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1.Resumo

Entre as espécies do género Leishmania estdo os protozoarios que causam
leishmaniose, uma doencga tropical negligenciada endémica em muitos paises,
incluindo o Brasil. Métodos de controle e tratamento ainda séo ineficientes e a
resisténcia a drogas € um desafio. Por isso, pesquisas para entender melhor a
biologia molecular desses parasitos sdo encorajadas. Uma possivel estratégia
para isso, é o estudo dos telébmeros, estrutura fundamental para a homeostase
do genoma. Os teldmeros s&o estruturalmente diferentes do resto do
cromossomo, e contam com proteinas especificas que realizam sua
manutencdo. A Replication Protein A subunit 1 (RPA-1) € uma proteina que
interage de DNA de simples fita que tem diversas func¢des relacionadas com o
metabolismo do DNA eucarioto, incluindo os telomeros. A RPA-1 é parte de um
complexo heterotrimérico conservado nos eucariotos, incluindo Leishmania spp..
Recentemente ndés mostramos por modelagem molecular que a estrutura
terciaria da LaRPA-1 difere dos seus ort6logos em humanos e leveduras, além
de mostrar interacfes especificas nos teldomeros dos parasitos, que na auséncia
de homologos candnicos para telomere-end binding protein (TEP) elegem a
LaRPA-1 como um potencial candidato para essa funcdo. Neste trabalho,
avaliamos a capacidade da LaRPA-1 como uma TEP, cujo papel principal é
proteger a extremidade 3' dos teldbmeros de ataques por exonucleases. Uma
busca estrutural por proteinas que compartiham com as TEP dominios de
interacdo proteina-DNA, mostrou que no genoma de Leishmania spp. néo
existem homologos estruturais para as mesmas. Aqui mostramos por diferentes
abordagens que a LaRPA-1 tem a capacidade de interagir com no minimo uma
repeticdo telomérica e também € capaz de proteger in vitro a simples fita
telomérica rica em G (5 TTAGGG 3’) da digestao por Exonuclease | bacteriana
cuja atividade é no sentido 3’-5’. Somando esses dados, com dados anteriores
gue mostram que a LaRPA-1 tem preferéncia pela fita telomérica rica em G e o
fato dela ter sido co-purificada com a atividade de telomerase sugerem
fortemente que ela estd diretamente relacionada com a manutencdo da
maquinaria telomérica, podendo inclusive ser considerada a principal ligante de
simples fita telomérica rica em G (3’ G-overhang) em Leishmania spp.

Palavras Chave: Leishmania spp., Telomeros, digestdo com exonuclease |

, interacdo DNA-Proteina , telomere- end binding protein



2.Abstract

Among the protozoa parasites of the Leishmania genus are the causative agents
of leishmaniasis, a neglected tropical disease endemic in many countries,
including Brazil. Disease control and treatment are still inefficient and parasite
drug resistance is a challenge. Therefore, efforts for the establishment of
intensive research to better understand the molecular biology of these parasites
are encouraged. One possible strategy is to study parasite telomeres, a vital
chromosome structure important to maintain genome homeostasis. Telomeres
are significantly different from the rest of the chromosome and are associated
with proteins involved in their maintenance. Replication Protein A subunit 1 (RPA-
1), a single-stranded DNA-binding protein that plays multiple roles in eukaryotic
DNA metabolism, including telomeres, is part of a conserved heterotrimeric
complex which is present in most eukaryotes including Leishmania spp. Recently,
using molecular dynamics simulations we have shown that the tertiary structure
of LaRPA-1 differs from human and yeast RPA-1 and that it also shows parasite-
specific interactions with telomeric DNA. In the absence of real homologues to
telomere-end binding proteins, LaRPA-1 could be considered a potential
candidate. If LaRPA-1 is a telomere-end binding protein, one of its main role
would be to protect the telomeric 3-end termini from nuclease attack.
A structural search for proteins that share with the TEP domains of protein-DNA
interaction, showed that in the genome of Leishmania spp. there are no structural
homologues for them. In this work, we show by different methods, that in vitro
LaRPA-1 can bind at least one telomeric repeat and it can also protect the
telomeric G-rich sequence (5 TTAGGG 3’) from the bacterial 3’-5’Exonuclease |
digestion. These data compiled to previous data showing that LaRPA-1
preferentially binds the G-rich telomeric DNA and that it co-purifies with
telomerase activity strongly suggest that LaRPA-1 is directly involved with
parasite telomere maintenance and, possibly, is the main G-rich single-stranded
(3 G-overhang) telomere-binding protein in Leishmania spp.

Key Words: Leishmania spp., Telomeres, Exonuclease | digestion, DNA-Protein
interaction, telomere end-binding proteins.



3. Introducéao

3.1. Leishmania spp. e Leishmaniose

Leishmaniose € uma doenca causada pela infeccdo do protozoario do
género Leishmania, da ordem Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae. Tais
microrganismos s&o unicelulares, com ciclo de vida heteroxenos e se
reproduzem por divisdo binaria simples. Possui duas formas de vida
protomastigota (flagelada, encontrada no trato digestivo do hospedeiro
invertebrado ou em vida livre) e amastigota (flagelo vestigial, parasito intracelular
obrigatério). Apesar de ter a capacidade de parasitar diversos hospedeiros
mamiferos (como roedores, canideos e humanos) apresenta somente um
hospedeiro invertebrado, a fémea de insetos hematofagos da familia
Psychodidae, género Lutzomya (popularmente conhecido como mosquito
palha). O modo principal de infecgdo pelo parasito, é pela picada do inseto
contaminado, durante a hematofagia (REY, 2001; NEVES, et al. 2005); um outro
modo, que tem ganhado muita importancia do ponto de vista da saude publica,
€ pelo compartiihamento de agulhas infectadas em humanos, o que explica o
alto numeros de co-infecgdes entre Leishmania e HIV (WHO,2012).

A leishmaniose pode se manifestar de 4 formas diferentes, que variam de
acordo com a espécie do microorganismo e o estado imunolégico da pessoa

infectada, sendo elas: Leishmaniose cuténea (provoca lesdes na pele, tem uma

forte chance de ter cura espontanea, porém em alguns casos mais graves pode

deixar cicatrizes permanentes), Leishmaniose cutanea difusa (fortemente

relacionada com deficiéncia imunoldgica do paciente, caracteriza-se pela
presenca de lesdes difusas ndo-ulceradas espalhadas por toda a pele, ndo ha

cura espontdnea e é de dificil tratamento), Leishmaniose cutdneo-mucosa
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(caracterizada por lesdes destrutivas secundarias em cartilagens e mucosas, tais
lesGes podem desfigurar o paciente, popularmente conhecida como espuria) e,

Leishmaniose visceral (¢ a forma mais grave da doenga, onde o periodo de

incubacdo da doenca pode ser de meses a anos, e, diferente das formas
cutaneas, envolve o6rgéos internos, sendo seus principais sintomas: febre
irregular, perda de peso, inchago do figado e do bago e anemia, popularmente
conhecida como “calazar”).

As leishmanioses, consideradas zoonoses, sao endémicas em 88 paises
(inclusive no Brasil) e é principalmente alarmante em regides de clima tropical,
atingindo 12 milhdes de pessoas e colocando outras 350 milhdes em situagcéo
de risco, segundo estimativas(Fig.1). Tem uma incidéncia de 2 milhdes de casos
por ano, com 70.000 mortes, evidenciando a importancia de novos estudos
envolvendo essa parasitose (WHO, 2012). Assim como a doenga de Chagas, a
dengue, a lepra, e outras, a leishmaniose é considerada uma doenga
negligenciada, ndo recebendo muita atencdo da industria farmacéutica, pois
atinge principalmente pessoas com condi¢gbes de vida precaria e com poucos
recursos financeiros.

Este estudo tem como alvo a espécie Leishmania amazonensis que causa
principalmente a forma cutanea e cutanea difusa da doenga, podendo também
causar as outras formas (BARRAL et al., 1991).

A leishmaniose é de dificil prevencao e controle, visto que as medidas que
sao empregadas para a reducao da transmissao, o controle dos vetores e o
tratamento farmacoldgico da infecgdo induzem ao aparecimento de parasitos e
vetores resistentes (JOHNSTON et al., 1999). Outro ponto importante, é que os

principais agentes quimioterapicos para a doenga (compostos antimoniais



pentavalentes e diferentes formulagbes da anfotericina B) apesar de eficazes,
apresentam alto grau de toxicidade para o paciente, alto custo, terapias longas,
e baixa eficacia em algumas situagbes de administragdo parenteral
(HERWALDT, 1999; MURRAY et al., 2005). Além disso, como ja citado
previamente, um grande numero de pacientes infectados pelo protozoario,
também sao portadores do HIV, e, neste caso, a leishmaniose € considerada
uma doenga oportunista, e a co-infecgdo piora muito o prognéstico de ambas as
doencas, diminuindo a eficacia do tratamento, e acelerando o aparecimento das
formas clinicas mais graves (WHO, 2012). Estes fatos justificam mais estudos
que ajudem a entender melhor a biologia celular e molecular da Leishmania spp.,
buscando novos alvos terapéuticos que ajudem no tratamento e erradicagao da

doenca.

reportados em 2015
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Figura 1. Distribuicdo geogréfica da leishmaniose cutdnea no mundo. A legenda em
cores representa os numeros de novos casos por ano, segundo a OMS (2015),
resslatando que o Brasil esta incluido entre os paises mais afetados pela doenga.
(WHO,2015).



3.2. Ciclo biolégico dos parasitos do género Leishmania

A forma morfologica conhecida como promastigota é flagelada e infectiva
e se desenvolve no sistema digestério do vetor (aderidas na parede intestinal).
Nesse ambiente, ha a diferenciagdo de promastigotas prociclicos para
promastigotas metaciclicos, e a migracdo desses para o aparelho bucal do
inseto. Promastigotas metaciclicos irdo se aproveitar dos habitos hematofagicos
do vetor para penetrar no hospedeiro mamifero em momento oportuno (BASU e
RAY,2005). Apos a infecgdo, os protozoarios sdo internalizados, principalmente
por macrofagos, através de endocitose mediada por receptores de superficie. No
interior dessas células, ha a diferenciacdo para a forma amastigota (que
apresenta morfologia esférica, flagelo vestigial e capacidade de se desenvolver
e multiplicar no meio acido do vacuolo digestivo) (NEVES,2005). Com a
proliferagdo do microrganismo ocorre a lise da célula hospedeira, que liberta as
formas amastigotas, que por sua vez infectardo novas células do sistema
fagocitario monocitico. O vciclo é completado quando um mosquito
flebotomineo se alimenta de um hospedeiro infectado, ingerindo por
consequéncia amastigotas que irdo novamente se diferenciar em promastigotas
(BASU e RAY, 2005; OLIVIER et al., 2005; LANG et al., 2009). AFig. 2 demonstra

o ciclo de vida de maneira esquematizada da Leishmania spp.
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania spp: figura esquematizada do ciclo de vida de
Leishmania spp., demonstrando de maneira resumida a vida do parasito no hospedeiro
invertebrado (flebotomineo) na forma de promastigota e no hospedeiro mamifero (no
caso, humano) na forma de amastigota (adaptado de da Silva et al. 2012).
3.3. Biologia molecular dos parasitos do género Leishmania

Parasitos do género Leishmania spp. sao organismos dipldides e
assexuados com genoma diferente do genoma tipico dos eucariotos. Seu
genoma nuclear € de aproximadamente 70 Mb, possui de 34 a 36 cromossomos
lineares com tamanho que variam de 0,35 a 3,0 Mb. Outra caracteristica
marcante dos protozoarios do género Leishmania spp. € a presenga de uma
organela fusiforme unica e especializada rica em DNA mitocondrial (kKDNA)
conhecida como cinetoplasto (SIMPSON, 1987). Nao é possivel realizar analises
citogenéticas em Leishmania spp., pois seus cromossomos condensados nao
sao visiveis durante a mitose. (WINCKER et al., 1996; JOHNSTON et al., 1999;

IVENS et al., 2005). Em condi¢gbes adversas (como selegdo por drogas ou

estresse nutricional) tal protozoario pode amplificar segmentos especificos do



genoma, transformando-os em minicromossomos. Leishmania spp. possuem o
genoma conservado entre suas diferentes espécies, com a maioria dos
polimorfismos concentrados nas extremidades dos cromossomos (STILES et
al.,1999). Seus genes n&o apresentam introns e s&o transcritos como
precursores  policistronicos (semelhante a bactérias), caracteristica
compartilhada por varios protozoarios da ordem Kinetoplastida (como por
exemplo Trypanossoma cruzi e Trypanossoma brucei). A formagdo de mRNA
maduros individuais por frans-splicing envolve o acréscimo de miniéxons com
cap 7-Metilguanosina em sua extremidade 5' e a adicdo da cauda poli-A na
extremidade 3'.

Como os promotores génicos individuais estdo ausentes, é provavel que
a regulacdo génica ocorra em nivel pés-transcricional (STILES et al., 1999),
sendo uma possivel evidéncia dessa regulacédo, a proximidade dos sitios de
transcrigdo policistrénicos a histonas H3 acetiladas (THOMAS et al.,2009). O
sequenciamento dos genomas de Leishmania infantum, Leishmania braziliensis
e Leishmania amazonensis demonstrou que a composi¢ao genética dessas duas
espécies é muito semelhante ao genoma de Leishmania major (IVENS et al.,
2005; PEACOCK et al., 2007, REAL F. et al.,2013,), o que sugere que poucos
genes do protozoario sdo importantes na determinagdo da forma clinica da
leishmaniose desenvolvida apds a infecg¢ao, e talvez, o genoma do hospedeiro
infectado tenha um papel importante nas manifestagcdes clinicas da doenca

(PEACOCK et al., 2007).

3.4. Biologia dos telémeros: Estrutura e funcéo

Os teldmeros sdo os principais responsaveis pela integridade e



estabilidade do genoma, o que permite um bom funcionamento do organismo
como um todo (BLACKBURN, 2001). Telémeros sao as extremidades fisicas dos
cromossomos de eucariotos, formados por complexos DNA-proteina,
responsaveis pela protegdo dessas extremidades contra degradacao,
recombinacao e fusdo com outros cromossomos. Essa estrutura é fundamental
para a replicagao completa do DNA telomérico durante a divisao celular, estando
associado a diversos processos bioquimicos essenciais, como a senescéncia
celular, controle de numero de divisbes celulares, regulagdo da transcrigao de
genes adjacentes e manutencao da estabilidade/integridade genémica e de toda
a estrutura do nucleo (CHAN & BLACKBURN, 2004; DMITRIEV et al., 2003).

O DNA telomérico & altamente conservado na escala evolutiva dos
eucariotos, tendo diversas caracteristicas comuns como, por exemplo, o fato de
serem composto basicamente por repeticoes, e essa repeticdes sempre
apresentam uma fita rica em Guaninas (fita G) e, por consequéncia, uma fita
complementar rica em Citosinas (fita C). A fita rica em G termina em uma
protusdo 3' de fita simples (3' G-overhang) que serve como substrato para a
elongacéao dos telébmeros pela enzima telomerase, com posterior sintese da fita
complementar pela DNA polimerase a. Em espécies como humanos e leveduras
a 3' G-overhang pode assumir diferentes conformag¢dées como a de t-loops
(invasao da fita simples na fita dupla que forma uma estrutura semelhante a de
um lago) ou G-quadruplexes de fita simples (G4 DNA), que protegem o telémero
de ataques da maquinaria enzimatica de reparo ao DNA, e podem participar do
controle do acesso da telomerase ao DNA telomérico (CHAN & BLACKBURN,
2004; GILSON & GELI, 2007; GRIFFITH et al., 1999; MUNOZ-JORDAN et al.,

2001; SMOGORZEWSKA & DE LANGE, 2004; TEIXEIRA & GILSON, 2005).
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Figura 3: (a) Os complexos de proteinas teloméricas protegem os teldbmeros da
maquinaria de reparo do DNA. Em sua auséncia eles seriam reconhecidos como
quebras de dupla-fita e ativariam proteinas de verificacdo do ciclo celular bem como
processos de juncdo de terminais cromossémicos através de recombinagdo homologa
e ndo homologa. (b) O DNA telomérico pode assumir conformacdes alternativas como
t-loops e G-quadruplexes, que podem exercer papéis na protegao dos teldbmeros contra
a maquinaria de reparo celular. Figura adaptada de Gilson e Geli (GILSON & GELI,
2007).

Em mamiferos e tripanosomatideos as repeticoes teloméricas sédo do tipo
5-TTAGGG-3'. E como na maioria dos eucariotos o DNA telomérico se associa
a complexos protéicos que mantém a estabilidade da regido que variam em
complexidade de espécie para espécie, podendo inclusive, ocorrer o
envolvimento de nucleossomos, como em mamiferos (DMITRIEV et al., 2003;
LIRA et al., 2007). Algumas das proteinas teloméricas controlam o acesso e o
recrutamento da telomerase (AUBERT e LANSDORP, 2008). Os complexos
protéicos nao sao estaticos, pelo contrario, eles sdo dinamicos e variam em
composi¢cao de acordo com a fase do ciclo celular, idade da célula e como

resposta a estimulos externos (STEWART e WEINBERG, 2002;

SMOGORZEWSKA e DE LANGE, 2004). Proteinas teloméricas tém diferentes
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formas de agédo podendo interagir diretamente com o DNA, com outras proteinas
teloméricas ou ainda com componentes da maquinaria de reparo a danos ao
DNA. Essas proteinas apresentam diversas funcdes, sempre relacionadas a
regidao do teldbmero com a qual interagem. Complexos de proteinas que se
associam a fita simples do DNA telomérico participam do recrutamento da
telomerase, influenciando a elongagédo telomérica. Ja os complexos que se
associam a fita dupla, estao relacionados com a manutengéao do t-/oop e regulam
a telomerase negativamente (DE LANGE, 2005; AUBERT e LANDSORP,2008).
Em mamiferos o principal complexo multiprotéico de interacdo ao DNA
telomérico, é conhecido como shelterin, nome dado pela sua fung¢ao de protecao
ao DNA do telémero (shelter, do inglés: escudo, abrigo) (LIU et al.,2004; DE
LANGE, 2005). As proteinas que fazem parte do complexo shelterin possuem
trés caracteristicas basicas: 1) sdo abundantes nos teldmeros, mas néo se
acumulam em outras partes da célula, 2) estdo presentes nos teldmeros ao longo
de todo o ciclo celular e 3) tém fungéo limitada aos teldbmeros. Nao pertencer ao
complexo shelterin, no entanto, ndo indica que a proteina ndo possua funcao
telomérica, pode significar apenas que a proteina ndo apresenta alguma das
caracteristicas citadas acima (DE LANGE, 2005).

Outro complexo importante para a manutencao telomérica em humanos
(e também em outros eucariotos como leveduras, vertebrados e plantas) é o
denominado CST, composto pelas proteinas Ctc1, Stn1 e Ten1, que sao
estruturalmente semelhantes ao complexo heterotrimérico RPA (Replication
Protein A), sendo denominadas de RPA-like ou telomeric RPA. Junto ao
complexo shelterin, as proteinas do complexo CST (CTC1, Stn1 e TPP1) séo

responsaveis pela manutencao e estabilidade telomérica. (MIYAKE et al., 2009;
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SUN, et al.,, 2009; WELLINGER, 2009). Ja estd bem estabelecido que o
complexo CST se liga ao teldmero de forma independente da shelterin POT1,
porém a proteina Stn1 & copurificada com outra shelterin, a proteina TPP1,
sugerindo uma interagdo entre esses dois complexos. Ambos os complexos
podem proteger os teldmeros, porém o CST se limita a interagir com a fita
simples enquanto o shelterin pode interagir com ambas as fitas e alguns de seus
componentes como as proteinas TRF2 e POT1 estdo difretamente envolvidas
com a formacdo de T-loops. Adicionalmente, ambos os complexos podem
competir com a RPA na ligagdo com a fita G. Atualmente, o que € aceito € que
ambos os complexos podem regular o recrutamento da telomerase e que eles
cooperam para a protecao telomérica (GIRAUD-PANIS et al., 2010 ,RICE et al,
2016)

O complexo CST em leveduras, apresenta uma diferencga significativa das
demais em relacdo a sua composicao, que ao invés de conter a proteina Ctc1
apresenta a proteina Cdc13. Em leveduras, a Cdc13 pode ser encontrada tanto
fora do complexo CST, regulando o recrutamento da telomerase no final da fase
S do ciclo celular, quanto complexada com as proteinas Stn1 e Ten1, formando
0 capping telomérico, estrutura responsavel pela protecao das extremidades dos
cromossomos contra a degradagdo, principalmente por exonucleases. Em
leveduras, o complexo CST interage com os teldbmeros da seguinte maneira: a
proteina Stn1 compete com a Est1 (parceira da Cdc13 no recrutamento da
telomerase) na ligagdo com a Cdc13, ou seja, a Stn1 regula negativamente o
recrutamento da telomerase. Ja a proteina Ten1 aumenta a capacidade da
Cdc13 de ligagdo com o DNA telomérico, reforgando a formagao do capping . A

teoria mais aceita acerca da origem do complexo CST é de que ele evoluiu a
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partir das 3 subunidades de uma RPA ancestral, visto suas semelhangas
estruturais e funcionais. (GIRAUD-PANIS et al., 2010; RICE et al, 2016)

A visao classica era que os teldmeros eram formados somente por
regides nao codificantes, porém recentemente foi identificado que existem certos
transcritos teloméricos. Tais transcritos sdo longos RNAs ndo codantes, e,
provavelmente, tem sua funcao relacionada com a manuteng¢ao telomérica. O
mais estudado e conhecido entre eles € o TERRA ( Telomere Repeat contaning
RNA), o qual tem origem na regido subtelomerica da fita rica em C e cuja fungéo
ainda precisa ser completamente elucidada, apesar de ja existirem indicios dele
interagir diretamente com o teldbmero e com proteinas teloméricas (AZZALIN et
al.,2007) .

A Fig.4 ilustra um esquema da estrutura telomérica de humanos.
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Figura 4: A acao orquestrada dos complexos shelterin e CST na regulagdo do acesso
da telomerase aos teldmeros em humanos promove a elongagdo dos teldbmeros e o
bloqueio do acesso da RPA. Nos terminais dos cromossomos, a telomerase pode ser
recrutada pela interacdo TPP1/POT1 via interacdo de TPP1 com POT1 e a telomerase
(ABREU et al., 2010). A elongacao telomérica é finalizada pela telomerase quando o
complexo CST se liga ao 3'overhang recém sintetizado (linha vermelha). O complexo
CST também interage com a DNA Pol a-primase para promover a sintese da fita C (linha
verde pontilhada). O complexo CST inibe o acesso da RPA aos teldbmeros pela sua alta
afinidade com DNA de simples fita rico em G.(GIARDINI et al., 2014).
3.5. O complexo telomérico de Leishmania amazonensis

Os teldmeros do organismo estudado nesse trabalho, Leishmania
amazonensis, apresenta as caracteristicas basicas dos telomeros, porém com a
auséncia dos principais complexos proteicos (CST e shelterin). Em vez disso,
apresenta trés complexos proteicos que se associam a fita simples do telémero
(rica em G) in vitro (FERNANDEZ et al.,2004,). Nosso grupo de pesquisa
identificou, além da enzima telomerase (LaTERT), que elonga os teldmeros, trés
proteinas que sado componentes desses complexos (CANO et al.,, 1999;
GIARDINI et al.,2006; FERNANDEZ et al.,2004). Tais proteinas sdo: LaRBP38
(Leishmania amazonensis RNA binding protein 38), a molécula alvo desse

estudo, LaRPA-1 (Leishmania amazonensis Replication Protein A 1) e a proteina
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LaCalA (FERNANDEZ et al,.2004; MOREA et al 2017). Embora a identificagao
dessas proteinas tenha sido in vitro, ja foi observado que as trés proteinas
também interagem e co-localizam-se in vivo com os teldbmeros do parasito (LIRA
et al., 2007b; SIQUEIRA-NETO et al., 2007, da Silveira et al., 2013, ; MOREA et
al 2017). Outras proteinas que foram identificadas e caracterizadas por nosso
grupo, se associam a fita dupla dos terminais dos cromossomos e sédo: LaTBP1
(Leishmania amazonensis Telomere Binding Protein 1) e LaTRF (Leishmania
amazonensis TTAGGG Repeat Binding Factor) (DA SILVA et al., 2010). Além
dessas proteinas ja citadas, recentemente foi identificado que em Leishmania
spp. esta presente o longo RNA ndo codante conhecido como TERRA (telomeric
repeat contaning RNA) cujas fung¢des ainda precisam ser elucidadas.( MOREA
et al in preparation). A Fig. 5 apresenta o panorama atual da composi¢ao dos

teldbmeros de Leishmania amazonensis.

<‘/>A",
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TSP TRF RPAL

5' -GGGTTA “LCT AS..GGGTI’AGGGTTAGGGTTAGGGTI’AG‘?TAGGG-T
3" -CCCAAT .. ..CCCAATCCCAATCCCAAT-5'

LCaLa

LTER

LTERRA

Figura 5. Panorama atual dos teldmeros de Leishmania spp. O telémero esta formado
por regides subteloméricas (LCTAS), uma regiao dupla fita e uma protruséo simples fita
3’-G overhang. As proteinas LTBP-1, LTRF e LRBP38 interagem com o DNA dupla fita,
as proteinas LRBP38 e LRPA-1 interagem com o DNA simples fita. Ainda nessa imagem
temos o TERRA, um longo RNA n&o codante com fungdes nos teldbmeros e as proteinas
a LPinx1 e LCala proteinas recém identificadas com fungdes teloméricas. As interagdes
protéicas afetam a interacdo do complexo TERT-TER com os teldmeros. (imagem
adaptada de DA SILVA et al., 2012).
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3.6. A proteina RPA e suas func¢des nos telomeros

A RPA é uma proteina presente na grande maioria dos eucariotos e tal
conservagao se da pelo fato dela realizar diversas fun¢gdes associadas ao
metabolismo do DNA, entre elas: participar da maquinaria de replicagao,
recombinacédo, reparo, checkpoints do ciclo celular, transcrigdo e regulagao da
estrutura telomérica. Todas essas fungdes se dao principalmente pela
capacidade de a proteina interagir com DNA de simples fita,através de dominios
OB-folds. Sua composigao basica é de trés subunidades: RPA-1 (70kDa), RPA-
2 (30kDa) e RPA-3 (14kDa), caracterizando a proteina como um complexo
heterotrimérico, mostrado na Fig.6. (LONGHESE et al., 1994, WOLD, 1997,

SMITH et al., 2000).

Reat1 [DBD-F]  [DBD-AT[DBD-8T [ DBD-C

1 101 181 290 301 422 436 616

1 46 171 270
1 121

Figura 6. Representacdo da estrutura linear basica das trés subunidades do complexo
RPA humano, com seus dominios destacados.(LIU. et al, 2016)

A proteina RPA-1 apresenta fungdes vitais para o bom funcionamento
telomérico (SMITH et al., 2000, SCHRAMKE et al., 2004, KIBE et al., 2007,
KOBAYASHI et al., 2010). Uma fungao de extrema importancia € a de ativagao
da telomerase, que em leveduras de brotamento e de fissdo, € mediada por sua
interacao com as proteinas yKU e Est1, que junto com a subunidade 1 da RPA
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(RPA-1), recrutam a enzima na fase S do ciclo celular (SCHRAMKE et al., 2004;
LUCIANO et al., 2012). Além disso, a RPA co-imunoprecipita com CDC13, yKU
e a telomerase que facilitam a atividade de telomerase nos terminais dos
cromossomos (LUCIANO et al., 2012).

Em humanos, ocorre o contrario, ja que presencga e interagdo de RPA com
o DNA simples fita telomérico rico em G € evitada porque a interagdo de TTP1
com POT1 previne a ativagao da quinase ATR que poderia sinalizar um dano nos
teldmeros ao recrutar RPA (GIRAUD-PANIS et al., 2010, GIARDINI et al, 2014)
(Fig. 4). Alem disso, a RPA interfere na regulagdo dos teldbmeros através de
interagdes com outras proteinas, como as helicases WRN (Sindrome de Wemer)
e BLM ( Sindrome de Bloom), que sado encontradas em complexos que
promovem a desnaturagao da dupla fita do teldmero complexado com TRF2, um
indicio de que todas essas proteinas agem na mesma via nos terminais
cromossémicos (OPRESKO et al., 2002). Em ensaios com leveduras de fisséo
mutantes para a RPA, observa-se o encurtamento gradual nos teldmeros.
Quando essa mutagdo € combinada com mutagdo no gene que codifica o
homologo de TRF2 (proteina TAZ1), a erosdo telomérica € acelerada (KIBE et
al.,, 2007). Este mesmo fendtipo de instabilidade, com perda abrupta dos
teldbmeros, é observado em mutantes duplos para o gene da POT1. Ja a
superexpressao de POT1 de vertebrados no mutante de levedura para os genes
de RPA e TAZ1 suprime a perda dos teldmeros, restabelecendo a estabilidade
telomérica, sugerindo alguma ligagéo entre o mecanismo de agado de POT1 com

as proteinas RPA e TAZ1 (KIBE et al., 2007).
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3.7. A proteina RPA-1 de Leishmania spp.

Em Leishmania spp., a subunidade RPA-1 (LaRPA-1, GenBank Acc.
AY493356) foi identificada em extratos nucleares positivos para a telomerase e
foi isolada em conjunto com a LaRBP38 e a LaCala (em coluna de afinidade ao
DNA telomérico simples fita rico em G), (Fig.7.) passando a ser conhecida como

LaRPA- 1(FERNANDEZ et al, 2004).
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Figura 7. Gel SDS-PAGE mostrando as proteinas LaRPA-1, LaCala e LaRBP38
purificadas a partir de um extrato proteico telomerase positivo, usando coluna de
afinidade a simples fita rica em G do DNA telomérico (FERNANDES et al., 2004).

LaRPA-1 se associa in vitro e in vivo com os teldbmeros do parasito
(SIQUEIRA NETO et al.,, 2007) e, apesar de compartilhar caracteristicas
estruturais com a RPA de outros organismos (como a presenga de dominios OB-
fold), a RPA-1 de Leishmania apresenta algumas caracteristicas estruturais
exclusivas como: ndo possuir o dominio RPA-70 N (que em outros eucariotos
interage com proteinas de maquinaria de recombinacgao), a interagdo com o DNA

de simples fita se da apenas via dominio OB-fold 1, presente no N-terminal da
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proteina, e, os dominios OB-fold 2 e OB-fold 3 ndo tem capacidade de se ligar
ao DNA de simples fitas. Apesar disso, a proteina mantém sua capacidade de
ligacdo com o DNA de forma eficiente (JACOBS et al., 1999; SIQUEIRA NETO
et al., 2007, PAVANI et al., 2014). Outro fato interessante, € que se observamos
a LaRPA-1 do ponto de vista filogenético ela € uma RPA-1 com caracteristicas

ancestrais(FERNANDES et al, in preparation.)(Fig.8).
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Figura 8. a) Ensaio de EMSA mostrando que a LaRPA-1 interage com a fita G
do DNA via OB-fold 1. b) Ensaio de FISH-IF mostrando a co-localizagdo da LaRPA-1
com os teldbmeros. ¢) Comparagao da estrutura linear da LaRPA-1, com a RPA-1 de
outros organismos, evidenciando a falta do dominio 70N de ligacdo ao DNA. d)
Cladograma construido utilizando inferéncia baiesiana Mr. Bayes mostrando que a RPA-
1 Leishmania spp. é a mais primitiva entre os organismos estudados(em vermelho). As
figuras a) e b) foram retiradas de (SIQUEIRA-NETO et al., 2007), a figura c) de (PAVANI
et al., 2014) e a figura d) foi feita por (FERNANDES et al, in preparation.)

E importante ressaltar que, cada subunidade da RPA, tem uma

correspondente estrutural no complexo CST (Cdc13/Stn1/Ten1 em leveduras e
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Ctc1/Stn1/Ten1 em vertebrados e plantas), como ilustradi na Fig.9 (AMY D. et al,
2009, PRICE et al, 2010). As proteinas Cdc13 em leveduras e Ctc1 em
vertebrados e plantas compartiiham com a RPA-1 um dominio OB-fold que tem
alta afinidade para DNA simples fita. A proteina Stn1, tem semelhancgas
estruturais com a RPA-2, visto que predicbes de estruturas secundarias e
terciarias sugerem que o dominio N-terminal da Stn1 adota uma conformagéao
muito similar ao dominio OB-fold da RPA-2, hipétese esta reforcada pelo fato de
que esses dominios podem ser trocados in vivo em Saccharomyces cerevisiae
sem perda de funcdo. Ja a proteina Ten1 é estruturalmente similar a RPA-3,
sendo considerada sua paraloga, pois ambas as proteinas compartilham
elementos estruturais secundarios e apresentam regidées N-terminais e loops
basicamente iguais (AMY D. et al, 2009, PRICE et al, 2010). Ainda em termos de
comparagao, recentemente outro complexo RPA-like foi identificado em
terminais cromossémicos de Tetrahymena termophila. Este complexo é
composto pelas proteinas p75, p45 e p19, consideradas subunidades da
holoenzima telomerase. Elas s&o estruturalmente semelhantes aos
componentes do complexo CST, principalmente as proteinas p19 e p45 que séo
estruturalmente homologas as proteinas Ten1 e Stn1 respectivamente (JIANG et
al, 2015).

Uma busca aprofundada, utilizando ferramentas de bioinformatica,
demonstra que o genoma de Leishmania spp. ndo apresenta homologos as
proteinas que interagem com a simples fita telomérica rica em G, como a CDC13,
POT1 e os componentes do complexo CST ou CST-like (proteinas teloméricas).
A primeira, € exclusiva de leveduras, porém a POT1 e suas isoformas séo

conservadas na maioria dos eucariotos (SHAKIROV et al., 2009). Esse fato leva
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a especular que a LaRPA-1 pode cumprir a fungcdo destas proteinas na
manutengao telomérica do parasito. Além disso, em Leishmania spp., a LaRPA-
1 foi isolada via métodos bioquimicos, de forma independente das outras duas
subunidades, o que levanta a hipotese dela exercer fungdes fora do trimero que
podem ser exclusivas das extremidades cromossémicas, embora genes que
codificam para as subunidades RPA2 e RPA3 sejam encontrados no genoma do
parasito. Esse fato justifica um estudo minucioso sobre a biologia da LaRPA-1 e
seus interatores, visando a melhor compreensao das funcdes dessa proteina

bem como do complexo telomérico de Leishmania  spp..
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Figura 9. Comparagao da LaRPA-1 com os seus homélogos em humanos ( hRPA70 e
hCT1) e leveduras ( ScCdc13) evidenciando certo grau de conservagéao estrutural.
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4. Justificativas e Hipotese

O nosso grupo de pesquisa busca desvendar se a proteina RPA-1 de
Leishmania spp. apresenta funcbes semelhantes as telomere end-binding
proteins (ex.: CDC13 e POT1) descritas em outros eucariotos. Para isso ela
precisa apresentar algumas caracteristicas especificas como: ter preferéncia ao
DNA telomérico, apresentar alguma relagdo com a atividade da telomerase e ter
a capacidade de protecdo dos terminais cromossdmicos (capping telomérico).
Como citado anteriormente, em Leishmania spp. homologos para as proteinas
RPAs-like teloméricas ndo estdo presentes no genoma do parasito, 0 que nos
leva a deduzir que a RPA-1 e seus possiveis interatores possam cumprir funcoes
semelhantes. Um estudo recente mostra que a RPA-1 de leveduras consegue
proteger DNA simples fita de ataque de exonucleases, porém em leveduras a
RPA-1 ndo tem preferéncia pela sequéncia telomérica, onde a CDC13 ¢é a
responsavel pela protecdo dos teldbmeros (GREETHAM et al.,2015). Em
Leishmania spp. ndo existem homédlogos da CDC13, o que reforca nossa
hipétese da LaRPA-1 desempenhar as fungdes dessa proteina neste organismo.
Se somarmos os resultados que serdo apresentados neste trabalho com os
outros ja citados anteriormente, aumentam as chances da RPA-1 de Leishimania
spp. ser o principal componente de interacao com a simples fita rica em G nos
terminais teloméricos do parasito.

Para comprovar isso, realizamos esse trabalho, onde delimitamos a
seguinte hipotese: A RPA-1 de Leishmania spp. tem a capacidade de proteger a
fita G do DNA telomérico de ataques de exonucleases. Se a hipbtese for
verdadeira, a RPA-1 de Leishmania spp. pode apresentar a fungao bioldgica de

capping telomérico. Isso somado a outras funcdes teloméricas da RPA-1 de
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Leishmania spp. ja identificadas, como por exemplo, o fato dela interagir
preferencialmente com a simples fita telomérica rica em G (SIQUIERA-NETO et
al., 2007; PAVANI et al., 2014) e dela ser recrutada em maior quantidade para
os teldbmeros quando € induzido dano ao DNA telomérico (DA SILVEIRA et al.,
2013; DA SILVA et al., 2017) poderemos classifica-la como uma telomere end-
binding.

Como um todo, temos que nos atentar que as telomere end-binding
proteins sao essenciais para a homeostase dos teldbmeros e que por sua vez,
sao fundamentais para a estabilidade e bom funcionamento de toda célula
eucariota. O fato de estarmos trabalhando com um microorganismo patogénico,
os resultados aqui obtidos poderao auxiliar na identificacdo de alvos parasito-
especifico para desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, além de nos
ajudar a compreender melhor os caminhos evolutivos das proteinas teloméricas

e da propria biologia dos protozoarios.

5. Objetivo

O objetivo geral desse trabalho € avaliar a capacidade da LaRPA-1 de
proteger a fita G do DNA telomérico do ataques de exonucleases, via diferentes
métodos de avaliacdo , para elegé-la como uma pdéssivel proteina responsavel

pelo capping telomérico em Leishmania spp..
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6. Materiais e Métodos

6.1. Busca por dominios OB-folds homélogos no genoma de Leishmania
major

Para identificar homologos de dominios estruturais do tipo OB-folds nas
proteinas do genoma de Leishmania major foram preditos dominios proteicos de
todas as proteinas anotadas do genoma do parasito Leishmania major Friendlin
obtido no TriTrypDB (version 30), utilizando o algoritmo Jackhammer disponivel
no banco de dados PFAM. No total foram analisadas mais de nove mil
sequéncias proteicas. Posteriormente, foram realizadas buscas por familias e
clas de proteinas que apresentam os dominios OB-fold. Para estas buscas foram
usados codigos de identificacdo de PFAM (versdo 31) para dominios OB-fold

usando um E-value minimo de 1,0 como um ponto de corte.

6.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

A reacdo de PCR foi realizada utilizando reagentes ( Taq polymerase,
DNTPs, MgCIl2, PCR Mix buffer) da marca Invitrogen sob as seguintes
condi¢cBes: 94°C por 30 segundos, 60° C por 30 segunos e 72° C por 30

segundos. Repetiu-se esse procedimento por 40 vezes.

Depois da reacao, os produtos de amplificacdo foram fracionados em géis
de agarose 0,8% e o resultado visualizado sob luz U.V., utilizando o equipamento

G:BOX Chemi XR5.

6.3. Purificagcédo da LaRPA-1 recombinante
Para obtermos a LaRPA-1 isolada na forma recombinante, realizamos a

purificacdo da proteina recombinante seguindo o protocolo previamente
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estabelecido (LIRA et al., 2009). A proteina foi obtida em sistema de expressao
bacteriano, utilizando bactérias E. coli BL21DE3 transformadas com o vetor
pET28a+-LaRPA-1(Fig. 10). Este vetor de expressao bacteriano permite que a
proteina recombinante seja expressa em fusdo com um tag de 6xHis no N-
terminal, fazendo com que a proteina recombinante tenha um tamanho
molecular um pouco maior que a selvagem (a selvagem tem cerca de 51 kDa e

a recombinante 53,3 kDa).

Kbp
12.0
20
1.0

04

Figura 10. Gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio mostrando o plasmideo
pET28a+-LaRPA-1 na forma circular (coluna 2) utilizado na transformagao bacteriana.
Na coluna 1, vemos o marcador de peso molecular (1kb plus DNA Ladder, invitrogen).

As bacterias transformadas foram selecionadas(selecdo confirmada na
Fig.11) utilizando 50 pg/ml de canamicina e cloranfenicol e apos selecéo , foram
cultivadas a 37° C sob agitacdo até atingirem a DO 600nm(densidade éptica).
Ao atingirem essa DO, a expressao da proteina foi induzida com 1 mM de IPTG

(isopropy Ithio-b-D-galactopyranoside) por 3 horas. A LaRPA-1 é expressa na
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fracdo insolavel do extrato proteico bacteriano, portanto apds a inducdo as
bactérias sdo centrifugadas a 2600 xg por 15 minutos, e a fracdo insoluvel é

submetido a lise para a obteng&o do extrato proteico.

Figura 11: Gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio. Na coluna 1, o
marcador de peso molecular (1kb plus DNA Ladder invitrogen). Na coluna 2, a
amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 150 pb do gene que codifica a
LaRPA-1 amplificado a partir do DNA plasmidial (pET28a+-LaRPA-1) utilizado na
transformagéo. Na coluna 3, o controle negativo da reagédo de PCR (sem DNA) e na
coluna 4, a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 150 pb do gene que
codifica a LaRPA-1 usando como molde DNA de colbnias transformantes,
demonstrando o sucesso da transformacgao.

A lise é feita com a ressuspencao da fracédo insoluvel em tampéo de lise (
Tris- HCl 50mM, NaCl 50mM, EDTA 10 mM e lisozina 200 pg/ml) e incubagé&o
por 30 minutos no gelo, seguido de sonicacdo. Apds a lise o extrato proteico é

ressuspenso utilizando tampéao A (Glicina 20 mM pH 10, NaCl 20 mM , Uréia 7M
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e beta mercaptoetanol 1mM), nessa etapa ocorre a desnaturagéo das proteinas

pela alta concentracéo de uréia.

A partir dai, inicia-se o processo de purificacdo em 2 etapas usando
cromatografia liquida em coluna de troca idnica (Q- sepharose GE Healthcare)
seguida de cromatografia de afinidade (His- trap GE Healthcare). Na primeira
etapa, o tampao inicial € o tamp&o A, e o tampao de elui¢cdo € o tampéo B (Glicina
20 mM pH 10, NaCl 1M, Uréia 7M e beta-mercaptoetanol 1mM). Na segunda
etapa, o tampé&o inicial € o tamp&o C (Tris- HCI 20mM, NaCl 500 mM, Uréia 7 M
e beta mercaptoetanol 1mM) e o tampéao de eluicdo é o tampédo D (Tris- HCI

20mM, NaCl 500 mM, Imidazol 500 mM, Uréia 7 M e beta mercaptoetanol 1mM).

Apbs a purificacdo, a proteina € submetida a sucessivas etapas de dialise
para a retirada dos sais. A didlise é feita em tampao final (Tris- HCL 20mM e
NaCl 20 mM). No processo de didlise sdo adicionados 100 pg/ml heparina
sbédica. A heparina funciona como uma chaperona e serve para que 0

enovelamento da proteina seja feito de forma correta (LIRA et al., 2009).

6.4. Cultura de parasitos selvagens para obtencédo de extrato proteico
Parasitos Leishmania amazonensis, cepa MHOM/BR/73/M2269, na forma
promastigota, foram cultivados em fase mid-log de crescimento a 27 °C em meio
“199 (Earle)” (Cultilab), pH 7,4, suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Cultilab) e 1%  solugdo de  Antibidticos com  antimicético

(penicilina/estreptomicina).

27



6.5. Obtencdo de extratos de fracdes subcelulares (nucleo e citoplasma)
de formas promastigotas de L. amazonensis.

Os extratos de nucleo foram preparados a partir de culturas de formas
promastigotas em fase mid log de crescimento contendo aproximadamente de
1,5 x 10%a 3.0 x 10° células. Os parasitos foram lavados trés vezes em 1X PBS
por centrifugagédo (206 g) por 5 minutos a 4° C e incubadas por 10 minutos no
gelo em 0,5 ml de tampéao de lise | (Hepes 10 mM, pH 7.5, MgCI21.5 mM, KCI
10 mM, DTT 0,5 mM, NP40 0.5%, suplementado com 1X coquetel de inibidores
de proteases). Apds a incubacgao, o precipitado foi centrifugado (1.460 g) por 10
minutos a 4° C e o sobrenadante resultante foi coletado e usado como extrato
de citoplasma. O precipitado contendo o nucleo foi incubado por 20 min no gelo
com 0,05 ml de tampéo de lise Il (Hepes 20 mM, pH 7.5, MgCI21.5 mM, KCI
840mM, DTT 0,5 mM, glicerol 25%, EDTA 0.2 mM, suplementado com 1X
coquetel de inibidores de proteases) e entdo centrifugado (15.500 g) por 15
minutos. a 4° C. O sobrenadante resultante foi recuperado e usado como extrato
nuclear. Os extratos das fragdes subcelulares (nucleo e citoplasma) foram

armazenados a -80 °C.

6.6. Western blot

Extratos protéicos provenientes de formas promastigotas e proteina
recombinante, foram submetidos a fracionamento em gel 10% SDS-PAGE e
ap6s a separacao, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose utilizando sistema de transferéncia semi-seco TE 70 PWR
(Amersham, Bioscience). Aimunodeteccao das proteinas foi realizada utilizando-
se soro imune obtido em coelho anti-LaRPA-1 e a detecgdo quimioluminescente

foi com anticorpo secundario marcado com peroxidase produzido em cabra (anti-
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IgG de coelho) e o kit ECL prime (GE Healthcare).

6.7. Espectroscopia de fluorescéncia

As medidas de espectroscopia de fluorescéncia estatica foram realizadas
em um espectrofluorimetro Hitachi F-7000 utilizando-se uma cubeta de caminho
optico de 2 mm, um bandwith de excitacdo de 5 nm e de emisséao de 10 nm. Para
a excitacdo das amostras, foram utilizados os comprimentos de onda 260, 265,
270, 275, 280, 285, 290 e 295 nm e o comprimento de onda emitido foi detectado
no intervalo de 300-450 nm na velocidade de 1200 nm.s™.

As amostras de LaRPA-1 recombinante em tampéao final ( Tris HCI 20mM,
NaCl 20mM) possuiam a concentracdo de 14 ug ou 440.25 nM (valor obtido
calculando-se o coeficiente de extingdo). As amostras dos DNAs teloméricos
usadas nos ensaios também foram ressuspensas em tampdao final na
concentracdo de 32 pmol. Para as medidas na presenca da Exonuclease |
bateriana (New England Biolabs) a Exonuclease | foi usada na concentracdo de
3,125 unidades no seu tampédo de atividade. O complexo LaRPA-1+TEL3 é

incubado por 30 minutos a 37°C ap6s a adi¢cao da Exonuclease |I.

Por fim, como nessa concentracdo, a Exonuclease | apresentava sinal
fluorescente , este foi subtraido dos espetros que continham RPA, TEL3 e a

exonuclease (RPA+TEL3+EXO) e TEL3 e exonuclease (TEL3+EXO) somente.

6.8. Digestao com Exonuclease |
Durante a padronizacdo da metodologia foram realizados ensaios na

auséncia e na presenca de LaRPA-1 ligada ao oligonucleotideo TEL 3 marcado

29



com digoxigenina (TEL 3 DIG) (Tabela 1). Nestes ensaios o oligo TEL3-DIG
sozinho e complexado a proteina LaRPA-1 foram submetidos a digestao pela
Exonuclease | bacteriana (New England Biolabs).

Aqui foram realizados dois tipos de ensaios, o primeiro com concentragao
fixa de 2 unidades de Exonuclease | variando o tempo de incubac¢ao de 0 a 60
minutos. O segundo, fixou-se o tempo de incubagdo em 30 minutos e variou-se
a concentrag¢ao de Exonuclease | entre 0,78 a 50 U.

Os produtos resultantes da digestdo foram fracionados em géis 6% de
poliacrilamida (acrilamida 37,5:1 bis-acrilamida). Apd6s a eletroforese as
amostras sao transferidas para uma membrana de nylon utilizando transferéncia
molhada a 400mA por 40 minutos em tampéao TBE 0,25X, A revelacao se da por
guimioluminescéncia utilizando soro anti-digoxigenina (Roche) e o kit CSPD (GE
Healthcare). As imagens dos géis foram visualizadas utilizando o equipamento
G:BOX Chemi XR5 e a quantificacdo da intensidade de sinal do complexo
formado e do oligonucleotideo livre (em valores arbitrarios), descontando-se o
sinal de fundo (background), é feito utilizando o programa GeneTools from
Syngene com resultados normalizados sempre considerando o maior sinal como

100%.

6.9. Eletrophoretic mobility shift assay(EMSA)

Oligonucleotidieos utilizados s&o marcados com DIG-11ddUTP por
terminal transferase usando o kit Dig Gel Shift kit(Roche). Os EMSA séo
realizados incubando diferentes concentragées de LaRPA-1, concentragdes fixa
(1,55 pmol) do oligonucleotideo, 0,1 ug de poly-L-lisina, 1 ug de poly[d(I-C)] e 1X

binding buffer (de um estoque 5X com HEPES 100mM pH 6, EDTA 5mM,
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(NH4)SO4 50mM, DTT 5 mM, Tween 20 1%, KCI 150mM). As amostras s&o
mantidas por 15 minutos em temperatura ambiente e entdo s&o aplicadas em um
gel ndo denaturante de 6% (Acrilamida/Bis-Acrilamida 37,5:1) e fracionados a
80V utilizando TBE 0,25X como tampao de corrida. Apos a eletroforese as
amostras sédo transferidas para uma membrana de nylon utilizando transferéncia
molhada a 400mA por 40 minutos em tampédo TBE 0,25X, as amostras sao
fixadas na membrana por exposicao a luz UV por 15 minutos. A detecgao se da
por quimioluminescencia utilizando o kit Dig Gel Shift( Roche), as imagens s&o
capturadas utilizando o equipamento G:BOX Chemi XR5 e a quantificagado do
sinal é feito utilizando o programa GeneTools from Syngene com resultados

normalizados sempre considerando o maior sinal como 100%.

Tabela 1. Lista de oligonucleotideos utilizados no trabalho.

Rpa1-iF 5 GCAACG GTT TTC AAT GAC GCC 3’
Rpal-R 5TGG GCGTCCTGC TTGAAG TAAAT &
TEL 1 5 TTAGGG 3

TEL 2 5 TTAGGG TTAGGG 3

TEL 3 5 TTAGGG TTAGGG TTAGGG 3

TEL 3 DIG 5 DIG* TTAGGG TTAGGG TTAGGG &

*DIG refere-se a marcagéo com digoxigenina.
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7.Resultados e Discussao

7.1. Dominios estruturais OB-folds presentes em proteinas teloméricas

classicas ndo sdo encontrados no genoma de Leishmania spp.

Proteinas ligantes de DNA telomérico simples fita rico em G , aqui
denominadas telomere-end binding proteins, sdo consideradas RPA-like por
compartilharem com as proteinas RPA dominios estruturais de interagédo do tipo
OB-fold. Elas cumprem func¢des essenciais na manutencao telomérica, incluindo
capping telomérico , regulacéo da atividade da telomerase e da replicacdo dos
terminais de cromossomos (MIYAKE et al., 2009; SUN, et al., 2009;

WELLINGER, 2009).

Dados anteriores mostravam que ndo existem homélogos para estas
proteinas teloméricas no genoma de Leishmania spp. (PAVANI et al., 2014).
Porém, estas informac¢fes foram baseados somente em analises in silico obtidas
a partir de alinhamentos multiplos entre sequéncias de genoma que codificam

proteinas.

Neste trabalho realizou-se andlise estrutural utilizando-se o algoritmo
Jackhammer disponivel no banco de dados PFAM, para identificar proteinas no
banco de dados de proteinas anotadas no genoma de Leishmania major Friedlin
(disponivel no Tritryp DB v.30) que apresentavam dominios OB-fold. A analise

foi feita em Leishmania major pois essa espécie € a que tem o genoma melhor
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anotado, porém esse resultado pode ser estendido para outras espécies do

parasito e outros tripanosomatideos.

Os resultados apresentados na Tabela 2(feito por FERNANDES et al, in
preparation) mostram que realmente ndo existem ortélogos estruturais para as
proteinas teloméricas ligantes de simples fita descritas em outros eucariotos no
genoma do parasito (por ex. CDC13 e Potl). Na tabela 2 s6 estdo compilados
os resultados diretamente relacionados com os teldmeros, a tabela completa

esta no apéndice desse trabalho

Tabela 2. Auséncia de OB-folds teloméricos em Leishmania major.

Clan CL0021: OB (oligonucleotide/oligosaccharide binding) fold

Accession Pfam Entradas relacionadas Identificagdo no
database Familia Descrigao ao PDB TriTripDB
PF10451 Stn1 Telomere regulation protein Stn1 3KF6; 3KF8 -

Telomere capping, CST complex
PF12658 Ten1 subunit 3K0X; 3KF6; 3KF8 -

Telomere-capping, CST complex
PF15490 Ten1_2 subunit 4J0l -

Telomeric single stranded DNA
PF02765 POT1 binding POT1/CDC13 1JB7; 1PH1; 3KJO -

Telomere-binding protein beta

PF07404 TEBP_beta subunit (TEBP beta) 1JB7; 1PH9; 210Q -

Dominio sem cla

PF12659 5tn1_C Telomere capping C-terminal wHTH 3K10; 3KEY -
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Isso fortalece a idéia que a RPA-1 de Leishmania spp pode ser a principal
ligante de DNA simples fita nos telomeros do parasito e ser considerada uma

proteina multifuncional que cumpre funcées especificas nos telémeros.

7.2.0btencédo da LaRPA-1 na forma recombinante

Para iniciar nossas analises da interacdo da nossa proteina com o DNA
telomérico, precisavamos ter a LaRPA-1 isolada, entdo prosseguimos com o
protocolo para sua purificacao.

A Fig. 12 a seguir resume o processo em etapas, da purificagdo da

proteina recombinante usando dois métodos cromatograficos .

100 kDa
70 kDa
55 kDa
40 kDa

35 kDa

Figura 12. Etapas da obtenc¢ao da proteina LaRPA-1 recombinante. Gel SDS-PAGE
10% corado com Comassie Blue. Ladder indica o marcador de peso molecular
PageRuler (ThermoScientific); NI, extrato bacteriano obtido antes da indugdo com
IPTG; l,extrato bacteriano total apds inducdo com IPTG; Input QFF, extrato bacteriano
induzido apés a lise e que foi aplicado a coluna Q-Sepharose; Flowtrough QFF, conjunto
de proteinas que nao interagiram com a coluna Q-Sepharose; Input His Trap representa
o conjunto de fragbes que foram eluidas da Q-Sepharose e aplicada na coluna Histrap;
Flowtrough His Trap conjunto de proteinas que nao interagiu com a coluna His Trap, e
a LaRPA-1 representa o conjunto de fragcdes da eluigdo da coluna His Trap que que
continham a proteina purificada (aproximdamente 53,3 kDa) com alto grau de pureza.
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Como podemos observar, temos uma proteina isolada de
aproximadamente 53,3 kDa, que corresponde ao tamanho molecular da

LaRPA-1 recombinante. (figura 12, coluna 8 ou LaRPA-1).

Para termos certeza que a proteina purificada era realmente a LaRPA-1,
€ nao outra proteina bacteriana de tamanho molecular parecido, realizamos
ensaios de Western Blot com soro imune produzido especificamente para

identificar a RPA-1 de Leishmania amazonensis.

- 53,3 kDa
-

Figura 13. ldentificacdo da LaRPA-1 recombinante por Western Blot. As amostras de
10 pg extrato proteico nuclear do parasito e 1 uyg de proteina recombinante foram
fracionadas em gel 10% SDS-PAGE e transferidos para membrana de nitrocelulose. A
membrana foi incubada com soro imune que reconhece especificamente a LaRPA-1.
Na parte de cima da figura estdo indicados a proteina selvagem e recombinante, com
seus respectivos pesos moleculares.

Como observamos na Fig. 13, a proteina que foi isolada realmente é
LaRPA-1 recombinante , 0 que nos permite utiliza-la em nossos ensaios com

seguranca.
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7.3. A LaRPA-1 tem preferéncia por interagir com trés repeticoes
teloméricas

Proteinas que realizam o capping telomérico (POT1 e CDC13 por
exemplo) tem alta especificidade e afinidade com a fita G telomérica, podendo
se ligar a até mesmo uma repeti¢céo telomérica(ELDRIDGE el al, 2005,LIN et al
2001,LEl et al ,2004). Um estudo feito em Trypanosoma cruzi mostra que a
TcRPA-1 tem capacidade de se ligar a uma repetigao telomerica ( 5’ TTA GGG
3’), porém a proteina parece interagir preferencialmente com oligonucleotideos
que contém um numero maior que trés repeticdes ( PAVANI et al., 2017). Ja
sabemos que LaRPA-1 consegue interagir com DNA telomérico de trés a seis

repeticdes (FERNANDES et al., 2004).

Desta forma resolvemos testar a interagdo da RPA-1 com sequéncias
contendo de uma a trés repetigdes teloméricas da fita rica em G. O objetivo aqui
foi o de verificar se a proximidade filogenética entre Leishmania spp. e T. cruzi
tambem seria mantida em relacéo a forma de interagao entre os ortélogos da

RPA-1 nos dois parasitos.

Para observamos a interacdo da LaRPA-1 com diferentes repeticoes
teloméricas, utilizamos ensaios de espectroscopia de fluorescéncia. O principio
por tras dessa técnica € utilizar a fluorescéncia que € um fenbmeno onde uma
molécula em sua forma excitada (de maior energia) emite luz quando retorna a
um estado de menor energia. Como nessa transi¢ao de energia, parte € perdida,
e assim, a radiacdo emitida tera menor energia (maior comprimento de onda)
que a utilizada a para sua excitacdo. As propriedades fluorescentes de uma
molécula dependem da mesma (fatores intrinsecos) ou do meio em gque se

encontra (fatores extrinsecos). As proteinas possuem trés fluoroforos
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intrinsecos, os residuos de triptofano, tirosina e fenilalanina, ainda que o
rendimento quantico desse ultimo seja muito pequeno e, portanto, a contribuicdo
para a emissdo da fluorescéncia, desprezivel (BROWN & ROYER, 1997).
Mudancgas no espectro de emissdo intrinseco de uma proteina (supressao ou
deslocamento do comprimento de onda da fluorescéncia emitida) sdo bastante
sensiveis & mudanca do ambiente intermolecular dos residuos de triptofano e
tirosina, que podem indicar mudancas conformacionais da proteina. Dessa
maneira, € possivel se obter relevantes dados estruturais acerca da proteina em

estudo (BROWN & ROYER, 1997; HOFMANN, 2010).

A LaRPA-1 possui 8 triptofanos e 14 tirosinas em sua sequéncia de
aminoacidos. Triptofanos e tirosinas sdo aminoacidos que possuem anéis
aromaticos e por isso podem ser excitados para emitir sinal fluorescente. Ja era
conhecido que a interagdo com o DNA telomérico simples fita rico em G altera a
estrutura terciaria da LaRPA-1 (PAVANI et al., 2014)

Nestes ensaios mostrados nas Figs. 14, 15 e 16 observamos a alteragao
causada na estrutura terciaria da proteina pela presengca do DNA simples fita

contendo de uma a trés repeticoes telomeéricas.
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Figura 14. Grafico mostrando a interacdo entre a LaRPA-1 e oligonucleotideos
teloméricos por espectroscopia de fluorescéncia com excitagdo em 265nm. Ensaio
realizado com 14 ug LaRPA-1 e 32 pmol das diferentes sequéncias teloméricas
contendo uma (TEL1), duas (TEL2) e trés (TEL3) repeticbes. Neste comprimento de
onda séo excitados somente os residuos de tirosinas. A curva em preto representa a
proteina livre, as curvas coloridas representam a proteina interagindo com os diferentes
DNAs.

A figura 14 mostra o comportamento da LaRPA-1 com as sequéncias
teloméricas contendo uma (TEL 1), duas (TEL 2) e trés (TEL 3) repeti¢cdes. O
que podemos observar € que, ao interagir com qualquer um dos trés DNAs o
comprimento de onda maximo € deslocado para a esquerda, ou seja, 0s
aminoacidos estdo se deslocando para um ambiente mais hidrofébico. Outra
informagdo importante, € a diminuigdo do sinal de fluorescéncia observado

somente com trés repeticoes teloméricas, resultado que se repete
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independentemente da presenca ou ndo de digoxigenina na posigao 5 do
oligonucleotideo TEL 3 DIG, que indica a predilegdo da LaRPA-1 por trés
repeticoes teloméricas de fita G. Essa informagado também se repete quando
excitamos os triptofanos ao usarmos comprimentos de onda em 280 e 290 nm,

como mostrado nas figuras 15 e 16 e na Tabela 3 a seguir.
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Figura 15. Grafico mostrando a interacdo entre a LaRPA-1 e oligonucleotideos
teloméricos por espectroscopia de fluorescéncia com excitagdo em 280nm. Ensaio
realizado com 14 ug LaRPA-1 e 32 pmol das diferentes sequéncias teloméricas
contendo uma (TEL1), duas (TEL2) e trés (TEL3) repeticbes. Neste comprimento de
onda sao excitados os residuos de tirosinas e triptofanos. A curva em preto representa
a proteina livre, as curvas coloridas representam a proteina interagindo com os
diferentes DNAs.
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Figura 16. Grafico mostrando a interacdo entre a LaRPA-1 e oligonucleotideos
teloméricos por espectroscopia de fluorescéncia com excitagdo em 290nm. Ensaio
realizado com 14 ug LaRPA-1 e 32 pmol das diferentes sequéncias teloméricas
contendo uma (TEL1), duas (TEL2) e trés (TEL3) repetices. Neste comprimento de
onda sao excitados somente os residuos de triptofanos. A curva em preto representa a
proteina livre, as curvas coloridas representam a proteina interagindo com os diferentes
DNAs.

Tabela 3. Maximos obtidos em cada comprimento de onda(excitacao)

Comprimento

de onda(nm) RPA RPA+TEL1 RPA+TEL2 RPA+TEL3 RPA+TEL3-DIG
265 339 336 334 334 334
270 339 335 335 334 334
275 339 335 335 335 334
280 340 335 336 337 336
285 341 336 337 336 336
290 339 332 332 331 332
295 337 334 334 334 334
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O resultado que vemos nas Figs. 14, 15, 16 e Tabela 3, mostrando que
os residuos de amino&cidos se deslocam para um ambiente mais hidrofébico na
presenca de DNA, esta de acordo com a disposi¢ao de triptofanos e tirosinas na
estrutura tridimensional da proteina. O modelo mostrado na Fig 17 ilustra este
resultado mostrando que estes residuos se localizam proximos ao dominio de

interacdo ao DNA (OB-fold domain) .

Figura 17. Predi¢do estrutural do dominio OB-fold 1 da LaRPA-1 com triptofanos e
tirosinas destacados. Imagem gerada a partir do modelo LaRPA-1 delta C-term
disponivel no banco de dados ModelArchive. Na imagem, vemos o dominio por dois
angulos diferentes.

Essa informacao ainda indica que a LaRPA-1, a semelhanca da TcRPA-
1 (PAVANI et al, 2017) interage com sequencias contendo 1 ou 2 repeticdes
teloméricas embora apresente predilecdo por interagir com trés repeticoes,
evidenciada pela queda do sinal de fluorescéncia mostrado nas Figs 14, 15 e 16.
Apesar de existir similaridades em relagéo a interagdo com o DNA simples
fita telomérico, entre a TcRPA-1 e da LaRPA-1 elas apresentam diferencas

estruturais significativas que podem sugerir fungdes diferentes para as duas
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proteinas no metabolismo de DNA, incluindo os teldmeros. Por exemplo, a
LaRPA-1 s6 tem um dominio de interagéo do tipo OB-fold capaz de interagir com
o DNA (SIQUEIRA-NETO et al. 2007; PAVANI et al., 2014), enquanto a TcRPA-1
apresenta dois dominios OB fold de interacdo com o DNA (PAVANI et al., 2017),

como ilustrado na Fig. 18

LaRPA1 - OBF1/0BF2 TcRPA1 - OBF1/0BF2

loop 139-147

Figura 18. Representacdo estrutural dos dominios OB-folds da RPA-1 de L.
amazonensis e T. cruzi na presenga de DNA telomérico simples fita (laranja) O modelo
TcRPA1-OBF1/OBF2 foi retirado de (PAVANI et al, 2014) e o modelo LaRPA1-
OBF1/OBF2 foi obtido por modelagem e simulagdes de dindmica molelular
(FERNANDES et al., in preparation).

Estes resultados levantam questdes evolutivas importantes que devem
ser melhor exploradas uma vez que as proteinas teloméricas POT1 e CDC13
também interagem com o DNA telomérico usando um dominio OB-fold.

Sendo assim, procuramos verificar se a semelhanca de POT1 e CDC13,
a LaRPA-1 tem capacidade de proteger os teldbmeros do parasito contra o ataque

de nucleases.
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7.4. A interagdo entre LaRPA-1 e DNA telomérico ndo € desfeita com a
presenca da Exonuclease | com atividade 3’-5’

Para desvendarmos se a LaRPA-1 consegue proteger o DNA telomérico,
nés delineamos o0 seguinte experimento in vitro: utilizar a Exonuclease |
bacteriana, para tentar desfazer a interagdo entre o complexo formado por
LaRPA-1 e o DNA telomérico simples fita rico em G. Se esse complexo nédo for
desfeito na presenca de altas concentragcbes de Exonuclease |, sugere-se
fortemente que a LaRPA-1 protege o DNA telomérico, o que a elege como uma
das possiveis proteinas responsaveis pelo capping telomérico em Leishmania
spp..

A Exonuclease | bacteriana foi escolhida por apresentar atividade
catalitica que remove nucleotideos no sentido 3'>5 em moléculas de DNA
simples fita. Segundo o (BRODY et al.,1986) a Exonuclease | (Exo |) degrada
DNA na forma de simples fita na direcdo 3'—>5' e libera deoxyribonucletideos 5'-
monofosfatos em etapas deixando livres e intactos dinucleotideos no terminal 5'.

A atividade da Exonuclease | bacteriana é medida em unidades, onde 1
unidade é definida como a quantidade de enzima que vai causar a liberagao de
10 nmol de acidos nucleicos em 30 min a 37 °C. Isto significa que 10 unidades
da Exonuclease | bacteriana digere 90% de 1ug de um oligonucleotideo de
100mer em 20 min a 37 °C(LU et al ,2011) . Extrapolando para 0 nosso sistema
necessitamos de 1,8U de Exol bacteriana para digerir 90% de 1 ug (172 pmol)
do oligonucleotideo TEL 3 e TEL 3 DIG (18mer) em 20 min a 37 °C.

Aqui vale lembrar que as extremidades teloméricas em eucariotos
apresentam uma protrusao simples fita rica em G denominada 3'G-overhang que

serve de substrato para a telomerase e uma vez elongada € sitio de interacao de
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proteinas que protegem os teldmeros do ataque de nucleases, (telomere end-
binding proteins) como POT1 em mamiferos e CDC13 em leveduras (LIU et
al.,2004; DE LANGE, 2005; GIRAUD-PANIS et al., 2010; ). Além disso, a
resseccgao realizada pela Exonuclease | (enzima presente em mamiferos, que &
uma homologa da enzima bacteriana usada nesse trabalho) esta relacionada
com a formacgéo do 3’ G-overhang em mamiferos.( WU et al, 2012)

Iniciamos as analises utilizando espectroscopia de fluoréscencia, para
verificarmos a interacdo entre a Exonuclease | e o oligonucleotideo TEL 3 (Fig.
19). Estas analise serviram para certificar que a Exonuclease | utilizada interage
com o oligonucleotideo TEL 3 e também para fazer as devidas corregdes no sinal
de fluorescéncia onde nos ensaios com LaRPA-1, foram descontados os sinais

da Exo + TEL 3.
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Figura 19. Grafico da interacdo entre a Exonuclease | e oligonucleotideo TEL 3. Foram
utilizados 3,125 unidades de Exonuclease | na presenca de seu tampao de reacéo e
32pmol de oligonucleotideo. A excitagdo foi realizada em 280nm, excitando tirosinas e
triptofanos. A curva em preto representa a Exol livre, a curva em azul representa a

proteina interagindo com o TEL3.

Como mostrado no gréfico da Fig 19, a Exonuclease | interage com TEL3,

e percebemos isso pela diferenca entre os dois espectros (EXO e EXO+TEL3).

Sendo assim, a proxima etapa foi avaliar se a presenca de Exonuclease |

interfere no complexo LaRPA-1+TEL 3. Para isso, primeiramente incubamos

LaRPA-1 com o oligonucleotideo TEL 3 e depois adicionamos Exonuclease I,
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mais seu tampéo de reacdo a 37° C (temperatura de atividade da enzima) por

30 minutos.

—RPA
— RPA+TEL3
— RPA+TEL3+EXO

Fluorescéncia (u.a.)

0 T | T T T T T T T | T T T T T T T |_| |
300 315 330 345 360 375 390 405 420 435 450

Comprimento de onda (nm)

Figura 20. Grafico da interacdo entre a LaRPA-1(RPA) e oligonucleotideo TEL 3 e
Exonuclease | (EXO). Na reagdo foi utiizado 14 pg de LaRPA-1, 32pmol do
oligonucleotideo e 3,125 unidades de Exonuclease |. A excitagdo foi realizada em
280nm, excitando tirosinas e triptofanos. A curva em preto representa a LaRPA-1 livre,
a curva em vermelho a interacdo entra a LaRPA-1 e o TEL3 e a curva em azul
representa o resultado LaRPA-1+ TEL 3+ Exonuclease I.

Na Fig 20 estdo mostrados os espectros da LaRPA-1 livre (RPA), da
LaRPA-1 complexada com o DNA telomérico (RPA+TEL3) e da da LaRPA-1

complexada com TEL3 na presenca de Exonuclease | (RPA+TEL3+EXO). Se
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compararmos os perfis dos espectros de fluorescéncia da LaRPA-1 livre e da
LaRPA-1 complexada com TEL3, ocorre dimuni¢cdo do espectro na presenca do
DNA com deslocamento do maximo para a esquerda, repetindo os resultados ja
apresentado anteriormente (Fig. 15). Quando o complexo LaRPA-1+ TEL 3 é
incubado na presenca de Exonuclease |, vemos que ocorre uma pequena
diminuicao do sinal de fluorescéncia comparado ao espectro LaRPA-1 + TEL 3.
Este efeito pode ter sido causado pela simples presenca da Exonuclease | no
sistema, porém o maximo da curva continua se deslocando para a esquerda o
gue pode significar que mesmo na presenca de Exonuclease | a associagcdo
entre LaRPA-1 e TEL3 se mantém. Em relacdo a forma dos espectros
RPA+TEL3 e RPA+TEL3+EXO, eles sédo praticamente idénticos, com excecao
de uma pequena “perturbacao” que se apresenta por volta de 315nm no espectro
RPA+TEL3+EXO. Essa alteragdo se deve provavelmente a manipulagéao
aritimética do dado: o efeito de TEL 3+Exo foi descontado do espectro, e
exatamente nesse comprimento de onda nds temos o pico do espectro (ver Fig
19). Ou seja, a diferenca entre os espectros se deve mais a um viés da técnica

em si, do que um fendbmeno biolégico.

Esse resultado sugere fortemente que LaRPA-1 quando associada a TEL
3, é capaz de protegé-lo da acéo de degradacéo pela Exonuclease I. Além disso,
durante a obtencdo dos espectros ndo observou-se nenhum indicio que na

presenca de Exonuclease | a LaRPA-1 se torna livre no sistema.

Porém essa informacéo sozinha é insuficiente,primeiramente, por tratar-
se de uma observacao indireta, visto que estamos observando o comportamento
da proteina e ndo do DNA (TEL 3). Segundo, neste ensaio € provavel que ocorra

uma competicédo entre a LaRPA-1 e a Exonuclease | pela interagdo com o DNA.
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Pois ja é conhecido que a Exonuclease | se mantém associada ao DNA até o fim

da digestdo (BRODY et al., 1986).

Importante ressaltar que esses resultados foram obtidos nas condi¢cdes
ensaiadas onde no experimento RPA+TEL3+EXO usamos 14 ug (440,25 nM) de
LaRPA-1, 32 pmol TEL 3 e 3,125 unidades de Exonuclease I. Ou seja a LaRPA-
1 foi utilizada em excesso em relacdo a Exonuclease |, devido a uma limitacao
da técnica, pois diminuir a quantidade de LaRPA-1 pode resultar em um sinal de
fluorescéncia insuficiente, e de dificil interpretacdo, enquanto que aumentar a
quantidade de Exonuclease | no sistema, poderia interferir na obtencdo do
espectro LaRPA-1+TEL 3, dificultando nossas analises. Por isso, para melhor
entender a dindmica dessas reaces, utilizamos outros ensaios como mostrado

a sequir.

7.5. Padronizacdo do ensaio de interacdo proteina-DNA do tipo alteragédo
da mobilidade em gel (EMSA, Electophoretic Mobility Shift Assay).

Para validarmos bioquimicamente o resultado anterior, nds utilizamos
uma versado modificada do ensaio de EMSA. O ensaio de EMSA consiste em
avaliar in vitro a formacdo de complexos formados entre proteinas e acidos
nucleicos pela alteracdo da migracdo do complexo (shift) em relacdo ao acido
nucleico livre, utilizando eletroforese em gel ndo denaturante. A Fig. 21 ilustra

essa tipo de ensaio.
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Figura 21. Esquema basico de um ensaio de EMSA.

Foi mostrado anteriormente por nosso grupo que tanto a LaRPA-1 nativa
obtida de extratos semi-purificados do parasito quanto a proteina obtida na forma
recombinante e seu dominio OB-fold 1 individualizado interagem com o DNA
simples fita telomérico rico em G e que essa interacdo pode ser observada
utilizando-se ensaios EMSA (FERNANDEZ et al., 2004; SIQUEIRA-NETO et al.,
2007; PAVANI et al., 2014). Porém ainda ndo foi avaliada a capacidade da
LaRPA-1 de proteger os terminais dos cromossomos do ataque de nucleases,
funcdo que pode sugerir fortemente que ela tenha agcéo de capping telomérico
a semelhanca de POT1 e CDC13, como mencionado anteriormente (ELDRIDGE
el al, 2005,LIN et al 2001,LEIl et al ,2004). Mostramos por espectroscopia de

fluorescéncia um resultado que sugere que a LaRPA-1 protege o DNA
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telomérico(Fig. 20) e para validarmos esse resultado, padronizamos uma
modificacdo do ensaio EMSA que permite visualizar a acdo da Exonuclease |

tanto sobre o DNA livre (TEL 3 DIG) e o complexo LaRPA-1+TEL 3 DIG. .

Para iniciar a padronizacdo desse ensaio definimos a quantidade de
LaRPA-1 recombinante capaz de formar complexos com TEL 3 DIG, utilizando
ensaios in vitro de interacdo proteina-DNA onde variamos a concentracao de
proteina (0,3 ug ~ 2,5 pg) e mantivemos a mesma quantidade de TEL 3 DIG

(1,55 pmol).

[ JLaRPA-1 I\

1 2 3 4 5 6 7 8 9
"1 , Complexo
| LaRPA:Tel 3 DIG

- Tel 3 DIG livre

(1,55pmol)

Figura 22. Titulagdo da LaRPA-1 recombinante usado no ensaio de EMSA. As colunas
de 1 a 8 representam reacdes com a LaRPA-1 que variam sua concentragao absoluta
de 0,3 yg ~ 2,5 pg. A quantidade do oligonucleotideo TEL 3 DIG esta marcada na
imagem. A coluna 9 representa a reacdo somente com o oligonucleotideo. As amostras
foram fracionadas em um gel ndo desnaturante PAGE (37,5:1) e transferidos para uma
membrana de nylon. A revelagdo se da por quimioluminescéncia utilizando soro anti-
digoxigenina (Roche) e CSPD (GE Healthcare)

Como podemos obeservar, na Fig.22 a proteina LaRPA-1 recombinante é
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capaz de se associar ao oligonucleotideo TEL 3 DIG formando um complexo
proteina-DNA que migra de forma diferente do oligonucleotideo TEL 3 DIG livre.
Para os ensaios seguintes escolhemos trabalhar com a combinagdo mostrada
na coluna 3, ou seja 1,5 ug de LaRPA-1 e 1,55pmol TEL 3 DIG, onde é possivel
observar claramente a formacdo do complexo entre LaRPA-1 e TEL 3 DIG e

diferenciar a migragdo do mesmo em relagao ao oligo TEL 3 DIG livre.

7.6. A competicao entra a LaRPA-1 e a Exonuclease | pelo substrato TEL 3

DIG, ndo é tempo-dependente.

No proximo passo avaliamos a acao da Exonuclease | sobre o
oligonucleotideo TEL 3 DIG usando migracdo em gel ndo denaturante (37,5
acrilamida:1 bis-acrilamida). Ja mostramos que ocorre interagdo entre
Exonuclease | e TEL 3 DIG usando espectroscopia de fluorescéncia (Fig 19).
Porém, por essa metodologia nao foi possivel mostrar o efeito direto dessa

interacgao.

Existem dois paramétros que podem influénciar a atividade da
Exonuclease | na presenca do substrato: a concentracdo da enzima e o tempo
de incubacgao da reacdo. Nesta seg¢ao iremos considerar primeiro o tempo de

incubacgéo realizando reag¢des de cinética de digestao no tempo.
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Figura. 23 Cinética de digestdo de tempo do oligonucleotideo TEL 3 DIG usando
Exonuclease | bacteriana com variagao de tempo de incubagao da reagao enzimatica.
O ensaio foi realizado usando concentragao fixa de 1,55 pmol do oligonucleotideo e 2
unidades da Exonuclease | (NEB) em diferentes periodos de tempos( de 0 a 60
minutos). As amostras foram fracionadas em um gel ndo desnaturante PAGE (37,5:1) e
transferidos para uma membrana de nylon. Arevelagéo se da por quimioluminescéncia
utilizando soro anti-digoxigenina(Roche) e kit CSPD (GE Healthcare)

Como mostrado na Fig 23., a Exonuclease | bacteriana é capaz de digerir
o oligonucleotideo TEL 3 DIG causando a sua degradagao a qual é diretamente
proporcional ao tempo de incubagéo. A analise semi-quantitativa dos resultados

mostrados na Fig. 23 estdo apresentados na Fig.24.
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Figura 24. Grafico mostrando a intensidade do sinal do oligonucleotideo telomérico TEL
3 DIG apo6s incubagdo com 2 unidades de Exonuclease | em ensaio de cinética de
digestdo. No eixo Y temos a média da intensidade do sinal (média por pixel em
porcentagem) do oligonucleotideo que esta sendo degradado em relagao ao tempo. As
intensidades dos sinais foram medidas utilizando o programa GeneTools from Syngene,
descontados o background. No eixo X estdo representados os diferentes tempos de
reagdo de digestdo pela Exonuclease |. Para obter estes dados foram realizadas
medidas de dois ensaios individuais e obteve-se a média desses resulatados que estao
plotados no gréfico.

Como é possivel observar no grafico mostrado na Fig 24, quase 80% de
1,55 pmol do oligonucleotideo TEL3-DIG é digerido em 60 minutos de incubacéo
a 37°C na presenca de 2 unidades de Exonuclease |. Isto demonstra que a

Exonucelase | além de interagir com TEL3-DIG, é capaz de digerir o

oligonucleotideo, retirando nucleotideos a partir da sua extremidade 3’. No
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ensaio seguinte, o experimento mostrado na Fig. 25 foi realizado na presenca de

LaRPA-1 ligada a TEL3-DIG.

Tempo de incubagéol\

(O min ~ 60min)
-+ o+ o+ o+ o+ - + + LaRPA-1
+ + + + + + - - -  Exol

Complexo
LaRPA:Tel 3 DIG

—

° . . TEL3DIG
livre

Figura. 25 Avaliagdo da manutengcdo do LaRPA-1+TEL 3 DIG na presenca de
Exonuclease I. O ensaio foi realizado com 1,5 ug da LaRPA-1 recombinante e 1,55 pmol
do oligonucleotideo. Depois da interacdo entre a proteina e o oligonucleotideo o
complexo foi incubado com 2 unidades de Exonuclease | (NEB) por diferentes periodos
de tempo (5 min na coluna 6, 10 min na coluna 5, 15 min na coluna 4, 30 min na coluna
3 e 60 min na coluna 2) em tampao da enzima a 37°C. Ensaios realizados na auséncia
de Exonuclease | foram usados como controle (colunas 8 e 9). A coluna 7 representa o
DNA livre. A coluna 1 mostra o resultado da digestdo de TEL 3 DIG por Exonuclease |
apo6s 60 min de incubagdo. O complexos foram separados em um gel ndo desnaturante
PAGE (37,5:1) e foram transferidos para uma membrana de nylon. A revelacdo se da
por quimoluminescéncia utilizando soro anti-digoxigenina (Roche) e kit CSPD (GE
Healthcare)

Os resultados apresentados na Fig 25 mostra que o TEL 3 DIG continua

complexado com a LaRPA-1 mesmo ap6s 60 minutos de incubacdo com
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Exonuclease I. A andlise semi quantitativa seré realizada nas Figs. 26 e 27
considerando 2 variavéis: a atividade de ligagdo(binding activity) da proteina

LaRPA-1 e a intensidade dos DNAS livres.
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Figura 26. Grafico mostrando a intensidade do sinal do oligonucleotideo TEL 3 DIG livre
em cada reagcdo mostrada na figura 25. No eixo Y temos média da intensidade do sinal
do oligonucleotideo que sobra apés cada ensaio, representado em porcentagem. As
intensidades dos sinais foram medidas utilizando o programa GeneTools from Syngene,
descontados o background.
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Figura 27. Grafico mostrando a atividade de ligagdo da LaRPA-1 com o oligonucleotideo
TEL 3 DIG em cada reacdo mostrada na figura 25 mais a barra de Média que representa
a média dos sinais do complexos LaRPA-1:TEL 3 DIG que foram incubados com a
Exonuclease I. No eixo No eixo Y temos atividade de ligacdo representado em
porcentagens. As intensidades dos sinais foram medidas utilizando o programa
GeneTools from Syngene, descontados o background. No eixo X as diferentes reagées.
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Se nés levarmos em conta a Fig.26 vemos que a digestdo com a
Exonuclease | funcionou e ela € diretamente proporcional ao tempo de
incubacéo(colunas 6 a 2 da Fig.26). O ensaio da coluna 1, teve mais de 80% de

degradacdo do oligonucleotideo.

Se considerarmos a Fig. 27, temos um resultado interessante: as reacfes
que avaliam a atividade protetiva da LaRPA-1 (colunas 6 a 2 da Fig.26) formam
complexos similares e com atividade de ligagdo muito parecidos,
independentemente do tempo de incubacéo, inclusive, a pequena diferenca
entre os resultados ndo tem uma correlacdo com o tempo de incubacao(por
exemplo o maior sinal € na reacédo de 60 minutos). Foi feito a média dos sinais
do complexos é obtivemos o valor de 66,5%, ou seja, podemos inferir que quase
70% do complexo LaRPA-1:TEL 3 DIG néao foi perturbado pela interferéncia da

Exonuclease I.

Isso nos mostra que, independentemente do tempo de reacédo, 1,5 ug da
LaRPA-1 conseguiu proteger mais de 65% do DNA mesmo na presenca de 2
unidades da Exonuclease I, e sugere que a LaRPA-1 tem a capacidade de
proteger o DNA com a sequéncia telomérica. Esse resultado é coerente com o
dado da espectroscopia de fluorescéncia, e nos sugere que realmente a LaRPA-
1 e a Exonuclease | estdo competindo pela interacdo com o DNA. Para
confirmarmos esse fenébmeros iremos fixar o tempo de rea¢cdo em 30 minutos e

faremos a reacao de digestdo com quantidades variavéis de enzima.
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7.7. A competicdo entra a LaRPA-1 e a Exonuclease | pelo substrato TEL

3 DIG é concentracdo-dependente.

Para confirmar o resultado mostrado na Fig 25, repetimos o ensaio fixando
o tempo de digestdo da Exonuclease | em 30 minutos, porém variamos a
concentragcédo de Exonuclease |, realizando uma cinética de digestao que variou
entre 0,78 a 50 unidades de enzima. Antes avaliamos o efeito de Exonuclease |
somente sobre o oligonucleotideo TEL 3 DIG na auséncia de LaRPA-1 como

mostrado na Fig 28.

[ ] Exonuclease Il\
(em unidades)

Figura. 28 Cinética de digestdo na concentracao do oligonucleotideo TEL 3 DIG usando
Exonucelase | bacteriana. O ensaio foi realizado usando concentragéo fixa de 1,55 pmol
do oligonucleotideo e concentragdes crescentes (0,78~50 unidades) da Exonuclease |
(NEB) por 30 minutos. As amostras foram fracionadas em um gel ndo desnaturante
PAGE (37,5:1) e transferidos para uma membrana de nylon. A revelagcdo se da por
quimioluminescéncia utilizando soro anti-digoxigenina (Roche) e kit CSPD (GE
Healthcare)
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A Fig. 28 mostra a digestdo do oligonucleotideo TEL 3 DIG pela
Exonuclease | , e esta € diretamente proporcional a quantidade de enzima na
reagdo. Para avaliar semi-quantitativamente este resultado montamos um
grafico onde foi calculada a média da intensidade de sinal do oligonucléotideo
digerido e n&o digerido, usando dados obtidos de 2 ensaios, e 0s mesmos foram

plotados em um gréfico.
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Figura 29. Gréafico mostrando a intensidade do sinal do oligonucleotideo telomérico
TEL 3 DIG apo6s a incubagdo com concentracdes crescentes de Exonuclease 1(0,78 a
50 unidades) por 30 minutos. No eixo Y temos média da intensidade do sinal do
oligonucleotideo que sobra apos cada ensaio de digestdo, representado em unidades
arbitrarias. As intensidades dos sinais foram medidas utilizando o programa GeneTools
from Syngene, descontados o background. No eixo X estéo representados as diferentes
concentracdes de Exonuclease I.
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O grafico da Fig 29, nos mostra que com apenas 0,78 unidades, quase
20% do DNA ja é digerido. Se considerarmos uma concentracao intermediaria,
de 3,125 unidade de enzima, vemos que cerca de 65% do oligonucleotideo é
degradado. Em 12,5 unidades, mais de 75% do DNA é digerido e com 50

unidades da Exonuclease | mais de 85% do DNA é digerido .

Em seguida repetimos o ensaio na presenca de LaRPA-1 e diferentes
concentracfes de Exonuclease | (Fig 30) seguido de analises semi-quantitativas

(Figs 31 e 32).

[] Exonuclease | ,\
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Figura 30. Avaliacdo da manutengdo do LaRPA-1+ TEL 3 DIG na presenga de
Exonuclease I. O ensaio foi realizado com 1,5 ug da LaRPA-1 recombinante e 1,55 pmol
do oligonucleotideo. Depois da interagao entre a proteina e o oligonucleotideo o
complexo foi incubado com quantidades crescentes de Exonuclease | (NEB) por 30
minutos em tamp&o da enzima a 37°C(coluna 5 com 0,78 unidades, coluna 4 com 1,56
unidades, coluna 3 com 3,125 unidades, coluna 2 com 6,25 unidades e coluna 1 com
12,5 unidades) Na coluna 9 vemos o complexo na auséncia de Exonuclease |. Na
coluna 10 vemos o DNA livre. Na coluna 8 a degradagdo do oligonucleotideo na
auséncia da LaRPA-1. Na colunas 6 e 7 vemos que a LaRPA-1 desnaturada perde sua
atividade de ligacao ao DNA e deixa o oligonucleotideo livre para a agcao da Exonuclease
I.O complexos foram separados em um gel ndo desnaturante PAGE (37,5:1) e foram
transferidos para uma membrana de nylon. A revelagéo se da por quimioluminescéncia
utilizando soro anti-digoxigenina(Roche) e kit CSPD (GE Healthcare)
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Figura 31. Grafico mostrando a intensidade do sinal do oligonucleotideo TEL 3 DIG
livre em cada reacdo mostrada na figura 30. No eixo No eixo Y temos média da
intensidade do sinal do oligonucleotideo que sobra apds cada ensaio, representado em
porcentagem. As intensidades dos sinais foram medidas utilizando o programa
GeneTools from Syngene, descontados o background.
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Figura 32. Grafico mostrando a atividade de ligagdo da LaRPA-1 com o oligonucleotideo
TEL 3 DIG em cada reacdo mostrada na figura 30. No eixo Y temos atividade de ligagéo
representado em porcentagens. As intensidades dos sinais foram medidas utilizando o
programa GeneTools from Syngene, descontados o background. No eixo X as diferentes

reacoes

60



A primeira coisa que nos chama a atencao na Fig. 30 € que se a LaRPA-
1 é desnaturada por calor, ela perde a capacidade de ligagdo com o DNA e ndo
mais consegue proteger o DNA da degradacgé&o pela Exonucelase I(colunas 6 e
7 das figuras 30, 31 e 32 respectivamente). Isso nos confirma que a ligacao da

LaRPA-1 com o DNA telomérico € especifico e a proteina necessita estar

enovelada para exercer qualquer fungéo de interagdo com o DNA.

O resultado da analise da Fig. 31 mostra a digestdo que a Exonuclease |
causa no oligonucleotideo TEL 3 DIG, com sinais diretamente proporcionais a

concentracdo de enzima.

Quando analisamos a Fig. 32, o resultado esta coerente com o que vemos
na Fig 30, e nela vemos um fendbmeno importante: ao aumentarmos a
concentracdo de Exonuclease |, aumenta-se a perturbacdo do complexo LaRPA-
1: TEL 3 DIG. Isso esta de acordo com a competicdo entre a Exonuclease | e a
LaRPA-1. Por exemplo, com uma quantidade baixa de Exonuclease | (0,78 u) a
pertubacdo do complexo é desprezivel, numa concentracao intermediaria (3,125

u) 45% do complexo é protegido, e numa concentracdo mais alta(12,5 u)

somente cerca de 5% do complexo se mantém integro.

De qualquer maneira, nesse ensaio estamos utilizando uma concentragéo
fixa de somente 1,5 pg de LaRPA-1 e mesmo assim, em todos 0s caso, vemos

um certo grau de protecdo, o que esta de acordo com os resultados anteriores.
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7.8. A LaRPA-1 tem a capacidade de proteger DNA com a sequéncia

telomérica.

Para concluirmos nossas analises, mais um ensaio foi feito. Até esse
ponto nds analisamos a estrutura da proteina ( ensaios de espectroscopia de
fluorescéncia) e o complexo DNA:proteina ( ensaios de EMSA com LaRPA-
1+TEL 3 DIG+ Exonucelase |), a partir daqui nés vamos avaliar o efeito direto

que as proteinas causam no DNA livre.

Resultados anteriores (Fig 30.) nos mostram que se a LaRPA-1 for
desnaturada ela perde a capacidade de interagir com o DNA, caracteristica
compartilhada pela Exonuclease | que perde a atividade se for desnaturada a

pelo menos 80° C por 20 minutos ( informacgao fornecida pelo o fabricante).

Baseado nisso, delineamos o seguinte experimento: incubar o
oligonucleotideo TEL 3 DIG com a LaRPA-1 e depois adicionarmos a
Exonuclease |( assim como fizemos nos tdpicos anteriores) mas antes de
aplicarmos nossas amostras no gel, desnaturaremos as duas proteinas
incubando-as a 90° C por 20 minutos. Essa temperatura, desnaturara as
proteinas(fazendo com que elas percam qualquer interagdo com o
oligonucleotideo), e nado tera efeito no DNA, e com isso conseguiremos observar

o DNA livre para nossas analises.

Além disso, fixaremos o DNA(1,55 pmol) e a Exonuclease I( 2 unidades)
para titularmos 3 concentragcdes de LaRPA-1: respectivamente 0,7 ug, 1,4 ug e

2,1 ug, para avaliar se concentragbes maiores de LaRPA-1 influenciam na
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capacidade protetiva da proteina. O resultado € mostrado na Fig. 33.
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Figura 33. Efeito que as proteinas causam no DNA livre. O ensaio foi realizado com
concentragoes crescentes de LaRPA-1 recombinante(de 0,7 ug, 1,4 uge 2,1 ug) e 1,55
pmol do oligonucleotideo. Depois da interagdo entre a proteina e o oligonucleotideo o
complexo foi incubado com 2 unidades de Exonuclease | (NEB) por 30 minutos em
tampao da enzima a 37°C seguido de incubagédo a 90° C de todo o sistema por 20
minutos. As amostras foram separados em um gel ndo desnaturante PAGE (37,5:1) e
foram transferidos para uma membrana de nylon. A revelagdo se da por
quimioluminescéncia utilizando soro anti-digoxigenina (Roche) e kit CSPD (GE
Healthcare).
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Figura 34. Gréfico mostrando a intensidade do sinal do oligonucleotideo TEL 3 DIG
(ap0s a incubacao com as proteinas LaRPA-1 Exonuclease | seguido de desnaturacao)
em cada reacdo mostrada na figura 33. A coluna 1 representa o oligonucleotideo
integro, as colunas 2, 3 e 4 representam a incubacéo com concentrag¢des crescentes de
LaRPA-1(de 0,7~2,1 pug) mais 2 unidades da Exonuclease I. No eixo Y temos média da
intensidade do sinal do oligonucleotideo que sobra apds cada ensaio, representado em
porcentagem. As intensidades dos sinais foram medidas utlizando o programa
GeneTools from Syngene, descontados o background. No Eixo X temos as diferentes
reacoes.

Nas Figs 33 e 34 mostramos que aumentar a quantidade de LaRPA-1 no
sistema , aumenta a quantidade de DNA integro no final da reacdo. Esse dado
além de condizente, valida todos os resultados anteriores. Esse resultado nos
mostra que 2,1 pug de LaRPA-1 consegue proteger quase 80% do DNA
telomérico da acdo de 2 unidades da Exonuclease |, o que demonstra a eficiéncia

da protecdo. Com esses valores, podemos fazer uma relacdo aproximada de

DNA integro versus DNA digerido.
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Tabela 4. Proporcdo entre DNA integro e DNA digerido pelo efeito da

concentracdo da LaRPA-1

DNA integro DNA digerido
TEL 3 DIG 100% 0%
TEL 3 DIG+RPA 0,7 ug+ Exo | 60,94% 39,06%
TEL 3 DIG+RPA 1,4 ug+ Exo | 71,31% 28,69%
TEL 3 DIG+RPA 2,1 ug+ Exo | 77,45% 22,55%

Com todos esses dados, podemos afirmar categoricamente que a RPA-1
de Leishmania spp. tem a capacidade bioquimica de proteger DNA com
sequéncia telomérica de digestdo por exonucleases. I1sso sozinho ndo significa
que ela realiza essa funcdo dentro da célula, mas temos que levar em
consideracdo todas as informacgfes que ja foram citadas no texto como por
exemplo: abundancia da RPA-1 de Leishmania spp. nos teldmeros do parasito,
a preferéncia da proteina a fita G telomérica, a relacédo filogénetica entre o
complexo da RPA com outras proteinas teloméricas e a auséncia de proteinas
teloméricas com dominios OB-fold no genoma do protozoario. (FERNANDEZ et

al., 2004; SIQUEIRA-NETO et al., 2007; PAVANI et al., 2014 ,LUE 2018)

Um trabalho de (LUE 2018) discuti que o Complexo RPA é o OB-fold mais
antigo e que ele provavelmente deu origem a diversas proteinas associadas com
a manutencdo telomérica. Esse dado recente, corrobora nossa idéia que a RPA-
1 de Leishmania spp. tem funcdes especificas para a manutencdo telomérica.

Nesse trabalho, n6s mostramos que a LaRPA-1 tem a capacidade bioquimica
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necessaria para realizar o capping telomérico, o que nos deixa mais proximos de

defini-la como uma telomere end-binding protein.

Vale ressaltar que o capping telomérico é essencial para a viabilidade de
uma ceélula eucariota, visto que mantém a estabilidade dos cromossomos e
consequentemente o genoma (SUI et al 2015), e que, no caso de um organismo
patogénico, podera ser utilizado como um possivel alvo terapéutico, visto a
ineficiéncia dos tratamentos atuais (RAJASEKARAN et al 2015).

A Fig. 35 mostra um modelo esquematico da relacéao entre o DNA
telomérico de fita G, da LaRPA-1 e da Exonuclease | e pode ser extrapolado para

a atividade de protecéo telomérica da LaRPA-1 contra ataques de nucleases.
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Figura 35. Modelo de competicdo entre a LaRPA-1 e a Exonuclease | pelo DNA
telomérico. Aqui mostramos que a concentracdo das proteinas influéncia no resultado
final e que a Exonuclease | ndo consegue digerir o DNA que fica ligado a LaRPA-1.
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8. Concluséo

Comecamos confirmando a auséncia de proteinas teloméricas com
dominios OB-folds no genoma do parasito. Isso por si si ja sugere que a RPA-1
do organismo possa cumprir a fungdes dessas proteinas, na auséncia das

mesmas.

Esse trabalho também nos mostra que a LaRPA-1 consegue se ligar a
uma repeticao telomérica, porém tem uma clara preferéncia por trés repeti¢cdes
teloméricas.

Além disso, com nossos resultados, confirmamos que a RPA-1 de
Leishmania spp. pode proteger o DNA com sequéncia da fita G telomérica da
acao de exonucleases. Essa protecéao depende da concentragdo da proteina
versus a concentracdo da enzima, mas independentemente da situagao testada,
sempre ha um grau de protecdo. Isso nds deixa mais proximos de afirmarmos
que a LaRPA-1 desempenha funcbes especificas nos telédmeros do
parasito(como por exemplo capping telomérico), € que provavelmente se
encaixa na categoria de uma telomere end-binding protein, proteinas
fundamentais para a estabilidade telomérica.

Para realizarmos esse trabalho, delineamos varias novas metodologias
baseadas em ensaios classicos. Essas ferramentas podem ser utilizadas para

futuras analises de interagdao DNA-proteina.
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10. Apéndice

10. 1. Identificacdo no genoma de Leishmania major

Clan CL0021: OB (oligonucleotide/oligosaccharide binding) fold

Accession Pfam database

Family

Description

Related PDB entries

Identification at TriTripDB

PF01336
PF03120
PF13742
PF04076
PF10451
PF00575
PF17215
PFO7717
PF13509
PF14444
PF17191
PF01330
PF01132
PF12658
PF15490
PF02765
PF01287
PF01796
PF04057
PF08292
PF00436

tRNA_anti-codon
DNA_ligase_OB
tRNA_anti_2
BOF
Stnl
S1
Rrp44_S1
OB_NTP_bind
S1.2
S1-like
RecG_wedge
RuvA_N
EFP
Tenl
Tenl 2
POT1
elF-5a
OB_aCoA_assoc
Rep-A_N
RNA_pol_Rbc25
SSB

OB-fold nucleic acid binding domain
NAD-dependent DNA ligase OB-fold domain
OB-fold nucleic acid binding domain
Bacterial OB fold (BOF) protein
Telomere regulation protein Stnl
S1 RNA binding domain
S1 domain
Oligonucleotide/oligosaccharide (OB)-fold
S1 domain
S1-like
RecG wedge domain
RuvA N-terminal domain
Elongation factor P (EF-P) OB domain
Telomere capping, CST complex subunit
Telomere-capping, CST complex subunit
Telomeric single stranded DNA binding POT1/CDC13
Eukaryotic elongation factor 5A hypusine, DNA-binding OB fold
DUF35 OB-fold domain, acyl-CoA-associated
Replication factor-A protein 1, N-terminal domain
RNA polymerase Il subunit Rpc25
Single-strand binding protein family

1JMC; 1FGU; 11L2; 3KFU
1TAE; 4GLX
similar to tRNA_anti-codon
INNX
3KF6; 3KF8
1SMX; 1SRO
5G06; 5K36
2XAU; 5D0U; 314U
same that PFO0575
1GM5
1BDX; 2ZTE
1UEB; 3TRE; 5J3B
3KO0X; 3KF6; 3KF8
4J0I
1JB7; 1PH1; 3KJO
1X60; 3HKS; 5YH6
3IRB
2B29; 4NB3;
2CKZ; 3AYH; 5FJ9
1S30; 2IEH; 3PGZ; 4ADAM

8 sequences

1 sequence

6 sequences

2 sequences

1 sequence
1 sequence



PF12869
PF09103
PF14743
PF04679
PF09285
PF08661
PF03870
PF09104
PFO7076
PF03319
PF08206
PF01588
PF07404
PF16992
PF08646
PF17246
PF17245
PF17244
PF09883
PF02721
PF15072
PF11325
PF10447
PF17092
PF16900
PF17216
PF17207
PF02303
PF07497
PF03919
PF00164
PF00366
PF01200

tRNA_anti-like
BRCA-2_0OB1
DNA ligase_ OB 2
DNA ligase_ A C
Elong-fact-P_C
Rep_fac-A_3
RNA_pol_Rpb8
BRCA-2_0OB3
DUF1344
EutN_CcmL
OB_RNB
tRNA_bind
TEBP_beta
RNA_pol_RpbG
Rep_fac-A_C
CDC24_0OB1
CDC24_0OB2
CDC24_0OB3
DUF2110
DUF223
DUF4539
DUF3127
EXOSC1
PCB_OB
REPA_OB_2
Rrp44_CSD1
MCM_OB
Phage_DNA_bind
Rho_RNA_bind
MRNA_cap_C
Ribosom_S12 S23
Ribosomal_S17
Ribosomal_S28

tRNA_anti-like
BRCAZ2, oligonucleotide/oligosaccharide-binding, domain 1
DNA ligase OB-like domain
ATP dependent DNA ligase C terminal region
Elongation factor P, C-terminal
Replication factor A protein 3
RNA polymerase Rpb8
BRCAZ2, oligonucleotide/oligosaccharide-binding, domain 3
Protein of unknown function
Ethanolamine utilisation protein EutN/carboxysome
Ribonuclease B OB domain
Putative tRNA binding domain
Telomere-binding protein beta subunit (TEBP beta)
DNA-directed RNA polymerase, subunit G
Replication factor-A C terminal domain
Cell division control protein 24, OB domain 1
Cell division control protein 24, OB domain 2
Cell division control protein 24, OB domain 3
Uncharacterized protein conserved in archaea
Domain of unknown function DUF223
Domain of unknown function (DUF4539)
Domain of unknown function (DUF3127)
Exosome component EXOSC1/CSL4
Penicillin-binding protein OB-like domain
Replication protein A OB domain
Rrp44-like cold shock domain
MCM OB domain
Helix-destabilising protein
Rho termination factor, RNA-binding domain
mMRNA capping enzyme, C-terminal domain
Ribosomal protein S12/S23
Ribosomal protein S17
Ribosomal protein S28e

3F1Z
11YJ; 1IMIU
1P8L; 2Q2U
1VS; 3L2P; 3WIB
1UEB; 3A5Z
1L10; 2PI12; 3KDF
1Y1W,; 4X67; 5SVA
11YJ; 1IMIU
2HD3; 2Z9H; 4AN8F
21D0; 2IX0
1B70; 21Y5; 4P75
1JB7; 1PH9; 210Q
2WAQ); 3HKZ; 4V8S
1L10; 3U50

2BA1; 2NNG6; 41FD; 5JEA

3UDF; 400N
1IMC; 1FGU
2VNU; 2WP8
1LTL; 3JA8; 4POG
1GVP; 2GN5
1A62; 1PVO; 3ICE
1CKM; 1P16; 3RTX
1IBL; 2HHH; 5LYB
11BM; 2E5L
4ZKY; 4U3U

1 sequence
2 sequences
1 sequence
1 sequence
1 sequence

3 sequences

1 sequence

1 sequence

1 sequence
1 sequence
9 sequences

1 sequence
2 sequences
3 sequences
2 sequences



PF16745 RsgA_ N RsgA N-terminal domain 1U0L; 1T9H -
PF03459 TOBE TOBE domain 1GUS; 107L; 4XTC -
PF08402 TOBE_2 TOBE domain 1Q1E; 2D62; 4KIO0 -
PF12857 TOBE_3 TOBE-like domain - -
PF00313 CsD 'Cold-shock' DNA-binding domain 1C90; 2YTV. 4A41 3 sequences
PF10246 MRP-S35 Mitochondrial ribosomal protein MRP-S35 3J9M; 3JD5; 5AJ3 -
PF16450 Prot ATP_ID_OB Proteasomal ATPase OB/ID domain 2WFW; 3FP9 -
PF00181 Ribosomal_L2 Ribosomal Proteins L2, RNA binding domain INKW; 3G71 3 sequences
PF11604 CusF_Ec Copper binding periplasmic protein CusF 1ZEQ; 2VB2; 3E6Z -
PF12667 NigD_N NigD-like N-terminal OB domain 3QWN; 4J8Q -
PF01176 elF-1a Translation initiation factor 1A / IF-1 1AH9; 20QK; 4AMNO 1 sequence
PF17185 NIpE_C NIpE C-terminal OB domain 2Z4H -
PF11967 RecO_N Recombination protein O N terminal 1U5K; 4JCV -
PF16100 RMI2 RecQ-mediated genome instability protein 2 3NBH -
PF13114 RecO_N_2 Recombination protein O N terminal - -
PF01938 TRAM TRAM domain 1UWV; 1YEZ -
Clan CL0658: Bacterial enterotoxin OB-fold
Accession Pfam database Family Description Related PDB entries

PF01123 Stap_Strp_toxin Staphylococcal/Streptococcal toxin, OB-fold domain 1SE4; 2XNA; 4RGM
PF01376 Enterotoxin_b Heat-labile enterotoxin beta chain 1B44; 1EEI; 2XRS
PF09275 Pertus-S4-tox Pertussis toxin S4 subunit 1BCP; 1PRT
PF09276 Pertus-S5-tox Pertussis toxin S5 subunit 1BCP; 1PRT
PF02918 Pertussis_S2S3 Pertussis toxin, subunit 2 and 3, C-terminal domain 4K6L; 4RHR
PF02258 SLT beta Shiga-like toxin beta subunit 1BOS; 2C5C; 4P2C
PF09199 SSL_OB Staphylococcal superantigen-like OB-fold domain 1M4V; 2RDG; 4DXF
Clan CL0252: Nodulation efficiency proteins D (NfeD)
Accession Pfam database Family Description Related PDB entries
PF01957 NfeD NfeD-like C-terminal, partner binding 2EXD; 3CPO; 3WWV



PF07290

DUF1449 Protein of unknown function (DUF1449)

Clan CL02170: RNA-binding domain PAZ

Accession Pfam database Family Description Related PDB entries
PF02170 PAZ PAZ domain 1R4K; 1SI2; 5JS1
PF12212 PAZ siRNAbind PAZ domain 1U04; 1726; 3DA5

Clan CL0353: TIMP-like domain

Accession Pfam database

Related PDB entries

PF03146
PF01759
PF00965

Family Description

NtA Agrin NtA domain

NTR UNC-6/NTR/C345C module
TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinase

1JB3; 1PXU; 3170
1UAP; 2A73; 5JPM
1BR9; 2TMP; 4ILW

Domains without a clan

Related PDB entries

Accession Pfam database Family Description
PF16099 RMI1_C RecQ mediated genome instability protein 1, C-terminal OB-fold 3MXN; 3NBH -
PF12659 Stnl_C Telomere capping C-terminal wHTH 3K10; 3KEY -
PF08585 RMI1 N RecQ mediated genome instability protein 3NBI; 4CGY 2 sequences




10. 2. Proteinas presentes no genoma de Leishmania major

Full-lenght protein

Transcript Tryp gene Product Protein region (residues) E-value
LmjF.34.2340.1 LmjF.34.2340 asparaginyl-tRNA synthetase, putative 239-310 667 3.0e-14
LmjF.34.2340.2 LmjF.34.2340 asparaginyl-tRNA synthetase, putative 462-533 890 4.4e-14
LmjF.30.0130 LmjF.30.0130 lysyl-tRNA synthetase, putative 1-68 536 7.8e-11
LmjF.30.0460 LmjF.30.0460 aspartyl-tRNA synthetase, putative 81-164 550 6.0e-13
LmjF.28.1820 LmjF.28.1820 Replication factor A protein 1 23-104 467 1.6e-12
LmjF.21.0895 LmjF.21.0895 aspartyl-tRNA synthetase, putative 137-214 641 1.9e-12
LmjF.15.0230 LmjF.15.0230 lysyl-tRNA synthetase, putative 113-193 586 3.3e-17
LmjF.15.0270 LmjF.15.0270 Replication Factor A 28 kDa subunit, putative 62-138 257 8.8e-13
LmjF.03.0980 LmjF.03.0980 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit alpha 128-202 413 6.0e-16
LmjF.36.5670 LmjF.36.5670 RNA helicase, putative 612-690 697 1.8e-18
pre-mRNA splicing factor ATP-dependent RNA helicase,
LmjF.36.2830 LmjF.36.2830 putative 968-1046 1088 7.7e-20
pre-mRNA splicing factor ATP-dependent RNA helicase,
LmjF.35.1200 LmjF.35.1200 putative 589-665 704 2.9e-17
LmjF.34.2260 LmjF.34.2260 ATP-dependent RNA helicase-like protein 636-730 768 3.4e-11
pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase,
LmjF.24.1100 LmjF.24.1100 putative 976-1055 1138 1.2e-14
LmjF.09.0070 LmjF.09.0070 RNA helicase, putative 1062-1152 1317 8.3e-17
LmjF.25.0720 LmjF.25.0720 eukaryotic initiation factor 5a, putative 86-161 166 1.7e-30
LmjF.25.0730 LmjF.25.0730 eukaryotic initiation factor 5a, putative 86-161 166 1.7e-30
LmjF.28.0810 LmjF.28.0810 RNA polymerase B subunit RPB8, putative 9-146 149 3.3e-40
LmjF.28.0705 LmjF.28.0705 Domain of unknown function (DUF4539), putative 33-117 250 1.5e-17
LmjF.23.0090 LmjF.23.0090 Domain of unknown function (DUF1767), putative 8-180 346 7.7e-29



LmijF.25.1760
LmijF.20.0060

LmijF.35.4910
LmijF.33.2700
LmijF.32.2960
LmijF.28.0850
LmijF.28.2385
LmijF.24.0910
LmijF.09.0250
LmjF.05.0330

LmjF.05.0330.2

LmjF.30.3440

LmijF.26.1630
LmijF.26.1640

LmjF.16.0140

LmjF.23.1650
LmjF.22.0470
LmjF.16.1130

LmjF.28.0330
LmjF.09.1060

LmjF.35.1430
LmjF.35.1440
LmjF.32.3900

LmjF.35.3850
LmjF.20.1650
LmjF.21.1550

LmijF.25.1760
LmijF.20.0060

LmijF.35.4910
LmijF.33.2700
LmijF.32.2960
LmijF.28.0850
LmijF.28.2385
LmijF.24.0910
LmijF.09.0250
LmjF.05.0330

LmjF.05.0330.2

LmjF.30.3440

LmijF.26.1630
LmijF.26.1640

LmjF.16.0140

LmjF.23.1650
LmjF.22.0470
LmjF.16.1130

LmjF.28.0330
LmjF.09.1060

LmjF.35.1430
LmjF.35.1440
LmjF.32.3900

LmjF.35.3850
LmjF.20.1650
LmjF.21.1550

hypothetical protein, conserved
DNA repair protein BRCA2, putative

DNA replication licensing factor MCM9, putative
DNA replication licensing factor MCM3, putative
DNA replication licensing factor MCM7, putative
DNA replication licensing factor MCM2, putative
DNA replication licensing factor MCM6, putative
DNA replication licensing factor MCM5, putative
DNA replication licensing factor MCM4, putative
DNA replication licensing factor MCM8, putative
DNA replication licensing factor MCM8, putative

DNA ligase I, putative

40S ribosomal protein S33, putative
40S ribosomal protein S33, putative

eukaryotic translation initiation factor 1A, putative

Putative tRNA binding domain containing protein, putative
Putative tRNA binding domain containing protein, putative
Tyrosyl or methionyl-tRNA synthetase-like protein

rrp44p homologue, putative
DNA-directed RNA polymerase Il subunit, putative

60S ribosomal protein L2, putative
60S ribosomal protein L2, putative
60S ribosomal protein L8, putative

30S Ribosomal protein S17-like protein
ribosomal protein S11 homolog
40S ribosomal protein S11, putative

50-253
424-534

126-244
134-272
143-276
314-443
156-288
138-281
250-379
278-380
222-324

626-736

20-86
20-86

36-99

46-146
268-359
64-175

236-325
121-190

11-90
11-90
11-90

96-163
88-156
88-156

501
1165

908
881
725
969
880
801
985
1049
993

767

87
87

168

157
426
237

992
297

260
260
260

312
173
173

8.5e-16
2.1e-26

4.3e-16
1.7e-29
3.2e-30
2.5e-39
1.9e-38
4.7e-37
2.1e-38
7.9e-13
9.7e-13

6.5e-27

1.5e-33
1.5e-33

1.2e-16

3.1e-17
4.2e-30
9.7e-27

8.1le-11
9.7e-11

1.7e-16
1.7e-16
1.7e-16

1.6e-21
4.4e-27
4.4e-27



LmjF.35.3440

LmijF.26.1340
LmijF.26.1350

LmjF.28.1820
LmjF.28.1820

LmjF.31.1340
LmjF.28.0825
LmjF.14.1140

LmijF.22.0090
LmijF.36.0700

LmjF.21.1060
LmjF.21.1070

LmjF.35.3440

LmijF.26.1340
LmijF.26.1350

LmjF.28.1820
LmjF.28.1820

LmjF.31.1340
LmjF.28.0825
LmjF.14.1140

LmijF.22.0090
LmijF.36.0700

LmjF.21.1060
LmjF.21.1070

replication factor A protein 3, putative

DNA ligase k alpha, putative
mitochondrial DNA ligase homolog, putative

Replication factor A protein 1
Replication factor A protein 1

'‘Cold-shock' DNA-binding domain containing protein, putative
RNA binding protein rbpl6, putative
hypothetical protein, conserved

cap guanylyltransferase-methyltransferase 1
MP18 RNA editing complex protein, putative

40S ribosomal protein S23, putative
40S ribosomal protein S23, putative

21-117

549-621
415-485

135-230
293-444

398-447
18-85
400-460

397-505
77-180

31-142
31-142

117

630
494

467
467

461
142
515

1037
229

143
143

6.1e-11

6.9e-22
2.5e-19

2.4e-24
9.8e-43

8.7e-13
6.5e-20
8.7e-10

7.4e-12
9.8e-10

le-52
le-52




