar ou comparar os resultados
obtidos por imunoprecipitagcdo, estamos padronizando o ensaio de captura do tipo pull-down
acoplando-se a resina de niquel a proteina recombinante LaTRFr contendo um tag de 6x
Histidina, obtida conforme mostrado no item 5.2 de Resultados e Discussdo. Este ensaio foi
realizado com extrato nuclear de formas promastigotas de L. amazonensis usado como fonte
de possiveis proteinas parceiras de LaTRF e também com incubag¢des diretas entre a proteinas
recombinantes LaTRF e LaRbp38. Os complexos proteicos presos a resina foram fracionados
em gel SDS-PAGE 10%, transferidos para membrana de nitrocelulose e revelados por

Western blot com os soros anti-LaTRF, anti-LaRbp38 e anti-LaRPA-1.
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4.6.2.1. Ensaio pull-down com uso de extrato nuclear do parasita como fonte de

proteinas interatoras

Com objetivo de comprovar os possiveis complexos capturados na imunoprecipitacao,
seguimos com ensaio de pull-down para detec¢do de interagdes fisicas entre LaTRF e as
proteinas teloméricas LaRbp38 e LaRPA-1. Para evitar a possivel formagdo de homodimeros
ou oligdmeros pela LaTRFr ou qualquer outra modificacdo conformacional que poderia
esconder o sitio de ligagdo a algumas proteinas parceiras, impossibilitando assim as interagdes
fisicas entre as proteinas, decidimos incubar a proteina LaTRF recombinante com o extrato
proteico antes da ligacdo do complexo a resina de niquel (BIANCHI et al.,1997; COOPER et
al., 1997; YU et al., 2000, LI et al., 2000). Porém para analise das interagdes entre LaRbp38 e
seus mutantes truncados 4 e 6, utilizamos o protocolo descrito por WEB et al. (1997), o qual
prevé a incubagdo das proteinas recombinantes portando um tag 6xHistidina com a resina de
niquel. Para ambos os protocolos, as interacdes foram reveladas fracionando-se os complexos
em gel SDS-PAGE 8% e 12% seguido de Western blot usando soros especificos para as
proteinas em estudo (Fig. 26).

A qms LaTRF B @His LaRbp

e E PD L E PD
LaRbp38 | — p—— | LaTRF | #I— |
LaTRF ‘ - ‘
% 5
(controle) i Laktbpas | —n
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mut4 mut6
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LaTRF - q - —d LaTRF - q
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(controle) (controle)

E @His LaTRF F @His LaRbp38
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Fig. 26. LaTRF e LaRbp38 interagem fisicamente. Proteinas recombinantes contendo
uma cauda 6XHis tag foram incubadas com extrato proteico nuclear de L. amazonensis e
depois ligadas a uma resina de niquel na tentiva de captura de proteinas interatoras. A)
Western blot revelado com soro anti-LaRbp38 na busca da forma nativa da proteina estar
interagindo com LaTRFr ligada ao niquel. B) Western blot revelado com soro anti-
LaTRF na busca da forma nativa da proteina estar interagindo com LaRbp38r ligada ao
niquel. C) e D) Western blot revelado com soro anti-LaTRF na busca da forma nativa da
proteina estar interagindo com LaRbp38mut4r (C) e LaRbp38mutér (D) ligadas ao
niquel. E) e F) Western blot revelado com soro anti-LaRPA-1 na busca da forma nativa
da proteina estar interagindo com LaTRFr (E) e LaRbp38r (F) ligadas ao niquel.
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Quando e proteina LaTRFr ¢ ligada a resina, podemos verificar uma interagdo fisica
com LaRbp38 (Fig. 26 A) mas ndo com LaRPA-1 (Fig. 26 E) a partir de extrato nuclear do
parasita. Quando LaRbp38r ¢ ligada a resina, podemos verificar tanto interacdo com LaTRF
(Fig. 26 B) quanto com LaRPA-1 (Fig. 26 F). Isto pode sugerir que a interacdo de LaTRF
com LaRPA-1 acontega através de sua interagdo com a LaRbp38 que neste caso pode atuar

como ponte nas interagdes entre as duas proteinas.

Curiosamente, quando fomos iniciar o mapeamento do sitio de interacdo a LaTRF na
proteina LaRbp38 usando dois mutantes truncados, o LaRbp38rmut4r (ndo contém o motivo
FKLAP) e o LaRbp38mut6r (contém o motivo FKLAP), detectou-se interacdo somente entre
LaTRF nativa (presente nos extratos nucleares do parasita) e o LaRbp38rmutdr (porcao da
LaRbp38 que ndo contém o motivo FKLAP) (Fig. 26 C e D), sugerindo que a interacdo entre
as duas proteinas se da via um outro motivo que ndo o FKLAP identificado in silico pelo

programa EML. Por isso resolvemos tentar entender este resultado.

4.6.2.2. A proteina LaRbp38 utiliza um motivo diferente de FKLAP para a interacao

com a proteina LaTRF

Com objetivo de confirmar as interacdes observadas anteriormente, o passo seguinte foi
realizar ensaios de pull down entre as proteinas recombinantes LaTRFr, e LaRbp38 ¢ os
mutantes truncados de LaRBP38, todos expressos com cauda 6xHistidina (detalhes sobre os
mutantes de LaRbp38 estdo na Fig. 10 em Material ¢ Métodos). Para isso os ensaios foram
realizados com uma das proteinas tratadas com trombina para a retirada das caudas de 6X
Histidina (Fig. 27). Depois de analisar os produtos da digestdo com trombina por SDS-PAGE,
foi possivel constatar que a cauda de 6X Histidina das proteinas recombinantes foi clivada ou
parcialmente clivada, pela diferenga na migracdo das proteinas. Nestes géis também
evidenciamos bandas de possiveis clivagens inespecificas realizadas pela trombina, o que
pode ter ocorrido devido a padrdes de concentragdo e tempo de incubagdo inadequados e por

1sso, esses parametros estdo sendo repadronizados.
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Fig. 27. Digestio com trombina para a retirada da cauda 6X Histidina das proteinas
recombinantes LaTRF, LaRbp38, LaRbp38mut4 e LaRbp38mut6. Gel 10-15% SDS-
PAGE que mostra tratamento das proteinas LaRbp38 (2), LaTRF (4), LaRbp38mut4 (6) ¢
LaRbp38mut6 (8) com trombina. 1) LaRbp38 recombinante, 3) LaTRF recombinante, 5)
LaRbp38mut4 recombinante ¢ 7) LaRbp38mut6 recombinante. M - marcador de peso
molecular Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Sinapse).

Com isso, decidimos seguir com os ensaios de interacdo direta entre LaTRF e
LaRbp38 e/ou seus mutantes truncados. Neste ensaio, proteinas recombinantes fusionadas a
uma cauda 6X Histidina s3o incubadas diretamente com outras proteinas recombinantes sem a
cauda. Esta mistura ¢ incubada em seguida com a resina de niquel, seguido de varias
lavagens. Caso seja formado um complexo, ambas as proteinas serdo detectadas em gel SDS-
PAGE. Para o experimento, foram incubadas as proteinas LaTRFr diretamente com a proteina
LaRbp38 e seus mutantes truncados mut4 e mut6 sem a cauda 6X Histidina. Foram
verificadas também as interagdes quando sdo incubadas LaRbp38 e seus mutantes com a
proteina LaTRF sem a cauda. Essas possiveis interagdes e os controles foram analisados por

SDS-PAGE (Fig. 28).
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Fig. 28. LaRbp38 interage com LaTRF via mutante truncado de LaRbp38 que nio
possui motivo FKLAP (LaRbp38mut4). Gel SDS 10-12%, que mostra intera¢des diretas
entre as proteinas recombinantes LaTRF, LaRbp38 e o mutante truncados de LaRbp38
mut4. Al) LaRbp38 recombinante. A2 e A3) LaRbp38 foi ligada ao niquel e incubada
com 50 pg (2) e 100 pg (3) de LaTRF tratada com trombina. A4) LaTRF recombinante.
AS e A6) LaTRF foi ligada ao niquel e incubada com 50 pg (5) e 100 pg (6) de LaRbp38
tratada com trombina. B1) LaTRF recombinante. B2 e B3) LaTRF foi ligada ao niquel e
incubada com 100 pg de mut4 (2) e mut6 (3) tratados com trombina. B4) mut4
recombinante. BS) mut4 ligado ao niquel e incubado com 100 pg de LaTRF tratada com
trombina. B6) mut6 recombinante. B7) mut6 ligado ao niquel e incubado com 100 pg de
LaTRF tratada com trombina. M- marcador de peso molecular Page Ruler™ Prestained
Protein Ladder (Sinapse).
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Em relacdo a incubacdo direta realizada entre LaTRF e LaRbp38, podemos realmente
concluir que esta interagdo aconteceu e que se dd de forma mutua entre as duas proteinas

recombinantes, onde uma ora ¢ presa e a outra € o ligante e vice-versa (Fig. 28 A).

Quando repetimos estes mesmos ensaios entre as proteinas LaTRF e os mutantes de
LaRbp38 (mut 4 e mut6) pudemos observar interacdo fisica somente entre a LaTRF ¢ a
LaRbp38mut4 (Fig. 28 B), que ¢ aquele que ndo contém o motivo FKLAP, o que sugere mais
uma vez que a interagcdo entre LaTRF e LaRbp38 se d4 via a um novo motivo ainda ndo
descrito ou a um motivo TRFH docking-like motif menos conservado. Esses resultados estao
de acordo com os ensaios de pull-down utilizando extrato proteico nuclear do parasita (Fig. 26
C-D). Porém ¢ importante dizer que o LaRbp38mut6 contém uma regido que se sobrepde ao
LaRbp38mut4, sugerindo que a interacao entre LaRbp38mut4 e a LaTRF se dd em regido da
LaRbp38 que ¢ exclusiva de LaRbp38mut4.

Com isso, resolvemos analisar mais profundamente os alinhamentos multiplos entre as
proteinas em estudo. Primeiramente foram feitos pareamentos globais usando o programa
ClustalW utilizando a regido correspondente ao LaRbp38mut4 entre as Rbp38 de diferentes
Leishmania e a TIN2 de X. laevis . Lembramos aqui que ndo foi possivel o pareamento entre
TRFH docking motifs presentes em Leishmanias spp. (FKLAP) e o TRFH docking motif da
TIN2 humana (FNLAP) (Fig. 24). O resultado mostrou que o TRFH docking motif presente
em Xenopus laevis (PKQTL) pareia com uma sequéncia de aminoacidos bastante conservada
entre as Rbp38 de Leishmania spp. (ALKTL) (Fig. 29 A). Este mesmo motivo presente nas
Rbp38 de Leishmania spp. (ALKTL) também pareia com bom grau de conservagdo com o
TRFH docking motif da TIN2 humana (FNLAP) como mostrado na figura 29 B. Porém, a
regido acima mapeada encontra-se presente no extremo C-terminal do LaRbp38mut6 e a
auséncia de interagdo entre este mutante truncado e a LaTRF nos leva a especular que para
que esta interagdo ocorra a contento seriam necessarios residuos de aminoacidos que estao
presentes na regido central ou mais C-terminal da LaRbp38, os quais sdo encontrados somente
no LaRbp38mut4 (ver detalhes sobre a estrutura destes mutantes em Fig. 10 de Material e

Métodos).
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Fig. 29. LaRbp38mut4 possui uma sequéncia conservada do tipo ALKTL que pode
estar envolvida na interacdo com LaTRF. Pareamento utilizando ClustalWW entre as
sequéncias de aminodcidos conservadas do tipo ALKTL e A) sequéncias de aminoéacidos
do TRFH docking motif presentes em Xenopus laevis (PKQTL) e B) sequéncias de
aminoacidos do TRFH docking motif da TIN2 humana (FNLAP).

Quando pareamos as Rbp38 de Leishmania spp. com os ortdlogos de Rbp38 de outros
tripanosomatideos verificamos alto grau de conservacdo deste motivo o qual é compartilhado
entre todas as Rbp38, sugerindo que esta sequéncia possa ser um TRFH docking-like motif

das Rbp38 dos tri-tryps (Fig. 30).
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Fig. 30. A sequéncia de aminoacidos a ALKTL é conservada e esta presente em todos
os ortologos de Rbp38 descritos nos tripanosomatideos. Pareamento utilizando
ClustalW entre as sequencias que contém o possivel motivo ALKTL em diversos
tripanosomatideos.

Com isso, podemos concluir que apesar de preliminares, nossos resultados sugerem
fortemente que ocorre uma interagdo mutua entre as proteinas LaTRF e LaRbp38 e que esta
interagdo se da via um motivo TRFH docking-like motif presente na regido C-terminal da
LaRbp38 (correspondente ao Mut4), provavelmente especifico de tripanosomatideos. E que
este motivo ¢ diferente do que foi previamente mapeado in silico (FKLAP) usando o
programa EML. Também que € possivel que a regido de interagdo se estenda mais para o C-
terminal da LaRbp38 onde esté localizado o LaRbp38mut4, pois o motivo TRFH docking-like
motif aqui descrito encontra-se em partes no extremo C-terminal do LaRbp38mut6, o qual ndo
faz interagdo com a LaTRF devido a possivel perda de aminoacidos essenciais que estende
além do core do motivo (Fig. 31). Assim, para uma confirmac¢dao destes dados, serao
necessario ensaios utilizando outros mutantes truncados da proteina LaRbp38 e a indugao de
mutagénese sitio-dirigida para se verificar quais sao os residuos de aminoacidos implicados

nesta interacgao.
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Fig. 31. Ilustracio da proteina LaRbp38 inteira e dos mutantes truncados
sobrepostos em relacio ao motivo ALKTL. Em vermelho, ¢ representado o core do
motivo putativo TRFH docking (FKLAP). Em azul, ¢ representado o novo motivo
(ALKTL) presente no mut4 e nos extremos C-terminais do mut3 e mt6.

4.6.3. LaTRF co-localiza com as proteinas LaRbp38 e LaRPA-1 no niticleo de formas

promastigotas de Leishmania amazonensis

Nesse ensaio podemos observar que existe uma co-localizagdo em foci de LaTRF com
LaRbp38 e LaRPA-1 nas principais fases do ciclo celular do parasita. Observa-se também que
na imunolocalizacdo de LaTRF (vermelho), esta aparece em grande quantidade na regido
periflagelar do parasita, sugerindo que a proteina possa estar sendo degradada ou entdo um
problema técnico gerado devido longo tempo de permeabilizacdo dos parasitas para a

realizacdo do ensaio.

A figura 32 A, dividida em 3 painéis (DAPI, LaTRF e Merged) com amostras de
formas promastigotas de parasitas em fase mid-log de crescimento ao longo das principais
fases do ciclo celular G1/S, G2 e M, apresenta reagdo de IFI com soro anti-LaTRF e a

imunolocalizacao de LaTRF (vermelho).

A figura 32 B, dividida em 3 painéis (DAPI, Zenon alexa 455 e Merged) com amostras
de formas promastigotas de parasitas, apresenta um ensaio controle para demonstrar a
especificidade do kit utilizado, onde apenas o anticorpo secundario ndo ¢ suficiente para

marcar quaisquer parasitas.
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As figuras 32 C e D apresentam 5 painéis (DAPI, LaTRF, LaRbp38 (Fig. 32 C) ou
LaRPA-1 (Fig. 32 D), Merged-A e Merged-B) com amostras representativas de formas
promastigotas de parasitas em fase mid-log de crescimento, ao longo das principais fases do
ciclo celular G1/S, G2 e M. Vale ressaltar que as fases do ciclo celular foram previamente
determinadas com base na morfologia das organelas (nucleo - N e kinetoplasto - K), como

descrito em artigo submetido por da Silva et al. (2013).
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Fig. 32. Co-localizacio subcelular entre LaTRF e as proteinas LaRbp38 e LaRPA-1.
Reacdes de imunofluorescéncia indireta utilizando soro anti-LaTRF e anticorpo secundario
Alexa Fluor 555 foram realizadas concomitante a reagdes de Imunofluorescéncia dircta
utilizando soros anti-LaRbp38 e anti-LaRPA-1. Em (B) esta uma reacdo controle realizada
na auséncia do soro anti-LaTRF para demonstrar a especificidade do ensaio. Em (C) e (D)
as imagens foram organizadas em 5 painéis (DAPI, LaTRF, LaRbp38 (C) ou LaRPA-1
(D), Merged (A) e Merged (B)) com amostras representativas de parasitas nas principais
fases do ciclo celular (G1/S, G2 ¢ M). A primeira coluna mostra o DNA no nucleo e no
kinetoplasto sendo corados por DAPI (azul). A segunda coluna apresenta a reacao de IFI
com soro anti-LaTRF e a imunolocalizagdo de LaTRF (vermelho). A terceira coluna
apresenta a reacdo de IFD com soro anti-LaRbp38 (C) ou anti-LaRPA-1 (D) e a
imunolocalizacao de LaRbp38 (C) ou LaRPA-1 (D) (verde). A quarta coluna apresenta a
sobreposicdo de LaTRF e LaRbp38 (C) ou LaRPA-1 (D) (Merged A) e a quinta coluna
apresenta a sobreposicdo de LaTRF, LaRbp38 (C) ou LaRPA-1 (D) e DAPI (Merged B)
onde (N) sdo nucleos e (K) kinetoplastos. A barra corresponde ao tamanho de 2pum e as
setas indicam os foci de co-localizacdo. Essas sdo imagens representativas capturadas
aleatoriamente que apresentavam essa mesma caracteristica. A sobreposicdo das imagens
foi realizada utilizando-se o software NIS elements (v.Ar 3.10).

Esse resultado, junto aos ensaios de IP e pull down apresentados anteriormente,
sugerem fortemente que LaTRF forma um complexo proteico, no qual estd presente LaRbp38
e LaRPA-1. Como ja mencionado, isso pode ser resultado da agdo conjunta dessas proteinas
na protecao dos teldmeros. Aqui vale lembrar que poucas proteinas teloméricas foram
descritas at¢ o momento em L. amazonensis além de LaRbp38, LaTRF e da propria LaRPA-1,
que parece ser uma das unicas que apresenta similaridade funcional e estrutural as proteinas
do complexo CST de vertebrados e fungos (Price et al., 2010). Entre as proteinas que
interagem com a dupla fita-telomérica, somente as proteinas LaRbp38 e LaTRF (LIRA et al.,
2007; da SILVA et al., 2010), parecem ser componentes de um complexo shelterin-like em
Leishmania. Como sabemos que a proteina LaRbp38 parece ser andloga a proteina TIN2 de
vertebrados, a qual interage com as TRFs no complexo shelterin de mamiferos (PEREZ e
CANO - dados ndo publicados) e que LaRPA-1 apresenta similaridade estrutural e
possivelmente funcional as proteinas do complexo CST (CTC1 (mamiferos) e Cdcl3
(leveduras) (MIY AKE et al., 2009; GAO et al., 2007; SUROVTSEVA et al., 2009), podemos
inferir que em Leishmania elas podem estar cumprindo fung¢des similares as apresentadas por
TIN2 e CTC1 ou Cdcl3, respectivamente (MIYAKE et al, 2009; GAO et al, 2007
SUROVTSEVA et al., 2009), ou seja, na interagdo entre o complexo shelterin e as proteinas
ligantes de DNA simples fita do complexo CST. Estas ultimas tém fun¢do fundamental na

manutengdo dos telomeros porque recrutam tanto a holoenzima telomerase quanto a
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magquinaria de replicagdo de DNA: DNA pol a/primase (MIYAKE et al., 2009; SUN, et al,,
2009; WELLINGER, 2009; PRICE et al., 2010).

5. Conclusao

Neste trabalho mostramos a caracterizagdo estrutural da proteina LaTRFr e realizamos

ensaios de interacdo proteina:proteina para identificagdo de suas parceiras.

Resultados de ensaios de imunoprecipitacao, imunofluorescéncia e pull-down revelaram
que LaTRF e LaRbp38 provavelmente interagem  fisicamente nos telomeros de L.
amazonensis ¢ que a LaRbp38 serve como ponte para a interacdo entre LaTRF e LaRPA-1
sugerindo que ela, a semelhanga de proteinas descritas em outros eucariotos, tem o papel de
estabilizar a LaTRF na dupla fita telomérica e o de fazer a ponte desse complexo com
proteinas ja descritas por interagir com o DNA simples fita telomérico. O que pode explicar o
fato de que LaTRF ndo interagir fisicamente com LaRPA-1 e sim com LaRbp38, apesar de
estarem possivelmente sendo imunoprecipitadas em um mesmo complexo. Foi confirmado
também que LaTRF provavelmente interage com LaRbp38 através de uma regiao diferente do
motivo identificado in silico como TRFH docking motif (FKLAP) caracterizado por interagir
com TRFs em eucariotos superiores. Aqui descrevemos que esta interacao possivelmente se
da através de um novo motivo presente em todos os ortdlogos de Rbp38 descritos em
tripanosomatideos, o qual apresenta um certo grau de conservacao entre os motivos TRFH

docking motif descritos nas proteinas TIN2 de vertebrados.

Esses resultados, apesar de preliminares, nos ddo uma visao mais ampla de como pode

se comportar a cromatina telomérica em L. amazonensis (Fig. 33).

Fig. 33. Ilustragdo dos possiveis complexos presentes nos telomeros de L.
amazonensis. De acordo com a ilustragdo, os resultados deste estudo dao indicios de um
possivel complexo shelterin-like nos telomeros de L. amazonensis. Este se caracteriza com
LaRbp38 estabilizando LaTRF a dupla fita e provavelmente atuando como ponte para a
intera¢do de LaTRF com LaRPA-1 que interage com a simples fita.
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