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RESUMO

Telomeros sdo complexos DNA-proteinas que protegem os cromossomos eucariéticos da
degradacdo, garantindo estabilidade gendmica. As seqii€éncias teloméricas sdo ricas em G e
apresentam uma protrusio 3’ simples-fita que se estende em dire¢do ao terminal cromossomico.
Em Leishmania, os telomeros sdo compostos pela seqiiéncia repetida 5’-TTAGGG-3’ e sdo
replicados pela telomerase, a principal responsdvel pela manutengdo dos terminais
cromossOmicos em eucariotos. Além de replicar os teldmeros, o complexo holoenzimatico da
telomerase, composto pela transcriptase reversa da telomerase (TERT), pelo RNA da telomerase
(TER) e por proteinas associadas, também atua como parte de um complexo de ordem maior que
protege os terminais teloméricos. O entendimento do mecanismo de regulagdo da manutengao
telomérica serd de grande valor cientifico e poderd levar ao descobrimento de algum alvo
potencial para o desenvolvimento de novas drogas anti-leishmania.

Com esse objetivo, identificamos, clonamos e caracterizamos o gene que codifica o
componente TERT em Leishmania spp.. O alinhamento multiplo das seqiiéncias através do
programa ClustalW demonstrou que as telomerases de Leishmania apresentam muito mais
homologia entre si do que com as proteinas de outros kinetoplastideos e eucariotos.
Experimentos de caracteriza¢do indicaram que a seqii€éncia putativa do gene da telomerase de
Leishmania localiza-se provavelmente em cdpia tnica nos maiores cromossomos. Um tnico
transcrito de RNA mensageiro foi encontrado nos promastigotas. Andlises filogenéticas
sugeriram que a telomerase de Leishmania pode representar uma ligacdo entre os mais antigos e
0s mais novos ramos das telomerases. Além disso, proteinas recombinantes foram expressas em
sistema bacteriano, tornando possivel a producdo de anticorpos policlonais em coelhos.
Experimentos de “Western blotting” e imunoprecipitacdio de cromatina indicaram que o
anticorpo foi capaz de reconhecer a proteina nativa e que a telomerase de L. amazonensis
interage in vivo com a seqiiéncia telomérica rica em G.

A atividade de telomerase de L. amazonensis foi purificada utilizando-se uma
combinacdo de colunas cromatograficas. Testou-se a atividade enzimdtica em cada passo da
purificacdo utilizando-se o ensaio “Two-tube TRAP”. Os resultados mostraram que a atividade
enzimdtica € encontrada nas fragdes purificadas pelas cromatografias de troca iOnica, de

afinidade por Heparina e de gel filtracio. A atividade foi altamente enriquecida apds a
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purificacdo por afinidade utilizando um oligonucleotideo de DNA telomérico rico em G. Quando
foi utilizado um oligorribonucleotideo 2’ O-metil complementar a putativa seqii€ncia molde do
TER de Leishmania como ligante na cromatografia de afinidade, pouca ou nenhuma atividade
enzimatica foi eluida da resina, sugerindo que a interacio entre a telomerase de L. amazonensis e
este oligorribonucleotideo € tao forte que nao permite sua dissocia¢do nas condicdes de eluicao
gentis necessdrias para manter a atividade enzimaética.

Formas prociclicas de Trypanosoma brucei foram utilizadas para a construcao do sistema
“PTP-tagging”, no intuito de futuramente purificar o complexo holoenzimdtico da telomerase.
Em paralelo, ensaios de “primer extension” foram padronizados e identificou-se uma seqii€ncia
candidata ao gene do RNA da telomerase de 7. brucei. Também foi identificada e clonada em L.
amazonensis, uma seqiiéncia homoéloga a PinX1 humana, descrita como uma proteina que
interage diretamente com a TERT humana e considerada um inibidor natural da atividade de

telomerase.
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ABSTRACT

Telomeres are protein-DNA complexes that protect linear chromosomes from
degradation, providing genomic stability. The telomeric sequences are G-rich and contain a 3’
single-stranded region that protrudes toward the chromosome end. In Leishmania, the telomeric
DNA is composed by the conserved 5’-TTAGGG-3’ repeated sequence and it is replicated by
telomerase. Telomerase is responsible for maintaining chromosome ends in most eucaryotes by
adding new telomeric sequences to the G-rich strand. Besides replicating telomeres, the
telomerase holoenzyme complex, composed by the reverse transcriptase component (TERT), the
telomerase RNA (TER) and associated proteins, also works as part of the higher order complex
that protects telomeric ends. Understanding the regulation of the telomeric maintainance
mechanism may allow the discovery of potential targets to the development of new anti-
leishmania drugs.

Therefore, we identified, cloned and characterized the TERT gene in Leishmania spp.. A
ClustalW multiple-sequence alignment demonstrated that the Leishmania telomerases show
greater homology with each other than with the proteins of other kinetoplastids and eukaryotes.
Characterization experiments indicated that the putative Leishmania TERT gene was probably
located in single copy at the largest chromosomes. A single messenger RNA transcript was
found in promastigotes. Phylogenetic analysis suggested that Leishmania telomerase might
represent a liaison between the oldest and the newest branches of telomerases. Besides that,
recombinant proteins were expressed in bacterial system, allowing production of anti-LaTERT
polyclonal serum in rabbits. Western blotting and chromatin immunoprecipitation assays
indicated that the anti-LaTERT serum was able to recognize a native protein in nuclear and total
extracts of the parasite and that L. amazonensis telomerase interacts in vivo with the G-rich
telomeric sequence.

We have also purified the L. amazonensis telomerase activity in order to better
understand its biochemical features. Protein extracts of L. amazonensis containing telomerase
activity were purified using combined chromatographic columns. Enzyme activity was tested in
each purification step using the “Two-tube TRAP” assay. The results showed that enzyme
activity is found in fractions purified by ion exchange (DEAE), Heparin affinity and gel filtration

chromatographic methods. The activity was greatly enriched after affinity purification using a G-
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rich telomeric DNA oligonucleotide as the ligand. When a 2’O-methyl oligoribonucleotide
complementary to the putative L. amazonensis TER template was used as a ligand in the affinity
purification, little or no enzyme activity was eluted from resin, suggesting that the interaction
between L. amazonensis telomerase and this oligoribonucleotide is too strong that disables its
dissociation under the gentle elution conditions necessary to maintain enzyme activity.

In order to identify the telomerase holoenzyme components, procyclic forms of
Trypanosoma brucei were used to construct the PTP-tagging system. “Primer extension”
reactions were also done in order to isolate and sequence an RNA candidate for the telomerase
RNA gene in T. brucei. In addition, we have cloned a L. amazonensis homologue of the human
PinX1 protein, previously known as a hTERT-interacting factor and as a potent telomerase

inhibitor .
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1. INTRODUCAO

1.1. Os parasitas do género Leishmania

Os parasitas do género Leishmania sao organismos unicelulares que pertencem a Ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae, somando cerca de 25 espécies distintas, algumas
de grande interesse para a parasitologia médica [Neves, 2003]. As leishmanias sdo protozodrios
flagelados que possuem uma organela citoplasmatica fusiforme bastante peculiar, que é
semelhante a uma mitocondria e € rica em DNA mitocondrial (kDNA), denominada de
cinetoplasto [Simpson, 1987].

Todas as espécies de Leishmania sdao heteroxénicas, ou seja, necessitam de dois
hospedeiros durante o seu ciclo biologico [Neves, 2003]. Assim, durante o seu ciclo de vida, os
parasitas do género Leishmania podem se apresentar sob duas diferentes formas: os amastigotas
e os promastigotas. Os amastigotas sao formas esféricas ou ovais, que nio apresentam flagelo
livre e que sdo normalmente encontradas no interior dos macréfagos de mamiferos. Elas medem
de 1,5-3,0 um x 3,0-6,5 um de diametro, dependendo da espécie, e apresentam no seu interior
um nucleo grande e arredondado e o cinetoplasto em forma de grao ou bastonete. Ja os
promastigotas sao formas alongadas, que apresentam um flagelo livre longo sem membrana
ondulante que emerge da parte anterior do corpo do parasita e que sdo encontradas no interior do
tubo digestivo do inseto vetor. As dimensdes dos promastigotas variam de 10,0-40,0 pm em
comprimento e de 1,5-3,0 um em seu didmetro menor. Apresentam um nucleo arredondado ou
oval que se situa na por¢ao mediana ou anterior do parasita, e o cinetoplasto, também em forma
de grdo ou bastonete, localiza-se entre o nicleo e a extremidade anterior do flagelado [Neves et
al., 2000]. Os promastigotas apresentam ainda vdarias formas de transicdo no interior do intestino
do inseto vetor até se diferenciarem completamente em promastigotas metaciclicos, formas
também flageladas que possuem mobilidade intensa e sdo altamente infecciosas para o
hospedeiro mamifero. Algumas espécies de Leishmania também podem desenvolver no
hospedeiro invertebrado formas paramastigotas, que sdao pequenas, arredondadas ou ovais, com

tamanho variando de 5,0-10,0 um x 4,0-6,0 um, e possuem um flagelo curto que se exterioriza na



regido anterior do corpo do parasita. Estes protozodrios sdo os agentes etioldgicos da doenca
conhecida como leishmaniose, e as suas formas amastigota e promastigota estdo exemplificadas

na Figura 1.

A) | B)
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[Murray et al., 2005] [http://www.id.med.ubc.ca/ _shared/assets/Leischmania223.jpg]
Figura 1 - Formas de desenvolvimento dos parasitas do género Leishmania. A) Replicacio

de formas amastigotas (setas) no interior de macréfagos. B) Forma promastigota flagelada.

1.1.1. Classificacao taxonomica

Os parasitas do género Leishmania pertencem ao reino Protista, sub-reino Protozoa, filo
Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophorea, ordem Kinetoplastida e
familia Trypanosomatidae [Neves et al., 2000].

O género Leishmania apresenta cerca de 25 espécies que parasitam mamiferos e répteis,
das quais 5 foram descritas parasitando mamiferos no Velho Mundo, 10 parasitando mamiferos
no Novo Mundo e 10 parasitando répteis em diferentes paises. Dentro deste género, encontram-
se os subgéneros Leishmania e Viannia, que estdo agrupados como descrito por Lainson e Shaw

em 1987 [Neves et al., 2000].

1) Subgénero Leishmania — inclui parasitas encontrados no Velho e Novo Mundo e agrupa as

espécies pertencentes aos seguintes complexos:

* Leishmania donovani: L. (L.) donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) chagasi.



e Leishmania mexicana: L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.) venezuelensis, L.

(L.) enriettii (exclusiva de animais), L. (L.) aristidesi.

* Leishmania hertigi (exclusiva de animais): L. (L.) hertigi, L. (L.) deanei.

O subgénero Leishmania inclui também outras espécies que ainda ndo foram agrupadas
em complexos, como: L. (L.) tropica, L. (L.) aethiopica, L. (L.) major, L. (L.) pifanoi e L. (L.)

garnhami.

2) Subgénero Viannia — parasitas encontrados na América tropical e subtropical e inclui o
complexo:
* Leishmania braziliensis: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis, L.
(V.) peruviana, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) colombiensis.

1.1.2. Ciclo de vida

O ciclo de vida heteroxeno dos parasitas do género Leishmania inclui um hospedeiro
invertebrado e um hospedeiro vertebrado [Rey, 2001]. Como em outros Kinetoplastida, os
parasitas desse género se multiplicam por fissd@o bindria no sentido antero-posterior, dividindo
primeiro o cinetoplasto e depois o nicleo [Neves et al., 2000].

Os hospedeiros invertebrados sdo pequenos insetos hematéfagos da ordem Diptera,
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, géneros Phlebotomus no Velho Mundo e
Lutzomyia no Novo Mundo [Neves et al., 2000, Rey, 2001] (Figura 2).

Figura 2 - Inseto flebotomineo vetor da leishmaniose
[http://pathmicro.med.sc.edu/lecture/sandfly.jpg].




Os mamiferos sdo infectados no momento em que sdo picados por um inseto fémea dos
géneros Lutzomyia ou Phlebotomus contendo formas promastigotas infectantes em seu aparelho
bucal. Isso ocorre porque todo inseto hematéfago, antes de sugar o sangue, inocula saliva na pele
do mamifero enquanto introduz sua probdscide; esta saliva contém anestésicos, vasodilatadores e
imunossupressores, além dos parasitas. Assim, ao entrar em contato com a pele do hospedeiro
mamifero, a forma promastigota infectante cai na sua corrente sanguinea e adere-se a um
macréfago. Como defesa, este macroéfago passa a liberar radicais 6xidos, hidroxilas, hidréxidos e
super6xidos que sdo altamente lesivos para as membranas celulares, mas o parasita consegue
escapar da agressao gracas as moléculas de glicoproteinas e glicofosforoglicanos que apresentam
em sua superficie celular. Essas substancias sdo importantes também durante o processo de
endocitose realizado pelo macréfago. Apds a interiorizagdo do parasita pelo macréfago, ocorre a
fusdo dos lisossomos com o fagossomo, e o parasita, para se adaptar a0 novo ambiente,
transforma-se em amastigota. Essa forma € capaz de se desenvolver e se multiplicar no meio
acido existente dentro do vacuiolo digestivo, que nido consegue destruir o parasita. A forma
amastigota passa a se multiplicar intensamente por divisdo bindria simples. O processo se repete
até que o macrofago se rompe e libera os amastigotas que serdo fagocitados por outros
macréfagos. Dependendo da espécie de Leishmania, os amastigotas permanecerdo no local da
picada formando ulceras ou alcancardo as visceras (baco, figado, medula 6ssea e tecidos
linféides), onde também se reproduzirdo dentro dos macréfagos. O flebotomineo fémea se
infectard ao exercer sua hematofagia em um mamifero infectado por Leishmania. Ao ingerir o
sangue, estard ingerindo juntamente alguns amastigotas presentes no sangue ou na linfa

intersticial [http://www.who.int/tdr/diseases/leish/lifecycle.htm]. Um esquema do ciclo de vida

do parasita do género Leishmania esté ilustrado na Figura 3.
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Figura 3 - Ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania
[http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Leishmaniasis_il.htm]. A esquerda, com as setas em
vermelho, estdo esquematizados os estdgios do ciclo de vida do parasita que ocorrem dentro do
inseto vetor. A direita, com as setas em azul, estdo os estdgios que ocorrem dentro do hospedeiro
mamifero. Estdo indicados também os estdgios onde ocorre a infeccdo (passo 1) e nos quais pode-
se realizar o diagndstico da doenca (passos 3 e 4).

1.2. Leishmaniose

1.2.1. Manifestacoes clinicas da doenca

Dependendo dos fatores de viruléncia do parasita infectante e da resposta imune do
hospedeiro humano, um grande espectro de doengas pode se manifestar sob diferentes formas
clinicas [Neves et al., 2000].

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS, www.who.int/health topics/leishmaniasis/)

classifica as leishmanioses em quatro formas clinicas principais:



1) Leishmaniose visceral (LV):

Também conhecida como “calazar”, a LV € a forma mais grave da doenca, na qual os
parasitas apresentam tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear do bago, do figado, da
medula 6ssea e dos tecidos linféides. Caracteriza-se por: febre intermitente, perda de peso,
esplenomegalia, hepatomegalia e/ou linfadenopatias e anemia. Causa uma epidemia de larga

escala com alta taxa de fatalidade [Desjeux, 2004].

2) Leishmaniose cutinea (LC):

Nesta forma clinica, os pacientes apresentam exclusivamente lesdes cutaneas, limitadas,
que podem ser ulceradas ou ndo. Apresenta normalmente uma cura espontanea, mas quando as
lesdes sdao multiplas, desfigurantes e desabilitantes, ela cria um estigma estético de longa
duracdo. Sua forma mais severa, a leishmaniose recidiva, € muito dificil de ser tratada [Desjeux,

2004].

3) Leishmaniose mucocutinea (LMC):

Também conhecida como tlcera de Bauru, é a forma da doengca em que os parasitas
apresentam afinidade por dreas descobertas da pele e levam a extensiva destruicdo das mucosas
da boca, nariz e faringe, causando lesdes desfigurantes, mutilacdo da face e grande sofrimento
pelo resto da vida. Estd normalmente relacionada com as espécies de Leishmania do Novo
Mundo, como L. braziliensis e L. guyanensis, mas também ji foi descrita no Velho Mundo

[Desjeux, 2004].

4) Leishmaniose cutinea difusa (LCD):

Esta forma clinica ocorre em individuos que apresentam uma resposta imune celular
deficiente e se caracteriza pela presenca de lesdes disseminadas. Pode ocorrer também de forma
tardia em pacientes que tiveram leishmaniose visceral e se trataram. Sua severidade é devida a
aparéncia leprosa das lesdes, que nunca sdo curadas espontaneamente € que sao sujeitas a uma

recidiva apds o tratamento com drogas [Desjeux, 2004].



Na Figura 4, estdo ilustrados alguns casos de LC, LMC e LV.

)

Figura 4 - Diferentes manifestacoes clinicas da leishmaniose
[http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/leishmaniasis.html]. A) leishmaniose do tipo

cutanea (LC); B) leishmaniose do tipo mucocutianea (LMC); C) leishmaniose do
tipo visceral (LV).

1.2.2. Distribuicao geografica e epidemiologia

Epidemiologicamente, as infec¢des s@o consideradas zoondticas quando os animais
servem de reservatério e antroponéticas quando os reservatérios sdo os humanos. Nas
leishmanioses zoondticas, a transmissdo se da principalmente nas dreas rurais e periurbanas,
enquanto a transmissdo das leishmanioses antroponéticas ocorre nas dreas urbanas [Ministério da
Satide, 2006]. A leishmaniose € uma doenga que estd distribuida em pelo menos 88 paises: 72
sdo paises em desenvolvimento e 13 deles estdo entre os menos desenvolvidos do mundo
[Desjeux, 2004]. Estima-se que 12-15 milhdes de individuos encontram-se infectados atualmente
por alguma espécie do género Leishmania e que 350 milhdes estio sob risco de infeccdo [WHO,
1995].

A LV ocorre em 65 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem nas dreas rurais e urbanas
pobres de Bangladesh, India, Nepal, Sudio e Brasil. A LV atinge atualmente 19 estados
brasileiros, sendo encontrada principalmente na regido Nordeste, onde se concentram 87% dos
casos. Observa-se que, nos ultimos anos, a letalidade da LV aumentou gradativamente, passando
de 3,6% no ano de 1994 para 6,7% em 2003, o que representa um incremento de 85%

[Ministério da Saude, 2006].



Cerca de 90% dos casos de LC ocorrem em 7 paises: Afeganistdo, Algéria, Brasil, Ira,
Peru, Arabia Saudita e Siria [Desjeux, 2004]. No Brasil, os casos de LC aumentaram entre 1982
e 2002, oscilando entre 4,75 e 22,94 pessoas infectadas a cada 100.000 habitantes. Houve
também uma expansdo geografica desta doenca, que em 2002 ja se encontrava em todos os

estados do pais [Ministério da Saude, 2004, http://portal.saude.gov.br/saude/]. As espécies

Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis e Leishmania braziliensis sao as principais
responsaveis pelas manifestacdes clinicas da LC no Brasil. O parasita L. (L.) amazonensis pode
ser encontrado por toda a bacia amazodnica, Maranhdo, Ceard, Bahia, Minas Gerais e Espirito
Santo [Neves et al., 2000], e embora primariamente cause LC, ji foi encontrado causando um
amplo espectro de formas clinicas, incluindo LCD e LV [Barral et al., 1986, Bittencourt et al.,
1989, Barral et al., 1991]. No mundo, L. (L.) major é a responsavel por causar a LC zoonética ou
umida, afetando roedores e humanos nas areas aridas e semi-dridas das regides Oriental, Etiopica
e Paledrtica. L. (L.) donovani causa a LV e ocorre na Africa Oriental, India e China [Neves,
2003].

H4 uma intima relacdo entre a leishmaniose e os fatores scio-econdmicos das regides
onde elas ocorrem. Politicas inadequadas de saide e saneamento bdsico e a urbanizacdo
descontrolada sdo fatores que favorecem o contato humano com os diferentes tipos de inseto-
vetor [Arias et al., 1996]. A OMS considera a leishmaniose como doenga de categoria I, onde se
enquadram doengas emergentes e ainda ndo controladas como a dengue e as tripanossomiases
africanas. Essa organizacdo vem incentivando estudos em busca do descobrimento de novos
alvos parasita-especificos para o desenvolvimento de vacinas e drogas para a erradicacdo das

leishmanioses.

1.2.3. Co-infeccao Leishmania/HIV

A imunossupressao, conferida pela destrui¢do dos linfécitos T CD4+ durante a infecc¢ao
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), causa uma drastica diminui¢ao da resposta imune
do hospedeiro que deveria ser gerada contra Leishmania. Devido a esta depressdo do sistema

imune, os pacientes co-infectados apresentam lesdes com localizagdes atipicas dos parasitas, e



frequentemente ocorre um alto indice de falsos negativos nos testes diagndsticos [Cruz et al.,
2006]. Além disso, a infeccao com Leishmania leva a uma ativacdo cronica do sistema imune do
hospedeiro, o que aumenta a replicagdo do virus HIV e diminui o tempo de vida do paciente
[Cruz et al., 2006]. Além disso, ja foi demonstrado que os lipofosfoglicanos (LPGs) presentes na
superficie dos parasitas da espécie L. infantum podem induzir a expressdao do virus HIV em
células mononucleadas do sangue periférico que se encontram infectadas de modo latente
[Bernier et al., 1995], e que isso deve-se provavelmente a secrecio de TNF-a [Folks et al.,
1989]. A co-infec¢do também causa uma baixa resposta do paciente as terapias atuais contra a
leishmaniose e ajuda o reaparecimento da doenga em pacientes que ja haviam sido tratados [Cruz
et al, 2006].

A OMS estima que 17 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo virus HIV em todo o
mundo e que um ter¢o dessas pessoas vive em zonas endémicas da leishmaniose [WHO, 1995].
O crescimento acelerado dos casos de AIDS/HIV durante os dltimos 20 anos modificou o
espectro das leishmanioses nos campos clinico e epidemioldgico [Cruz et al., 2006] e a co-
infeccdo Leishmania/HIV € atualmente um caso muito grave de saide publica. Desde a década
de 1980, quando foi publicado o primeiro caso de leishmaniose associada a infec¢cdo com o HIV,
houve um aumento do nimero de casos registrados: atualmente os casos ja foram detectados em
35 paises [Cruz et al.,, 2006]. O aumento no nuimero de casos de co-infeccdo € devido a
sobreposicdo entre a epidemia de AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida), basicamente
de transmissdo urbana, e as dareas onde a leishmaniose € endémica, fundamentalmente de
transmissao rural. Mudangas na epidemiologia da doenca, como o aumento da populagdo em
areas suburbanas onde o vetor e o reservatdrio co-existem, tém aumentado essa sobreposicao.
Atualmente, a maior prevaléncia da co-infeccdo Leishmania/HIV tem ocorrido na regido do
Mediterraneo. Dos mais de 2.000 casos notificados para a OMS, 90% deles ocorreram na
Espanha, Italia, Franca e Portugal. Nesses paises, entre 25-70% de todos os casos de LV estdo
associados com a infeccdo pelo HIV, e estima-se que até 1,5-9% dos pacientes de AIDS sofrem
de algum tipo de leishmaniose, seja como infec¢do nova ou como uma recidiva de uma infeccao
latente [Cruz et al., 2006]. A maioria dos casos de co-infec¢do registrados na América do Sul

acontece no Brasil, onde a incidéncia de AIDS tem aumentado de 0,8 casos a cada 100.000



habitantes em 1986 para 12,3 casos em 2001 [Sampaio et al., 2002, Rabello et al., 2003]. A

Figura 5 ilustra a distribuicdo geogréfica dos casos de co-infec¢do Leishmania/HIV pelo mundo.
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Figura 5 — Distribuicao geografica da leishmaniose e da co-infeccao Leishmania/HIV no
mundo [http://www.who.int/csr/resources/publications/CSR_ISR_2000_1leish/en/index.html]. Em azul
claro, os paises onde a leishmaniose é endémica, e em azul escuro, os paises onde ja foram
registrados casos de co-infec¢ao Leishmania/ HIV.

1.2.4. Tratamentos disponiveis para as diferentes formas clinicas da leishmaniose

Nao existem vacinas para nenhum tipo de leishmaniose e a quimioterapia tem sido
inadequada e de alto custo [Croft e Yardley, 2002].

O composto tradicionalmente empregado para combater as leishmanioses, o antimonial
pentavalente, freqlientemente causa graves efeitos colaterais nos pacientes e acabou selecionando
parasitas tolerantes a altas concentragdes da droga [Olliaro et al., 2005]. Se a primeira tentativa
com o antimonial falhar, vdrias outras drogas podem ser entdo administradas, dependendo da
espécie de Leishmania infectante. O tratamento secundario mais recomendado utiliza o composto

anfotericina B, que € altamente ativo, mas também apresenta extensivas complicacdes toxicas. A
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pentamidina e a paromomicina sdo utilizadas em alguns casos [Croft e Yardley, 2002]. A
miltefosina € a primeira droga oral efetiva contra a leishmaniose, sem efeitos colaterais e com
taxas de cura de aproximadamente 98%, sendo eficaz até mesmo no tratamento de co-infec¢oes
com o virus HIV [Schraner et al., 2005]. Como pode ser administrada oralmente, tem potencial
para ser utilizada como uma simples e acessivel ferramenta de satide publica para tratar pacientes
diretamente nas comunidades, até mesmo durante epidemias [Revista TDR news, n° 68, junho de
2002]. Apesar dessas qualidades, Soto e colaboradores [2004] demonstraram recentemente que a
miltefosina ndo foi eficiente na cura de pacientes com leishmaniose causada por L. braziliensis
na Guatemala.

A busca pelo descobrimento de novos alvos parasita-especificos para o desenvolvimento
de vacinas e drogas eficazes contra todas as espécies de Leishmania ainda € bastante urgente e

deve ser o principal caminho para a erradica¢do da doenga.

1.3. Organizacao genomica de Leishmania spp.

Os parasitas do género Leishmania s3o taxonomicamente primitivos, dipldides e
apresentam ciclo de vida assexuado. O genoma nuclear hapléide desses parasitas apresenta 23-36
pares de cromossomos (0,3-2,8 Mb cada) totalizando ~33 Mb [Ivens et al., 2005]. O cariétipo de
Leishmania é conservado entre as espécies € 0s genes sdo sinténicos, apesar de espécies do
Velho Mundo apresentarem 36 cromossomos enquanto as espécies do Novo Mundo apresentam
35 (complexo L. braziliensis) ou 34 (complexo L. mexicana) cromossomos [Wincker et al.,
1996]. H4 um significativo polimorfismo quanto ao tamanho de determinados cromossomos
entre as diferentes espécies de Leishmania. Também hé evidéncias de variacdo no numero de
cromossomos com seqiiéncias homoélogas, o que indica uma certa plasticidade na organizacao
dos genes nos cromossomos e pode ter implicagdes na evolucdo das vdrias cepas e espécies
existentes [Wirth, 1990].

Além do DNA nuclear, os parasitas do género Leishmania possuem um DNA
mitocondrial pouco usual, chamado de kDNA que compreende de 10-15% do DNA total da
célula. Ele é composto de dois tipos de moléculas circulares de DNA: os maxicirculos (20.000
bp de comprimento), que sdo o DNA mitocondrial propriamente dito, e os minicirculos (800 a

1200 bp), que ndo apresentam nenhuma fun¢do codificadora [Neves, 2003].
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Recentemente, foi finalizado o seqiienciamento do genoma do parasita L. major por um
consorcio de pesquisadores [Ivens et al., 2005]. Eles verificaram que o genoma de Leishmania é
rico em residuos do tipo GC (~60%) e esta representado por seqii€ncias repetitivas [Wirth, 1990,
Johnston et al., 1999, Wickstead et al., 2003, Ivens et al, 2005]. As seqiiéncias que codificam
genes nao possuem introns e podem estar representadas em cépia simples, dupla, ou repetidas em
tandem. S3do ao todo 911 genes codificadores de RNA, 39 pseudogenes e 8272 genes
codificadores de proteinas, dos quais 36% podem ser relacionados a uma fungdo predita. Entre
estes genes, incluem-se aqueles envolvidos nas interacdes hospedeiro-patégeno, como de
enzimas proteoliticas, e na extensiva maquinaria para a sintese dos complexos glicoprotéicos de
superficie [Ivens et al., 2005]. As seqii€ncias intergénicas exibem considerdveis divergéncias,
mesmo entre genes intimamente correlacionados [Stiles et al., 1999, Ivens et al., 2005]. A
variabilidade genética deve-se principalmente a ocorréncia de mutagdes, mas eventos de
formacao de hibridos, amplificacdo/delecdo génica e possivel troca de material genético entre
organismos também ja foram descritos [Grimaldi e Tesh, 1993].

Como caracteristicas peculiares, os organismos deste género apresentam trans-splicing
do RNA mensageiro, edicdo dos RNAs mitocondriais, duplicacdo génica e transcricao
policistronica dos genes [Stiles et al., 1999]. Os genes codificadores de proteinas estdao
organizados em agrupamentos policistronicos longos que se localizam em uma fita especifica, e
os Unicos fatores de transcri¢ao ja identificados nesses organismos atuam durante a sintese do
RNA “spliced-leader” [Schimanski et al., 2005a]. Aproximadamente 8-10 mil genes sdo
expressos, os quais estdo organizados em grupos de ligacdo cromossomal bastante conservados
entre as espécies [Wirth, 1990]. Verificou-se ainda que o genoma de L. major codifica inimeras
proteinas ligantes de RNA, o que € consistente com a regulagdo pds-transcricional da expressao

génica nesses parasitas [Ivens et al., 2005].

1.4. Telomeros

1.4.1. Caracteristicas gerais

Telomeros sdo as extremidades fisicas dos cromossomos lineares e sdo formados por

DNA e proteinas. A principal funcdo dos teldmeros € proteger esses cromossomos de degradacao
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por exonucleases e de fusdes terminais, mantendo a integridade genomica e a viabilidade celular,
além de garantir a completa replicacdo do genoma [de Lange, 2002, Jonsson et al., 2002]. Assim,
os telomeros previnem ou controlam pelo menos quatro processos bioquimicos distintos que
ocorrem no DNA telomérico in vivo: (1) fusdo com outro teldmero ou extremidade de DNA; (2)
replicacdo das seqiiéncias teloméricas pela telomerase; (3) degradacdo do DNA telomérico; e (4)
recombinacdo nos telomeros ou em suas adjacéncias. Esses controles atuam para manter os
telomeros funcionalmente protegidos [Blackburn, 2001].

Normalmente, os telomeros sdo compostos de repeticdes simples de nucleotideos
dispostas em tandem e de um conjunto de proteinas associadas, que sdo responsaveis por ajudar
no processo da replicagcdo do DNA e por proteger as extremidades dos cromossomos como uma
estrutura em forma de capa (“cap”) (Figuras 6A e 6B) [Blackburn, 2001]. Além disso, em
humanos, tanto os subtelomeros (regides adjacentes aos teldmeros) quanto os teldmeros contém
nucleossomos, € estes apresentam um espacamento alterado quando sd@o comparados com a
cromatina nao telomérica [Tommerup et al., 1994, revisado em Blasco, 2007]. A shelterina, ou
telossomo, € um exemplo de complexo telomérico formado por 6 proteinas telomero-especificas
que se associam com os teldmeros humanos, protegendo-os de degradagdes e fusdes terminais
[de Lange, 2005]. As Figuras 6A e 6B ilustram a estrutura da regido telomérica de mamiferos e

leveduras Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 6 — Estrutura dos telomeros e dos subtelomeros em mamiferos e S. cerevisiae
[Blasco, 2007]. A) Telomeros de mamiferos. Repeticdes teloméricas dupla-fita encontram-se
associadas a um complexo multiprotéico denominado ‘“‘shelterina” ou “telossomo”, formado
essencialmente pelas proteinas TRF1 e TRF2, TIN2, RAP1, POT1 e TPP1. Quando os teldmeros
se apresentam em estrutura aberta (como mostrado no diagrama), o terminal “3’ G-overhang”
aparece associado ao heterodimero POTI1-TPP1, que recruta a telomerase para os terminais do
cromossomo. B) Teldmeros de S. cerevisiae. Repeticdes teloméricas dupla-fita encontram-se
associadas a proteina RAP1, que por sua vez recruta as proteinas SIR2, SIR3 e SIR4, RIF1 e
RIF2, que funcionam como seus fatores regulatérios. Quando os telomeros se apresentam em
estrutura aberta (como mostrado no diagrama), o terminal “3’ G-overhang” aparece associado a
proteina CDC13 que recruta a telomerase para os terminais do cromossomo.

Os teldmeros sdao formados por DNA nas formas de dupla-fita (uma fita rica em G e outra
rica em C) e de simples-fita, rica em residuos do tipo G [Chan e Blackburn, 2004, Blackburn,
2005]. Esta ultima forma uma protrusao em direcdo a extremidade cromossOmica que ¢é
conhecida como “3” G-overhang” [Henderson e Blackburn, 1993, Wright et al., 1997], e a sua
presenca € conservada desde eucariotos unicelulares até vertebrados superiores [Myler et al.,

2000]. Este terminal simples-fita € capaz de assumir estruturas fechadas que sao responsaveis por
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proteger a extremidade dos teldmeros contra a maquinaria de reparo da célula e por regular o
acesso da telomerase [Myler et al., 2000, Dmitriev et al., 2003, Blackburn, 2005, de Lange,
2005]. Uma dessas estruturas ¢ o G-quadruplex, que é formado pelo “empilhamento” de tétrades
de guanidina, sendo regulado pelas proteinas que se associam a simples-fita telomérica, como a
POT1 e a CDC13 (Figuras 7A e 7B) [Fang e Cech, 1993, Zaug et al., 2005, Baird e Farr, 2006,
Salas et al., 2006]. Outra estrutura possivel € o “T-loop”, ou “loop” do telomero (Figura 7C). Os
“T-loops” sdo estabilizados por proteinas e originados pela invasdo da regidao simples-fita na
por¢do dupla-fita do telomero e pela interagdo da porcao dupla fita com proteinas teloméricas [de
Lange, 2004]. Amiard e colaboradores [2007] propuseram recentemente um novo modelo
topolégico na formacdo do “T-loop” e na homeostase dos teldmeros. Eles sugerem que a
proteina TRF2 gera um espiral positivo e condensa o DNA dupla-fita em volta de si, levando o
DNA circunvizinho a se afrouxar e assim favorecendo a invasdo da simples-fita [Amiard et al.,
2007]. A formacdo de uma ou ambas estruturas ja foi observada em células de mamiferos,
ciliados e tripanossomatideos [Griffith et al., 1999, Murti e Prescott, 1999, Muifioz-Jordan et al.,
2001, de Lange, 2004].
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Figura 7 - Estruturas formadas pelo DNA telomérico [Baird e Farr, 2006, Muiioz-Jordan et
al., 2001]. A) Microscopia eletronica das interacdes teloméricas na forma de G-quadruplex. B)
Esquema de uma estrutura G-quadruplex antiparalela e dois “3’ G-overhangs” (em amarelo). Em
preto, estdo representados cations que tém a funcao de estabilizar a estrutura. C) Visualizacao de
uma estrutura em forma de “T-loop” de Trypanosoma brucei.
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As regides teloméricas podem ser longas, como em humanos e alguns protozodrios
parasitas [Makarov et al., 1997, Fu e Melville, 2002], ou apresentar somente poucas centenas de
bases, como em leveduras, ciliados e Leishmania [Larson et al., 1987, Wellinger et al, 1993,
Conte e Cano, 2005]. Essa variacdo quanto ao comprimento ocorre devido a inimeros eventos de
expansdo e contragdo dos teldmeros, o que ocorre até mesmo entre cromossomos de uma mesma
célula [revisado em Barry et al., 2003].

Adjacentes aos telomeros encontram-se os subtelomeros, os quais sdo bastante
divergentes entre os organismos [Henderson, 1995] e compdem-se por seqiiéncias degeneradas
de repeti¢des teloméricas, por outras repeti¢des diversas, por pseudogenes e até por alguns genes
intactos em alguns parasitas [Chiurillo et al, 1999, Cano, 2001, Conte e Cano, 2005, Barry et al.,
2003].

1.4.2. Telomeros de Leishmania spp.: organizacao e estrutura

Os telomeros de tripanossomatideos compartilham algumas caracteristicas conservadas
com os telomeros de outros eucariotos, como a seqiiéncia repetitiva 5’-TTAGGG-3’ encontrada
nos vertebrados, a heterogeneidade do comprimento telomérico entre os diferentes cromossomos
de uma mesma célula e entre diferentes espécies, e a presenga do terminal simples-fita “3* G-
overhang” nas extremidades cromossdmicas [Pryde et al., 1997, Fu e Barker, 1998, Chiurillo et
al., 1999, Cano, 2001, Conte e Cano, 2005]. Em Leishmania, os teldomeros sao constituidos de
repeticoes em tandem de seqiiéncias de 6 pb do tipo 5° -TTAGGG- 3’ [Chiurillo et al, 1999,
Blackburn e Challoner, 1984] idénticas as encontradas em humanos [Moyzis et al., 1988]. Em L.
braziliensis, além das seqii€éncias 5° -TTAGGG- 3°, também sdo encontradas repeti¢des
teloméricas do tipo 5> “TCCACGGGTTAGGG- 3’ [Fu e Barker, 1998; Fu et al., 1998]. Em L.
amazonensis, os telomeros também sdo polimoérficos e variam em tamanho entre 0,2 e 1,0 kb e
estima-se que o tamanho do terminal “3’ G-overhang” seja de 12 nucleotideos [Conte e Cano,
2005].

Nas vizinhangas das repeticdes teloméricas, encontram-se subtelomeros altamente
dinamicos e polimorficos [Pryde et al., 1997, Fu e Barker, 1998, Chiurillo et al., 1999, Chiurillo
et al., 2000, Conte e Cano, 2005, Dobson et al., 2006]. Em Leishmania, os subtelomeros sdo
conhecidos como LCTAS (“Leishmania conserved telomere-associated sequences”) e consistem

de seqiiéncias de DNA curtas e repetitivas que diferem bastante em organizacdo e tamanho,
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dependendo do cromossomo e da espécie [Fu e Barker, 1998, Chiurillo et al., 2000, Conte e
Cano, 2005]. Além disso, estudos indicam que além de apresentar um alto grau de polimorfismo,
essas seqiiéncias também sdo responsaveis por eventos de recombinacio freqiientes [Myler et al.,
1999]. Outros elementos subteloméricos ndo conservados também ocorrem em Leishmania. Em
L. major, a apenas ~ 5 kb dos telomeros, sao expressos alguns genes codificadores de LPGs do
tipo beta-galactosiltransferases de cadeia lateral, que sao responsdveis por modificagdes do
parasita durante a diferenciacdo celular no tubo digestivo do inseto vetor [Dobson et al., 2006].
Embora esse mecanismo de variagdo de LPGs seja muito diferente da sofisticada variacdo
antigénica utilizada por Trypanosoma brucei para prevenir a imunidade adquirida do hospedeiro
[Vanhamme et al., 2001], em ambos os casos a sobrevivéncia do parasita depende diretamente
do repertério genético dos seus antigenos de superficie e a regido subtelomérica € o ambiente
ideal para fornecer esta variabilidade genética por causa dos seus constantes eventos de
recombinacao.

Nos tripanossomatideos, existem poucos dados sobre proteinas ligantes de telomeros
[Cano, 2001, Cano et al., 2002, Fernandez et al., 2004, Siqueira-Neto et al., 2007, Lira et al.,
2007a, Lira et al., 2007c], mas assim como nos vertebrados, sabe-se que os complexos de
proteinas que se associam aos seus telomeros sdo evolutivamente conservados [Dreesen et al.,
2007]. Em T. brucei, trés proteinas que formam complexos com o DNA telomérico rico em G
(complexos C1 a C3) foram co-purificados com a atividade de telomerase e podem formar um
complexo multiprotéico [Cano et al., 2002]. Em L. amazonensis, Fernandez e colaboradores
[2004] identificaram e caracterizaram alguns componentes da cromatina telomérica que se
associam a simples-fita rica em G. Dois complexos de DNA-proteina, denominados LaGT2 e
LaGT3, foram respectivamente identificados como homdlogos a proteina RBP38, que estabiliza
RNAs mitocondriais em organismos Kinetoplastida [Sbicego et al., 2003], e a proteina RPA-1,
conservada em todos os organismos eucariotos. Ha ainda um terceiro complexo, denominado
LaGT1, que é composto por uma proteina de aproximadamente 14 kDa ainda desconhecida.
Foram identificados também dois complexos protéicos que interagem com a seqiiéncia
telomérica dupla-fita, os quais sdo denominados LaTAF [Lira et al., 2007a] e LaTBP1 (que
compartilha dominios estruturais com a proteina telomérica RAP1 de leveduras) [Lira et al.,
2007c]. Recentemente, Li e colaboradores [2005] identificaram homoélogos da proteina TRF2

nos genomas de 7. brucei, Trypanosoma cruzi e de L. major. Assim como a TRF2 de mamiferos,
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a TRF2 de T. brucei (TbTRF2) interage com o DNA telomérico na forma de um homodimero e é

essencial para a manutencdo do terminal telomérico “3’ G-overhang” [Li et al., 2005]. Sabe-se

também que o heterodimero Ku70/80 é essencial para a manutencdo dos telomeros em

tripanossomatideos, provavelmente devido a sua habilidade conservada de recrutar a telomerase

[Conway et al., 2002, Janzen et al., 2004]. Prova disso € que em parasitas 7. brucei deficientes

para a proteina Ku80, assim como nos parasitas telomerase-deficientes, os telomeros sao

gradualmente encurtados até atingirem um tamanho critico e entdo permanecem inalterados

[Janzen et al., 2004, Dreesen et al., 2005].

Na tabela 1, encontra-se um quadro resumo contendo as proteinas que se ligam aos

telomeros de tripanossomatideos [adaptado de Lira et al., 2007b].

Tabela 1:

Proteinas de

Similaridades de seqiiéncia/

Funcao/conservacao das proteinas

Tripanossomatideos dominio de ligacdo ao DNA
Proteinas que interagem com o DNA telomérico simples-fita rico em G
TERT Compartilha similaridades de Identificada in silico. Ha atividade
seqiiéncia com outras TERTSs dentro | de telomerase em trés espécies de
dos motivos candnicos. tripanossomatideos.
Complexos Componentes protéicos ainda nao Purificados por cromatografia de
C1,C2eC3 identificados. afinidade, ligam-se ao DNA
telomérico in vitro.
RPA-1 Compartilha similaridades de Purificada por cromatografia de
seqiiéncia com outras RPA-1 e afinidade, liga-se ao DNA
contém os dominios “OB fold” e telomérico in vitro e estd envolvida
RFA-1. na replicagdo do DNA.
RBP38 N3ao h4 similaridades de seqii€éncia Purificada por cromatografia de

com nenhuma proteina ou dominios

protéicos de eucariotos superiores.

afinidade, liga-se aos telomeros, a
DNAs ricos em GT e ao kDNA in
vitro e in vivo. Esta implicada na

estabilizacdo do RNA mitocondrial

e na replicacdo do kDNA.
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Proteinas que interagem com o DNA telomérico dupla-fita

TRF2 Contém um dominio do tipo Myb e Identificada in silico, sua funcao

compartilha baixas similaridades de | telomérica ja foi confirmada in vivo.

seqiiéncia com o dominio N- Liga-se ao DNA como um
terminal de homodimerizagao da homodimero e € essencial na
TRF2 de humanos. manutencdo do terminal “3” G-
overhang”.

Proteinas que atuam no reparo e na recombinacio do DNA

Complexo Ku70/80 Compartilha similaridades de Identificado in silico, sua fung¢ao
seqiiencia com outras Ku70 e Ku80. | telomérica ja foi confirmada in vivo.
E importante para a manutencio dos
telomeros e ndo estd envolvido no
reparo de quebras em dupla-fita ou

na expressao de VSGs.

A funcdo dos teldmeros em Leishmania ainda é pouco conhecida, mas sabe-se que a
semelhanga dos teldmeros dos outros tripanossomatideos e da maioria dos eucariotos, eles sdo
mantidos pela acdo da ribonucleoproteina telomerase [Cano et al., 1999, Giardini et al., 2006].

A Figura 8 mostra o panorama atual da cromatina telomérica dos tripanossomatideos,
mostrando todas as proteinas que interagem tanto com a regido dupla-fita (TRF2 e Ku70/80),

quanto com a simples-fita telomérica (Rbp38, RPA-1, C1-C3 e telomerase).

TRF2

TRF2
Ku70
Kug0
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Figura 8 — Panorama atual da cromatina telomérica nos tripanossomatideos [Lira et al.,
2007b, in press]. Representagdo do terminal cromossomico dos tripanossomatideos mostrando a
localizagao telomérica de algumas das proteinas que apresentam funcdes conhecidas (verde),
hipotéticas (vermelho) ou desconhecidas (laranja). Nesta Figura estd representada uma
extremidade de cromossomo do parasita e as proteinas que se associam in vitro a simples-fita
rica em G (Rbp38, Rpa-1, C1-C3 e TERT) e a dupla-fita telomérica (TRF2 e Ku70/80). A
seqiiéncia telomérica TTAGGG estd em preto e a regido subtelomérica do cromossomo estd em
cinza.
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1.4.3. A replicacio dos telomeros

A incapacidade das DNA polimerases convencionais de sintetizar completamente uma
das fitas do DNA parental gera um problema na finalizagdo da replicacdo do DNA nas
extremidades cromossdmicas. Isso acontece porque as DNAs polimerases necessitam de uma
extremidade 3’OH livre para adicionarem o préximo nucleotideo e atuam sempre no sentido 5’
para 3’. Ao final de cada evento de replicacdo, os iniciadores de RNA que fornecem esse
terminal 3’0OH livre no terminal da fita descontinua sdao removidos, deixando um espaco nao
preenchido na extremidade 5’ e acarretando a perda de seqiiéncia telomérica a cada novo evento
de replicacdo. Para que ndo haja a perda de seqii€ncias importantes para o genoma, os eucariotos
desenvolveram varios mecanismos capazes de estender os teldmeros, como a replicacao pelas
telomerases e os eventos de recombinacdo homdloga [Alberts et al., 2004, Ohki et al., 2005]. A
Figura 9 mostra um esquema do processo de replicacdo das extremidades cromossOmicas e

evidencia o problema da replicacdo do DNA.
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Figura 9 - O problema da replicacao do DNA [Cano, 2006]. A fita que € sintetizada de forma
descontinua fica mais curta a cada divisao celular, pois as DNAs polimerases convencionais nao
conseguem finalizar a sua sintese. Isso ocorre porque a remog¢ao do iniciador de RNA localizado
no terminal 5’ da fita descontinua deixa um espago nao preenchido (retangulo em vermelho) que
nao é copiado nas proximas replicagdes.
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Além da telomerase, que € o principal mecanismo de manutengao dos telomeros, existem
mecanismos alternativos que sao ativados para manter os teldomeros na auséncia da telomerase.
Estes mecanismos baseiam-se em eventos de recombinagdo que amplificam ou rearranjam
seqiiéncias ja existentes nos telomeros [Teng e Zakian, 1999, Hensen et al., 2000] e parecem agir
como acessorios tanto para os métodos baseados na telomerase, quanto para os que se baseiam
na retrotransposi¢ao [Pardue e DeBaryshe, 2003]. Eles foram descritos pela primeira vez em
raros sobreviventes espontineos em populacdes de leveduras que estavam em processo de
senescéncia apods a perda da telomerase [Lundblad e Blackburn, 1993, Teng e Zakian, 1999]. O
mosquito Anopheles gambiae e a mosca Drosophila melanogaster sdo exemplos de organismos
que realizam o processo de recombinacdo [Roth et al., 1997, Pardue e DeBaryshe, 2003]. Em
Drosophila, por exemplo, ndo ha telomerase e as suas repeti¢cdes teloméricas sdo constituidas de
longas repeticdes em tandem de dois retrotransposons do tipo ndo-LTR chamados HeT-A e
TART, os primeiros elementos transponiveis com um papel genuino na estrutura celular [Pardue
e DeBaryshe, 2003].

Em T. brucei, existe um mecanismo ainda desconhecido que é responsdvel por estabilizar
os telomeros criticamente curtos apds a delecdo o gene TERT. Os telomeros curtos,
transcricionalmente inativos, encurtam-se progressivamente sem causar senescéncia e sao
estabilizados na auséncia da telomerase [Dreesen e Cross, 2006a, Dreesen e Cross, 2006b,
Dreesen et al., 2007].

Na maioria dos canceres, o tamanho dos telomeros ¢ mantido pela telomerase [Shay e
Bacchetti, 1997], porém cerca de 5-10% das células tumorais mantém os seus telomeros
utilizando um ou mais mecanismos alternativos chamados ALT (“alternative lengthening of
telomeres™”) [Reddel, 2003]. Parece que a fita de DNA de um telomero de uma célula ALT
pareia-se com a fita complementar de um outro telomero, e por recombinacdo homoéloga troca
DNA telomérico utilizando esta fita complementar como molde [Dunham et al., 2000]. De
maneira similar, células imortalizadas in vitro também fazem uso da telomerase [Counter et al.,

1992] ou do mecanismo ALT [Bryan et al., 1995].

21



1.5. Telomerase

1.5.1. Caracteristicas gerais: estrutura, funcio e atividade enzimatica

A telomerase é um complexo ribonucleoprotéico (RNP) que utiliza um molde de RNA
intrinseco para sintetizar as repeti¢des teloméricas nos terminais cromossomicos [Greider e
Blackburn, 1985]. A telomerase € quase que universalmente conservada em eucariotos. Ela é
composta por uma subunidade catalilica, constituida por um componente protéico semelhante a
uma transcriptase reversa (TERT), por uma subunidade estrutural, constituida pelo componente
RNA da telomerase (TER) e por algumas proteinas associadas [Lingner et al., 1997b, Harrington
et al., 1997, revisado em Autexier € Lue, 2006].

O enovelamento do sitio ativo das telomerases € similar ao das RTs retrovirais. A
estrutura de uma RT € normalmente descrita como uma mao direita semi-fechada. O polegar é
responsavel por contactar e estabilizar o complexo entre o oligonucleotideo de DNA e o molde
do RNA, a palma contém o sitio ativo com os seus dois ions de metal e os dedos encerram junto
com a palma o nucleotideo que vai ser incorporado na molécula nascente de DNA (Figura 10)

[Cristofari e Lingner, 2003].

Palma (sitio ativo)

Figura 10 — Modelo da enzima telomerase proposto por Lingner et al. [1997a]. A
subunidade catalitica (verde) baseia-se no modelo da mao direita da transcriptase reversa do
virus HIV-1 [Kohlstaedt et al., 1992]. O polegar e os dedos estdo voltados para a regido anterior.
Os motivos A, B’, C e D estdo localizados na palma e os aspartatos do sitio ativo estdo proximos
da extremidade 3’ do DNA telomérico (vermelho). A subunidade RNA (azul) posiciona o molde
na regido da palma; a localiza¢ao do resto do RNA estd representada esquematicamente na forma
de sua estrutura secunddria [Lingner et al., 1994]. Subunidades protéicas adicionais podem estar
associadas (dados nao mostrados). O DNA telomérico estd mostrado pareando, mas nao
entrelagcado com a subunidade RNA.
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A maioria dos organismos utiliza a telomerase para replicar os seus terminais
cromossdmicos. Sua atividade ja foi detectada em extratos protéicos de ciliados [Greider and
Blackburn, 1985], vertebrados [Morin, 1989], leveduras [Cohn e Blackburn, 1995], plantas
[McKnight et al., 1997], nemétodas [Magnenat et al., 1999], insetos [Sasaki e Fugiwara, 2000] e
protozodrios [Cano et al., 1999, Muiioz e Collins, 2004, Giardini et al., em preparacdo]. Sabe-se
que a telomerase € normalmente ativa em organismos unicelulares, ja que é requerida para a
proliferacdo indefinida da populagdo celular. Na maioria dos organismos multicelulares, porém,
esta enzima ndo € expressa de forma constitutiva em todos os estdgios de desenvolvimento, nem
em todos os tecidos. Em humanos e plantas, por exemplo, a telomerase pode ser facilmente
detectada em tumores e em células altamente proliferativas, como as células dos ovarios, dos
testiculos e da medula dssea, sendo fortemente reprimida nas células somédticas normais [Kim et
al., 1994, Riha e Shippen, 2003, revisado em Dong et al., 2005]. Contrariamente, em
camundongos e galinhas, a atividade de telomerase pode ser detectada em todos os tecidos
[Prowse e Greider, 1995, Venkatesan e Price, 1998].

O processo de senescéncia celular € o destino inevitivel das células somaticas
replicativas normais. Nessas células, ndo ocorre a expressdo da telomerase e os teldmeros,
portanto, encurtam-se progressivamente a cada evento de mitose. Quando os telomeros atingem
um tamanho muito curto, as células entram em crise (limite de Hayflick, Figura 11) [Shay e
Wright, 2000] e ativam vérios mecanismos de “checkpoint” de ciclo celular e de reparo do DNA
que resultam em fusdes terminais, parada do ciclo celular, senescéncia e/ou apoptose [Shay e
Wright, 2000, Shay e Wright, 2002]. Na maioria dos casos, as células se tornam senescentes
antes de se tornarem cancerosas, mas se alguma célula conseguir ultrapassar o ponto de crise e
continuar se dividindo com os seus telomeros ndo funcionais € a sua maquinaria de reparo de
DNA ativada, isso gerard instabilidade gendmica e favorecerd a oncogénese [Shay e Wright,
2002, Shay e Wright, 2007]. A longevidade e a progressao maligna da célula cancerosa depende
da expressao da telomerase ou de outros mecanismos que auxiliem-nas a manter uma alta
capacidade proliferativa. Assim, em quase todas as células tumorais malignas, ocorre a
reativacio e a expressio da telomerase em altas quantidades. E por isso que a telomerase
continua a ser um alvo muito atraente para o desenvolvimento de novas terapias anti-cancer
[Shay e Wright, 2002]. Além disso, os telomeros e a telomerase podem representar progndsticos

plausiveis como marcadores de células tumorais [Shin et al., 2006].
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Figura 11 — Relacdo entre o tamanho dos telomeros e a capacidade de proliferacao de
diferentes tipos celulares [revisado por Shay e Wright, 2000, ilustracao de Cano, 2006]. Este
grafico mostra que células germinativas (ndo diferenciadas — linha amarela) tém telomeros
longos e multiplicam-se indeterminadamente, e células somadticas (ja diferenciadas — linha
laranja) dividem-se por 50-60 geracdes e perdem seus teldmeros gradualmente (o “limite de
Hayflick” é o momento em que a maioria das células somadticas mostra sinais de
envelhecimento). Células “em crise” que ja acumularam diferentes muta¢cdes morrem ou
reativam a telomerase, tornando-se “imortais”. O encurtamento acelerado dos telomeros (linha
roxa) ocorre em muitas sindromes relacionadas ao envelhecimento prematuro.

1.5.2. Composicao do complexo holoenzimatico da telomerase

Em humanos, apenas os componentes TERT e TER sdo necessdrios para assegurar a
atividade enzimatica in vitro [Weinrich et al., 1997, Beattie et al., 1998], embora in vivo as
proteinas regulatdrias associadas também sejam essenciais para a fun¢do enzimética [Harrington,
2003]. Propde-se que pelo menos 32 proteinas distintas se associam com a telomerase humana
[revisado em Cohen et al, 2007].

Apesar de evolutivamente distantes, a composicao e a estrutura do complexo enzimatico
das telomerases sdo bastante conservadas. Sua composi¢do € semelhante desde leveduras até
mamiferos, incluindo os humanos (Figura 12) [Chen e Greider, 2004, Smogorzewska e de
Lange, 2004, Harrington, 2005]. A fun¢do de cada um destes componentes dos complexos

holoenzimaticos esta descrita adiante.
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Figura 12 — A composicio e a estrutura das telomerases é similar entre leveduras e
mamiferos [Harrington, 2005]. Texto em cinza: seqiiéncia de DNA telomérico. Linha preta:
estrutura secundaria dos RNAs das telomerases (h'TR em humanos e TLC1 em leveduras) com a
seqiiéncia do molde indicada por uma linha vermelha. Os componentes protéicos com
similaridades na seqiiéncia ou na fun¢do estio indicados com cores similares. Adaptado de Chen
e Greider [2004] e Smogorzewska e de Lange [2004].

1.5.2.1. O componente protéico TERT

O complexo ribonucleoprotéico (RNP) da telomerase foi purificado pela primeira vez em
extratos de Euplotes aediculatus [Lingner e Cech, 1996]. Um dos polipeptideos que co-
purificaram com a atividade de telomerase foi parcialmente seqiienciado por espectrometria de
massa. A clonagem e a andlise dessa seqiiéncia revelaram que a proteina purificada (p123)
apresentava homologia com os motivos ji conhecidos das RTs e apresentava similaridades com a
proteina Est2p de S. cerevisiae. Esta proteina de S. cerevisiae ja tinha sido previamente
identificada por sele¢do genética em mutantes que apresentavam teldmeros curtos e fendtipo de
senescéncia e foi reconhecida mais tarde como sendo o componente TERT [Lingner et al.,
1997b]. Baseados nas seqiiéncias ja conhecidas de E. aediculatus e S. cerevisiae, foram
identificados e clonados os genes homoélogos de humanos [Harrington et al., 1997], leveduras
[Nakamura et al., 1997], camundongos [Greenberg et al., 1998], plantas [Oguchi et al., 1999],
protozodrios e helmintos [Bryan et al., 1998, Malik et al., 2000, Giardini et al., 2006].
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Andlises de seqiiéncia e de funcdo dos componentes TERT j4 clonados mostram que eles
conttm dominios funcionais que estdo distribuidos ao longo da cadeia polipeptidica, e a
disposi¢do desses dominios encontra-se ilustrada na Figura 13. Um dominio central do tipo das
transcriptases reversas (dominio RT) exibe grupos de conservacdo de seqiiéncias previamente
identificados entre os membros da familia das transcriptases reversas (RTs). Esse dominio
central contém os motivos 1, 2, A, B’, C, D e E [Bryan et al., 1998] e encontra-se flanqueado por
uma longa regido N-terminal, contendo os motivos GQ, CP e QFP [Friedman e Cech, 1999; Xia
et al., 2000] e uma curta regido C-terminal. Entre a regido N-terminal e os motivos das RTs, ha
também o motivo T que é telomerase-especifico [Bryan et al., 1998] (Figura 13). E interessante
notar que entre os componentes TERT ja identificados encontra-se o de Giardia lamblia
(GITERT), que contém a maioria dos motivos e das caracteristicas das telomerases ja descritas,
mas ndo apresenta o motivo T telomerase-especifico. Apesar disso, a identificacdo de que a
telomerase de um dos protozodrios parasitas mais antigos evolutivamente € similar as
telomerases da maioria dos outros eucariotos, sugere que essa enzima deve ter surgido antes de
G. lamblia, o eucarioto mais primitivo ainda existente [Malik et al., 2000].

Os dominios das RTs constituem o nucleo catalitico da telomerase, sendo os responsaveis
pela sua funcdo enzimadtica [Bryan et al., 1998]. Comparagdes entre os dominios das diferentes
familias das RTs levaram a conclusdao de que as TERTs sdo mais proximamente relacionadas
com as RTs da familia de retrotransposons do tipo ndo-LTR (“long terminal repeat”), sugerindo
a sua antiga origem evolutiva [Eickbush, 1997, Nakamura e Cech, 1998]. Uma das
caracteristicas que distinguem o componente protéico das telomerases das RTs convencionais € a
presenca de uma grande inser¢do entre os motivos A e B’ (IFD, Figuras 13 e 14). Como estes
motivos estdo localizados dentro da regido da palma e dos dedos, presume-se que esta insercao
seja uma elaboracdo da estrutura dos dedos [Lue et al., 2003]. Outra caracteristica distintiva nas
telomerases € a presenca de uma longa e bésica regido amino-terminal [revisado em Autexier e

Lue, 2006].
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Figura 13 - Esquema comparativo das seqiiéncias TERT [Giardini et al., 2006]. O gene que
codifica o componente TERT de L. amazonensis contém todos os motivos conservados
encontrados em varios organismos filogeneticamente distantes. Motivos conservados de TERT:
N-terminal, T, e os motivos das transcriptases reversas 1, 2 ¢ A-E. Os motivos N-terminal e T
sdo telomerase-especificos, enquanto os motivos das transcriptases reversas sao compartilhados
com todas as transcriptases reversas pertencentes a familia de retrotransposons do tipo ndo-LTR
[Eickbush, 1997]. Os nimeros embaixo das linhas indicam os tamanhos das fases de leitura
aberta em aminoacidos. O componente TERT de H. sapiens (WTERT) representa os vertebrados;
C. parvum (CpTERT) e G. lamblia (GITERT) representam os protozodrios Apicomplexa e
Diplomonados.

Friedman e Cech [1999] identificaram pelo menos quatro regides essenciais a atividade
da telomerase apds andlises delecionais na regido N-terminal do componente TERT de S.
cerevisiae (Est2p). Os resultados obtidos sugeriram que a regido N-terminal de Est2p faz
importantes contatos com o RNA da telomerase e tem um importante papel na interagdo com
outros componentes do complexo da telomerase [Friedman e Cech, 1999]. Resumidamente, os
resultados de varios estudos indicam que os motivos QFP, CP e T dos homdlogos TERT de
Tetrahymena thermophila, S. cerevisiae e humanos sdo necessdrios para a interacdo do
componente protéico com o componente TER de forma especifica [Friedman e Cech 1999,
Bryan et al. 2000, Armbruster et al. 2001, O’Connor et al. 2005]. Varias fun¢des t€m sido
propostas para a regido conservada do motivo GQ [Xia et al., 2000], incluindo o recrutamento da

proteina Est3p, que regula a atividade da telomerase, e a ligacdo de acidos nucléicos ndo-
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especificos em leveduras [Xia et al. 2000, Friedman et al., 2003], as interacdes com o DNA
telomérico e o hTR em humanos [Lee et al. 2003; Moriarty et al. 2004] e as intera¢des com o
TER de T. thermophila [O’Connor et al. 2005]. J4 a regido do extremo N-terminal da proteina
TERT (TEN), apesar de ndo demonstrar conservacao de seqiiéncia, mostrou-se importante para a
manutencdo dos telomeros e a atividade da telomerase quando analisada no complexo RNP
nativo [Xia et al., 2000] (Figura 14).

A resolugdo da estrutura cristalizada da RT do virus HIV-1 revelou que trés motivos siao
claramente importantes para a sua processividade enzimaética: os motivos 1 e 2, que se encontram
na regiao dos dedos e interagem com o nucleotideo trifosfato que serd incorporado, e o motivo E,
que se localiza na interface entre os dominios da palma e do polegar e interage com a fita de
DNA que seré transcrita de forma reversa [Huang et al., 1998]. O motivo C, que apresenta dois
residuos de aspartato invariantes que sdo essenciais para a ligacdo a metais e para a quimica da
polimerase, também € importante para a processividade da enzima [Bryan et al., 2000], mas os
seus efeitos na processividade sdo mediados por sua conformagdo geral e quimica, e ndo pelos
aminoécidos em si [Peng et al., 2001].

O dominio do extremo N-terminal da proteina TERT (TEN) foi a primeira estrutura
obtida em alta-resolu¢do de qualquer por¢ao do componente TERT [Jacobs et al., 2006]. Esta
estrutura exibe na sua superficie residuos de aminodcidos filogeneticamente conservados,
cruciais para a atividade catalitica da telomerase e necessdrios para a interacdo seqii€éncia-
especifica do terminal telomérico “3” G-overhang”. Isso demonstra que o dominio TEN interage
de forma especifica com os substratos de DNA telomérico e também funciona como um dominio
de ligacao ao RNA independentemente da seqiiéncia. A habilidade do dominio TEN de se ligar
tanto a0 RNA quanto ao DNA telomérico sugere a sua atuacdo na atividade catalitica da

telomerase [Jacobs et al., 2006].
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Figura 14 - Determinantes estruturais da processividade da telomerase [adaptado de Lue,
2004]. Estao ilustradas as regides do RNA da telomerase e do componente protéico TERT que
contribuem para a processividade da adicdo de nucleotideos ou de repeticdes. Para fins
comparativos, um esquema da transcriptase reversa do HIV-1 também estd mostrado. As
designacdes das cores sdo: azul, estruturas que contribuem para a processividade da adi¢ao de
nucleotideos; magenta, estruturas que contribuem para a processividade da adi¢do de repeti¢des;
verde, estruturas que contribuem para ambos os tipos de processividade da telomerase. Como
ilustrado na figura, todos os componentes protéicos TERT cont€m na sua regido central sete
dominios bem caracterizados das transcriptases reversas (denominados 1, 2, A, B’, C, D e E).
Além disso, quase todos os componentes TERT possuem na sua regido N-terminal um grupo de
quatro motivos telomerase-especificos (denominados GQ, CP, QFP e T). A regido do extremo N-
terminal da proteina (aqui denominada N) ndo € muito conservada, mas também &
funcionalmente importante.

1.5.2.2. O componente RNA da telomerase

Enquanto o componente protéico TERT contém dominios conservados compartilhados
por vdrios organismos filogeneticamente distintos, o componente TER varia bastante em
tamanho e seqii€éncia primadria entre os diferentes organismos (Figura 15) [Chen et al., 2000]. O

componente TER fornece a seqiiéncia molde para a transcri¢do reversa, assim como atua na
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organizacdo da montagem do complexo ribonucleoprotéico durante o processo de maturacio e
também na enzima ja completamente madura [Zappulla e Cech, 2004, Stone et al., 2007]. Apesar
das variagOes na seqiiéncia de nucleotideos e no tamanho das suas moléculas, alguns elementos
das estruturas secundarias do TER parecem compartilhar os mesmos papéis funcionais em
ciliados, leveduras e vertebrados, sugerindo que as atividades bioquimicas béasicas do RNA da
telomerase sao bastante conservadas (Figura 15) [Chen et al., 2000, Zappulla et al., 2005]. Sua
interacao com o componente TERT determina a atividade catalitica, a processividade e a ligacao
aos telomeros [Hardy et al., 2001, Chen e Greider, 2003, Lai et al., 2003].

As regides conservadas em vertebrados incluem um dominio do tipo H/ACA na sua
extremidade 3’, a regidao do molde, o “pseudoknot” e outros dominios (CR4-5 e CR7, Figura 15)
que estdo envolvidos na estabilizacio do RNA, no seu acimulo, na sua montagem com outros
componentes e na sua localizacdo celular [Mitchell et al., 1999a]. Entre os dominios conservados
funcionalmente essenciais a telomerase estd o ‘“‘stem-loop” IV (Figura 15), que estimula
fortemente a atividade e a processividade da enzima [Chen et al., 2006].

A importancia do componente TER para a funcio da telomerase in vivo tem sido bastante
estudada em camundongos, nos quais o rompimento genético do TER abole a atividade da
telomerase e encurta os telomeros [Blasco et al., 1997], alterando a viabilidade a longo-prazo dos
sistemas de renovagao dos 6rgdos [Lee et al., 1998]. Além disso, os teldmeros curtos mostraram-
se como supressores da progressdo tumoral e a oncogénese foi reduzida nas proximas geracoes
[Greenberg et al., 1999, revisado em Blasco, 2005]. Porém, quando a telomerase foi re-
introduzida nesses camundongos, a enzima foi capaz de reconhecer e de estender os telomeros
curtos, prevenindo a ocorréncia de fusdes terminais e o aparecimento de fenotipos de senescéncia
[Hemann et al., 2001, Samper et al., 2001], assim como restaurou o potencial oncogénico
[Greenberg et al., 1999]. Estes fatos apontam o uso da telomerase como possivel terapia génica
nos casos de doencas humanas que causam o envelhecimento prematuro ou de doencas
associadas ao envelhecimento normal, e como possivel alvo para o desenvolvimento de drogas

capazes de prevenir o crescimento de tumores [Blasco, 2005] .
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Figura 15 — Estruturas dos RNAs das telomerases [Autexier e Lue, 2006]. Encontram-se
ilustradas as estruturas secundarias dos RNAs das telomerases de 7. thermophila, H. sapiens e S.
cerevisiae [Romero e Blackburn, 1991, Chen et al., 2000, Lin et al., 2004, Zappulla e Cech,
2004, Dandjinou et al., 2004]. Estdo indicadas as regides do molde (em amarelo), as principais
regides de ligacdo ao componente protéico TERT (caixas em lilds) e elementos de regulacdao dos
limites do molde (caixas em azul). Também estdo indicados os sitios de ligacdo de baixa
afinidade ao componente TERT que se localizam na hélice IV e o elemento de reconhece o
molde (TRE) em Tetrahymena, além do dominio do molde/“pseudoknot” em humanos (em
laranja). O componente TER de leveduras é incomumente grande e contém, além do nicleo
central apresentado na figura, muitos bragos que interagem com diferentes proteinas. Estas partes

restantes estdo esquematicamente representadas por linhas interrompidas por barras.
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1.5.2.3. Outros componentes protéicos do complexo holoenzimatico da telomerase

Além dos componentes TERT e TER, o complexo holoenzimético da telomerase
necessita da atuacdo conjunta de proteinas acessoOrias para ser cataliticamente ativo in vivo
(Figura 12) [Smogorzewska e de Lange, 2004].

Em S. cerevisiae, a telomerase é composta pelos seus componentes usuais TERT (Est2p)
e TER (TLC1) e por duas proteinas acessorias: a Estlp e a Est3p [Lendvay et al, 1996, Hughes et
al., 2000]. Essas trés proteinas atuam em conjunto para recrutar a proteina CDC13, que por sua
vez recruta a telomerase para os telomeros. Embora Estlp e Est3p ndo sejam necessdrias para a
atividade da telomerase in vitro [Lingner et al., 1997b], mutacdes nos genes que codificam esses
componentes levaram ao encurtamento progressivo dos telomeros (fendtipo “ever shorter
telomeres” ou EST) [Lundblad e Szostak, 1989, Lendvay et al., 1996].

Em humanos, ha pelo menos trés ortélogos da proteina Estl de leveduras, dois dos quais
(EstlA e B) foram recentemente descobertos como codificadores de proteinas associadas a
telomerase, sugerindo um papel conservado para o gene Estl na regulacdo das telomerases
[Snow et al., 2003, Reichenbach et al., 2003, revisado em Lundblad, 2003]. Recentemente, Singh
e Lue [2003] descreveram a identificacdo dos ort6logos de Est1-3 em Candida albicans.

A disquerina € uma putativa pseudouridina sintase da classe das ribonucleoproteinas
portadoras do motivo H/ACA que se liga ao componente RNA da telomerase de humanos [Heiss
et al, 1998; Mitchell et al, 1999a]. A disqueratose congénita ¢ uma sindrome humana que
apresenta deficiéncia de telomerase. A forma da doenca que € ligada ao cromossomo X € devida
a uma mutag¢do na prépria disquerina, enquanto a forma autossdmica dominante € devida a
mutacdes no gene do componente hTR [Mitchell et al, 1999b]. Pacientes com mutacdes na
disquerina apresentam cinco vezes menos hTR do que as pessoas ndo afetadas pela doenca,
implicando esta proteina no processamento ou na estabilidade do RNA da telomerase. Como
conseqiiéncia, estas mutacdoes também resultam em manutencao ineficiente dos teldmeros e em
baixa atividade da telomerase [Mitchell et al, 1999b].

No protozodrio Tetrahymena, foram purificadas e caracterizadas as proteinas p65 e p45,
que também desempenham papéis essenciais na manutenc¢do dos teldmeros atuando como parte
do complexo holoenziméatico da telomerase desse ciliado e favorecendo a elongacdo dos
telomeros pela telomerase [Witkin e Collins, 2004]. A subunidade protéica p65 contém um

motivo La caracteristico de uma familia de proteinas ligantes diretas de RNA [revisado em
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Wolin e Cedervall, 2002]. Esta proteina estd presente no extrato celular associada
especificamente com o componente TER e a sua deplecdo genética reduz o actimulo do
componente TER in vivo [Witkin e Collins, 2004]. Mais recentemente, os mesmos pesquisadores
caracterizaram os outros dois componentes protéicos do complexo holoenzimatico da telomerase
de Tetrahymena que foram enriquecidos durante a purificacdo do componente TERT, as

subunidades p75 e p20 [Witkin et al., 2007].

1.5.3. Replicacao dos telomeros pela telomerase

A telomerase catalisa a sintese de novo dos terminais cromossdmicos simples-fita da fita
rica em G. Como uma RT especializada, ela utiliza uma seqii€ncia reversa da repeticao
telomérica contida no molde do TER para copiar e adicionar novas repeti¢cdes nos terminais
cromossdmicos em replicacao [Greider e Blackburn, 1989; Shippen-Lentz e Blackburn, 1990].

Durante a replicacio do DNA, a telomerase se liga a fita G telomérica, alinhando a
extremidade 3’ mais distal, ou “3’ G-overhang”, com o molde do TER e a regido 5° dessa
extremidade no sitio de ancoragem [Hammond et al., 1997]. A adicdo de deoxinucleotideos ao
terminal 3°’0OH ocorre no sitio ativo pela transcricdo reversa do molde contido no TER. A
interacdo da telomerase em dois sitios diferentes da fita rica em G permite a extremidade 3’
recém-sintetizada se translocar em relagdo ao TER, ou vice-versa, e dessa forma prosseguir a
sintese da repeti¢do subseqiiente sem que ocorra a completa dissociagdo dos componentes dessa
reacdo [Greider e Blackburn, 1989] (Figura 16). Este processo, chamado de translocagao,
envolve a ruptura do pareamento de bases do hibrido DNA-RNA, o reposicionamento do molde
de RNA em relacdo ao sitio ativo da enzima e o repareamento das moléculas de DNA e RNA na

regido do molde responsdvel pela interagdo [Kelleher et al., 2002].
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Figura 16 - Ciclo de reacio da telomerase [Kelleher et al, 2002]. O componente transcriptase
reversa da telomerase (esquematicamente demonstrado em azul) transcreve de forma reversa o
molde do RNA da telomerase (em vermelho) para a sintese das repeti¢des teloméricas. A ligacao
da telomerase aos telomeros envolve o pareamento de bases com o molde de RNA. Em cada
ciclo de transcricdo reversa, uma repeticado telomérica € adicionada. Apds a adicdo de uma
repeticdo telomérica, a telomerase se dissocia do substrato telomérico ou se transloca para
adicionar uma nova repeticao.

1.5.4. Regulacao da atividade da telomerase por proteinas que atuam nos teléomeros

Os telomeros fornecem muitos sitios de ligacao para proteinas teloméricas, as quais t€ém
um papel essencial na regulagdo do comprimento e na protecdo dos terminais teloméricos
[Mattern et al., 2004]. As proteinas teloméricas sdo também responsdveis por recrutar a
telomerase para os telomeros [Smogorzewska e de Lange, 2004]. Sabe-se que teldmeros curtos
em humanos e leveduras sdo substratos preferenciais para a extensdo da telomerase, em parte
devido a erosdo dos sitios de ligacdo a proteinas que normalmente impedem o acesso da
telomerase [Harrington, 2005].

Em mamiferos, existe um complexo multiprotéico denominado shelterina ou telossomo
que contém as proteinas TRF1 e TRF2, TIN2, RAPI1, POT1 e TPP1 e se liga a regido dupla-fita
dos telomeros. A shelterina ¢ um complexo dindmico que atua juntamente com diversas outras
proteinas de reparo, alterando a estrutura do DNA telomérico e assim protegendo-o do ataque de

nucleases. As proteinas TRF1 e TRF2 ligam-se a regido dupla-fita do DNA telomérico e

influenciam tanto no comprimento, quanto na protecdo dos telomeros [Loayza e de Lange,

34



2003]. Estas proteinas também tem sido encontradas nos “T-loops” teloméricos [Griffith et al.,
1999] e mostraram-se reguladoras negativas da atividade da telomerase, pois favorecem o estado
telomérico protegido e inacessivel [Smogorzewska et al., 2000]. Por outro lado, a proteina POTI,
além de fazer parte do complexo da shelterina, interage com a proteina TPPI, e recruta a
telomerase para o terminal telomérico simples-fita, aumentando a processividade enzimadtica e
facilitando a extensao telomérica pela telomerase [Colgin et al., 2003, Xin et al., 2007, Wang et
al., 2007]. Esta descoberta sugere uma dupla funcdo para as proteinas POTI1: em telomeros
longos, elas inibem a atividade da telomerase devido a uma competicdo pelo substrato de DNA.
Quando os telémeros ficam curtos, POT1-TPP1 perdem o seu sitio de ligacdo ao DNA, se
dissociam dos telomeros e passam a agir como fatores de processividade da telomerase. Uma vez
restabelecido o tamanho dos telomeros, essas proteinas voltam a se ligar aos teldmeros,
impedindo o acesso da telomerase [Xin et al., 2007, Wang et al., 2007].

Além das proteinas que fazem parte do complexo da shelterina, outras proteinas também
sdo capazes de atuar na regulacdo positiva e negativa da atividade da telomerase. A proteina de
replicacdo A (RPA) € uma proteina ligante de DNA simples-fita altamente conservada que
também estd envolvida no processo de manutencdo dos telomeros [Wold, 1997, Smith et al.,
2000]. Schramke e colaboradores [2004] descobriram que a RPA ativa a telomerase de leveduras
levando a proteina Estlp aos telomeros durante a fase S do ciclo celular. Além disso, a RPA-1
humana, assim como a hPOTI1, modula a desestruturacdo das estruturas denominadas G-
quadruplex que sdo formadas pelo terminal 3’ simples-fita rico em G in vitro, o que permite o
acesso da telomerase aos teldmeros [Salas et al, 2006]. Em Schizosaccharomyces pombe, a RPA,
juntamente com a Tazl, também é requerida para prevenir a rdpida perda dos telomeros [Kibe et
al, 2007]. Recentemente, foi demonstrado que a RPA-1 esta diretamente associada aos telomeros
de Leishmania, sugerindo uma conservacao na a¢do dessa proteina na manutengdo dos telomeros
de diferentes organismos [Siqueira-Neto et al., 2007]. A proteina CDC13 desempenha um papel
fundamental na regulag@o positiva da atividade da telomerase de leveduras [Evans e Lundblad,
1999, Bianchi et al., 2004]. HA um modelo de atuacdo da telomerase in vivo que envolve a
atuacdo sinérgica das proteinas RPA-1 e CDC13 nos telomeros de S. cerevisiae [Schramke et al.,
2004]. A CDC13 parece exercer ainda um outro papel na regulacdo da atividade da telomerase,

coordenando a sintese de ambas as fitas dos teldmeros, recrutando primeiro a telomerase e
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subseqiientemente limitando a sintese da fita rica em G pela telomerase em resposta a replicagao
da fita rica em C [Chandra et al., 2001].

Outras proteinas que regulam positivamente a atividade da telomerase sdo as chaperonas
p23 e hsp90 (“heat shock protein 90”). Estas proteinas formam associagOes estdveis com a
telomerase e parecem ser importantes em diversos aspectos do funcionamento da enzima, que
vao desde o correto enovelamento do polipeptideo hTERT nascente e a montagem do complexo
hTERT-hTER, até a manuten¢cdo de um estado conformacional compativel com a ligagdo aos
telomeros [Forsythe et al, 2001, Keppler et al, 2006].

A proteina nucleolar PinX1 (“Pin2/TRF1-interacting protein”) é conhecida como uma
potente inibidora da telomerase em humanos e leveduras [Zhou e Lu, 2001, Guglielmi e Werner,
2002]. Em leveduras, a PinX1 inibe a atividade da telomerase seqiiestrando o componente TERT
(Est2p) para os nucléolos, impedindo-o de se ligar ao componente TER (TLC1) [Guglielmi e
Werner, 2002, Lin e Blackburn, 2004]. Em humanos, a hPinX1 se liga diretamente ao
componente h'TERT, inibindo a atividade enzimética e agindo como supressora de tumor [Zhou e
Lu, 2001]. Um possivel homoélogo da proteina PinX1 foi clonado recentemente em L.
amazonensis [capitulo IV desta tese].

No protozodrio ciliado Oxytricha nova, as proteinas ligantes de DNA simples-fita
denominadas subunidades protéicas o e B tém 56 kDa e 41 kDa, respectivamente, e formam
entre si um complexo heterodimérico [Froelich-Ammon et al., 1998, Gottschling e Zakian].
Ensaios enzimaticos mostraram que a presenga dessas subunidades inibiu a atividade da
telomerase, pois elas se ligam ao mesmo substrato de DNA utilizado pela telomerase, ou seja, o
DNA telomérico simples-fita rico em G, tornando-o inacessivel a replicacao [Froelich-Ammon et

al., 1998].

1.5.5. A telomerase em protozoarios patogénicos

A telomerase tem sido estudada em numerosos organismos, mas muito pouco se conhece
sobre as telomerases de protozodrios patogénicos.

Os genes que codificam os componentes TERT das telomerases de T. brucei e
Leishmania spp. foram recentemente clonados e caracterizados [Dreesen et al., 2005, Giardini et
al., 2006]. Ambos compartilham caracteristicas candnicas das telomerases, embora as TERTSs de

diferentes espécies de Leishmania apresentem maior homologia entre si do que com as TERTSs
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de outros tripanossomatideos e eucariotos [Giardini et al., 2006]. Dreesen e colaboradores [2005]
mostraram que a dele¢cdo do componente TERT em 7. brucei gera um progressivo encurtamento
dos telomeros, embora isso ndo pareca ser letal para os parasitas.

Entre os protozodrios tripanossomatideos, a atividade de telomerase foi identificada em
extratos semi-purificados de L. major, L. tarentolae, T. brucei [Cano et al., 1999] e L.
amazonensis [capitulo II desta tese]. Esses estudos mostraram que a atividade in vitro da enzima
gera produtos de tamanho crescente, com periodicidade equivalente a adicdo de 6 nt (ou
TTAGGG) ao terminal 3’ do substrato e que os extratos protéicos desses parasitas sdo sensiveis
ao tratamento com RNase A e a substitui¢cao dos nucleotideos trifosfatos por dideoxinucleotideos
[Cano et al., 1999]. Em T. cruzi, a telomerase encontra-se ativa nos diferentes estdgios de
desenvolvimento do ciclo de vida do parasita [Mufioz e Collins, 2004]. A enzima cataliticamente
ativa é um grande complexo ribonucleoprotéico e o0 molde do RNA da telomerase de T. cruzi
apresenta uma permutacdo atipica rica em citosina [Muioz e Collins, 2004], sendo idéntico ao
encontrado no TER de T. brucei [Cano et al., 1999].

Nos patogenos Plasmodium falciparum e T. brucei, a telomerase parece ndo apenas
promover a manuten¢do dos telomeros, mas também reparar os terminais cromossOmicos
quebrados [Bottius et al., 1998, Figueiredo e Scherf, 2005, Horn et al., 2000, Dreesen e Cross,
2006]. Em T. brucei, quando ocorre quebra de DNA em sitios de expressdo transcricionalmente
ativos, a telomerase adiciona novas repeticdes teloméricas para tentar reparar a quebra, evitando
rearranjos e fusdes cromossdmicas. Os novos teldmeros formados sdo estendidos rapidamente no
inicio, mas a taxa de extensdo cai conforme os teldmeros aumentam de tamanho [Horn et al.,
2000, Dreesen e Cross, 2006]. Por outro lado, quando os dois alelos do gene TERT foram
rompidos nesses organismos, os teldmeros encurtaram gradativamente cerca de 3-6 pb por
geracdo, mas os parasitas ndo demonstraram nenhuma deficiéncia no crescimento [Dreesen et al.,
2005]. Os teldmeros curtos transcricionalmente inativos tendem a se estabilizar com cerca de 41-
200 pb utilizando-se de um mecanismo ainda desconhecido capaz de manter a viabilidade dos

parasitas mesmo na auséncia da telomerase [Dreesen e Cross, 2006, Dreesen et al., 2007].
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2. OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivos principais:

I. A clonagem e o estudo funcional do gene que codifica 0 componente transcriptase
reversa (TERT) da telomerase em Leishmania spp.;

II. A purificagdo e a caracterizacdo bioquimica da atividade de telomerase de Leishmania

amazonensis.

3. SOBRE A APRESENTACAO DESTA TESE

Esta tese estd apresentada em quatro capitulos:

CAPITULO I:

= Clonagem e caracterizacdo do gene que codifica o componente TERT de Leishmania
amazonensis, cujos resultados estdo apresentados na forma de um artigo publicado
intitulado: “The putative telomerase reverse transcriptase component of Leishmania
amazonensis: gene cloning and characterization”. Miriam A. Giardini, Cristina B. B.
Lira, Fabio F. Conte, Luciana R. Camillo, Jair L. de Siqueira Neto, Carlos H. I. Ramos,

Maria Isabel N. Cano. Parasitol. Res. (20006), 98:447-454.

= Resultados complementares:

- Expressado heterdloga de versoes truncadas da proteina LaTERT em sistema bacteriano
(E. coli);

- Producdo de anticorpos policlonais em coelhos contra as proteinas recombinantes;

- Teste dos anticorpos por “Western blotting”;

- Experimentos de imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP) para verificar a interacdo da

telomerase com o DNA telomérico in vivo.

CAPITULO II:
= Purificacdo e caracterizacdo bioquimica da telomerase de L. amazonensis, no qual os
topicos de material e métodos, resultados e discussdo estdo apresentados sob a forma de

um manuscrito em preparagao.
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CAPITULO III:

= Geracgao de ferramentas para a purificacdo do complexo holoenzimatico da telomerase
de T. brucei utilizando o sistema ‘“PTP-tagging”.

= Tentativa de identificacdo do componente RNA da telomerase de tripanossomatideos

utilizando ensaios de “primer-extension”.

CAPITULO IV:
= Resultados complementares referentes a identificagcdo, amplificacdo e clonagem de um
gene de L. amazonensis que apresentou similaridade com a PinX1 de humanos, uma

proteina inibidora natural da telomerase.
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4. CAPITULO I

4.1. CLONAGEM E CARACTERIZACAO DO GENE QUE CODIFICA O
COMPONENTE TRANSCRIPTASE REVERSA DA TELOMERASE DE Leishmania

amazonensis.

4.1.1. Resumo em portugués

O gene da telomerase de Leishmania amazonensis foi clonado por uma estratégia baseada
em PCR utilizando-se oligonucleotideos iniciadores desenhados a partir de uma seqiiéncia de
Leishmania major que compartilhava similaridades com os motivos conservados das
telomerases. Os genes de outras trés espécies foram clonados com propdsitos comparativos. O
alinhamento multiplo das seqiiéncias através do programa ClustalW demonstrou que as
telomerases de Leishmania apresentam muito mais homologia entre si do que com as proteinas
de outros kinetoplastideos e eucariotos. Experimentos de caracterizacdo indicaram que o gene
predito da telomerase de Leishmania encontra-se provavelmente em cOpia tnica e estd localizado
nos maiores cromossomos. Um unico transcrito de mRNA foi encontrado nos promastigotas.
Andlises filogenéticas sugeriram que a telomerase de Leishmania pode representar uma ligacao

entre 0s ramos mais antigos e 0s novos ramos das telomerases.

4.1.2. ARTIGO I: The putative telomerase reverse transcriptase component of
Leishmania amazonensis: gene cloning and characterization. Miriam A. Giardini, Cristina B.
B. Lira, Fabio F. Conte, Luciana R. Camillo, Jair L. de Siqueira Neto, Carlos H. I. Ramos, Maria
Isabel N. Cano. Parasitol. Res. (2006), 98:447-454.
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Abstract The Lewhmnie amasonensis elomerase gene
was clomed by a polymerase chain reaction=hesed simtegy
using primers designed from a Leismanias mafor sequence
that shared similanities with conserved telomerase matifs,
The genes froam three other species were cloned  for
comparnnve purposes. A ChistalW multiple-seguence
alignment Jdemonsteated that the Lesshoands telomenses
show greates homology with each other than with the
protems of other kmetoplastids and cukoryotes. Chanseter-
zation experiments mdicated that the putative Eesfanani
telomense gene wiss probably mosingle copy amd lecated in
the largest chromosmmes. A single messenger nhonocleic
acid trafisenpt was found 0 promastigotes, Phylogenetic
analysis suggested that Leishmos felomerase . maght
represent @ haison between the oldest and the newest
hranches of iekomemses.

Introduction

Telomernzs, the physseal ends of cukarvotic chromesomes. are
specialized nucleoprotem stnectines responsible for comples-
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M1 MW Cann

Depamanenio Gendice, BB, UNESP-Botucoh,
[Hatriie e Bubido Jansor =, Rubide Jumior
CER F86] -0 Boeneatu, SP Beaed

ing the repleation of DNA and Tor ominfainimg e integhity
and sebility of the geonome (Blackbum 20055 [n mos
cukaryotes, felomeres are fommed by scgments of repetrive
PN A that sssociate with proteing, The Gerich strand fonmsa ¥
protresion thal serves as o suhsteie B elomerase chmgation
{Greider nnd Bluckbarn 989, In Ledsfiaari spp, telomeres
consist of eonserved TTAGOG repeats, which are nin-
tained by the action of telomermse. A nonconserved tel-
orneric repeat is dlso found nosome feivfinang braziliensis
chemosomics (Fooand Barker 1998, Cano ot al 999,
Cano 2061 ). Telomemsze 15 a nhonockeoprotein {ENP) com-
posed of a reverse tmanscriptase component [lelomerase
reverse teansciptase (TERT)|, an imtritsic BN A compone
[telomemse BNA (TER) and several other associated
proteins (Bryan and Cech 1999 TERTs shew sequence
henofogy: with the reverse ranscriptase (KT) family of non-
LTE mtroransposons and. unlke viral BTs, ore assocuated
with TEE. which provades the template for the synthesis of
tebomeric repeats {Malik ot a1, 2000},

The tclomerase BRWNP was first desenbed mocximicts of
Tetvalymrena, W the gene encoding TERT was onginnlly
ihentified m vesst (Es 20 amd then m Euplofos extracts
using reverse genetics (Lmgnor of ol 19971 Homologues
of the yeast and Epdores TERTs have been sdentified in
Sehizosaocharamyees pomhe and  Candido alficans
{Makamura et al 1997} verebrutes (Guo et al 200
Fouramesto ot al. 2000 ), plones (Oguchi et ol 1999, ciliates
{Lmigner of al. 1997; Bryvan o al 1998}, and mcoceshaanid
flagellates protosoans (Mehk ot al 2000; Fgucwedo o
ol 205 ), The primary sinwehuimes of all TERTs descnbed so tar
share feadures that are halbmeaks of &lomenses, as well os
simnlanties wath other BTs. The conserved N-tenmings has al
least three mobifs (0L, CF OQFP) that e cssential for
felomnerase sctivaty, RNA bmding, amd mulimnemesteon |60 o
al, 20006k, Armbrusier et al 2001 ; Lag ctal. 2001 ), in addition o
the dessociates gctivities of tehmmnerase domsain that iz essential
for tebomere elomggtion {Armbruster ef al, 2000 )

The TERT contral domuon contaims the T (ickomerase-
specific ) and the reverse trnscriptase (1, 2 and A-Ed motifs
that are esentizl for enzvme activity (Lingoer o al. (997,
Makwmwra et ul. 1997, Weinrich et al. 1997 Counter e
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al 1997, Within this catalybe core domain, thee are
featurces shared with all TERT=, such as- (1) the distance
between motifs A and B which i longer in TERT= than in
other BTs, amd {5i) the sequence consensus of matifs ©
{hxDDEA Y and E (WxGxSx), which mn other BTs are (F/
Y i DDh {roofef ) and hLCGxxh (matil E). The mutation of
comservid residues i the BT monds of TERT nesulted in
abrogation of telomerase activity m veast and humon cells
{(Lingner et al, 997, Wenrch <t al. 1997; Counter et
al. 1997k In contrass, the C-terminal region of TERTS from
distant orgenisms shows onky week or ro obvious sequence
conservation (Malik et al. 208Kk, Makamura e1 al. | 997),

Many studies have implicated TERT in cellulbar aging,
mmmmesrizhzation, and transtomnaton, Interestingly, cxpres-
sian of the human gene (WTERT) restores  telomenisc
activity m telomernse-negative homan cells {Weinnch o
al. 1997; Counter et al, 1997 The cotoplc expression of
hTERT im normial human diploid fibroblasts is sufficient fo
extend thar hfespan n culture, m agreement with o centril
mile for this protcin m regulsting telomere kength and
tifeapan in human cells (Badnar et ol 1958H)

To extend our knowledge of lelomere componess and
replication, we mvestgated the lunnan pathogen Leishmimiia
spp.. & kinctoplastid profozoean from which the genome lus
by bewn seguenced (Ivens etal, 2005, Different species
of Leishuraniz are the causative agents of leshmaniasis. an
infectious disease that threatens millions of people around
the: wordd amd 5 commonly foamd mcomfcetion with HIY
{http:Swrwacahouant S diseasesdesh'),. Az an imtal step
toward understanding the telomermse of Leidhoanie ot a
miskecular level, we report here the malecolir chmimg and
chamctenzation of the gene for the putative Leishrimmi
wmazoviensis telmernse catalybic subunit | L aersazamensis
TERT (LaTERT)Y. For comparative purposes, the same gene
wes loned from other pamsite species | Ledshmanda major,
Letvionoaniy donoverd, and L bvazifiensis), the causative
agnenits of tegunmentar and viscer] lesshmomiasis. The resulis
presented here support the concluzson that the TERT cata-
bytic subumit is a universally conserved feature of tcbomerases.

Materials and methods
Growih of Leishagnia spp. promastigotes

Promashigetes of L amozerersy stram MHOMBRT 3
M226%, £ mifer strmn MHOM LB U T nedbn, L. drazil-
terigis piramm MHOMBRZ2WII, and L donowesd siniin
MHEOM S Kharomm were culivatzd in exponental
growth m Schneiders (Sigmap or M9 (Coltilab) meds-
uim, supplemented with 5-200% hear inactivated  fetsl
bovine semm and 1= anfibetcantimyconic solution (In-
wittogen ) af ZE°C

BMNA extraction aned HT-PCR

Total RNA was extracted from approsimately 1= 10" kg
phuse promastigotes using Tozol reagent {Invitrogenk. Poly

At messenger ribonoeleic acid (mMRNAY was extractad
from =095 mg of total KNA osing a Message Maker
reagent sssembly {(Invitvogen), secording to the monsfze-
heres's instrections, Reverse teseriptase polymerase chiin
reaction {RT-PCR bwas done using the telomerase primer set
P2F and p?R {Table 1) amd the chdaster BT plos PCR sysiem
(Eppendonfh Approximately 00 ag of mRNA wis reverse
tramscnbed mto complementary DNA (cDMAL The L
amazerenyis silemt  information reculator (SIR2) gene
(Accession mumber AFS3 ) was amplified a3 a control
for the amount of mERNA used m the reactions.

Bsolabion of Letvimania spp, genomic DNA
and clommg of Lesdiseenia spp. TERTS

Genomic DNA was extracted usmg TELT buffer | 140 mM
Trs-HCL pH 75, 5 mM ethylencdisminetetmacetic seid
CEDVTA G pH =0, 100 mM hithnam ehlorsde and 0, 1% Traton
X-100] secording to Cotrim o al. | 1990,

PCE products spanning the entive L amazonensiz, £
hramiliensis, Lomajor, ind L donovani open reading fames
(M Fsh (4,350 bp) were obfamed using primer sct pl F and
pIOR smd | 17 of Platmwm ey {inviteogend, followed by
cloning i the pCR 2L cloning vestar (Invitrogen). The
PCE prodtucts were sequenced mutomatically usimg specifec
primers and primers from the vector (Table 1),

Tabbe 1 Prmer sets weed for FOR amplification anid sequencing of
e guetaitave Leishmanin TERT genes

Privners SEeences

1 FATGTCCGOUTOO TTIOCA-T"

paF FCTTCTCTACACCAACACTTOT-5
p.:I-F" FAGCAAANGLOGTOT A GHROHG-3"
p3R" FOUGOCTOCACACGOC TGOS
paF" FOACTTOOCATOC TACCTG-3

psF" FOCGUTACCCTTGROC AC AC-

PERT SO THTGGCAAGGITAGUGC-3
R F-AGUOLUTOAGCAGA DG ATR-3
pIE FOGTTGCTATOATAACTTATCTAC-T
PRt SO TAAGTIATCATAGC AN OG-S
peE" FTGTOOGGE OO TAT A ACTC Y
PER" FEAGTTCATACGLGCCGTACA 3"
PRt FCATAACAGATUAACCTOU TAL-
pHIE? FTEAAGTOTGC AL AGTOG-
MI13F FOTAAAACGACGLCCAGT- 3
MI13IR" FAUAGUAAACAGUTATGACY

F forward, R everse

OB goneleotiches desipred based an e L. murfor seguisice Koisd in
the dalabase

"'L'Fl.igunu:h:ul:lnx designed from intemal ugnenis oblamed rom
the . amazoneasds TERT saquence

SObponsclentides from pCR 21 cloning veetar {Fvitmgen)
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Southern blotting and ¢hiomosomal mappiong

Aliguats of I pg of genomic DMNA were digested with
L U7 of different restriction enzymes. For Southern
blotting, DMNAs were then fractionated in (.8% agarose
gels in 0.3+ Tris-acetme-EDTA (20 mM Tns-acctate,
15 mM EDTA pH £0) and transferred o Hybond-
M+ membranes {Amersham Biosciences) according to
Sumbrook ond Russell {2001 ), The membranes were hy-
hridized with two different | a-""P|2"-deoxyguanosine 5°
triphosphate (dGTR -labeled intemal LaTERT fragments
(Megaprime DMNA Labeling System, Amersham Biosci-
ences) n hybeadizaton buffer (40 mM phosphate buffer,
pH 7.2, | mM EDTA pH 8.0, 1% SDS) at 65°C. After
hivbridization, the membrancs were washed ot high
strimgencey and exposed o Xeray flm st ~BOC (K-
Omat, Kodak),

Intact chromuosomes from Leisfonania spp. were pre-
pired wsing 1% 1% promastigotes {Wincker ¢t al, 1996), The
chromosomes were separated by pulsed fiekd gel electro-
phoresis (PFGE} o 1.1% agarose gels {Amersham Biosci-
ences) o (L5 Tns-bomte-EDTA (45 mM Tos-borate,
I mM EDTA pH 5.0} m a “Crene Navigator” apparatus
(Amersham Biosciences). The mnnimg conditions. were
optamized =0 a8 1o separate most of the Leivhmanie chiro-
mosomes 0 a single gel (Conte and Cana 20057, After
glectrophoresis, the gels were stmned  with  ethidinom
brosmide (0.5 paimly, photographed. ond alkiline fruns-
ferred to Hybond-N+ membrines {Sambrook and Russell
2001 5. The membeanes were hyhndized as descnbed above,
Soacchamwmces coveviviae il Harsemala wigeen chrnmo-
somes | Bin-Bad) were used as molecular weght markers.

Phylogenetic analyses and sequence aliznments

Bequence aligmments were done with proteim-proten basic
local ahgnment search tool (BLASTRY and BLAST 2
sequences {htpcarww, nebrnbmonih. govibiast b2 seg whilasiZ,
cpil nsing default parameters and with ClugtalV' using o
gip open penitliy of ten and an D matnx. All of the other
parimecters were default, One possible phylogenetic treo

4=l

was constructed by aligning the ammo acid sequences of
the specific motit T and motafs [, 2, and A through £ usmg
the neighbor-jeining method (Sgitou and Mei 198T), The
annbyses were done wsing MEGA version 3.0 (Rettpaew,
megasaftware.net b {Kumar of al. 2004}

Results and discussion

Structural characterization of the putative
Leishmania TERT pene

Leivhmanie sequences depostted in the recently fimshed L
major genome database (httpswww.eblac ok/persies’
leish.html, Ivens et al. 2005} and in the whole genome
shidgon reads of L Seazilfiensis and Leisihmaria infanfim
ihttpwwwesingernac uk/ Projects'L_bramilienss’ and  hitps!
wwewsamzer sl ik Projects'L infantumn} were searched - vin
the OmmBLAST server for putative TERT: usime the most
conserved pan of veast |5 cerevivice (Sc_Es2p), accession
number WP 5423), ciliate  |[Tevummieka  thermoplia
(T TERT), asceesston nomber O7TT443], and  vertchrale
[humm (GTERTE accession nwmber O314746;  hamster
(hamTERT). poccssion number AAF1TI34; Yeropuy Joevis
(A TERT), aceession nunber AAGISET] elomemase protein
sequences conssting of mobifs T, 1, 20 amd A throogh E
Fotwmed L omeajer (acocssion number LngF36.3930) se-
guence amd £, Breziensis and L infarmme shotgun reads were
translated nnd exammed tor the presence of TERT motifs. The
deduced polypeptide sequences of 1,432 amine acid residucs
contained QR Fs with segquence samlanty (o conserved mohifs
of known telomemses and were confirmed by BLASTp
{hprsewonehi nlm b goeblost) and  CloustabW (hitpo
o, chiac.ukiclustalw!) segquence alignments (Table 2 dind
data not shawn],

Overlapping POR products were obtnined  from  the
amplificotion of L amazerensiy genomie DNA {Cotom of
al. 199 and cDNA by uwsing different poimer scls
{Table 1), somec designed foome the retumed L onaior
secpoence wind others from e LaTERT sequence. Sequence
alignments by BLAST 2 and ClustalW' mdicated that the
putative LAaTERT (accession mumbrer AY 232307, L amafor

Table 2 Awmine acid aral michooiide seqiencs alipiments of (he patative trypancssmatil TERT genes uging BLAST 2 sequences

LaTERT LBTERT LATERT LmaTER]
M heotides Ao acads  Mucleotides Arnenie acsls  Moclemides: A acxls Nocleondes Acnine acwls
) % () (%) %) 12) %) ()

LmTERT 97 45 (95) a8 43 () ai 85 (87}

[LATERT 9 B 5B Al BI (&4} -

[hTERT 44 WA 93)

[aTERT -

TCTERT Mo smgmlicasd 30 4423 e slgmlicanl 32 (43) B digialicant 33 (45) M sigmlicanr 37 (43)
sirnilurity sirnilarity wimilarity sipmibarity

THTERT M significand 3 {£d) Mo sigmificant 30 (&1 Wi significane 2% (A9 Mo sigmficant 31 {43}
smalariey atrmalanny sirlanny similarity

Tl vafues ambicote the percentape of idenbily (% similanty in bockets) of the saquences alipned by BLAST
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Fig. | Phylopenatic anolysis of the I wwazosenssy TERT. & Muhipde
aligranaent of the aiving schd sapacnies of the TERT motils, The o
saquemdes of e Home spivay (RTERT, axesdion  nuimber
DdTan)  Messoricety ewartes (hamTERT,  acoessiom. munsher
AAFITASAE X fweave (xTERT, acoessiom number AAGAREIT) L
anpezaiereds  (LaTERT. ocossion  number AVIINT) T ot
ITeTERT, TIGE DB pocessson e Tel0 T35 10719 200, T
Drwced (THTERT, TSGR DB scoession sumber  Thi L1950,
Archidopsis - thafiean (ATERT, accession nomber CACTIRGS) 5
acrevivtin 15e_FS12p, netesion mumier NP_DI3IZ), T devmsgmhils
(Tt TERT. mcession number OF 74480 u (CpTERT mxessm
numnber EAKRRAS0L wl o fomblie (GITERT, pocessiom minder
AF1SE12L) ielommerase gomim wen allgend st Clustal W using a gap
apen of ten ond an ID peiric When peoessary, §ow nanasl ad-
justments ware ol mude. The matifs roin sequentisl onler,
i the M o the © amings. The M-termmed wesals (o CF and GOFF
were determined mmim ik Wi et al | UL ookl T sl the reverse

tusi naefs 1, 2 vl A through B sere deiemmaeead s desonbad
in Brymn el al  1958], Aming acid residues that 2ppear i ol lesst five of
the TERT sequences e Mghiiphied v grav, The astersls indicase the
positions of highly comseroad aming acid residues within the TERT
iy pocomding W Nix ool ('-'IIH'I-] and Biyan o al, {19985 Among
sz mn.-u.-iwf waatlies, Bwr are s amno sl subslindes in
LaTERT ffdgitpleied in Shack). Abhmeviations for the amimn acxds ane

:

o L]

s fallows: 6 ada O Cys, D GAapl, F Gl I plermylalinine
Ml G ophecise (Olvh, A Hiso f Hle, K Dy L leveme (Lot 0
melhbimmne { det), W sspasizine Pl P P, (0 Ghe & Aag 5 serine
isery T Thr ¥ waline (Wall, IF trypiophan (Trpl, ¥ Tyro b The L.
amazareress TERT conlnins the conserved sniemad TERT motifs foomd
in phylogenetically distant ongamisms. TERT comserved  modifs: M-
temrniveed, T, ansd the peverss ronscripease malife 120 and A theoaph B
The M-lormmal and T oodsls are iekimesse-specific. whenss e
TEVESE inse madifs o shared with all roverse temscrplases
Teloaging ue the pan-LTR family, The mamises uncder the Mo indicse
thee seen o the QRFs in amina acids. The regim berazen motis -
tenvnired] anl T (linkers | s ¢ ik, Tht;,rrculd]slmw:lﬂinm
malils A aml B s chamctomsie off & anl ditfrenniates thens from
lber ETs. M sopiens (WRTERT) represemiz venichmte TERTR, 5
cereviving |5c FAIW'EM veast TERTS, O parvum {CpTERT)
and (5 Tomhl Th vepieserd apicanopless and  dipbomaonml
profogss, mspectively, ¢ A possible pivkgenctic e o s
tehimienise reverse tasdrplaae abmified wodate, Thi nelghbor-
joaning distance unmoted ree was constnucted By ahignmend of mels
T phes BT meotifz 1, 2, and A timoagh B, The alignment was done as
in 8 The analysgs wers dome using the WEGH version 30 projran.
The statist=al suppont for esch node 15 wdicated as the peraeniage of
100 wpctstegs sl bramcdns orene oolkapsed al’ Boolserapy suppost was
Ll i 500%
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a0 |— THTERT

GITERT

TERT {LmTERT) {nccession number AY232305) L
Seazifieasiy TERT (LBTERT) (dceession numbser AY2
6R07E)F amd L doncvam’ TERT (LATERT) {accessson
number AY TEIGT2 ) gemes were very simlar {=~83%00 o the
L 36, 29540 sequence with o lagh degree of conservation
among them (Table 2 and dats not shown), They were also
wligned by BLAST 2 with the pututive T pasosoma beece
{ccession numbr ThLAOL E950) aw] Fripomosona crazi
(pccession  nomber Telfh 1EM7053510719. 2000 TERTS,
showing sigmificont similarmes (42—44%) only among
amiane ekl sequences (Table 23,

All four Leishmania TERTs studicd had & motf T thit
way charncteristic of all Leisfmania TERTS, in addifion fo
the reverse trmserplase mohifs |, 2, and A through E, and
the less conserved MN-terminal and C-tenminnl domgins,
ChustalW muftiple-scquence  alignment was used 1o
commpare the pubitive amane aond sequence of LaTERT
with ten ather phylogenctically diversent TERT protein
sequences (Fig la), As m ather TERTs, Leshansria
TERTs contamed the large segment between motifs A and
B' and most of the mdispensable amane acids nnportant for
telomensse activity and cell viability, such as arginine 733
(AETS3) m omonl |, AeTed m omonl 2, asparate 922

{Azp231) m motf A, phitarmane [O7S (GIn 1073 —glyome
107 (Gly1076) in moaf B and Aspl11d-Aspll15 in
motif O (Fig. lab. and deta not shownk However, the
Leishmeenia TERT: also contamed some important amino
aci] substitutions withan the conserved TERT motifs, Saime
of these substrstions ocowrred i pan i the telomerase-
specific motit’ T {FEYXTE) found in all TERT:, cxcep
those of Giardie (accession number AFI951217 and
Caerorhablitiy elemans  (accession  number  Z96647)
{Malik et ol Z000) In the Leisfmoawls TERT:. two
bydrophobic resadecs, myptophan 632 (Trp632) swd pro-
bine 644 (Pro624), substituied the charged residues gluta-
mmate (Crhe)oand orgimine (Argh respectively. Inoaddition, o
comservEive substituion cocured s posihion 629 where o
threomne (Thry appeared in the place of solcucme (e
tyrosine (Tyrl, the later being comserved moooll other
TERT:. lhateresungly, T fbewcef and T e TERT:
(TETERT amd TeTERT, respectively)l also  presented
uming atid substitotions within motf T. For example,
they bedth shoawed a charged hstidine (Hish ressdue m e
plnce of the conscrved [leTyr (Thre29 in LaTERT).
Morcover, i TRTERT, the conscrved Thr (Thet3] in
LaTERT b was substituted by a hydrophobic slamine (Al
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(Fig: lapand g polar cysteine (Cys)appears in the plaee of
the conserved Glo (Trp632 in LaTERT). The motif OFF w
the M-terminus and the C-tesminal domam were the least
eodiserved matifs i Lelebvienie s trypancsomes, as in
other TERTs {Fig. 1 and dota not shownk In & cereviviae,
Crpposperidiunt pervion, Digedia fambila, and Leisliman-
fee TERTs, a polar residue (Gila) wis replaced by a charged
restdue {Arg or besine (Lvsp ArgS 12 m Letsfmania TEET),
In addition, in Leisbaanie TERTS, the hydrophobic residue
proline {Prob was replaced by the polar residue GlyS27
iFig. 1ak The importance of these amino acid substitutsons
for TERT functian uf parasite telmneres will probably he
reveabed by the expression of mutated aml tronecited
telomersse genes in Lesshpmamie. In Fig. 1b, a dmgrum
shows: the position of the TERT domains within distunt
phyvlogenete TERT=, ond demonstrtes that together wath
O parvenn (accession. number EAKSSGAY and Plasoro-
it spp. (Figneiredo. ot ‘al. 20435) TERTs. Leschaanio
TERT s wne of the biggesl kbomenses desenbed so far
Telomerase s predicted to comelate with or predate the
origin of cuksryotes becnuwse linear chromesomes with
telomenc repeats bave been found o the oldess known
cukaryotes (Malik et al. 2000p The extent of homology
between the matits of known TERT protcins (Fig. lajand a
possible phylegencti tree based on theze analvaes (Fig. 1¢)

Fig. ¥ Expresson of I
azaneasiy TERT in
promasiagete fems A imiemnal
2.3 kb Cragmend of LaTERT
gene was amplified by RT-PCR
[frmpe X1 A coninal of (ke
amenunt of <IMA el i the
mactioms, L amiscorensy 1R
wene (1.1 Eiv) was amplidi=d
lrme 210 A comtrsl {€) was dene
nsing ]'iu_,l polymemmse insbead af
the chaster BT Enzyme

1 Eppreenidined

12 3 4

e shown, The neighbor-joinmg phylegenctic tree shown
im Fig. lo was obwmined by aligning the aminog seid
sequences of the specific motf T amd motfz 1, 2, amd A
through E psing MEGA version 300 (Kaomar ¢t al. 2004),
The mclusion of TERT sequences from other kinctoplistids
helped ws o estabhish o more sccurte relationslop aneong
these proteins. This tree clustered the Leisfmaniz and
trypanoseme TERTS with the deplomonnds {Ce. danbiia) at
bl posstion, and oll of the other clustenng patlems

a b
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Fig. 2 Genonvie  orgamization of § omecossensie TERT ol
chrvamsomial WE[lra'ng of Letshnranio spp. TERT= a A reariction
g of the LaTERT logus alaissl by GencBunner analysis of the
wleivage sales (lop) wids confimed by o Southermn bonmg of L
arszarensey genomic DNA digesied with Apad (dowe T dvall (lare
b A1) (Ranme 31 A Glaee S5 Al Hlare 31, Neol (fene @), Psil
{fane F1, 5wl {(fawe Sml (lame @ and Yol (lame 0 and
hwhiclired witban [o-" PG TP-Eabeled 23 Kb Fagnsnl conlaing

e partial sequonce ol he polative LaTERT oo unider 1|$ﬁ

chringency eoniftiims (hadfam | b Chromasamal-sized DA honds
sepmatod by PFGE wers hybridized with the same peote and inder
e same comibitsons as inoa On ihe kefi, ethidium vomide-sised
whrimosomes o L oeecomensiy, L bwasifiensds, L avoovii,
anid L. s The sarwiers an the Jeli of the Ggpane mefer 1o standand
maleculur weighl markers (BoRad) On dhe nghl, an @ooe poinds
e locutia of the Leishogiio TERT gpenes in the larpst
chrvmosomal basubs of all parasie specss
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were smilar to those preveonsly descnbed (Malik e
al. 266K0; Nakamura et al. 19497; Bryan ot al, 1998), The tree
was consistent with the known evolwtionary relatinships
of these ergmnisms and prolably reflected the presence of'a
less comserved maotif T m the putative trvpanosamatid
TERT:. Inaddation. it suggested that trypanosematid TERT:
imight represent o Bason between the plidest brimches and
the newest branches of telomerase reverse ranscrptase:

Genomac organtzation and chromesomal
mapping of Leivhmenia TERT

The LmTERT gene sequence mmnotuted i the publ
detabase {accession number LmgF36.3930) is single copy
andd hes o tmmeatepsendogene homoblog on chromosome
28 (accessiwon number LM28 BIN Contig] 729}, which
lacks the M-terminal domam and motits T-A. In agrecment,
amilvsis ol the gencime organzation and  chromisomil
mapping of other Leishurania spp. TERT genes revealed
that they occurmed inoa low copy number in the parasite
gename (Fig. 2o and data ned showm )

In the Southem experiments done with genomic DRA
extracted from promastigefes (Cotrim ot al, [99H)), La
TERT. LenTERT, and EhTEET had a lughly conserved
orgmiFation compared 1o the less conserved LATERT (datm
not shown ). A portial restriction map of the LaTERT gene
was then comstructed (Fig, 2o, toph based on the smalysis of
cutting sites uzing GeneRunner (hip:woww. generunner.
com) and Sonthern hlotting (Figo 2a, bottom). The resulis
shivwed thit Apal, Hiedll, Wbl and Smal do oot cut the
gene, whereas Avall, Hinfd, Neol, Perl, Sall and Kol ot
LaTERT at more than one site (Fig. 2a bottom, lanes 2,4, 6,
7, Band 10y The hybridization profile was compatible sath
the presence of o kewr copy number gene confimming the
initial findings at the L osapor genome database and at the
L Bracifiensis and L infaniiee wlhole getanmie shiguns,
The chrmosomal map location of the TERT zene m the
differcnt Lessfonania specics, shown m Fig. 2b, was done
using mbacl clhranasomes fom Lemhasenia spp. promas-
tgotes (Comte and Cano 2005L The results demonstrated
that TERT was located in a chromasomal band  of
approsimately 20 Mb, which comesponds o the Birgesd
chromosome m most Leivhmanio species accondmg o
Wincker et-al. (199 wnd Conte and Cano (2005), In L
hraziliensy, TERT hybodized waty the largest chromosomal
hands that probably correspond to chromosome 36 and to the
fuscd version of chromosomes 200 and 34 {Brto etal. 19985)

Together, the results ebtained froam the gpencins desbase
nnd from the Southermn bloming analyses suggested fhat the
sequences encoding the putative TERT genes m Leisfhmian-
ier s are haghly conserved and probably present m smghe
copy.

Expression of Leisfomaniac TERT mBRNA

The analysis of Levwbmgnra TERT expression was done by
HI-PCR wsmg poly A+ mRNA obfumed from log phase
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prvmastigodes that was meverse tmanscribed ot cDNA
(Fig. 3. lane 2). The L. amazonensis SIR2 gene (accession
number AF33410%) was amplifiecd a5 a condrol for the
ament of mRMNA wsed in the reactions (Fig, 3, lane 2 The
results: mdscated that telomerase 15 expressed in promas-
tigotes, coroborating ouwr earlier fidings about  the
presence of enzyme activity o oextracts of Leshsenio
promastizotes (Cano ot ol 1999 and data not shown ), and
the recent wdentification of the geas encoding the protein
commponett ain the T orwzd, T brwees, awd L vedor genomes
{El-Sayed et al. 20065),

The above results about the identification of & putative
LaTERT gene support the iden that telomerase is, indecd,
mvolved in mumntaimng porasite telomeres.  Lelshonami
proteins showed much greater hormology with cach other
tham widh other protosoan proteing, including ThTERT and
TeTERT. These differcnces between Leisfmamia and other
pretozoan TERTs may provide insighis into the strictirs
angd fungtion of thess proteins pnd should contrbats o our
understanding of the evoluton of these penes.

Ackmowledgements  The autlors thmb celbagues m O 8K,
Canp's Inbamiory dor helpful dscmssicns during the experiments
lesonhed  Bewe, [ Horecky  (Faooklode de CiEpcins Medics,
LiMIECAMP for the sseiclance during the constraciion of the

byfogenetic e and 5. Heddop (Foculdode de Chiacios Midicn,

IMICAMPY [or reviewmg e Englal of the manssénpl. This
investigatian received suppan ram the UNDPWorld BonkWorkl
Henlth Owrganyzstion Specinl Progmmme for Research amd Tmining
in Tropical Desgases (TOR, 10 AGETES) and froon FAPESE (gram
A0 1 38-63. M AL GEsrdini was supporied by s doctoral fellowship
(rain FAPESE pramt 030 TE3-TL Al the experimons describnd
womply with the cureml lows of Brail where the expenments werne
perfoemed

References

Armbrster B Banik 28, Guo CH, Smith A0, Coumter O3 (2001 )
Melermmal domams of the homen (chmerse catalytic sobami
recpired] for enzyme aotivity inovive, Mol Cell Bial 21:7775-
TThR

Blackburm BH (308} Tebomseres and iclomersse: thes mechamisms
af et and the effeots of altenng teedr Dinctions: FEBS Lot
5TUE59- 862

Fembnor A, Cuelletie M., Frolkis M, Hall F, Chin CP, Mogn GE.
Hirley OB Shay W, [schisiemer 5 Wnght WE (1%,
Extenston of Dife-span by eiasduction of elonease e
nomal hansan cells. Scaenee 3703440352

Britte O, Ravel O, Hadien P Hisinean O, Papgés M, Dedet IR
Wincker P 15998 Comeerved Tinknge ETOIEDE dasiszinted widh
larpe-scale chromsozamal reamangeneents betwees Ol World
-E'IE Mew Workl Eeisheiraia pommmes. Gepe 232:17-117

Bryan TR, Cech TR (1949 Telvmernse amd the mamienance of
chrismosome ends. Corr Opan Cell Biol 11:315-324

Bryan T, Sperger I, Chapman KB, Cech TR (1958 Telomemnse
reverse anscrplacs gones wlentified in Teoalverankerniopiib
i Chptrehuneifiofon., Proc Nad Acad Sc USa 958470 8454

Cane MM (3001) Telomere bology of ipponosomatds: mone
qusstions than enrwers, Tromls Pamasisod 17425424

Carsy MIM, Dranpan §, Agaliin M, Blackbum EH {1049 Telomersse in
kmtophastil parssine protocos, Pre Mol Acad Sci LisA W6 3616
ARzl

Conde FF. Cono MIN {2005} Geramio arganizalivn of ielmenc amd
sithlelomenc sequences af Ledwfournte (Felnfouanie) oz
dewate, Ind ) Pameitol 35: 14551243

47



454

Laring PC, Parmnhis G5, MWiortams BA, Wiuulr.'flql W, Flessi A, Ciimargis

ME, Franeo da Silveira J (1990} Expression in Exclerichic coffola
tirgml rmnngen of 1 aoer evee pectrgnized by human

chagasic sera, ) Chn Mmool 25:519-524

Counter CM, Meyerson M. Ealon EM, "Weinberg RA (1997) The
catnlviic subumil of venst ielomerase, Proc Mol Acad Sci TISA
0403039207

El-Sayed MM, Myler P Batholomen DO, Nilsen [, Aggarwal G,
Tram A-N, Ghedin E. Worthey EA, Delcher A, Bhndin G,
Westenberper 8), Caler E, Corqueim (30, Bramche ©, Has B,
Anapana A, Amer E, Aslumd 1, Attipoe A, Bontempi F,
Bringaud F, Bumon B Cadag E, Camipbell DA e al (2005) The
penomie dequence of Thpaoovoma o, eliekge agent of
Chapas disease. Science 3090400415

Fipgueiredo LM, Rocha EPC, Mancie-Silva LM, Preves O
Hemaralez-Yerdun T, Scherf A | 2005) The unusunlly larpe
Flassmodivn telomernse  everse-tmnscriptase localizes in a
ducrte compartment associated with the mucheobos. Mucles
Acids Bes 33011111122

Fu €3, Barker T (1998} Chamelensation of Letshmania chimeres
reveals unusual eelomenc repeats and conservad  ehomacre-
msociated sequimce. Musclers Acids Res 26:2161-2167

Cirender CW, Blackbum EH (1989 A wehomenc seguence i the
EMA of Terrabymena telomerase required Ffor felonere repeat
symthesis. Motare 337:531-337

Guwo W, Okamawe M. Lee YM. Baluds MaA, Park NH (20501)
Erhanced activity of clomed hamster TERT gene promoler in
transfirmed cells. Biochim Biophys Acta 1517308409

vens AC, Pescock OF, Wordhey EA, Murphy L, Agparaal G,
Bermiman M, 5isk E, Rajandrenm M-5%, Adlem E, Aent R,
Anupama A, Apostoki £, Attipos P Beson M, Bauser O, Beck
A, Beverley S8 et al (2051 The gemome of the Knetoplastid
parasile, Ledsemenia mefor. Science 319436442

Kumar 8, Tanmum E, Mei M (2004) MEGAS: imepmutad software fior
meolecular evolutionary genetics analysis and sequence align-
mecnt. Bricl Bioinform 52150-163

Kuramodo M, Ckhsumi B, Eishimots T, Ishikawa F (2003 den-
fification and analyses of the XYesopics TERT pene that encodes
the catalytic subunit of whmemsse. Gene 27700111

Lab CE. Michell JE, Collms BED 2001 BNA binding domain of
lelamerase reverse transcriptase. Mol Cell Biol 21:9%0-1 004

Lingner I, Hughes TR, Shevchenko &, Monn ¥, Lundblml %, Cech
TR 1997y Reverse transeriptese mitifs in the catalyiic subunit
of vebomerase. Sclence 2760561567

Mahk HS, Burke WIN, Eickbush TH (20000) Putairee lelomemse
aafalylxe subunils from Giardie lamblis and Coeworiebaditie
alegars, Ceene 2512101106

Makamuras T, Morin GB. Chapman KB, Weinrich SL. Andrews
WH. Lmgner 1. Hadey CB. Cech TR (1997} Tehmmeras:
cafalyise subuan I:mmnln;g:. from dmsion veast and hanaan,
Science 27T R55_G5G

Oiguchi K, Liw H, Tamum K, Takohashi H | 199%) Molecalar cloning
and characienizaton of AITERT, a telomerase neverse transcrip-
tase homaolog i drobidepis thaliora. FEBS Len 457 465464

Saiton W, Mei M O(1957) The neighborjoining method: a new
mezthaul for reconstructing phylogenetic irees. Mol Bid Evaol
4406425

Sambrook [, Rusell DW (2001 Molecular cloning: a labaratory
manual, Ird ml Cold Spring Harbor Labomiony Press, Cokl
Spring Harbor

Wemnch 51, Prgmn B, Mo L, Ouelletie B, Tesmer WM, Halt 5E.
Baodnar AG, Lichisieiner 5, Kim NW. Trager JB, Taylor RD,
Carbos B, Amdrews WH, Wighit WE, Shay I'W, Harley UB, Mann
GE (1997 Becorsirtution «f human Lelamerase with Ihc1|.r|:|]'|la|.e
RMA companerd hTR ansd the entalytic protein subunit hRTRT, Mat
Gienet | 74985002

Winker P, Ravel C. Blainsau C, Pages M. Jauffrer ¥, Deder IR,
Batin P (1996} The Leishmonie gemime comprses 36
chromosomes  conserved  across widely  divergent human
pathipenic species. Nucleic Ackls Res 22016881604

Xia L Penpg ™, Muan 15, Lue ME (2060 dentification of functivnally
imporiant domains in the N-emminal region of ehmerass
everse lranscoplase, Mol Cell Biol 20051965307

48



4.2. RESULTADOS COMPLEMENTARES:

4.2.1. Consideracoes iniciais

Apo6s a identificacdo e a caracterizacdo do gene TERT de L. amazonensis (LaTERT),
tornou-se imprescindivel o estudo funcional da proteina codificada por esse gene. Para
possibilitar e dar inicio a esses experimentos, foi necessdria a obten¢do de anticorpos especificos
contra a proteina LaTERT inteira ou contra seus fragmentos internos. Para isso, dois fragmentos
internos do gene LaTERT foram amplificados por PCR e clonados em sistema de expressdo
bacteriana. As proteinas recombinantes truncadas foram expressas e inoculadas em coelhos para
que houvesse a producdo de anticorpos policlonais especificos. Os anticorpos obtidos foram

analisados por experimentos de “Western blotting” e imunoprecipitagdo de cromatina (ChIP).
4.2.2. Material e Métodos

4.2.2.1. Cultura de bactérias

As bactérias Escherichia coli foram cultivadas em meio LB [Sambrook e Russell, 2001]
constituido de 1% triptona, 0,5% extrato de levedura e 1% NaCl. As bactérias da cepa DH5a
foram utilizadas para a multiplicacdo e a manutencdo dos vetores de clonagem pCR® 2.1
(Invitrogen) e foram selecionadas em meio LB contendo 50 pg/ml de ampicilina. As bactérias da
cepa BL21(DE3)RP c6don plus foram utilizadas para a expressdao das construgdes génicas com o
vetor pET-28a(+) (Novagen) e foram selecionadas em meio LB contendo 60 pg/ml de

kanamicina e 50 pg/ml de cloranfenicol.

4.2.2.2. Estratégia de clonagem das diferentes porcoes do gene LaTERT
A proteina LaTERT Inteira, a sua regido N-terminal e o seu dominio RT foram clonados
no vetor de clonagem pCR® 2.1 (Invitrogen). Para isso, fragmentos do gene foram amplificados

por PCR utilizando-se os oligonucleotideos especificos: senso pl_pET_F (§5’-

CATATGTCCGCCTCGTTTCCA-3’) e antisenso p4344_pET_R (5-
AAGCCTTCAAGTCTGCGAGAG-3’) para a proteina LaTERT Inteira, senso pl_pET_F (5°-
CATATGTCCGCCTCGTTTCCA-3’) e antisenso p2338_pET_R (5-

AAGCCTTCATGAGCCACGGGC-3’) para a regido N-terminal e senso p2338_pET_F (5°-
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CATATGGCCCGTGGCTCA-3’) e antisenso p3669_pET_TGA_R (5°-
AAGCCTTCAGAGTTCATACGG-3’) para o dominio RT (as seqiiéncias sublinhadas
correspondem aos sitios de Ndel nos oligonucleotideos senso e HindlIl nos antisenso). Esses
fragmentos de DNA foram entdo ligados no vetor pCR® 2.1, o qual confere resisténcia ao
antibidtico ampicilina. Bactérias competentes E. coli DH5a foram transformadas com os DNAs
plasmidiais por choque térmico e a minipreparagcdo desses DNAs foi realizada utilizando-se o kit
Perfectprep® Plasmid Mini (Eppendorf).

O dominio RT da proteina LaTERT foi expresso em bactérias E. coli utilizando-se o
vetor de expressdao pET-28a(+) (Novagen) [Studier et al., 1990]. Para a clonagem, os plasmideos
recombinantes e o vetor pET-28a(+) foram digeridos com as enzimas de restricao HindlIIl e Ndel
de acordo com as recomendagdes do fabricante (GE Healthcare). Cada reacdo foi realizada
utilizando-se uma unidade de enzima por micrograma de DNA e incubando-se a 37°C durante 3
horas. Os produtos das digestdes foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em
cuba contendo tampao de corrida 1X TAE (40 mM Tris-Acetato pH 8,3 e 1 mM EDTA). Os
fragmentos de interesse foram isolados e extraidos do gel utilizando-se o kit Perfectprep® Gel
Cleanup (Eppendorf) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Os fragmentos contendo o gene truncado LaTERT N-terminal e o gene LaTERT Inteira
foram excisados do vetor pCR® 2.1, digerindo-se os plasmideos com as enzimas Ndel, cujo sitio
de restricdo estava inserido no oligonucleotideo senso utilizado na amplificacdo, e Sacl, que
estava presente no vetor, de acordo com as recomendagdes do fabricante (GE Healthcare). Cada
reacdo foi realizada utilizando-se uma unidade de enzima por micrograma de DNA e incubando-
se a 37°C durante 1 hora. Os produtos das digestdes foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 0,8% em cuba contendo tampao de corrida 1X TAE (40 mM Tris-acetato pH 8.3 ¢ | mM
EDTA) e os fragmentos de interesse foram isolados e extraidos do gel utilizando-se o kit
Perfectprep® Gel Cleanup (Eppendorf) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Os fragmentos e vetores previamente digeridos foram ligados em uma reagdo contendo
100-200 ng do DNA vetor, 200-300 ng do DNA inserto e 1 unidade de T4 DNA ligase
(Invitrogen) em tampao de ligacdo (50 mM Tris-HCI pH 7.6; 10 mM MgCly; 1 mM ATP; 1 mM
DTT e 5% (w/v) de polietilenoglicol-8000) para um volume final de 20 ul. Para cada uma das
ligacdes, foram feitos controles contendo todos os reagentes descritos exceto o DNA inserto. As

reacdes e seus respectivos controles foram incubados a 16°C por 16 horas. Para a multiplicacdao
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dos clones recombinantes contendo as construcdes pET-28a(+)/LaTERT N-terminal e pET-
28a(+)/LaTERT Inteira, bactérias competentes E. coli DH5o foram transformadas com os
produtos das ligacdes e os DNAs plasmidiais foram purificados utilizando-se o kit Perfectprep®
Plasmid Mini (Eppendorf). As construgdes foram entdo inseridas em bactérias competentes
BL21(DE3)RP cddon plus e as colonias transformantes foram selecionadas em meio seletivo
contendo kanamicina e cloranfenicol. Os DNAs plasmidiais foram extraidos utilizando-se o Kit
Perfectprep® Plasmid Mini (Eppendorf) de acordo com as especificacdes do fabricante. A
confirmacdo de que as constru¢des do vetor com os genes de interesse estavam corretas foi
realizada através de digestdes com enzimas de restri¢do e por seqiienciamento automadtico do
DNA plasmidial utilizando-se os oligonucleotideos T7 senso e T7 antisenso presentes no vetor
pET-28a(+).

Para a obtencdo da proteina recombinante em larga escala (somente LaTERT N-
terminal), as bactérias que expressaram a proteina de interesse foram inoculadas em 2 litros de
meio LB contendo os antibidticos adequados. Apds os procedimentos de inducdo, as bactérias
foram ressuspendidas em tampao de lise (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM NaCl; 10 mM EDTA
e coquetel de inibidores de proteases), tratadas com 30 png/ml de lisozima e sonicadas. As fra¢des
soliveis foram separadas das insoldveis por centrifugacdao a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C e

verificou-se que a proteina de interesse estava sendo expressa de forma insoldvel.

4.2.2.3. Inducao da expressao e extracio das proteinas recombinantes

Para a expressio da construcdo pET-28a(+)/LaTERT RT utilizou-se a cepa
BL21(DE3)RP cddon plus de E. coli, cuja expressdao do gene de interesse € feita por inducao
com IPTG. Essa cepa € normalmente utilizada na expressdo protéica de genes que contém
codons raros para arginina (R) e prolina (P), pois possui suplementa¢ao de RNAs transportadores
que codificam esses aminodcidos. As bactérias foram inoculadas em meio LB contendo os
antibidticos adequados e permaneceram a 37°C sob agitacdo de 200 ciclos por minuto até
atingirem DOgoonm entre 0,8 e 1,0, quando se adicionou 0,5 mM de IPTG para induzir a
expressdo. Ensaios em pequena escala foram realizados para a determinagdo da temperatura e do
tempo ideais de inducdo. A expressdo da proteina recombinante LaTERT RT foi inicialmente
testada a 37°C. Foram coletadas aliquotas antes da adicdo do IPTG (amostra ndo-induzida), a

cada 1 hora (até 5 h) e 24 h apds a inducdo. As amostras foram submetidas a centrifugacdo a
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14.000 rpm por 2 minutos e os precipitados foram ressuspendidos em 50 pul de dgua e 50 pl de
tampao de amostra (50 mM Tris-HCI pH 6,8; 100 mM DTT; 2% SDS; 0,1% azul de bromofenol
e 10% glicerol). O DNA das amostras foi quebrado mecanicamente utilizando-se sonicador. Em
seguida, as amostras foram incubadas a 100°C por 5 minutos e analisadas através de eletroforese
em gel de poliacrilamida 10% (razdo acrilamida:bis-acrilamida 29:1) [Laemmli, 1970]. A
eletroforese foi conduzida com o uso do aparato Mini-Protean II Dual Slab Cell (Bio-Rad). O gel
foi corado durante 30 minutos em solu¢dao com 0,25% Coomassie Brilliant Blue R (Bio-Rad) e
descorado em solucdo contendo 30% metanol e 10% dacido acético. A analise dos géis foi
realizada através da comparacdo das bandas da amostra ndo-induzida com as bandas das
amostras coletadas apés a inducdo. Para identificar o tamanho da banda correspondente a
proteina induzida, utilizaram-se os marcadores de peso molecular de proteinas “Broad Range”
(Bio-Rad) e “Full Range Rainbow” (GE Healthcare) como padrdes. Para a obten¢do da proteina
recombinante em larga escala, as bactérias que expressaram a proteina de interesse foram
inoculadas em 250 ml de meio LB contendo os antibiéticos adequados. Apds os procedimentos
de indugdo, as bactérias foram ressuspendidas em tampao de lise (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 50
mM NaCl; 10 mM EDTA e coquetel de inibidores de proteases), tratadas com 30 pg/ml de
lisozima e sonicadas. As fracdes soliveis foram separadas das insoliveis por centrifugacdo a
14.000 rpm por 10 minutos a 4°C e verificou-se que a proteina de interesse estava sendo expressa
de forma insoldvel. Sendo assim, testou-se a indu¢do dessa proteina recombinante (LaTERT RT)
a 25°C para verificar se havia alteracdo na forma como a proteina seria expressa. O resultado

obtido ndo foi satisfatorio.

4.2.2.4. Ressolubilizacio e purificacdo da proteina recombinante LaTERT RT

Na primeira tentativa de ressolubilizar e renovelar a proteina recombinante LaTERT RT,
os precipitados protéicos foram ressuspendidos em tampao de lise e ressolubilizados com a
adicdo lenta de uréia até a concentracao final de 8 M. As solucdes foram centrifugadas a 14.000
rpm por 10 minutos e os sobrenadantes foram diluidos lentamente sob agitagdo branda com 100
mM tampao fosfato pH 8,2. Apds a troca de tampao para a total retirada da uréia (didlise), as
amostras foram novamente centrifugadas para a remocao dos materiais precipitados. As amostras
foram analisadas em 10% SDS-PAGE. A proteina recombinante continuou a ficar insoldvel apds

a dialise.
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Em uma nova tentativa de ressolubilizar e renovelar a proteina recombinante LaTERT
RT as bactérias foram inoculadas em 250 ml de meio LB contendo os antibiéticos adequados.
Ap06s os procedimentos de inducao e de coleta, as bactérias foram ressuspendidas em tampao de
lise (50 mM Tris-HCl pH 8,0; 50 mM NaCl; 10 mM EDTA e coquetel de inibidores de
proteases), tratadas com 30 pg/ml de lisozima e sonicadas. Descartaram-se os sobrenadantes. A
seguir, os “pellets” foram lavados cerca de 4-5 vezes com uma solugdo contendo 1 M uréia e 1%
Triton X-100 de modo a eliminar os debris celulares restantes. As fracdes soliveis foram
separadas das insoliveis por centrifugacio a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C e os
sobrenadantes foram descartados. Apds as lavagens o precipitado foi pesado e ressuspendido em
50 mM de tampao glicina-NaOH pH 8,0 para uma concentracdo de proteina de 60 mg/ml. A
proteina foi ressolubilizada pela adi¢ao de uréia 8M para uma concentracao final de 7 M e de 71
ul/l de B-mercaptoetanol, ficando aproximadamente 8 mg/ml de proteina final. As fragdes
soliveis foram separadas das insoldveis por centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C.
As proteinas contidas nos sobrenadantes foram purificadas na forma desenovelada em coluna de
afinidade HiTrap Chelating HP Column (GE Healthcare) pré-equilibrada em tampao A (50 mM
de glicina-NaOH, pH 8,0, 0,5 M NaCl, 25 mM imidazol, 7M uréia). A coluna foi carregada com
100 mM sulfato de niquel. As proteinas recombinantes expressas através do sistema de expressao
pET-28a(+) contém uma cauda de 6 histidinas que formam complexo com o fon metélico niquel
presente na coluna, permanecendo ligados por afinidade. As proteinas foram eluidas com um
gradiente linear de 25 mM - 0,5 M imidazol em tampao A. As fra¢des contendo o fragmento
LaTERT RT foram dialisadas contra 100 mM tampao fosfato pH 8.0, 100 mM NaCl e 71 ul/l de
B-mercaptoetanol. Devido a alta concentracdo de sal, a proteina precipitou novamente. Ela foi
entdo centrifugada e o precipitado foi ressuspendido em 50 mM de glicina-NaOH, pH 8,0. Em
seguida, adicionou-se uréia para concentracao final de 7M de forma a ressolubilizar as proteinas,
as quais foram novamente submetidas a didlise contra os tampdes 50 mM de glicina-NaOH, pH
8,0, ou 100 mM tampao fosfato e 100 mM NaCl, ambos contendo 71 pl/l de B-mercaptoetanol.
As fracdes soluveis foram separadas das insoluveis por centrifugagdo a 14.000 rpm por 15
minutos a 4°C e as fracdes soliveis foram concentradas em filtros Amicon 30 (Millipore) e

analisadas em 10% SDS-PAGE.
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4.2.2.5. Protocolo de imunizacao de coelhos para a obtencido de anticorpos contra
LaTERT RT

Para a producao de anticorpos contra as proteinas recombinantes LaTERT RT e LaTERT
N-terminal em coelhos, a fracdo insolivel dos extratos protéicos contendo as proteinas
recombinantes de interesse (~500 pg) foi homogeneizada em 1 X tampdo de amostra de SDS-
PAGE em tampao fosfato (100 mM, pH 8,2), fervida e aplicada em gel 10% SDS-PAGE. O gel
foi imerso em solucdo a 4°C contendo 150 mM KCI e a banda protéica precipitada foi excisada,
macerada em 1 X PBS e emulsificada com 2 X adjuvante completo de Freund (vol/vol) (Sigma).
Antes da primeira injecdo, foi feita uma sangria cujo soro foi chamado de soro pré-imune. A
suspensao foi injetada subcutaneamente em coelhos fémeas Nova Zelandia durante cerca de 2
meses. As injecdes subcutaneas foram repetidas mais duas vezes, com 600 pg e 700 pg de
proteina e 2 X adjuvante incompleto de Freund (vol/vol) (Sigma), ap6s o que foi realizada uma
sangria de prova e os anticorpos foram testados por “Western blotting”. Comprovada a produgao
dos anticorpos contra as proteinas recombinantes de interesse, foi feita mais uma nova injecao
subcutanea com 700 pg de proteina antes da sangria total dos coelhos. Apos cada sangria, o
sangue foi incubado por 1-5 horas (dependendo do volume obtido) a 37°C para que pudesse
coagular e liberar o soro. O soro foi entdo coletado separadamente das hemécias e incubado por

30 minutos a 65°C para inativar o sistema complemento.

4.2.2.6. Preparacao dos extratos de proteinas S100

Extratos S100 de culturas em fase logaritmica de parasitas L. amazonensis na forma
promastigota foram preparados segundo protocolo descrito anteriormente [Cano et al., 1999].
Resumidamente, aproximadamente 4 x 1010 parasitas foram centrifugados a 8.000 rpm por 15
minutos a 40C e lavados em 1X PBS ("Phosphate-buffered-saline": 137 mM NaCl, 2,7 mM KClI,
10 mM Na2HPO4 e 2 mM KH2PO4 pH 7,4) gelado suplementado com 2% de glicose. O
precipitado foi ressuspendido em tampao A (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EGTA pH 8,0, 1
mM EDTA pH 8,0, 1 mM espermidina, 0,3 M espermina ¢ 5 mM 2-mercaptoetanol)
suplementado com 1X coquetel de inibidores de proteases Setlll (Calbiochem) e incubado no
gelo por 30 minutos. As células foram lisadas por maceracdo mecanica na presencga de nitrogénio
liquido e a lise foi verificada por microscopia 6ptica de fase reversa. O produto da lise foi

centrifugado a 18.000 rpm por 20 minutos a 4°C e, a seguir, ultracentrifugado a 100.000 X g em
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um rotor Beckman 90Ti por 90 minutos a 4°C. O extrato foi congelado rapidamente em
nitrogénio liquido, aliquotado e estocado a —70°C. A concentracdo de proteinas foi determinada

utilizando-se o método de Bradford (Bio-Rad).

4.2.2.7. Imunodeteccio da LaTERT nativa e de suas formas truncadas por
“Western Blotting”

Extratos protéicos brutos (S100) ou semi-purificados em colunas de DEAE Sepharose,
assim como a proteina recombinante LaTERT RT, foram aplicados em géis de SDS-PAGE e
transferidos para membranas de nitrocelulose (Bio-Rad) em 1 X tampao de transferéncia (48 mM
Tris-Base, 39 mM glicina, 20% metanol, 0,0375% SDS) por 16 h a 4°C utilizando o aparato
Trans-Blot Cell [Sambrook and Russel, 2001]. A detecca@o das proteinas foi realizada utilizando-
se o kit “Amplified Alkaline Phosphatase Immun-Blot Assay Kit” (Bio-Rad), com dilui¢des de
1:1000 do anticorpo primdrio (anti-LaTERT RT ou anti-LaTERT N-terminal) e 1:3000 do

anticorpo secundario (anti-IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina).

4.2.2.8. Imunoprecipitacao de cromatina (ChIP)

O ensaio de ChIP foi realizado como descrito em Lira et al. [2007b]. Resumidamente,
cerca de 0,8 x 10® parasitas em fase log de crescimento foram fixados em 1% formaldeido. As
células foram lavadas com 1 X PBS e ressuspendidas em tampao de lise. As células foram
lisadas por sonica¢do e o DNA foi quebrado, gerando fragmentos de 0,2-0,5 kb. Como controle,
foram separadas aliquotas correspondendo a 1% e 10% do total de células utilizadas. A
cromatina foi diluida em tampédo de imunoprecipitacdo e pré-clareada por 2 horas a 4°C sob
agitacdo com 30 pul de Proteina A Sepharose (GE Healthcare) pré-equilibrada. A seguir, a
cromatina foi incubada por 16 horas a 4°C sob agitacdo com 40 pl de anticorpo anti-LaTERT
RT. Como controle, também foram feitas reacdes de IP na auséncia de anticorpo e utilizando-se
o soro pré-imune. Em seguida, 100 pl de Proteina A Sepharose foram adicionados a IP e
incubados por 3 horas a 4°C. As IPs foram lavadas a 4°C, uma vez com o tampao 1, 3 vezes com
o tampao 2, uma vez com tampao de litio e 2 vezes com 1 X TE. A cromatina imunoprecipitada
foi eluida da Proteina A Sepharose apds incubagdo com o tampado de elui¢do por 15 minutos a
temperatura ambiente sob agitacdo. Nos passos seguintes, os controles 1% e 10% foram tratados

juntamente com as amostras de IP. O “cross-linking” foi revertido pela incubagdo a 65°C por
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pelo menos 4 horas na presenca de 0,3 M NaCl. As amostras foram tratadas com RNase A por 30
minutos a 37°C e com proteinase K por 1 hora a 37°C. O DNA foi extraido com
fenol/cloroférmio (1:1), precipitado, lavado e ressuspendido em dgua. O DNA foi desnaturado a
95°C por 10 minutos e transferido para membranas de nylon Hybond-N* (GE Healthcare)
umedecidas com 2 X SSC. As membranas foram tratadas com tampao de desnatura¢do por 15
minutos, com tampdo de neutralizacdo por mais 15 minutos e hibridizadas com os
oligonucleotideos Tell-C (5’-(CCCTAA);-3’), Tell (5’-(TTAGGG)3-3’) e DNA rico em GT (5°-
(GT)15-3’) marcados com [7—32P]ATP como descrito previamente [Conte and Cano, 2005]. A
membrana foi exposta a um “screen” de phosphorimager por no minimo 16 horas (Fuji Photo

Film Co. LTD). O “screen” foi lido no Fuji Film Bas — 1800 II.

4.2.3. Resultados e Discussao

4.2.3.1. Os fragmentos correspondentes ao dominio RT e a regiao N-terminal do
gene LaTERT foram amplificados e clonados

Fragmentos contendo o dominio RT e a regido N-terminal do gene LaTERT, assim como
a proteina LaTERT Inteira, foram amplificados por PCR e clonados no sitio de poli-clonagem do
vetor pET-28a(+) (Novagen) visando a expressdo de proteinas recombinantes contendo uma
cauda de poli-histidinas (“6X His-tag””) no N-terminal. Apesar do fragmento LaTERT Inteira ter
sido amplificado e clonado de maneira correta, segundo verificado por PCR e por
seqiienciamento (dados ndo mostrados), as bactérias expressavam somente uma proteina
truncada de aproximadamente 80 kDa, enquanto o esperado era uma proteina recombinante com
o dobro do tamanho. A Figura 17A apresenta um esquema da seqiiéncia de aminodcidos da
proteina LaTERT e dos fragmentos N-terminal e RT dessa proteina que foram amplificados e
clonados. Na Figura 17B, pode-se verificar a amplificagio por PCR dos fragmentos
correspondentes ao dominio RT (linha 1) e a regido N-terminal (linha 2) do componente TERT

de L. amazonensis.
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Figura 17 - Amplificacdo por PCR dos fragmentos contendo o dominio RT e a regido N-
terminal do gene LaTERT. A) Esquema ilustrativo da seqiiéncia primdria de aminoacidos da
proteina LaTERT e das regides correspondentes as proteinas truncadas. Letras e nimeros
indicam a posicdo dos dominios conservados na proteina. B) Gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etideo contendo: linha 1, fragmento correspondente ao dominio RT do gene
LaTERT; linha 2, fragmento correspondente a regido N-terminal do gene LaTERT; linha 3,
controle negativo. M, marcador de peso molecular.
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4.2.3.2. As proteinas recombinantes LaTERT RT e LaTERT N-terminal foram
expressas de forma insoliivel em sistema bacteriano

As construgdes pET-28a(+)/LaTERT RT e pET-28a(+)/LaTERT N-terminal foram
utilizadas para transformar bactérias E. coli da cepa BL21(DE3)RP cédon plus.

Os testes iniciais de expressdo e de inducdo do dominio RT da proteina LaTERT
demonstraram que a proteina recombinante apresentou tamanho aproximado de 50 kDa e foi
induzida a partir da primeira hora apos a adicao de 0,5 mM IPTG (Figura 18A, linhas 2-7). A
melhor condi¢do de inducao foi obtida apds 3 horas da adi¢do de IPTG (Figura 18A, linha 4).
Além disso, a proteina recombinante LaATERT RT permaneceu na fracdo insoldvel (precipitado)

do extrato induzido (Figura 18B, linha 4).
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Figura 18 - Testes de inducao e de solubilidade da proteina LaTERT RT. Em A) ¢ B), os
extratos protéicos foram fracionados em géis 10% SDS-PAGE e corados com azul de
“Coomassie”. A) Andlise das diferentes fracdes do extrato protéico durante o teste de indugdo da
proteina truncada LaTERT RT. O teste foi realizado a 37°C com bactérias coletadas antes da
indug@o (NI, linha 1), 1 a 5 horas (linhas 2 a 6) e 24 horas (linha 7) apds a indu¢do. M, marcador
de peso molecular “Full Range Rainbow”. B) Andlise das diferentes fracdes do extrato protéico
ap6s a inducdo da proteina LaTERT RT com 0,5 mM IPTG. Linha 1, sobrenadante do extrato
ndo induzido (S); linha 2, precipitado do extrato ndo induzido (P); linha 3, sobrenadante do
extrato induzido (S); linha 4, precipitado do extrato induzido (S). Pode-se verificar que a proteina
LaTERT RT permaneceu na fracdo insolivel do extrato. M, marcador de peso molecular “Broad
Range”.
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A proteina recombinante correspondente a regido N-terminal da proteina LaTERT foi
expressa a partir da primeira hora de inducdo (Figura 19A, linhas 2 a 7) e continha um peso
molecular aparente de aproximadamente 80 kDa. A melhor condicao de indugdo foi obtida apds
3 horas da adi¢do de IPTG (Figura 19A, linha 4). Verificou-se ainda que a proteina LaTERT N-
terminal, assim como a LaTERT RT, também foi encontrada principalmente na fragao insolivel
dos extratos (Figura 19B, linha 2). Para a expressdo da proteina LaTERT N-terminal em larga
escala, para a posterior inoculacdo em coelhos, utilizaram-se 2 litros de cultura e a expressao foi

induzida com 0,5 mM de IPTG por 3 horas a 37°C.
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Figura 19 - Expressao e teste de solubilidade da proteina LAaTERT N-terminal em bactérias
E. coli BL.21 (DE3) RP. Em A) e B), os extratos protéicos foram fracionados em géis 10% SDS-
PAGE e corados com azul de “Coomassie”. A) A expressdo da proteina recombinante foi
induzida na presenca de 0,5 mM IPTG a 37°C. As amostras foram coletadas antes da inducdo
(NI, linha 1), entre 1 e 5 horas e até 24 horas (linhas 2 a 7) apds a indu¢ao com IPTG. A banda
contendo a proteina recombinante LaTERT N-terminal tem um peso molecular aparente de ~80
kDa. M, marcador de peso molecular “Pre-stained Broad Range”. B) Teste de solubilidade da
proteina LaTERT N-terminal expressa: linha 1, fracdo solivel induzida (S); linha 2, pellet
induzido (P). A proteina recombinante foi encontrada somente na fragdo insolivel dos extratos
induzidos (P). M, marcador de peso molecular “Pre-stained Broad Range”.
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Para purificar a proteina recombinante LaTERT RT, a fracdo insoldvel do extrato
protéico foi ressolubilizada com a adicdo de 8 M uréia final e passada pela coluna de afinidade
HiTrap Chelating HP. Na Figura 20, pode-se visualizar um gel 10% SDS-PAGE onde foram
aplicados: o precipitado contendo a proteina recombinante LaTERT RT (linha 1), a fracdo
protéica ressolubilizada antes de passar pela coluna HiTrap Chelating (linha 2), e as diferentes
fragdes eluidas da coluna (linhas 3 a 8 e 10 a 15). Apesar de ndo conseguir purificar
completamente a proteina de interesse, pode-se verificar uma purificacdo parcial da proteina nas
fracOes presentes nas linhas 14 e 15. As bandas protéicas que aparecem abaixo da proteina

LaTERT RT podem ser subprodutos gerados por degradacdo.

kDa

200 -
116 -

66 - LaTERT RT
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12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 20 - Analise da proteina recombinante LaTERT RT purificada em coluna de
afinidade “HiTrap Chelating”. As amostras protéicas foram fracionadas em géis 10% SDS-
PAGE e coradas com azul de “Coomassie”. Linha 1, precipitado contendo a proteina
recombinante LaTERT RT; linha 2, fracdo protéica ressolubilizada antes de passar pela coluna
HiTrap Chelating; linhas 3 a 8 e 10 a 15, diferentes fracdes eluidas da coluna com
concentragdes crescentes de imidazol (25 mM a 0.5 M); linha 9, marcador de peso molecular
“Low Range”. Pode-se verificar a presenca da proteina LaTERT RT de forma semi-purificada
(seta) nas fragdes das linhas 14 e 15.

Ap6s a purificacdo parcial da proteina recombinante LaTERT RT por coluna de
afinidade, realizou-se didlise das fracOes positivas contra dois diferentes tampdes: 100 mM
tampao fosfato pH 8,0 contendo 100 mM NaCl e 50 mM glicina-NaOH pH 8,0. Na Figura 21,
pode-se verificar que a proteina LaTERT RT precipitou novamente apds a didlise, permanecendo

portanto na fracdo insoldvel (linha 3).
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Outro teste de ressolubilizagdao foi realizado induzindo-se a expressdo da proteina
recombinante a 25°C. A expressao foi induzida novamente com sucesso nesta condi¢cdo, porém a

proteina continuou na fragdo insolivel do extrato (dados nao mostrados).

Figura 21 - Teste de ressolubilizacao e
renaturacdo da proteina LaTERT RT.
Andlise por SDS-PAGE de diferentes fragcoes
do extrato protéico apds a adicdo de 8 M uréia
final e didlise com 100 mM tampao fosfato.
Linha 1, extrato ndo induzido (NI); linha 2,
fracao soldvel apods a didlise (S); linha 3, fragcao
insolivel apds a didlise (P). Pode-se verificar
que a proteina LaTERT RT continuou na
fracdo insolivel do extrato mesmo apds a
tentativa de renaturacdo. M, marcador de peso
molecular “Broad Range”.

4.2.3.3. A proteina LaTERT nativa foi reconhecida pelo anticorpo anti-LaTERT RT
em experimentos de ‘“Western Blotting”

Ap6s a producdo e o isolamento de soros de coelho contendo as proteinas recombinantes
LaTERT RT e LaTERT N-terminal, realizaram-se experimentos de “Western blotting” para
testar a qualidade dos anticorpos presentes nesses soros. Pequenas quantidades dos precipitados
contendo as proteinas recombinantes foram aplicadas em géis 10% SDS-PAGE, fracionados e
transferidos para membranas de nitrocelulose. Essas membranas foram entdo incubadas com os
respectivos anticorpos policlonais. A imunodeteccao revelou que o anticorpo anti-LaTERT RT
foi capaz de detectar a sua respectiva proteina recombinante (Figura 22A). Ja o anticorpo anti-
LaTERT N-terminal apresentou alto grau de reacdo cruzada contra proteinas do extrato
bacteriano, mostrando-se inespecifico até mesmo no reconhecimento da proteina recombinante
que lhe deu origem (dados ndo mostrados). Assim, todos os experimentos a seguir foram
realizados utilizando-se somente o anticorpo anti-LaTERT RT.

Para verificar se este anticorpo era capaz de detectar a proteina LaTERT nativa, extratos
protéicos brutos (S100) ou semi-purificados em colunas de DEAE Sepharose foram fracionados

em géis 8% SDS-PAGE e submetidos a experimentos de ‘“Western blotting” utilizando-se o
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anticorpo primdrio anti-LaTERT RT. Uma banda protéica de aproximadamente 160-180 kDa
apareceu reagindo mais fortemente contra o anticorpo anti-LaTERT RT tanto na fracdo protéica
total (S100, linha 1), quanto na fragdo eluida da coluna de DEAE Sepharose (linha 2), o que é
compativel com o tamanho esperado para a telomerase de L. amazonensis (~158 kDa) [Giardini
et al., 2006] (Figura 22B, compare linhas 1 e 2). Este resultado corrobora a hipdtese de que o
gene do componente LaTERT recentemente identificado e clonado em nosso laboratério
[Giardini et al., 2006] € mesmo o gene responsdvel por codificar o componente protéico da
telomerase de L. amazonensis. As outras bandas protéicas que aparecem na figura podem ser
resultado de “splicing” alternativo ou produto de degradacdo da telomerase durante a preparagao

do extrato.

A) B)
LaTERT S100 DEAE
recombinante kDa

200 - LaTERT
Nativa

116 -

o -
66 -

Figura 22 — Experimentos de “Western blotting” utilizando anticorpos policlonais de
coelho produzidos contra a proteina recombinante LaATERT RT. Em A) e B), as proteinas de
interesse foram fracionadas em géis 8-10% SDS-PAGE e foram transferidas para membranas de
nitrocelulose, sendo entdo submetidas a imunodeteccdo. A) Linha 1, proteina recombinante
LaTERT RT reconhecida pelo anticorpo. Esta proteina apresenta uma cauda N-terminal
contendo seis histidinas e tem aproximadamente 50 kDa. B) Linha 1, extrato total (S100) de L.
amazonensis, e linha 2, eluato de 400 mM NaAc de uma coluna de DEAE Sepharose utilizada
para purificar o extrato S100 mostrado na linha 1. A proteina LaTERT nativa tem peso
molecular aparente de ~160 kDa.
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4.2.3.4. A telomerase de L. amazonensis interage com o DNA telomérico in vivo

Para estudar a intera¢do da telomerase de L. amazonensis com o DNA telomérico in vivo,
realizou-se um ensaio de imunoprecipitacio de cromatina (Figura 23). Neste experimento, o
DNA total fragmentado por sonicacao foi imunoprecipitado com i) o soro anti-LaTERT RT, ii) o
soro pré-imune, e iii) 1% do DNA total utilizado em cada imunoprecipitagao (“Input”). Em
seguida, os DNAs imunoprecipitados foram hibridizados com as sondas Tell-C e Tell,
representando as duas fitas de DNA telomérico, e uma sonda de DNA ndo telomérico,
denominado DNA rico em GT ou (GT), (Material e Métodos) (Figura 23). Como mostrado na
Figura 23, o DNA imunoprecipitado com o anticorpo anti-LaTERT RT sé reconheceu a
seqiiéncia complementar a repeticdo telomérica TTAGGG (sonda Tell-C), indicando que a
proteina LaTERT nativa € capaz de interagir in vivo com a simples-fita rica em G dos telomeros
de L. amazonensis. O soro pré-imune do coelho utilizado como controle ndo foi capaz de

imunoprecipitar nenhuma proteina que interage com os teldmeros do parasita (Figura 23).

Tel1-C
Tel1
(GT),

Input | == - ...
Pré-imune

Anti-LaTERT 4

Figura 23 - A telomerase de L. amazonensis co-imunoprecipita in vivo com a seqiiéncia
telomérica rica em G. “Slot-blot” contendo amostras imunoprecipitadas em experimento de
ChIP. O DNA de promastigotas de L. amazonensis em fase log de crescimento foi
imunoprecipitado utilizando-se os anticorpos anti-LaTERT RT ou soro pré-imune. Reagdes
controle foram realizadas na auséncia de anticorpo (dado ndo mostrado). O “Input” corresponde
a 1% do DNA total fixado a cromatina antes das imunoprecipitacdes. Os DNAs foram
hibridizados com as sondas Tell-C, Tell ou (GT), (oligonucleotideo rico em GT) marcadas com

[y-**P]ATP.
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4.2.4. Conclusoes deste capitulo

De modo similar ao que acontece com quase todas as telomerases ja descritas até
hoje, os genes TERT de Leishmania spp. apresentam todos os motivos candnicos
caracteristicos das RTs convencionais e das telomerases [Nakamura et al., 1997,
Bryan et al., 1998, Xia et al., 2000, Giardini et al., 2006].

Leishmania, juntamente com Cryptosporidium parvum [ndmero de acesso
EAKS88680] e Plasmodium falciparum [Figueiredo et al., 2005], apresenta um dos
maiores componentes TERT ja descritos até hoje, com 1450 aminodacidos.

Os genes TERT estdo presentes em cdpia tnica no genoma e estdo localizados nos
maiores cromossomos de 4 diferentes espécies de Leishmania.

Andlises filogenéticas indicaram que os componentes TERT de Leishmania spp.
apresentam muito maior homologia entre si (82-95% identidade) do que com
componentes TERT de outros protozodrios e eucariotos. Sugere ainda que as TERTSs
dos tripanosomatideos podem representar um elo de ligacdo entre os ramos mais
antigos e os ramos mais recentes da evolucao das telomerases.

A producdo de anticorpos policlonais especificos contra duas diferentes porcdes do
gene LaTERT possibilitou a realizacio de ensaios de “Western blotting” e
imunoprecipitacdo de cromatina. Os ensaios de “Western blotting” mostraram que o
anticorpo policlonal produzido contra a proteina recombinante foi capaz de
reconhecer uma proteina nativa de Leishmania com peso molecular semelhante ao
predito para a proteina LaTERT codificada pelo gene do parasita (~ 158 kDa). J4 os
ensaios de imunoprecipitagdo de cromatina puderam evidenciar que a telomerase de

Leishmania liga-se in vivo a seqiiéncia telomérica rica em G dos telomeros.
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5. CAPITULO II

5.1. PURIFICACAO E CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA TELOMERASE

DE Leishmania (L.) amazonensis

5.1.1. Resumo em portugués

Telomeros sao complexos de DNA-proteinas que protegem os cromossomos lineares. Em
Leishmania spp., o DNA telomérico é composto pela seqii€éncia conservada repetitiva TTAGGG
e ¢ replicado pela acdo da telomerase. A telomerase ¢ um complexo enzimatico
multisubunidades composto por um componente transcriptase reversa (TERT), uma molécula
intrinseca de RNA (TERT) e proteinas associadas. Ela assegura a completa replicacio do DNA
através da adicdo de novas seqiiéncias teloméricas a fita rica em G. A enzima também funciona
como parte do complexo de ordem maior que regula os estados protegido e desprotegido dos
telomeros.

Extratos protéicos de L. amazonensis contendo atividade de telomerase foram purificados
utilizando métodos cromatograficos complementares. A atividade enzimatica foi testada em cada
passo da purificagdo utilizando o ensaio “Two-tube TRAP”. Os resultados mostraram que a
atividade enzimdtica € encontrada nas fracdes purificadas pelas cromatografias de troca idnica
(DEAE Sepharose), de afinidade por heparina e de gel filtracdio. A atividade foi altamente
enriquecida apds cromatografia de afinidade utilizando um oligonucleotideo de DNA telomérico
rico em G. Quando um oligoribonucleotideo 2’O-metil complementar ao putativo molde do
componente TER de L. amazonensis foi utilizado na purificacdo de afinidade, pouca ou nenhuma
atividade enzimadtica foi eluida da resina, sugerindo que a interacdo entre a telomerase de L.
amazonensis € este oligoribonucleotideo € tao forte que ndo ocorre a dissocia¢do proteina-ligante

nas condigdes de eluicdo gentis necessdrias para manter a atividade enzimatica.

5.1.2. ARTIGO 1I: Leishmania amazonensis telomerase: purification and

biochemical properties. Giardini, M.A., Lira, C.B.B., Cano, M.L.N.
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ABSTRACT

Telomeres are the protein-DNA complexes that protect linear chromosomes. In
Leishmania spp. the telomeric DNA is composed by the conserved TTAGGG repeated sequence
and is replicated by telomerase. Telomerase is a multisubunit complex, composed by a reverse
transcriptase component (TERT), an intrinsic RNA molecule (TER) and associated proteins. It
ensures the complete DNA replication by adding new telomeric sequences to the G-rich strand.
The enzyme also works as part of the higher order complex that regulates the capping/uncapping
telomere states.

Protein extracts of L. amazonensis with telomerase activity were purified using combined
chromatography columns. Enzyme activity was tested in each purification step using the “Two-
tube TRAP” assay. The results showed that enzyme activity is found in fractions purified by ion
exchange (DEAE Sepharose), Heparin affinity and gel filtration chromatographic methods. The
activity was greatly enriched after affinity purification using a G-rich telomeric DNA
oligonucleotide chromatography. When a 2’ O-methyl oligoribonucleotide complementary to the
putative L. amazonensis TER template was used in the affinity purification, little or no enzyme
activity was eluted from resin, suggesting that the interaction between L. amazonensis telomerase
and this oligoribonucleotide is such high that it does not dissociate using gentle elution

conditions necessary to maintain enzyme activity.
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INTRODUCTION

Telomeres are the physical ends of linear chromosomes (Blackburn, 2005). They are
specialized structures responsible for maintaining the genome integrity and stability by avoiding
end-to-end fusions and degradations by exonucleases (Blackburn, 2005).

Some insects rely on retrotransposon-mediated recombination to replace DNA at
chromosome termini and 5-10% of human tumors maintain telomeres via telomere-telomere
recombinations (Pardue and DeBaryshe, 2003, Reddel, 2003). However, in most of the
eukaryotic species, telomeres are replicated by the ribonucleoprotein enzyme telomerase
(Greider, 1998). The enzyme complex is composed by a reverse transcriptase component
(telomerase reverse transcriptase — TERT), a RNA component (telomerase RNA — TER) and
several associated proteins (Harrington et al., 1997, Blackburn, 2005, Eugster et al., 2006). At
least in vitro, only the TERT and the TER components are necessary to ensure enzyme activity,
although the regulatory proteins are also essential for in vivo telomerase function (Weinrich et
al., 1997, Masutomi et al., 2000).

TERT is a specialized RNP that adds new telomeric repeats to the 3’ G-overhang
chromosome ends by copying a short template sequence present in its RNA component.
Subsequently, the enzyme dissociates or translocates toward the end of the chromosome in order
to continue adding new telomeric repeats (Kelleher et al, 2002). The TERT component has
typical reverse transcriptase (RT) domains responsible for its catalytic activity (central and C-
terminal regions) and several other essential conserved domains present mostly in the N-terminal
region of the protein (Bryan et al., 1998, Xia et al., 2000). This unusual large N-terminal
extension is found in all TERTSs and it was shown to be involved in binding of the RNA subunit
(Xia et al., 2000, Bryan et al., 2000, Lai et al., 2001), which is critical to telomerase function
(Blackburn, 2001), to provide the anchor site for the telomeric DNA substrate (Lue, 2005) and to
recruit telomerase associated proteins, such as the Est3p, in yeast (Friedman et al., 2003, Jacobs
et al., 2006).

Despite the evolutionary distances, the composition and structure of telomerase is similar
from yeast to man (Chen and Greider, 2004, Smogorzewska and de Lange 2004, Harrington,
2005). Previous studies have shown that telomerase activity can be detected in extracts from

ciliates (Greider and Blackburn, 1985), vertebrates (Morin, 1989), yeasts (Cohn and Blackburn,
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1995), plants (MacKnight et al., 1997), nematodes (Magnenat et al., 1999) and insects (Sasaki
and Fugiwara, 2000). In mammals, telomerase can be readily detected in tumors and in highly
proliferative tissues (Kim et al., 1994), while is not detected in most of the somatic tissues. In
1996, Lingner and Cech purified Euplotes aediculatus telomerase using heparin and 2’ O-methyl
affinity purified chromatographies, finding polypeptides with apparent molecular masses of 120
kDa and 43 kDa (the latter a doublet) that copurified with telomerase activity. Enzyme activity
was also detected in total protein extracts of asexual erythrocytic stages of Plasmodium
falciparum (early ring and schizont) (Aldous et al., 1998). Cano and colleagues (1999) were able
to detect telomerase activity in extracts from the insect form of Trypanosoma brucei and
Leishmania spp. by using both a modification of the one-tube telomere repeat amplification
protocol and the two-tube protocol. They found that the activity in 7. brucei extracts was
sufficiently robust to enable its detection in a direct assay of telomerase, besides its enzyme
processivity was found to be low. They were able to suggest a possible 9 nt templating domain
sequence for its telomerase RNA. More recently, Mufioz and Collins (2004) investigated the
regulation and the biochemical features of 7. cruzi telomerase, showing that it is active in
extracts from multiple developmental stages of the parasite life cycle and suggesting that the
catalytically active enzyme is a large ribonucleoprotein complex with an internal RNA template
identical to that of the 7. brucei TER (Cano et al., 1999).

In the present report, we characterized the L. amazonensis telomerase activity using
affinity purified protein extracts. A polypeptide of apparently ~160 kDa was shown to co-purify
with enzyme activity and could be detected after fractionation in a Coomassie-stained SDS-
PAGE. These data corroborate our previous results, since this polypeptide has the same predicted
size of the protein encoded by the Leishmania TERT gene (Giardini et al., 20006).

The purification and characterization of the biochemical features of Leishmania
telomerase is of great importance, since telomerase and its intrinsic components could be used as

targets for the development of a parasite-specific therapy.
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MATERIAL AND METHODS

L. amazonensis promastigote cultures

Promastigotes of L. amazonensis strain MHOM/BR/73/M2269 were -cultivated in
exponential growth in M199 (Cultilab), supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine
serum (Cultilab) and 1 X Antibiotic/Antimycotic solution (GIBCO) at 28 °C.

Preparation of L. amazonensis protein extracts

Preparation of total protein extracts was performed as described previously (Cano et al.,
1999). Briefly, approximately 4 x 10' promastigotes were collected by centrifugation and
washed in ice-cold phosphate-buffered saline supplemented with 2% glicose (PBS-G). The pellet
was ressuspended in buffer A (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EGTA pH 8,0, 1 mM EDTA pH
8,0, 1 mM spermidine, 0,3 M spermine and 5 mM 2-mercaptoethanol) containing 1 X protease
inhibitor cocktail SetlIl (Calbiochem) followed by incubation for 30 min on ice. The cells were
lysed upon mechanic maceration in the presence of liquid nitrogen and were pelleted at 18,000
rpm during 20 min. The suspension was cleared by centrifugation at 4'C for 1h and 30 min in a
Beckman 90Ti rotor at 100,000 Xg. The extract was quick-frozen in liquid nitrogen and stored at

—80°C. The protein concentration was determined by the Bradford method (Bio-Rad).

Purification of telomerase activity using a 2’0O-methyl oligoribonucleotide affinity
column

Approximately 20 mg of total protein was applied onto a DEAE Sepharose Fast Flow
column equilibrated with 1X TMG containing 300 mM NaOAc. Enzyme activity was eluted with
step salt gradient 400-700 mM NaOAc in 1X TMG. Column fractions were desalted to 50-60
mM NaOAc with 1X TMG, concentrated in Amicon 30 filter membranes (Millipore) and tested
in Two-tube TRAP assay for enzyme activity (Cano et al., 1999). Fractions containing
telomerase activity were pooled and loaded onto a 1 ml Heparin HiTrap column (GE
Healthcare). Telomerase was eluted with 60 to 450 mM KCI, desalted to 50 mM KCI with 1X
TMG, concentrated in Amicon 30 filter membranes and tested for enzyme activity in Two-tube

TRAP assay.
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Fractions containing telomerase activity were pooled and loaded onto an antisense
affinity purification column using a 5’ biotinylated chimeric oligonucleotide composed by a
DNA and a 2’0O-methyl RNA sequence complementary to three repeats of the putative TbTER
and TcTER template regions (Cano et al., 1999, Munoz and Collins, 2004 and Table 1). About
1.5 nmol of this oligonucleotide was coupled to NeutrAvidin beads (Pierce) pre-equilibrated in
1X Binding Buffer (25 mM HEPES pH 7.5, 5 mM MgCl,, 0.1 mM EDTA pH 8.0, 10% glycerol,
0.5% Triton X-100, 0,5 mM DTT) containing 300 mM KCI. Telomerase was eluted using 2.5 X
excess of the displacement oligonucleotide (3.75 nmol) complementary to the entire length of the
2’O-methyl similarly as described (Lingner & Cech, 1996, Schnapp et al., 1998, Muifioz and
Collins, 2004). Two-tube TRAP assays were also done using beads containing telomerase bound
to the 2’ O-methyl oligonucleotide. The protein content of each chromatography was determined

using the Bradford Reagent (Bio-Rad).

Table 1

Oligonucleotides used in Two-tube TRAP assay and affinity chromatography

experiments
Oligonucleotide Sequence
TS 5’ - AATCCGTCGAGCAGAGTT - 3’
Cx-ext 5" - GTGCCCTTACCCTTACCCTTACCCTAA - 3
TSRS 5" - AG(GGTTAG)g - 3°
5’ biotin -CTAGACCTGTCATCAMGmMmGmMmGmMmUmUmMAmMGm
2’ O-methyl
GmGMUmUmAMGmGmGmUmUmAMGmGmGm - 3’
Displacement oligo 5’- CCCTAACCCTAACCCTAACCCTGATGACAGGTCTAG - 3°
G-DNA 5’ biotin - GTAATACGACTCTTAGGGTTAGGGTTAGGG - 3’
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Purification of telomerase activity using a telomeric G-rich DNA affinity column

DEAE fractions containing telomerase activity were also loaded onto an afinity column
containing a 5’-biotinilated G-rich telomeric oligonucleotide (G-DNA). This oligonucleotide also
has a linker between the 5’-biotin and the telomeric sequences (Table 1). NeutrAvidin beads
(Pierce) were pre-equilibrated in 1X Binding Buffer (25 mM Tris-HCI, pH 8.0, 5 mM MgCl,, 0.1
mM EDTA, pH 8.0, 10% glycerol) containing 100 mM KCI and 0.5 mM DTT and were coupled
with 1.5 nmol of G-DNA oligonucleotide by incubation for 1 hour at 4°C. The coupled beads
were incubated with 1X Binding Buffer containing 2.4 pg Poli(dI-dC), 1:1000 Protease Inhibitor
Cocktail Pre-Set IIT (Calbiochem), 96 U RNaseOUT (Invitrogen) and about 1500 nug of DEAE
Sepharose positive fractions and the binding reaction was carried out overnight at 4°C under
agitation. After binding reaction, the beads were washed with 10 column volumes of 1X Binding
Buffer and telomerase was eluted using 1X Binding Buffer containing 600 mM or 2M KCI and
supplemented with 0.5 mM DTT and 20 U RNaseOUT (Invitrogen). The eluted fractions were

desalted and concentrated using Amicon 30 filter membranes (Millipore).

Purification of telomerase activity using gel filtration chromatography

DEAE and G-DNA fractions containing telomerase activity were pooled and pre-treated
with 10 U pancreatic deoxyribonuclease I (DNase I, GE Healthcare) for 30 min at 0°C to
eliminate any possibility of DNA contamination. Samples were concentrated in Amicon 30 filter
membranes, equilibrated in 1X TM containing 500 mM NaCl and loaded onto a pre-equilibrated
Superose 6 PC 3.2/30 column (GE Healthcare). Fractions of 200 pl each were collected,
concentrated in Amicon 30 filter membranes and pooled as follows: aliquots 1-4, 5-8, 9-13, 14-

16 and 17-20.

Telomerase activity using Two-tube TRAP assays
Telomerase activity was assayed by the Two-tube TRAP method as described before
(Cano et al., 1999) using column fractions or affinity chromatography beads as the telomerase

source. The oligonucleotides used in these reactions (TS and Cx-ext) are shown in Table 1.
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RESULTS AND DISCUSSION

Leishmania telomerase is enriched and binds tightly to the 2’0-methyl
oligoribonucleotide

The L. amazonensis telomerase activity present in nuclear extracts was first enriched by
ion exchange chromatography on a DEAE Sepharose Fast Flow column (Fig. 1) and
subsequently by affinity purification on a Heparin HiTrap column (Fig. 2). DEAE fractions
eluted with 400 mM — 600 mM NaAc contained telomerase activity as demonstrated by Fig. 1
(lane 3) and previous results (data not shown). The pre-treatment of the DEAE fractions with
RNase A showed the presence of contaminants whose activities co-purified with telomerase (see
RNase resistant radiolabeled bands in Fig. 1, lanes 2, 4 and 6). These telomerase positive
fractions were pooled and loaded onto a Heparin HiTrap column. Fractions eluted with 60 mM -
450 mM KCI showed telomerase activity (Fig. 2A, lanes 1 to 6), which was also confirmed by
RNase A and proteinase K pre-treatments (Fig. 1, lanes 2, 4 and 6, and Fig. 2B, lanes 4 and 5).

400 mM 500 mM 600 mM Fig. 1. Telomerase activity in total extracts
RNaseA - + - + -+ of L. amazonensis was purified by ion
exchange chromatography. DEAE Sepharose
eluates were tested by Two-tube TRAP assays
and were fractionated in a 10% denaturing
PAGE (7 M urea) in 1 X TBE. Each sample
was pre-treated with RNase A to ensure for the
- presence of telomerase activity. Lane 1, 400
- mM eluate; lane 2, 400 mM eluate pre-treated
with RNase A; lane 3, 500 mM eluate; lane 4,
500 mM eluate pre-treated with RNase A; lane
5, 600 mM eluate; lane 6, 600 mM eluate pre-
treated with RNase A.

i
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Fig. 2. Telomerase activity in extracts purified by Heparin HiTrap affinity
chromatography. In A) and B), the enzyme activity was determined by Two-Tube TRAP assays
and the reactions were fractionated in 10% PAGE containing 7 M urea. A) The positive DEAE
Sepharose fractions were pooled and loaded onto a Heparin HiTrap affinity chromatography
column and fractions were eluted using increasing concentrations of KCI (60 mM to 1M).
Telomerase activity was detected in all fractions between 60 mM and 450 mM. Lane 1, the assay
was done with the DEAE Sepharose fractions pool; lanes 2 to 6, telomerase positive fractions
eluted from the Heparin HiTrap column using 60 mM to 450 mM KClI; lane 7, telomerase
negative fraction eluted from the Heparin HiTrap column using 1 M KCIl. The band that
correspond to 50 nucleotides is shown on the left. B) A pool of Heparin HiTrap fractions was
tested using the Two-tube TRAP assay (lane 3); the same pool sample was pre-treated with
RNase A (lane 4) and proteinase K (pK, lane 5) to ensure for the presence of telomerase activity.
NE, negative control reaction using no extract (lane 1). TSRS, positive control reaction using
TSRS oligonucleotide (lane 2).
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Telomerase-positive Heparin fractions were pooled and loaded onto a NeutrAvidin
affinity column containing a 5”-biotin-2’ O-methyl antisense oligoribonucleotide complementary
to the trypanosome telomerase RNA template sequences (Fig. 3). To elute telomerase activity, a
2.5 X excess of a displacement oligonucleotide complementary to the entire 2’O-methyl
oligoribonucleotide was used without success. Contrary to all expectative, the fractions eluted
from these columns contained an activity that was not sensitive either to RNase A or to
proteinase K pre-treatments (Fig. 3A, lanes 1 to 3). Thus, we concluded that they can be due to
PCR elongation of the displacement oligonucleotide.

Since no telomerase activity was eluted from this column, the enzyme was probably
retained into the resin. To test this hypothesis, Two-tube TRAP assays were carried out directly
with the column beads. The results showed that the beads retained Leishmania telomerase
enzyme activity confirming that Leishmania telomerase remains bound to the 2’O-methyl
oligoribonucleotide (Fig. 3B, lanes 2 and 3). This suggests that Leishmania telomerase seems to
interact with the 2’ O-methyl oligoribonucleotide with such high affinity that competitive elution
can not occur under the mild conditions used to retain enzyme activity. Similar results have
already been shown by Mufioz and Collins (2004) during the purification of 7. cruzi telomerase
using a 2’0O-methyl affinity column. Conversely, human and Euplotes telomerases were
successfully purified using the same approach (Schnapp et al., 1998, Lingner and Cech, 1996).

The telomerase-containing beads were fractionated in a Coomassie-stained SDS-PAGE
confirming the presence of a bound polypeptide band of ~160 kDa as shown in Fig. 3C (lane 1).
Although the amount of protein is not enough to be analyzed by mass spectrometry, we speculate
that it corresponds to the L. amazonensis telomerase protein component. The predicted size for
the polypeptide encoded by the recently cloned L. amazonensis TERT gene is approximately
157.5 kDa (Giardini et al., 2006).
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Fig. 3. Analysing Leishmania telomerase eluted and not eluted from a 2’0-methyl
oligoribonucleotide. In A) and B), the reaction samples were fractionated in 10% denaturing
PAGE (7 M urea). A) Two-Tube TRAP assays performed using the 2’ O-methyl column fraction
eluted after adition of the displacement oligo. Lane 1, telomerase ladder pattern obtained from
the 2’O-methyl column eluate; lane 2, the same eluate was pre-treated with RNase A to show
that the ladder pattern is not due to telomerase activity, lane 3, the same eluate was pre-treated
with proteinase K (pK) to confirm that the ladder pattern is not due to telomerase activity. B)
Two-Tube TRAP assays performed using the 2’ O-methyl column resin beads. This figure shows
that the L. amazonensis telomerase remained tightly bound to the 2’ O-methyl column and that it
is indeed sensitive to pre-treatment with RNase A. Lane 1, beads containing telomerase bound to
the 2’ O-methyl oligoribonucleotide; lane 2, a control reaction was done pre-treating the 2’O-
methyl beads with RNase A; lane 3, a positive control reaction was done using TSRS
oligonucleotide. C) Coomassie-stained 10% SDS-PAGE showing a polypeptide of
approximately 160 kDa eluted from beads containing telomerase activity shown in B). The beads
were mixed with 1X SDS-PAGE gel loading buffer and boiled for 5 minutes before loading onto
the gel. This result might corroborate the predicted size for the polypeptide encoded by the
recently cloned L. amazonensis TERT gene (157.5 kDa, Giardini et al., 2006). M, molecular
weight marker. LaTERT, predicted L. amazonensis TERT component.
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L. amazonensis telomerase can be purified and eluted from a G-rich telomeric DNA
affinity column (G-DNA)

Telomerase positive fractions eluted from DEAE Sepharose were pooled and loaded onto
an affinity column containing a 5”-biotin-G-DNA oligonucleotide coupled to NeutrAvidin beads
(Pierce). Fractions were eluted using increasing concentrations of KCI (300 mM — 600 mM).
Enzyme activity was detected in the 600 mM KClI fraction, as shown by RNase A and proteinase
K pre-treatments (Fig. 4A, lanes 1-3). However, these fractions also seemed to be contaminated
with DNA or other enzyme activity that co-eluted with telomerase, since some non-specific
bands were visible in the proteinase K pre-treated sample (Fig. 4A, lane 3). To test this
hypothesis, samples were eluted with a higher salt concentration (2 M KCl) and were submitted
to RNase A and proteinase K pre-treatment or heat inactivation. As expected, an activity that
resembled the telomerase ladder pattern appeared, although it was not sensitive to any of the
treatments used to confirm the presence of telomerase (Fig. 4B, lanes 1 to 4). The ladder pattern
was probably also due to PCR amplification of DNA contaminating samples or to the presence
of other enzyme activity.

To circumvent these problems, the 500 mM and 600 mM fractions of the G-DNA
column, as well as the DEAE Sepharose telomerase positive fractions, were separately pooled,
concentrated and treated with RNase free-DNase 1. Pools were then loaded separately onto two
Superose 6 PC 3.2/30 gel filtration columns. Fractions 5-8, 9-13 and 14-16 eluted from the
DEAE pooled fractions (data not shown) and 5-8 and 9-13 from the G-DNA fractions showed
telomerase activity, as confirmed by RNase A pre-treatment (Fig. 4C, lanes 1 and 3, lanes 2 and

4).
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Fig. 4. L. amazonensis telomerase activity can be salt eluted from a G-rich telomeric affinity
column. In A) and B), Two-tube TRAP assays were performed using G-DNA affinity column
fractions eluted with 600 mM and 2 M KClI, respectively. A) Lane 1, telomerase activity eluted
from the G-DNA affinity column using 600 mM KCl; lane 2, control reaction where the 600 mM
KCl eluate was pre-treated with RNase A; lane 3, control reaction where the 600 mM KClI eluate
was heat inactivated. B) Two-tube TRAP assays were done using fraction eluted with 2 M KCl
to test if the telomeric DNA oligonucleotide was contaminating the G-DNA affinity column
samples. Lane 1, 2 M eluate showing the typical telomerase banding pattern; lanes 2-4, the same
sample was pre-treated with RNase A, pre-treated with proteinase K (pK) or heat inactivated,
respectively. These results show that the G-DNA oligonucleotide is probably being eluted using
these stringency conditions. C) Positive G-DNA fractions were pooled, pre-treated with DNase I
and then separated in a Superose 6 PC 3.2/30 gel filtration column using 1X TM containing 500
mM NaCl. The gel filtration fractions were concentrated and pooled as follows: 1-4, 5-8, 9-13,
14-16 and 17-20. Telomerase activity was present in fractions 5-8 (lane 1) and 9-13 (lane 3) and
it was absent when the same samples were pre-treated with RNase A (lanes 2 and 4).
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Together, all these data indicate that L. amazonensis telomerase can be purified using a
combination of ion exchange and affinity chromatographic methods, and refined by DNAse I
treatment followed by gel filtration. As shown in SDS-PAGE in Fig. 3C, L. amazonensis
telomerase has a high affinity for the 2°O-methyl oligoribonucleotide, which allowed to check
for enzyme activity and to purify a candidate telomerase protein band that was bound to the
beads. However, using an affinity chromatography column with a telomeric G-rich
oligonucleotide as ligand (G-DNA) it was easier to elute Leishmania telomerase activity. In both
cases, telomerase activity was contaminated either with DNA or other enzyme. This problem
could easily be overcome by treating the contaminated fractions with DNase I followed by
additional purification through a gel filtration column. The results presented in this article have
the aim to expand our knowledge about the Leishmania telomerase enzyme features, which will
be essential to indicate if telomerase will be a good target for the development of efficient anti-

parasite drugs.
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5.1.3. Conclusoes deste capitulo

Os experimentos realizados mostraram que ha atividade de telomerase nos extratos
purificados de L. amazonensis.

A telomerase de L. amazonensis pode ser purificada e enriquecida utilizando-se uma
combinacdo de cromatografias de troca idnica e de afinidade, refinada por tratamento
com DNase I e por purificacdo em coluna de gel filtracao.

A telomerase de Leishmania liga-se muito fortemente ao oligoribonucleotideo 2’ O-
metil, ndo sendo eluida da resina utilizando-se as condi¢des de eluicdo gentis
necessdrias para manter a atividade enzimatica. Contudo, foram possiveis a checagem
da atividade enzimatica e a purificacdo de uma banda protéica ligada a resina.

A forte interacdo com o oligoribonucleotideo 2’ O-metil pode ser util para inibir a
atividade da telomerase in vivo nestes organismos, ja que este oligoribonucleotideo
liga-se a regido do molde do componente TER.

A telomerase de L. amazonensis pode ser purificada e eluida de forma eficiente da
coluna de afinidade quando o DNA telomérico rico em G (G-DNA) foi utilizado
como ligante.

Nos dois processos de purificacio (DEAE e G-DNA), parece haver a contaminac¢io
da amostra com moléculas de DNA. Para contornar este problema, as amostras
eluidas foram tratadas com DNase I e a seguir foram novamente purificadas, desta

vez por gel filtracdo.
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6. CAPITULO III

6.1. Consideracoes iniciais

As ferramentas geradas e os resultados obtidos neste capitulo fazem parte de um estdgio
de doutorado sanduiche realizado na Universidade da Califérnia — Los Angeles (UCLA) sob a
supervisao do Prof. Dr. David Campbell e da Prof*. Dr*. Nancy Sturm. Os objetivos iniciais deste
estdgio eram a purificacdo do complexo holoenzimadtico da telomerase utilizando o sistema
“PTP-tagging” e a identificacdo do componente RNA da telomerase em tripanossomatideos.

O sistema “PTP-tagging” ¢ um sistema de purificacdo por afinidade em tandem que
permite a purificagdo rapida e eficiente de complexos protéicos marcados com o epitopo PTP a
partir de extratos brutos e sob condi¢cdes nativas. Originalmente chamado de sistema TAP
(“tandem affinity purification”), este método foi bem estabelecido em leveduras e também tem
sido utilizado com sucesso em mamiferos [Knuesel et al, 2003], insetos [Forler et al, 2003], E.
coli [Gully et al, 2003], plantas [Rohila et al, 2004] e tripanosomatideos [Aphasizhev et al, 2003;
Schimanski et al, 2005a, Schimanski et al, 2005b]. Com o objetivo de purificar o complexo
holoenzimatico da telomerase de 7. brucei, foram geradas ferramentas para possibilitar a
marcacdo da proteina TbTERT pelo sistema “PTP-tagging”. Decidiu-se que seria necessario
anular um dos alelos do gene TbTERT primeiro e s6 depois marcar o outro alelo selvagem com a
etiqueta PTP, pois deste modo a célula ndo teria outra op¢ao sendo expressar o alelo marcado,
enriquecendo o extrato protéico final em proteinas marcadas. Assim, realizaram-se duas
construcdes: a primeira responsdvel por substituir de modo sitio-dirigido um dos alelos do gene
TbTERT, e a segunda responsdvel pela marcag¢do da porcao C-terminal do outro alelo selvagem
do gene TbTERT com a etiqueta PTP. Essas constru¢des foram transfectadas nos parasitas 7.
brucei e os clones transfectantes foram selecionados.

Para tentar identificar o componente RNA da telomerase de tripanossomatideos, foram
realizadas reagcdes de seqiienciamento a partir de ensaios de “primer extension”, um método
utilizado para medir a quantidade de um transcrito de RNA especifico ou para mapear o inicio da
transcricdo (terminal 5°) de um transcrito. Estes ensaios identificaram uma seqiiéncia de DNA

que pode codificar o componente TER de 7. brucei.
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6.2. GERACAO DE FERRAMENTAS PARA A PURIFICACAO DO COMPLEXO
HOLOENZIMATICO DA TELOMERASE DE Trypanosoma brucei UTILIZANDO O
SISTEMA “PTP-TAGGING”

6.2.1. Material e Métodos

6.2.1.1. Cultivo de formas prociclicas de 7. brucei

Formas prociclicas de T. brucei linhagem yTAT KH4A foram cultivados a 28°C em meio
Cunningham’s SM [Cunningham, 1977] suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab).
Culturas em fase logaritmica de crescimento (aproximadamente 5 x 10° células/ml) foram
utilizadas para transfeccao e a seguir cultivadas no mesmo meio, porém na presenca das drogas

fleomicina (2.5 pug/ml) ou G418 (40 pg/ml).

6.2.1.2. Clonagem das regioes 5’ e 3’ nao traduzidas (UTR) do gene ThTERT no
vetor pKO-Fleo

A estratégia para a clonagem baseou-se na amplificacdo por PCR de fragmentos
correspondentes as regides 5’UTR (5’ ndo traduzida) e 3’UTR (3’ ndo traduzida) que flanqueiam
o gene TERT em T. brucei. Essas sequéncias foram encontradas no banco de dados publico de 7.
brucei (GeneDB, www.genedb.org/genedb/tryp/). Foram entdo desenhados oligonucleotideos
iniciadores a partir dessas seqiiéncias (5’-UTR-TbTERT-HindIII-F= 5" — AAA GCT TAC ACG
AGT ATA ACA TTG C - 3’; 5°-UTR-TbTERT-EcoRI-R = 5° — TGA ATT CCA TTT GTG
CCA TGT AGT C - 3’; 3’-UTR-TbTERT-Xbal-F =5’ — ATC TAG ATC TGC ATG AAA TGC
AAG C - 3’; 3°-UTR-TbTERT-NotI-R = 5 - TGC GGC CGC TGA CTT ATT GTC ATG - 3).

Para nocautear um dos alelos do gene TERT de T. brucei (TbTERT), utilizou-se um método
denominado ruptura direcionada de gene. Nesse método, seqiiéncias complementares as regioes
5’UTR e 3’UTR de um determinado gene sdo inseridas em um vetor chamado pKO-Fleo. Para a
construcdo deste vetor, um fragmento EcoR1/Xbal de 2410 pb do vetor pXS2 [Bangs et al., 1996]
contendo no sentido 5°-3’: 1) regido intergénica da prociclina EP1-EP2, 2) gene marcador que
confere resisténcia ao antibidtico fleomicina (Fleo), 3) regido intergénica da tubulina /o, foi
clonado nos sitios correspondentes do vetor pBluescript IISK- (pBSIISK-, Stratagene, San

Diego, CA, EUA) (ver diagrama representando este cassete na Figura 24). Construgdes
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especificas para anular o gene TbTERT foram montadas primeiramente com a insercao de um
fragmento HindlIl/EcoRl de 669 pb da por¢do 5’UTR do gene TbTERT nos sitios
correspondentes na por¢do a montante do sitio de poli-clonagem do vetor pKO-Fleo. Um
segundo fragmento de 485 pb foi entdo amplificado a partir da regido 3°’UTR do gene TbTERT e
inserido a jusante do sitio de poli-clonagem do mesmo vetor (Figura 24B). A digestdo dessas
construgdes com as enzimas Clal e Sacl liberou um fragmento linear contendo o marcador
seletivo da fleomicina flanqueado pelas seqiiéncias 5’UTR e 3’UTR homdlogas as encontradas
no cromossomo selvagem para que ocorra a completa substituicio de um dos alelos do gene
TbTERT pelo gene que codifica o marcador de resisténcia (Fleo) via recombinacdo homdloga.

Na Figura 24C, encontra-se um diagrama mostrando como foi realizada esta substituicao gé€nica.

6.2.1.3. Clonagem de um fragmento do gene TbTERT no vetor pC-PTP-Neo

pC-PTP-Neo é um vetor de integracdo no genoma de 7. brucei derivado do vetor
pBluescript SK(_) (Stratagene, La Jolla, CA) contendo uma etiqueta PTP e o marcador de
resisténcia a droga G418 (Figura 26). Em pC-PTP-Neo, o cassete PTP contém 745 pb de uma
regido que codifica o C-terminal da proteina TbU1-70K, um sitio de restricio de Notl, a
seqiiéncia que codifica a etiqueta de PTP, o c6don de terminagdo de traducdo TGA, e 470 pb da
regido adjacente 3° de TbRPAI, o gene que codifica a maior subunidade da RNA polimerase 1. O
cassete do marcador de resisténcia contém o gene da neomicina fosfotransferase (NEOr), que
confere resisténcia ao antibidtico G418, flanqueado 5’ pelas regides intergénicas da proteina de
choque térmico 70 (“heat shock protein 707, HSP70) genes 2 e 3 e flanqueado 3’ pelas regides
intergénicas dos genes da - e o~ tubulina. A construgcdo pC-PTP-Neo-TbTERT ¢ derivada do
vetor pC-PTP-Neo, sendo que a regido C-terminal do gene TbTERT compreendendo os dltimos
3122 nucleotideos foi inserida na regido precedente a seqiiéncia PTP. Para a amplificacdo dessa
seqiiéncia, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores senso Tb-PTPtag-Apal-F = 5° —
TGG GCC CCC CTC TGA AGC G - 3’ e antisenso Tb-PTPtag-NotI-R = 5" - TGC GGC CGC
TGC AGA GCG - 3’. Para que ocorresse a integragdo gendmica, a constru¢cdo pC-PTP-Neo-
TbTERT foi linearizada com a enzima Xmal, a qual apresentava um tnico sitio de restricao
aproximadamente no meio da seqiiéncia TbTERT clonada. Apds a linearizagdo, a construcao
passou a apresentar duas regides homologas ao gene TbTERT selvagem em suas extremidades

(Figura 26C).
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Também foram desenhados oligonucleotideos iniciadores para tentar amplificar e clonar
a regido C-terminal do gene TERT de L. tarentolae (ILtTERT), mas essa amplificagdo nao foi
possivel. Contudo, conseguiu-se amplificar o fragmento correspondente do gene de L.
amazonensis (LaTERT) e clonar este fragmento no vetor pC-PTP-Neo. O protocolo foi 0 mesmo
utilizado para a clonagem do gene TbTERT, exceto que neste caso foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores senso Lt-PTPtag-Mfel-F = 5’- TCA ATT GTC TGC TCA CCC
GC - 3’ e antisenso Lt-PTPtag-Notl-R = 5°- TGC GGC CGC AGT CTG CGA G -3’ e a
construcdo serd linearizada com a enzima Aval. Nao se sabe se este vetor serd capaz de se
integrar no genoma de Leishmania, ja que ele ¢ um vetor de integragcao para ser utilizado em T.
brucei. Porém ¢ vélido testar esta técnica também em Leishmania, nem que seja preciso otimizar

0 vetor para este organismo.

6.2.1.4. Transfeccao de formas prociclicas de T. brucei com as constru¢coes ThTERT-
5’-3’-pKO-Fleo e pC-PTP-Neo-TbTERT

Formas prociclicas de 7. brucei tipo selvagem, clone yTAT KH4A, foram eletroporadas
com 5 pg da constru¢do TbTERT-5"-3’-pKO-Fleo linearizada com as enzimas Clal/Sacl usando
um protocolo padrdo [Bangs et al, 1996]. Resumidamente, cerca de 5 x 10° células/ml foram
homogeneizados em 450 pl de meio de eletroporacdo (90 mM KCl, 0,1125 mM CaCl,, 9.25 mM
K,;HPO,, 18.75 mM Hepes, 1.5 mM EDTA, 4 mM MgCl,, 69.25 mM sacarose), misturados a
100 wl de cada construcdo de DNA linearizada (5 pg) e colocados em cubetas de eletroporacao
de 4 mm (Bio-rad). Amostras sem a presenca de DNA também foram eletroporadas como
controle (“mock”). As eletroporacdes foram realizadas utilizando-se o aparelho Bio-Rad Gene
Pulser II, com dois pulsos de 1500 V, 25 uF, com intervalo de 10 segundos entre os pulsos.
Permitiu-se que as células transfectadas se recuperassem por 24 horas e o meio Cunningham’s
SM contendo 10% de soro fetal bovino foi entdo suplementado com 2.5 pg/ml de fleomicina. As
células resistentes a fleomicina cresceram apds aproximadamente 11 dias de selecio com a
droga, sendo entdo submetidas a dilui¢do clonal para que fossem selecionados os clones.

Os clones resistentes a fleomicina, ou seja, aqueles que perderam um dos alelos do gene
TbTERT por recombinacao e adquiriram o gene Fleo, foram entdo eletroporados com 5 pug da
constru¢ao pC-PTP-Neo-TbTERT linearizada com a enzima Xmal. Amostras controles foram

eletroporadas na auséncia de DNA. O protocolo de eletroporacdo foi o mesmo descrito acima.
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Deve-se lembrar que em todos os passos desta segunda transfec¢do, as células permaneceram
sempre em meio Cunningham’s SM contendo 10% de soro fetal bovino suplementado com 2.5
pg/ml de fleomicina. Permitiu-se que as células transfectadas se recuperassem por 24 horas,
adicionando-se a seguir 40 pg/ml da droga G418. As células resistentes a fleomicina e a G418
(apresentando um dos alelos anulado e o outro fusionado com a etiqueta PTP) cresceram apds
aproximadamente 16 dias de selecdo com ambas as drogas. O préximo passo foi verificar a
correta integracdo da construcdo TbTERT-5’-3’-pKO-Fleo por PCR, sendo que posteriormente
serd necessdrio realizar andlise por “Southern blotting”. Para verificar a expressao das proteinas
fusionadas com a etiqueta PTP, serdo realizados ensaios de “Western blotting” utilizando o

anticorpo HPC4 anti-ProtC.

6.2.1.5. Analise por PCR da correta integracao do cassete contendo o gene Fleo no
locus do gene ThTERT

Para checar se a integracdao do cassete contendo o gene Fleo ocorreu no local correto,
utilizou-se primeiramente uma andlise por PCR. Espera-se que se a integracdo ocorrer
corretamente em um dos alelos, o gene TbTERT € substituido pelo cassete contendo o gene da
fleomicina por recombinacdo homologa. Para a andlise por PCR, amplificou-se um fragmento
especifico que s6 seria gerado caso ocorresse a correta integracdo. Foram utilizados entdo um
oligonucleotideo iniciador senso complementar a regido 5’UTR nativa do cromossomo (5’-UTR-
TbTERT-HindIllI-F = 5° — AAA GCT TAC ACG AGT ATA ACA TTG C - 3’) e um
oligonucleotideo iniciador antisenso complementar ao gene da fleomicina (Fleo_BamHI_R = 5’
— TGG ATC CTC AGT CCT GCT C - 3’), o qual foi integrado juntamente com o cassete. O
produto gerado tem 1999 pb e corresponde exatamente ao tamanho esperado do fragmento
compreendido entre a regido 5’UTR nativa do gene TbTERT e o gene da fleomicina que foi

inserido durante a recombina¢ao homdloga.

6.2.2. Resultados obtidos

6.2.2.1. Substituicao de um dos alelos do gene ThTERT nativo
Para substituir um dos alelos do gene TbTERT pelo cassete contendo o gene da

fleomicina, as regides ndo traduzidas S’UTR e 3’UTR adjacentes ao gene TERT nativo de T.
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brucei foram amplificadas por PCR (Figura 24A, linhas 1 e 3, respectivamente) e clonadas no
plasmideo pKO-Fleo. Além das regides 5’UTR e 3’UTR, este plasmideo continha o gene que
confere resisténcia ao antibidtico fleomicina e as regides intergé€nicas necessdrias para a
expressdo deste gene (Figura 24B). O plasmideo foi linearizado e transfectado em parasitas 7.
brucei prociclicos em fase logaritmica de crescimento. Dentro dos parasitas, o plasmideo sofreu
recombinacdo homdloga com as regides 5’UTR e 3’UTR nativas do gene TbTERT, o qual foi
inteiramente substituido pelo cassete contendo o gene de resisténcia a fleomicina (ver esquema

da substituicdo na Figura 24C).
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Figura 24 — Substituicdo de um alelo do gene ThTERT. A) Gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etideo, mostrando a amplificacdo por PCR das regides 5’UTR (683 pb, linha 1) e
3’UTR (501 pb, linha 3) adjacentes ao gene TERT de T. brucei. Linha 2, marcador de peso
molecular de 1 kb. B) Mapa circular (em escala) da constru¢cdo TbTERT-5’-3’-pKO-Fleo,
responsavel por anular um dos alelos do gene TERT em T. brucei. O plasmideo contém o cassete
do marcador de resisténcia a droga fleomicina (seqii€éncia codificadora em verde). As regides
5’UTR e 3’UTR adjacentes ao gene TbTERT encontram-se, respectivamente, em rosa e azul. As
regides flanqueadoras que fornecem os sinais de processamento de RNA para o marcador de
resisténcia sdo as regides intergénicas da prociclina (PARP) e da o/f tubulina, ambas na cor
salmdo. C) Ilustragdo do locus do gene TbTERT em um dos alelos apds a substitui¢cdo do gene
selvagem pelo cassete contendo o gene da fleomicina. As cores sdo como descritas em B), e o
diagrama ndo estd em escala.
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A clonagem da regido 5’UTR foi possivel sem grandes problemas, porém, a clonagem da
regido 3’UTR foi dificultada pela presenca de um sitio de restricdo da enzima Xbal que estava
sendo metilado pela maquinaria celular das bactérias DH5a (metilagio DAM). Apds a
minipreparacao, o fragmento 3’UTR ndo estava sendo excisado do plasmideo de clonagem pCR®
2.1, ja que o sitio de restricdo apresentava-se metilado e ndo estava sendo reconhecido pela
enzima Xbal. Para finalmente excisar o fragmento 3’UTR do plasmideo de clonagem, utilizou-se
o sitio de restri¢do da enzima Notl, presente em uma das extremidades do fragmento 3’UTR, e o
sitio da enzima EcoRV, presente no plasmideo pCR® 2.1, no lugar do sitio da enzima Xbal. A
enzima EcoRV cortou o DNA gerando extremidades abruptas. Enquanto isso, o plasmideo pKO-
Fleo foi primeiramente digerido com Xbal, e entdo teve suas extremidades coesivas preenchidas
pela adicdo de nucleotideos (utilizando-se o fragmento Klenow da enzima DNA polimerase 1),
tornando as extremidades abruptas. A seguir, esse plasmideo foi digerido com a enzima Notl (a
outra enzima utilizada para a excisar o fragmento), permanecendo com uma extremidade abrupta
gerada pelo preenchimento da simples-fita com nucleotideos e a outra extremidade coesiva
gerada pela enzima Notl. Esta estratégia permitiu a rdpida excisdo e a clonagem do fragmento
3’UTR no plasmideo pKO-Fleo, possibilitando a transfec¢do dos parasitas 7. brucei com esta
constru¢do e a conseqiiente substituicio de um dos alelos do gene TbTERT por recombinacao

homdloga.

6.2.2.2. Analise parcial da integracdo correta do cassete contendo o gene da
fleomicina no locus génico de ThTERT

Para checar a correta integracao da constru¢ao TbTERT-5"-3"-pKO-Fleo e a conseqiiente
substitui¢do de um dos alelos do gene TERT de T. brucei, realizou-se a amplificagdo por PCR de
um fragmento especifico que sé seria gerado no caso da correta integracdo no locus génico de
TbTERT. Para checar a integracdo especifica, amplificou-se um fragmento de 1999 pb a partir
do DNA gendmico extraido dos parasitas transfectados com a constru¢do TbTERT-5’-3’-pKO-
Fleo, utilizando-se um oligonucleotideo senso complementar a regido 5’UTR que flanqueia o
gene TbTERT e um oligonucleotideo antisenso complementar a por¢do C-terminal do gene que
confere resisténcia ao antibidtico fleomicina. A amplificacdo deste fragmento por PCR pode ser
conferida na Figura 25, tanto a partir de parasitas transfectados originados da populacdo

heterogénea inicial (linhas 8 e 9), quanto de clones de parasitas gerados somente apds a diluicdo
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clonal (linhas 4 a 7). Esta andlise por PCR nos permitiu verificar que a constru¢do TbTERT-5’-
3’-pKO-Fleo integrou-se corretamente no locus génico de TbTERT. Porém, este tipo de andlise
ndo pode mostrar se a integracdo ndo ocorreu também em outros locais no genoma do parasita.
Para descartar esta hipdtese, serd realizado um experimento de “Southern blotting” utilizando
como sonda o gene que confere resisténcia ao antibidtico fleomicina. Estes experimentos em
conjunto nos permitirdo confirmar a correta integracdo do cassete da fleomicina no genoma do

parasita.
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Figura 25 — Analise da integraciao da constru¢io TbTERT-5-3’-pKO-Fleo no genoma de T.
brucei. Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, mostrando a amplificagao por PCR
de um fragmento especifico que indica a integracdo de forma correta. A amplificacdo foi
realizada utilizando-se um oligonucleotideo senso complementar a regiao 5’UTR do gene
TbTERT e um oligonucleotideo antisenso complementar ao gene marcador de resisténcia a
fleomicina (vide Figura 24C), gerando um fragmento de 1999 pb (linhas 4 a 9). Linha 1,
marcador de peso molecular de 1 kb; linha 2, controle negativo da reacdo de PCR onde ndo
houve a adi¢do de DNA; linha 3, controle negativo da amplificacdo, onde foi utilizado como
substrato o DNA gendmico de parasitas selvagens que nio tinham sofrido a integracdo do gene
da fleomicina. Linhas 4 a 7, produto amplificado a partir de clones de parasitas gerados apds a
diluicdo clonal; linhas 8 e 9, produto amplificado a partir de parasitas transfectados originados da
populacdo heterogénea inicial.
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6.2.2.3. Marcacao do outro alelo ThTERT nativo com a etiqueta PTP

Para marcar o segundo alelo do gene TbTERT com a etiqueta PTP, a regiao C-terminal
do gene TbTERT nativo, contendo os tultimos 3122 nucleotideos, foi amplificada por PCR
(Figura 26A, linha 2). Este fragmento foi clonado no plasmideo pC-PTP-Neo, o qual continha o
gene que confere resisténcia ao antibidtico G418 (Figura 26B). A constru¢do pC-PTP-Neo-
TbTERT foi linearizada e transfectada em parasitas 7. brucei em fase logaritmica de crescimento
que ja apresentavam um dos alelos do gene TbTERT anulado. Uma vez no interior desses
parasitas, o plasmideo sofreu recombina¢cdo homdloga com a regido do gene TbTERT que havia
sido clonada, inserindo apds o gene nativo o cassete contendo a etiqueta PTP, o gene de
resisténcia a G418 e as regides intergénicas responsaveis pela expressao deste gene (ver esquema

Figura 26C).
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Figura 26 - Marcacao do segundo alelo do gene TbTERT com a etiqueta PTP. A) Gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etideo, mostrando o fragmento amplificado por PCR que
contém os ultimos 3122 nucleotideos da seqiiéncia do gene TERT de T. brucei (regido C-
terminal) (linha 2). Linha 1, marcador de peso molecular de 1 kb; linha 3, controle negativo da
reacdo de PCR realizado sem DNA. B) Mapa do plasmideo pC-PTP-Neo-TbTERT (em escala)
utilizado para a integragdo gendmica. O plasmideo contém a seqii€ncia da etiqueta PTP que serd
integrada na regido 3’ do gene alvo (TbTERT) e o cassete do marcador de resisténcia a G418. As
seqiiéncias codificadoras da etiqueta PTP, das regides flanqueadoras do gene de T. brucei, e do
marcador de resisténcia (gene da neomicina) estdo coloridos em azul, vermelho/cinza e verde,
respectivamente. O fragmento C-terminal do gene TbTERT encontra-se em rosa. As regides
flanqueadoras que fornecem os sinais de processamento de RNA para a etiqueta PTP e para o
marcador de resisténcia sdo: 3°’UTR de ThRPAI, regiao intergé€nica dos genes 2 e 3 da HSP70,
regido intergénica da o-f tubulina, e 5’UTR de ThRPA2. C) Tlustracio do gene TbTERT
marcado com a etiqueta PTP. As cores sdo como descritas em B), e o diagrama ndo estd em
escala.

Na tentativa de utilizar o mesmo sistema ‘“PTP-tagging” para marcar o alelo do gene
TERT em L. amazonensis, a regido C-terminal do gene LaTERT nativo, contendo os tdltimos
1841 nucleotideos, foi amplificada por PCR (Figura 27A, linha 2), purificada em gel e clonada
no plasmideo pC-PTP-Neo contendo o gene que confere resisténcia ao antibidtico G418 (Figura

27B). Este sistema ainda estd em constru¢do e serdo feitos testes para se saber se haverd a
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expressdo do gene que confere resisténcia ao antibidtico G418 em Leishmania, ja que este gene

estd clonado no plasmideo pC-PTP-Neo sob controle das regides intergénicas de genes de T.

brucei (Figura 27B).

A purificagdo do complexo protéico da telomerase de 7. brucei e de L. amazonensis
permitird a identificacdo de todas as proteinas que formam o complexo enzimético da telomerase
nesses organismos, incluindo o RNA da telomerase. A identificagdo desses componentes poderd
auxiliar futuramente no entendimento do processo de regulacdo da telomerase pelos seus

parceiros protéicos em tripanossomatideos.
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Figura 27 - Marcacao do gene LaTERT com a etiqueta PTP. A) Gel de agarose 0,8% corado
com brometo de etideo, mostrando o fragmento amplificado por PCR que contém os dltimos
1841 nucleotideos da seqiiéncia do gene TERT de L. amazonensis (regido C-terminal) (linha 2).
Devido a presenca de bandas inespecificas, o fragmento LaTERT C-terminal foi primeiro
purificado em gel e sé depois clonado no plasmideo pC-PTP-Neo. Linha 1, marcador de peso
molecular de 1 kb. B) Mapa circular (em escala) da constru¢do de integragdo gendmica pC-PTP-
Neo-LaTERT. As partes integrantes do plasmideo sdo as mesmas ja descritas na Figura 26B. O
fragmento C-terminal do gene LaTERT encontra-se em azul claro.
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6.3. TENTATIVA DE IDENTIFICACAO DO RNA DA TELOMERASE DE
TRIPANOSSOMATIDEOS

6.3.1 Material e Métodos

6.3.1.1. Ensaios de ‘“primer extension’ e de seqiienciamento

Foi isolado RNA total de T. brucei e de L. tarentolae utilizando-se o reagente TRIzol
(Invitrogen) segundo as recomendacdes do fabricante. Os ensaios de “primer extension” foram
realizados utilizando-se os oligonucleotideos pEXTel (5° — TTAGGG - 3’) (dados nao
mostrados) e pEXTell (5 — GGGTTAGGG - 3’). Esses oligonucleotideos foram previamente
marcados em sua por¢io 5’ com P y-ATP utilizando-se a enzima T4 polinucleotideo quinase
(T4 PNK) e purificados em colunas G-25 (GE Healthcare).

A 5 ug de RNA total foram adicionados 2 pmol do oligonucleotideo marcado e 10 mM
de cada dNTP, incubando-se a seguir por 5 minutos a 65°C. Adicionou-se ainda 1 X tampao da
primeira fita, 0,01 M DTT e 200 U da transcriptase reversa SuperScript II RT (Invitrogen),
incubando-se as amostras por 50 minutos a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C) ou a
40°C. Apés o periodo de elongacdo, as amostras foram inativadas por 15 minutos a 70°C,
homogeneizadas em 1 X tampdo de amostra e fervidas por 5 minutos. As amostras foram
analisadas em géis de seqiienciamento contendo 8 M uréia e 6% poliacrilamida.

Para os ensaios de “primer extension” seguidos de seqiienciamento, realizou-se 0 mesmo
protocolo acima descrito, exceto que se fez uma reacdo separada para cada um dos 4
nucleotideos. Em uma primeira reacdo, foram adicionados 135 uM de dideoxiadenosina
(ddATP), 25 uM de deoxiadenosina (dATP) e 250 uM de cada um dos outros trés nucleotideos
(TTP, dCTP e dGTP). O mesmo procedimento foi repetido individualmente para os outros

nucleotideos.
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6.3.2. Resultados preliminares obtidos

6.3.2.1. Identificacio de uma seqiiéncia candidata ao gene do componente TER de 7.
brucei

Utilizou-se o ensaio de “primer extension” na tentativa de mapear a seqiiéncia existente
entre o terminal 5° e a regido do molde na seqii€éncia dos RNAs da telomerase de 7. brucei e L.
tarentolae. Embora nio sejam conhecidas caracteristicas como seqiiéncia, tamanho, estrutura e
especificidade dos componentes TER dos tripanossomatideos, sabe-se que a seqiiéncia predita do
molde presente no componente RNA da telomerase de 7. brucei e de T. cruzi € 5° —
CCCUAACCC - 3’ [Cano et al., 1999; Muioz e Collins, 2004]. Assim, os ensaios de “primer
extension” foram realizados utilizando-se o oligonucleotideo pEXTell complementar a essa
seqiiencia molde (5° — GGGTTAGGG - 3’). Utilizou-se como substrato o RNA total extraido de
parasitas das espécies T. brucei e L. tarentolae em fase exponencial de crescimento, e em duas
diferentes temperaturas de anelamento e extensdao. Em paralelo, foi seqiienciada uma molécula
de DNA aleatdria, somente para facilitar a estimativa do nimero de nucleotideos que foram
adicionados pela enzima (dados ndo mostrados). O ensaio indicou que o oligonucleotideo
utilizado foi capaz de se ligar a uma molécula de RNA, provavelmente o RNA da telomerase, e
de ser estendido pela transcriptase reversa, gerando moléculas de cDNA simples-fita de
tamanhos variando entre ~78 e ~140 nucleotideos de comprimento (Figura 28A, linha 3). A
reacdo realizada a 40°C gerou menos bandas do que a reacao realizada a temperatura ambiente
(Figura 28A, linha 2), tornando mais fécil a andlise dos resultados. O préximo passo foi tentar
seqiienciar o cDNA que estava sendo gerado durante as reagdes de “primer extension”, pois a
seqiiéncia obtida poderia ser utilizada para fazer buscas por homologia no banco de dados dos
projetos genomas desses parasitas. Para isso, realizaram-se reagdes de “primer extension”
separadamente para cada um dos quatro nucleotideos. Nessas reacdes, foram adicionados
dideoxinucleotideos, que sdo responsdveis por impedir a adi¢do de novos nucleotideos na
molécula em que foram incorporados ja que ndao sdo capazes de fazer ligagdes do tipo
fosfodiéster com o proximo nucleotideo, sendo chamados de terminadores de cadeia. O
seqiienciamento dos produtos de cDNA gerados a partir do ensaio inicial de “primer extension”
possibilitou a leitura de aproximadamente 52 bases da molécula gerada a partir de 7. brucei

quando o experimento foi realizado a 40°C (Figura 28B, terceiro quadro da esquerda para a
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direita). O processo de leitura apresentou-se bastante dificultado devido a presenca de multiplas
bandas co-migrantes. A seqiiéncia de L. tarentolae gerou muitos produtos em ambas as
temperaturas, impossibilitando a leitura. Nao se sabe se a seqiiéncia predita do molde do RNA da
telomerase de Leishmania € a mesma encontrada em 7Trypanosoma, € portanto talvez sejam
necessarios outros testes utilizando diferentes oligonucleotideos.

A seqiiéncia obtida a partir do cDNA de 7. brucei foi comparada com as seqiiéncias
presentes no banco de dados do parasita, e uma unica seqiiéncia foi encontrada
(T927_telo32Ael0.plk) (Figura 28C). Esta seqiiéncia apresentou uma regido que poderia
corresponder ao molde do RNA da telomerase (em amarelo) e uma regido que apresentou 69%
de identidade com a seqiiéncia resultante do experimento (em lilds). Contudo, ndo parece
corresponder a seqiiéncia correta, ja que a distincia entre a seqiiéncia lida (em lilds) e o putativo
molde do RNA (em amarelo) ndo corresponde a distancia encontrada entre os produtos
estendidos e o oligonucleotideo utilizado no experimento. Além disso, ndo foi encontrada
nenhuma homologia entre essa seqiiéncia e as seqiiéncias dos RNAs das telomerases ja descritas
em outros organismos. A andlise da estrutura secunddria originada por essa seqii€éncia poderia ser
crucial para a identificacdo de um candidato a RNA da telomerase. Isso porque a estrutura em
forma de “pseudoknot”, encontrada na regido 5” da maioria dos componentes TER ja descritos, é
altamente conservada, e a sua presenca, juntamente com outras caracteristicas importantes dessas
moléculas, sugeriria fortemente a descoberta do RNA da telomerase. Infelizmente, ndo foi
encontrado nenhum programa computacional de andlise da estrutura secunddria da seqiiéncia

obtida capaz de predizer estruturas na forma de “pseudoknot”.
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>T927 telo32Rell.plk bases 38 to 925 (SL to QR)

CECTCAGCACCACCGU GACC TEGAACATCCTGAT GACCACCGAGCGCACCGACTCCCTGAGTTACGCCGGCGTA
CEGGARA L TG TG TAACCC T GEAC CAGETCACAC TCAACAGCTGRAACGAGGTGATGGTCAGCCGCTACS
ACGGCCCCCACGCECTGCTCGACTGCC TG GEGATTACCTGAAC CAGCTGCCGGCCAATCACCTGCCGCGATT
GCGGGETGCGTTGCTTC TG CACRACC G TGCGCARTTCATTGCCCAGC GCGTGGAAGAAATCTTCGACACCGEG
CARAACCTGATGCTGAGCCAGGAARACCACCGCTACCTGGTGCAGGTGCAGCAGCACTACCACGTGATGGAAC
TEACACCCGGCC ARG C AR CCATGTG T CAC TGEC GACCCAGGACGCGCTGATCGCCTACCTCAGTGRAGRACT
GCCAGCTACAGCCCGC TGCACC TGEACACCATGGCCCTCGAAGACCACGACCTGECGCTETTGCTGCCCATG
GGCCTGCCCGACTGTGTGCAGGTGTTC TACCGGATCAACGARAGGGGTTGCCGAGCTGTACGTGCTGGATGAAT
AR GG T T GECAGCAGC GO C TGO O T TTCACGACGAGCAARAGTCTTCTEETECCEGCTGCAGCGC TTCCT
GCAATCGATTATTTATCGGCGCGACGCGCTGCTGCCGCTGGACCCGCAACAGCCACTCGGCGCGETGCARATC
CTGTAT TACCAGC TG T TG CGTCAGGC AGCGECCGCGCACGCC GGG CGRAACCGCECCCAGCGCCGCARRCCC
CEECCAATAAACCGTTCTACGACGTGCAGGCCGAT TATCEGCAAGGCAGCACCCGGECCAGGTGGGGAT CACCT
TGTACTGCARATC

Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Score P (N) N

T927 telo32Rell.plk bases 38 to 925 (5L to QR) 97 0.95 1

>T927 telo32Aell.plk bases 38 to 925 (SL to QR)
[Full Seguence] 2

Length = 888
Plus Strand HSPs:
Score = 97 (20.6 bits), Expect = 3.0, P = 0.95

Identities = 37/53 (69%), Positives = 37/53 (69%), Strand = Plus / Plus
[HSP Sequence]

Query: 1 TTGTGCTCGAGGCTGCAGCGCTTCATGGCATCCATTGCTCA--GGTGC-ACGC 50

I 1 T T OO 0 1 1 A A I O Y I O B B
Sbjet: €33 TTCTGGT-GCCGCTGCAGCGCTTCCTGCAATCGATTATTTATCGGCGCGACGC 684

Figura 28 — Andlise de uma seqiiéncia candidata ao gene TbTER. A) Produtos de extensio
do ensaio de “primer extension” gerados a partir de RNA total extraido de 7. brucei, na presenga
do oligonucleotideo pEXTell marcado com [y->’P]ATP e da transcriptase reversa. As etapas de
anelamento e de extensdo do oligonucleotideo foram realizadas a temperatura ambiente (linha 2),
a 40°C (linha 3) ou a 50°C (linha 4). Na linha 1, encontra-se o oligonucleotideo pEXTEI1
sozinho para servir de controle negativo da reacdo e de marcador de peso molecular (9
nucleotideos). Para determinar o tamanho das moléculas estendidas, os produtos do “primer
extension” foram separados por eletroforese em paralelo a uma reacdo de seqiienciamento de
DNA (dados ndao mostrados). O resultado mostra que foram estendidas moléculas de tamanhos
entre 78 e 140 nucleotideos, aproximadamente. B) Produtos estendidos no ensaio de
seqiienciamento por “primer extension”. As reacOes de “primer extension” foram realizadas
como descritas em A), porém fazendo-se uma reacdo separada para cada um dos quatro
nucleotideos, utilizando-se o0 método de terminacao por dideoxinucleotideos (as letras C, G, T e
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A no topo dos painéis indicam os dideoxinucleotideos ddCTP, ddGTP, ddTTP e ddATP,
respectivamente, utilizados em cada linha). As reagdes foram realizadas com RNA total de L.
tarentolae (primeiro e segundo painéis a esquerda) ou de 7. brucei (terceiro e quarto painéis).
Testaram-se ainda reagdes realizadas a 40°C (primeiro e terceiro painéis, da esquerda para a
direita) e a temperatura ambiente (segundo e quarto painéis). C) Seqiiéncia de nucleotideos
candidata ao gene do RNA da telomerase de 7. brucei. No topo, encontra-se a seqiiéncia de
nucleotideos. Embaixo, encontram-se as andlises realizadas pelo servidor omniBLAST
[http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/t brucei/omni].
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7. CAPITULO IV

7.1. AMPLIFICACAO E CLONAGEM DE PROTEINA HOMOLOGA A PinX1

EM L. amazonensis

7.1.1. Consideracoes iniciais

Com o intuito de encontrar proteinas que interagem com a telomerase em Leishmania,
foram realizadas buscas no banco de dados publico do Projeto Genoma Leishmania procurando
por seqiiéncias que compartilhassem similaridades com a proteina PinX1 de humanos. Essa
busca resultou na descoberta de seqii€ncias similares em trés espécies de Leishmania (L. major,
L. infatum e L. braziliensis). A tradugdo virtual da seqiiéncia proveniente do genoma de L. major
apresentou uma fase de leitura aberta de 230 aminodcidos. Uma estratégia de clonagem baseada
em PCR foi utilizada para a obten¢do do fragmento génico completo da putativa proteina PinX1

de L. amazonensis.

7.1.2. Material e Métodos

7.1.2.1. Identificacao de seqiiéncia de Leishmania similar a hPinX1 e desenho dos
oligonucleotideos iniciadores
As seqiiéncias de Leishmania major depositadas no banco de dados do Projeto Genoma

(www.ebi.ac.uk/parasites/leish.html) foram vasculhadas através do servidor omniBLAST,

utilizando-se como isca a seqiiéncia da proteina PinX1 de humanos (hPinX1p, nimero de acesso
do GenBank AAK31790). A partir da seqiiéncia de L. major obtida, foram desenhados os
oligonucleotideos senso LaPinX1_pET_F (5’- CATATGAGCACAGATCCGAATGG -3’) e
antisenso LaPinX1_pET_R (5’- AAGCCTCTAGGCAAGGAACGGCG -3’) (as seqiiéncias

sublinhadas correspondem aos sitios de Ndel e Hindlll, respectivamente).

7.1.2.2. Amplificacao e clonagem da putativa PinX1 de L. amazonensis a partir de
DNA gendmico
Cerca de 200 ng de DNA gendmico total foram utilizados para amplificar o putativo gene

LaPinX1 através de PCR. O produto foi clonado no vetor pCR®2.1 (Invitrogen) para
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multiplicacdo. A construcdo contendo o fragmento LaPinX1 e o vetor pET-28a(+) foram
digeridos separadamente utilizando-se as enzimas Ndel e Hindlll, e a seguir foram ligados pela

enzima T4 DNA ligase (Invitrogen).

7.1.3. Resultados e Discussao

Estamos reportando a descoberta de uma seqii€éncia de aminodcidos que apresentou alta
homologia com a PinX1 de humanos, uma proteina ja descrita como inibidor natural da atividade
de telomerase [Zhou e Lu, 2001, Lin e Blackburn, 2004]. O banco de dados publico do Projeto
Genoma Leishmania foi vasculhado e os resultados retornaram seqiiéncias homologas em L.
braziliensis, L. infantum e L. major. A seqiiéncia de L. major foi encontrada no “contigl™ do
cromossomo 6 e apresentava 693 pb de comprimento (Figura 29A), originando uma seqiiéncia de
230 aminodcidos (Figura 29B). Andlises comparativas entre as seqiiéncias de aminodcidos da
PinX1 de humanos (hPinX1) e de L. major (LmPinX1) por BLAST (bl2seq,

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) e por ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw/) mostraram que essas

seqiiéncias compartilham 25% de identidade e 43% de similaridade (Figura 29C e dados ndo
mostrados).

Apés a obtencdo dessa seqii€éncia nucleotidica de L. major, foram desenhados
oligonucleotideos iniciadores especificos para a amplificacdo do gene em L. amazonensis. A
amplificacdo por PCR dessa seqiiéncia homoéloga estd mostrada na Figura 30, onde se encontra
um gel de agarose corado com brometo de etideo contendo o putativo gene LaPinX1 amplificado
(linha 1).

A obtencdo da proteina LaPinX1 recombinante seria extremamente ttil para a producao
de anticorpos especificos e, conseqiientemente, para a realizacdo de ensaios funcionais em

conjunto com a telomerase.
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A) Seqiiéncia de nucleotideos encontrada no banco de dados do Projeto Genoma Leishmania
(693 pb)

ATGAGCACAGATCCGAATGGCACTCGCTGGTCAAACTCCGAGAAGAACTTCGGCAAGGCGCTGCTGAAGAAGTCGGGGT
GGACAGAGGGCACCGGCCTCGGCAAGGAGCAGGATGGCGTCGTCAATCACATCAAGGTGACCCGCAAGGATGGCGTGAT
GGGGCTTGGCTATCAGGCTGGGGTGCAGGAGACGTGGACGACGCAGTCACTCGGCTTCGCCGACGTCCTCACACGCATT
AAGGCGTCTACTACCGCCGCCATCAGCGATTCAGACGACGACGGTGAGGCGTCGCCGTCGTCCTCGCCGACGACCAACG
GGGAGGCGAAGAAGATCGGCATGAGCCGCCACTACAAGATGTACGCCAGACGCAACGCCCTGAAGACGGAGCTCATCCA
CGGTGGCGGCAGCGCCGAAACGGAGGTGAAGCGGTTGGAGATTCTCGGCAGCGCGGCGATGAAGCGTCGGCGCGACGCG
GACAGCGGCGAGGATAACGACGGAGCGGGTCAGAATTGCAGCCAGCACACGTCCTCCGCCTCCACGCTCAAATCGCCAC
TGCTGCTTCGGCTTATGGCGCGCAGCACCAAGGACGAGCCGAAGCCGACGGCGGGAGACATGACACCGGAGCAGCTCAT
CACCATAACGAAGCCGCATCCGCGGCCTCCAAAATGCACGGATACGCCGTTCCTTGCCTAG

B) Seqiiéncia de aminoacidos da proteina hipotética de L. major (n° acesso do GenBank
CAJ02149)

MSTDPNGTRWSNSEKNFGKALLKKSGWTEGTGLGKEQDGVVNHIKVTRKDGVMGLGYQAGVQETWTTQSLGFADVLTRI
KASTTAAISDSDDDGEASPSSSPTTNGEAKKIGMSRHYKMYARRNALKTELIHGGGSAETEVKRLEILGSAAMKRRRDA
DSGEDNDGAGQONCSQHTSSASTLKSPLLLRLMARSTKDEPKPTAGDMTPEQLITITKPHPRPPKCTDTPFLAR

&)

CLUSTAL W (1.83) multiple seguence alignment

LmPinXl = = = @ —mmmmmmm—m—— MSTDPNGTRWSNSEKNFGKALLKKSGWTEGTGLGKEQDGVVNHIKVTR 48
hPinX1 MSMLAERRRKQKWAVDPQNTAWSNDDSKFGORMLEKMGWSKGKGLGAQEQGATDHIKVQV 60
:_**:_* ***_:_:**: :* :* **::* _*** :::*__:****
LmPinX1 KDGVMGLGYQAGVOQETWTTQSLGFADVLTRIKASTTAAISDSDD-——————————————— 92
hPinX1 KNNHLGLGATINNEDNWIAHQDDFNQLLAELNTCHGQETTDSSDKKEKKSFSLEEKSKIS 120
*:_ :*** == W .. _* ::*:_:::_ :**_*
LmPin¥Xl = = =  —m=smsmmmmmesmmmmmmesem e DGEASPSSSPTTNGEAKKIGMSRH 116

hPinX1 KNRVHYMKFTKGKDLSSRSKTDLDCIFGKROSKKTPEGDASP-STPEENETTTTSAFTIQ 179

sk akdk k. ¥* wolL LimE

LmPinX1 YEMYARRNALKT---ELIHGGGSAETEVER-—======———~ LEILGSAAMKRRRDADSG 161
hPinX1 EYFAKEMAALKNKPQVPVPGSDISEAQVERKRGKEKRNKEATGKDVESYLQPKAKRHTEGK 239
1 W kR = Ean a¥ e - - E a¥anas
LmPinX1 EDNDGAGQNCSQHTSS--ASTLKSPLLLR---LMARSTKDEPKPTAG---DMTPEQLITI 213
hPinX1l PERAEAQERVAKKKSAPAEEQLRGPCWDQSSKASAQDAGDHVQPPEGRDFTLKPKKRRGK 299
M B dew aegomay o W opk = e P R S I
LmPinX1 TEPHPRPPKCTDTPFLA-—=—-—=—==—== 230
hPinX1 KKLQKPVEIAEDATLEETLVKKKKKKDSK 328
* - * a

Figura 29 — Seqiiéncias encontradas no banco de dados de L. major e alinhamento entre
hPinX1 e LmPinX1 por ClustalW. A) Seqiiéncia de nucleotideos do gene putativo que codifica a
proteina PinX1 em L. major. B) Seqiiéncia de aminodcidos da putativa proteina PinX1 em L.
major. C) Andlise por ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) do pareamento entre as
seqiiéncias de aminodcidos da putativa LmPinX com a hPinX1. "*" significa que os aminoacidos
daquela coluna sdo idénticos; ":" significa que foram observadas substitui¢cdes conservativas (de
acordo com as propriedades fisico-quimicas dos aminodcidos); "." significa que foram observadas

substituicdes semi-conservativas.
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Figura 30 - Amplificacio por PCR
do putativo gene LaPinX1. Gel de
agarose 0,8% corado com brometo de
etideo contendo na linha 1 o fragmento
amplificado correspondente ao gene da
PinX1 em L. amazonensis. Na linha 2,
encontra-se uma reacdo de controle
negativo. M, marcador de peso
molecular de 1 kb.
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8. CONSIDERA COES FINAIS

O gene TERT de L. amazonensis foi o primeiro identificado entre todos os protozodrios
tripanossomatideos [Giardini et al., 2006]. A sua identificacdo é que possibilitou novas buscas
nos bancos de dados dos Projetos Genomas de 7. brucei e T. cruzi e a descoberta dos genes
homodlogos nestes parasitas. Sabe-se hoje que os genes TERT de diferentes espécies de
Leishmania apresentam alta similaridade de seqiiéncia entre si, e que eles sdo muito mais
parecidos entre si do que com os genes dos eucariotos e at€¢ mesmo de 7. brucei e T. cruzi. Além
disso, as andlises filogenéticas dos componentes TERT em diversos organismos distintos
mostraram que a telomerase de Leishmania pode ser um elo de ligacao entre as telomerases mais
antigas e as mais recentes na histéria evolutiva.

A atividade enzimatica da telomerase de Leishmania, assim como do tripanossomatideo
T. brucei, foi purificada pela primeira vez por Cano e colaboradores [1999]. Esta tese propde um
novo esquema de purificacdo da telomerase de L. amazonensis, desta vez utilizando-se uma
combinacdo de cromatografias de troca idnica e de afinidade, refinadas por tratamento com
DNase I para eliminar possiveis contaminantes de DNA e por uma nova purificacdo em coluna
de gel filtracdo. Estes experimentos comprovaram que existe atividade de telomerase nos
extratos purificados de L. amazonensis. Descobriu-se também que quando o oligoribonucleotideo
2’O-metil foi utilizado como ligante em coluna de afinidade, a atividade de telomerase de L.
amazonensis ndo pode ser eluida da resina, repetindo o que ja tinha sido reportado para a
telomerase de 7. cruzi [Muiioz e Collins, 2004]. Isso ocorre, provavelmente, porque as condi¢des
de eluicdo gentis necessdrias para a manuten¢do da atividade enzimadtica ndo sdo capazes de
dissociar a telomerase de Leishmania do oligoribonucleotideo 2’O-metil. Apesar disso, foi
possivel checar a atividade de telomerase presente na resina e purificar uma banda protéica de
alto peso molecular a partir dessa mesma resina. Quando um DNA telomérico rico em G (G-
DNA) foi utilizado como ligante na purificagdo de afinidade, a telomerase de L. amazonensis
pode ser purificada e eluida de forma eficiente. Mostrou-se ainda que quando ocorre
contamina¢do das amostras com moléculas de DNA ou com outras proteinas, pode-se tratar o
eluato com DNase I e purificd-lo novamente em coluna de gel filtracdo, e ainda assim manter a

atividade enzimatica no eluato final.
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A construcdo de ferramentas para a implementacdao do sistema “PTP-tagging” foi de
extrema importancia para possibilitar a futura purificacio do complexo holoenzimatico da
telomerase em tripanossomatideos. Este sistema tem se apresentado bastante eficiente na
purificacdo de pequenas quantidades de proteina a partir de extratos protéicos brutos e sob
condi¢des nativas, originando proteinas com alta atividade enzimadtica [Schimanski et al.,
2005b]. A implementacdo deste sistema permitird a identificacdo de todos os componentes do
complexo holoenzimdtico da telomerase, incluindo o seu componente RNA (TER). Apesar de
haver evidéncias da seqiiéncia do molde do RNA da telomerase em 7. brucei e T. cruzi [Cano et
al., 1999, Muifioz e Collins, 2004], nenhum componente TER de tripanossomatideos foi
purificado até hoje. A identificacdo deste componente, assim como a de outros componentes
exclusivos do complexo da telomerase de Leishmania, poderd evidenciar novos alvos para o

desenvolvimento de drogas e terapias anti-parasitdrias mais eficientes.
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10. ARTIGOS EM CO-AUTORIA

10.1. ARTIGO III: Telomere biology of trypanosomatids: beginning to answer some
questions. Cristina B.B. Lira, Miriam A. Giardini, Jair L. Siqueira Neto, Fabio F. Conte, Maria

Isabel N. Cano (2007b). Trends Parasitol., in press.

10.1.1. Resumo em inglés

Studies on the telomere structure and maintenance of trypanosomatids have provided
insights into the evolutionary origin and conservation of some telomeric components shared by
trypanosomes and vertebrates. For example, trypanosomatid telomeres are maintained by
telomerase and comprise the canonical TTAGGG repeats, which in Trypanosoma brucei can
form T-loops. However, the telomeric chromatin of trypanosomatids is composed by organism-
specific proteins and others that share poor sequence similarity with their vertebrate counterparts.
As telomere maintenance mechanisms are essential for genome stability, we propose that the
particular features shown by the trypanosome telomeric chromatin harbour the key for the design

of antiparasitic drugs.

10.1.2. Resumo em portugués

Estudos sobre a estrutura e a manutencdo dos telomeros de tripanossomatideos tém
gerado informagdes mais acuradas sobre a origem evoluciondria e a conservagdo de alguns dos
componentes teloméricos compartilhados por tripanossomas e vertebrados. Por exemplo, os
telomeros de tripanossomatideos sdo mantidos pela telomerase e compreendem as repeti¢oes
candnicas TTAGGG, as quais em Trypanosoma brucei podem formar os “T-loops”. Contudo, a
cromatina telomérica dos tripanossomatideos € composta por proteinas especificas de cada
organismo e também por outras proteinas que partilham pouca similaridade de seqii€ncia com os
vertebrados. Como os mecanismos de manutencdo dos telomeros sdo essenciais para a
estabilidade do genoma, nds propomos que as caracteristicas particulares demonstradas pela
cromatina telomérica dos tripanossomas abrigam a chave para o desenho de drogas

antiparasitarias.
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10.2. ARTIGO 1V: Leishmania replication protein A-1 binds in vivo single-stranded
telomeric DNA. Siqueira Neto, J.L., Lira, C.B.B., Giardini, M.A., Khater, L., Perez, A.M.,
Peroni, L.A., dos Reis, J.R.R., Freitas-Junior LH, Ramos CH, Cano MI. (2007). Leishmania
replication protein A-1 binds in vivo single-stranded telomeric DNA. Biochem Biophys Res

Commun. 358: 417-423.

10.2.1. Resumo em inglés

Replication protein A (RPA) is a highly conserved heterotrimeric single-stranded DNA-
binding protein involved in different events of DNA metabolism. In yeast, subunits 1 (RPA-1)
and 2 (RPA-2) work also as telomerase recruiters and, in humans, the complex unfolds G-quartet
structures formed by the 3* G-rich telomeric strand. In most eukaryotes, RPA-1 and RPA-2 bind
DNA using multiple OB fold domains. In trypanosomatids, including Leishmania, RPA-1 has a
canonical OB fold and a truncated RFA-1 structural domain. In Leishmania amazonensis, RPA-1
alone can form a complex in vitro with the telomeric G-rich strand. In this work, we show that
LaRPA-1 is a nuclear protein that associates in vivo with Leishmania telomeres. We mapped the
boundaries of the OB fold DNA-binding domain using deletion mutants. Since Leishmania and
other trypanosomatids lack homologues of known telomere end binding proteins, our results

raise questions about the function of RPA-1 in parasite telomeres.

10.2.2. Resumo em portugués

A proteina de replicacio A (RPA) é uma proteina ligante de DNA simples-fita
heterotrimérica e altamente conservada envolvida em diferentes eventos de metabolismo de
DNA. Em leveduras, as subunidades 1 (RPA-1) e 2 (RPA-2) atuam também como recrutadores
da telomerase e, em humanos, o complexo desenovela as estruturas de G-quadruplex formadas
pela fita telomérica 3’ rica em G. Na maioria dos eucariotos, RPA-1 e RPA-2 se ligam ao DNA
utilizando multiplos dominios do tipo “OB fold”. Em tripanossomatideos, incluindo Leishmania,
a RPA-1 apresenta um dominio “OB fold” candnico e um dominio estrutural truncado RFA-1.
Em Leishmania amazonensis, a RPA-1 sozinha pode formar um complexo in vitro com a fita
telomérica rica em G. Neste trabalho, nés mostramos que a LaRPA-1 é uma proteina nuclear que
se associa in vivo com os telomeros de Leishmania. N6és mapeamos os limites do dominio de

ligacio ao DNA “OB fold” utilizando mutantes de delecdo. J4 que Leishmania e outros
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tripanossomatideos nao apresentam homdlogos conhecidos de proteinas ligantes de terminais
teloméricos, nossos resultados levantam questdes sobre a fun¢do de RPA-1 nos telomeros de

parasitas.

10.3. ARTIGO V: LaRbp38: a Leishmania amazonensis protein that binds nuclear
and kinetoplast DNAs. Lira, C.B.B., Siqueira Neto, J.L., Giardini, M.A., Winck, F.V., Ramos,
C.H.I, Cano, M.I. (2007a). LaRbp38: A Leishmania amazonensis protein that binds nuclear and
kinetoplast DNAs. Biochem. Biophys. Res. Commun., 358:854-860.

10.3.1. Resumo em inglés

Leishmania amazonensis causes a wide spectrum of leishmaniasis. There are no vaccines
or adequate treatment for leishmaniasis, therefore there is considerable interest in the
identification of new targets for anti-leishmania drugs. The central role of telomere-binding
proteins in cell maintenance makes these proteins potential targets for new drugs. In this work,
we used a combination of purification chromatographies to screen L. amazonensis proteins for
molecules capable of binding double-stranded telomeric DNA. This approach resulted in the
purification of a 38 kDa polypeptide that was identified by mass spectrometry as Rbp38, a
trypanosomatid protein previously shown to stabilize mitochondrial RNA and to associate with
nuclear and kinetoplast DNA. Western blotting and supershift assays confirmed the identity of
the protein as LaRbp38. Competition and chromatin immunoprecipitation assays confirmed that
LaRbp38 interacted with kinetoplast and nuclear DNA in vivo and suggested that LaRbp38 may

have dual cellular localization and more than one function.

10.3.2. Resumo em portugués

Leishmania amazonensis causa um amplo espectro de leishmanioses. Nao hd vacinas ou
tratamento adequado para as leishmanioses, embora haja um interesse considerdvel na
identificacdo de novos alvos para drogas anti-leishmania. O papel central das proteinas ligantes
de telomeros na manutencdo celular faz dessas proteinas alvos em potencial para o
desenvolvimento de novas drogas. Neste trabalho, nds utilizamos uma combinacdo de
purificagdes por cromatografia para examinar as proteinas de L. amazonensis no intuito de

encontrar moléculas capazes de se ligar ao DNA telomérico dupla-fita. Esta iniciativa resultou na
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purificagdo de um polipeptideo de 38 kDa identificado por espectrometria de massa como sendo
Rbp38, uma proteina de tripanossomatideos que tinha sido mostrada previamente estabilizando
RNA mitocondrial e se associando com DNAs do nicleo e do cinetoplasto. Ensaios de “Western
blotting” e de “supershift” confirmaram a identidade da proteina como sendo LaRbp38. Ensaios
de competi¢cao e de imunoprecipitacdo de cromatina confirmaram que LaRbp38 interagiu com os
DNAs do cinetoplasto e do nicleo in vivo e sugeriram que a LaRbp38 pode ter dupla localizacdo

celular e mais de uma funcao.
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11. ANEXO: Declaracao para a CEEA/IB - UNICAMP

Declaro para os devidos fins que o conteido de minha tese de doutorado
intitulada”Caracterizagiio Biogquimica ¢ Molecular do Componente Transcriptase

Reversa da Telomerase de Leisfimania spp.™:

() ndo se enquadra no Artigo 1° § 3% da Informacio CCPG 002/06, referente a
bioética e biosseguranga,

( X ) estd inserido em projeto aprovado pela CQB (Protocolo n®164/02). publicado dia
21/05/2002 na Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho™, Instituto de
Biociéncias de Botucatu, Botucatu, SP.

( X ) tem autorizagio da Comissdo de Ftica em Experimentagio Animal
(Protocolo n® 891-1).

{ ) tem autoriza¢io do Comité de Etica para Pesquisa com Seres Humanos (7)
(Protocolo n® ).
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Para uso da Comissdo ou Comité pertinente:
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i Presidenta

Comissao de Etica nz Experimentagao Animal
CEEAJIB - UNICAMP

Nome:
Fungio:
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. ggi Ministério da Ciéncia e Tecnologia - MCT
Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio
Secretaria Executiva

Wit da Ciéncla e Tecnologia de biosseguranca

o

Carta CTNBio ,_:3“3 102 Brasilia, 22 de maio de 2002,

Ref.: Resultado de  solicitagio de emissdo de Certificado de Qualidade em Biosseguranca-
CQB

Senhor Presidente da CIBio do Instituto de Biociéncias-Campus de Botucatu

Informamos a Vossa Senhoria que a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca -
CTNBio, em sua 58 Reunifio Ordindria, apreciou ¢ processo n® (1200.007359/2001-11,
referente a solicitacio de Certificado do Qualidade de Biosseguranga-CQB e emitiu Paerer
Técnico Prévio Conclusivo favordvel, conforme o comunicado 180, publicado no DOU de 21
de maio de 2002, Se¢fio 3, pAgina 5.,

Segue anexo, cépia da publicacdo do CQB n® 164/02.

Atenciosamente,

Yania (ontes da Silva
Assessora [I'écnica da CTNBio

flmo. Sr.

Ivan de Godoy Maia

Pesquisador Responsdvel

Instituto de Biociéncias-UNESP-Campus de Botucatu
C.P 510-Distrito de Rubide Jdnior

18618-000 Botucatu-5P

SPO — Area 85 — Quadra 93 Bloco A - 1° andar — Sala 181/ 162
Brasilia , DF — CEP: 70610-200
Fones: {ﬂS)(ﬁE} 411 5151 /411 500374131 3516 - FAX: {55)(61) 411 51%

tomissan téonica nacional

CTNBio
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