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RESuMO

Os tripanossomas sdo um grupo de organismos eucariéticos com muitas
caracteristicas peculiares em sua biologia molecular. A identificacdo e a
caracterizacao de proteinas de ligagdo a RNA em T.cruzi é particularmente
relevante uma vez que elas representam papéis chave nos mecanismos de
regulacdo da expressao génica. Durante o mestrado, foi possivel identificar duas
proteinas, TCRRM1 e 2, cada uma apresentando dois dominios de ligacdo a RNA.
Ambas sao muito semelhantes a duas proteinas de T. brucei, p34 e p37, e a uma
ORF anotada no genoma de Leishmania major. Os genes RRM de T. cruzi sao
organizados em um tandem alternando com copias do gene Tcp28, de funcao
desconhecida. Todavia, o0 acumulo de transcritos de TcRRM é maior nas formas
amastigotas enquanto que para Tcp28, o acumulo é maior nas formas
tripomastigotas. Ambas as proteinas codificadas por estes genes podem ser
identificadas em extratos celulares através de ensaios de Western blot. Estes
ensaios indicam que a regulacdo da expressao diferencial ao longo do ciclo para
ambos 0s genes se mantém no nivel protéico. As regides nao-traduzidas de
ambos 0s genes foram mapeadas de modo a identificar no futuro possiveis
elementos em cis envolvidos nesta regulacdo génica. Ensaios de
imunofluorescéncia indicam que tanto as proteinas TcCRRM como a proteina Tcp28
se localizam no citoplasma. Para TcRRM, parece haver localizagao diferencial nos
tipos celulares. Nas formas epimastigotas, a localizagdo parece ser perinuclear,
enquanto que nas formas amastigotas, a localizacdo parece ser abaixo da
membrana. Ensaios de ligagao preliminares sugerem uma possivel capacidade de
ligacao da proteina TcRRM1 a polirribonucleotideos.
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ABSTRACT

Trypanosomes are a group of eukaryotic organisms with many peculiarities
in their molecular biology. The identification and characterization of RNA binding
proteins in T.cruzi is particularly relevant once they play key roles in the gene
expression regulation mechanisms. In a previous work, it was possible to identify
two proteins, TCRRM1 and 2, each presenting two RNA binding domains. Both are
very similar to two T. brucei proteins, p34 e p37 and to an annotated ORF in
Leishmania major. The TcRRM genes are organized in an tandem with alternating
copies of Tcp28, of unknown function. However, TcCRRM transcript accumulation is
higher in amastigotes while for Tcp28 transcripts, accumulation is higher in
trypomastigotes. Both proteins can be identified in total cell extracts through
Western blot assays. These assays indicate that the differential express regulation
found in the RNA level along the biologic cycle can still be found in the protein
level. The unstranslated regions of both genes were mapped in order to identify, in
the future, possible cis elements involved in this gene regulation.
Immunofluorescense assays indicate that both TcRRM and Tcp28 proteins are
cytoplastic. TcCRRM may have a different localization on the different cell types. In
the epimastigotes, the localization may be perinuclear, while for the amastigotes,
the localization may be under the membrane. Preliminary binding assays suggest a
possible binding capacity of TcCRRM1 to polirribonucleotides.
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Introdugao

INTRODUCAO

A DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas, identificada em 1909 por Carlos Chagas, é causada
pelo protozoério flagelado Trypanosoma cruzi. (Chagas, 1909). Em sua fase
aguda a doenca pode ser letal, entretanto a infecgdo geralmente evolui para o
estagio cronico. A doenca de Chagas é uma antropozoonose geralmente
circunscrita a América Latina e é a principal causa de cardiomiopatia crénica no
continente (Benchimol-Barbosa, 2006). A imunidade protetora adquirida apo6s a
infeccdo natural ndo ocorre e nao existem vacinas disponiveis para a doenga de
Chagas (Barret, et.al., 2003). A estimativa mais recente do Disease Control
Priorities Project, financiado pelo NIH e pelo Banco Mundial, indica uma
prevaléncia total de 9,8 milhdes de pessoas em todo o mundo (Schofield, et.al.,
2006).

A transmissdo classica da doenca de Chagas se da por insetos da
subfamilia Triatominae, da familia Reduviidae (Ordem: Hemiptera). Os vetores
mais importantes sdo o Triatoma infestans, o Rhodnius prolixus e o
Pangstrongylus megistus (Figura 1). Em 9 de junho de 2006, a Intergovernment
Commission of the Southern Cone Initiative Against Chagas Disease declarou
formalmente o Brasil como sendo livre de transmissédo pelo Triatoma infestans.
Todavia, ainda é prematuro acreditar que a doenca de Chagas tenha sido
conquistada por trés principais motivos: primeiramente, as técnicas disponiveis
nem sempre eliminam completamente os insetos que habitam o ambiente
peridoméstico. Em segundo, as populagdes selvagens de triatomineos sao
amplamente difundidas pelas Américas. Deste modo, mesmo uma eliminagao total
das populagées domésticas pode nao ser suficiente contra a reinfestagdo por
populacdes peridomésticas e selvagens (Schofield, et.al., 2006). Em terceiro,
ainda que a transmisséo classica da doenga de Chagas através do inseto barbeiro
tenha sido controlada com sucesso, a transmissao oral tem sido responséavel por
registros regionais de episédios epidémicos da doenga em sua forma aguda
(Benchimol-Barbosa, 2006). Nestas situagdes questiona-se o controle do vetor
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como solugdo quando comparado com o pronto diagnéstico e o tratamento
especifico.

A BIOLOGIA DO TRYPANOSOMA CRUZI

Taxonomia

O Trypanosoma cruzi € classificado no grupo taxonémico Kinetoplastidae.
Este grupo é definido por apresentar o cinetoplasto, uma rede de mtDNA em
circulos concatenados localizada no interior da mitocondria Unica e que esta
associada a base flagelar. Além do T. cruzi, neste taxon também se incluem
outras espécies do género Trypanosoma, como o Trypanosoma brucei causador
da doenca do sono na Africa, além de espécies do género Leishmania causadoras
de leishmaniose, todos na familia Trypanosomatidae. Assim, este grupo
taxonémico possui alta relevancia médica e econémica (de Souza, 2002).

O T. cruzi é considerado uma espécie Unica, ainda que apresente alta
diversidade genética e fenotipica entre os seus diferentes isolados. Acredita-se,
inclusive, que as variagdes clinicas apresentadas pelos pacientes portadores da
doenca de Chagas tenham correlacdo ndo s6 com a variabilidade genética do
hospedeiro, mas também com as variagcoes apresentadas pelo parasito (Campbell,
et.al., 2004).

O taxon T. cruzi contém dois grupos definidos: T. cruzi |, associado ao ciclo
de transmissao selvagem e a infeccao em marsupiais € T.cruzi ll, que consiste de
cinco subgrupos relacionados, denominados lla, b, lic, Ild e lle associado ao ciclo
de transmiss&o domeéstico e a infeccdo em mamiferos placentarios.

O consorcio de Iniciativa Genbmica de T. cruzi elegeu como linhagem
referéncia o clone CL Brener, derivado da linhagem CL e membro do subgrupo lle
(The Trypanosoma cruzi Genome Consortium, 1997). Mais tarde, mostrou-se que
este clone é um hibrido cuja linhagem ancestral é representada pelos subgrupos
llb e llc ( Westenberger, et.al., 2005).
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Ciclo de vida
O T. cruzi apresenta ao longo do seu ciclo biolégico diferentes formas

celulares definidas pelo aspecto geral da célula, a posicdo do cinetoplasto em
relacdo ao nucleo e a regidao de emersao do flagelo. As formas amastigotas
possuem formato arredondado e um pequeno flagelo nao visivel em microscopia
Optica convencional; as formas epimastigotas possuem o corpo celular alongado e
sao capazes de divisdo, assim como os amastigotas, possuindo o cinetoplasto
localizado anterior ao nucleo. As formas tripomastigotas metaciclicos e
sanglicolas tém o cinetoplasto localizado posteriormente ao nucleo sendo estas
formas incapazes de divisao (Figura 1) (revisto por de Souza, 2002).

A transmissdo da doenca de Chagas pelos insetos se da apds os
mesmos ingerirem sangue de um individuo infectado. Durante esta ingestao, os
insetos defecam e eliminam estagios infectivos do parasito perto da ferida (Figura
1). As formas tripomastigotas metaciclicas eliminadas nas fezes sao capazes de
penetrar nas células do hospedeiro através da ferida, onde se transformam em
amastigotas. A multiplicagao inicial nos macréfagos no sitio de picada do inseto
origina uma reacao inflamatéria caracteristica, o chagoma. Os macro6fagos
possuem um papel importante na infec¢do inicial e no carreamento dos parasitas
para outros sitios dentro do corpo. No citoplasma das células do hospedeiro
vertebrado, as formas amastigotas se dividem por fissdo binaria e se transformam
em tripomastigotas sanguicolas que, apods a ruptura da célula sédo liberados na
corrente sanglinea onde poderdo penetrar em novas células do mesmo
hospedeiro ou poderao infestar outros insetos. A superficie do parasito é coberta
por glicoproteinas tipo mucinas que se ligam a membrana por ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Estas &ancoras podem ativar os macrofagos
hospedeiros (revisto por de Souza, 2002).

No estdmago do inseto, o ciclo continua, quando as formas tripomastigotas
sanguicolas ingeridas se diferenciam em epimastigotas que se dividem por fissdo
binaria no intestino e se transformam em tripomastigotas metaciclicos no reto,

onde poderdo reiniciar o ciclo infectando novo hospedeiro (revisto por Vickerman,



Introdugao

Estagios no Inseto Triatominio Estagios em Humanos

o

A = Estagio Infectivo

BAFEM - HEALTHIEN: FEQFLE

hitp:ifwww.dpd cdec.govidpdx ﬂ= Estagio Diagndstico

Esquema 1 — (1) O vetor triatomineo ingere sangue de um individuo liberando
formas tripomastigotas em suas fezes préximo ao local da ferida. (2) Os
tripomastigotas penetram nas células do hospedeiro onde se transformam em
(3) amastigotas, que se multiplicam por fissdo binaria e (4) sao liberados na
corrente sanguinea como formas tripomastigotas sanguicolas que podem
reinfectar novas células (3) ou ser ingerido por um outro vetor (5). No intestino
do inseto, as formas tripomastigotas se transformam em formas epimastigotas
(6), que sdo capazes de divisdao por fissdo binaria (7) diferenciando-se em
tripomastigotas metaciclicos (8) que seréo liberados nas fezes podendo reiniciar

o ciclo. Fonte: Center for Disease Control and Prevention — USA Government.
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1985; Burleigh e Andrews, 1995; Kollien e Schaub, 2000; Tyler e Engman, 2001 e
De Souza, 2002).

Organizacao génica e controle da expressao génica em tripanossomatideos

Os tripanossomatideos divergiram muito inicialmente na linhagem evolutiva
eucaridtica, evoluindo separadamente por muito tempo. Assim, puderam acumular
diversas caracteristicas exclusivas em sua biologia que sao bastante peculiares
quando comparadas as encontradas nos eucariotos superiores. Estas
caracteristicas os tornam bastante interessantes como modelo de estudo na
biologia celular e molecular. Além do ciclo de vida complexo com diferentes
formas celulares adaptadas ao hospedeiro invertebrado e ao hospedeiro
mamifero, podemos ressaltar diversas peculiaridades no nivel molecular.

Os genes codificantes de proteinas estdo arranjados em longos clusters de
dezenas a centenas de genes na mesma fita de DNA (El-Sayed, et.al., 2005a).
Estes genes sao transcritos em unidades policistrénicas, separados por pequenas
regides intergénicas. As unidades policistrbnicas podem conter copias de um
mesmo gene, como é o caso dos genes da familia mucina TcMUC e TcSMUG ( Di
Noia, et al., 1998 e 2000) e os genes da proteina de choque térmico HSP70
(Requena et al., 1988), ou ainda genes de funcdes e padrao de expressao
distintos como o tandem contendo os genes Amastina/Tuzina (Teixeira et al.,
1995); o tandem contendo o0s genes metaciclogenina/Trypanredoxina
Peroxidase/Gene Associado (Mtc/TryP/AG) (Avila et al., 2001) e o tandem
contendo os genes de a- e B-tubulina (Soares et al.; 1989). Assim, alguns autores
chegam a afirmar que o arranjo génico em tripanossomatideos seria
remanescente dos operons bacterianos (Clayton, 2002; D'Orso, et.al., 2003).
Todavia, cabe ressaltar que, ao contrario dos operons bacterianos, o arranjo
genbémico de tripanossomatideos ndo inclui um promotor definido, nem engloba
genes cujos produtos protéicos exercam uma funcdo metabdlica singular. No
entanto, ha uma semelhanca forte com os operons especialmente porque 0s

genes codificantes de proteina ndo contém introns; a Unica excegao encontrada
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de trans-splicing e de poliadenilacdo. ARE — Elemento rico em Adenina; PARP —
Proteina ligadora da cauda poliA; DCP — Proteina decapeadora; NPC
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ligadora de Adenina e Uridina; CBP - Proteina ligadora do terminal C. Fonte:
Adaptado de D"Orso, 2003.
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até agora foi no gene que codifica a poli (A) polimerase (PAP) de T. brucei (Mair,
et al., 2000). O gene PAP possui um unico intron que obedece a regra GU/AG dos
introns de cis-splicing (Mair, et.al., 2000). Do ponto de vista filogenético, a
descoberta de cis-splicing em tripanosomas unifica 0 tema de que todos os
organismos que possuem trans-splicing também possuem cis-splicing.

Devido a transcricdo policistrbnica, a maturacaio do mMRNA em
tripanossomas difere do processo que ocorre na maioria dos eucariotos (Figura 2)
(revisto por Liang, et.al., 2003). As unidades policistrdnicas transcritas sao
posteriormente individualizadas pelos mecanismos de poliadenilagdo e de trans-
splicing. Este ultimo foi identificado por Boothroyd e Cross em 1982 quando
descobriu-se que o0 mRNA das proteinas VSG de T. brucei carregavam uma
seqliéncia de 39-nucleotideos comum que foi chamada de seqiéncia spliced
leader (SL) ou mini-exon. Mais tarde foi verificado que todos os mRNAs contém
esta seqUéncia. A estrutura secundaria do SL RNA é similar em todos os
organismos que apresentam splicing, sendo composta por trés stem-loops, todavia
a sequéncia nao é conservada entre as diferentes espécies. (Liang, et.al., 2003).

O mecanismo de trans-splicing envolve a juncdo de dois exons de dois
RNAs transcritos separadamente, e sua funcao primordial em tripanossomatideos
€ a maturacao da porc¢éao final 5 dos RNAs mensageiros codificados nas unidades
policistronicas (revisto por Clayton, 2002). A adicdo do mini-exon atende a dois
propositos: funciona em conjunto com a poliadenilagdo na liberacdo dos
transcritos policistrénios e fornece o cap aos MRNAs (Agabian, 1990).

Ainda que inicialmente descoberto em tripanossomas, o processo de trans-
splicing foi mais tarde encontrado nos protozoarios do filo Euglenozoa (Tessier et
al, 1991) e nos metazoarios dos filos Nematoda (Krause e Hirsh,1987) e
Platyhelminthes (Rajkovic, et al.,1990), além de cordados (Vandenberghe, et.al.,
2001).

Os sitios de insercdo de trans-splicing, como os sitios de cis-splicing de
outros eucariotos, sdo precedidos por tratos de polipirimidina (Benz, et.al., 2005)
Mutagdes no trato polipirimidinico podem levar a escolha de sitios aberrantes de
poliadenilacao (Hug, et.al., 1993). Nos tripanossomas, a adicdo da cauda poliA é
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acoplada ao processo de frans-splicing do gene a jusante (LeBowitz, et.al., 1993).
Todavia, recentemente Jagger et.al., (2007) demonstraram que o processamento
do RNA policistrénico acoplado a transcricdo ndo é uma regra e alguns destes
sitios podem ser ignorados de modo a gerarem longos transcritos estaveis de
mRNA contendo mais de uma regiao codificante e apenas uma sequéncia mini-
exon em sua porgao 5 final. Os autores sugeriram que estes RNAs intermediarios
funcionariam como um “estado de laténcia traducional” que poderia ser estocado
para processamento completo futuro em um transcrito maduro, quando requerido
pela célula.

Ao longo do ciclo de vida, o parasita se vé obrigado a multiplicar-se e a
adaptar-se a diferentes meios, com diferentes temperaturas, nutrientes e defesas,
0 que requer uma alteracdo em seu padrao protéico e significa que a expressao
em tripanossomatideos precisa responder a estes estimulos (Giambiagi-deMarval,
et.al., 1996). Em geral, as células dos metazoarios ndo necessitam responder de
forma tdo rdpida as mudancas externas quanto as células dos eucariotos
inferiores, pois se encontram em um microambiente mantido relativamente
constante. Neste caso, e ainda assim, a regulagdo sobre o inicio da transcricdo €
a forma de controle da expressao génica mais utilizada, onde elementos presentes
no DNA, em conjunto com proteinas de ligacdo a DNA, enderegam genes para a
transcricdo pela RNA polimerase |l (Taatjes, etal, 2004). Contudo, nos
tripanossomatideos nenhum promotor para a RNA polimerase |l foi identificado, a
excecdo do promotor do gene spliced leader (SL) (Gillinger e Bellofatto, 2001)
além do fato de que varios fatores de transcricdo basais parecem estar ausentes
do genoma, como por exemplo, a proteina ligadora de TATA (Kelly, et.al., 2005). A
proteina TATA, uma proteina conservada em eucariotos, é responsavel pela
transcricao basal da RNA polimerase |l. O promotor do gene SL RNA nao possui
seqUéncia TATA, tampouco sequéncia de reconhecimento do elemento B,
assemelhando-se ao promotor do gene snRNA U1 (Gunzl, etal, 2002).
Entretanto, recentemente, identificou-se em T. brucei uma forma divergente do
fator de transcricao TFIIB que é essencial para a transcricao a partir do promotor
do gene SL RNA (Palenchar e Bellofatto 2006).
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A transcricdo policistrbnica nos tripanossomatideos, em conjunto a
auséncia de promotores classicos, indica que a iniciacao da transcricado nao é um
fator limitante na producdo do mRNA. Ao contrario, o que parece ocorrer € a
transcricao constitutiva de todos os genes (Clayton, 2002). Esta falta de controle
da iniciacdo da transcricdo nos parasitas kinetoplastideos demonstra a
importancia da regulacao durante processos pés-transcricionais especificos, como
o trans splicing e a estabilidade do mRNA (D"Orso, et.al., 2003). O controle pos-
transcricional em organismos eucariéticos € um mecanismo de regulacao génica
bastante conservado e inclui a inibicdo da traducdo, a desestabilizacdo de
MRNAs, o splicing alternativo e o sequestro de mRNAs a corpos subcelulares bem
definidos. Em tripanossomas, a regulacao parece ser alcangada principalmente
pela mudancga rdpida na meia-vida do RNAm e pelo controle traducional, ao invés
da ocorréncia de ativagdo pos-transcricional (D"Orso, et.al., 2003). A estabilidade
do mRNA é dependente das regibes nado traduzidas e credita-se este tipo de
atividade regulatoria a fatores que agem em trans reconhecendo elementos em cis
presentes nas regides nado-traduzidas 3" e 5 (Clayton, 2002 e D’'Orso, etal.,
2003).

Varios elementos reguladores em cis alteram a meia-vida dos RNAs
mensageiros maduros, a maioria localizada na regiao 3'UTR (Di Noia et al., 2000;
Coughlin et al., 2000; Dallagiovanna et al., 2001). Este processo € essencialmente
alcangado através de proteinas ligadoras de RNA que formam, em conjunto ao
mRNA, complexos ribonucleoprotéicos. E a composicdo do complexo que
determina se 0 MRNA sera transportado ao citoplasma para tradugao, degradacao
ou outro evento de processamento. Proteinas capazes de interagir em trans com
estes elementos foram identificadas por D'Orso e Frasch (2001b; 2002), mas o
mecanismo pelo qual elas agem nos tripanossomatideos permanece ainda
indefinido.

Recentemente, identificou-se em Trypanossoma cruzi corpos subcelulares
semelhantes a corpos P. Estes sdo sitios onde o mRNA pode ser decapeado e
degradado 5°- 3" ou estocado para o retorno subsequente aos polissomos (Holetz

et.al., 2007). Cassola et.al., (2007) logo em seguida, demonstraram granulos
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contendo mRNAs que compartilham componentes com corpos P e com granulos
de estresse, inclusive com o recrutamento da proteina TcUBP-1. Estes novos
estudos sugerem que ndo se pode descartar outros mecanismos que envolvam,
por exemplo, a acessibilidade de mRNAs a maquinaria de traducgao.

Em leveduras e em células de mamiferos, os mecanismos pos-
transcricionais também representam papéis importantes na regulacdo da
expressao génica. Os transcritos presentes em complexos ribonucleoprotéicos se
encaminham aos polissomos para traducédo, enquanto outros sdo enderecados
para decaimento ou tém a sua traducdo reprimida e sdo estocados, sendo
degradados posteriormente. A primeira etapa na degradacdo do mRNA é
deadenilagao, deixando a porcao 3 susceptivel a clivagem pelo exossomo (Parker
e Song, 2004). Alternativamente, a perda da cauda poliA disponibiliza a por¢céo 5°
para o decapeamento pelo complexo Dcp1/2 deixando o RNA susceptivel a
degradacao pela exoribonuclease XRN1, ambas co-localizadas nos corpos-P
(Eulalio et.al., 2007).

Outra alteragdo pos-transcricional descrita em tripanossomatideos é a
edicao dos transcritos mitocondriais descoberta em 1986 (Benne, et.al.,1986). O
processo de editoracdo dos RNAs envolve a inser¢cao e/ou a delegdo de residuos
de uridina de acordo com sequéncias contidas em RNAs guias, transcritos de
minicirculos de DNA de cinetoplasto na mitocondria (KDNA). (revisto por Adler e
Hadjuk, 1994; Alfonso, et al., 1997; Estévez e Simpson, 1999)

A ESTRUTURA DAS PROTEINAS DE LIGACAO A RNA

O RNA possui consideravel importancia na perpetuacao e manifestacao de
informagédo contida no genoma. RNAs participam nos processos de replicagéo,
transcricdo, processamento, transporte e tradu¢do. No contexto de controle da
expressao génica, os RNAs reguladores participam na modulagdo da cromatina e
na determinacdo da meia-vida e da traducdo de mRNAs.

A molécula de RNA raramente encontra-se isolada na célula. Durante a
formagcdo dos transcritos, ribonucleoproteinas (RNPs) se agregam co-
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transcricionalmente a este transcrito nascente e participam nas etapas de
processamento, exportacao do nucleo, transporte e localizacdo do RNA (Dreyfuss,
et.al., 2002).

A diversidade de funcbes das proteinas ligadoras de RNA sugere uma
diversidade corrrespondente de motivos responsaveis pelo reconhecimento da
molécula de RNA. Todavia, a maioria destas proteinas é modular e a ampla
diversidade estrutural de substratos ocorre em decorréncia de multiplas cépias de
dominios de ligacdo a RNA. E a combinacdo destes dominios em varios arranjos
estruturais que gera proteinas que podem reconhecer o RNA com a afinidade e a
especificidade necessarias para encontrar os RNAs cognatos no meio celular
enquanto retém a versatilidade requerida para a funcao complexa de atuar no
processamento do RNA (revisto por Lunde, et.al., 2007).

Varios dominios ja foram identificados e sao utilizados inclusive na
caracterizagdo de RNAbps (RNA Binding Proteins) (Pérez-Canadillas e Varani,
2001). O dominio de ligacdo a RNA do tipo RRM (RNA Recognition Motif) é
composto de 80-90 aminoacidos Mais de 10.000 RRMs ja foram identificados
sendo de longe o mais comum e melhor caracterizado dos médulos de ligagéo a
RNA. As proteinas RRM funcionam, em sua maioria, em processos de regulacao
pds-transcricional da expressao génica (Lunde, et.al., 2007).

A estrutura terciaria do dominio RRM da proteina A do complexo
ribonucleoprotéico U1, que esta envolvido em splicing foi determinada por Nagai et
al. em 1990. Esta consiste em quatro folhas PB-pregueadas antiparalelas
agrupadas contra duas a-hélices orientadas perpendicularmente (Figura 3). Os
dois submotivos ficam justapostos nas duas folhas B centrais onde fazem contato
direto com a molécula de RNA (revisto por Lunde, et.al., 2007). A ligacdo é
mediada na maioria dos casos por trés residuos conservados: um residuo Arg ou
Lys que forma uma ponte de sal com o esqueleto fosfodiéster e dois residuos
aromaticos que fazem interacbes stacking com as nucleobases. Estes trés
residuos se situam nos dois motivos altamente conservados RNP1 e RNP2 que se
localizam nas duas folhas beta centrais. (Figura 3) (Lunde, et.al.,2007, Outbridge,
etal., 1994).

11
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Esquema 3 — O dominio de ligacao a RNA do tipo RRM. Acima, a estrutura
do dominio RRM da protéina U1A humana ligada a molécula de RNA (laranja).
As bases de fita simples sdo especificamente reconhecidas pela folha -
pregueada e através de duas alcas que conectam os elementos da estrutura
secundaria. Abaixo, varios médulos se combinam para exercerem multiplas
funcbes. Em (a), os mdultiplos modulos aumentam a especificidade de
reconhecimento; em (b), eles se organizam para reconhecerem mais de uma
molécula; em (c), ele funcionam como espacadores para o posicionamento de
outros médulos e em (d), eles se combinam com dominios enzimaticos. Fonte:
Lunde, 2007
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Grande parte da capacidade destas proteinas de reconhecerem o RNA depende
especificamente das sequiéncias presentes entre os dominios, chamadas de
linkers. SequUéncias linkers longas (> 50-60 residuos) sao geralmente
desorganizadas e permitem que os dois dominios reconhegcam uma gama ampla
de alvos. Enquanto que linkers curtos predispdem os dominios a se ligarem a um
strech contiguo de acidos nucléicos. Quando isto acontece, o linker forma uma a-
hélice curta em resposta a ligacdo ao RNA que posiciona os dois dominios
relativos um ao outro e algumas vezes contactam o RNA diretamente. Nestas
situacdes, as seqléncias linkers sdao tado conservadas quanto, ou melhor que, os
proprios dominios. Porque o posicionamento preciso dos dominios facilita a sua
funcdo (Lunde, et.al., 2007), conforme o linker se encurta, a afinidade pelo RNA
aumenta entre 10 e 1000 vezes, quando comparada com a afinidade de dois
dominios RRMs somados (revisto por Lunde, et.al., 2007).

O PAPEL DAS PROTEINAS DE LIGACAO A RNA NO CONTROLE DA EXPRESSAO
GENICA EM TRIPANOSSOMATIDEOS

Uma vez que os tripanossomatideos apresentam caracteristicas de biologia
celular e molecular bastante peculiares, como o ciclo de vida digenético e a
regulagdo da expressdo génica basicamente pds-transcricional, a familia
Trypanosomatidae constitui um grupo bastante interessante para o estudo de
proteinas de ligacdo a RNA. As proteinas RNAbp sdo essenciais na regulagao da
expressao de proteinas especificas as diferentes formas celulares do parasita, e
portanto na sua adaptacao aos diferentes ambientes encontrados ao longo do seu
ciclo biologico. Diversas RNAbps ja foram isoladas e caracterizadas em
trypanossomatideos, dada a sua importdncia na biologia molecular desses
organismos.

Em 1998, Manger e Boothroyd identificaram em T. brucei a RRM1, uma
proteina nuclear essencial, cujo gene apresenta trés dominios RRM arranjados em
tandem (Manger and Boothroyd, 1998) e cuja funcao ainda é desconhecida
(Manger e Boothroyd, 2001). Em 2001, Xu et al. identificaram a proteina XB1 em

T. cruzi através do sistema de trés hibridos em levedura, que selecionou proteinas
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que interagiam ao RNA mini-exon (Xu et al., 2001). Em 2001, D'Orso e Frasch
descreveram a proteina TcUBP-1, que apresenta o dominio RRM e é regulada ao
longo do ciclo. TcUBP-1 forma um complexo ribonucleoprotéico com TcUBP-2 e
TcPABP e pode ligar regides ricas em adenosina e uridina (ARE),
consequentemente diminuindo a meia vida do mRNA de TcSMUG (D'Orso e
Frasch, 2002). Mais tarde, De Gaudenzi et al. descreveram que as proteinas
TcUBP 1 e 2 formam uma familia, com pelo menos 6 membros, de proteinas
ligadoras de RNA que apresentam um unico dominio de RRM (De Gaudenzi,
et.al., 2005)

As proteinas de ligacdo a cauda poli (A) dos mRNAs, altamente
conservadas em eucariotos, também foram identificadas em T. cruzi (Batista et al.,
1994), e em T. brucei (Pitula et al., 1998). Zhang e Williams identificaram trés
proteinas de ligacdo a RNA em T. brucei através de afinidade por ssDNA (Zhang
and Williams,1997). Uma delas é ortéloga a PABP (Pitula et al., 1998) enquanto as
outras duas, Tbp34 e Tbp37, foram capazes de se ligar ao rRNA 5S (Pitula et al.,
2002a). As proteinas Tbp34 e Tbp37 sdo bastante similares, com exce¢édo de uma
insercao de 18 aminoacidos em Tbp37 no terminal amino. Elas apresentam trés
dominios distintos: um dominio APK N-terminal rico nos residuos alanina, prolina e
lisina; dois dominios RRM internos e uma regido C-terminal KKDX (Zhang e
Williams, 1997). A expressao destas proteinas é estagio-especifica, sendo Tbp34
presente predominantemente na forma prociclica, sugerindo um controle tanto
traducional quanto pés-transcricional (Li, et.al., 2003). A interacdo especifica das
proteinas Tbp34 e Tbp37 com o RNA ribosomal 5S sugere um papel na via de
importacao e exportacdo nuclear durante a biogénese do ribossomo. Esta
hipétese foi reforcada com a verificacdo de que Tbp34 e Tbp37 se associam a
duas proteinas de ligacdo ao RNA fosforiladas em tirosina, NOPP44/46, que se
localizam primariamente no nucléolo (Pitula et al, 2002b). Recentemente,
Hellmanm, et. al., (2007a) sugeriram que Tbp34 e Tbp37 tém um importante papel
na estabilizacdo do rRNA 5S. Através da técnica de interferéncia de RNA, eles
demonstraram que a perda da fungdo destas proteinas se correlaciona com uma

diminuicdo nos niveis de rRNA 5S, assim como uma diminuicdo na atividade
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ribossbmica e alteragdo da biogénese ribossomal. Experimentos de captura
seqlencial demonstraram ainda que Tbp34, Tbp37 e NOPP44/46 se associam
com o fator de exportacdo nuclear, exportina 1, formando um complexo, mas
ainda nao se sabe se o rRNA 5S faz parte deste complexo nem se a interacao
com o rRNA 5S e NOPP44/46 reflete um papel comum ou dois papéis distintos
destas proteinas (Hellman, et.al., 2007b).

De Gaudenzi et.al. analisaram em 2005 as proteinas contendo dominios de
ligagcdo a RNA do tipo RRM presentes nos trés genomas tripanossomatideos, T.
cruzi, T, brucei e L. Major, sequenciados e um total de 77 ortdlogos diferentes
foram identificados (Figura 4) num resultado consistente com a publicacdo da
comparagao dos trés genomas de tripanossomatideos, T. cruzi, T. brucei e L.
major, que inclui a conservacdo da ordem dos genes e 0 agrupamento de
homoélogos em repeticoes em tandem (De Gaudenzi, et.al., 2005) (Figura 4).

O trabalho aqui apresentado € uma continuagdo do trabalho anterior do
nosso grupo, relatado em minha tese de mestrado e resumido no anexo 1. Segue-
se uma breve descricdo dos resultados obtidos. Durante a elaboragcdo da minha
dissertagdo de mestrado, foi possivel identificar duas proteinas, nomeadas
TcRRM1 e 2 através da andlise dos bancos de dados gerados pela iniciativa
genbmica do T. cruzi. Estas proteinas sado bastante semelhantes entre si e
apresentam cada uma dois dominios de ligacado a RNA do tipo RRM, além de um
dominio N-terminal rico nos aminoacidos alanina, prolina e lisina (APK-Rich)
sendo a principal distincdo a presenca ou a auséncia de 18 nucleotideos na
porcéo 5°da regido codificante (Anexo 1 — Figura 1).

Os genes TcRRM estao arranjados em um tandem no genoma de T. cruzi
contendo pelo menos oito copias e 0 sequienciamento da regido intergénica
revelou uma fase aberta de leitura que apresentou alta homologia a um EST. A
sua sequéncia predisse uma proteina de aproximadamente 28kDa e o gene
intercalante foi entdo nomeado Tcp28 (Anexo 1 — Figura 2).

A procura por seqiéncias semelhantes em bancos de dados mostrou que
os genes RRM de T.cruzi (TcRRM) sao bastante semelhantes a dois genes ja
descritos em Trypanosoma brucei: Tbp34 e Tbp37. Um gene semelhante também
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foi encontrado no genoma de Leishmania major. Anticorpos gerados contra as
proteinas de T. brucei capazes de reconhecer proteinas em diferentes clones e
cepas de T. cruzi, além de proteinas de Crithidia fasciculata e de Leishmania
braziliensis (Anexo 1 — Figura 3).

Analisamos o acumulo de RNA mensageiro dos genes TcRRM nas trés
diferentes formas celulares do T. cruzi através de northern blot. Nao foi possivel a
distingcdo entre os mMRNAs de TcRRM 1 e TcRRM 2, mas o acumulo é claramente
maior nas formas amastigotas (Anexo 1 — Figura 4).

Como as proteinas Tbp34 e Tbp37 de T. brucei se localizam no nucleo e
apresentam sinal de localizagdo nuclear, realizamos ensaios de
imunofluorescéncia com células de T. cruzi. Este ensaio preliminar com os
anticorpos contra as proteinas de T. brucei mostrou localizacao citoplasmatica
para as proteinas RRM em T. cruzi (Anexo 1 — Figura 5).

As regides codificantes de TcRRM 1 e TcRRM 2 foram clonadas em
vetores para expressao em E. coli e posterior purificacdo das proteinas
recombinantes. Estas proteinas também sado reconhecidas pelos anticorpos anti-
p34/p37 (Anexo 1 — Figura 6).
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OBJETIVOS

Em face da importancia das proteinas de ligacado a RNA na biologia do
Trypanosoma cruzi e dos dados anteriores obtidos durante a dissertacdo de
mestrado na caracterizacao da estrutura génica das proteinas TcCRRM 1 e TcRRM
2 de T. cruzi, o objetivo geral desta tese € a expanséo do conhecimento a respeito
destas proteinas no que tange a sua funcado e a sua importancia para T. cruzi.
Constitui também um objetivo geral desta tese a caracterizacdo da proteina
codificada pelo gene Tcp28, localizado intercalado aos genes TcRRM no genoma
de T. cruzi. Assim sendo, nossos objetivos especificos sao:

1. Caracterizar funcionalmente TcRRM 1 e TcRRM 2;
1.1. Determinar o padrdo de expressao de TcRRM1 e TcRRM2 ao longo do
ciclo de vida do T.cruzi;

1.1.1. Determinar as regides ndo traduzidas (UTRs) dos genes TcRRMs

1.1.2. Verificar a meia vida dos RNAs codificantes das proteinas TcRRMs;

1.1.3. Verificar a presenga das proteinas TcRMMs nos diferentes tipos

celulares;

1.2. Determinar a localizagao das proteinas TcRRM nas células do T.cruZzi

1.3. Caracterizar a propriedade de ligacdo a acidos nucléicos das proteinas
TcRRMs testando sua capacidade de ligacdo ao rRNASs e a
homorribopolimeros;

2. Caracterizar o gene Tcp28 que intercala os genes TcCRRM1 e 2;

2.1. Determinar o padrao de expressao de Tcp28;
2.1.1. Verificar a presenca de Tcp28 nos 3 diferentes tipos celulares;
2.1.2. Determinar as regides nao traduzidas do gene Tcp28;

2.2. Determinar a localiza¢ao da proteina Tcp28

18



MATERIAIS E METODOS

MICRORGANISMOS

Cepas de Escherichia coli

e DH50F’1Q (Hanahan, 1983)

SUpE44 Alac U169 (80/acZA15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1

e BL-21 (Studier e Moffatt, 1986)
hsdS gal (c/ts857 ind San&nin5) lac UV5T7 gene 1

Clones de T. cruzi

e CL Brener (Cano et.al., 1995)
e Dm28c (Contreras, et.al., 1988)

LINHAGENS CELULARES

Materiais € Métodos

e LLCMK2 (Hull, et.al., 1962) Macaca mulatta (macaco, Rhesus, rim) —
Epitelial - ATCC #: CCL-7

OLIGONUCLEOTIDEOS

Primers Sequéncias (5’-3’) Enzimas
TcRNAbp CGCGGATCCGGCAGACTTGGCGGGCAT BamH1
NH, Bam
COOHbp CAUCAUCAUCAUAAGAACCACACGAAGTAA -
RACE
TcRNAbp CCGGAATTCAAGAACCACACGAAGTAA EcoR1
COOH Eco
Tcp28- NH, | GACGCGGATCCATGGGCCTGAAAAGGC BamH1
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Bam

Teng NH, CGCGCGGATCCGATACAATCGCCGTACAT BamH1
Bam

Teng RACE | CAUCAUCAUCAUATGTACGGCGATTGT -
Tcp28 GACGCGGATCCGAGGCAGTGTTGATG BamH1
COOH Bam

ME- Cruzi GGATGGAATTCAGTTTCTGTACTATATTG EcoR1

Obs. As sequéncias em negrito correspondem aos sitios de restricdo indicados a
direita.

PLASMIDEOS UTILIZADOS

Nome Origem- N2 Acesso | Tamanho Vetor
GenBank | aproximado
do inserto
40°22 Porcel, B. et al, | AW329912 | 1Kb pT7T3
2000a
18h2 Porcel, B. et al, | AW324803 | 1Kb pT7T3
2000a
InterRBPs Gomes et.al., - 1,3Kb pBluescript Il KS
2004
ME/Tcp28 Gomes et.al., - 600pb pBluescript I KS
2004
RRM1/GST | Gomes, - 800pb pGEX 4T1
Dissertacao de
Mestrado
RRM2/GST | Gomes, - 800pb pGEX 4T1
Dissertacao de
Mestrado
Tcp28/GST | Neste trabalho | - 800pb pGEX 4T1
UBP1/GST | Neste trabalho | - 800pb pGEX 4T1
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SONDAS
COOHBP RACE TEN@A’CE
/ RRM Tcp28 / /% Tcp2s
— -« — -«

Tcp28 NH2 Bam

TcRNABP-NH2 Bam Tcp28 Bam

TcRNAbp COOH

Desenho indicando o 16cus contendo os genes TcRRM (caixa listrada) e Tcp28 (caixa
branca) com a posi¢do das sondas TcRRM (retdngulo listrado) e Me-Tcp28 (retangulo

branco) e a posi¢do dos iniciadores.

MEIOS DE CULTURA

» Meio LIT (Infusdo de figado- NaCl 75mM
tripticase) KCI 5,4mM
NazHPO4(12H,0) 62mM

Glicose 0,2%

Bacto-triptona 0,5%

Infuséo de figado 0,5%

pH ajustado a 7,2 com NaOH 1N

» Meio LB (Luria Bertani) Bacto-triptona 1%
Extrato de levedura 0,5%

NaCl 85mM

pH ajustado a 7 com NaOH 5N

» Meio LB-agar Meio LB
Agar 1,5%p

» Meio 2xYT-G Bacto-triptona 1,6%
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Extrato de Levedura 1%

NaCl 86mM

Glicose 2%

pH ajustado a 7 com NaOH 5N

» RPMI RPMI Medium1640 Gibco
NaHCO; 2,0g/L

pH ajustado a 7,4 com NaOH 5N

Todos os meios de cultura eram autoclavados a 120°C por 20 minutos, a excecao

do meio RPMI que era filtrado (Millipore, 0,22um).

SOLUCOES:

» Acri-bis 30% Acrilamida 29,2% (w/v)
Bisacrilamida 0,8% (w/v)

» GET Tris-HCI pH8,0 25mM
EDTA 10mM
Glicose 50mM

» MOPS 10x MOPS 20mM
Acetato de sédio 5mM

EDTATmM
pH ajustado a 7,5

> PBS NaCl 140mM
KCI 2,7mM

NagHPO4 8mM

KH2PO4 1,5mM

Glicose 5,5mM

pH ajustado a 7,5

» PBS-T PBS 1x
Tween 0,05% (v/v)

» Solucédo de Azul de Coomassie Metanol 45% (v/v)
Acido acético 10% (v/v)
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Azul de coomassie R250 0,2% (w/v)

Solugéo de blogqueio PBS-T
0,05% leite em p6 Molico

Solucao de Denhardt 5x Ficol 400 1% 50x
Polivinilpirrolidona 1%

BSA 1%

Solucao de desnaturacao NaOH 0,5M
NaCl 1,5M

Solucao de extracao de RNA 1 Solucao de hidrocloreto de guanidina
99,92% (V/V)
2-mercaptoetanol 0,08% (V/V)

Solucao de extracao de RNA 2 Solugao de Isotiocianato de guanidina
92% (VIV)
2-mercaptoetanol 8% (V/V)

Solugéao de hidrocloreto de Hidrocloreto de guanidina 6M pH 7,5
-, EDTA 25mM

guanidina

Solugéao de isotiocianato de Tris-HCI 50mM pH 7,5
.- Isotiocianato de guanidina 4M

guanidina gEDTA 25mM

Solucao de lavagem 1 SSC 1% (v/v)

SDS 0,1% (v/v)

Solucao de lavagem 2 SSC 0,1% (v/v)
SDS 0,1% (v/v)

Solucao de neutralizacao Tris-HCI pH 8,0 0,5M
NaCl 1,5M
Solugéao de pré-hibridizagéao Formamida 50% (v/v)

DNA de esperma de salmao 100ng/mL
Tampao fosfato 50mM

SSC 5x

Denhardt 5x

Solugéao de revelagao por NBT 1% (v/v)
BCIP 1% (v/v)

fosfatase alcalina Tampéao de Susbtrato 98% (v/v)
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Solugéo de ressuspensao

Solucao de transferéncia

Solucao de vermelho de
Ponceau

Solucao descorante para SDS-
PAGE

Solucao encolhedora para SDS-
PAGE

SSC 10x

Tampao de Amostra para gel de

agarose 6x

Tampao de amostra de RNA

Tampéao de amostra de proteina
6X

Tampao Fosfato 10x

Tampao de Substrato

Tampdo Tris-Glicina

Materiais € Métodos

Tris-HCI 50mM pH 7,5
EDTA 2mM
NaCl 0,1M

Glicina 190mM
Metanol 20%(v/v)
Tris 25mM

Vermelho de Ponceau 0,025% (w/v)
Acido Tricloroacético 3%

~ Metanol 5% (v/v)
Acido acético 7%(v/v)

Metanol 65%(v/v)
Glicerol 0,5%(v/v)

NaCl 3M
Citrato de Sddio 0,3M

Azul de bromofenol 0,025%(w/v)
Xileno-cianol 0,025%(w/v)
Glicerol 30%(v/v)

Formamida deionizada 50%(v/v)
Formaldeido 6%(v/v)

tampao MOPS 1x

SDS 2%(v/v)

DTT10mM

Azul de bromofenol 0,02%(w/v)
Glicerol 10%(v/v)

NagHPO4 0,3mM
Na H2PO4 5mM
NaCl 72,6mM

Tris-HCI 1,2% (p/v)
MgCl. 0,1M

azida sédica 0,01%
Tris-HCI 0,1M

Glicina 0,7%(p/v)
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» TBE Tris-borato 90mM
EDTA 1mM pH8,0
pH ajustado a 7,5

» TE-4 Tris-HCI 10mM pH 8,0
EDTA 0,1mM

» TE Tris-HCI 10mM pH8,0
EDTA 1mM

» TNE Tris-HCI 1M pH 7,6
NaCl 5M

EDTA 0,5M pH8,0

CULTURA DE TRYPANOSOMA CRUZI

Cultura axénica das formas epimastigotas

Utilizamos células de Trypanosoma cruzi das cepas CL e Y e os clones de
T. cruzi CL Brenner (Cano et al., 1995) e Dm28c (Contreras et al., 1988). Formas
epimastigotas eram mantidas em cultura axénica em meio LIT (Camargo, 1964) a
29°C, com repiques semanais para a densidade populacional de 1 x 10’
células/mL.

Cultura das formas tripomastigotas e amastigotas em células de
mamiferos

As formas tripomastigotas e amastigotas foram produzidas in vitro em
colaboragdo com a Professora Thais Souto-Padrén do Instituto de Microbiologia
aqui da UFRJ. Utilizamos células LLCMK2 (Hull, et.al., 1962) cultivadas em meio
RPMI a 37°C com 5% de CO, em estufa Nuaire IR Autoflow CO, Water-Jacketed
incubator com troca de meio a cada 2-3 dias. A infeccdo com formas
tripomastigotas de T. cruzi ocorria com indculo de aproximadamente 10° células

por garrafa de cultura por 24 horas.
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Apb6s o rompimento das células LLCMK2, o que ocorria em torno de 7-15
dias, 0 sobrenadante era submetido a uma centrifugacao inicial de 1000rpm em
centrifuga clinica (180g) por 5 minutos para sedimentacdo dos debris celulares.
Este sobrenadante era filtrado em papel de filtro e transferido para outro tubo e
novamente centrifugado, desta vez a 3000 rpm (2250g) por 10 minutos para
sedimentacdo das células de T. cruzi. O tubo era colocado a 37°C por 2 horas
sem agitagdo quando as formas amastigotas e tripomastigotas eram entéo
separadas, baseado no fato de que as formas tripomastigostas escapavam do
sedimentado para a superficie devido a sua maior mobilidade enquanto as formas
amastigotas permaneciam no fundo do tubo.

EXTRACAO DE Acipos NUCLEICOS

Extracao de DNA de Trypanosoma cruzi

A extracdo do DNA dos microrganismos era realizada a partir de 25mL de
cultura em fase estacionéaria (Sambrook et al. 2001 com modificagbes). As células
eram sedimentadas por centrifugacdo por 10 minutos a 2000 rpm em centrifuga
clinica e lavadas com 30mL de tampao PBS pelo menos 3 vezes. A seguir, as
células eram ressuspensas em 420uL de tampao TNE. Adicionava-se entdo SDS
para uma concentracao final de 1% e 400ug de proteinase K incubando-se a 37°C
por 18 horas. Extraia-se o DNA adicionando-se ao lisado de células igual volume
de fenol-cloroformio e centrifugando-se por 1 minuto em microcentrifuga a 12.000
rpom; a fase aquosa era transferida para outro tubo e estes passos eram repetidos
até o desaparecimento da interface protéica. Precipitava-se o DNA presente na
solugdo aquosa adicionando-se 1/10 do volume de acetato de sédio 3M pH 4,8 e
2,5 volumes de etanol absoluto. O DNA precipitado na mistura era sedimentado
por centrifugacdo por 15 minutos em microcentrifuga a 12.000 rpm. O sedimento
era lavado com etanol 70% e posteriormente ressuspenso na concentracdo de

2ug/mL em TE.
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Extracao de RNA total de Trypanosoma cruzi

Para a extracdo de RNA, utilizava-se uma cultura em fase exponencial
contendo geralmente 5 x 10° células. As células eram sedimentadas por
centrifugacdo por 10 minutos a 2000 rpm em centrifuga clinica e lavadas com
10mL de PBS pelo menos 2 vezes. O sedimento de células era coberto com 25mL
de solugcdo de extracao de RNA 1 e imediatamente vortexado até que a solugéao
ficasse translicida, quando entdo, adicionava-se 0,3 volume de etanol absoluto
para a precipitacdo diferencial das moléculas de RNA. Centrifugava-se por 5
minutos a 16.000g a 4°C e descartava-se o sobrenadante. Ressuspendia-se o
precipitado de RNA em 1mL de solugdo de extracdo de RNA 2, adicionando-se
depois, 0,05 volume de acido acético 1M e 0,5 volume de etanol absoluto. Apds 10
minutos a —20°C, a solucao era submetida a centrifugacao por 10 minutos a 7000g
a 4°C. O precipitado de RNA era ressuspenso em 1 a 3mL de H,O e novamente
precipitado como descrito para DNA (Chomczynski e Sacchi, 1987).

OBTENCAO DE EXTRATOS CELULARES DE TRIPANOSSOMATIDEOS

As células eram primeiramente contadas em camara de Newbauer. Em
seguida, as mesmas eram sedimentadas através de centrifugagao por 1 minuto a
12.000 rpm. O sedimentado era lavado com PBS e as células ressuspensas em
tampdo de amostra de proteina 1x para uma concentracdo de 10° a 10°
células/uL. Os extratos celulares totais eram imediatamente utilizados para evitar a

acao de proteases (Sambrook et al., 2001).

CLONAGEM DE FRAGMENTOS DE DNA EM VETORES BACTERIANOS

Inducao de competéncia em E. coli

A cultura bacteriana era inoculada, com alca de platina ou ponteira estéril,
diretamente do estoque congelado em 3mL de meio LB e cultivada por 18 horas
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sob agitacdo a 37°C. Em seguida, a cultura era repicada retirando-se 1mL e
inoculando-se em 50mL de meio LB. A cultura era cultivada até que atingisse
Absgoonm 0,5, quando as células eram sedimentadas por centrifugagéo a 2800 rpm
a 4°C por 10 minutos. O sedimentado de células era ressuspenso em 25mL de
solugcao de CaCl, 50mM e mantido no gelo por pelo menos 30 minutos tomando-se
o devido cuidado no manuseio das células bacterianas a fim de se evitar lise
celular. Apdés a incubagado, as células eram novamente centrifugadas sob as
mesmas condicdes ja citadas, no entanto ressuspensas desta vez em 5mL de
CaCl, 50mM. Ap6s nova incubacao em gelo por 60 minutos, adicionava-se glicerol
para uma concentragao final de 20% e aliquotava-se em tubos que posteriormente

eram armazenados a —70°C (Sambrook et al. 2001., com modificacdes)

Transformacao bacteriana

A transformagéo era induzida, adicionando-se de 50 a 100ng do DNA
plasmidial de interesse em volume de 1-15uL, as células competentes e
incubando-se em gelo por 15 minutos. Um choque térmico de 90 segundos era
feito colocando-se a mistura em banho-maria a 42°C e retornando-as ao gelo por
2 minutos. As células eram recuperadas adicionando-se 800uL de meio LB e
mantendo-se a cultura a 37°C por 30 minutos. A selecdo dos transformantes se
dava plaqueando-se 100uL da cultura em placas contendo LB-agar e 100ug/mL
de ampicilina. Otimizava-se a obtencao de transformantes, sedimentando-se as
células restantes na cultura através de centrifugagdo por 1 minuto em
microcentrifuga a 12.000 rpm. Retirava-se 800uL do meio e ressuspendia-se as
células nos 100uL restantes para posterior plaqgueamento (Sambrook et al. 2001.,

com modificacoes).

Extracdao de DNA plasmidial em pequena escala

As bactérias transformadas com os plasmideos de interesse eram

cultivadas em 2mL de meio LB com ampicilina a 50ug/mL por toda a noite sob
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agitacado a 37°C. As células eram posteriormente sedimentadas por centrifugacao
a 12.000 rpm por 1 minuto em microcentrifuga. Ressuspendia-se o precipitado em
100uL da solugdo GET. Preparava-se imediatamente antes de usar uma solugao
contendo NaOH 0,2N e SDS 1%. Adicionava-se 150uL desta solucao a suspensao
de células e misturava-se por inversdo. Adicionava-se 150uL de acetato de
potassio 3M pH4,8 e em seguida 150uL de cloroférmio. O material era entao
centrifugado por 3 minutos a 12.000 rpm e a fase aquosa transferida para um tubo
novo. O DNA plasmidial era precipitado adicionando-se 2 volumes de etanol
absoluto e incubando-se a temperatura ambiente por 2 minutos. O material
precipitado era sedimentado por 15 minutos na microcentrifuga a 12.000 rpm e

ressuspenso em 20 a 30 puL de TE (Sambrook et al. 2001., com modificagdes).

ELETROFORESE

Eletroforese de DNA em gel de agarose

Agarose suficiente para concentragao final de 0,8 a 1,5% era dissolvida em
tampdo TBE. A solugdo era vertida ainda morna em fGrma apropriada para
eletroforese horizontal e apos gelificacéo, o gel era coberto com tampao TBE. As
amostras de DNA eram diluidas em tampao de amostra para gel de agarose 6x
para uma concentracao final de 1x e aplicadas nos pocos formados no gel no pélo
negativo. A corrida eletroforética se dava entre 70 e 100V. Apds a corrida
eletroforética, os géis eram corados em solugdo de brometo de etideo 5ug/mL e

visualizados sob luz ultravioleta (Sambrook et al. 2001, com modificacoes).

Eletroforese desnaturante de RNA em gel de agarose

Adicionava-se 1,29 de agarose e 10mL de tampao MOPS 10x pH 7,5 10x a
73mL de H,O até a completa dissolugdo da agarose. Apds o esfriamento da
solugao adicionava-se formaldeido para uma concentracao final de 6%. O material
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era vertido em cuba apropriada devidamente nivelada. A gelificacdo se dava em
aproximadamente 30 minutos quando o gel era coberto com tampao MOPS 1x. As
amostras eram preparadas adicionando-se 5ug de RNA total em 9,7ulL de tampéao
de amostra de RNA, aquecendo-se por 10 minutos a 65°C e incubando-se em
gelo. Antes da aplicacado adicionava-se tampao de amostra para gel de agarose
para uma concentragao final de 1x. A corrida se dava a 100V constantes até que o
corante azul de bromofenol chegasse a aproximadamente 3 cm do final do gel. O
gel era entdo corado com solucao de brometo de etideo 5ug/mL e visualizado em
transiluminador de ultravioleta (Sambrook et al. 2001, com modificagées).

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS - PAGE)

Para a montagem do gel de separacgao, preparava-se uma solugédo contendo
acrilamida-bisacrilamida 12-16%, onde a relacdo acrilamida-biscarilamida era de
29:1, além de Tris-HCI pH 8,8 0,375M, SDS 0,1%, APS 0,05% e TEMED 0,1% e
vertia-se em aparato apropriado para eletroforese vertical. Cobria-se o0 gel com
1mL de butanol e deixava-se polimerizando por 30 minutos. Apés a polimerizagéo,
retirava-se a butanol, lavava-se com H,O destilada e retirava-se a agua com o
auxilio de uma folha de papel de filtro. Cobria-se o gel de separacdo com a
solugédo para o gel de empacotamento que continha acrilamida-bisacrilamida 4%,
Tris HCI pH6,8 0,125M, SDS 0,1%, APS 0,05% e TEMED 0,1%. Colocava-se o
pente e deixava-se polimerizando por 30 minutos.

As amostras de extrato protéico eram preparadas adicionando-se tampao
de amostra de proteina para concentragcdo de 1x, aquecendo-as a 95°C por 5
minutos e incubando-as em gelo.

Durante a separagdo das amostras no gel de empacotamento, a corrida
eletroforética se dava a 25mA constantes; quando as amostras passavam para o
gel de separacdo, aumentava-se a corrente para 35mA.

Apés a corrida eletroforética, os géis eram corados e fixados mergulhando-

os em solucdo de Azul de Comassie por 1 a 18 horas. Posteriormente, os géis
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eram mergulhados na solucdo descorante até que o fundo do gel clareasse e as
bandas pudessem ser visualizadas com nitidez. Para a secagem do gel, este era
mergulhado em solucdo encolhedora por 1 hora e posteriormente colocado entre
duas folhas de papel celofane presas a grampos por aproximadamente 48hs
(Weber e Osborne, 1969).

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os géis de poliacrilamida eram produzidos através da mistura de uma
solugdo contendo acrilamida/bisacrilamida (38:2) com tampao TAE 1x ou TBE
0,5X, além de APS 0,1 % e TEMED 0,1%. Para os géis desnaturantes
acrescentava-se ainda uréia a 6%. Estes eram corridos a 40W constantes a uma
temperatura controlada de 50°C. Os géis ndo desnaturantes (para gel shift) eram
corridos a 4°C a 100-200V constantes. Apés a corrida, os géis eram transferidos
para papel de filtro e secos em secador de gel por 1hora a 80°C. Apéds a secagem,
0s mesmos eram expostos a filme de raio X ou a tela intensificadora do aparato de

exposicao Phosphor Screen General Purpose (Molecular Dynamics).

TRANSFERENCIA DE MACROMOLECULAS PARA MEMBRANAS

Transferéncia de RNA para membranas de nylon — northern blot

Os géis de agarose de RNA para transferéncia eram sempre feitos em
duplicata. Uma copia era corada com brometo de etideo e a outra usada para
transferéncia sem tratamento prévio. Para a transferéncia, uma cuba de
transferéncia era devidamente preenchida com SSC 2X e o gel era colocado
invertido sobre a cuba seguido pela membrana de nylon previamente mergulhada
em SSC 2X por 10 minutos e devidamente marcada para orientacdo posterior. A
membrana era coberta com um volume de 5 cm de papel de filtro e guarnecida
com um peso de papel. Toda a cuba era coberta com um filme plastico e a
transferéncia se dava por 18 horas a temperatura ambiente. Apds a transferéncia,
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a membrana era exposta a luz de transiluminador ultravioleta por 1 minuto e

deixada em forno a 80°C por 1 hora e 30 minutos (Sambrook, et.al., 2001)

Transferéncia de proteinas para membranas de nitrocelulose — western blot

Os géis de poliacrilamida com SDS eram feitos em duplicata. Uma das

cépias era corada com comassie blue e a outra submetida a transferéncia.

A transferéncia se dava em aparato apropriado para eletrotransferéncia. O
gel e a membrana de nitrocelulose eram posicionados entre duas folhas de papel
de filtro e este conjunto era fixado em grades especiais. Alternativamente,
utilizava-se a membrana Hybond-P de acordo com as instrugdes do fabricante
(Amershan-Pharmacia). O aparato era mergulhado em solucdo de transferéncia
de forma que o gel ficasse no pdlo negativo e a membrana no poélo positivo. A
transferéncia das proteinas para a membrana acontecia a 50mA constantes por 16
horas a 4°C ou, alternativamente, por 300mA constantes por 1hora em gelo.

A membrana era armazenada a 4°C até a sua utilizacdo. A verificagdo da
transferéncia era feita através da coloracdo da membrana com solugdo de
vermelho de Ponceau. A membrana era mergulhada nesta solu¢ao por 5 minutos
e o excesso de corante retirado com PBS até a visualizacdo das bandas
(Sambrook et al., 2001).

HIBRIDIZACAO A SONDAS MOLECULARES

Marcacao de sondas de DNA por iniciacao randomica

Os vetores utilizados como sonda eram previamente digeridos com enzimas
de restricdo para a liberacado do inserto. Apos a digestao, o inserto era purificado
através de eletroforese em gel de agarose de onde a banda de interesse era

excisada e purificada com o kit Qiax// da Qiagen®.
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O material eluido era posteriormente dosado em espectrofotdmetro a
260nm.

A marcacgéao radioativa do inserto purificado de DNA era feita em 25ng do
mesmo com 50uCu do isétopo [a-*2P]dCTP ou [o-**P]dATP de acordo com o
protocolo do kit RadPrime DNA Labeling System, da GibcoBRL® (Sambrook et al.,

2001., com modificacoes).

Marcacao de sondas de DNA por end-labeling

5pmoles de sonda eram incubados juntamente com exchange buffer 1X
(Gibco®) e 10 unidades da enzima T4 quinase, além de 10 unidades de inibidor de
RNAse e 50 uCu do isétopo [-*P]JdATP em agua DEPC num volume final de
reacdo de 20uL. Apos incubacdo por 1 hora a 37°C, a sonda era purificada em
coluna de sefarose G50 ou precipitada com cloreto de aménio e contada em
cintilador.

Marcacao de sondas de RNA por transcricao in vitro

400ng de DNA molde previamente linearizado eram incubados com 500nM
de ribonucleotideos, 10mM de DTT, tampao de transcricdo 1x (Gibco®), 0,005%
de BSA, 50uCu do isétopo [0-*2P]JUTP, 10 unidades de inibidor de RNAse e 10
unidades de T7 RNA polimerase por 1 hora a 37°C. Apéds a incubacgao inicial, o
DNA molde era digerido com 10 unidades da enzima DNAse RNAse free por 1
hora a 37°C. A reagao era purificada com fenol-cloroférmio e coluna de sefarose
G50. A marcacgao obtida era contada no cintilador.

Reacao de hibridizacao a sonda homoéloga

A membrana contendo os acidos nucléicos transferidos do gel, era colocada
em saco plastico com a solucao de pré-hibridizacao por no minimo 1 hora a 42°C.
Apo6s a pré-hibridizagédo, adicionava-se a solugdo SDS para uma concentragao

33



Materiais € Métodos

final de 0,1% e a sonda marcada, previamente aquecida a 95°C por 5 minutos. A
reacao de hibridizagao ocorria por 18 horas a 42°C.
Apés a incubacao, a membrana era lavada com a solucdo de lavagem 1 por

15 minutos a 42°C duas vezes e posteriormente duas vezes com a solucdo de
lavagem 2 também a 42°C por 15 minutos.

A membrana era acomodada em cassete apropriado, coberta com filme de
raios X e com tela intensificadora (lightning Plus, Du Pont®). A exposicéo ocorria a
—70°C em tempos variados (Sambrook et al., 2000, com modificacoes).

IMUNOBLOT

Com Anticorpo conjugado a Peroxidase

A membrana contendo as proteinas transferidas do gel de poliacrilamida
com SDS era mergulhada em solugao de bloqueio e mantida sob agitacao por 1
hora a temperatura ambiente. Em seguida, retirava-se a solugéao de bloqueio inicial
e adicionava-se nova solugdo de bloqueio contendo o anticorpo primario, na
diluicao ideal de cada anticorpo. A incubagéo se dava a temperatura ambiente sob
agitagdo por 1 hora quando a membrana era entdo lavada por duas vezes com
PBS-T por 5 minutos & temperatura ambiente, sob agitagdo. A membrana, entao,
adicionava-se nova solucdo de bloqueio, desta vez contendo o anticorpo
secundario, anti —lgG de coelho ou camundongo conjugado a HRP (Horseradish
Peroxidase). A incubagdo e a lavagem ocorriam da mesma forma que com o
anticorpo primario.

A revelacdo era feita com o kit de ECL da Santa Cruz Biotechnology®, de

acordo com o protocolo do fabricante.

Com Anticorpo conjugado a Fosfatase Alcalina
Alternativamente a revelacao por peroxidase, utilizava-se protocolo para
revelacdo com a fosfatase alcalina. Neste caso, as solucdes de blogqueio e

lavagem ndo continham fosfato e sim o sal Tris para evitar reacao cruzada. A
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revelacdo era feita incubando-se a membrana em Solucdo de Revelacdo até o
aparecimento das bandas protéicas de interesse.

CONSTRUGCAO DE VETORES RECOMBINANTES

Reacao em Cadeia da Polimerase

Para a reacdo de PCR utilizava-se 100ng de DNA gendémico, 1uM de cada
oligonucleotidio, 200uM de cada um dos dNTPs, 1,5mM de MgCl,, tampéao de
PCR GibcoBRL® para concentracdo de 1x e 1,5U de Tag DNA polimerase
GibcoBRL® em um volume de reacdo de 25ulL. A reagdo ocorria em termociclador
modelo Mastercycler gradient, da Eppendorff®, programado para desnaturacdo
inicial de 94°C por 5 minutos, 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos, 72°C por 30 segundos e uma extensao final de 10 minutos a 72°C, a
excecao de quando especificado no texto.

Purificacao de fragmento de DNA de gel de agarose

O fragmento de DNA era purificado do gel pelo Kit Consert Gel Extraction
System da GibcoBRL® ou com o kit Qiaexll da Qiagen® de acordo com as

instrucdes do fabricante.

Reacéo de ligacao do vetor ao produto de PCR

6uL do produto de PCR digerido e purificado do gel de agarose eram
ligados a 6uL do vetor pKS também digerido e purificado do gel utilizando-se 1U
da enzima T4 DNA ligase (Gibco®) num volume de reacdo de 15uL A reacédo de
ligacao ocorria a 14°C por 15 horas de acordo com recomendacdes do fabricante.
6uL desta reacao de ligagdo eram utilizados para transformacao de células E.coli
DH5aF 1Q.
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SEQUENCIAMENTO DE DNA

1ug do DNA plasmidial era sequenciado em Seqlenciador Capilar
MegaBace 1000 (Molecular Dinamics e Amersham Biosciences®), um sistema de
analise de DNA de 96 capilares. As reacdes de sequiienciamento sado realizadas de
acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o APBiotech
DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (com Thermo Sequenase™ Il
DNA Polimerase). As seqUéncias sado analisadas pelo software Sequence

Analyser utilizando o Base Caller Cimarron 3.

PRODUCAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

As proteinas recombinantes eram purificadas de acordo com as
recomendacoes do fabricante com algumas modificagbes (Bulk GST Purification
Modules — Amershan Pharmacia®). Os clones recombinantes de E. coli eram
inoculados em 4mL de meio 2xYT-G contendo 100ug/mL de ampicilina e
cultivados por 18 horas sob agitacdo a 37°C. Posteriormente, o volume era
elevado adicionando-se 36mL de meio 2xYTG — Ampicilina e a cultura era
crescida sob as mesmas condigdes até que atingisse Absgoonm 1-2 quando entao
era adicionado IPTG para uma concentracao final de 0,1ug/mL. A inducdo da
expressao da proteina de fusdo se dava por 3 horas e 30 minutos. A cultura era,
entdo, centrifugada a 5000rpm em rotor SS-34 (Sorvall®) por 10 minutos e o
sedimentado de bactérias era ressuspenssa em 3mL de solugdo de ressupenséo.
Adicionava-se lisozima para uma concentragao final de 10ug/mL e deixava-se sob
agitacdo a 30°C por 15 minutos. Adicionava-se entdo triton X-100 para
concentracao final de 1% e incubava-se em gelo por 30 minutos. Centrifugava-se
por 10 minutos a 12.000 rpm para retirada dos debris celulares e transferia-se o
sobrenadante para outro tubo. Ao sobrenadante adicionava-se a matriz glutationa
sefarose preparada de acordo com o kit Bulk GST purification module, da
Amersham Pharmacia® e deixava-se sob agitagdo por 20 minutos. A retirada da
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proteina recombinante se dava por uma das duas formas: ou a proteina de fusao
era eluida 3 vezes com tampao de elui¢cao acrescido de NaCl 0,2N por 10 minutos,
ou adicionava-se 90uL de tampao PBS a matriz juntamente com 10U de trombina

e deixava-se sob agitacao por 2 horas a temperatura ambiente.

IMUNOFLUORESCENCIA

As células de T. cruzi eram contadas em cémara de Newbauer, lavadas
com PBS e ressuspensas em solugcdo contendo paraformaldeido 4% e
glutaraldeido 0,32%. A fixagdo se dava por 30 minutos a temperatura ambiente,
quando um volume contendo 10° células era colocado sobre laminulas novas e
secas previamente tratadas. O tratamento das laminulas consistia em lavagem
com acetona, e tratamento com poli-L-lisina por 30 minutos a temperatura
ambiente. As laminulas eram posteriormente lavadas com PBS e secas em estufa
a 37°C. A adesao das células as laminulas se dava a temperatura ambiente por no
minimo 30 minutos.

Para a permeabilizacdo das células, as laminulas contendo as células
aderidas eram mergulhadas em acetona gelada, mantidas a 4°C por 10 minutos e
posteriormente lavadas com PBS, quando eram tratadas com Cloreto de aménio
150mM por 20 minutos. Apds lavagem das laminulas com PBS, estas eram
tratadas com solucéao contendo PBS e BSA 3% por 16 horas a 4°C. RNAse A para
concentracao de 20ug/mL era adicionada a solugdo de PBS/BSA e as laminulas
mantidas em estufa a 37°C por 1 hora. Apés retirada da solucado PBS/BSA/RNAse,
com a solucdo PBS/BSA, adicionava-se a solugcao contendo o anticorpo
antip34p37 diluido 100x em PBS. A reacao de ligacao antigeno-anticorpo se dava
a temperatura ambiente por 1 hora. As laminulas eram lavadas com PBS e
tratadas com anticorpo secundario anti-coelho conjungado a fluoresceina diluido
500x e com iodeto de propidio 10ug/mL por 1 hora a temperatura ambiente sob
iluminagéo indireta. As laminas eram montadas colocando-se sobre elas 1 gota de
N-propil galacto e posteriormente a laminula era selada com esmalte. As laminas

prontas eram congeladas a —20°C protegidas da luz. A analise das Iaminas foi
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feita em microscépio confocal de fluorescéncia no modo fluorescéncia
convencional em colaboragdo com o Laboratério de Ultraestrutura Celular Hertha
Meyer/IBCCF. Como controle negativo, utilizou-se soro pré-imune, quando
presente.

AVALIACAO DE MEIA VIDA DE MRNA

Realizamos este ensaio de modo a estimar o tempo de degradagao do RNA
mensageiro de interesse. Para isso, utilizamos o inibidor da transcricédo
actinomicina D. Partimos de 200mL de cultura axénica de formas epimastigotas
em fase exponencial (em torno de 2 x 107 células/mL). Aplicamos actinomicina D
para uma concentragdo final de 10ug/mL. Uma aliquota de 12mL era retirada
imediatamente apds a adicdo do inibidor para o ponto 0 minutos e aliquotas eram
retiradas ap6s 30 minutos, 60 minutos, 90 minutos, 120 minutos, 150 minutos e
180 minutos. Em cada ponto, as células eram sedimentadas e o RNA extraido. As
amostras de RNA total extraido em cada ponto era separada em gel de agarose
com formamida e transferidas para membrana Hybond-N. As membranas eram

hibridizadas com a sonda de interesse, marcada com o isétopo [o->2P]dCTP.

REACAO DE LIGAGCAO PROTEINA-RNA

A reacéao de ligacao proteina-RNA ocorria colocando-se em contato entre 0
e 800ng de proteina com 40.000 cpm de cada sonda em Tris-HCI 10mM, glicerol
5%, KCI 100mM, MgCIl2 5mM, BSA 1ug/mL e tRNA 50ng/uL por 10 minutos a
37°C. A ligagao poderia ser visualizada em gel de poliacrilamida nao desnaturante

(EMSA) ou filtrada em membranas de nitrocelulose.

FILTRAGEM EM MEMBRANA DE NITROCELULOSE

A reagao de ligagao proteina-RNA era aplicada diretamente sobre a
membrana (Schleicher & Schuel®) montada sobre um quitasato. Com a ajuda de
uma bomba de vacuo, pressao negativa era aplicada no interior do quitasato. A
membrana era lavada com 100x o volume da reacdo de ligagdo com solucao de
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binding. As membranas eram secas em forno a 80°C por 1 hora e contadas em

cintilador.

PRODUCAO DE ANTICORPO ANTI-PROTEINAS RECOMBINANTES

Os anticorpos foram produzidos com o auxilio do Professor José Mauro
Peralta do Instituto de Microbiologia Prof Paulo de Gées, da UFRJ. Brevemente, 3
injecbes de 30ug da proteina recombinante foram realizadas em camundongos
Balb-c com intervalos de 10 dias e uso de adjuvante de Freud. Dois camundongos
foram utilizados para cada proteina. Apo6s os trinta dias, os camundongos foram
sacrificados e os soros foram obtidos. Os soros sdao mantidos aliquotados e

congelados a —20°C.

39



Resultados

RESULTADOS

MAPEAMENTO DAS REGIOES NAO TRADUzIDAS (UTRs) bos GENES TCRRM

Resultados anteriores mostraram que os genes TcRRM se arranjam em
tandem intercalado a copias do gene Tcp28 (Anexo 1 — Figura 1). E bem sabido
que as regides nao traduzidas exercem um papel fundamental no controle da
expressao génica agindo em cis com fatores que podem regular a estabilidade e
traducdo de um dado RNA. Dai a importdncia de se mapear os sitios de
processamento e de se delimitar as regides nao traduzidas durante a
caracterizacdo de um determinado gene. A regido 3'UTR dos RNAs mensageiros
de TcRRM foi mapeada através da técnica de 3’'RACE. Brevemente, esta técnica
consiste na sintese de DNA através da técnica de RT-PCR onde se utiliza um
oligonucleotideo iniciador composto por uma sequéncia poli(t) ligada a uma
seqliéncia especifica rica GC. Posteriormente amplifica-se o produto obtido com
oligonucleotideos que pareiem a esta sequéncia especifica e a sequéncia
codificante do gene de interesse. O produto amplificado é entdo clonado em vetor
plasmidial e posteriormente sequenciado. Neste caso utilizamos o
oligonucleotideo COOHbp-RACE para a amplificacao da regiao 3'"UTR dos genes
TcRRM. Este procedimento foi realizado a partir de RNA total das 3 formas
celulares do parasito (Figura 1 A) e 10 clones de cada foram selecionados para
seqglienciamento. As sequiéncias obtidas puderam ser separadas em dois grupos
diferentes e foram nomeadas 3'UTR | e 3'"UTR Il (Figura 1B). Para a seqiéncia 3’
UTR |, 5 diferentes sitios de poliadenilagcao foram encontrados enquanto que para
a seqUéncia 3'UTR Il apenas 1. Nao encontramos associacao entre a presenca de
uma destas sequéncias de UTR e um determinado estagio celular. Inclusive, a
propor¢cado de 7 para 3 de 3'UTR I para 3'UTR Il é mantida aproximadamente nas
trés formas celulares, conforme mostra o gréfico (Figura 1C). Portanto, ndo ha
associacao entre a presenca dos diferentes sitios de poliadenilagédo do 3'UTR | e
as diferentes formas do parasito, indicando que ndao ha acumulo preferencial de

uma das formas de 3’'UTR do gene TcRRM nos diferentes estégios.
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Figura 1 —Mapeamento da Regiao 3" Nao Traduzida (3'UTRs) dos Genes
TcRRM - Em A, produtos de amplificacdao da regido 3'UTR dos genes
TcRRM dos diferentes tipos celulares de T. cruzi pela técnica de 3’'RACE;
Os padrées de peso molecular encontram-se indicados a direita. Em B,
sequéncias de DNA encontradas nas trés formas celulares. Dois tipos de
seqléncias foram determinados. Em azul, os diferentes sitios de
poliadenilagdo mapeados; em verde, o primer utilizado; em vermelho, o
sitio de terminacdo; Em C, o grafico mostra o niUmero de clones de cada

tipo de sequéncia 3’"UTR encontrados em cada forma celular.
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A regidao 5°'UTR de TcRRM foi obtida através da amplificagdo de RNA das trés
formas celulares por transcricdo reversa utilizando-se iniciadores para a regiao do
mini-exon em conjunto com oligonucleotideos para a regido codificante de TcRRM
(TcRNAbp NH, Bam). O cDNA obtido foi submetido a PCR e os produtos clonados
em vetores plasmidiais e 10 clones de cada foram sequenciados. Devido a
presenca da insercdo ou delecao dos 18 nucleotideos na porcdo 5°da regiao
codificante (Anexo | — Figura 1B), pudemos distinguir entre os genes TcRRM 1 e
2. Uma unica sequéncia foi obtida para cada gene. Interessantemente, esta
seqléncia é bastante similar a regido 5UTR dos genes de T. brucel,

apresentando inclusive uma delegcdo comum a Tbp34 e a TcRRM1 (Figura 2).

ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS PREDITAS PARA AS
PROTEINAS DE LIGACAO A RNA DE T. cruzi, T. BRUCEIE L. MAJOR.

Conforme determinado durante o mestrado (Anexo 1 — Figura 3), a
seqliéncia predita das proteinas TcRRM é bastante similar a duas proteinas de T.
brucei, Tbp34 e Tbp37. Com a liberagdo das sequéncias do projeto genoma de L.
major, apenas 1 gene havia sido descrito, ao contrario dos dois que haviam sido
descritos nas duas espécies do género Trypanosoma. A fim de verificarmos se isto
ocorria devido a erros inerentes ao processo de empilhamento de seqiéncias com
alta semelhanca que é utilizado durante a montagem de um genoma, ou se esta
espécie apresentava realmente uma unica proteina, realizamos um experimento
de Western blot com anticorpos gerados contra as proteinas Tbp34/Tbp37 (Figura
3). A figura mostra que o anticorpo € capaz de reconhecer as duas proteinas de T.
brucei, Tbp34 e Tbp37, bem como as duas proteinas de T. cruzi, TcCRRM1 e
TcRRM2. Na raia contendo extrato total de L. braziliensis, apenas 1 Unica banda é
reconhecida pelo anticorpo. Esta € compativel com o tamanho esperado a partir

da seqUéncia predita sugerindo que se trata realmente de um Unico gene.
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Figura 2 —~Mapeamento da Regiao 5° Nao Traduzida (5'UTRs) dos Genes
TcRRMs — Em A, produtos de amplificacdo da regido 5'UTR dos genes
TcRRM das diferentes tipos celulares de T. cruzi utilizando-se
oligonucleotideo iniciador para a regido do mini-exon. Os padrdes de peso
molecular encontram-se indicados & direita. Em B, sequéncias encontradas
nas trés formas celulares de T. cruzi e comparagao com sequiéncias dos
genes Tbp34 e Tbp37 de T. brucei. Dois tipos de seqlUéncias foram
determinados. No caso do T. cruzi, TcRRM 1 e 2. Em verde, sequéncia de
mini-exon; em azul, os nucleotideos idénticos, em vermelho, o sitio de

iniciacao.
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T. cruzi— epimastigotas
L. braziliensis — promastigotas
T. brucei - sanguicolas

Anti p34/p37

Figura 3 — Deteccao de proteinas de ligacao a RNA de T. cruzi, T. brucei e
L. braziliensis por Western blot a partir de extratos celulares usando os
anticorpos gerados contra as proteinas Tbp34/Tbp37 de T. brucei. Gel de

Poliacrilamida com SDS 12%.
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MEIA VIDA DOS RNAS CODIFICANTES DAS PROTEINAS TCRRM

Uma das formas de controle da expressdao génica utilizada pelos
tripanossomatideos com freqiéncia € a regulagdo da estabilidade do RNA
mensageiro. Assim, de modo a estimar o tempo de degradacdo do RNA
mensageiro de TcRRM, nos utilizamos o inibidor da transcricdo actinomicina D.
Este foi adicionado na fase exponencial de uma cultura de epimastigotas de
T.cruzi. Dadas as dificuldades de manutencao das culturas de tripomastigotas e
de amastigotas, realizamos este ensaio apenas com as formas epimastigotas.
Aliquotas das culturas foram retiradas em diferentes tempos apds a adigdo da
droga, a saber, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos. O RNA total foi extraido de cada
aliquota e separado por gel de agarose com formamida e posteriormente foi
transferido para membrana. A membrana foi hibridizada com uma sonda
correspondente a regido codificante de RRM (Figura 4A). Podemos observar que,
mesmo apos 120 minutos, a abundancia do mRNA nao se reduziu a 50%, o que
leva a crer que este MRNA é bastante estavel.

PROTEINAS TCRRM NAS DIFERENTES FORMAS EVOLUTIVAS DO T.CRUZI

Ensaios de northern blot realizados durante o mestrado (Anexo | — Figura 4)
sugeriam um acumulo diferencial de RNAs mensageiros nas trés diferentes formas
celulares de T. cruzi, com um acumulo maior na forma amastigota. Todavia, a
sonda RRM nao é capaz de distinguir entre os transcritos de TcRRM1 e 2 dada a
semelhanga na sequéncia de nucleotideos e a minima diferengca no peso
molecular entre os mMRNAs. Os extratos protéicos das trés formas celulares do T.
cruzi, amastigotas, tripomastigotas e epimastigotas foram separados em géis de
poliacrilamida com SDS realizados em duplicata. Uma das cépias do gel foi
corada, e a outra foi transferida para membrana e incubada com o anticorpo anti-
p34/p37, produzido contra as proteinas de T. brucei (Figura 5). Este procedimento
nos permitiu identificar duas proteinas nas formas epimastigotas de T. cruzi.

Apenas a proteina TcRRM 1, de maior peso molecular, pode ser identificada nas
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Figura 4 — Meia vida dos RNAs codificantes das proteinas TcRRMs. RNA
total foi extraido em diferentes tempos apds a adigao de actinomicina D a
cultura de formas epimastigotas de T.cruzi (A) RNA separado por
eletroforese em gel de agarose-formamida. O gel foi transferido para
membrana e a membrana foi hibridizada a sonda TcRRM, que
compreende toda a regidao codificante. Os pesos moleculares relativos aos
RNAs ribossomais estdo delimitados a esquerda. B, Diminuicdo da

densidade do sinal obtido apds o tempo de exposi¢éo a actinomicina D.

46



Resultados

SDS-PAGE Imunoblot

AL AL
e N N

(/)]

8 2

S © 8 o

528 3§ 28

D »m ©° D v

7 8 8 % 8 B

c £ % c £ %

E 8 o E 8 ©

o = €& a = €

W = < W = <

34kDa

32kDa <— TcRBP1

<— TcRBP2

Figura 5 — Verificacdo da Presenca das Proteinas TcCRMM nos diferentes
tipos celulares de T. cruzi — Extrato Protéico obtido a partir de 10° células
foi separado em gel de poliacrilamida 12% e transferido para membrana de
nitrocelulose. A membrana foi incubada com anticorpo especifico para as
proteinas Tbp34/Tbp37 de T. brucei. Os pesos moleculares estao

indicados a esquerda.
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formas amastigotas. Nenhuma proteina foi identificada nas formas tripomastigotas.
Este experimento sugere que as proteinas TcRRM sejam reguladas ao longo do
ciclo de vida do T cruzi.

LocALIZACAO CELULAR DAS PROTEINAS TCRRM EM T. CcruUZI.

Experimentos realizados durante o mestrado (Anexo | — Figura 5), sugeriam
que as proteinas TcRRM se localizavam no citoplasma das formas epimastigotas
de T. cruzi, ao contrario das ortdlogas de T. brucei. Continuamos entdo a
avaliacao da localizagdo das proteinas de T, cruzi utilizando os anticorpos anti-
Tbp34/Tbp37 de T. brucei reconhecidos por anticorpo secundario conjugado a
fluoresceina, em um experimento de imunofluorescéncia. Neste caso, utilizamos
nao sé as formas epimastigotas previamente estudadas (Figura 6 A-C) como
também as formas amastigotas (Figura 6 D-E) e tripomastigotas (Figura 6 F-I).

Nas formas epimastigotas, (Figura 6 A-C) o sinal emitido se concentra na
regido perinuclear, regido rica em reticulo endoplasmatico, local de sintese
protéica. Esta localizagdo, que parece ser diferente das protéinas ortélogas de
T.brucei pode sugerir que as mesmas talvez apresentem fungdes fisiolégicas
distintas. Neste experimento, pudemos detectar as proteinas TcRRM no
citoplasma das formas amastigotas, possivelmente na regido abaixo da membrana
(Figura 6 D-E).

No caso das formas tripomastigotas, a localizagdo foi variavel, ora
apresentando uma localizacdo semelhante aquela apresentada pelos amastigotas
(6F), ora apresentando uma localizagdo mais difusa no citoplasma, ora nao
apresentando marcacao nenhuma (Figura 6G-l). Este resultado variavel foi

encontrado em todas as vezes que esse experimento foi repetido.

CAPACIDADE DE LIGACAO DA PROTEINA TCRRM1 E TcCRRM2 A
HOMORRIBOPOLIMEROS

Uma vez que as proteinas TcRRM apresentam dominios conservados de

ligagcdo a RNA e com o intuito de avaliar se estas proteinas reconheceriam e se
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Figura 6 — Determinacao da sub-localizacao celular das proteinas TcRRMs
por imunofluorescéncia nas células de T. cruzi. A direita, microscopia
de contraste diferencial interferencial, a esquerda, filtro para fluoresceina
indicando as proteinas TcRRMs; A-C, formas epimastigotas; D-E; formas
amastigotas; F-H, formas tripomastigotas; |, forma tripomastigota e forma

amastigota; A barra indica 10um.
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ligariam a sequUéncias homogéneas de RNA, incubamos as mesmas entdo com
polirribonucleotideos: poliadenina (A), policitosina (C), poliguanina (G) e poliuridina
(U). A reacgéo de ligacao proteina-RNA ocorreu incubando-se entre 0 e 800ng de
proteina com as sondas de RNA marcadas com 40.000 cpm de cada sonda. Ao
final da incubagdo, o material foi fillrado em membranas de nitrocelulose. A
radioatividade nelas fixada, relativa ao complexo proteina-RNA, foi contada em
cintilador. Os experimentos foram feitos em duplicata e obteve-se a média das
contagens. Observou-se uma capacidade de ligacao crescente de TcRRM1 na
presenga dos polirribonucleotideos poliA e poliC conforme aumentava-se a
quantidade de proteina, diferentemente do que ocorre com o polirribonucleotideos
poliG e poliU (Figura 7A). No caso da proteina TcRRM2, esta ligacao dependente
da concentracao de proteina ocorreu com o polirribonucleotideo poliC. (Figura 7B).

AVALIACAO DA CAPACIDADE DE LIGACAO DA PROTEINA TCRRM1 A
OLIGORIBONUCLEOTIDEOS

As proteinas ortélogas Tcp34 e Tcp37 de T. brucei foram caracterizadas
como sendo capazes de se ligarem ao rRNA 5S. Como as proteinas TcRRM
apresentam localizacado diferente, prosseguimos os ensaios de ligacao a RNA
testando ndo apenas o rRNA 5S, como também oligoribonucleotideos sintéticos.
Estes foram desenhados conforme DiNoia et.al. (2001a) e apresentam seqiéncias
ricas em adenina e em uridina (sonda S1) comumente encontradas em elementos
cis de regides nao traduzidas ou seqiiéncias onde algumas adeninas foram
substituidas por guaninas (sonda S2). Como controle negativo, escolhemos a
molécula de ssDNA SP6. Todas as sondas foram marcadas radioativamente, ou
através de marcacao terminal no caso das sondas S1 e S2 e SP6, ou, no caso do
rRNA 5S, durante a transcricdo in vitro. Neste experimento, a proteina TcRRM1
reconheceu a sonda S1 (Figura 8). Essa ligagdo nao ocorreu com as sondas S2
nem com a sonda de rRNA 5S e nem com a molécula de ssDNA SP6, a excecao
de sua concentracdo de 800ng. Entretanto, este experimento ndo pode ser
validado ja que em nenhuma das vezes em que tentamos repeti-lo, obtivemos este

mesmo resultado. Diversos testes foram feitos, com diferentes condigbes de gel e
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Figura 7 — Ligacao das Proteinas TcCRRM a Homorribopolimeros — Em A,
TcRRM1 e em B, TcRRM2. As proteinas de fusédo TCRRM foram

incubadas com poliribonucleotideos, poliadenina, policitosina, poliguanina

e poliuridina. A reacao de ligagao proteina-RNA ocorreu utilizando-se entre

0 e 800ng de proteina com 40.000 cpm de cada sonda em Tris-HCI 10mM;
glicerol 5%, KCI 100mM; MgCI2 5mM, BSA 1? g/mL e tRNA 50ng/uL por
10 minutos a 37°C. Ao final da incubacdo, a reacdo era aplicada em

membranas de

nitrocelulose

mantidas

sob  presséo

posteriormente secas e contadas em cintilador.

negativa,
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TcRRM 1:.GST

S, S, 55 rRNA SP6

S1 - AUU UAU UUU UAU UUA
S2 - AUG GUG UUG GUG UUG

5SrRNA - AAGGGTTGTGGCCGCTTAACTTCACAAATCGGACGGGATGTGGTG
CACTCGGCCAAGTATGGTCGTACCC

SP6 - ATTTAGGTGACACTATAG

Figura 8 — Teste de Ligacao das Proteinas TcRRM a Oligorribopolimeros —
A proteina de fusdo TcRRM 1 foram incubadas com os
oligoribonucleotideos: S1, S2, 5S rRNA e SP6. A reacdo de ligacao
proteina-RNA foi aplicada em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante para
separacdo da sonda livre e do complexo proteina-sonda. O gel foi

transferido para papel, seco e exposto a filme de raio X.
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de reacdo de ligacao e esse resultado ndo pode ser repetido para a proteina
TcRRM1. No caso da proteina TcRRM2, ndo observamos em nenhuma condigao

ligacdo a qualquer dos oligoribonucleotideos testados.

AcumuLo DE MRNA DE TcpP28 NAS 3 DIFERENTES FORMAS EVOLUTIVAS DE
T. cruZzI.

O gene Tcp28 foi identificado durante a elaboracdo da dissertacao de
mestrado (Anexo 1 — Figura 2) quando o mesmo foi caracterizado como estando
intercalado no arranjo in tandem composto por copias dos genes TcRRM. Este
gene codifica uma proteina putativa de 28kDa. Aqui, n0s avaliamos se este gene
estava sendo transcrito através do acumulo de RNAs mensageiros nos trés
diferentes tipos celulares do T. cruzi. A sonda especifica para o gene Tcp28
(Sonda Me-Tcp28) foi capaz de reconhecer um RNA, em torno de 1,2Kb, nas trés
formas (Figura 9). Todavia, comparando-se a intensidade do sinal, vemos que o
acumulo é maior nas formas tripomastigotas. Este resultado € diferente do
resultado encontrado para TcRRM (Anexo 1 — Figura 4) que tem um maior
acumulo nas formas amastigotas, sugerindo uma regulagcao diferencial para os
genes contidos no tandem.

MAPEAMENTO DAS REGIOES NAO TRADUZIDAS (3'E 5'UTR) Do GENE
Tcpr28

A fim de caracterizarmos o gene Tcp28, com as suas regides nao
traduzidas e seus sitios de processamento, utilizamos as mesmas técnicas ja
descritas para os genes TcRRM. Assim, amplificamos, clonamos e seqienciamos.
Neste caso, utilizamos apenas as formas epimastigotas de T. cruzi e o0s
oligonucleotideos iniciadores (Teng NH2 Bam e Tcp28 COOH Bam). Uma unica
seqliéncia e um unico sitio foram mapeados nos 10 clones seqlienciados para a
regiao 3"UTR (Figura 10).

O mesmo também se pode dizer para a por¢ao 5'UTR. A seqliéncia obtida
apresenta um unico sitio de trans splicing (Figuras 11 A-B).
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Figura 9 — Acumulo de mRNA de Tcp28 nos 3 diferentes tipos celulares de

T. cruzi. RNA total foi separado por eletroforese em gel de agarose-
formamida, transferido para membrana e hibridizado com a sonda Me-
Tcp28. Os pesos moleculares dos RNAs ribossomais estdo indicados a
esquerda. Abaixo, as quantidades equivalentes de rRNA nas 3 formas de

T. cruzi, usadas como controle de carregamento no gel.
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Controle negativo
cDNA epimastigota

<«— 600pb

ATCGTGGGCCTATCGCGATGTTTCCCGAGCGTTTTGAAGCACACATCGTGGGAAGTGGACGCGAGG
CACTGCATTCTGCTGGTCTCCATTCGAAACTTTTTGTCACTTTTTGTCCGCAAGTTGTGCGGCTGC
3 ,LJTT{ CATCCGGGGAGCAGAGACCGTTTGTGATAATTGTGGCTGCTTGCCCTAATTTTCATCAACACTGCC
TC-l"CTGCATTTATTTCGTGCTTTTGCTGCTATCGCCACATCTTTGTTTGATGATACTGTTGCT

TGATTGGTTGGTGAGAGCCGAAAACAAAAAAAAAAA

Figura 10 — Determinacéao da regiao nao traduzida (3'UTRs) do gene Tcp28
— Em A, produto de amplificacdo da regido 3'UTR da forma epimastigota
de T. cruzi pela técnica de 3'RACE; Em B, a sequéncia obtida. Em
vermelho, o sitio de término da traducdo € em azul o Unico sitio de

poliadenilagdo mapeado.
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Controle negativo
cDNA epimastigota

500pb
"'-4 1: 450pb

gtactatattg.tatgtataatatatatacatatatatgtatatatatgtgagtgttttgcatt
gtcatctttttattggggctctttgaatttacattgtgacgctgcacacggctgtgatgageetg
aaaaggcttagcattttctgtggagaagcttctggtgtagagggtttcttggettttgcaccggt
ttcgactgatcgta

Figura 11 — Determinacao da regiao nao traduzida (5'UTRs) do gene Tcp28
— Em A, produto de amplificacdo da regidao 5'UTR da forma epimastigota
de T. cruzi com o uso do oligonucleotideo iniciador mini-exon; Em B, a
sequéncia obtida. Em verde a sequéncia do mini-exon; em vermelho, o
sitio de trans-splicing, em amarelo, o sitio de iniciacdo e em azul, a

sequéncia codificante.
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ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS PREDITAS PARA AS
PROTEINAS DE TcP28 DE T. cruzl, T. BRUCEIE L. MAJOR

Assim como TcRRM, Tcp28 também pode ser identificada nos genomas de
T. brucei e de L. major. Este gene nado havia sido ainda identificado em nenhum
destes organismos, tampouco pudemos encontrar ortélogos em outros organismos
baseados nas sequéncias depositadas no GenBank. A figura 12 mostra o
alinhamento entre as sequUéncias preditas. Pode-se perceber que a proteina de L.
major € maior (135 aminoacidos a mais) e menos conservada que Tcp28 de T.
cruzi. O arranjo génico também é conservado nestes organismos com este gene
se localizando intercalante ao gene TcRRM precedido pelo gene da fucose

sintase.

MEIA VIDA DO RNA CODIFICANTE DA PROTEINA TcP28

Os resultados de northern blot da figura 9 sugeriram que o mRNA de Tcp28
acumulava de forma diferencial ao longo do ciclo de vida do T.cruzi. De maneira a
avaliarmos a estabilidade do RNA mensageiro, realizamos um experimento sob as
mesmas condi¢cbes ja explicadas antes para os mRNAs de TcRRM na figura 4
(Figura 13A). Conforme podemos observar no grafico (Figura 13B), neste caso
também n&o foi possivel determinar a queda de 50% na intensidade com os
tempos utilizados, indicando que o RNA mensageiro codificante para Tcp28

parece ser bastante estdvel com uma meia-vida superior a 2 horas.

PRODUCAO DE ANTICORPOS CONTRA A PROTEINA RECOMBINANTE TCcP28

Com o intuito de dar prosseguimento aos estudos de funcao e localizagao
desta proteina, clonamos a regiao codificante com o auxilio dos oligonucloetideos
inciadores TcHO-NH, e Teng-Sal no vetor de expressao pGEX4T1 e produzimos
a proteina recombinante em grande escala, partindo-se de 4L de cultura
bacteriana.
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Tcp28 e — ] MGLKRLSICCGEASGVEGFLAFAPVSTDRIP——————— S 32

Tbp28 = e MLLKKLPVEVGTEFLTDAHLAIMTSGGVSIP——————— L 32

Lmp28 MPGASDRGTAYVSCRIHCLPACFSRAVVAVCKLTSPAPGIPPLVSLCRYGLPGYSAQEGE 60

. . . .k

Tcp28 ELRKRVEALHVNHQOMPYVLSRVAASAALSLSLK-——————————— APFLFVGSREEARKY 80

Tbp28 EMESRCKELHPNHRVPYVLSRLAASSALSTVLG———————————— KPITFSGSRHDAEQY 80

Lmp28 AFSAAASGLHPRHQLPFVLSRVAASKAIASLSPDKRAACPGEEDGPAVVFTDRREAAPTL 120
. * * ‘*::*:****:*** *:: .. * . *. *

Tcp28 G-ANLSLSHEDAVGGAVAWCDN-———————————————————— VPEF 104

Tbp28 D-ANLSLSHEDFVGAAVAWRKG—————————————— - ——— - —— —— TSN 104

Lmp28 HGCCLSIAHEDSAAASVAWSVPSPDSSSFKDYHAAPERLYMEAQLVCSHSTLPDATATSE 180

**::*** ..‘:***

Tcp28 VEFGIDVVDVKQLARVRRRFPHFAARCMPCCQPSMLD---AVELLKVQTMYDDCIDPS-—- 158

Tbp28 AIGIDVVDVQQLERVVKRFPQFAARFMPRCDLSALS---SVDACNIERTFRGHADQV-—- 158

Lmp28 AYAIDVVNVAEVHRVRSREFPHFGQRWMPQCTTTASADDVGRALTCVQKQHQECVAAVGAP 240
.****:* s * % ***:*. *  kkx K% . . e .

Tcp28 W e DVVLAQHWGLRECCVKLVGILGR 181

Tbp28 = e TVILSQHWGLRECCVKLVGVEGR 181

Lmp28 GGSHGGEGVSACQAACRRDEWWKHLVTPYVTEADAYAAVVLAQHWGVRECAVKLVGIPGR 300

* Kekkkkoekkhkk Khkkhkko * *

Tcp28 SFPFDCFRGP———=————————————— IAMFPERFEAHIVGSGREALHSAGLHSKLFVTE 224

Tbp28 TFPFECFRGP————————————————— RAYFPDRFKAQVVEEGSDALRAAGLNSSLFVST 224

Lmp28 SFAYECVRALPPRGGAVVTESTPFTASFLMSHTLYSAEVHGAEAATLAQQRLHPLLYLYT 360
HEG R HIE Hi ol K

Tcp28 CPQVVQLPSGEQRPFVIIVAACPKLHQHCL 254

Tbp28 WPELLKLPSGDVKPYIVVVAACPRKSAV—— 252

Lmp28 WTEWVPLNSTVDLPYVVVLACAPCRSDAR- 389

* % Koo o oo e * *

Figura 12 — Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos preditas para a
proteina Tcp28 de T. cruzi, T. brucei e L. major. Os asteriscos indicam
0s aminodcidos idénticos; os pontos, diferencas em um Unico nucleotideo

e os dois pontos, dois aminoacidos.
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Figura 13 — Verificacao da meia vida do RNA codificante da proteina

Tcp28. RNA total foi extraido em diferentes tempos apds a adigdo de

actinomicina D a cultura de formas epimastigotas de T.cruzi e foi separado

por eletroforese em gel de agarose-formamida. Os pesos moleculares

relativos aos RNAs ribossomais estdo delimitados a esquerda. O gel foi

transferido por northern blot. A membrana foi hibridizada a sonda Me-

Tcp28 e posteriormente exposta. As bandas obtidas foram analisadas pelo

programa ImageQuant 5.2.
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Estas proteinas recombinantes foram entdo utilizadas para produgdo de
anticorpos em camundongos.

Os anticorpos produzidos reconheceram a proteina Tcp28, tanto fusionada
a GST quando ap6s a digestdo com a enzima trombina que libera a proteina de
fusdo. O anticorpo ndo reconheceu a proteina GST, sugerindo especificidade
(Figura 14A). Os soros obtidos foram entao testados com extratos celulares totais
das formas epimastigotas de T. cruzi. O soro imune foi capaz de reconhecer uma
proteina com em torno de 30kDa, ndo identificada pelo soro pré-imune,
corroborando o tamanho esperado decorrente da seqiéncia predita de
aminodcidos (Figura 14B).

PRESENCA DE TCP28 NOS 3 DIFERENTES FORMAS EVOLUTIVAS DE T. CRUZI

O acumulo diferencial dos RNAs de Tcp28 nas diferentes formas evolutivas
de T. cruzi nos sugere um controle ao longo do desenvolvimento. Assim,
avaliamos a presenca da proteina Tcp28 nos 3 diferentes estagios do parasita. A
figura 15 mostra a presenca de bandas em torno de 30kDa identificadas ndo s6
em epimastigotas como também em amastigotas e em tripomastigotas. Todavia,
parece haver o reconhecimento de uma banda dupla.

LOCALIZACAO CELULAR DA PROTEINA TCP28 EM T. CRUZI

A proteina predita Tcp28 nao possui dominio conservado para que
pudéssemos inferir sua funcdo ou localizagdo. Sua expressado foi definida por
deteccao por northern blot e por western blot. Como sua localizagdo poderia
informar sobre sua atividade na célula, avaliamos a capacidade dos anticorpos
produzidos localizarem a proteina Tcp28 pela técnica de imunofluorescéncia. Em
dois ensaios diferentes, observamos um sinal intenso e difuso no citoplasma das
células epimastigotas de T. cruzi (Figura 16).
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Figura 14 — Reacao de anticorpos contra a proteina recombinante Tcp28.
Camundongos foram imunizados com a proteina recombinante Tcp28. (A)
soro pré-imune e soro imune incubados com extrato total da formas
epimastigotas; (B) soro incubado com a proteina recombinante de fuséo
purificada, com a GST purificada e com a proteina recombinante digerida

com a enzima trombina.
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Tripomastigota
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Figura 15 — Verificacao da presenca de Tcp28 nos 3 diferentes tipos
celulares de T. cruzi. Extrato protéico contendo 10° células separado
através de eletroforese em gel de poliacrilamida e transferido para
membrana. A membrana foi incubada com o anticorpo contra Tcp28

recombinante. Os pesos moleculares estédo indicados a esquerda.
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Figura 16 — Determinacao da sub-localizacao celular da proteina Tcp28 por
imunofluorescéncia em T. cruzi. A esquerda, microscopia de contraste
diferencial interferencial, a direita, filtro para fluoresceina indicando as

proteinas TcCRRM. A e B - Formas epimastigotas.
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DiSCUSSAQ

O controle da expressdao génica em tripanossomatideos € bastante
complexo. Apesar de as trés classes de RNA polimerase ja terem sido
identificadas com base na sua resisténcia a a-amanitina e na identificacdo dos
respectivos genes, apenas poucos promotores foram caracterizados, sendo a
transcricdo de genes que codificam proteinas basicamente policistrénica. A
regulacao transcricional ja foi descrita, mas apenas para 0s genes com
promotores caracteristicos da RNA polimerase |, como os genes VSG (Variant
Surface Glycoprotein) (Vanhamme e Pays, 1995). Assim, a regulagdo poés-
transcricional é essencial, sendo a expressao da maioria dos genes que codificam
proteina controlada durante o processamento e traducdo do RNA e nao na
iniciacdo da transcricdo. As regides intergénicas e nao-traduzidas sao
responsaveis pelo controle da meia vida e estabilidade do mRNA, pois
apresentam seqléncias que sao reconhecidas por proteinas de ligacao a RNA,
como ja descrito por diversos autores (Nozaki e Cross, 1995; Di Noia et al., 2000;
Coughlin et al, 2000; Dallagiovanna et al., 2001) Dai a importancia da
identificacdo de novas proteinas de ligagdo a RNA que possam controlar a
estabilidade e assim, a meia-vida destas moléculas.

Durante a elaboracdo da dissertacdo de mestrado, nos identificamos os
genes TcRRM1 e TcRRM2 através da andlise das seqUéncias expressas
disponibilizadas nos bancos de dados pelo Projeto Genoma de T. cruzi, lancado
em 1994. Este projeto tinha como objetivo principal permitir o acesso global as
seqliéncias do parasita para a identificacdo de novos genes (The Trypanosoma
cruzi Genome Consortium, 1997) através da andlise de sequéncias-alvo de
expressdao (ESTs - Expressed Sequence Tags) (Verdun et al, 1998). A
identificacdo dos genes PDZ-5 (Coelho et al., 2003) e TcRABT (Ramos, et al.,
2005) em nosso laboratério e dos genes que codificam para a subunidade F da

67



Discussao

ATP sintase e a protease prenil CAAX identificados em 2000 por Porcel et al.
exemplificam esta abordagem.

A andlise das proteinas codificadas pelos genes TcRRM1 e 2 mostrou que
as mesmas sao bastante semelhantes entre si apresentando a estrutura modular
comumente encontrada em proteinas de ligacdo a RNA. Niveis variaveis de
diversidade de sequéncia entre membros desta familia de genes podem refletir a
divisdo atual entre as linhagens | e Il de T.cruzi (Cerqueira, et.al., 2008). Cada
uma apresenta dois dominios de ligagdo a RNA do tipo RRM (RNA recognition
motif). O dominio RRM é comumente visto em proteinas envolvidas em diversos
processos celulares como splicing, traducdo e estabilidade dos RNAs (Burd &
Dreyfuss, 1994). De Gaudenzi et.al., descreveram em 2003 uma familia de
proteinas RRM em T. cruzi em que cada membro apresentava um dominio RRM
(De Gaudenzi, et.al., 2003). A presengca de mais de um dominio RRM ja foi
descrita em diversas proteinas, como a PABP que apresenta 4 destes (Burd &
Dreyfuss, 1994). A presenca de mais de um dominio pode elevar a afinidade da
proteina pela molécula de RNA ou pode estar envolvida em interagdes com outras
proteinas (Lunde, et.al, 2007). Além dos modulos RRM, estas proteinas
apresentam um dominio N-terminal rico nos aminodcidos alanina, prolina e lisina
(APK-Rich). Esta regido basica pode interagir com regides acidas de outras
moléculas.

Os genes TcRRM estao arranjados em um tandem no genoma de T. cruzi
contendo pelo menos oito copias e a amplificagdo da regido intergénica revelou
um fragmento de 1,3Kb cuja sequéncia apresentou uma fase aberta de leitura.
Esta apresentou alta homologia a um EST: TENG 0695. A sua sequéncia prediz
uma proteina de aproximadamente 28kDa e o gene intercalante foi entéo,
nomeado Tcp28. Bem como os genes TcRRM, o gene Tcp28 também parece ser
exclusivo de tripanossomatideos, sendo encontrado somente nos genomas dos
trés parasitos ja disponibilizados, T. cruzi, T. brucei e L. major. Além da
conservagao da sequéncia também parece haver conservagao do arranjo génico.
A alternéancia de genes com fungédo e padrdao de expresdes distintos € bastante
comum em tripanossomatideos (Soares, et.al. 1989; Teixeira, et.al., 1995, Di Noia,
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et.al., 1998, Avila, et.al., 2001). Foi proposto, inclusive, que todos os genes seriam
transcritos em grandes unidades policistrénicas, como para o cromossomo 1 de L.
major (Myler, et.al., 1999).

As regides nao traduzidas exercem um papel fundamental no controle da
expressao génica agindo em cis com fatores que podem regular a estabilidade e
traducdo de um dado RNA. Elementos em cis ja foram identificados em diversos
genes de tripanossomatideos tanto na regiao 5°'UTR (Teixeira et al., 1999; Pasion
et al., 1996) quanto na regiao 3°'UTR (Wilson et al., 1999; Di Noia et al., 2000 e
D’Orso e Frasch, 2001a). Deriva dai a importancia de se mapear os sitios de
processamento e de se delimitar as regides nao traduzidas durante a
caracterizacao de um determinado gene. Diversos genes que sao regulados pés-
transcricionalmente apresentam a regido ARE no 3'UTR, por exemplo, os genes
da familia de mucinas TcSMUG (D'Orso e Frash, 2001a). Esta regido esta
implicada na desestabilizacdo dos RNAs mensageiros em eucariotos superiores e
recentemente foi observado que a proteina TcUBP1 é capaz de reconhecer esta
regiado em T. cruzi, participando, assim, do controle da meia-vida do RNA
mensageiro (D'Orso e Frasch, 2001b). E possivel que a expressdo dos genes
RRM também seja controlada desta forma. Para TcRRM, pudemos identificar dois
diferentes 3'UTR que foram nomeadas 3'UTR A e 3'UTR B, todavia, ndo foi
possivel a associacao entre a presenca de uma destas seqiiéncias de UTR e um
determinado estagio celular, tampouco nos foi possivel detectar associacao entre
a presenca dos diferentes sitios de poliadenilagdo do 3'UTR A e as diferentes
formas do parasito. Para o gene Tcp28, uma unica sequéncia 3'UTR foi obtida
entre as diferentes formas do parasito.

Devido a presenca da inser¢do ou delecdo dos 18 nucleotideos na porgcéao
5°da regido codificante, pudemos distinguir entre os genes TcRRM 1 e 2 ao
analisarmos a sua regidao 5’'UTR. Uma unica sequéncia foi obtida para cada gene.
Interessantemente, esta seqiiéncia é bastante similar a regido 5’'UTR dos genes
Tbp34 e Tbp37 de T. brucei, apresentando inclusive uma delegdo comum a Tbp34
e a TcRRM1. Uma unica sequéncia foi obtida para a 5’UTR de Tcp28. Todavia,
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como os ortélogos de T.brucei e L. major nao foram caracterizados, nao é possivel
a comparacgao.

Comparando as sequéncias de aminoacidos de TcRRM1 e 2, a principal
diferenca apresentada é a presenca ou a auséncia de 18 nucleotideos na porcao
5°da regiao codificante. A procura por seqiéncias semelhantes em bancos de
dados mostrou que os genes RRM de T. cruzi (TcRRM) séo bastante semelhantes
a dois genes ja descritos em Trypanosoma brucei: Tbp34 e Tbp37. A semelhanca
foi tal que anticorpos gerados contra as proteinas de T. brucei sdo capazes de
reconhecer proteinas em diferentes clones e cepas de T. cruzi Um gene
semelhante também foi encontrado no genoma de Leishmania major. TcRRM1
também é semelhante a um antigeno previamente descrito em amastigotas de T.
cruzi, TcAG18, através de rastreamento de uma biblioteca de expressdao de cDNA
de amastigotas com soro chagasico humano (Da Rocha, et.al., 2002). O projeto de
L. major sugeria a presenca de apenas 1 unico gene constrastando com os dois
genes descritos para as duas espécies do género Trypanosoma. Neste trabalho,
um experimento de Western blot mostrou a presenca de 1 Unica banda protéica
compativel com o tamanho esperado sugerindo ser este 0 caso em L. braziliensis.
Ainda assim, o arranjo génico parece ser mantido, com a presenca de um ortélogo
de Tcp28 localizado imediatamente adjacente as ortélogas de TcRRM, tanto em L.
major quanto em T. brucei. Este resultado € compativel com a nog&o de grandes
agrupamentos de genes policistrénicos nos protozoarios tripanossomatideos (El
Sayed, et.al., 2005b).

Foi demonstrado durante o mestrado que os genes RRM apresentam niveis
de RNA mensageiro detectaveis nos trés diferentes estagios do ciclo do T. cruzi,
sendo o teor menor na forma infectante, maior nas formas replicativas, e maior
ainda na forma esferomastigota. Este resultado significa que ha regulagdo da
expressao destas proteinas no nivel do RNA mensageiro. No caso de Tcp28, o
mesmo experimento de Northern blot apenas havia sido realizado com extratos
celulares de epimastigotas. No presente trabalho, a andlise do acumulo de
mRNAs nos trés diferentes tipos celulares de T. cruzi mostrou que a intensidade

do sinal emitido pela sonda especifica € maior nas formas tripomastigotas. Estes
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resultados sugerem que estes genes, arranjados intercalados no mesmo lécus,
séo expressos diferentemente em relacao um ao outro. Padrées semelhantes de
expressao diferencial de RNA ja haviam sido observados em T. cruzi para 0s
genes amastina/tuzina (Teixeira, etal, 1995) e podem envolver regulacdo pos
transcricional.

Ainda nesta linha, um ensaio de Western blot utilizando-se as trés
diferentes formas celulares do T.cruzi nos permitiu identificar que a regulagao pos
transcricional se mantém no nivel protéico. Os anticorpos antip34/p37 foram
capazes de identificar duas proteinas nas formas epimastigotas, além de uma
Unica proteina na forma amastigota, sugerindo uma provavel regulacao ao longo
do ciclo de vida do T.cruzi para as proteinas TcRRM.

Para a proteina Tcp28, o anticorpo produzido contra Tcp28 recombinante
foi capaz de identificar proteinas com o tamanho esperado nas trés diferentes
formas celulares. Todavia, parece haver o reconhecimento de uma banda dupla
nas formas amastigotas e tripomastigotas. Outros experimentos seriam
necessarios a fim de se afirmar se isto se deve a algum tipo de modificagdo pos-
traducional. Este mesmo anticorpo também reconhece bandas de alto peso
molecular, com um sinal bastante intenso especialmente nos extratos celulares
das formas epimastigotas. E possivel que Tcp28 interaja com outras proteinas,
formando complexos protéicos, que nao tenham sido rompidos pela técnica
utilizada. Seria interessante verificar a capacidade destas proteinas de interagirem
com outras proteinas. Este resultado nao confere com o que seria esperado pelo
resultado do experimento de northern blot, onde o acumulo de mRNA foi muito
mais intenso nas formas tripomastigotas, uma vez que o sinal detectado pelo
anticorpo no western blot foi muito mais intenso nas formas epimastigotas. A
comparagdo nao seria recomendavel entre as raias deste western blot, pois se
utilizou contagem de células (107 células/raia) como normatizagao, e os diferentes
tipos celulares de T. cruzi possuem tamanhos diferentes e conjuntos protéicos
muito diversos como pode ser verificado pela coloragdo dos extratos com
Commassie blue. Esta dificuldade poderia ser superada com o0 uso de uma

proteina sabidamente sem variagdo ao longo do ciclo como padréo ou ainda com
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aplicacao nas raias do gel de quantidades protéicas uniformes. Caso esta variagao
se mantenha, poderia ser explicada pela presenca de controles pds-transcricionais
como, por exemplo, a estocagem de RNAs mensageiros em corpos P
recentemente descrita por Holetz et.al. (2007). Estes corpos poderiam estocar
mMRNAs transcritos em uma fase do ciclo para tradugéo pelos polissomos na fase
seguinte.

A regulacao da expressao génica em tripanossomatideos é basicamente
pbs-transcricional e, neste sentido, com freqiéncia é utilizada a regulacao da
estabilidade do RNA mensageiro. Um ensaio da avaliacao da meia-vida do mRNA
dos genes TcRRM mostrou que, mesmo apdés 120 minutos, a abundancia de
MRNA nao se reduziu a 50%. O mesmo também foi observado para Tcp28. Para
ambos 0s casos, seria interessante repetir 0 experimento utilizando-se tempos
mais longos a fim de se determinar com clareza a meia-vida. RNAs mensageiros
com meia vida superior a duas horas s&o considerados estdveis em
tripanossomatideos (Dallagiovana, et.al., 2008).

Uma vez que as proteinas RRM né&o apresentam sinal de localizagéo
nuclear e apresentam acumulo diferencial de mRNA e de proteinas ao longo do
ciclo, realizamos experimentos de localizagéo celular. Dados preliminares do
mestrado sugeriram localizagdo citoplasmatica para as proteinas RRM. Ao
contrario das ortélogas de T. brucei, que apresentam localizagdo nuclear (Zhang,
etal.,, 1998), os experimentos de imunofluorescéncia ora apresentados indicam
que, em epimastigotas de T. cruzi, as proteinas se localizam no citoplasma, em
uma regido ao redor do nucleo, corroborando o dado recente para o antigeno
TcAG48 que mostra esta mesma localizacdo para este antigeno utilizando-se a
proteina fusionada a GFP (Pais et.al, 2008). Esta localizacdo pode coincidir com
uma regido rica em reticulo endoplasmatico e um experimento de
imunocitoquimica com ouro coloidal em conjunto a marcadores especificos de
reticulo poderia responder a esta questdo. Esta localizacdo poderia sugerir um
papel na sintese protéica e aqui cabe ressaltar que as proteinas ortdlogas de T.
brucei, Tbp34 e Tbp37, sdo capazes de se ligar ao rRNAS5S (Pitula et.al., 2002b).

Seria interessante realizar um estudo mais aprofundado de localizacdo com as
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proteinas de T. brucei a fim de se verificar possiveis variacées em sua localizacao,
pois apenas um unico ensaio foi realizado (Zhang, et.al., 1998).

A localizacao das proteinas TcRRM encontrada nas formas epimastigotas
nao se mantém nas outras formas celulares. Em amastigotas, a localizacao,
apesar de citoplasmatica, € mais concentrada numa regido abaixo da membrana.
Em tripanossomatideos, na regido abaixo da membrana, se localizam os
microtUbulos subpeliculares responsaveis por transporte no interior da célula.
Seria interessante verificar a co-marcacdo com anticorpos anti-tubulina. Esta
localizacao pode ter alguma relacdo com o fato de que apenas uma proteina é
encontrada nas formas amastigotas de acordo com os experimentos de Western
blot.

Em tripomastigotas, a localizagdo variou nas diferentes células de uma
mesma amostra. Algumas células apresentavam um padrdo de localizagao
semelhante ao apresentado pelas formas amastigotas, outras ndo apresentavam
marcacao alguma, este ultimo corroborando os resultados do Western blot, onde
nenhuma proteina era detectada. A primeira vista, poderia se tratar de diferencas
na permeabilidade das células aos anticorpos, mas o mesmo resultado variavel foi
encontrado em todas as vezes em que este experimento foi repetido e em que
utilizou-se técnicas de permeabilizacdo. Uma especulacdo provavel € a de que
com a incapacidade de se sincronizar as células do T. cruzi, a amostra dita
tripomastigota poderia conter células em diferentes etapas da fase tripomastigota.

A presenca de dominios conservados de ligacdo a RNA sugere que as
proteinas TcRRM apresentem capacidade de ligagdo a moléculas de RNA. A
incubacdo de TcRRM1 com os polirribonucleotideos, poliadenina (poliA),
policitosina (poliC), poliguanina (poliG) e poliuridina (poliU), mostrou uma
capacidade de ligagao crescente conforme a maior quantidade de proteina para
poliA e poliC, diferentemente da ligagdo de TcRRM2, que ocorreu com poliC.

De acordo com Pitula et.al.,, (2002b), as proteinas ortélogas de T.brucei,
Tbp34 e Tbp37, sdo capazes de se ligar ao rRNAS5S. Hellman, et.al., (2007a)
nocautearam a expressao destas proteinas com o uso de RNAi e mostraram que

estas proteinas sdo essenciais para a sobrevivéncia celular, agindo possivelmente
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na estabilizacdo do rRNAS5S e direcionando-o a subunidade 60S. Hellman, et.al.,
(2007b) demonstraram ainda a forte interagdo com as proteinas NOPP44/46.
Como as proteinas RRM parecem ser exclusivas de tripanossomatideos, é
possivel que elas apresentem a mesma fungcao metabdlica em todas as espécies
em que sdo expressas. Neste sentido, realizamos experimentos de alteragcao da
mobilidade eletroforética utilizando o rRNA 5S. Todavia, ndo nos foi possivel
determinar tal capacidade de ligacdo para as proteinas TcRRM de T.cruzi,
tampouco nos foi possivel determinar a capacidade de ligacao desta proteina a
oligoribonucleotideos sintéticos. Um controle positivo com uma proteina
sabidamente ligadora a RNA seria bastante util na validagao deste experimento. E
neste sentido, a proteina TcUBP1 foi clonada em vetor plasmidial e produzida de
forma recombinante. Outros experimentos que utilizassem extratos protéicos ao
invés de proteinas recombinantes também seriam Uteis em eliminar a
probabilidade de erros nas proteinas recombinantes ou até de modificagcdes pos-
traducionais essenciais.

Contudo, dado a abundéancia de expressado destas proteinas, também é
possivel que ela estejam envolvidas em multiplos processos e possuam muitas
funcbes ao longo do ciclo de vida do parasito. E para verificar esta ultima hipétese,
seria interessante avaliar a interagdo destas proteinas com chips de microarrays
contendo o pool de RNAs de T.cruzi a fim de determinar os possiveis alvos destas

proteinas.
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RESULTADOS ANTERIORES OBTIDOS NO MESTRADO
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ANEXO 1 A — (A) Seqiiéncia de nucleotideos e de aminodcidos de TCRRM1 e TcRRM2. Os

wn: [

tracos indicam dele¢@o e os pontos indicam o mesmo nucleotideo ou aminodcido. Os sitios
de restricdo para BamH1 e Sall estdo destacados. Os primers RRM-NH2 ¢ RRM-COOH
estdo sublinhados e indicados. A regido dos dominios de ligacio a RNA estdo indicadas
(sublinhados). (B) Esquema mostrando a posicao dos diferentes dominios presentes nos
genes TcCRRM. As regides ricas em APK e dos dominios de ligagdao a RNA estdo indicadas.
A caixa preta marca as diferengas na regido carboxi-terminal e a seta aponta para a insercao

de 6 aminodcidos na regido N- terminal.
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ANEXO 1 B — Arranjo estrutural do l16cus RRM em T. cruzi. (A) Southern blot de DNA
gendmico de T. cruzi digerido com diferentes enzimas utilizando T7cRRM1 como sonda. A
seta indica o fragmento de 2,1Kb comum as digestdes com BamH]1 e Sall. Os nimeros a
esquerda dos painéis (A., B e C) indicam os marcadores de peso molecular. (B) Southern
blot de DNA gendmico de 7. cruzi digerido com concentracdes crescentes de Sall
utilizando TcRRM1 como sonda. As setas indicam os fragmentos com tamanhos multiplos
de 2,1kb. (C) Southern blot de DNA gendmico de 7. cruzi digerido com concentragdes
crescentes de Clal utilizando ME-Tcp28 como sonda. (D) Mapa fisico do 16cus 7cRRM. 1,
esquema indicando o 16cus contendo os genes TcRRM (caixa cinza) e Tcp28 (caixa branca).
II, posicdo das sondas TCRRMI (retangulo cinza) e Me-Tcp28 (retangulo branco). III,

posicdo dos primers utilizados. IV — posicdo dos sitios de restricdo BamHI, Sall e Clal.
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Tbp37 MAPKSAAKPAASGKNAPAPKSAPAAKSAPATKASAPKND-—-—--PKKNAPKAA-————— AP 50
Tbp34 MAPKSAAK-—————————————————— SAPPAKASAPKND—-——--PKKNAPKAA-————— AP 32
Lmrbp MPAKAAAKP————————————————— VKPAAKA-APKPA-—-—-NKAPAPKAA-————— AA 32
TcRRM1 MPAKSANKP———————————— ASKPANKPAPK-PAAKPAAKPAAKAPAPKAEKKGAAKAP 47
TcRRM2 MPAKSANKP———————————— ASKPAAKPAAKAPAPKAEKKGAAKAPAPKAA-—————— AP 42
x| Kkek ok Xk k% * kkxk * |
Tbp37 KP-AATAPKAAAAKEAKARPAAGTHNGVYVKNWGQGSVTDATRIFSAAGKVVSAQIRRRR 109
Tbp34 KP-AATAPKAAAAKEAKARPAAGTHNGVYVKNWGQGSVTDATRIFSAAGKVVSAQIRRRR 91
Lmrbp KP-VAKAAPKAAA--PAARPASGSSNGVYVKNWGTGSVADAANVE SAAGKVVKVQLRRQR 89
TcRRM1 APKAAAAAPKPAVRDAKQRSDAANHNGLYVKNWGQVFCGRRQALFGTAGKVVGVRVRRRR 107
TcRRM2 APKAAAAAPKPAVRDAKQRSDAANHNGLYVKNWGQGSVDDARALFGTAGKVVGVRVRRRR 102
Xk ok = LKL e KKk kA kkR Sk akkkAkA s akk ek
Tbp37 YAIIFFENAAAVRKAIDLENEKEVLGAKVIVSPAKTSPKPDPHEGSSVVEFLSPIFRMSTT 169
Tbp34 YAIIFFENAAAVRKAIDLENEKEVLGAKVIVSPAKTSPKPDPHEGSSVVFLSPIFRTSTT 151
Lmrbp YAIVFFENSAAVKKAIDLENEKEVLGKTVLVVPAKTSPKPDAHENSSCVEVSPIFRPSTT 149
TcRRM1 YAIIFFENAAAVKKAIDFLNGKEFMGNVLSVVPAKTTPKPDPHANSSVVEVSPIFRASTT 167
TcRRM2 YAIIFFENAAAVKKAIDLENGKEFMGNVLSVVPAKTTPKPDPHANSSVVEVSPIFRASTT 162
***:****:***:****::* **.:* . * ****:****‘* .** **:***** * K %
Tbp37 NGQIRELFTGMRVLRIRTYRONYAYVYLDSAAAAQKFVKEKNGTEFRGKKLRVALSTRSL 229
Tbp34 NGQIRELFTGMRVLRIRTYRONYAYVYLDSAAAAQKFVKEKNGTEFRGKKLRVALSTRSL 211
Lmrbp KAQVMELFAGVKVQRLRMYRONFAYAYLDSPAAAKKFVEEKNGTEFRGHTLRVALSARSL 209
TcRRM1 KKQILELFSGMKVLRLRTYRNNYAYVYLDTPAAAQRAVKEKNGAEFRGKQLRVALSTRSL 227
TcRRM2 KKQILELFSGMKVLRLRTYRNNYAYVYLDTPAAAQRAVKEKNGAEFRGKQLRVALSTRSL 222
*: ***:*::* *:* **:*:**.***:‘***:: *:****:****: ******:***
Tbp37 QOKEKDRAERANLLSDAHNFKKDAKKDIKRDDKKDPKKDSRRNEKKDAKRK- 279
Tbp34 QKEKDRAERANLLSDAHNFKKDAKKDIKRDDKKDPKKDSRRNEKKDAKRKQ 262
Lmrbp EKLRARQEAANVVIAAHRHYKTHERQ-———————————————————————— 235
TcRRM1 AKDRARAERARLLMAAQSSTEKEPHEVREECCFNRL-—————————————— 263
TcRRM2 AKDKARAERADFLMAAQSLTRERTTRSKRGVLF —————————————————— 255

* . ok X Kk . * .

ANEXO 1 C — Alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos de TcRRM de T. cruzi, T.
brucei e L. major. Os asteriscos indicam os aminodcidos idénticos, os pontos indicam
diferencas em um unico aminodcido; os dois pontos indicam diferenca em dois

aminoacidos.
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ANEXO 1 D — Acimulo de RNAs mensageiros dos genes RBP nas diferentes formas
celulares de 7. cruzi — Northern blot mostrando os niveis de RNA detectados. A esquerda,
gel de agarose-formaldeido 2% com 5ug de RNA total corado com brometo de etidio; a
direita, autoradiografia do filtro hibridizado com a sonda TcRBP1; S — esferomastigotas; M

— tripomastigotas metaciclicos; E — epimastigotas. A seta aponta o RNA reconhecido pela

sonda TcRBPI.

89



Anexos

Antip34/p37

ANEXO 1 E - Localizagdo subcelular das proteinas RBP nas formas epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicas de T.cruzi por imunofluorescéncia e microscopia confocal — A
esquerda, micrografia de contraste de fase; no centro, micrografia confocal de fluorescéncia
com o filtro para a fluoresceina indicando RBP; a direita, sobreposi¢dao das micrografias de
fluorescéncia com os filtros para a fluoresceina (verde) e para o iodeto de propideo
revelando DNA (vermelho). A seta branca aponta para uma célula tripomastigota; a seta

vermelha para formas epimastigotas.
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PCR
v
Clonagem
v
Transformagio e Inducdo da Expressdo em F£.coli BlI-21
v
Purificagdo em coluna de afinidade por GST
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ANEXO 1 F — Producao de TcRRM 1 e TcRRM 2 recombinantes em E. coli- Em A,
esquema de clonagem das proteinas recombinantes TcRBP1 e TcRBP2. As setas
laranjas e verdes representam os oligonucleotideos RBP-Eco e RBP-Not respectivamente.
Em B, expressio das proteinas RBP recombinantes - A esquerda, SDS-PAGE 12%
corado com comassie blue. A seta vermelha indica as proteinas de fusdo; a seta azul indica
as proteinas RBP recombinantes isoladas. PM: padrdo de peso molecular (200KD,
116,25KD, 97,4KD., 66,2 KD, 45KD, 31KD, 21,5KD, 14,4KD). A direita, imunoblot
revelado com os anticorpos heter6logos anti-Tbp34/Tbp37, produzidos contra as proteinas

de T. brucei.
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(2004) TcRRMs AND TcP28 GENES ARE INTERCALATED AND
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322: 985-992
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added to the 5w rarelated regiom (LTTR ) of al | matane
R RAs, and polstron e trarsengiion, whene e genes
are rarsceibed n o single wmid condaiming copies of e

" Larmpmibng mehar. Far 900 J] IR EIVE
Frmal adiray wh s il aiglbe (R, Sival

(R 0T - e o oy O A0 Beerrr Ine Al gl e
dhar 1L 1014y S AR (0 P02

AT gene OF even gene s whiose foneson and epresson
patiern are dstnct (1]

Ag the paraae & expossd (o ferent envanonements
chorim g is B cycle, gene expresson ot be sghily neg-
whited m order to adapt 1o e dferent hosis Regala-
tom of geme enpresson moirepanosonatids s mandy
o dransonipiional, which mearns that RRA molecales
amnd B A himd g protesms play a key robe. Moy rege-
latory os clewent hawe already been wdenidfied mode
anirarslated regors (UTHs), which are mvolved
the mnasmie ramce of afieradion of dhe half-Bf: and trans-
lanon efficen oy of dhe B b [1-4]. Protems capabde of
mteracting m irams with fee elmmens were §dendified
by DN0rso and Frasch [£7] bat the mochaman = sl
ond efimed.

RHA himdmg projers presend o modalar stnoectane
[#] and several domams fave already besn o dend fied
5] The most commom BNA hindmg domam & e
KWA recogmetion motsf (KRR, abo mown e HRNA
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tndmg domam (RBD) comssimg of a megeon of
app e s ¥ A0 ameno acds with many conservad nes-
sl fhat are grooped imntwo shon seh motid, RRPL
iamn ootamer) and BRP2 jan henamner) (10 One to foor
coques of the RRP mods can be present m profens wiih
digmet fonctions {hat sary from mE RS ogenss (o
altermatne sploeng freviewed m 9]

Im e past S pears, many RRA hdmg prosess
Fave been charactenzed moinvpanceomaeds In GG
Marger and Boothrowd [11] sdennfed o P
bewced BRM L, an esental mockear proten, which pine
semts three KR M domaims arrangsd m mandem b s
fancton & 58l enimown [17]. In 2000 X o al [13],
i @ veast three bt svsae, wdentified the prodem
ARL m T erezd il mdoracts wieth the gpbosd kader
REHRA SLENAL In 2000, DOm0 and Frash deenbed
a RE W domam proveim, the TeUTB P whoch b5 dewelope
miemtal by wgakued. Tl BP 1 formis o ribomios beof rode in
comphex with T UBP-2 and TEPARP and together can
frd 0 admomne gnd ondme-sch megons (AHE]
corse]wently  dimvimishing  the mBRA e of
TesSMLUG [7).

The podwA) hinding protens, highly comserved in
euarvoes, ave alko been wden tfe dim trpan ceomatids,
sochas T cmest[1d] and T breced [15]. Phang and Wil
B 5 [ 1) et i o d erz: W LA, frm i, et dhoosgh
affinity to s One of them was the T beace! PARP
ot keodo g [ 18] wihide the ot riwn, Fipddand Tt T, were
ahde fo bimd 35 b cornal RMA [17]. The Thpid and 7h
AT prodsms ane highly hom ologoes, the maim diffrence
being an 13 amino acid mserson | ThpdT. These two
ProdEns presend e e devimnc mioi s, dhe APE falamene,
probne, and mme) mch motd m the Metemmal, two
miermal KRR domams, and the repetin e KR motd
i e et imalre o m [ L8], Thee e pnesssom of dbsse pino-
e b e Moo i all v negalated, :I':':-:|134 b g e -
mandy preent inihe procpebc fom of T beaeel, whle
TET s almost echsieedy expmssed mothe paraside
o rncacit e o [14]

Im thes weork, we haee wdentfied m T amesl two pofa
trwe HRA himdeg proters, TeRRMLD and FeRRMEL
cackh comtamirg two R M domams, shovwing, s das
to Thpdd and TEp3T from T deeced, that are develop-
menially repalaied and arnmged in Do kaple cofaes @
the gemomie, mierspersed by Fpdd a gene of wmlmown
HT

Aatkrias aid seiheds

Paravsr alaee. Trapamsewa ound CLoand Y ewne and te
clama Ul Broer | 1Y amd enlSc [T wem groea ia LT mackeen [21
an I, et wimily e megee Inferamamon = mescycic P aT
mnganm and DENTTaTgIne W F.lﬁ:l:u:ul xn dewmied By
Emdol & o |25 Cdl oulbams from Binahoram 7 Saaca nmun
27, Lashwanda rarfieud, snd Ceishddla fasciu’at wem vupplicd by
e Tr ypmn o0 ey s T n

Srguncy ana'rds Sequma dynmens s pesformed wrh dw
Cel® progrem (eparessiac nbidmetes) BE ol ow
Lo imi Frageer Facioge (IONANTAR )L T FROSITE pra g,
avazlalie e g capery arpc was usesd g sl fixr e da-
maam |24 Amelzmsyrmechen m ow Cenba oo’ BN Bl e axcs »om
e mish s B AN T sigamsien |20

LN A rovacibn and apaddn. Cemame Ui cxrmstoon el o
rEmozan ereyaE dhpm oo n wem done emim oelly m deenmed o |5
Parmad digessan wan porforrad by chpesmng Spg of geoomec D00
el dilermt eroyre comeneramam (01 Uiag 1 Uiag, 2 Ui sad
& Uiagy 2 57 for ) men. Camplese dygesmon of shwe pen amrec 1044
o dme by chgmmon wmesh AL DA S That 0 Cand uwd sa n
p_:w:nmmd

ana’rals Tomd el poract waa pregeead from g
el s dimerdrad 10 |27 wesh meckficasann. Berdly, dw wll pdle wae
wanwd o W P, el ol m S0 oaskag ks (06
1T 10m, Bvameshim ol e L0 and gyordl 1004, amd agplied
B & 15% SLG-PROE. Samples wire el an werrd (41 mk) onima
arocdlloy mamsmews b 14 b et 470 umng 3 Bfle cmsemng
pyeme W ms, medonal 2P ] Tee Zdmid The memisaac s
icnizaned wirh Te TR aombadws dilieed 15900 and revaded

e gw B B Ceeen Cne Bowchma gy somoakag s Seman -
ufagmess mEm e

Kordhwrm ddod ana'rels Tamd BNA wos exoacond s dewenbed
|35 Frow: macroge ama s wpeesul | =5 f ook agme e g
and swnsemral wanylon memiranm 2 deorbed i [ 29 Thopralbes
wire labelkd weh h-‘]':dl:.'n' ueng tic FudPome LS4 lahdng
Symm (lmemapm )l Hyrdoasom wem pn:l'n:n:l:! ol mg ta
nmmhrd prauam e

POR amplficasion and cloning. Unles oo apeafied a0t
mas, MR woe oo autim 12 mis Hglh mng e Maame-

eveler paateme s mexyeler o) programenad for an el
dimamrssan of %8 % far S mn, 25 cydes of B0 far Wy 8470 far

Hig V2 far Wiy and 3 el oman of men as 7200 Bam i
and Fockl meognman mom wew added s gw prOTEm 1) uEmn
AW|EI:H:| Fabima wem danal moplEwxng K35 0D arzar
Cimatgene) The pROTEM WEIT foilerpa: MlForor 4 'GGATTIGA
ATTCAGTTTOTOTACTATATTI-F, YepdhH, 3'-OGOGCGHATOC0A
TACARTCGOCGTROAT-Y; FEMOIHIH: Y-OCGGRATTCRAGARACTR
CAOGAEITAR-T; sad KEM-MHE ¥ OGIGGATOCGGIAGACTING
GOGATE. (lmal fagmens wew wqpmod by faorscene oyl
N emem g unng S DV Ememie BT e Tesmamas ar £n (4 mam e
Femormcm oo x Mg B E EE D8 & almm 5 yeem & mem e
Emormcm )

ity
Te REMY avd TelRR M requence awd awalysin

Amalyss of the cDRA clones generaied by the EST
soquencimg effon] of the T awal Gaenomne Tnsjsatiee [20]
allowed naio wentdy 17 clomes presetmg, te B HEM &0
AT, WL were separated moiwo groupe accordimg 1o
the presence Growp 1} or absence G@Eroep X} of an 13
maceotds seguence mothe ¥ porton of the codmg e
geom. Ume done from each groap wis chosen for de-
tadhed amalyss, clome 0o (AWIZS1E) from groap |
amd chome 13 (&W 303 ) from groap 2, and the cors
rep omdn g gene s wone marned Fed MM and TeSMMI,
respastnely. Segeencng of the fall meen of thee dones
showed the presence of the comphete oo mg negaon, pant
aof e e gom s weme, (e 50 UTH, and the 3 UTR
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(Fig. 1) Tem M cONA done i 908 by bong, with an
open readeg frame of T8 bp moodng a proem of
T amenn acidy, while e ARAMY 5 33 bp lomg, with
an open reading frame of Tédbp encoding o proten of
A8 amemo achdn. The two geme e guences shi @ 50T
larity of 33 2% and were deposited m CanBam b wnder
Aczesmiom Mo s A IS0 and AYI904TY, dor Tl SM
and 2, megpectively.

The amirn acd segoence comparizon for Tl MM
and TeRRME shows mn ddentiy of 794 [n silioo analy-
s of thewe segaenoes by the PROSITE dewws enpasy.
org) program wenided two REM domams m oeach
profen (Fige 1L The men dfeenoss found hetwos

Anexos

w

the RRM profers ane dhe Samimo acd deleton m e
Menermimal regon of Fe RR M2 and the several difsnem
amino ackds i the Csfenmimal regon (Fig. 1.

Hraetnre af e Te BB M bvesn

In onder to determime the stroctare of the TofRAM
e bocos, Soothern biot malysis of genomae DA
was periormed. Among the netnction seymes wed,
Hall and BawH] cwt i the codimg regiom of TeR R0
and TeRAMI (Fig. 1) Smce both genes are b ghly sim:
dar, probe Fe HEM was able o recogniae bolh se-
guences (data mot shown) The nesaltimg byhnde aton
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Fig 1 &) Madeomde and prechoxd amena scad sequence fram TeRR T and TRAND Doabes mdos deleoon and dom isdcas de e
mdeotde ar amana scxl. Boel and Soll mencson esm are wghligheed. Forem REM-NH; and REMSCO0H e undeioed. Tie REM
damamm ar ibeasal (uderimed) (F) Schera hren g g poaman af dw kil doranmin presese i e TR AR s The AMK-reh and B
ENA babog domaem e isdrated. The Back b mask g dikereoces on cacboayl srmmal and e avoshoud pons o g mx emeno acal

95



Anexos

W Gl de ol | Blcheracal and Blophraka! Prsrarch Covenu nasions S22 LN 38900

patermn seggesed i both gemes ane ot at malople
copos {Fig. 2A) Comadenmg the bmagh of the codng
regors of TeRRAY and FeRRMY and the commiomn
11 ich fragrent deected, the mieTgemis Tegom was eul
mimad o be of approzmasly 12k In ander o dener-
miime the copy mamber of the BEM gos m the T o
e, we carmed o a Soothern biod malvss of par
iially digesiod gonomme: [DRA ming Sall, of which a sm-
e site i present mode coding regiom of TeAM ML As
cam b seen m Fig. 2R, sevenal fragments wene detecied
by dhe TeREMY probe weth sz cormepond g 1o il
tiphes of 21 &, the fragment obtamed afer compbete
digeston {Fig. 1AL The dscrmomation of at beast eght
fragmends i dhe partal digestion lines saggests the
occarrenos of as many aseight copesof b REM genes
im ke @O

The RRM micrgenw megson was amphfied wang
TS COTnERpon to ihe Coermomal regom of
ome REM gene iprmer REM-OOOH) and the b

i

vy
5
]

Ef HEE;I

aal s

g5 b FEES
W g EEG

mamal regeom iprmner RRM-NH of dhe memt (aee
Fig. 1) and the revaiimg 103 i fragment was clomed
ard segoemosd. An open readmg frame was found
showmg sodandy o a T oesd FERT (TERGOE)
ard 1o a geme of wnimown fencson mothe e indeeads
maair genome datahae at The Irstimate dor {eemomic
Reseamh (bnpetsww tigrorng. We conld not fimd any
wlemidfiahle protem domam and mamed dhe gene
Tepdd Zowhen blol amalyss abo soggesied an
armangenent of multiple copes @ tandem dor e
Tepdd geme (data oot shown) Ulsmg MeTgp® as
prabe, obtamsd by RT-PCR wing a monseeoom [ e
and a pRmer cornspondmg 0 ke e mal regon
of Tep2d, Sowthen blot aralyss of parsally digesed
gemomee DRA with Chel was performed. As cam he
seem i Fig. 30 malopls fragmeents gof 20, 23 4.4,
4 gnd 9d ih) were deecied, sogaestng tha Topdd
& repeated befween the Fo MMM gemes. A physaoal
map of the loms & shown @ Fig. 200

[ k1

E 1Ty}

i

HJlE}H
Ui o

E;
P=

¥ ¥

— '

Fg 2 Sexcoralar

af dwe ToRRW locm (&) Sor e Hoe af gename [0 digessed wrh diferen s mrymres umng T3 00T o prane

Thieasrow mcbcanm thw 21 s fagprens comeren ta S Bae il and Yol dpemom. (B) Soehorn Hot of genamee D0 digesed weh nomeng
cmamrasam of 'l ueng TeRRKT o probe The aenown i rase thie g wedh maxes fos e medagle of 20 s 00 Soudwms B aff
pemama A digeeed w iwanng concenemone of (fal umng ME-Gpl m o probe (000 Fracad map of de TSN o 0, sdiore
i wanng dw locw mmeeeng e TeRR W gy box) and Tl tehae bax geien I pamson of dw SR ey recsngle and ME-Tip
iwlem memngle probae. ] possom of dae prmers wed. 1Y, ﬂﬂﬂ,&'ﬂl,mdﬂﬂmulﬂ:rlmn Merrisen on dw kit of el (AR

and O o wase medenu b weghs moasies. B, Boetl O (ol Boll; H, Rad L N Sl an

5 Sald.
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RNA blding provatas by differenr T) crasl Bvaages and bn

otk Ir)pamanarnerih

A dmdlarity search in the poblic doahass showed
that the 7 ot KR M gens are highly sodar w0 teo

A

Tbpl ¥
Tepdd
LaFFH
T=FFAL
TzFFAZ

Tl T
Thpdd

ToEFHL
TeFFRI

ThpdT
Thpad
LuFEH
FakiAL

Flapd T
Thepdd
L=kEn
TaREHL

Anexos

Lo

previosly chamedenaed B NA homdm g profen genes m

T bewed [16], THd amd TRIT A s lor porod esime oo ing;
gene was also foond n the L weslor genome, showing

UL F T T BT P R AR Bk T AR = - == FEFMA Py == = - - e
P BBk~ - o e e o o e ik P A, B~ PR P - e - ar
TP RSN = e e = e e VMK = FRTE =~ AR Pk - — - P
FLP R R P = e o o e RS AR P D= F A F U AT AL R F LR FFILA L F
PR FEARER - == =k P A P PF RN Mk PATTA =~ — = =7

TR = Tl R T NC R T TG ] GV T DA T R P R ARG I BT HEES
EF=RATA FRAR AR IOCL FERA T HAC T A ] C T AT FI TR AT TR RIT REED
T =TRARAL IR = = P AR A R SN TN C TS ERD A PR AL DTS LT
T R LT DU T P R L R TP DR RO AL P TACVUC R R RS
S R R ER D A S RSO L TN LT 1S DA AL P TACIV G R RES

. wom - - . . rmamrs .m _wrEwr LB

TALIFT BN ISR ID PN TGN TSR ART S PO FERE P P LEF I ETT
TELIFT BT LFH R TG TSR AT ] O FNE e PR P LEF IFGT 51T
TADTT FENSANFFRA LS FHEE ER LG ET VIV P R TS FERTAR I ST FVEF IT EP ETT
TECIFT B FTAID FLEG R TGN AN R AT T O FRARS PR TVER IFRAETT
TALIFT ENAAFFISA T LEECH ETACIAT SNV RARTT T FEAES PR FVEF IFRASTT

AR SRR EEE . SR, B B B - B EEES.EEdE B B . SEEEE a@E

WG] TR LR TOHREV LR TS CE RO Lol AR R O F IS ET BF LT RLST RS
MG IEELP TERRY LA LY ST PITTATY YLD TARAR QK F I ET IF P LA YAL T RS
TAITH L P P00 LA ROl P AL Do P AR RS P R M T P el B R ULk Pl
P T E L P s A0 L L R ILE B A ik BCHS Dk P PR L o Rl
FEQILELP G HE LE LG TR AT LD § Fa A Of N BV G B P P DL RL ST RS S

Wy CEREEIRIIE CERIT CRNTRINE SRR SRR D R serRE )R] sirREEE ] e

R R R LD HF T T TS RS T R D A~ BT
EEF R AR RARLLOD AT FND AFFD IS0 DRI B RO ANDOD) 262

EHLRLL ) BV AU TR i - —— - - - e - 5
AT R R B LR b i T RS H I TR RO TR - - = e e ]
AT AP EIEATF LR A TL TRE ETT SRR EYLY = === = mom m mmem mee EEI
o 1 2 3
kD
- 1=
wka |
Anti p3ip3T

5 A Algerese of prodradamena sl waquences of KA bm tam from 1 ous, T bnaea, and L
r::.na-:.ﬁ,dm nﬁ._:q:mdmdﬁﬁm:n,-ﬂmhuﬂl:zm wrm g sctd chflerenern. Thnta,

TEREMD (H) EEM peoseim s deseeed by Wesem Blot mosend mmaasgese cell exsmer of T ouy Ol B done aad L darfaus

pramassga s usng anshakes mesed sgume Tlenwr! KRS ramm -

crusd L Bemmer aparaasganm; 2, L daniboul promesgoes, and 8 T deward Blood ewan faen

an
ik
1z

LixE
N |

Lo
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LE®
LEL
14
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1L
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25D

2

two RNA hinding domaime and an APFE-mch b-1emm-
mal sequence. Fig 34 showsihe predoted ammo ocsd se

Antormio mdosodmocal
i, TR, e

wd TiT (amnewn) Malkeulas wenghe mandeech e amgmed 1, W
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RAl L i i ¢ Bischeraical ond Bepdresiad Braranch i ndasion S22 000 A 90

guence  abgnmend  of  fese poiems TeRHEML
Te BB, TR, and TRt ¥ presend idemimes of T
dife, &%, and &% repectiely, n onekton 1o
TeRRMILL

The bogh degree of wheminy betwom trepmm osomatsd
RHA himding projers lad os 0 me anthodes rased
agamst 7. bewesl prowsms Thpdd and Thpd7 [16] whach
recogrized two polypeptdes m Westem blot analyas
of 0 erwzd {1 Brener sodal ool ewtract (Fig. 38} and a
smaller polypepide m promasigoies of £ Seer el
Polypepodes were aso detectad o epemastigotes fmom
T, eraest ome DM M8e, CLoand Y srame, and Criteldls
Fascbesdgrg (Data nod showm).

D rental @ peersion of TeRRM and Tepd¥ be rhe Lfe
ek af T, el

Cawem the hogh degree of sovalandy betwesn 77 el
and T beical RNA tendimg protems and the fact tha
17 bvscad prodeims Thpddand ThpdT am develo ponen iy
regakoed (18], we have analseed the patiemn of Ted 8A
transeng acosrolation i the theee diferent stages of
the ¥ st B cwcle by Monthen blot Toml RRA

].l:IHl.b
= Likb
B i3]

Me-Top28

148H
1E3KN
LIFKR

Fig & TeR AN ad N ml WA scoemadason ia dilems T oes
nempem. Tomd BNA, Sug oemacnal o B T
[ sgomen, and -lq-—ﬂdulﬁm

sgacane el sl byl rlmed s apeofc prabes far TeRRK and
Weps geswen. Bl seveanen of o WA e wvawn iy eyl aon eamrede:

pmnmg The makowsr weghes G dRh and for milSA0 wm
ol s,

FrmoTanigaies

FraTueiuprieg
Sphern mae g e
e gl

Epiromiigaies

S B e

exiracted from epemastigode s, metacvole Trepomastgs
ofes, and spheromasiigoies was hybndeed o the
TeRRM probe. We oo amabzed Top2 RBRA lewk,
smee these genes are m the same boos As an be seen
m Fig 4, a smge Te88M RNA of apprommmiely
0% ich was dedecied whone bovel §s higher m sphenom-
astigonss. Im comirasy am appronimately 12 b Topld
RHA & more ahvamdant o metacyche mreomm e Eotes
These revolis soggest that both FeMRM and Topld
genes are developmentally regolaed and dferenialy
expresed donmg the parasie’s Be cpcle.

ki ssdsil

The EAT segeencng offont of the T oorasl genomms
mdmatne comgonivam moresed the dscovery of mew
T erwel gemes (1], among themn the ATP ssmibase F
sobonsd and CAAX premyd protease [33, and PLES
[24]. Im the present work we deseribe ibe entficason
of gemes of two pofatve RRA bimdmg prot=es and a
promsn of wnimown fomciiom m T oreed, th are il
feremially expmssad The wemidfication of RRA fond-

mg pmoelm genes in bnetoplwtidn & panbcelirdy
relevant for geme epreson Egeliton o thee oman-
Bans, snce W B mainly posttrarscripsoral B RA
wnimarslated regiors, which in ewiarvotes fepuoally
comtamn elementy regalatng stabality, booabzation, and
tramslaton, and the correspondmg RR A hind g o
teme are therefore fargets for gene reguliton stadies
[3-3.33

Humalandy searches for B A hond mg protems aBosed
i 10 ey several T oeraed comesn. The predicted ood-
g, regione of these clonesy presend the smgralar modalar
sinoctare foand nother RRA hindm g protens soch as
the two RREM (RN A recognsiion mo ) domaims. Thes
o0 e iy e 00 ] s e o e i s v i several
coelialar procsse sech as RNA splicmg, proseim (el
teom, and HMA stahlay [34] DN0rso and Frasch, m
2003 hawe recenfly desconbed o Sy of REM prode os
presend ing o simghe RE M in T, ernel 35 The presen o of
o dhm ome R do miam has already been desonibe d
far the Dranoedd e Sal profen dwo R domairs) and
fior fhe whigutows proten FARP oo RRM domains)
[34]. The prosece of mone tan one KR A bmdng do-
i o nbane the pirodeim affimety for the BRLA ol
coghe (18] or may be mwbed @ prolen-pmiem
imiferact bome [17). Baesade s dhe BOR R domaim, dhe T2 HR R
protEns presend an APR qch regon, nch m the ammo
acids alamene, profme, and fpsme, abready descnibed for
the hestone genes [17]. Thes hasic region may mderact
with acdic neg ors of other mobesules

The FeR R M protess of 7ol are hoghly sodar 1o
cach other (337 amimo ackd sdeniity), with dinee main
differemos a & ammo-acd deletion m the Retermimal
pomson of Te RR ML T dffemnd amimo acds ma oeniral
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ponson; and ibe Coerminal, where o fmmneshifi aljer
aton dstimpashes FeRRMI and TERBME The T oo
= RRM am highly smdar to Thpld and THpd7 [16]).
These protems poosss, as does the T oawsl RRM, a
Bt rovomal segoeree rch moalareme, probme, and b
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reveabed fhat dhem ane at beas eght copees of e
REM gemes, aliboogh the order s onceniain as well as
the mamiber of dfferent soforme of FeRREMIL and
TeRR M An maercalomg gene of woim own fancton,
Tepdd, was abw foond o be locaied in dhis booss, an
arrangeent Ao common In Irypanoama s (4041

Amtthod s generated agamet Thpdd and TR nece
ogmized a projen of appronsaiely 30 kDa @ dotal el

exntract of difierenn T crasl clones and strams as well as
m L braesilompln and O, fawbewlane

Wehase shown that the T RREM m R WA are difier
enally accomolased dunmg dhe T ol B cocle, with
the heg bt e i spihe romnast s e, althoagh the small
Afference between TeHRM L and TeR B M2 prevemed
from dstimgasbong the cormspondmg mBkAs We
have also shown thae Fap mRBAs are Sferenially
e el and ane mos abrondand e tcec Do (e o
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