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RESUMO

Exossoma de RNA é um complexo multiproteico composto
por 12 subunidades, que possui atividade catalitica no sentido 3° —
5’ e esta envolvido no processamento e degradacdo de varios tipos
de RNAs. As subunidades RRP6 (Ribossomal RNA Processing 6) e
RRP44 (Ribossomal RNA Processing 44) sdo responsaveis pela
atividade catalitica e as demais subunidades envolvidas no
direcionamento e selecdo de transcritos para processamento ou
degradacdo. O Trypanosoma rangeli, juntamente com outros
tripanosomatideos, apresentam deficiéncia no sistema de regulagéo
de fatores de transcricdo, portanto o mecanismo de regulacdo da
expressdo génica nestes organismos ocorre predominantemente a
niveis pos-transcricionais através da regulacdo dos niveis de RNA,
sendo esses niveis regulados a partir da degradacdo dos transcritos.
No presente estudo realizamos a caracterizacdo de trés subunidades
do complexo exossoma de T. rangeli. A subunidade RRP6 de T.
rangeli possui uma janela aberta de leitura de 2.133 pares de base
que codifica para um polipeptidio de 710 aminoacidos (+ 78,7 kDa).
Foram identificados os dominios conservados PMC2NT, DEDD-Y e
HRDC, que também se encontram presentes em outros organismos
em que o complexo exossoma de RNA esta caracterizado. Foi
realizado teste de expressdo heterdloga desta proteina em E. coli
BL21 CodonPlus, porém sem sucesso de isolamento. A subunidade
RRP44 de T. rangeli possui uma janela aberta de leitura de 3012
pares de base que codifica para um polipeptidio de 1003
amino4cidos (x 113,2 kDa). Os dominios conservados presentes
nesta proteina sdo PIN, Exoribonuclease R e RNB. Foi realizada a
expressdo heter6loga desta proteina em E. coli BL21 CodonPlus,
porém ndo tivemos sucesso do rendimento da proteina para o
posterior etapa de purificacdo. A subunidade EAP3 (Exosome
Associated Protein 3) possui uma janela aberta de leitura de 547
pares de base que codifica para um polipeptidio de 181 aminoacidos
(= 20 kDa) e esta descrita como uma proteina associada ao exossoma
de RNA formando um heterodimero com a subunidade RRP6. Em
ensaios de Western blot utilizando o antissoro produzido essa
interacdo in vivo foi comprovada, uma vez que a ligacdo do
anticorpo ocorreu na banda de +150 kDa. As sequéncias do
complexo exossoma de RNA apresentam porcentagens de identidade
altas, demonstrando ser uma maquinaria conservada entre 0s



tripanosomatideos, porém com sua funcionalidade ainda
desconhecida.

Palavras-chave: Complexo exossoma de RNA, regulacdo da expressdo
génica, Trypanosoma rangeli.



ABSTRACT

RNA exosome complex is a multiprotein complex composed
of 12 subunits, which has 3 '— 5' catalytic activity and is involved in
the processing and degradation of several types of RNAs. The
subunits RRP6 (Ribosomal RNA Processing 6) and RRP44
(Ribosomal RNA Processing 44) are responsible for the catalytic
activity, and the other subunits are involved in the targeting and
selection of transcripts for processing or degradation. Trypanosoma
rangeli, together with other trypanosomatids, are deficient in the
regulation system of transcription factors, so the regulation
mechanism of gene expression in these organisms occurs exclusively
at post-transcriptional levels through of RNA levels regulation, these
levels being regulated from the degradation of the transcripts. In the
present study we performed the characterization of subunits of the T.
rangeli exosome complex. The RRP6 subunit of T. rangeli has an
open reading frame of 2,133 base pairs coding for a polypeptide of
710 amino acids (+ 78.7 kDa). The conserved domains identified
was PMC2NT, DEDD-Y and HRDC, which are also present in other
organisms in which the RNA exosome complex is characterized,
have been identified. A heterologous expression test of this protein
was performed in E. coli BL21 CodonPlus, but with no success of
isolation. The RRP44 subunit of T. rangeli has an open reading
frame of 3012 base pairs encoding a polypeptide of 1003 amino
acids (+ 113.2 kDa). The conserved domains present in this protein
are PIN, Exoribonuclease R and RNB. The heterologous expression
of this protein was performed in E. coli BL21 Codon Plus, but we
did not have a success of protein yield for the subsequent protein
purification process. The EAP3 (Exosome Associated Protein 3)
subunit has an open reading frame of 547 base pairs encoding a
polypeptide of 181 amino acid (+ 20 kDa) and is described as a
protein associated with the RNA exosome forming a heterodimer
with the subunit RRP6. In Western Blotting assays using the
antiserum produced from purified protein this in vivo interaction was
proven, since antibody binding occurred in the ~ 150 kDa band,
which corresponds to the sum of the proteins. The sequences of the
RNA exosome complex have high identity percentages,
demonstrating that it is a conserved machinery among the
trypanosomatids, but with its still unknown functionality.



Keywords: RNA exosome complex, regulation of gene expression,
Trypanosoma rangeli.
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1 INTRODUCAO

1.1 COMPLEXO EXOSSOMA DE RNA

Em eucariotos o chamado “complexo exossoma de RNA” ¢ um
complexo multiproteico envolvido no processamento e degradacdo de
diferentes tipos de RNA, atuando sempre no sentido 3° — 5° desta
molécula. Apresenta em sua composicdo nove subunidades, estando
presente tanto no ndcleo quanto no citoplasma celular, desempenhando
diversas fungdes relacionadas ao processamento, controle de qualidade e
degradacdo de RNA. A estrutura do complexo consiste em um nucleo
central denominado Ex09, o qual possui um anel hexamérico composto
pelas subunidades RRP41, RRP42, RRP43, RRP45, RRP46 e MTR3, e
um canal central trimérico composto pelas subunidades RRP4, RRP40 e
CSL4 (Figura 1) (LORENTZEN; BASQUIN; CONTI, 2008; RIGBY;
REHWINKEL, 2015). Este nucleo central é conservado ao longo da
evolugdo, ndo apresentando atividade catalitica em eucariotos
(MITCHELL, 2014). Entretanto, em espécies do dominio Arquea e
algumas plantas este nlcleo apresenta-se ativo (CHEKANOVA et al.,
2000).

Outras trés subunidades encontram-se associadas a este
complexo: RRP47, RRP6, e RRP44. A RRP6 e a RRP44 sdo
exonucleases que apresentam plena atividade hidrolitica que se baseia
no ataque a extremidade 3"-OH de uma molécula de RNA por uma
molécula de &gua, liberando 5 -nucleosideos monofosfatados (NMP)
(Figura 2) (CHLEBOWSKI et al., 2013).



31

PIN
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Figura 1 — Estrutura do complexo exossoma de RNA em eucariotos e seus
respectivos dominios conservados (MAKINO et al., 2015).

Um complexo estruturalmente homélogo é encontrado em
Arquea e bactérias, entretanto ha diferencas distintas em relacdo ao
complexo exossoma de RNA de eucariotos. Enquanto o complexo
exossoma de RNA em Arquea possui multiplas copias das diferentes
subunidades, os eucariotos possuem apenas uma subunidade de cada.
(MITCHELL, 2014). A atividade catalitica do complexo exossoma em
Archaea é desempenhada pela subunidade RRP41. Esta ribonuclease
apresenta atividade catalitica processiva do tipo fosforolitica dependente
de magnésio, onde utiliza um fosfato inorganico para atacar o substrato
de RNA e liberar 5 -nucleosideo difosfatado (NDP) (CHLEBOWSKI et
al., 2013).

Em eucariotos o complexo exossoma de RNA foi primeiramente
descrito em Sacharomyces cerevisiae (MITCHELL et al., 1997) e
atualmente encontra-se caracterizado em diversos outros organismos,
como Homo sapiens (ALLMANG et al., 1999), Arabidopsis thaliana
(LANGE et al., 2008), além dos protozoarios Trypanosoma brucei
(ESTEVEZ; KEMPF; CLAYTON, 2001) e Leishmania tarentolae
(CRISTODERO et al., 2008).

Cada estrutura deste complexo multiproteico é caracterizado por
um dominio especifico, sendo que o nucleo central apresenta seis
subunidades com o dominio RNAse PH, e trés subunidades com o
dominio S1, enquanto que as subunidades cataliticas apresentam os
dominios de exoribonuclease R, ribonuclease 1l, PIN, DEDD-Y, HRDC
e PMC2NT. Estes dominios estdo relacionados a capacidade de ligacdo
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ao RNA ou interacdo proteina-proteina, como também a capacidade de
degradar diversos tipos de substrato de RNA (JANUSZYK; LIMA,
2014; MAKINO et al., 2015).
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Figura 2 — Diagrama da reacdo hidrolitica de degradagdo de RNA pelo
complexo exossoma de RNA (RAINES, 1998).

Este complexo multiproteico possui grande diversidade de
fungdes. A primeira funcdo descrita foi o papel na maturagdo do rRNA
5,8S em S. cerevisiae (MITCHELL et al., 1997). Entretanto pesquisas
demonstraram uma ampla capacidade de fungdes deste complexo no
nacleo e no citoplasma. No citoplasma, participa nas vias de degradacdo
dos diversos tipos de RNA mensageiro e tem papel fundamental no
controle dos niveis de RNA disponiveis para traducdo. No nlcleo é
requerido para o processamento da regido 3" do RNA ribossomal 5,8S e
para a degradacdo de regibes espacadoras de pré-RNA ribossdmico.
Atua na maturacdo de pequenos RNA nucleares (SnRNA) e pequenos
RNA nucleolares (snoRNA) como na degradagdo de transcritos nao
maduros e pré-RNA mensageiros ndo adenilados, limitando sua
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exportacdo para o citoplasma. O complexo exossoma atua também na
vigilancia de RNA prevenindo a traducdo de moléculas de mRNA
aberrantes (BUTLER, 2002; LYKKE-ANDERSEN et al., 2011;
MITCHELL; TOLLERVEY, 2000).

As atividades desempenhadas pelo complexo exossoma de RNA
do nlcleo estdo diretamente relacionadas a um sistema de controle de
qualidade que degrada RNA mensageiro aberrante, limitando ou
excluindo sua exportagdo para o citoplasma. J o complexo exossoma de
RNA do citoplasma, juntamente com outras enzimas de degradacéo atua
na taxa de renovacdo de RNA e em vias especializadas de decaimento
de RNA, como degradacéo de transcritos ricos em AU ou degradacéo de
RNA mensageiros clivados via RNA de interferéncia (LYKKE-
ANDERSEN et al., 2011).

Diferentes atividades deste complexo requerem diferentes modos
de ac¢do, sendo que o processamento de RNA envolve a clivagem precisa
do substrato enquanto que a degradacdo exige a remocdo rapida e
completa. A vigilancia do RNA exige igualmente a acdo rapida das
enzimas e também um cuidado para ndo colocar em risco RNA que ndo
sd0 necessarios ao processamento ou degradacdo. O complexo
exossoma de RNA por si s ndo estd diretamente envolvido neste
processo de decisdo e na maioria dos casos atua como um efetor comum
para as vias de processamento, degradacdo e vigilancia de RNA
(CHLEBOWSKI et al., 2013).

As subunidades cataliticas que apresentam atividade de
exoribonuclease 3° — 5" sdo dependentes de cofatores adicionais,
entretanto ndo se tem clareza de como esses cofatores sdo regulados e
como este complexo distingue entre substratos de RNA que seréo
destinados ao processamento e quais substratos deverdo ser degradados
(BUTLER, 2002; JANUSZYK; LIMA, 2014; LYKKE-ANDERSEN et
al., 2011; MITCHELL; TOLLERVEY, 2000).

O complexo exossoma de RNA tem uma baixa capacidade de
reconhecer substratos de RNA in vivo, portanto, a maioria dos substratos
degradados por este complexo envolvem fatores auxiliares, ativadores
ou cofatores. Esses fatores sdo proteinas ou complexos que interagem
com o exossoma de RNA e recrutam o substrato e/ou fazem deles
elegiveis para degradacdo. Como exemplo de proteinas e complexos que
agem neste recrutamento podemos citar: RRP47 (ortblogo EAP3 em
tripanosomatideos), o complexo NEXT, o complexo TRAMP, a Mpp6 e
o complexo SKI (CHLEBOWSKI et al., 2013). Em relagdo aos RNA
maduros “saudaveis” que estdo prontos para tradugdo, sdo protegidos da
acdo do complexo exossoma de RNA pela formacdo do complexo
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ribonucleico (RNP), que dispdem de uma estrutura quaternaria onde a
regido 3" final do RNA esta protegida ou embutida em uma estrutura
secundaria e portanto escapa da atengdo deste complexo multiproteico.
Deste modo RNA defeituosos tem dificuldade de assumir essa
conformagcdo nativa e formar o RNP resultando em uma fraca interagdo
RNA-RNA e/ou RNA/proteina, expondo assim a regido 3final para
acdo de exonucleases (CHLEBOWSKI et al.,, 2013; DEUTSCHER,
2006).

Vérios modelos vém sendo formulados para explicar como este
complexo é regulado. Uma das hipéteses apresentadas é que o substrato
teria acesso ao nucleo central do complexo exossoma de RNA pela
interacdo com proteinas adaptadoras. De acordo com essa hipGtese,
RNA helicases (MTR4 e SKI2) atuariam como adaptadoras que
remodelariam o substrato e direcionariam para 0 complexo exossoma de
RNA nuclear ou citoplasméatico (BUTLER, 2002). Um segundo modelo
proposto sugere que substratos de RNA com estruturas especificas
ativariam o complexo exossoma de RNA de forma alostérica,
determinando assim qual substrato estaria sujeito a formagdo e qual
estaria sujeito a degradacdo (BUTLER, 2002; MITCHELL;
TOLLERVEY, 2000). A helicase MTR4 (pertencente ao complexo
TRAMP) esta diretamente associada ao complexo exossoma de RNA.
Experimentos de isolamento deste complexo a partir de células humanas
revelaram que esta helicase é co-purificada em quantidades
estequiométricas. O complexo TRAMP em leveduras atua
primordialmente no exossoma de RNA do nlcleo, em mRNA
aberrantes, pré-rRNA, sn/snoRNA, tRNA defeituosos e grupos diversos
de transcritos generalizados. Alguns desses RNA sdo marcados para
completa degradagdo enquanto que outros sdo mediados para sofrer
maturacdo através do complexo exossoma de RNA (CHLEBOWSKI et
al., 2013).

Outras duas proteinas sdo co-purificadas com o complexo
exossoma, sdo elas: RRP47 e Mpp6, ambas as proteinas apresentam
propriedade de ligacdo de RNA. Enquanto a subunidade RRP47 se liga
a substratos estruturados a Mpp6 apresenta preferéncia por sequéncias
ricas em pirimidinas (A/U rich). Entretanto a presenca dessas proteinas €
importante em S. cerevisiae, onde a sua deplecdo incorre em defeitos na
estabilidade de CUT (Cryptic Unstable Transcripts) e biogénese de
rRNA, sendo a dupla deplecéo letal para o organismo (CHLEBOWSKI
etal., 2013; MILLIGAN et al., 2008; MITCHELL et al., 2003).

Em leveduras o recrutamento do complexo exossoma de RNA é
mediado por proteinas de ligacdo de RNA especificas, possivelmente
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pelo complexo SKI. Em células humanas este recrutamento parece estar
relacionado a elementos ricos em AU (ARE), que sdo elementos
desestabilizadores presentes no RNA mensageiro, sendo que em T.
brucei a degradacdo também é recrutada através de RNA mensageiros
contendo ARE (RAIJMAKERS; SCHILDERS; PRUIIN, 2004). O
complexo SKI esta relacionado ao exossoma do citoplasma e participa
da degradacdo de mRNA sujeitos a maquinaria de RNA de interferéncia,
como também na degradacdo de mRNA defeituosos (CHLEBOWSKI et
al., 2013).

A regulacdo deste complexo é crucial para a sobrevivéncia
celular (MITCHELL; TOLLERVEY, 2000). Estudos indicam que o
Ex09 desempenha um papel importante no recrutamento de substratos
de RNA para as ribonucleases RRP6 e RRP44 (LYKKE-ANDERSEN et
al., 2011). Este recrutamento ¢ através do canal central do Ex09, onde o
substrato de RNA passa através deste canal direcionando o substrato
para acdo da ribonuclease RRP44, que se encontra na base do complexo.
Outra possibilidade de recrutamento de substrato de RNA é a regulacédo
da estrutura do canal central do Ex09, o qual blogueia a passagem do
substrato de RNA através deste, disponibilizando-o para a acdo da
ribonuclease RRP6 (CHLEBOWSKI et al., 2013; JANUSZYK; LIMA,
2014).

As subunidades cataliticas RRP6 e RRP44 variam entre 0s
diversos organismos e podem estar associadas a outras enzimas e/ou
cofatores. Diversos estudos apontam que estas subunidades possuem um
papel central ou estdo envolvidos na montagem do complexo exossoma
de RNA. A citolocalizacdo e 0 modo de acdo de cada uma dessas
ribonucleases sdo diferentes entre 0s organismos até o momento
estudados (LYKKE-ANDERSEN et al., 2011). Em leveduras, por
exemplo, a subunidade RRP6 encontra-se presente somente no nlcleo,
participando nos processos de degradacdo de RNA instaveis. Entretanto,
em T. brucei esta subunidade encontra-se presente no nicleo e no
citoplasma e desempenha funcGes diversas relacionadas ao RNA que
ocorrem nesses dois compartimentos celulares (LORENTZEN;
BASQUIN; CONTI, 2008).

A subunidade RRP6 possui atividade catalitica do tipo
distributiva, onde se liga ao RNA e dissocia-se repetidas vezes,
removendo um nucleotideo de cada vez, enquanto que a subunidade
RRP44 possui atividade catalitica do tipo processiva, onde a enzima se
liga ao substrato e uma vez ligado permanece associada até a digestao
completa do substrato liberando os 5 -nucleosideos monofosfatados
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(NMP) (MITCHELL; TOLLERVEY, 2000) (CHLEBOWSKI et al.,
2013).

A acdo dessas ribonucleases ocorre de forma inespecifica nos
diversos tipos de RNA, onde se considera que o nucleo central do
complexo exossoma de RNA atue no controle rigido de escolha de
direcionamento de substrato de RNA para processamento ou degradacéo
(SCHMID; JENSEN, 2008).

Em cepas de S. cerevisiae nas quais 0s genes codificantes para o
nucleo central do complexo exossoma de RNA (Ex09) ndo estdo
presentes ocorre um acUimulo de subprodutos do processamento do
ribossomo 5,8S, bem como acumulo de intermediarios ou precursores
processados incorretamente indicando a importancia desta estrutura para
a atividade catalitica (MITCHELL et al., 2003).

111 SUBUNIDADE CATALITICA RRP44 (RIBOSOMAL RNA-
PROCESSING 44)

A subunidade RRP44 faz parte da superfamilia RNR, homéloga
de RNAse Il e R de E. coli, possuindo o dominio S1 na regido C-
terminal que estd relacionado a ligacdo de RNA e o dominio RNB
envolvido na atividade catalitica processiva atribuida a esta subunidade,
onde o sitio ativo consiste de quatro residuos conservados de aspartato e
uma sequéncia motivo (JENSEN, 2010).

Uma caracteristica distinta da familia da subunidade RRP44 ¢ a
presenca do dominio PIN localizado na regido N-terminal da regido
RNR, relacionado a atividade de endoribonuclease como também da
interacdo desta subunidade com o nicleo do exossoma de RNA. O
motivo deste dominio consiste de quatro aminoacidos &cidos, que
coordenam dois cations metal divalentes (MITCHELL, 2014). Este
dominio pode ser observado em diferentes proteinas podendo
desempenhar atividade de exo ou endoribonuclease. O dominio RNB
possui sitio ativo para coordenar dois ions magnésio que Sdo necessarios
para atividade 3° — 5" exoribonuclease, liberando 5-NMP
(CHLEBOWSKI et al., 2013).

Em leveduras esta subunidade possui apenas um gene codificante
presente tanto no ndcleo quanto no citoplasma, enquanto que em
humanos esta subunidade possui trés isoformas, sendo uma delas
exclusiva do nucleo e as outras duas encontram-se localizadas no
citoplasma (MITCHELL, 2014).
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Estudos recentes apontam que esta subunidade pode alterar sua
conformacdo para exercer sua funcdo. Sendo assim, o complexo
exossoma de RNA usa conformacdes alternativas para se tornar ativo e
atuar em diferentes substratos de RNA, adotando também diferentes
conformagBes para acomodar substratos de RNA com caracteristicas
distintas (HAN; HOOF; GENETICS, 2016).

1.1.2  SUBUNIDADE CATALITICA RRP6 (RIBOSOMAL RNA-
PROCESSING 6)

A subunidade catalitica RRP6 pertence a familia da RNase D da
superfamilia DEDD de exoribonucleases que caracteriza-se pelo uso de
dois fons metais para hidrdlise do RNA. Para isso utiliza-se o
amino4cido fenilanina para estabilizar a hidrélise do anion para a
clivagem da ligacao fosfodiéster da molécula de RNA. O sitio ativo do
dominio DEDD consiste em quatro residuos conservados de
aminoacidos acidos (trés aspartatos e um glutamato) (CHLEBOWSKI et
al., 2013). Apresenta também os dominios HRDC (Helicase e RNase D
— C-terminal) na C-terminal e PMC2NT na N-terminal (MITCHELL,
2014).

A citolocalizagdo da subunidade RRP6 varia entre as espécies,
sendo que em S. cerevisiae encontra-se presente somente no nlcleo,
enguanto gque em humanos esta restrita ao nucléolo. Em plantas, como
Arabidopsis thaliana esta subunidade é expressa de trés formas
distintas, duas delas exclusivas do ndcleo e a outra restrita ao citoplasma
(LANGE et al.,, 2008; MITCHELL, 2014). Em T. brucei esta
subunidade encontra-se presente tanto no nicleo quanto no citoplasma
e, através de ensaios in vitro, Barbosa e colaboradores demonstram a
capacidade de degradar RNA dupla-fita bem como RNA estruturados
(BARBOSA et al., 2014).

Estas formas distintas desta subunidade catalitica evoluiram
diferentemente, formando sistemas distintos e  possuindo,
presumidamente, funcdes especializadas em cada grupo e/ou espécie
(MITCHELL, 2014).

Estudos de andlise estrutural do complexo exossoma de RNA
demonstraram que a subunidade RRP47 encontra-se associada a
subunidade catalitica RRP6, sugerindo que esta interacdo promova a
atividade de RRP6, permitindo que a ribonuclease se ligue a elementos
estruturais do substrato de RNA. O enderegcamento da subunidade RRP6
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para participar das distintas vias de processamento de diferentes tipos de
RNA é especificada por essa interacdo (STEAD et al., 2007).

113 SUBUNIDADE ASSOCIADA EAP3 (EXOSOME-
ASSOCIATED PROTEIN 3)

A subunidade EAP3 encontra-se associada ao complexo
exossoma de RNA formando uma interacdo com a subunidade RRP6.
Essa interacdo ocorre através da regido N-terminal onde esta localizado
0 dominio PMC2NT da subunidade RRP6, enquanto que a extremidade
C-terminal possui regides ricas em lisina que estdo associadas a ligacdo
ao substrato de RNA. Estudos demonstram que a delecdo desta regido
causa bloqueio de ligacdo ao substrato (COSTELLO et al., 2011;
MITCHELL, 2010).

Esta subunidade é expressa na forma de um homodimero,
estrutura esta que se desfaz ap6s a interacdo com RRP6. Estudos in vivo
indicam que quando EAP3 ndo estd interagindo com a subunidade
RRP6, ela é rapidamente degradada (FEIGENBUTZ et al., 2013a).
Experimentos em leveduras indicam que o dominio PMC2NT ¢ instavel
quando isolado, assim como a subunidade RRP47 (ortélogo de EAP3
em tripanosomatideos), sugerindo que esta associacdo com a subunidade
RRP6 é necessaria para ambas as proteinas (DEDIC et al., 2014).

Diferentes estudos revelaram resultados similares quando da
delecdo individual das subunidades RRP47 ou RRP6, em ambos o0s
casos demonstrando defeitos no processamento de RNA estaveis
(COSTELLO et al., 2011). O nivel de expressdo de RRP6 e RRP47 sdo
mutualmente dependentes, sendo a RRP47 mais sensivel do que a RRP6
na auséncia da proteina auxiliar (FEIGENBUTZ et al., 2013b).

A regido N-terminal das subunidades RRP6 e RRP47 se associam
e formam um heterodimero com uma arquitetura elaborada, possuindo
um entrelace de pares de alfa-hélices. A ligacdo entre estas duas
subunidades ¢ realizada através de interacdes eletroestaticas (SCHUCH
etal., 2014).
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1.2 PROCESSAMENTO DE RNA E REGULACAO DA
EXPRESSAO GENICA EM TRIPANOSOMATIDEOS

De modo geral os genes de eucariotos sdo constituidos por
regides promotoras, regides ndo traduzidas (UTR) 5" e 37, introns e
éxons. A transcricdo é controlada pela regido reguladora, iniciando na
regido 5 UTR, passando pelos introns e éxons e terminando na regido
3" UTR. Os genes codificantes sdo transcritos pela RNA polimerase 1l e
0 ftranscrito primario passa por trés modificacbes para se tornar
funcional: adicdo do Cap (m7Gppp) na extremidade 5", processamento
(splicing) para retirada dos introns e unido dos éxons e poliadenila¢do na
extremidade 3". Por outro lado a regulacdo da expressdo destes genes
ocorre desde o nivel trancricional até a traducdo em proteina. Neste
sentido 0s mecanismos de regulagcdo mais comuns sdo condensacéo da
cromatina, regulagdo de transcritos via polimerase Il, metilacdo do
DNA, processamento alternativo do RNA, controle do inicio da
traducdo, modificacbes pos-traducionais, trafego intracelular e
degradacdo de proteinas, sendo o inicio da transcricdo o ponto chave
desta regulacdo (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007; PALENCHAR,;
BELLOFATTO, 2006; PHILLIPS, 2008).

O processamento de RNA mensageiro em tripanosomatideos
ocorre de forma diferenciada dos demais eucariotos, onde a transcri¢éo
resulta em Unico RNA mensageiro policistronico capaz de traduzir
diversas proteinas com caracteristicas distintas (JOHNSON; KOOTER,;
BORST, 1987). Estes genes estdo dispostos em cromossomos como
grupo de genes direcionais (DGC - directional gene clusters) que
formam longos arranjos de genes sem fungdo relacionada, néo
apresentando promotores candnicos e introns, embora existam algumas
excecdes. Este RNA mensageiro policistronico é processado através de
trans-splicing e poliadenilacdo (BENZ et al., 2005; CLAYTON;
SHAPIRA, 2007; GUNZL, 2010).

O processo de trans-splicing é a adicdo de uma sequéncia
promotora que indica o inicio de um RNA mensageiro individual na
extremidade 5~ denominada de spliced-leader RNA (SL-RNA) ou mini-
exon. O mecanismo de processamento em trans se da através de reacoes
de trans-esterificacéo, onde o sitio GU doador (precursor do mini-exon)
fusiona-se a uma regido proxima ao sitio AG, que é uma regido aceptora
presente no transcrito derivado da unidade policistronica, denominado
ponto de ramificagdo, formando uma estrutura intermediaria em forma
de Y. Esse sinal é reconhecido pelo complexo de processamento,
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denominado spliciossomo, onde as estruturas intermediéarias sdo
removidas e a sequéncia SL se fusiona a extremidade 5° do mRNA
(Figura 3). O sinal aceptor para 0 processamento no pré-mRNA é o
dinucleotideo AG localizado imediatamente apds uma regido rica em
pirimidinas (LIANG; HARITAN; ULIEL, 2003).
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Figura 3 — Representacdo esquematica de trans-splicing. A figura mostra o sitio
aceptor 5” de splicing (GU) no SL-RNA, o sitio aceptor 3" (AG) e 0 ponto de
ramificacdo (BP); PY — trato polimirimidico (LIANG; HARITAN; ULIEL,
2003).

A adicdo da sequéncia SL-RNA possui duas finalidades, pois
funciona em conjunto com a poliadenilacdo na dissecagdo do transcrito
policistronico e atua também no fornecimento do “cap” para 0s mMRNA
(LIANG; HARITAN; ULIEL, 2003).
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A poliadenilacdo é necessaria para a conclusdo da etapa de
processamento sendo que em tripanosomatideos ocorre simultaneamente
ao processo de trans-splicing. A poliadenilacdo ocorre a uma distancia
de 100 a 400 nucleotideos apés o sinal de processamento, assim o
mesmo trato polimirimidico usado como sinal na reacdo de trans-
splicing, presente nas regides intergénicas, parece funcionar como um
sinal de poliadenilagdo (LEBOWITZ et al., 1993; ULLU;
MATTHEWS; TSCHUDI, 1993).

Este processamento desencadeia uma maior estabilidade do
transcrito maduro desempenhando um papel importante na regulagéo da
expressdo génica nestes organismos (BLUMENTHAL, 2005;
CLAYTON; SHAPIRA, 2007; GUNZL, 2010; LIANG; HARITAN;
ULIEL, 2003).

Os tripanosomatideos possuem tanto hospedeiros vertebrados
guanto invertebrados, sendo que nestes dois ambientes celulares ha
diferencas de temperatura, nutrientes disponiveis, alteracdo de pH e
osmolaridade, diferentes sistemas de defesa antioxidante, dentre outros.
As adaptacGes para essas condi¢Oes sdo necessarias e, desse modo, a
regulacdo de quais genes devem ser expressos e em que quantidade séo
fundamentais para a sobrevivéncia destes organismos (CLAYTON,
2002; CLAYTON; SHAPIRA, 2007; KRAMER, 2012).

Em tripanosomatideos a regulacéo da expressdo génica apresenta-
se diferenciada, e em virtude dos genes estarem contidos em unidades
extensas de RNA policistronicos e auséncia de promotores de RNA-
polimerase Il, a regulacdo da expressdo génica nesses organismos ocorre
em sua maior parte através de processos pos-transcricionais em nivel de
metabolismo de RNA e proteinas (DE GAUDENZI et al., 2013;
HAILE; PAPADOPOULOU, 2007; PALENCHAR; BELLOFATTO,
2006).

Os mecanismos de regulacdo pos-transcricionais envolvem
poliadenilacdo e trans-splicing relacionados ao processamento de RNA
mensageiro, exportacdo do nicleo para o citoplasma, controle da
estabilidade de MRNA através da degradacdo dos transcrito e acesso de
mRNA & maquinaria de traducdo para o controle de producéo,
modificacdes, transporte e degradacdo de proteinas (AVILA et al., 2003;
CLAYTON, 2002).

Um dos principais modos de controle da estabilidade do mRNA é
a degradacdo do transcrito. O processo de degradacdo de mRNA em
tripanosomatideos inicia através da desadenilacdo, que é o encurtamento
da cauda poli A na extremidade 3"pela a¢do das enzimas deadenilases
(ex: complexo Ccr/Pop2/Not). ApoOs estd etapa 0 mRNA pode ser
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degradado por duas vias, em uma via a desadenilagdo vai estimular a
retirada do “cap” expondo o transcrito a acdo da enzima Xrnl, uma
exonuclease com atividade 5'—3’, e em outra via apo6s a desadenilacio
(independente do decapping), o transcrito pode ser degradado na diregéo
3’—5" pelo complexo exossoma de RNA (CLAYTON; SHAPIRA,
2007; HAILE; PAPADOPOULOU, 2007).

Considerando a forma de transcrigdo em tripanosomatideos ser de
forma policistronica constitutiva, onde todos os genes sdo transcritos de
uma sé vez, e ao gasto energético elevado para esta atividade, a
degradacdo destes transcritos pelo complexo exossoma de RNA
desempenha um papel fundamental para a sobrevivéncia destes
parasitos.

Tendo em vista a relacdo filogenética do Trypanosoma rangeli
com os tripanosomatideos que ja se encontram com este complexo
multiproteico caracterizado e as diferengas e similaridades em relagéo a
hospedeiro, ciclo de vida e patogenicidade, a hipdtese é que este
tripanosomatideo apresenta esta maquinaria em seu genoma e esteja
ativa, podendo participar no processo de regulacdo da expressao génica
através da degradacdo de RNA.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Identificar os elementos do complexo exossoma de RNA de T.
rangeli e caracterizar as subunidades RRP44, RRP6 e EAP3

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar as subunidades do complexo exossoma de RNA de
T. rangeli e analisar comparativamente com sequéncias
ortdlogas do complexo exossoma de RNA em
tripanosomatideos;

e Avaliar o perfil de expressdo da subunidade associada EAP3 em
formas epimatigotas e tripomastigotas de T. rangeli;

e Determinar a citolocalizagdo da TrEAP3 em formas
epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli;
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3 MATERIAIS E METODOS

Para melhor compreensdo das etapas experimentais
desenvolvidas neste trabalho apresento o fluxograma descrevendo as
atividades realizadas e 0os componentes do complexo de exossoma de
RNA estudadas em cada etapa do trabalho (Figura 4).

RRP4 RRP40 csLe EAP3
1. Analise in silico
[ RRP41A] [RRF4lB ] [ RRP42 ] [ RRP45 ] [ EAPZ ] [ EAP4 ] RRPE
i — |_RRPas
2. PCR/Clonagem/ EAP3 RPs | | mRees |
Subclonagem —
\ /
3. Sequenciamento EAP3 RRF& RRP44 |
4. Expressdo Heterdloga E4F3 RRPE RRPa4
5. Purificagdo proteina E4F3
6. Obtengdo de antissoro EAP3

Figura 4 - Fluxograma de atividades desenvolvidas neste trabalho. Retangulos
com fundo rosa representam as etapas realizadas neste estudo, em azul
representam as subunidades do canal central trimérico, em cinza as subunidades
do anel hexamérico, em lilas e laranja as subunidades cataliticas e em verde a
subunidade associada ao complexo exossoma de RNA.

Em sintese, a andlise in silico inicial foi realizada com os genes
codificantes para as 12 proteinas do complexo exossoma de RNA do T.
rangeli obtidas da Ultima montagem do genoma do parasito. Dentre
estas, nove pertencem ao nucleo central Exo9 (RRP41A, RRP41B,
RRP42, RRP45, EAP2, EAP4, RRP4, RRP40 e CSL4), duas
subunidades cataliticas (RRP6 e RRP44) e a proteina associada EAP3.
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As etapas de amplificacdo génica, clonagem/subclonagem,
sequenciamento e expressdo heter6loga foram realizadas unicamente
com as subunidades cataliticas e a subunidade associada, enquanto que
as etapas 5 e 6 foram somente realizadas com a subunidade EAP3 em
virtude da impossibilidade técnica de realizar expressao heteréloga das
demais unidades estudadas.

3.1 ANALISE IN SILICO

A busca pelos genes que compfem o complexo exossoma de
RNA  foi realizado no banco de dados  GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e TriTrypDB
(http://tritrypdb.org/tritrypdb/). As analises de similaridade entre as
sequéncias e organismos filogeneticamente relacionados foram
realizadas atraves do programa Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Os parametros fisico-quimicos de cada um dos genes analisados
foram caracterizados através do programa ProtParam disponivel no
pacote de ferramentas ExPASy (Expert Protein Analysis System —
http://expasy.org). Com este programa foram determinados o ponto
isoelétrico e peso molecular de cada uma das proteinas analisadas,
baseando-se nas suas sequéncias aminoacidicas.

@) Conserved Domains Search Service NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd) foi utilizado como ferramenta para
identificar os dominios conservados presentes nas sequéncias
analisadas.

A anélise filogenética foi realizada através do método de
Neighbor-Joining utilizando-se o programa MEGA 7.0, resultando na
construcdo de uma arvore filogenética. A distancia evolutiva entre os
tripanosomatideos selecionados foi computada usando o método de p-
distance. As 12 sequéncias utilizadas nesta analise foram concatenadas,
formando um contig representando cada espécie.

3.2 PARASITOS

Foram utilizados parasitos das cepas SC58 e Choachi de T.
rangeli, isoladas originalmente de Echimys dasythrix e Rhodnius
prolixus,  respectivamente. Ambas as cepas encontram-se
criopreservadas no Laboratorio de Protozoologia da Universidade
Federal de Santa Catarina.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://tritrypdb.org/tritrypdb/
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3.21 CULTIVO

As formas epimastigotas de T. rangeli foram cultivadas a 27 °C
em meio LIT (Liver Infusion Tryptose), suplementados com 10% de
soro bovino fetal (SBF), 50 U/m{ de penicilina e 50 ug/ml de
estreptomicina, através de repiques semanais.

322 DIFERENCIACAO IN VITRO

As formas tripomastigotas de T. rangeli foram obtidas conforme
protocolo descrito por Koerich e colaboradores (KOERICH et al.,
2002). Inicialmente 12 x 10’ epimastigotas em fase exponencial de
crescimento foram centrifugados por 10 minutos a 3.000 x g e lavados
duas vezes com PBS (tampdo salina fosfato, pH 7,4). Em seguida foram
adicionados 15 mf de meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) pH 8,0 contendo 5% de SBF e mantidos & 27° C durante 8
dias. O processo de diferenciacdo foi acompanhado através da
visualizacdo em microscépio Optico apds coloracdo dos parasitos com
Giemsa. As formas tripomastigotas foram obtidas no 8° dia de cultivo,
sendo coletados por centrifugacdo quando a porcentagem de
tripomastigotas foi superior a 95%.

3.3 EXTRAGAO DE DNA GENOMICO

Para a extracdo de DNA genbémico total, formas epimastigotas
em fase exponencial de crescimento foram centrifugadas a 3.000 x g por
10 minutos e lavadas duas vezes com PBS pH 7,4. Para a lise da
amostra, foi adicionado trés vezes o volume do precipitado de tampao de
lise (10 mM Tris HCI pH 7,4, 10 mM NaCl, 25 mM EDTA pH 8,0 1%
SDS), acrescido de proteinase K (100pug/m?) e incubado a 37 °C por 12
horas. As etapas seguintes de separacdo de DNA gendmico foram
realizadas através do método de fenol-cloroférmio de acordo com o
protocolo padrao descrito por Sambrook e Russel (2001).

3.4 DOSAGEM DO DNA GENOMICO

As amostras de DNA extraidas foram dosadas e avaliadas quanto
a pureza através de espectrofotometria em equipamento BioPhotometer®
(Eppendorf) a 260 e 280nm, observando-se as relagdes 260/280nm e
260/230 nm.
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3.5 DESENHO DE INICIADORES

Foram desenhados iniciadores especificos para as regifes
codificantes dos genes das subunidades RRP44, RRP6 e EAP3
utilizando-se o programa Primer Select do pacote DNASTAR®
(Lasergene). Nas extremidades 5 dos iniciadores senso e antisenso
foram adicionados sitios de clivagem das enzimas de restricdo Hindlll e
Kpnl, respectivamente, em destaque na tabela 1, visando a subsequente
clonagem em vetor de expressdo pET47b (+) (Novagen), conforme
descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Iniciadores utilizados para a amplificacdo dos genes RRP44, RRP6 e
EAP3 de Trypanosoma rangeli.

Nome do iniciador Sequéncia5’- 3’

TrRRP44 F GGTACCACGTCTTTATATGTGACATGCG
TrRRP44 R AAGCTTTCACTTCTCCGATTTCGTCAC
TrRRP6_F GGTACCCAATGTCAGGCAAGCTTCCG
TrRRP6_R AAGCTTTTAGGCACCACTGGTCCGCT
TrEAP3 _F GGTACCACATGGATTTCGATGATGAC
TrEAP3 R AAGCTTTTATGCGATACTCGAATCCT

3.6 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Os genes correspondentes as subunidades RRP44, RRP6 e EAP3
foram amplificados através de PCR utilizando iniciadores especificos
para cada uma das subunidades (Tabela 1). As reacBes de amplificacdo
foram realizadas com uma unidade de enzima Tag DNA polimerase
(PROMEGA), 40 uM de dNTP, 1 pmol de cada iniciador, 0,3 mM de
MgCl, e 30 ng de DNA.

A amplificacdo foi realizada em termociclador Veriti® (Applied
Biosystems) utilizando as seguintes condicdes térmicas:

RRP44 — 95 °C — 5 min RRP6 — 95 °C — 5 min FAP3 — 95°C — S min
95 °C — 1 min 95 °C — 1 min 95 °C — 1 min
5x { 59°C-0:40s 35x {63 °C—-0:45s 35x% 56°C — 1 min
72 °C — 3 min 72 °C —2:30 min 72 °C —1 min
95 °C — 1 min 72 °C — 5 min 72 °C — 5 min
30x { 62°C -0:40s
72 °C — 3 min

72 °C = 5 min
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3.7 CLONAGEM

Os fragmentos gerados pela PCR foram clonados utilizando-se o
kit pGEM T-easy Vector (PROMEGA), seguindo as especificagdes do
fabricante. Posteriormente o produto desta ligagdo foi transformado em
células Escherichia coli DH5a calcio competentes segundo protocolos
padrdo (42 °C por 45 segundos) e imediatamente incubadas em gelo
novamente durante 2 minutos. Apos adicdo de meio SOC (2% triptona;
0,5% extrato de levedura; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCly;
10 mM MgSOy,; 20 mM glicose) e crescimento das células pelo periodo
de 1ha 37 °C, as bactérias foram plaqueadas em meio LB agar contendo
ampicilina (100 pg/me) IPTG (40 pg/me) e X-Gal (20 pg/me). A
selecdo dos clones recombinantes foi baseada na coloragdo azul/branco
das colbnias crescidas na placa de cultivo. A confirmagdo dos clones
com plasmideo contendo o inserto foi através de PCR de col6nia
utilizando os iniciadores M13 senso e antisenso. Apds a confirmacéo da
presenca e da correta orientacdo do inserto, foi realizado o crescimento
bacteriano do clone positivo em meio LB suplementado com 100 pg/mé
de ampicilina para posterior extragdo do DNA plasmidial.

3.8 EXTRAGCAO DNA PLASMIDIAL

Os clones contendo os genes de interesse foram crescidos a 37 °C
sob agitacdo por 16 horas e, ap0s este crescimento, os plasmideos foram
extraidos através de protocolo padrdo de lise alcalina, conforme descrito
por Sambrook e Russel (2001). O DNA plasmidial extraido foi dosado
e avaliado quanto a sua gureza através de espectrofotometria no
equipamento BioPhotometer~ (Eppendorf), observando a absorbancia a
260 e 280 nm, além das relacbes 260/280 nm e 260/230 nm. As
amostras também foram visualizadas em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio, sendo os resultados registrados digitalmente.

3.9 SUBCLONAGEM EM VETOR DE EXPRESSAO

A construcdo do plasmideo para expressdo heterdloga foi
realizada utilizando o plasmideo pET47b. Para a inser¢do de cada um
dos genes (RRP44, RRP6 e EAP3) no vetor de expressdo, o plasmideo
pGEM T-easy, contendo o inserto, assim como o vetor pET47b foram
submetidos a digestdo com duas unidades de cada enzima (Hindlll e
Kpnl para as subunidades RRP44 e EAP3; Notl e Kpnl para RRP6) a 37
°C durante 3 horas. Concluida a digestdo, os produtos foram separados
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em gel de agarose 1%, onde a banda de tamanho esperado para cada
gene foi excisada do gel e purificada utilizando o kit GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare) de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Os genes foram inseridos no vetor de expressdo previamente
digerido com as mesmas enzimas de restricdo utilizando-se trés
unidades da enzima T4 DNA ligase em tampé&o préprio durante 16 horas
a 16 °C. Os produtos desta ligacdo foram utilizados para transformacéo
de células célcio competentes E. coli DH5a, nas mesmas condigdes
descritas no item 3.6. ApoOs a selecdo dos clones através de PCR de
col6nia (Item 3.6), os clones positivos foram crescidos em meio LB
suplementados com kanamicina (15 pg/mf) durante 16 horas e
posteriormente submetidos a extracdo plasmidial através de lise alcalina
(SAMBROOK, RUSSEL, 2001).

3.10 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DAS SEQUENCIAS

O sequenciamento de todos os clones obtidos foi realizado em
equipamento Applied Biosystems® 3500 Genetic Analyser de acordo
com o protocolo estabelecido pelo fabricante. Em sintese, as reagdes
foram realizadas com o Kit BigDye 3.1 na presenca de 5 pmol de
iniciador, 700 ng do vetor contendo o inserto, sendo a reacdo realizada
nas seguintes condigdes térmicas: 95°C por um minutos, seguidos de 35
ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15s, ligacdo dos iniciadores a 55°C
por 15s e extensdo a 60 °C por 15s. Posteriormente os produtos
marcados foram precipitados para a retirada de nucleotideos e
iniciadores ndo incorporados utilizando 2,5 pl de EDTA (125 mM).
Antes da injecdo no sequenciador as amostras foram eluidas em 10 pl de
formamida. As sequéncias geradas forma analisadas quanto a sua
qualidade utilizando 0 pacote Phred/Phrap/Consed
(http://www.phrap.org), sendo consideradas validas as sequéncias com
valor de Phred>20.

3.11 EXPRESSAO HETEROLOGA E TESTE DE SOLUBILIDADE
DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Para a expressdo heteréloga, foram testadas trés linhagens
distintas de bactérias: E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21 pLysS e E. coli
BL21 CodonPlus. Uma colbnia de cada cepa bacteriana foi utilizada


http://www.phrap.org/
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como pré-indculo em 10 me de LB suplementado com 15 pg/mf de
kanamicina e 34 ug/mt de clorafenicol, este Gltimo, somente para as
cepas E. coli BL21 pLysS e E. coli BL21 CodonPlus, sendo a cultura
mantida sob agitacdo por aproximadamente 16 horas a 37 °C. Uma
diluicdo de 1:10 dos pré-indculos foi realizada em 10 m{ de meio LB
suplementado com o0s mesmos antibiéticos descritos acima, sendo
mantidas sob agitagdo constante a 37 °C até atingir uma densidade
optica (DOgg) de 0,5 a 0,6. Foi adicionado IPTG utilizando-se
concentracdes finais de 0,25 mM, 0,5 mM e 1 mM. A cultura bacteriana
foi crescida em diferentes tempos (3h, 6h e 16h) e diferentes
temperaturas (15 °C, 27 °C e 37 °C) sob agitacdo de 130 rotacGes por
minuto em agitador. As bactérias foram coletadas com centrifugacdo a
4.000 x g por 15 minutos. O sedimento celular foi adicionado de PBS
pH 7,4 e resolvido em gel SDS-PAGE 12%, posteriormente as proteinas
resolvidas foram transferidas durante 3h a 100 VV em banho de gelo para
uma membrana de nitrocelulose e, em seguida, submetidas a ensaio de
Western blot utilizando um anticorpo anti-cauda de histidina (anti His-
Tag) conforme descrito na secédo 3.16.

Para o teste de solubilidade da proteina heteréloga, as bactérias
recombinantes foram adicionadas de PBS pH 7,4 e submetidas a lise por
sonicacdo (Ultrasonic dismembrator, FISHER), em banho de gelo,
utilizando 10 pulsos (amplitude de 85%) de 30 segundos cada, com
intervalo de 30 segundos entre cada pulso. Em seguida, o lisado foi
centrifugado a 16.000 x g, por 30 minutos a 4 °C, sendo coletado o
sobrenadante (Fracdo solivel) e o sedimento (Fragdo insollvel)
adicionado de solugdo de SDS 10%. As fracBes proteicas foram
igualmente resolvidas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%
submetidos a voltagem constante de 30 mA em aparato de eletroforese,
e posteriormente transferidas para membrana de nitrocelulose seguido
de Western blot utilizando o anticorpo anti-His-tag, conforme descrito
na sec¢ao 3.16.

3.12 PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Uma vez que a proteina recombinante esta adicionada de uma
cauda de seis histidinas, a purificacdo desta proteina foi realizada
utilizando-se uma coluna de afinidade de niquel Ni-NTA (Qiagen®)
conforme recomendacdo do fabricante. As etapas de purificagdo foram
realizadas a partir de extratos provenientes de cultura de bactérias
crescidas em 200 m{¢ de LB a 27 °C por 6 horas, induzidas com 0,25
mM de IPTG. As culturas pés-inducdo foram centrifugadas a 4.000 x g
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por 15 minutos e os sedimentos homogeneizados em tampéo de lise (8M
uréia, 10 mM NaH,PO,4, 100mM Tris-HCI, pH 8,0), mantidos a 60 °C
durante uma hora sob agitacdo branda. A fragéo insollvel foi utilizada
para dar seguimento ao processo de purificagdo em coluna, onde foi
mantido por uma hora em contato com a resina a 4°C. Ap0s esta etapa, 0
lisado foi passado através da coluna, lavado trés vezes com tampéo de
lavagem (8M uréia, 10 mM NaH,PO,, 100mM Tris-HCI, pH 6,3).
Posteriormente a eluicdo da proteina da resina foi realizada em tampéo
de eluicdo (8M uréia, 10 mM NaH,PO,4, 100mM Tris-HCI, pH 4,5). A
proteina eluida foi dialisada duas vezes a 4 °C com tampdo de didlise
(0,5 mM EDTA, 500 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI, 20% Glicerol, 5
mM DTT, pH 8,5), sendo que a segunda dialise foi realizada com o
mesmo tampdo descrito acima, porém com uma quantidade maior de
glicerol (40%). Posteriormente, a proteina purificada e as aliquotas de
cada uma estas etapas de purificacdo foram resolvidas e gel de
poliarilamida SDS-PAGE 12% submetido a voltagem constante de 30
mA em aparato de eletroforese, sendo 0s resultados registrados
digitalmente.

3.13 IMUNIZAGCAO DE CAMUNDONGOS PARA OBTENGAO DE
ANTISSORO POLICLONAL ANTI-EAP3 DE T.rangeli

Para a obtencdo de antissoro policlonal, foram utilizados
camundongos Balb/C oriundos do Biotério Setorial do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP/UFSC). A utilizacdo de
animais de experimentacdo foi previamente aprovada pelo Comité de
Etica em Uso de Animais da UFSC (Protocolo CEUA n° 9923170516).

Para a producdo do antissoro anti-TrEAP3, trés camundongos
fémea da linhagem Balb/C foram imunizados com 50 pg da proteina
purificada. Foram realizadas quatro imunizagBes por via subcutdnea
com intervalo de 10 dias, sendo que na primeira imunizacdo a proteina
foi emulsificada com o adjuvante completo de Freund (MP Biomedicals
LLC) e as demais imunizagdes foram realizadas com adjuvante Alu-
GEL S (MP Biomedicals LLC). Ap6s a quarta imunizacao, a geracao de
antissoro policlonal anti-EAP3 foi verificada através de ensaio de
Western blot. Para tanto, o antissoro foi obtido através da coleta de
sangue por puncéo cardiaca dos camundongos previamente anestesiados
com cetamina 10% e cloridrato de xilazina 2%. O sangue coletado foi
mantido a 4 °C durante 1 hora para a formacdo do coagulo, e
posteriormente centrifugado a 800 x ¢ por 10 minutos para a separa¢do
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do soro, o qual foi aliquotado e armazenado a -80 °C até o0 momento do
uso.

3.14 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Os procedimentos referentes a espectrometria de massas foram
realizados no Centers for Disease Control and Prevention (CDC), em
Atlanta (EUA) com o apoio do Dr. Glauber Wagner.

3.14.1 DIGESTAO DAS PROTEINAS IN-GEL

A banda de interesse foi excisada do gel SDS-PAGE e tratada
com solucdo descorante | (50% de metanol /5% &cido acético). Em
seguida, incubada com a solucdo descorante Il (50% acetonitrila em 5
mM de carbonato de amdnia (NH4;HCO5) e desidratada com 200 ul de
acetonitrila. Apds esta etapa de descoloragdo e desidratacdo, a amostra
foi tratada com 10 mM de DTT para a reducdo dos grupamentos tiol
das cisteinas, seguido da alquilagdo deste grupos tiol com 50 mM de
iodocetamina. Na sequéncia as proteinas foram submetidas a
fragmentacdo proteolitica in-gel com tripsina (Promega). Os peptideos
foram extraidos do gel com 100 pL de solucdo descorante I, sendo o
sobrenadante contendo os peptideos transferido para um novo tubo e os
géis submetidos a novo tratamento com 50 ul de uma solucdo
descorante I. Apds este periodo, o sobrenadante foi transferido para o
tubo contendo o sobrenadante obtido na primeira etapa de extracdo. Em
seguida, a solucdo contendo os peptideos foi desidratada por
centrifugacdo a vacuo (SpeedVac, Eppendorf) e o0s peptideos
reconstituidos com 10 ul de 0,1% &cido férmico (AF).

3.14.2 ANALISE POR LC-ESI-MS/MS

Os peptideos gerados pela digestdo das proteinas em gel foram
analisados em plataforma LC-ESI-MS/MS, composta por sistema de
cromatografia liquida NanoAcquity (Waters) acoplado em linha com
espectrometro de massas Nanospray LTQ Orbitrap Velos (Thermo
Fischer Scientific) no Centers for Disease Control and Prevention
(CDC/USA).

3.14.3 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

Os dados brutos foram processados utilizando o programa
MASCOT Distiller® (Matrix Science, Boston) e a busca na base de
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dados foi realizada utilizando o programa MASCOT (Matrix Science) e
a base de dados do genoma T. rangeli (TrangeliDB).

3.15 EXTRAGAO E DOSAGEM DE PROTEINAS DE PARASITOS

Os extratos proteicos totais das formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. rangeli foram obtidos através de lise celular em
tampdo Tris-HCI pH 8,0; 1% Triton X-100 acrescidos de um coquetel
de inibidores de protease (PMSF 44,2 mg/m{, pepstatina 68,6 ug/mé,
TPCK 2 mg/mt, TLCK 0,5 mg/mt), aquecidos a 100 °C. A fragdo
sollvel dos extratos proteicos foi obtida através de centrifugacdo a
12.000 x g por 30 minutos a 4°C.

A quantificagdo dos extratos proteicos foi realizada pelo método
de Bradford (1976), utilizando uma solugdo de albumina de soro bovino
(BSA) como padréo para a construcdo de curva de calibracéo.

Para a desnaturagdo dos extratos proteicos foi adicionado tampao
de amostra (20% glicerol, 0,5% azul de bromofenol, 0,5M Tris-HCI pH
6,8, 4,4% SDS, 2% [-mercaptoetanol), sequido de aquecimento a 95 °C
durante cinco minutos e posteriormente resolvidos e gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12%.

O gel de poliacrilamida SDS-PAGE contendo as proteinas foi
corado com azul de Comassie R250 0,25% e sua imagem digitalizada
em equipamento Perfection 4990 Scanner® (Epson, Suwa).

3.16 AVALIACAO DO NIVEL DE EXPRESSAO DA TREAP3 POR
WESTERN BLOT

Para avaliacdo do nivel de expressdo da EAP3 pelo T. rangeli, 50
Ug de extratos proteicos solUveis de parasitos foram separadas em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE (12%) e transferidos para uma membrana de
nitrocelulose (GE Healthcare) durante 3 horas a 100 volts em cuba de
eletroforese em banho de gelo contendo tampdo de transferéncia (25
mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol).

Apos a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi mantida
em solucdo de bloqueio que consiste de uma solucdo de 5% de leite
desnatado diluido em tampdo de “blotting” (25 mM Tris-HCI pH 7,4,
150 mM NacCl, 0,1% Tween), por uma hora a temperatura ambiente. Em
seguida a membrana foi lavada cinco vezes durante cinco minutos cada
com tampdo de “blotting”. O anticorpo priméario foi adicionado a
membrana na diluigdo 3:100 com 2% de leite desnatado e a incubacgéo
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ocorreu durante 16 horas a 4 °C sob agitagdo lenta. Posteriormente a
membrana foi novamente lavada cinco vezes durante cinco minutos com
tampdo de “blotting” e incubada durante uma hora com o anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase
(PROMEGA) na dilui¢do 1:3.000 (v/v), sendo novamente lavada cinco
vezes durante cinco minutos com tampao de “blotting”.

A membrana foi entdo recoberta com o reagente ECL (Thermo
Scientific) e exposta a filme radiogréfico (IBF-Medix) por uma hora a
temperatura ambiente, sendo os mesmos revelados em processador de
filmes SRX-101A (Konica Minolta Medical & Graphic)

3.17 CITOLOCALIZACAO DA PROTEINA EAP3 EXPRESSA POR
T. RANGELI ATRAVES DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
(RIFI)

Para a determinacdo da citolocalizacdo da TrEAP3 através de
RIFI foram utilizados formas epimastigotas e tripomastigotas de T.
rangeli da cepa Choachi. Os parasitos foram coletados apds
centrifugacdo a 3.000 x g por 10 minutos e lavados duas vezes com PBS
pH 7,4, tendo a sua concentracdo ajustada para 1 x 10° parasitos/mC.
Dessa suspensdo, 50 ul foram depositados sobre laminulas circulares
que foram dispostas em pocos de uma placa de poliestireno de 24
cavidades. Foram utilizados 20 minutos para a adesdo dos parasitos,
seguidos de fixacdo com paraformaldeido a 4% diluido em PBS pH 7,4
durante cinco minutos. As laminulas foram submetidas a trés lavagens
de cinco minutos cada com PBS pH 7,4. A permeabilizacdo dos
parasitos foi realizada com detergente Triton X-100 a 0,5% em PBS pH
7,4 e o blogueio realizado com uma solucdo de BSA 5% (Solucéo de
bloqueio). O antissoro policlonal anti-TrEAP3 foi diluido 1:4 em
solucdo de bloqueio 2% e incubado sobre as laminulas durante 90
minutos a temperatura ambiente. Apo6s lavagem com PBS-Tween 0,1%,
0 anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (anti-igG de camundongo)
diluido 1:1.000 em solucdo de blogqueio foi incubado por sobre as
laminulas por 15 minutos ao abrigo da luz. Apo6s trés lavagens de cinco
minutos em PBS-Tween 0.1%, as laminulas foram coradas com 1pg/m¢
de DAPI por cinco minutos, lavadas novamente e montadas com o
reagente Hydromount (National Diagnostics) sobre laminas de
microscopia. As andlises foram realizadas em microscopio de
fluorescéncia Olympus — Bx40-FL (Olympus) e registradas
digitalmente.
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4 RESULTADOS

4.1  ANALISE IN SILICO

Dentre as 12 subunidades que compdem o complexo exossoma
de RNA descritas na literatura, 11 sequéncias ort6logas foram
encontradas no genoma do T. rangeli. Estas sequéncias foram
previamente anotadas por andlise de similaridade como proteinas de
processamento de RNA ribossomal ou proteinas associadas ao
exossoma de RNA. Para a subunidade RRP6 néo foi encontrado nenhum
gene ortdlogo no banco de dados TriTrypDB (http://tritrypdb.org/).
Sendo assim, foi realizada uma nova busca utilizando a mesma
ferramenta BLAST contra o banco de dados do genoma do T. rangeli
gue se encontra em revisdo e constante atualizacdo pelo nosso grupo de
pesquisa. O resultado revelou uma sequéncia que corresponde a
subunidade RRP6 localizada no contig 09 (TcRangeli-9) com 63,94%
de identidade aminoacidica quando comparado com T. brucei. A
anotacdo correta para a subunidade RRP6 sera enviada para correcdo no
banco de dados TriTryp.

De posse das sequéncias do complexo exossoma de RNA de T.
rangeli identificadas, foi realizada a predicdo dos parametros fisico-
guimicos de todas as subunidades através do software ProtParam do
pacote de programas EXPASy (Expert Protein Analysis System)
(http://www.expasy.org/) (Tabela 2) de forma comparativa ao T. brucei
e a S. cerevisiae, ambas espécies que ja encontram-se com este
complexo multiproteico caracterizado.
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Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos preditos das subunidades do complexo exossoma de RNA de Trypanosoma rangeli e suas

identidades com os genes homélogos de Trypanosoma brucei e Saccharomyces cerevisiae.

% ldentidade (aa)

. . P.m
Subunidade NUmero de acesso* pb aa (kDa) pl e pe—

RRP41A TRSC58_05808 759 52 27,20 5,79 75,40 25,73
RRP41B TRSC58_03839 840 79 29,50 5,86 58,98 23,15
EAP1 TRSC58_03213 1146 81 40,82 4,98 61,41 25,74
RRP45 TRSC58_03403 1149 33 36,69 6,80 65,26 25,93
EAP2 TRSC58_00010 840 79 29,70 5,97 62,68 21,38
EAP4 TRSC58_04374 690 29 24,33 511 66,08 20,33
RRP4 TRSC58_04364 909 02 33,02 6,91 63,79 34,91
RRP40 TRSC58_00903 894 97 30,95 4,80 64,63 30,43
CSL4 TRSC58_04124 771 56 27,36 8,90 57,77 26,05
RRP44 TRSC58_04624 3012 1003 113,29 6,05 75,48 37,32
RRP6 TcRangeli-9 2133 710 8,75 6,04 63,94 31,60
EAP3 TRSC58_01860 547 181 19,85 5,77 50,84 20,96

pb: pares de base; aa: aminoécidos; P.m: Peso molecular; pl: ponto isoelétrico;

* O nimero de acesso é proveniente do banco de dados TriTrypDB e do banco de dados interno no genoma do T.

rangeli.
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A anélise de similaridade foi realizada com as sequéncias de
todas as subunidades do complexo exossoma de RNA de outros
tripanosomatideos buscando compreender a conservacdo deste
complexo dentro desta familia Trypanosomatidae (Tabela 3). Desta
forma, todas as espécies para as quais haviam sequéncias de todos os
genes codificantes para as 12 subunidades do complexo exossoma de
RNA depositadas nos bancos de dados publicos foram utilizadas em
uma analise filogenética.
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Tabela 3 - Relagdo das espécies de organismos da familia Trypanosomatidae que possuem genes codificantes para as subunidades
do complexo exossoma de RNA, indicando seus hospedeiros vertebrados e invertebrados, suas formas evolutivas e localizagéo
celular no hospedeiro, que foram utilizadas para a construgao da arvore filogenética.

L o Hospedeiro Hospedeiro .
Espécie Localizacdo Celular Vertpebrado InverF;ebrado Formas Evolutivas
Trypanosoma rangeli Intra-Extracelular (?) Mamiferos Triatomineo Eplmastlgota/Trlporr)a§t|gota
sanguineo/metaciclico
Amastigota/Epimastigota
Trypanosoma cruzi Intracelular Mamiferos Triatomineo Tripomastigota
sanguineo/metaciclico
Trypanosoma brucei Extracelular Mamiferos Mosca Tsé-Tsé | Tripomastigota/Epimastigota
Bovinos e Moscas
Trypanosoma vivax Extracelular pequenos hematéfagas Epimastigota/Tripomastigota
ruminantes
Moscas
Trypanosoma evansi Extracelular Equinos hemato6fagas Tripomastigota
Leishmania brasiliensis Intracelular Mamiferos Flebotomineo Amastigota/Promastigota
Leishmania donovani Intracelular Mamiferos Flebotomineo Amastigota/Promastigota
Leishmania infantum Intracelular Mamiferos Flebotomineo Amastigota/Promastigota
Leishmania major Intracelular Mamiferos Flebotomineo Amastigota/Promastigota
Leishmania mexicana Intracelular Mamiferos Flebotomineo Amastigota/Promastigota
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Os resultados dos alinhamentos das sequéncias aminoacidicas
apontou a conservagdo do complexo exossoma de RNA em todas as
espécies analisadas. A fim de realizar uma analise filogenémica deste
complexo como um todo as 12 sequéncias que correspondem ao
complexo exossoma de RNA das espécies listadas na Tabela 3, foram
concatenadas de forma ordenada e o alinhamento destas sequéncias
resultou em uma &rvore filogenética representativa (Figura 5).

RRP4 RRP40 CsLd RRPG

Leishmania donovani
100
100 Leishmania infantum
100 Leishmania major
100 Leishmania mexican
L————————— Leishmania brasiliensis

Trypanosoma rangeli

Trypanosoma cruzi
Trypanosoma vivax
100 Trypanosoma brucei
100 L Trypanosoma evansi

Figura 5 — Arvore filogenética resultante da analise concatenada dos genes
codificantes para as doze subunidades do complexo exossoma de RNA de
tripanosomatideos filogeneticamente relacionados gerada através do programa
MEGA7® utilizando o método de Neighbor-Joining com analise por Bootstrap
(1.000 replicatas).

0.050
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A éarvore filogenética apresenta um alto poder de resolucéo e
valores maximos de bootstrap, demonstrando uma separacao clara das
espécies do género Trypanosoma em relagdo as espécies do género
Leishmania. A organizacdo dos ramos das espécies do género
Leishmania (A) demonstra maior conservacgao entre si, porém retinem
em ramos proximos as espécies Leishmania infantum e Leishmania
major, que apresentam localizagdo em continentes diferentes e causam
doencas distintas.

Nos ramos das espécies do género Trypanosoma observa-se
maior proximidade do T. rangeli com o T. cruzi (B) em relagdo aos
demais tripanosomatideos analisados. Ambos parasitos de ocorréncia
predominante na regido da América do Sul, onde somente um deles (T.
cruzi) é patogénico ao humano. Outro agrupamento identificado foi
entre as espécies Trypansoma vivax, Trypanosoma brucei e
Trypanosoma evansi (B), onde apenas um é patogénico aoc homem (T.
brucei), com ocorréncia africana e outros dois relacionados a patogenia
animal.

411 IDENTIFICACAO DE DOMINIOS CONSERVADOS

Tendo observado que o complexo exossoma de RNA como um
todo é uma estrutura conservada ao longo da evolucdo dos
tripanosomatideos, foi realizada a busca dos dominios especificos de
cada subunidade deste complexo no T. rangeli utilizando para tal o
banco de dados CDD (Conserved Domain  Database)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd).

Todos os dominios conservados caracteristicos de cada uma das
subunidades que compdem o complexo exossoma de RNA foram
identificados em T. rangeli, exceto para a subunidade EAP3. Para as
subunidades do anel hexamérico (RRP41A, RRP41B, EAP1, RRP45,
EAP2 E EAP4) foi identificado o dominio RNAse PH. Para o canal
central trimérico (RRP4, RRP40 E CSL4) foram identificados os
dominios S1 e KH, ambos associados & ligacdo de RNA. Para a
subunidade catalitica RRP6 foram detectados os dominios PMC2NT,
DEDD-Y e HRDC e para a subunidade RRP44 foram identificadas os
dominios EXO R, PIN e Ribonuclease Il, sendo estes os dominios
caracteristicos descritos na literatura. Entretanto, para a subunidade
EAP3 ndo foi observado o dominio Sas1D/C1D, o qual esta presente em
Saccharomyces cerevisiae e Homo sapiens.
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O dominio DEDD-Y pertence a uma superfamilia de
exonucleases que sdo caracterizadas pela presenca de um nucleo
constituido por quatro aminodacidos invariantes distribuidos em trés
sequéncias motivo (acido aspartico (D), acido glutamico (E) e tirosina
(Y)). Essas sequéncias formam um sitio ativo que serve como ligante
para os dois fons metéalicos que sdo requeridos para a atividade de
exoribonuclease. No alinhamento da subunidade RRP6 de diferentes
espécies de tripanosomatideos podemos observar a presenca e a
conservagdo deste sitio ativo (Figura 6).

AR R R R R E R
210 220 230 240

Pra g rerr vy
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RRPE_L braziliensis PESQLLPREEVPPMPLDTC
RRPE_L mexicana PESCMLPRAEVEEVELDAC
RRPE_L infantum PESCMLERAEVEEVELDAC
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RRP6_T rangeli
RRPE_T_cruzi Sylvio
RRP6_T vivax
RRPE T brucei

RRPE_evansi

PESCMLPRAEVPPVPLDAC
PEEQLIGCAETPYLPLAMC
PEEQLIRRVETPYLPLAQC]
PEECLLREAETPFLPLSSC]
PSEQLLLETETPYLSLVIC]
PSECLLLETETPYLSLVTC]

W W s
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Figura 6 — Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos da subunidade
RRP6 do complexo exossoma de RNA de Trypanosoma rangeli com outros
tripanosomatideos filogeneticamente relacionados. Os aminoacidos em cinza
(187-306) correspondem ao dominio DEDD-Y e os aminoacidos em verde
correspondem ao sitio ativo deste dominio que é essencial para a atividade
catalitica.

42 AMPLIFICACAO E CLONAGEM/SUBCLONAGEM

421 SUBUNIDADE RRP44

Os produtos amplificados possuem, de acordo com o esperado,
aproximadamente 3.012 pares de bases (pb), tanto para a cepa SC58
(KP1-) quanto para a cepa Choachi (KP1+) de T. rangeli, conforme
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observado na Figura 7. Apos a clonagem inicial em vetor pGEM T-easy,
os clones positivos foram selecionados e, apos a extracdo plasmidial,
uma dupla digestdo foi realizada com as enzimas Hindlll e Kpnl para a
excisdo do gene RRP44. Tendo em vista que o vetor pGEM T-easy
possui tamanho semelhante ao gene RRP44, foi necessario uma terceira
digestdo (enzima Xmnl) com objetivo de clivar o vetor e gerar
fragmentos menores para facilitar a identificacdo do fragmento do gene
de interesse. O produto da digestdo foi purificado e subclonado no vetor
de expressdao pET47b, para a posterior etapa de testes de expressao
heteréloga descrito no item 4.3.

4.2.2 SUBUNIDADE RRP6

O produto amplificado foi de aproximadamente 2.133 pb para
as duas cepas de T. rangeli (SC58 e Choachi), conforme demonstrado na
Figura 7. Apoés a etapa inicial de clonagem em vetor pGEM T-easy e
selecdo dos clones positivos, os plasmideos recuperados foram
submetidos a dupla digestdo com as enzimas Notl e Kpnl e subclonados
no vetor de expressdo pET47b para seguir a etapa de testes de expressao
heteréloga.

423 SUBUNIDADE EAP3

O fragmento amplificado foi de aproximadamente 547 pb para
as cepas SC58 e Choachi de T. rangeli (Figura 7). Apos a clonagem em
vetor pGEM T-easy os plasmideos contendo o gene de interesse foram
submetidos a dupla digestio com as enzimas Hindlll e Kpnl e
subclonados em vetor pET47b para as posteriores etapas de testes de
expressao heterdloga.
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Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio
revelando os produtos de amplificacdo via PCR dos genes EAP3: Linhas 1-2
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cepa Choachi; 3-4 cepa SC58; Gene RRP6: 5-6 cepa Choachi; 7-8 cepa SC58;
RRP44: Linha 9 cepa Choachi e linha 10 cepa SC58; PPM: Padrdo de massa
molecular (DNA de fago lambda digerido com Hindlll).

Ambas as construcdes (vetor pGEM T-easy e pET47b) das trés
subunidades do complexo exossoma de RNA foram confirmados através
de sequenciamento utilizando os iniciadores do vetor e do inserto.

43 TESTES DE EXPRESSAO HETEROLOGA
43.1 SUBUNIDADE RRP44

Para a expressdo heteréloga da subunidade catalitica RRP44
foram testadas trés cepas de bactérias (E. coli BL21(DE3), pLysS e
CodonPlus). Como resultado foi obtido sucesso de expressdao da
proteina de interesse na fracdo insollvel da cepa E. coli BL21
CodonPlus, no tempo 6h a 27°C, porém o rendimento da proteina de
interesse foi extremamente baixo. Foram realizados testes adicionais
com alteragdes nas concentracdes do indutor (ImM, 0,5mM e 0,25mM),
porém sem alteracdo e consequente melhoria no rendimento de
producdo da proteina (Figura 8).

PPM CNI 1S 21 3s 41 58 61 PPM CNI 1S 21 3s 41 58
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Figura 8 — Andlise de expressdo da subunidade RRP44 em Escherichia coli
BL21 CodonPlus. A — Gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% corado com
Comassie-Blue das fracbes sollveis e insollveis dos lisados da bactéria. B-
Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-His*Tag®. Inducdo da
expressao utilizando 1 mM de IPTG (linhas 1 e 2), 0,5 mM (linhas 3 e 4) e 0,25
mM (linhas 5 e 6) Tempo de inducéo: 6 horas a 27 °C. As linhas 1S, 3S e 5S
correspondem a fracdo solGvel e as linhas 21, 41 e 61 correspondem a fracdo
insoluvel. PPM: Padrdo de peso molecular; CNI: Controle ndo induzido; S:
Soluvel; I: Insolavel.

61
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Como a subunidade RRP44 possui alto peso molecular (116
kDa), pode incorrer em certa dificuldade para o sistema de sintese
proteica da bactéria. A alternativa para a expressdo heterdloga
fracionada dessa proteina, como por exemplo, a expressao em separado
das regides que correspondem ao dominio exoribonuclease R e
ribonuclease 11, que séo responsaveis pela atividade catalitica. Devido a
este baixo rendimento, foi optado por ndo dar continuidade nas etapas
seguintes de purificacdo da proteina, producdo de antissoro em
camundongos e ensaio de atividade de degradacdo in vitro com esta
subunidade.

43.2 SUBUNIDADE RRP6

Para a expressdo heterloga da subunidade catalitica RRP®6,
também foram testadas as trés linhagens bacterianas E. coli BL21(DE3),
pLysS e CodonPlus. Ap6s os testes de expressdo iniciais, foi
identificado a presenca da proteina heter6loga via Western blot no
extrato proteico das linhagens E. coli BL21 (DE3) e CodonPlus, nos
tempos de indugdo 16h (27°C) e 6h (37°C) para a linhagem E. coli
BL21 (DE3) e 6h (27°C), 6h e 16h (37°C) para a linhagem E. coli
CodonPlus. Entretanto, a deteccdo via anticorpo anti-HiseTag® foi
observada em varias bandas de tamanhos diferentes no extrato proteico
bacteriano (Figura 9B). Foram realizadas alteracbes no processo de
extracdo da proteina das bactérias e adicdo de inibidores de protease,
além de implementar alteracbes nas condicGes de transferéncia e
revelacdo de Western blot, porém sem alteracdo de resultado, persistindo
a ligacdo do anticorpo em vérias proteinas do extrato proteico, seguindo
um mesmo perfil da ligagdo (figura 9D).
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Figura 9 — Andlise de expressdo da subunidade RRP6 em Escherichia coli BL21
(DE3), Escherichia coli BL21 PlysS e Escherichia coli BL21 CodonPlus. Ae C
— Gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% corado com Comassie-Blue das
fragdes insolUveis dos lisados da bactéria. B e D — Western blot utilizando
anticorpo monoclonal anti-His*Tag®. Indugdo da expressdo utilizando 1 mM de
IPTG em diferentes temperaturas (27°C e 37°C) e tempos (6h e 16h). CP-
Controle positivo; PPM - Padrdo de peso molecular: Protein Precision Plus
Dual Color (Biorad).

No ensaio de Western blot foi utilizado extrato proteico da cepa
E. coli BL21 (DE3) expressando uma proteina conhecida, o qual
denominamos de controle positivo (Figura 9 — CP). Uma vez que neste
extrato houve a deteccdo especifica da proteina heteréloga de +40 kDa
utilizada como controle e que o extrato bacteriano néo transformado nédo
é reconhecido pelo anticorpo monoclonal anti-HissTag®, conclui-se que
a expressao da subunidade RRP6 do complexo exossoma de T. rangeli
pelas linhagens de E. coli utilizadas incorre em alterages que levam a
reconhecimentos errdneos. Em virtude deste problema encontrado com a
subunidade RRP6 foi optado por ndo dar continuidade as etapas
subsequentes pela impossibilidade de purificacdo desta proteina.
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4.3.3 SUBUNIDADE EAP3

Para a subunidade associada EAP3 foram testadas as mesmas trés
linhagens de bactérias (E. coli BL21(DE3), pLysS e CodonPlus). Houve
sucesso na expressao heteréloga com a linhagem E. coli BL21
CodonPlus, com 6h a 27°C com inducdo de 1 mM (Figura 10).
Entretanto um baixo rendimento da producéo da proteina de interesse foi
detectado (Figura 10B). Para tanto, foi realizado testes com diferentes
concentragdes do indutor, o que resultou em uma maior expressdo da
proteina de interesse com 6h a 27°C com 0,25 mM de IPTG (Figura
10D).
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Figura 10 - Andlise de expressdo da subunidade EAP3 em Escherichia coli
BL21 CodonPlus. A — Gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% corado com
Comassie-Blue dos lisados da bactéria. B — Western blot utilizando anticorpo
monoclonal anti-HiseTag®. Indugdo da expressdo a 27°C utilizando 1 mM de
IPTG. C - Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-His*Tag®.
Inducdo da expressdo & 27°C utilizando diferentes concentragdes do indutor.
Chac- Controle bactéria com vetor sem inserto; PPM - Padrdo de peso
molecular: Protein Precision Plus Dual Color (Biorad).

Conforme se pode observar na figura 10D, o anticorpo revelou
trés bandas distintas de aproximadamente 25 kDa, 15 kDa e 10 kDa.,
Entende-se que a banda de 25 kDa corresponde a proteina integra e as
bandas de 15 kDa e 10 kDa correspondem a produtos de degradagdo
devido a possivel instabilidade na regido C-terminal desta proteina.
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44 PURIFICACAO DA PROTEINA E IMUNIZACAO EM
CAMUNDONGOS

ApoOs a expressdo da proteina EAP3 nas condicdes estabelecidas
no item 4.3.3, foi realizado a purificacdo a partir da fracdo insoltvel da
bactéria por uma coluna de afinidade conforme o descrito na se¢édo 3.12,
sendo os resultados apresentados na figura 11. Apoés a purificacdo, a
proteina recombinante nas cinco eluigdes foram dialisadas e
guantificadas pelo método de Bradford, sendo a imunizacdo dos
camundongos realizada conforme descrito no item 3.13.
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Figura 11 - Etapas da purificacdo da subunidade EAP3 por cromatografia de
afinidade. A- Gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12 % corado com Coomassie
blue. B- Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-His*Tag®. PPM -
Padrdo de peso molecular: Protein Precision Plus Dual Color (Bio-Rad) Lisado
bacteriano: L; Flow Throught: FT — proteinas que ndo aderiram a resing;
Lavagens: L1, L2 e L3; EluicBes (E1, E2, E3, E4 e E5).
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Uma das eluicdes da proteina purificada foi analisada por
espectrometria de massas e confirmou se tratar da proteina associada
EAP3 de T. rangeli apresentando entre 25% e 49% de cobertura de
acordo com a banda analisada. A identidade das trés bandas observadas
nas eluicbes foram confirmadas, onde os peptideos gerados foram
identificados no banco de dados como “exosome associated protein 3”
(Figura 12).

ESL10409.1 (100%), 19,860.1 Da

exosome-associated protein 3 [Trypanosoma rangeli SC58]
4 exclusive unique peptides, 6 exclusive unique spectra, 6 total spectra, 89/181 amino acids (49% coverage)

MDFDDDVVPL MOQKLDAALLR MRSELLPLLA SLNEDVLVTN YSVDEQARI S

LAAAFMLVLL TYAQDRLRNA VCKTGVDARY QLKLDRVSRY IKKLREITHL

DSRKQEKTTE AAAACGKAAR KRGCRVETDGS NAELHEATDA SAVDDPYGDA

ILFTEIERGA CETVSSSVaN LLRQVKDSS | A

Figura 12 — Resultados obtidos através de espectrometria de massas. Os

peptideos marcados em amarelo representam os peptideos encontrados durante
a andlise.

45 AVALIACAO DO ANTISSORO POLICLONAL ANTI-
TREAP3

A especificidade do antissoro anti-EAP3 produzido foi testado
isoladamente em ensaios de Western blot utilizando-se como antigenos
extratos proteicos totais de parasitos (50ug) de formas epimastigotas da
cepa SC58 de T. rangeli, assim como a proteina recombinante TrEAP3.
Conforme observado na figura 13, o antissoro revelou uma banda Unica
de aproximadamente 150 kDa (Figura 13, linha 1), que ndo corresponde
ao tamanho tedrico esperado da proteina EAP3 que é de
aproximadamente 20 kDa, tamanho este revelado na linha 2 da figura
13. Entretanto, uma vez que dados descritos na literatura indicam haver
uma forte interagdo in vivo, devido ao entrelace de pares de alfa-hélice
ligadas por interacOes eletroestaticas entre a subunidade associada EAP3
com a subunidade RRP6, a qual possui um tamanho de
aproximadamente 82 kDa conforme descrito por Barbosa e
colaboradores (2014), sugerimos que em T. rangeli a subunidade EAP3
encontra-se ligada a subunidade RRP6 e que essa interacdo nao é
desfeita quando da desnaturacdo proteica descrita na se¢éo 3.15.
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Figura 13 - Western blot utilizando o antissoro anti-TrEAP3 em extratos
proteicos totais de: 1) forma epimastigota da cepa SC58 de Trypanosoma
rangeli; 2) Proteina recombinante purificada Tr-EAP3.

A identidade desta banda de aproximadamente 150 kDa que foi
detectada pelo antissoro anti-TrEAP3 igualmente foi submetida a
analise de espectrometria de massas, onde os peptideos gerados foram
identificados no banco de dados como a proteina associada ao exossoma
— EAP3 (Figura 14), confirmando assim a sua interacdo com outra
proteina por estar sendo detectada em bandas acima do seu tamanho
real.

ESL10409.1 (100%), 19,860.1 Da
exosome-associated protein 3 [Trypanosoma rangeli SC58]
2 exclusive unique peptides, 2 exclusive unique spectra, 2 total spectra, 44/181 amino acids (24% coverage)

G
L
v
A

MDFDDDVVPL MQKLDAALLR MRSELLPLLA SLNEDVLVTN YSVDEQARIS
LAAAFMLVLL TYAQDRLARNA VCKTCVDARYV QLKLDRVSRY IKKLREITHL
DSRKQEKTTE AAAACCKAAR KRGRVETDGCS NAELHEATDA SAVDDPYGDA
ILFTEIERGA GKTVSSSVQN LLRQVKDSSI A

Figura 14 — Resultados obtidos através de espectrometria de massas. Os
peptideos marcados em amarelo representam os peptideos encontrados durante
a andlise.

Um resultado interessante desta analise de proteinas por
espectrometria de massas foi a identificacdo de uma proteina reguladora
de transcricdo, denominada NOT1. Esta proteina é componente do
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complexo CCr4/NOT, que esta envolvido em atividades de regulacéo de
transcritos e degradacdo de RNA. A interacdo desta proteina ja foi
relatada na literatura, onde subunidades do complexo exossoma de RNA
e complexo TRAMP, co-purificam com o complexo CCr4/NOT
apresentando interacdes fisicas e funcionais (AZZOUZ et al., 2009).

De posse deste resultado e por considerar que a subunidade EAP3
possui forte interagdo com a subunidade RRP6, foi realizado uma
tentativa de desfazer essa interacdo proteica e desacoplar as subunidades
EAP3 e RRP6. Para tanto, foram testados diferentes métodos de
extracdo, com alteragGes na composicdo do tampéo de lise e do pH, com
0 intuito de separar estas duas unidades proteicas. Apesar das variaveis
trabalhadas, ndo foi obtido resultado satisfatorio que permitisse
evidenciar a separagdo das duas subunidades, persistindo a deteccdo de
uma banda de aproximadamente 150 kDa. Foi realizada também a
tentativa de dissociagdo das unidades via sonicagdo do extrato proteico
total, o que resultou na auséncia da ligacdo do antissoro na banda de
aproximadamente 150 kDa e reconhecimento de bandas de diferentes
tamanhos, havendo um forte reconhecimento de uma banda de
aproximadamente 10 kDa (Figura 15).

150 kDa_

50 kDa_

10kDa_ -

Figura 15 - Western blot utilizando o antissoro anti-TrEAP3 em extratos
proteicos sollveis de formas epimastigotas da cepa SC58 de T. rangeli.
1 — Extrato proteico soluvel; 2 — Extrato proteico soltvel sonicado;
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4.6 ENSAIO DE CITOLOCALIZAGAO POR
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

A avaliacdo da localizagdo celular da TrEAP3 em formas
epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli por imunofluorescéncia
indireta com o antissoro anti-TrEAP3 revelou uma fluorescéncia difusa
por todo o corpo celular do parasito, independentemente da forma
analisada, que sugere ter localizagdo celular tanto no nicleo como no
citoplasma, conforme demonstrado na Figura 16.



Epimastigota

Tripomastigota
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Figura 16 — Citolocalizagdo da TrEAP3 em formas epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma rangeli, cepa Choachi,
por imunofluorescéncia utilizando o soro policlonal anti-TrEAP3. As imagens representam (1) microfotografias do campo
claro, (2) nacleo e cinetoplasto corados com DAPI, (3) expressdo da TrEAP3 e (4) merge: sobreposi¢do das imagens 2 e 3;
Barra: 10 pum.
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4.7 AVALIACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO EM FORMAS
EPIMASTIGOTAS E
TRIPOMASTIGOTAS DE TRYPANOSOMA RANGELI

Em ensaios de Western blot com extratos proteicos de formas
epimastigotas de T. rangeli, o antissoro TrEAP3 detectou quatro bandas
na cepa Choachi (KP1+) (£50/55 kDa e 165/170 kDa) e duas bandas
para SC58 (KP1-) (£70 e 150 kDa) conforme observado na Figura 17.
Apesar da diferenca observada, os ensaios de PCR revelaram que 0s
genes da EAP3 para ambas as cepas € do mesmo tamanho, tendo sido
observadas somente diferencas pontuais nos resultados de
sequenciamento. Além disso, a comparacdo das sequéncias traduzidas
da EAP3 das duas cepas revelou alteracdes em relacdo ao perfil de
hidrofobicidade com evidente troca de aminoacidos hidrofilicos para
hidrofdbicos, o que pode resultar em proteinas de tamanhos diferentes
entre as cepas, uma vez que podem direcionar o enovelamento das
proteinas, resultando em tamanhos diferenciados.

— 150kDa

75kDa

200 s0kDa

B- tubulina “

Figura 17 — Reconhecimento da proteina EAP3 em extratos
proteicos soluveis de formas epimastigotas das cepas SC58 (linha 1) e
Choachi (linha 2) de Trypanosoma rangeli. Como normalizador
utilizamos um anticorpo anti B-tubulina.
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Igualmente foi realizado ensaio de Western blot com extratos
proteicos de formas tripomastigotas de T. rangeli. Conforme observado
na figura 18 ndo houve alteracdo no perfil de bandas, como também
intensidade de ligacdo, o que indica que a proteina TrEAP3 deva ser
expressa igualmente nas duas formas do parasito, ainda que seja passivel
de considerarmos modificacdes pds-traducionais no  estagio
epimastigota conforme o descrito acima (Figura 17).

250kDa

150kDa

50kDa

B- tubulina “

Figura 18 - Reconhecimento da proteina EAP3 em extratos proteicos totais de
formas epimastigotas (1) e tripomastigotas (2) da cepa Choachi de
Trypanosoma rangeli. Como normalizador utilizamos um anticorpo anti -
tubulina.
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5 DISCUSSAO

Enzimas envolvidas no processamento e taxa de renovacdo de
RNA desempenham func¢des importantes nas vias de expressao génica.
Em tripanosomatideos a regulacdo da expressdo génica é crucial para
sobrevivéncia, uma vez que estes organismos estdo expostos ao sistema
de defesa tanto do hospedeiro mamifero quanto do hospedeiro
invertebrado, necessitando assim de proteinas diferenciadas para cada
situacdo, como também proteinas especializadas que irdo atuar no
processo de diferenciacdo celular.

O complexo exossoma de RNA atua no processamento e
degradacdo de diversos tipos de RNA, possuindo assim funcao central
na regulacdo da expressdo génica. Em eucariotos, este complexo
multiproteico consiste de um nicleo catalitico inativo (Exo9) dotado
de subunidades ribonucleotidicas ativas e cofatores que sdo
necessarias para ativacdo e ligacao do substrato de RNA.

Neste estudo, todos os genes codificantes para as unidades
componentes do complexo exossoma de RNA foram identificados no
genoma de T. rangeli. Este complexo ja foi descrito em diversos
organismos, tendo sua funcionalidade caracterizada. Dentre as
espécies da familia Trypanosomatidae somente L. tarentolae e T.
brucei encontram-se com este complexo multiproteico descrito, porém
ndo ha relatos de caracterizacdo funcional, especificidade de substrato
de RNA, como ocorre a regulacdo e quais as vias de direcionamento
do substrato para as subunidades cataliticas que deverdo ser
responsaveis por processar ou degradar. Sendo assim, varios fatores
precisam ser elucidados neste grupo de organismos.

As sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas obtidas para as
subunidades cataliticas TrRRP6, TrRRP44 revelaram uma janela
aberta de leitura de 2.133 e 3.012 pb que codificam para proteinas de
710 aa (= 78,7 kDa) e 1.003 aminoacidos (x 113,2 kDa),
respectivamente, revelando uma alta identidade com suas ortélogas
encontradas em T. brucei e L. tarentolae (CRISTODERO et al., 2008;
ESTEVEZ; KEMPF; CLAYTON, 2001).

Para a subunidade associada TrEAP3 foi encontrada uma janela
aberta de leitura de 547 pb que codifica para uma proteina de 181
aminoacidos (x 20 kDa), tamanho semelhante ao encontrado em T.
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brucei (ESTEVEZ et al, 2003). Esta subunidade possui
correspondente homélogo em S. cerevisiae denominado RRP47, que
se encontra associado fisicamente & subunidade RRP6 no nucleo,
desempenhando a funcéo de reconhecimento e ligacdo do substrato
para posterior direcionamento para as subunidades cataliticas
(MITCHELL, 2010). Nestes organismos, cepas mutantes para esta
subunidade apresentam defeitos no processamento de RNA, revelando
sua essencialidade no processo (MITCHELL et al., 2003). Células
com deplecdo da subunidade RRP47 demonstram defeitos similares no
processamento de RNA estaveis, como 0s observados em células com
auséncia de RRP6, porém os mecanismos precisos de cada uma dessas
subunidades permanecem ndo elucidados (COSTELLO et al., 2011).

As andlises dos dominios do complexo exossoma de RNA
revelaram a presenga dos dominios RNase PH, S1 e KH para o nicleo
central (Ex09). Estes dominios encontram-se conservados entre Arquea,
procariotos e eucariotos, e com a presenca do sitio ativo catalitico
somente em Arquea e algumas plantas, e nos demais grupos inativos
para atividade catalitica (JANUSZYK; LIMA, 2014; SCHMID;
JENSEN, 2008).

O dominio RNase PH encontrado nas subunidades do anel
hexamérico estd relacionado a atividade exoribonuclease 3’— 5’, sendo
enzimas que degradam substratos de RNA. Em bactérias e Arquea a
atividade catalitica do tipo fosforolitica, que utiliza fosfato inorganico
para a clivagem dos nucleotideos, liberando NDP (nucleosideos
difosfatados). Ja os dominios S1 e KH estéo relacionados a capacidade
de ligacdo ao RNA, sendo que a delecdo destes dominios ocasiona na
perda de afinidade de ligacdo ao RNA (JENSEN, 2010).

A atividade catalitica do complexo exossoma de RNA em
eucariotos é desempenhada pelas subunidades RRP6 e RRP44, também
caracterizadas pela presenca de dominios especificos que sédo
responsaveis pelas fungbes de reconhecimento e ligacdo do substrato
como também apresentam sitio ativo para atividade de clivagem dos
substratos de RNA (LORENTZEN; BASQUIN; CONTI, 2008). Em T.
rangeli estes dominios carateristicos foram identificados nestas
subunidades e também estdo presentes em organismos filogeneticamente
relacionados, como o T. brucei (BARBOSA et al., 2014), e também em
uma ampla variedade de eucariotos como leveduras e humanos
(ALLMANG et al., 1999; MITCHELL et al., 1997).

A andlise filogenética de todas as subunidades do complexo
exossoma de RNA em tripanosomatideos demonstrou uma separagéo
das espécies do género Trypanosoma em relagdo as espécies do género
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Leishmania com valores méaximos de bootstrap, confirmando a ja
relatada maior proximidade filogenética entre T. rangeli e T. cruzi em
relacdo aos demais tripanosomatideos (GRISARD et al., 2010).

O dominio exoribonuclease R e ribonuclease Il presentes na
subunidade RRP44 fazem parte da familia RNR, e sdo exoribonucleases
processivas 3- 5°. Enzimas desta familia geralmente sdo polipeptideos
com mdltiplos dominios e estdo relacionados com a capacidade de
degradar RNA simples como também RNA estruturados. O dominio
PIN (PilT N-terminus) esta relacionado a enzimas endonucleases que
clivam RNA simples e sdo metal-dependentes, ou seja, necessitam desse
cofator para desempenhar a atividade endonuclease (CLISSOLD;
PONTING, 2000).

O dominio DEDD-Y presente na subunidade RRP6, pertence a
uma superfamilia de exonucleases que sdo caracterizadas pela presenca
de um ndcleo constituido por quatro aminodcidos invariantes
distribuidos em trés sequéncias motivo (&cido aspartico (D), &cido
glutamico (E) e tirosina (Y)). Essas sequéncias formam um sitio ativo
gue serve como ligante para os dois ions metais que sdo requeridos para
a atividade de exoribonuclease. Este sitio ativo estd presente nas
sequéncias analisadas de T. rangeli. Para T. brucei a presenca deste sitio
ativo e atividade catalitica ja foram descritas, assim foi sugerido que T.
rangeli a subunidade RRP6 possui este sitio ativo e possa exercer
atividade de exoribonuclease. Estudos recentes de cristalografia
demonstraram a presenca deste sitio catalitico ativo em T. brucei, como
também demonstram a habilidade de TbRRP6 em degradar substratos de
RNA dupla fita e RNA estruturados in vitro (BARBOSA et al., 2014). O
dominio HRDC (Helicase e RNAse D — C-terminal) esta relacionado ao
reconhecimento de diferentes substratos direcionando-o para o sitio
ativo para ser processado, enquanto que o dominio PMC2NT esta
presente na regido N-terminal e é essencial para a interacdo proteina-
proteina (STEAD et al., 2007).

Diversas tentativas foram realizadas com o objetivo de
expressar a subunidade TrRRP6 de forma heter6loga para posterior
isolamento da proteina e ensaio de atividade de degradacéo in vitro,
porém ndo obtivemos sucesso. Diferentes estudos de expressdo da
subunidade RRP6 de outros organismos relataram dificuldade na
expressao da proteina inteira, sendo que todos 0s estudos e ensaios de
degradacdo de substrato de RNA in vitro realizados com esta
subunidade foram obtidos através de construcdes mutantes em
determinados regies ou expressao de porcBes desta proteina
(BARBOSA et al., 2014; COSTELLO et al.,, 2011; GREIMANN,
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JACLYN C.; LIMA, 2009; HAILE et al., 2007; LIU; GREIMANN;
LIMA, 2006; WASMUTH; LIMA, 2016).

Igualmente foram realizadas tentativas de expressdo para a
segunda subunidade catalitica (RRP44), porém ndo obtivemos sucesso
devido ao um baixo rendimento do sistema de expressdo heteréloga
utilizado, impossibilitando assim a purificacdo desta proteina para os
ensaios subsequentes. Ha algumas possiveis explicacfes para esse
insucesso, onde destaca-se que a subunidade RRP44 possui alto peso
molecular (+ 116 kDa), o que pode ser um fator limitante para a
expressdao heterdloga em procariotos, e que dificultou seu
processamento pelo sistema de sintese proteica da bactéria. Etapas de
processamento pos-traducional também podem ser requeridos para a
producdo da proteina de interesse, porém no sistema de expressdo
heter6loga em E. coli esta maquinaria ndo esta presente. Uma alternativa
para a expressao desta proteina para estudos funcionais seria a expressao
heter6loga de partes dela, como por exemplo, das regides que
correspondem ao dominio exoribonuclease R e ribonuclease I, que sdo
responsaveis pela atividade catalitica.

Os resultados obtidos neste trabalho referente a subunidade
associada TrEAP3 séo promissores e, ainda que carega de comprovagdo
detalhada por espectrometria de massas e ensaios de interagdo proteica,
demonstram a primeira evidéncia in vivo da interagdo desta proteina
com a subunidade catalitica RRP6, uma vez que o reconhecimento do
antissoro policlonal foi em bandas de alto peso molecular (+ 150 kDa),
podendo indicar que esse reconhecimento seja referente a soma de
proteinas ligadas. Considerando a soma dos tamanhos teéricos das duas
subunidades obtém-se um polipeptideo de aproximadamente 100 kDa,
porém, como o reconhecimento do antissoro é de uma banda de maior
tamanho, podemos inferir que estas duas unidades podem estar
associadas a modificacdes pds-traducionais que aumentam o tamanho
das proteinas. Em T. brucei somente interagdes in vitro foram relatadas,
onde as subunidades ThEAP3 e TbRRP6 formam um heterodimero
(BARBOSA et al., 2014). Estudos funcionais in vitro de TORRP6 ligado
a TbEAP3 relataram que a auséncia desta ligacdo diminui atividade de
ribonuclease, porém ndo afeta a especificidade ou a habilidade da
enzima em degradar RNA dupla-fita (BARBOSA et al., 2014).

Andlises in vitro com S. cerevisiae demonstraram que a
subunidade RRP47 (homologa da EAP3 em tripanosomatideos) se liga
a substratos de RNA estruturados e interage com a subunidade RRP6
formando um heterodimero, sendo esta interagdo necesséaria para a
estabilidade da subunidade RRP47 (DEDIC et al., 2014). Os niveis de
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expressdo de RRP47 sdo significativamente reduzidos em cepas de
leveduras expressando mutantes na regido N-terminal da subunidade
RRP6, onde o dominio PMC2NT, responsavel pela interagdo proteica
esta localizado (FEIGENBUTZ et al., 2013a; STEAD et al., 2007). Os
niveis de transcritos de RRP47 também s&o reduzidos em mutantes
para a subunidade RRP6, sendo que esta reducdo chega a 15 vezes
guando comparada com a cepa selvagem (FEIGENBUTZ et al.,
2013a).

Igualmente se observa que em leveduras expressando mutantes
para a subunidade RRP6 que ocorre uma reducdo dos niveis de
expressdo da subunidade RRP47. Essa reducdo também é observada
em nivel de transcritos, sugerindo que os niveis de expressdo de RRP6
e RRP47 sdo mutuamente dependentes, sendo RRP47 mais sensivel do
gue a RRP6 na auséncia da sua proteina acessoria. Essa sensibilidade
deve-se ao fato de que na auséncia da sua proteina acessoria, esta
subunidade sofre acdo proteolitica e é direcionada para degradacao via
proteossoma (FEIGENBUTZ et al., 2013b).

De modo interessante, dados descritos para leveduras revelam
que o complexo RRP6-RRP47 é formado depois da importacdo
independente para o nicleo, e que a subunidade RRP47 é rapidamente
degradada se a subunidade RRP6 ndo esta disponivel para interacéo.
N&o se sabe como essa interacdo ndo acontece no citoplasma, onde
estas proteinas sdo sintetizadas, porém supfe-se que ambas sdo
direcionadas para o nicleo via importinas ou chaperonas para a
formacdo deste complexo proteico no ndcleo (FEIGENBUTZ et al.,
2013a).

Apesar das condicBes de separagdo das proteinas do T. rangeli
em geis SDS-PAGE terem sido realizadas em condi¢Ges desnaturantes,
a interacdo destas proteinas demonstrou-se forte o suficiente e se
manteve ap0s 0 tratamento de desnaturacdo dos extratos proteicos.
Nesse contexto, foi realizado um ensaio alternativo na tentativa de
separar esta interacdo através de sonicacdo dos extratos proteicos,
onde resultou no desaparecimento do sinal na altura entre 150 e 170
kDa e o reconhecimento do anticorpo com maior intensidade em
bandas de aproximadamente 10 kDa. Para esta subunidade é relatado
na literatura que ha a formacdo de homodimero em leveduras e T.
brucei, onde os dados de espectrometria revelam a presenca de dois
picos, 75 kDa e 40 kDa, correspondendo a RRP6 e EAP3,
respectivamente (BARBOSA et al.,, 2014; FEIGENBUTZ et al.,
2013a).
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Schuch e colaboradores demonstraram que RRP6 e RRP47 se
interigam em um heterodimero globular com uma arquitetura
claborada formada por pares de a-hélice entrelagados. A estrutura
dessa ligacdo explica o porqué da formacao desse heterodimero leva a
estabilidade e interdependéncia funcional destas proteinas (SCHUCH
etal., 2014).

O dominio PMC2NT da regido N-terminal da subunidade RRP6
em leveduras se liga ao RNA e ativa 0 complexo exossoma nuclear
(WASMUTH; LIMA, 2016). Estudos bioguimicos demonstram que
este dominio interage diretamente com o dominio N-terminal da
subunidade RRP47 (COSTELLO et al., 2011). Este dominio também é
responsdvel pela atividade RRP6 facilitando a ligacdo desta
subunidade com elementos estruturados do RNA (STEAD et al.,
2007). Diante destas caracteristicas do dominio PMC2NT de interagir
com a regido N-terminal da subunidade RRP6, como também da sua
capacidade de ligagdo a substratos de RNA, supde-se que a dificuldade
encontrada para expressar a subunidade RRP6 de T. rangeli deve-se ao
fato desta proteina interagir com proteinas sintetizadas pela bactéria na
tentativa de estabilizar a sua expressdo, uma vez que a interagdo com
esta proteina foi relatada como essencial para a atividade de
exoribonuclease em S. cerevisiae (FEIGENBUTZ et al., 2013b).

Os ensaios de citolocalizagdo celular para a proteina TrEAP3
demostraram um padrdo de marcacdo difusa por todo o parasito,
evidenciando a presenca desta proteina tanto no ndcleo quanto no
citoplasma, porém ensaios mais precisos de citolocalizagdo por
confocal seriam necessarios para confirmar esta localizacdo. Para T.
brucei, a localizagdo celular desta proteina ndo encontra-se descrita,
porém estudos de localizagdo subcelular da subunidade catalitica
RRP6 (associada de EAP3) através da purificacdo dos extratos
citosélicos e nucleares demonstram que esta proteina encontram-se
presente tanto no ndcleo quanto no citoplasma, aparentemente em
quantidades estequiométricas (HAILE et al., 2007).

Em conjunto,estes resultados indicam a presenca do complexo
exossoma de RNA no genoma de T. rangeli e a expressdo da
subunidade EAP3 por formas epimastigotas e tripomastigotas do
parasito, e uma possivel associacdo in vivo da subunidade catalitica
RRP6 com a subunidade EAP3.
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CONCLUSOES

O Trypanosoma rangeli possui todos os genes codificantes para
as 12 subunidades do complexo exossoma de RNA em seu
genoma e apresenta todos os dominios conservados
caracteristicos para as subunidades do nucleo central e
subunidades cataliticas sugerindo que esta maquinaria seja ativa
neste organismo;

O complexo exossoma de RNA encontra-se conservado entre as
espécies de tripanosomatideos analisadas, reforcando a maior
proximidade filogenética do T. rangeli com o T. cruzi do que
com os demais tripanosomatideos analisados;

Os genes TrRRP6 e TrRRP44 possuem 2.133 e 3.012 pb e
codificam para proteinas de 710 e 1.003 aa, respectivamente;

O gene TrEAP3 possui 547 pb, codificando para um proteina de
181 aa com peso molecular predito de aproximadamente 20
kDa. Entretanto, a analise da proteina em extratos proteicos
totais de T. rangeli com o antissoro anti-TrEAP3 revela uma
banda de + 150 kDa, sugerindo a sua associacdo com a
subunidade TrRRP6 e/ou a existéncia de modificagdes pos-
traducionais;

Nos extratos proteicos totais de T. rangeli a subunidade
TrEAP3 encontra-se ligada a subunidade catalitica TrRRPS,
uma vez que apds processo de sonicacdo o sinal de
reconhecimento da proteina diminuiu de +150 kDa para
+10kDa.

Resultados preliminares da anélise imunofluorescéncia indireta
apontam que TrEAP3 esta distribuida por todo o corpo celular,
tanto em formas epimastigotas como em formas
tripomastigotas;
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PERSPECTIVAS

Confirmacdo da identidade das proteinas reconhecidas por
Western Blot com o antissoro TrEAP3 através de espectrometria

de massas;

Construcdo de plasmideos para transfeccdo de parasitos para
superexpressao e/ou knockout de TrRRP6 para avaliar possiveis
alteragdes nos niveis de transcrito e expressdo proteica de
TrEAPS;

Expressdo heterdloga das porgdes correspondentes ao dominio
responsavel pela atividade catalitica das subunidades RRP6 e

RRP44 para ensaios de atividade de degradagdo de RNA in vitro;
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