UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Arina Marina Perez

Caracterizacio Funcional da proteina LaRbp38 nos telomeros e no
cinetoplasto de Leishmania spp.

Campinas 2013



SECRETARIA

[ o
{ POS-GRADUACA

N\

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

ARINA MARINA PEREZ

“CARACTERIZACAO FUNCIONAL DA PROTEINA LARBP38 NOS
TELOMEROS E NO CINETOPLASTO DE LEISHMANIA SPP”

Tese apresentada ao Instituto de Biologia da

S— UNICAMP para obtengio do Titulo de

Fete oxemplar comesoonds 2 redacic f:naii Doutora em Genética e Biologia Molecular,
H na area de Genética de Microorganismos.

de fese defendida pelo(a) candidatw Ia‘;i

¢ (-?7 '

— !

‘ . @ !
[_“:\\-J-/\_ J\/M [ = J ] I

v - ~ —_— i

e af;évads neda Comissao Juigadora. !

—— e

Orientadora: Profa. Dra. Maria Isabel Nogueira Cano

CAMPINAS,
2013



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
MARA JANAINA DE OLIVEIRA — CRB8/6972
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Perez, Arina Marina, 1982-

P415c Caracterizagdo funcional da proteina LaRbp38 nos
teldmeros e no cinetoplasto de Leishmania spp / Arina
Marina Perez. — Campinas, SP: [s.n.], 2013.

Orientador: Maria Isabel Nogueira Cano.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Leishmania amazonensis. 2. Proteinas. 3.
Telomeros. 4. DNA de Cinetoplasto. |. Cano, Maria
Isabel Nogueira. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Biologia. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em Inglés: LaRbp38 protein functional characterization in the telomeres and
kinetoplast of Leishmania spp

Palavras-chave em Inglés:

Leishmania amazonensis

Proteins

Telomeres

Kinetoplast DNA

Area de concentragio: Bioquimica de proteinas

Titulagé@o: Doutora em Genética e Biologia Molecular

Banca examinadora:

Maria Isabel Nogueira Cano [Orientador]

Jorg Kobarg

Marcelo Brocchi

Mario Henrique de Barros

José Franco da Silveira Filho

Data da defesa: 19-04-2013

Programa de Pos Graduacao: Genética e Biologia Molecular

i



Campinas, 19 de abril de 2013

BANCA EXAMINADORA

NS
Profa. Dra. Maria Isabel Nogueira Cano (orientadora) /{\ %\_M -
Assinatura

-4 M
Dr. Jorg Kobarg (J_&t K/CU(//M
ssinatura
S )
Prof. Dr. Marcelo Brocchi ; / 4%7

?As§iﬁatur
Prof. Dr. Mario Henrique De Barros s l /\'M o
Assinatura
Prof. Dr. Jose Franco Da Silveira Filho m
Mn&,
~J —Assinatura
Prof. Dr. Julio Cesar Borges
Assinatura
Profa. Dra. Ana Maria Lima De Azeredo Espin
Assinatura

Prof. Dr. Fabio Tebaldi Silveira Nogueira

Assinatura

il



indice
Ficha catalografica

Componentes da Banca
Agradecimentos
Lista de Figuras
Lista de abreviacoes
Resumo
Abstract
1.0 Introducio
1.1 Leishmania e Leishmaniose
1.1.2 Ciclo de vida
1.1.3 A leishmaniose no Brasil e no mundo
1.1.4 Tratamentos disponiveis contra as Leishmanioses.

1.2 A biologia molecular e a organizagdo dos genomas nuclear e mitocondrial de
Leishmania spp.

1.3 Telomeros estrutura e fungao

1.3.1 A replicacdo dos telomeros pela telomerase

1.4 Funcao das proteinas que se associam aos telomeros de eucariotos
1.5 O complexo telomérico em Leishmania amazonensis

1.6 Fungdes conhecidas da proteina Rbp38 de tripanosomatideos

2. 0 Objetivos

3.0 Resultados e discusoes

3.1 Capitulo 1: Mapeamento do dominio de ligacdo da proteina Rbp38 de
Leishmania amazonensis para diferentes DNAs

3.2 Capitulo 2: A Proteina LaRbp38 transloca entre o nucleo e cinetoplasto em
formas promastigotas de leishmania amazonensis.

3.3 Capitulo 3:LaRbp38 pode fazer parte de um possivel complexo shelterina-like em
L.amazonensis.

v

II

I

v

Vil

IX

XI

XII

10

12

14

16

17

19

20

20

42

70



4.0 Conclusoes Gerais

5.0 Referéncias Bibliograficas

88

91



Agradecimentos

Em primeiro lugar gostaria de agradecer a Deus, a toda minha familia, sobretudo meus pais,
Georgina e Ariovaldo, que sempre me deram todas as condi¢des e incentivo para minha formacao,
me apoiando e torcendo diante de todas as minhas conquistas.

Agradego a minha orientadora, Maria Isabel Nogueira Cano, pela oportunidade e confianca
em meu trabalho, sempre me apoiando e dando todo o suporte necessario para meu crescimento
cientifico.

Agradecgo a todos os meus amigos, em especial aos amigos de laboratério: Marcelo, Barbara,
Jodo (Xiba), Rita, Camila Baldim, Vinicius, Paulo Vinicius (Rick), Douglas, Raphael (Rola),
Marcela que tornaram o ambiente de trabalho mais agradavel e prazeroso, além de contribuirem
para a realizagdo deste trabalho.

Agradeco meu amigo, companheiro e namorado Paulo Vinicius, que esteve sempre do meu
lado ajudando, aconselhando e dando for¢a nos momentos de cansago e que teve muita paciéncia no
meu stress pré-tese.

Agradeco a todos os amigos e funcionarios do departamento de genética da UNESP de
Botucatu, que foi o local onde desenvolvi o meu trabalho de doutorado. Aos colaboradores: Dra
Agnes Takeda, Ms. Carlos Fernandes, Dra. Lisandra Gava, Shelly de Carvalho, Prof. Dr. Marcos
Fontes, Prof. Dr. Hernandez Carvalho, Prof. Dr. Mario Henrique de Barros.

Agradeco a Pos-graduagdo de Genética da UNICAMP, em especial a secretaria Lourdes e a
FAPESP, agéncia financiadora, que tornou esse projeto possivel.

Vi



Lista de Figuras
Introduciao
Figura 1: Formas de desenvolvimento dos parasitas do género Leishmania
Figura 2: Tlustrac@o do ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania
Figura 3: Diferentes formas clinicas da leishmaniose
Figura 4: Estrutura dos telomeros

Figura 5: Complexo shelterin de humanos
Figura 6 : Panorama atual dos teldmeros de Leishmania

Capitulo 1
Figura 1: Construction and expression of LaRbp38 truncated mutants

Figura 2: LaRbp38 and the truncated mutants show different affinities for telomeric DNA and
kDNA

Figura 3: Competition assays reveal the boundaries of the LaRbp38 DBD

Figura 4: Far UV-CD spectra indicated that DNA binding significantly alters the secondary structure
of Mut2 and Mut6, at the boundaries of the mapped DBD

Figura 5: The boundaries of LaRbp38 DBD

Figura 1 Supplementary: Far UV-CD spectra of full length LaRbp38 and its truncated mutants

Figura 2 Supplementary: Far UV-CD spectra indicated that DNA binding does not alter the
secondary structure of some LaRbp38 truncated mutants

Capitulo 2

Figura 1: Western blotting utilizando soro anti-LaRbp38 mostrando a localizagdo de LaRbp38
nos diferentes compartimentos subcelulares

Figura 2 : Localiza¢do subcelular de LaRbp38 mostrando o transito da proteina do cinetoplasto para
o nucleo em formas promastigotas de L. Amazonensis

Figura 3: Microscopia confocal mostra a localizacdo subcelular de LaRbp38
Figura 4: LaRbp38 co-imunoprecipita com as proteinas nucleares LaRPA-1 e LaTRF

Figura 5: Determinagdo do IC50 e ensaio de TUNEL para H,0, e luz U.V para confirmagéo de
danos em L.amazonensis

vii

11

16

17

26

27

29

34

38

40

51

53

54

55

57



Figura 6: Estudo da expressdo das proteinas LaRbp38, LaRPA-1, LaOGG1 e LaTP e LaKu80, apos
diferentes tempos de tratamento com H,O, e luz U.V

Figura 7: Modificagdo na localizagdo subcelular da proteina LaRbp38 apds tratamento com H,0,
e irradiacdo com luz U.V

Figura 8: LaRbp38 possui um sinal de localizagdo nuclear atipico e interage com a importinac, uma
proteina envolvida com o transporte de proteinas ao nicleo

Capitulo 3
Figura 1: Interagao das proteinas LaRbp38 ¢ LaTRF

Figura 2: LaRbp38 possui um motivo conservado do tipo FKLAP (TRFH docking motif)

Figura 3: LaRbp38 e LaTRF interagem fisicamente em uma regido que ndo contém o motivo
conservado FKLAP

Figura 4: LaRbp38 interage com LaTRF via mutante truncado de LaRbp38 que ndo possui motivo
FKLAP (LaRbp38mut4)

Figura 5: LaRbp38mut4 possui uma sequéncia conservada do tipo ALKTL que pode estar
envolvida na interacdo com LaTRF

Figura 6: Regides da proteina LaRbp38 que contém os diferentes motivos: FKLAP e ALKTL
Conclusao

Figura 6: Contribuic¢ao dos resultados obtidos com a proteina LaRbp38 nesta tese

viii

61

63

65

76

80

82

84

85

90



Lista de Abreviac¢oes:

BL21(DE3)RP codon plus: linhagem de bactérias utilizada para hospedar vetores pET-
28a(+);

BSA: albumina sérica bovina

CDC13: proteina ciclo de divisdo celular ("cell division cycle 13")

Cdk :ciclina dependente kinase

CST: complexo hetero trimérico (CDC13, Stnl, Tenl)

DMSO: dimetilsulfoxido

DNA: 4cido desoxirribonucléico

DNase: desoxirribonuclease A

DTT: 1,4-ditiotreitol

EDTA: acido etileno diamino tetracético

Estl: ever short telomeres 1

HEPES: acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfonico

His-tag: polyhistidine-tag: motivo de aminoacidos em proteinas, que consiste em pelo menos
cinco a seis histidinas (His), inseridas no N-ou C-terminal da proteina.

HU: hidroxiuréia

IC50: concentracdo inibitoria de um fdrmaco capaz de provocar a morte em 50% dos
organismos ou células

IFI: imunofluorescéncia indireta

IP : imunoprecipitacdo

IPTG: isopropil-f-D-tiogalactopiranosideo

kDa: quilo Daltons

kDNA: DNA mitocondrial de cinetoplasto (kinetoplast DNA)

LaRbp38: Leishmania amazonensis RNA binding protein

LaRPA-1: Leishmania amazonensis replication protein A-1

LaTBP1 : Leishmania amazonensis telomere binding protein 1

LaTel : seqiiéncia de DNA dupla fita telomerico utilizada nos ensaios de EMSA
LaTERT :componente transcriptase reversa da telomerase de L. amazonensis;
Loading buffer: Tampao para carregar amostra em gel SDS-PAGE

LTA: leishmaniose tegumentar americana

NLS: nuclear localization signal

MLS: mitochondrial localization signal

MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

Mrell: meiotic recombination 11

NP-40: nonidet P-40

OB-fold: Oligonucleotide-oligosaccharide-binding fold

OMS: Organizacdo Mundial da Saude

pb: par de bases

PBS: solugdo salina tamponada com fosfato

PCR: reagdo em cadeia da polimerase

pET-28a(+): vetor utilizado para expressao de proteinas heterdlogas em bactérias Escherichia
coli

POT1: protection of telomeres 1

RNA: 4cido ribonucléico

RNase A: ribonuclease A

SDS: dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

X



SIDA : Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
TIN2: TRF I-interacting protein 2
UMS : Universal Minicircle sequence.



Resumo

LaRbp38 ¢ uma proteina exclusiva de protozoarios tripanosomatideos, entre os quais estdo os
agentes etiologicos da leishmaniose, uma doenca endémica presente em diversas regides do Brasil.
LaRbp38 ¢ codificada por um gene nuclear, que parece exercer diferentes fungdes nas maquinarias
de replicacdo nuclear e mitocondrial. Foi primeiramente descrita como proteina estabilizadora de
RNA mitocondrial e parece estar envolvida com a replicagdo de DNA mitocondrial. Em
Leishmania, LaRbp38 também interage in vivo com DNA mitocondrial, com sequéncias ricas em
GT e com DNA telomérico simples e dupla fita. Nesta tese mostramos estudos que nos levaram a
caracterizar novas propriedades estruturais e bioldgicas desta proteina. Na primeira parte da tese
mostramos, que a LaRbp38 inteira ¢ mutantes truncados da proteina sdo capazes de interagir com
diferentes tipos de DNAs: DNA simples e dupla fitas teloméricos e kDNA, porém com diferentes
afinidades. Desta forma, foi possivel mapear a vizinhanga de um dominio de interacdo desta
proteina aos diferentes tipos de DNA (DBD). Como este dominio ndo compartilha similaridade
estrutural com nenhum dominio descrito em outras proteinas, isto sugere que este pode ser um
novo dominio presente exclusivamente em tripanosomatideos. Estes resultados estdo compilados no
artigo entitulado: “Mapping the boundaries of the DNA-binding domain of Leishmania amzonensis
Rbp38 ( LaRbp38)”. Na segunda parte da tese, mostramos a localizacdo subcelular da proteina e
como ela ¢ capaz de translocar por diferentes compartimentos celulares utilizando um sinal de
localizagdo mitocondrial presente no N-terminal e um sinal de localizagdo nuclear, presente no C-
terminal da proteina. Embora a proteina esteja presente de forma mais abundante no cinetoplasto, ¢
possivel visualiza-la no nticleo quando o ciclo celular do parasita é sincronizado ou quando este ¢
submetido a um estresse genotoxico. Baseado nesses achados também foram realizados ensaios de
interagdo proteina-protéina, onde foi possivel determinar a interagcdo entre LaRbp38 e a proteina
importina o, uma proteina que esta diretamente ligada ao transporte de proteinas ao nticleo via NLS.
Estes resultados também foram compilados em um artigo, que estd em fase de preparagdo,
entitulado:  “The protein LaRbp38 translocates between the nucleus and the kinetoplast in
Leishmania (L.) amazonensis promastigotes”. Um outro estudo que realizamos para compreender a
fun¢do da LaRbp38, o qual também esta na forma de um artigo: “LaRbp38 can form part of a
shelterin-like complex in L.amazonensis telomeres”, mostramos evidéncias sobre a intera¢do entre
as proteinas LaRbp38 e a LaTRF de L.amazonensis. Aqui, uma analise in silico pela busca de
motivos conservados em LaRbp38, nos levou a descobrir que esta proteina contém um motivo do
tipo TRFH docking encontrado em proteinas teloméricas que interagem com as proteinas da familia
das TRFs no compexo shelterina de vertebrados e mamiferos(ex: TIN2, PINX1 e APOLLO).
Juntas, as TRFs e suas interatoras t€tm a fun¢do na manutencdo dos telomeros. Sendo assim,
utilizando ensaios de interagdo proteina-proteina, conseguimos mostrar que LaRbp38 interage
fisicamente com a LaTRF, usando um motivo TRFH docking diferente daquele que foi
primeiramente encontrado in silico. Nossos resultados mostram que a LaRbp38 interage com a
LaTRF usando o motivo ALKTL, que compartilha similaridade de sequéncia, com motivos
descritos em proteinas interatoras de TRFs e ¢ bastante conservado entre as Rbp38 de
tripanosomatideos. Estes resultados podem indicar que a LaRbp38 cumpre fungdo analoga a uma
das proteinas de vertebrados descritas como interatoras de TRFs, a proteina TIN2, que a exemplo de
LaRbp38, também tem fun¢do nas mitocondrias.
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Abstract

LaRbp38 is a trypanosomatid protein found exclusively in these protozoa, among which are the
etiological agents of leishmaniasis, an endemic disease present in several regions of Brazil.
LaRbp38 is a protein encoded by a nuclear gene, which probably plays different roles in both
mitochondrial and nuclear replication machineries. It was first described as a mitochondrial RNA
stabilizing protein involved in the replication of mitochondrial DNA. In Leishmania, LaRbp38 also
interacts in vivo with mitochondrial DNA, GT-rich sequences and single- and double-stranded
telomeric DNA. Here we show the results that led us to characterize some new biological and
structural features of this protein. In the first part of the thesis we show that the entire LaRbp38 and
its truncated mutants are able to interacts with different GT-rich DNAs and was possible to map the
boundearies of a DNA-binding domain (DBD). This domain doesn’t share any sequence or
structural similarities with the domains described in other proteins suggesting that it could be a new
domain present exclusively in trypanosomatids. These results are compiled in the article entitled:
"Mapping the boundaries of the DNA-binding domain of Leishmania amzonensis Rbp38
(LaRbp38)." The second part of the thesis shows the subcellular localization of the protein and how
it is able to translocate to different cellular compartments using a N-terminal mitochondrial
localization signal (MLS) and a nuclear localization signal (NLS) present in the C-terminus of the
protein. Although the protein is seem more abundantly in the mitochondria associated with
kinetoplast DNA, its nuclear localization seems to be cell cycle dependent and enhanced at the end
of S phase or when parasites are subjected to genotoxic stress. In order to confirm that the protein is
able to translocate to the nucleus, we used different in silico approaches.The results strongly suggest
the existence of a non-classical and also non-bipartite NLS at the C-terminus of LaRbp38. Based on
these findings we did protein-protein interaction assays and verified that LaRbp38 can associate in
vitro with importin o, which is directly linked to protein transport to the nucleus via a NLS. These
results were also compiled in an article, which is in preparation, entitled: The LaRbp38 protein
translocates between the nucleus and the kinetoplast in Leishmania amazonensis promastigotes.
Another study that was carried out and present in the third part of the thesis shows evidence about
the interaction between LaRbp38 and the telomeric L.amazonensis LaTRF protein. These results are
presented as an article entitled: "LaRbp38 can form part of a shelterina-like complex in
L.amazonensis telomeres,". Here, an in silico analysis search for conserved motifs in LaRbp38,
showed that this protein contains a motif, the TRFH-docking-like typically found in proteins that
associate with the TRF paralogue proteins (TRF1 and TRF2) in the shelterin complex of vertebrates
and mammallian telomeres (eg. TIN2, PINX1 and APOLLO). TRFs and their interactors work
together to regulate the dynamics of telomeric chromatin and telomere length maintenance. By
using protein-protein interaction assays we show that LaRbp38 physically interacts with LaTRF.
This interaction, however, seems to occurs via a new TRFH docking motif, which is different from
the conserved core motif [FY]xLxP. This new TRFH-docking-like motif (ALKTL) aligns and
share similarities with the TRH-docking motif described in the shelterin protein TIN2. This motif is
also very conserved among the Rbp38 orthologues of other trypanosomatids. Curiously, TIN2 is a
telomeric protein that shows nuclear and mitochondrial localization
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1. INTRODUCAO
1.1 Leishmania e Leishmaniose

As leishmanias sdo protozoarios flagelados, pertencentes a familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida, caracterizados pela presenca do cinetoplasto, uma organela rica em DNA que
representa um compartimento especializado de uma unica mitocondria. Todas as espécies de
Leishmania sdo heterox€nicas, ou seja, necessitam de mais de um hospedeiro durante seu
desenvolvimento biologico (ciclo de vida digenético). Seu ciclo de vida ¢ caracterizado
principalmente por mudancas na forma celular, ciclo celular, metabolismo, revestimento da
superficie e expressdo do gene. (da Silva et al., 2012).

Estes protozoarios também possuem um unico flagelo ligado ao corpo basal do cinetoplasto que
emerge a partir de uma bolsa flagelar, que ¢ uma invagina¢do da membrana plasmatica (Cuvillier et
al., 2000). O comprimento do flagelo é rigorosamente controlado ao longo do ciclo de vida do
parasita, especialmente sob a forma promastigota, onde ¢ essencial para a mobilidade e a
sobrevivéncia no interior do hospedeiro invertebrado (Cuvillier et al., 2003, Gluenz et al., 2010).

No hospedeiro invertebrado formas promastigotas extracelulares flageladas vivem no tubo
digestivo do inseto vetor, insetos hematofagos pertencentes a familia Psychodidae (género
Lutzomyia). (Neves, 2000, Rey, 2001). Os hospedeiros vertebrados incluem uma grande variedade
de mamiferos, embora as infecgdes sejam mais comuns em roedores e canideos. A Fig. 1 mostra as

duas formas de desenvolvimento do parasita.
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Fig. 1 Formas de desenvolvimento dos parasitas do género Leishmania. A) Parasitas na forma
promastigota, flagelada, alongada e presente no sistema digestivo do inseto hospedeiro (fonte:
http://www.susanamendez.com/LeishmaniaFacts/Images/promastigote.jpg. B) Parasitas na forma
amastigota, com flagelo retraido, arredondada, presente no interior de células do sistema fagocitico
mononuclear do hospedeiro vertebrado (fonte:
http://parasito.montpellierwired.com/proto/leishmania3.jpg).

1.1.2 Ciclo de vida

Esses parasitas apresentam ciclo de vida digenético, ou seja, necessitam de um hospedeiro
intermediario para completarem seu ciclo de vida, passando por uma fase promastigota extracelular,
no apareclho digestivo de insetos hematofagos dos géneros Lutzomyia (novo mundo) ou
Phlebotomus (velho mundo). A transmissdo ao hospedeiro mamifero ocorre no momento da picada
do mosquito fémea contaminado com o parasita na forma promastigota metaciclico. No momento
do repasto sanguineo, a forma parasitaria ¢ inoculada na corrente sanguinea, sendo entdo fagocita
por células do sistema monocitico fagocitario, como os macréfagos. No vactiolo digestivo destas
células, os parasitas passam por modificacdes morfologicas se transformando em formas
amastigota, caracterizada pela auséncia de flagelo, sendo exclusivamente intracelular, encontrada
somente no hospedeiro mamifero. Estes amastigotas se dividem por biparticdo até o momento em
que ocorre a lise da célula hospedeira. Neste momento, os amastigotas caem na corrente sanguinea
e sdo novamente fagocitados por novas células do sistema monocitico fagocitario do hospedeiro. De
acordo com a espécie de Leishmania havera afinidade por um determinado tipo de célula do

hospedeiro, caracterizando as diferentes formas clinicas da doenga. Caso um inseto sadio do género



Lutzomyia ou Phebotomus realize um repasto sanguineo neste paciente infectado, poderd ingerir
formas amastigotas. Ao chegarem ao intestino do inseto, o parasita novamente se diferencia em
promastigota, podendo novamente infectar um novo hospedeiro mamifero no momento de um novo
repasto (Neves et al., 2000, Rey, 2001). A Fig. 2 apresenta de forma esquematica o ciclo de vida do

parasita.

Hospedeiro invertebrado promastigotas
(Inseto) promastigotas

Hospedeiro vertebrado
(Humano)

Promastigotas sao fagocitadas
= pelos macrofagos

promastigotas

Kinetoplast (K)
Promastigotas transformam-se
em amastigotas dentro
dos macréfagos

Flagellum-

amastigotas

Amastigotas multiplicam-se
dentro dos macrofagos

Inseto ingere macrofagos
contendo amastigotas

Fig. 2: Nlustracdo do ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania.)A figura representa as
diferentes fases do ciclo celular de protozoarios do género Leishmania nos diferentes hospedeiros:
Hospedeiro invertebrado ( inseto vetor) e hospedeiro vertebrado ( mamiferos). Figura extraida de da
Silva et al., 2012
1.1.3 A leishmaniose no Brasil e no mundo

As leishmanioses eram consideradas zoonoses de transmissdo essencialmente silvestre em
ambientes rurais. Hoje, no entanto, apresentam mudancas no padrio de transmissdo devido a

modifica¢des socio-ambientais, como o desmatamento e o processo migratorio caracterizado pelo

éxodo rural, levando o homem para as periferias das grandes cidades (dados publicados pelo
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Ministério da Saude em 2004). A dinamica das leishmanioses varia de acordo com os locais de
ocorréncia e em funcdo das variaveis relacionadas aos parasitas, aos vetores, aos ecossistemas ¢ a
caracteristicas imunologicas dos hospedeiros (Neves et al., 2000, Rey, 2001).

Por apresentarem caracteristicas clinicas e epidemiologicas diferentes em cada area geografica, a
leishmaniose foi subdividida em quatro grupos de doencas distintas: leishmaniose cutinea,
leishmaniose mucocutanea ou cutineo—mucosa, leishmaniose cutanea difusa e leishmaniose
visceral, cujas caracteristicas serdo abaixo citadas (Rey, 2001). O parasita alvo deste estudo ¢ a L.
amazonensis, agente causal da leishmaniose cutanea e cutdnea-difusa apresentando ampla
distribuigdo geografica (Neves, 2000, Rey, 2001). Setenta e cino por cento de todos os casos
clinicos de leishmaniose, distribuidos por varios continentes, sdo do tipo cutinea, e os 25%
restantes sdo de casos de leishmaniose visceral (Kaye e Blackwell, 2008). Porém, em algumas
regides do Brasil, L. amazonensis aparece como agente causal de todo o espectro da leishmaniose
(Barral et al., 1991, Almeida et al., 1996).

Existe uma grande dificuldade na classificacdo das espécies de Leishmania, devido a grande
semelhanca morfologica entre elas (Chance, 1979). Inicialmente a classificacdo era de acordo com
os aspectos clinicos das doencgas (Pessoa, 1961). Atualmente se aceita classificar as espécies que
infectam o homem em complexos fenotipicos, agrupados em dois subgéneros cada qual contendo
diferentes espécies (Lainson e Shaw, 1987): a) Subgénero Viannia (inclui: brasiliensis, guyanensis,
lainsoni, naifi). b) subgénero Leishmania (inclui: mexicana, infantum, amazonensis, enrietii,

hertigi).

No Novo Mundo, sdo reconhecidas oito espécies de Leishmanias responsaveis pela doenga no
homem (Grimaldi Jr. et al., 1989), pertencentes aos subgéneros Viannia (V) e Leishmania (L), a

saber:



Leishmania (V) braziliensis : causa lesdes cutaneas e mucosas com ampla distribuicdo geografica

da América Central ao Norte da Argentina.

Leishmania (V) guyanensis: causa predominantemente lesdes cutineas e ocorre na parte da

América do Sul, restrita a Bacia Amazonica;

Leishmania (V) panamensis : causa predominantemente lesdes cutaneas, e ocorre na América

Central e Costa Pacifica da América do Sul;

Leishmania (V) lainsoni : causa lesdes cutaneas e ocorre no norte do Estado do Para, na Regido

Amazonica do Brasil;

Leishmania (L) mexicana : causa lesdes cutaneas e eventualmente difusas (anérgicas) e ocorre no

México e América Central;

Leishmania (L) amazonensis: causa lesdes cutaneas e eventualmente difusas (anérgicas) e ocorre

desde a América Central até o norte, nordeste e sudeste da América do Sul;

Leishmania (L) venezuelensis: causa lesdes cutaneas e ocorre na Venezuela;

Leishmania (L) chagasi: causa a forma visceral com febre, anemia, hepatoesplenomegalia,

emagrecimento e ocorre do México ao norte da Argentina, com predominio no nordeste brasileiro.

As diferentes espécies do género Leishmania produzem grande variedade de manifestacdes
clinicas que dependem da interagdo entre a resposta imune do hospedeiro vertebrado e da
invasividade, tropismo e patogenicidade deste parasita (Wilson e Pearson, 1990). O conceito que se
tem € que varias espécies de Leishmania que parasitam o homem induzem a uma doenga espectral,
com uma grande variacdo de manifestacdes clinicas. Pesquisas epidemiologicas indicam, porém que

muitas infec¢des sdo assintomaticas ou subclinicas e que pacientes com sintomatologias maiores



representam apenas uma pequena porgao dos Casos. A OMS

(www.who.int/health_topics/leishmaniasis/) classifica as leishmanioses em quatro formas clinicas

principais (Neves et al., 2000, Rey, 2001), ilustradas na fig. 3:

. Leishmaniose visceral (LV): forma mais grave da doenga na qual os parasitas
apresentam tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear do bago, do figado, da medula dssea e
dos tecidos linfoides.

. Leishmaniose cutinea (LC): nesta forma os pacientes apresentam exclusivamente
lesdes cutaneas, limitadas, podendo ser estas ulceradas ou ndo.

. Leishmaniose mucocutanea (LMC): também conhecida com ulcera de Bauru, sdo as
formas da doenga em que os parasitas apresentam afinidade por areas descobertas da pele e
freqiientes complicagdes nas mucosas da boca, nariz e faringe.

. Leishmaniose cutinea difusa (LCD): se caracteriza pela presenca de lesdes
disseminadas em pacientes com resposta imunitaria ineficiente. Pode também ocorrer tardiamente

em pacientes que tiveram leishmaniose visceral e se trataram.

Fig. 3 Diferentes formas clinicas da leishmaniose. Em A um exemplo de paciente com
leishmaniose do tipo tegumentar, que pode incluir as formas cutinea e cutinea difusa. Em B
leishmaniose mucocutdnea. Em C um caso de leishmaniose com tropismo visceral. Figuras obtidas
em www.images.google.com (autoria desconhecida).

Epidemiologicamente, as infec¢cdes sdo consideradas zoondticas quando os animais servem de

reservatorio e antroponoticas quando os reservatorios sdo os humanos. Nas leishmanioses



zoonoticas, a transmissdo se dd principalmente nas areas rurais e periurbanas, enquanto a
transmissdo das leishmanioses antroponoticas ocorre nas areas urbanas (Ministério da Saude, 2006).
Atualmente, 12-15 milhdes de individuos encontram-se infectados por alguma espécie do género
Leishmania e 350 milhdes de outras pessoas estdo sob risco de infecgdo, sendo registrados cerca de
dois milhdes de novos casos por ano, principalmente entre individuos imunocomprometidos.
Recentemente, a Organiza¢do Mundial de Satide (WHO) publicou um encarte junto a revista “TDR
News” (2002) situando a leishmaniose como doenga de categoria I onde se enquadram doencas
emergentes e ainda ndo controladas como a dengue e as tripanossomiases africanas (ver

www.who.int/tdr/diseases/leish/strategy.htm). No periodo de 1985 a 2005, verifica-se uma media

anual de 28.568 casos autdctones registrados e coeficiente de detecgdo médio de 18,5 casos/100.000
habitantes, verificando-se coeficientes mais elevados nos anos de 1994 ¢ 1995, quando atingiram
niveis de 22,83 e 22,94 casos por 100.000 habitantes, respectivamente (Dados do ministério da
saude). E importante também citar os casos de co-infec¢io da leishmaniose em pacientes portadores
do virus HIV, o que causa uma baixa resposta do paciente as terapias atuais contra a leishmaniose e
ajuda o reaparecimento da doenca 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 terco dessas pessoas vive em zonas endémicas de leishmaniose (WHO, 1995). O crescimento
acelerado dos casos de SIDA/HIV durante os ultimos 20 anos modificou o espectro das
leishmanioses nos campos clinico e epidemiolégico (Cruz et al.,, 2006). A co-infec¢do
Leishmania/HIV é atualmente um caso muito grave de saude publica. Desde a década de 1980,
quando foi publicado o primeiro caso de leishmaniose associada a infec¢cdo com o virus HIV, houve
um aumento do numero de casos registrados, atualmente os casos ja foram detectados em 35 paises

(Cruz et al., 2006).



1.1.4 Tratamentos disponiveis contra as Leishmanioses.

Nao existem vacinas eficazes contra as leishmanioses (WHO, 2014). Portanto, as medidas mais
utilizadas para a prevencdo dessas enfermidades baseiam-se no controle de vetores e dos
reservatorios como cdes infectados, e na melhoria de habitacio e condicdes de higiene da
populagdo. Devido a complexidade da interagdo parasito-hospedeiro, assim como os resultados
contraditorios para os modelos vacinais, o controle da infec¢do ¢ principalmente dependente de
intervengdo quimioterapéutica. Atualmente existem varias opg¢des de tratamento, mas no Brasil, a
administracdo parenteral de antimoniais pentavalentes (Glucantime®) vem sendo o tratamento de
escolha nos ultimos anos. Além da toxicidade ao paciente, a terapia com antimoniais registra um
grau consideravel de insucesso (Berman, 2005; Croft, Sundar et al., 2006). Os antimicrobianos,
Anfotericina B e Pentamidina representam a segunda linha de tratamento. A anfotericina B
lipossomal ¢ o tratamento de escolha atual em muitos paises, pela sua eficacia ja demonstrada além
do beneficio de minimos efeitos colaterais. Entretanto seu alto custo limita sua aplicabilidade para
muitos pacientes dos paises em desenvolvimento (Chappuis, Sundar et al., 2007). A Pentamidina ¢
uma alternativa eficaz para leishmaniose cutidnea, porém muito toxica para os pacientes (Assan,
Perronne et al., 1995; Antoniou and Gough, 2005). O farmaco antiparasitario Miltefosina
demonstrou eficacia contra a leishmaniose cutanea e leishmaniose visceral em administracdo oral,
porém apresenta efeitos teratogé€nicos, o que limita a sua aplicacdo. Além disso, seu uso
prolongado foi associado a descontinuagdo do tratamento, ¢ como consequéncia, desenvolvimento
de resisténcia (Seifert, 2011; Tiuman, Santos et al., 2011).

As inadequagdes das atuais opgdes de tratamento implicam no desenvolvimento urgente de novos
farmacos para a cura da leishmaniose, com maior eficacia, efeitos colaterais minimos e baixo custo.
Portanto, a Organizacdo Mundial de Satde incentiva na forma de novos fomentos, pesquisas que

levem a descoberta de novos alvos anti-parasita, tendo sido criado recentemente um banco de dados



de possiveis alvos contra doengas negligenciadas, onde pode ser encontrada a proteina Rbp38 como
uma proteina candidata (http://tdrtargets.org/).

1.2 A biologia molecular e a organizacdo dos genomas nuclear e mitocondrial de Leishmania
spp.

Entre as peculiaridades da biologia molecular destes parasitas podemos ressaltar o trans-splicing
do RNA mensageiro, a edigdo de RNAs mitocondriais, a duplicagdo génica e a transcricao
policistronica dos genes (Wirth, 1990). O tamanho do genoma nuclear hapldide ¢ da ordem de 32.8
a 36 Mbp divididos entre aproximadamente 23-36 pares de cromossomos polimorficos (0,3 a 3,0
Mbp), os quais apresentam caracteristicas espécie-especificas (Ivens C.A,et al, 2005).

Em relacdo ao genoma mitocondrial este estd contido em uma organela celular denominada
cinetoplasto, que ¢ composta, basicamente, por moléculas de DNA agrupadas. O DNA do
cinetoplasto (KDNA) representa a informagdo genética mitocondrial desses parasitas. E constituido
por maxicirculos e minicirculos, moléculas que se concatenam formando uma rede compacta e que
tém replicagdo autdbnoma. As moléculas contém ao menos uma regido conservada de 120 a 150
pares de base, razoavelmente homogénea entre os representantes de um mesmo género. Os
maxicirculos codificam rRNA e mRNA de proteinas mitocondriais. Os minicirculos representam
95% da massa de kDNA, servem como molde para a transcricdo dos maxicirculos e sdo bons
substratos para sondas moleculares. (Simpson et al., 1980; Degrave et al., 1994, Passos-Silva et al.,
2010).

Em 2005, foi finalizado o seqiienciamento do genoma do parasita L. major por um consoércio 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 seqiiéncias repetitivas [Wirth, 1990, Johnston et al.,
1999, Wickstead et al., 2003, Ivens et al, 2005]. As seqiiéncias que codificam genes ndo possuem
introns e podem estar representadas em copia simples, dupla, ou repetidas em tandem. Sao 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 interagdes hospedeiro-patdogeno, como de enzimas proteoliticas, e na extensiva
maquinaria para a sintese dos complexos glicoprotéicos de superficie [Ivens et al., 2005]. As
seqiiéncias intergénicas exibem consideraveis divergéncias, mesmo entre genes intimamente
correlacionados [Stiles et al., 1999, Ivens et al., 2005]. A variabilidade genética deve-se
principalmente 4 ocorréncia de mutagdes, mas eventos de formacdo de hibridos,
amplificacdo/delecdo génica e possivel troca de material genético entre organismos também ja

foram descritos [Grimaldi e Tesh, 1993].

1.3.Telomeros estrutura e fungiao

Entre as estruturas que o DNA ndo-codificador forma nos cromossomos estdo os telomeros. Eles
sdo estruturas nucleoproteicas localizadas nas pontas dos cromossomos e funcionam como capas
protetoras dessas extremidades, tendo papel muito importante na manutencdo da integridade do
genoma e na viabilidade celular, além de garantir a completa replicagdo do genoma (de Lange,
2002, Johnson 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
telomero ou extremidade de DNA, (2) replicagdo das seqiiéncias teloméricas pela telomerase, (3)
degradagdo do DNA telomérico, e (4) recombinagdo nos telomeros ou em suas adjacéncias. Esses
controles atuam para manter os telomeros funcionalmente protegidos (Blackburn, 2001).

Os telomeros sao 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)
(Fig.4A). Esta ultima forma uma protrusdo em diregdo a extremidade cromossOmica que €
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 sdo responsaveis por proteger
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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 ¢ formado pelo “empilhamento” de tétrades de
guanidina, sendo regulado pelas proteinas que se associam a simples-fita telomérica, como a POT1
e a CDCI13 (Fig. 4B) (Fang e Cech, 1993, Zaug et al., 2005, Baird e Farr, 2006, Salas et al., 2006).
Outra estrutura possivel é o 7-/oop, ou loop do teldomero (Figura 4B). Os T-loops sdo estabilizados
por proteinas e originados pela invasdo da regido simples-fita na porcao dupla-fita do telomero e
pela interacdo da porgdo dupla fita com proteinas teloméricas (de Lange, 2004), servindo como
protecdo ao final dos teldmeros e impedindo o acesso da telomerase nessa regido. Além disso, em
humanos, tanto os subteldmeros (regides adjacentes aos teldmeros) quanto os teldomeros contém
nucleossomos, € estes apresentam um espacamento alterado quando sdo comparados com a

cromatina ndo telomérica (Tommerup et al., 1994, revisado em Blasco, 20070).

A
)
Telomeros —
5% e TAS TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGG 3°
3 AATCCCAATCCCAATCC 5" - J
——
\ 4
D .
Simples fita
Dupla fita (3" G-overhang)

C)
| smueea O y
[AATCCT)/

Fig. 4 Estrutura dos telomeros. A) Estrutura representando os teldmeros contendo regides dupla e
simples fita. B) Microscopia eletronica das interagdes teloméricas na forma de 7-loop, seguido por
um esquema de uma estrutura da formacdo do 7-loop, C) figura apresentando um possivel modelo
de estrutura do terminal telomérico, com formagado do T-loop e G- quadruplex (Figura adaptada de
Oganesian e Brian, 2007).
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1.3.1 A replicacio dos telomeros pela telomerase.

A incapacidade das DNA polimerases convencionais de sintetizar completamente uma das fitas
do DNA parental gera um problema na finalizacdo da replicagdo do DNA nas extremidades
cromossOmicas. Isso acontece porque as DNAs polimerases necessitam de uma extremidade 3’OH
livre para adicionarem o proximo 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’OH livre no
terminal da fita descontinua sdo removidos, deixando um espacgo ndo preenchido na extremidade 5’
e acarretando a perda de seqiiéncia telomérica a cada novo evento de replicacdo. Para que ndo haja a
perda de seqiiéncias importantes para o genoma, os eucariotos desenvolveram varios mecanismos
capazes de estender os teldomeros, como a replicagdo pelas telomerases ¢ os eventos de
recombinacdo homologa [Alberts et al., 2004, Ohki et al., 2005].

A cada evento de replicacdo do DNA, os telomeros estdo sujeitos a perdas de seqiiéncias de
nucleotideos que podem provocar o encurtamento destes terminais, gerando instabilidade dos
cromossomos o que favorece a instalacdo de fendmenos de senescéncia, envelhecimento celular e
conseqiiente morte celular (Karsfelder e Greider, 2007).

A enzima responsavel pela adicdo especifica de seqiiéncias teloméricas durante o ciclo celular, a
telomerase, ¢ um complexo ribonucleoprotéico (RNP) que utiliza um molde de RNA intrinseco
para sintetizar as repeti¢cdes teloméricas nos terminais cromossdmicos (Greider e Blackburn, 1989).
A telomerase ¢ quase que universalmente conservada em eucariotos, ela ¢ composta por uma
subunidade catalitica, constituida por um componente protéico semelhante a uma transcriptase
reversa (TERT), por uma subunidade estrutural, constituida pelo componente RNA da telomerase
(TER), que carrega o molde da repeticdo telomérica e por algumas proteinas associadas (Lingner et
al., 1997, Harrington et al., 2005).

A maioria dos organismos utiliza a telomerase para replicar os seus terminais cromossdmicos.

Estudos recentes mostram que a semelhanca das leveduras, em humanos a telomerase estende
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diferentemente os telomeros nas fitas continua e descontinua (Chai et al., 2006) sugerindo que
existe uma interag@o direta entre as maquinarias de replicagdo do DNA e a maquinaria telomérica.
Além disso, em leveduras e humanos a acdo da telomerase ¢ regulada durante o ciclo celular
(Taggart et al., 2002)

A atividade da enzima ja foi detectada em extratos protéicos de ciliados (Greider e Blackburn,
1989), vertebrados (Morin, 1989), leveduras (Cohn e Blackburn, 1995), plantas (McKnight et al.,
1997), nematodas (Magnenat et al., 1999), insetos (Sasaki e Fugiwara, 2000) e protozoarios (Cano
et al., 1999, Muiioz e Collins, 2004, Giardini et al., 2006). Sabe-se que a telomerase ¢ normalmente
ativa em organismos unicelulares, ja que ¢ requerida para a proliferacdo indefinida da populacao
celular. Na maioria dos organismos multicelulares, porém, esta enzima nio ¢ expressa de forma
constitutiva em todos os estagios de desenvolvimento, nem em todos os tecidos. Em humanos, 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 6ssea, sendo fortemente
reprimida nas células somaticas normais (Kim et al., 1994, Riha e Shippen, 2003). Contrariamente,
em camundongos e galinhas, a atividade de telomerase pode ser detectada em todos os tecidos
(Prowse e Greider, 1995, Venkatesan e Price, 1998).

Em células germinativas, células tronco embrionarias e células tronco cancerigenas, a atividade de
telomerase ¢ alta e sua expressdo persistente, ja algumas células tronco adultas apresentam pouca
(ex: células das linhagens epidermal, epitelial ou neuronal) ou nenhuma atividade enzimatica (ex:
células das linhagens hematopoiética e mesenquimal). Parece que nas células tronco adultas que
sofrem diferenciagdo, os baixos niveis de telomerase podem auxiliar nas perdas teloméricas
ocorridas durante esse processo, prevenindo o encurtamento prematuro dos telémeros e a perda da
funcdo telomérica. Portanto, o tamanho dos teldmeros pode ser usado como um indicador indireto

da historia e do potencial proliferativo dessas células. A manutenc¢do do comprimento dos teldmeros
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e a atividade da telomerase sdo processos complexos e dindmicos que estdo estreitamente ligados a
regulacdo do ciclo celular em células tronco em humanos (Hiyama e Hiyama, 2007).

Em contraposi¢do, nas células somaticas replicativas normais ndo ocorre a expressdo da
telomerase e os telomeros encurtam progressivamente a cada evento de mitose. Quando os
telomeros atingem um tamanho muito curto, as células entram em crise e ativam varios 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 nao
funcionais e a sua maquinaria de reparo de DNA ativada, isso gerara instabilidade gendmica e
favorecera a oncogénese (Shay e Wright, 2002, Shay e Wright, 2007). A longevidade e a progressdo
maligna da célula cancerosa depende da expressdo da telomerase ou de outros mecanismos que
auxiliem na manutengdo da alta capacidade proliferativa. Assim, em quase todas as células tumorais
malignas, ocorre a reativagio e a expressdo 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 teldmeros e a telomerase podem representar

prognosticos plausiveis como marcadores de células tumorais (Shin et al., 2006).

1.4 Funcao das proteinas que se associam aos telomeros de eucariotos

Integradas aos telomeros existem um grande numero de proteinas que se associam ao DNA
telomérico simples fita rico em G que formam complexos importantes para a atividade do mesmo.
Funcionam usualmente como capas protetoras dos teldmeros e t€ém o potencial de interagir direta ou
indiretamente com a telomerase (proteina responsavel pela elongagdo dos telomeros) regulando a
sua atividade enzimatica (Evans, 1999 e Scharamke et al., 2004). Em humanos ¢ em outros

eucariotos, por exemplo, Potl (protection of telomeros) se associa ao DNA telomérico simples fita
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(ssDNA) com grande afinidade, cumprindo a fun¢do direta de proteger os terminais dos
cromossomos (Baumann, 2001 e Shakirov et al., 2005). Em leveduras, ¢ a proteina Cdc13 que
cumpre funcdo semelhante, permitindo o acesso da telomerase aos terminais cromossoémicos pela
sua interacdo direta com Estl, um componente da telomerase (Evans, S e Lundblad, V, 1999;
Nugent et.al, 1996). Curiosamente, a maioria dessas proteinas que interage com DNA telomérico
simples fita, compartilha um dominio de ligacdo ao DNA do tipo oligonucleotide-oligosaccharide
fold (OB fold), demonstrando conservacdo dos mecanismos de protecdo terminal em eucariotos
(Mitton-Fry et.al, 2002).

A maioria das proteinas que sabidamente interagem com a dupla fita telomérica possui no minimo
um dominio do tipo Myb (ou homeodominio) originalmente descritos em proteinas c-myb de
mamiferos (Hondoka et.al., 2001). Em mamiferos e tripanosomas as proteinas TRF e seus
homologos, se associam ao DNA telomérico como homodimeros usando um tnico dominio do tipo
Myb localizado na por¢do C-terminal (Brocolli et al., 1997, Li et al., 2005). Essas proteinas que se
associam a dupla fita telomérica atuam como reguladores negativos da manutengdo dos teldémeros e
algumas como a TRF2 estdo envolvidas na formacdo de t-loops. A afinidade das proteinas pelo
DNA telomérico ¢ regulada por uma terceira classe de proteinas, as quais ndo interagem
diretamente com o DNA (ex. em leveduras Rifl-Rif2/Rapl, em vertebrados e mamiferos
TIN2/TRF1-TRF2) mas formam complexos de alto peso molecular com as proteinas teloméricas
(Li, B e de lange, 2003., de lange, 2005). Em humanos, um complexo ndo estatico denominado de
shelterina ( Fig.5) é formado por seis proteinas: TRF1, TRF2 ¢ POT1 que interagem diretamente
com o DNA e TIN2, TPP1 ¢ RAP1 que ndo interagem com o DNA. No caso, POT1 tem a fungdo
primordial de também interagir com as 5 proteinas do complexo e juntamente com TPP1 regulam
diretamente o acesso da telomerase ao DNA telomérico (Xin et al., 2007). Portanto, o complexo
shelterina sofre constante remodelamento atuando junto com fatores de reparo de DNA para

transformar e proteger os teldmeros (de Lange, 2005).
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Fig.5: Complexo shelterina de humanos. A cromatina telomérica de mamiferos contém uma série
de proteinas que interagem com DNA. Na forma de t-loop (teldmero fechado) ou forma nao-
replicativa, as proteinas TPP1 e POT1 formam um complexo com o DNA telomérico via TIN2 e
TRF1/2 e a telomerase tem seu acesso bloqueado aos telomeros. Na forma aberta ou forma
replicativa, o complexo TPP1/POT1 recruta e estimula a atividade enzimatica da telomerase em
telomeros curtos (figura extraida de Martinez e Blasco, 2011).
1.5 O complexo telomérico em Leishmania amazonensis

Em Leishmania amazonensis foi detectado a existéncia de trés complexos protéicos que se
associam in vitro ao DNA telomérico simples fita rico em G (Fernandez et al., 2004). Em nosso
laboratério, além da enzima telomerase (LaTERT, L. amazonensis telomerase reverse
transcriptase), responsavel pela replicacdo dos terminais cromossomicos, duas proteinas que
compdem dois desses complexos foram identificadas utilizando-se métodos bioquimicos (Cano et
al., 1999; Giardini et al., 2006). Sdo elas as proteinas LaRbp38 (L. amazonensis RNA binding
protein 38) e a proteina LaRPA-1 (L. amazonensis Replication Protein A 1) (Fernandez et al.,

2004). Ambas também interagem e co-localizam com os telomeros do parasita in vivo (Lira et al.,

2007b, Siqueira Neto et al., 2007), sendo que LaRpa-1 também esta envolvidas nos mecanismos de
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resposta a danos no DNA e protecdo dos telomeros (da Silveira et al., 2013). Também foram
identificadas proteinas que se associam in vitro e in vivo a dupla-fita telomérica. Entre elas estdo
LaTBP1 (Leishmania amazonensis Telomere Binding Protein 1), LaRbp38 , alvo deste estudo (Lira
et al., 2007b e 2007c) e LaTRF (L. amazonensis TTAGGG Repeat Binding Factor), (da Silva et al.,

2010). A Figura 6 apresenta o panorama atual da composicdo dos telomeros de L. amazonensis.

LaTBP-1

5/ -GGGTTA. . . . GGGTTAGGGTTAGGGT TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3
3’ -CCCAAT. LCTAS .CCCAATCCCAATCCCAATCCC-5

LaTER

Fig 6. Panorama atual dos telomeros de Leishmania. O DNA telomérico ¢ composto por uma
porcdo dupla-fita, formado pela repeticio TTAGGG em tandem, sequéncias subteloméricas
(LCTAS - Leishmania Conserved Telomere Associated Sequences) e uma protrusao 3 'G-overhang.
As formas coloridas representam as proteinas ja identificadas interagindo com o DNA telomérico
na forma de dupla fita: LaTRF, LaTBP1, LaRbp38 e simples fita: LaRbp38, LaRPA-1 e a enzima
telomerase (LaTERT) com seu componente RNA intrinseco contendo o modelo reverso da
sequéncia telomérica ( Lira et al., 2007) Figura retirada de da Silva, et al., 2012.
1.6 Funcées conhecidas da proteina Rbp38 de tripanosomatideos

A primeira descricdo sobre a proteina Rbp38 (Sbicego et al., 2003), mostra que ela
provavelmente funciona como ligante e estabilizadora de RNA simples e dupla fita nas
mitocondrias dos parasitas, embora ndo apresente nenhum dominio conhecido de ligagdo a RNA.
Essa proteina ¢ codificada por um gene nuclear, e parece ser conservada somente entre protozoarios
da familia dos tripanosomatideos, pois ndo existem homologos conhecidos nos bancos de dados
publicos. Posteriormente, Rbp38 foi isolada de extratos nucleares, em coluna cromatografica de
afinidade, como sendo o componente protéico do complexo telomérico LaTG2 (Fernandez et al.,
2004). Ela ¢ capaz de interagir in vitro com o DNA telomérico simples fita rico em G,
demonstrando alta afinidade por uma sequéncia de RNA cognata a essa fita telomérica de

Leishmania. Em trabalho no nosso laboratdrio, foi possivel mostrar que LaRbp38 interage in vivo

com DNA telomérico na forma de dupla fita e na forma de simples fita, DNA microsatélite rico em
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GT e com kDNA de L. amazonensis (Lira et al., 2007). LaRbp38 também foi descrita como
apresentando 70% de identidade a outra proteina de Trypanosoma cruzi, denominada de TC38. Esta
ultima ¢ uma proteina nuclear de 38 kDa que reconhece sequéncias poli [dT-dG] presentes em
regides intergénicas de 7. cruzi (Duhagon et al., 2003). Também foi sugerido que Rbp38 de
T.brucei (p38) pode desempenhar algum papel na replicagdo de minicirculos de kDNA, pois foi
encontrada interagindo com a sequéncia universal de mini-circulo (UMS, Universal Minicircle
Sequence). Experimentos de super-expressdo da proteina fusionada a GFP mostram que a Rbp38 de
T.brucei tem localizagdo mitocondrial e nenhuma proteina foi detectada no nucleo do parasita (Liu
et al., 2006). A importancia do estudo desta proteina estd em que ela pode estar envolvida nas
maquinarias de replicagdo do DNA mitocondrial e nuclear, o que a torna um alvo interessante e
promissor para o desenvolvimento de farmacos que ataquem exclusivamente protozoarios
tripanosomatideos.

O objetivo central deste trabalho ¢ aprofundar nossos conhecimentos sobre a importancia da
LaRbp38 nos telomeros de Leishmania e tentar desvendar algumas de suas funcdes, ja que ha

poucos relatos sobre esta proteina.
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2. Objetivo Geral
O objetivo principal deste projeto de doutorado foi caracterizar as possiveis fungdes nucleares e
mitocondriais da proteina LaRbp38. Para tal se propds estudos funcionais in vivo e in vitro como a

seguir.

2.1 Objetivos especificos:

A) Mapeamento de um possivel dominio de ligacdo da LaRbp38 a diferentes tipos de DNAs,
utilizando-se proteinas recombinantes (LaRbp38 inteira e mutantes truncados) e DNAs

reconhecidos como alvos de interagdo da proteina, em ensaios de interagdo proteina-DNA.

B) Estudo da localizacdo subcelular da LaRbp38, utilizando analises in silico para a busca de
motivos conservados, microscopia de fluorecéncia e confocal com parasitas em situagdo

ambiental normal e apds indugdo de estresse genotoxico.

C) Identificacdo de parceiros ou interatores de LaRbp38 utilizando ensaios de interagdo

proteina-proteina.
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3.0 Resultados e Discusdo
De acordo com os resultados obtidos, esta tese foi dividida em 3 capitulos, compilados
separadamente em trés artigos, sendo que um destes estd em revisdo na revista International Journal

of Biological Macromolecules, e os outros dois estdo em fase de preparacao.

3.1 Capitulo 1
Mapeamento do dominio de ligacdo da proteina Rbp38 de Leishmania amazonensis para
diferentes DNAs.
Resumo

LaRbp38 ¢ uma proteina exclusiva dos tripanosomatideos, a qual ndo compartilha similaridade de
sequéncia ou dominio estrutural com nenhuma outra proteina descrita nos bancos de dados
publicos. Em [eishmania amazonensis, Rbp38 (LaRbp38) ¢ uma proteina multifuncional,
encontrada no nucleo e no cinetoplasto desses parasitas. LaRbp38 ¢ capaz de interagir com DNAs
simples e dupla fita ricos em GT, embora ndo apresente em sua sequencia nenhum dominio
reconhecido em outras proteinas que apresentem esta mesma funcdo. Neste trabalho mutantes
truncados e a proteina LaRbp38 inteira foram expressos em sistema bacteriano e usados em ensaios
de interacdo proteina-DNA na tentativa de mapear o dominio de ligagdo da proteina a diferentes
tipos de DNA, que sabidamente sdo alvos de interacdo com LaRbp38. Os resultados mostram o
mapeamento de um DBD (DNA Binding Domain) localizado entre os residuos de aminoéacido 95-
283, o qual mostra preferencia de associacdo com kDNA ¢ DNA simples fita telomérico. Também
foi possivel determinar que essa interagdo altera significativamente a estrutura de LaRbp38, na

regido onde foi mapeado o DBD.
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Abstract

Rbp38 is a protein expressed exclusively in trypanosomatid parasites. In Leishmania
amazonensis, Rbp38 (LaRbp38) is multifunctional and is found in the kinetoplast and in the
nucleus. LaRbp38 binds double- and single-stranded GT-rich DNAs, although it does not share any
structural or functional domains with other known proteins. In this report, truncated overlapping
mutants were used to map the boundaries of the DNA-binding domain (DBD) of LaRbp38. Proteins
were tested for their ability to bind different DNAs previously identified as LaRbp38 targets. A
DBD was mapped between residues 95-283 of the 348-amino acid polypeptide, with binding
preferences to kDNA and single-stranded telomeric DNA. DNA binding significantly alters the
secondary structure of two truncated mutants of LaRbp38, mainly at the boundaries of the mapped
DBD.
1. Introduction

Leishmania amazonensis is the causative agent of tegumentar leishmaniasis in the Americas. In
Brazil, this species causes a wide spectrum of clinical leishmaniasis for which there are no efficient
methods of control and the currently available treatments are ineffective [1,2]. Opportunistic
Leishmania/HIV co-infections are very common and it is therefore crucial to find new drug targets
and develop new strategies to combat the disease [3,4]. Rbp38 was initially identified as a non-
essential RNA-binding protein from trypanosomatid mitochondria that modulates RNA stability and

may also play a role in the replication of kDNA minicircles through its interaction with the
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universal minicircle sequence (UMS) [5,6]. Rbp38 orthologues described in Leishmania tarentolae
and Trypanosoma brucei share high identity with Tc38, a DNA-binding protein of Trypanosoma
cruzi that interacts with poly[dT-dG] sequences, including the kinetoplast UMS. Tc38 is
constitutively expressed but undergoes changes in its intramitochondrial distribution throughout the
parasite cell cycle and is found associated with kDNA in G1 phase [7,8]. A Leishmania
amazonensis orthologue (LaRbp38) that was affinity-purified with LaRPA-1 (L. amazonensis,
replication protein A one) and with DNA polymerase alpha in telomerase-positive nuclear extracts,
interacts with G-rich single-stranded telomeric DNA, but not with double-stranded DNA bearing a
3’ G-overhang tail [9]. LaRbp38 also binds to single- and double-stranded telomeric DNA in vitro
and in vivo, to the kinetoplast UMS and to other GT-rich nuclear DNAs [10], which suggests that
this protein may have more than one intracellular location and more than one function in the cell.
Indeed, we have detected LaRbp38 in the kinetoplast and nucleus and found that this protein
shuttles between these two compartments during the cell cycle (Perez & Cano, in preparation). In
promastigotes, LaRbp38 occurs mainly in the kinetoplast, although in late S and G2 phases the
protein can be clearly seen in the nucleus. Using PSORTII, a predictor of protein intracellular
location [11], LaRbp38 was formerly classified as a nuclear protein (score k = 23) with a 30.4%
chance of also being mitochondrial ([10] and unpublished data). However, in silico analyses have
shown that LaRbp38 and its trypanosomal counterparts share no sequence or structural similarities
with any other known protein [10].

In this report, we show that the high-affinity sequence-specific interaction between LaRbp38 and
its known DNA sequence targets (telomeric single- and double-stranded DNA and kinetoplast
UMS) is mediated predominantly by a DNA-binding domain (DBD) located in a central region of
the protein between residues 95-283. However, a role for other parts of the protein in these
interactions cannot be excluded. We show by circular dichroism (CD) analysis that this binding

domain consists mainly of partially unfolded and probably contains subdomains since all
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overlapping mutants of LaRbp38 show different binding preferences to single- and double-stranded
GT-rich DNAs in EMSA assays. CD spectroscopy analysis also showed that DNA binding
produced significant changes in the secondary structure of LaRbp38, with these changes being
particularly evident in a region covered by Mut2 and Mut6 (residues 95-283) where is probably the

core of the minimum LaRbp38 DBD.

2. Material and methods
2.1. Parasite cultures and extraction of genomic DNA

Promastigotes of L. amazonensis (MHOM/BR/73/M2269) and parasite genomic DNA were
obtained as described elsewhere [10].
2.2. Expression and purification of full length LaRbp38 and its truncated mutants

Six overlapped truncated mutants of the LaRbp38 gene (GenBank accession number AY485300)
were designed and each one was obtained by amplification of L. amazonensis genomic DNA using
the primer sets listed in suppl. Table 1. All of the mutants were cloned into the pCR® 2.1 cloning
vector (Invitrogen), sequenced and subcloned into a pET28a+ expression vector (Novagen). Mutl—
Mut3, Mut5 and Mut6 were expressed in E. coli in non-soluble form. These mutants and the
recombinant full length LaRbp38 were partially purified as previously described [10]. Mut4 was
expressed in soluble form and was purified on a Hi-trap chelating affinity column using starting
buffer (20 mM phosphate buffer, 500 mM NaCl and 25 mM imidazol) followed by elution buffer
(200 mM phosphate buffer, 500 mM NaCl and 500 mM imidazol) and subsequent dialysis in 100
mM phosphate buffer, 10 mM EDTA and 100 mM NaCl to remove the imidazol. ODyg0/280nm Was
used to check for nucleic acid contamination. The purity of each protein was checked in Coomassie
blue-stained 15% SDS-PAGE. CD spectroscopy was used to determine the secondary structure of

the proteins.
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2.3. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

All of the conditions for the binding reactions and EMSA, including the incubation temperature
and the protein and probe concentrations, were previously tested and based on results described
elsewhere [9,10]. Six micrograms (approximately 0,6 uM of each purified recombinant protein)
was the minimum amount of each protein able to bind 1 pmol of the following labeled probes: G-
rich single-stranded telomeric DNA (Tell, 5° -TTAGGG; -3°), double-stranded telomeric DNA
(LaTel formed by annealing ssTel78G, ssTel78C) and kDNA, represented by the replication origin
of minicircles (UMS, 5-TTTCGGCTCGGGCGGTGAAAACTGGGGGTTGGTGTAAAAT-3’)
[10]. Probes were 5’-end-labeled with y[32P]ATP as described [9,10]. The binding buffer, binding
reaction and running conditions for the EMSA using single-stranded DNAs (Tell and kDNA) as
probes were as described by Fernandez et al. [9]. The binding buffer, binding reaction and running
conditions for the EMSA using double-stranded DNA (LaTel) as the probe was as described in Lira
etal. [10]. In both cases, reactions were also done in the presence of 50 ng of both poly (dI.dC) and
poly (dA.dT) as non-specific competitors. After electrophoresis, the gels were dried under vacuum
and exposed to X-ray film at -80°C.

2.4. Competition assays

The reactions were done as described above and elsewhere [10]. LaRbp38 and Mutl-Mut6 (0,6
1M each) were pre-incubated for 10 min with a 50 fold excess (50 pmol) of unlabeled competitor,
followed by incubation with 1 pmol of radiolabeled Tell, kDNA and LaTel using the same
conditions for each specific binding assay. The percentage of binding activity as an indicator of
complex formation by each protein in the absence and presence of competitors was determined
using the protocol described by Fernandez et al. [9]. The data were presented as average + SEM and
analyzed with GraphPad prism.

2.5. CD spectroscopy
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CD measurements were obtained over the spectral range of 195-260 nm in a JASCO model J-815
CD spectropolarimeter (JASCO Inc., Tokyo, Japan) equipped with a Peltier thermo-controller. The
experiments were done at 293 K using an optical path length of 0.5 mm, a scanning speed of
50 nm/min, a bandwidth of 2 nm and a response time of 1s. Twenty spectra were acquired,
averaged and corrected for the buffer solution (baseline) and then normalized to the residual molar
ellipticity [0]. LaRpb38 (300 pg.ml™), Mutl (320 pg.ml™), Mut2 (412 pg.ml™), Mut3 (560 pg.ml™),
Mut5 (670 pg.ml™") and Mut6 (412 pg.ml™) were analyzed in 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 8.0.
Binding assays for CD measurements were done by incubating 300 pg of each protein with 50 pmol
of unlabeled Tell, kKDNA or LaTel in binding buffer A (50 mM glycine-NaOH buffer, pH 8.0),
containing 4 mM Hepes pH 8.0, 1.6 mM MgCl,, 32 uM EDTA pH 8.0 and 1.6% Mut4 alone was
analyzed at 420 pg.ml™” in 100 mM phosphate buffer, pH 8.0. In this case, the binding assays were
done by incubating Mut4 (300 ug) with 50 pmol of Tell, kKDNA or LaTel in in binding buffer B
(100 mM phosphate buffer, pH 8.0), containing 4 mM Hepes pH 8.0, 1.6 mM MgCl,, 32 uM EDTA
pH 8.0 and 1.6% glycerol. The spectra of binding buffers A and B in the absence and in the
presence of DNA were recorded and subtracted from the protein spectrum and from the
protein:DNA spectrum, respectively. It is also important to emphasize that buffer and any of the

tested DNAs had negligible circular dichroism signal in these experimental conditions.

3. Results and Discussion
3.1. LaRbp38 and some of the truncated mutants interact differently with GT-rich DNAs

For this study, we constructed six truncated overlapping mutants in order to map the boundaries
of the LaRbp38 DBD (Fig. 1A). LaRbp38 and mutants were expressed with an N-terminal 6x His-
tag in E. coli and purified recombinant proteins were obtained (Fig. 1B, lanes 1-10). We observed
that most of the proteins were repeatedly obtained in high degree of purity although a protein

contaminant, that contrary to the other protein bands is not recognized by the anti-LaRbp38 immune
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serum, always appear co-purifying with Mutl. The nature of this contaminant is still unknown. The
molecular mass and isoelectric points (pl) of each protein were estimated using ProtParam

(http://web.expasy.org/protparam/) (Fig. 1A).

A
kDa pl
¥ .17 A 140 38 | 0.4
1 [V I 14 1 16 | 9.4
ac T I - 12 |l aa
T e S -
174 ICTTEN 252 12 8.2
235 LTI 242 12 6.1
g Mus PR 26 9.7
& Mws RN 21| 9.7
B
o
-
&
& = = £ = 3 g
My 8 [T TV M =
kDa = = = — — | kDa - kDa -
75' it I
50- § ‘ s 75-
- 5 50= 50
37- 37 s
|
25- . | 254 25-
20= 20« 20-
|
15- 15
10-
10- ‘ 10-
1 2 3 4 5 6 T 8 @ 10

Fig.1. Construction and expression of LaRbp38 truncated mutants. A) The structure of full
length LaRbp38 and the position of each truncated mutant (Mutl-Mut6). Numbers indicate the
positions of the amino acid residues in LaRbp38 and in each mutant. Diagram is not to scale. The
estimated molecular mass and the corresponding isoelectric point (pI) of each protein without the 6x
His-tag are indicated. B) Electrophoretic profile of the proteins in Coomassie blue-stained 15%
SDS-PAGE. Lane 2— LaRbp38, lane 3— Mutl, lane 4— Mut 2, lane 5— Mut3, lane 6— Mut 4, lane 8-
Mut 5 and lane 10-Mut6; MW, Molecular weight standards are in lanes 1, 7 and 9. The asterisk (*)
in lane 2 denotes a non-specific protein band that is co-purified with Mutl.
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CD spectroscopy analysis showed that all proteins have a minimum at ~ 205-208 nm suggesting
that they are partially unfolded (suppl. Fig.1A-G).

EMSA and competition assays were used to examine the ability of each mutant to bind in vitro
DNA sequences previously characterized as in vivo targets of LaRbp38 [9,10] .The DNA sequences
used in the present study were the G-rich single-stranded telomeric DNA (Tell), double-stranded
telomeric DNA (LaTel) and kDNA, represented by the replication origin of minicircles (UMS) [10]
(see Material and methods for details about DNA sequences). In both assays, recombinant LaRbp38
was used as a control. In Fig. 2, the graph represents the results of triplicates of each independent
EMSA in the presence of high concentrations of non-specific DNA (see Material and methods for

details) as summarized in Table 1.
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Fig. 2. LaRbp38 and the truncated mutants show different affinities for telomeric DNA and
KDNA. The graph represents the average + SEM of three independent experiments and analyzed
with GraphPad prism. Recombinant proteins were used in binding reactions with labeled Tell
kDNA and with LaTel as the labeled probes. P values were calculated using Student’s t test (¥*p <
0.05; **p <0.01).
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Table 1. Binding activity of full length LaRbp38 and truncated mutants to

each specific target DNA
Protein % Binding Activity (+ SEM)
Tel kDNA LaTel
LaRbp38 76.3+10.3 427+83 28.3+6.4
Mut1 229+27 296+ 3.8 13.2+04
Mut2 56.4+7.9 427+48 17.2+69
Mut3 203+14 292+25 163+42
Mut4 58.4+5.8 67.3+ 3.1 52 +16.1
Mut5 504+126 302+£147 18.1+£39
Mut6 474+42 34921 286+94

LaRbp38 and half of the mutants interacted strongly with Tell with binding activities around 47-
76%, whereas Mutl, Mut3 and Mut6 showed binding activities in the range of 23-58%. These
results suggested that the binding domain for Tell in LaRbp38 involved a region covered by Mut2-
Mut4, which mapped to residues 95-283.

In addition to their interaction with Tell, LaRbp38 and all mutants bound strongly to kDNA.
Binding reactions done with Mut4 yielded a protein:DNA complex with ~67% binding activity.
Mutl and Mut3, Mut5 and Mut6 showed similar binding activities (~29-35%) and of LaRbp38 and
Mut2 was ~43%. The protein:DNA complex formed between Mut2 and Mut4 was stronger than the
others, suggesting that LaRbp38 probably has two subdomains that interact with Tell and kDNA,
since Mut2 and Mut4 do not overlap (see Fig. 1A). These results suggest that although most of
LaRbp38 binds kDNA strongly, the nature of this interaction probably differs from that involving
Tell and deserves more investigation.

EMSA assays done with LaTel as target show that LaRbp38, Mut2, Mut5 and Mut6 showed
similar binding activities (~18-28%). Mutl and Mut3 showed binding activities of 13% and 16%,
respectively and Mut4 binding activities of 52% with LaTel, suggesting that the binding domain for

LaTel in LaRbp38 also involved a region covered by Mut2 and Mut.6.
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In summary, the high binding affinity of Mut4 for all three DNAs and the results for Mut2 and
Mut6 suggested that the DBD of LaRbp38 is located within a region harboring these mutants

(residues 95-283).

3.2. The boundaries of the LaRbp38 DBD

To test the specificity of the putative LaRbp38 DBD in recognizing related GT-rich sequences,
cross-competition assays were done using Tell (Fig. 3A), kDNA (Fig. 3B) and LaTel (Fig. 3C) as
probes. The binding activities of control reactions done with a specific labeled probe in the absence
of competitors were plotted for comparison. The percentage of binding activity in all experiments

represented the complexes formed in the absence and presence of competitors.
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Fig. 3. Competition assays reveal the boundaries of the LaRbp38 DBD. In A-C binding assays
done with LaRbp38 and Mutl-Mut6 in the presence of unlabeled Tell, kDNA and LaTel as
competitors (50 pmol). NC, no competitor added to the reaction. A) Labeled probe: Tell (1 pmol).
B) Labeled probe: kDNA (1 pmol). C) Labeled probe: LaTel (1 pmol). In all assays the amount of
each complex formed in the presence of unlabeled competitor was expressed as the percentage of
binding activity (% binding activity). The results are the average + SEM of three independent
experiments and analyzed with GraphPad prism.

Fig. 3A shows the binding results obtained with Tell as the probe. Compared to the controls, the
binding activities of Mut2 and Mut4 were respectively 40 and 37% affected by Tell as the
unlabeled specific competitor, whereas the binding activities of LaRbp38, Mutl and Mut3 were

inhibited from 50-60% and those of Mut5 and Mut6 were almost completely abolished. When the
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assays were done with kDNA as the competitor, the binding activities decreased by 30% to >80%,
with the order of inhibition being: LaRbp38>Mut4>Mut6>Mut3>Mutl>Mut2.Mut5. Competition
assays using LaTel as competitor showed that the binding activity of Mut5 and Mut6 decreased
~35%, while those of Mutl, Mut2 and Mut3 decreased 58, 65 e 51% respectively, and those of
LaRbp38 and Mut4 were abolished in ~ 80%, suggesting that LaRbp38 and Mut4, bind
preferentially LaTel and kDNA.

When competition assays were done with kKDNA as the probe (Fig. 3B), the binding activities of
LaRbp38, Mut4 and Mut6 were attenuated 70-80% by kDNA, whereas the activities of
Mut5>Mut2>Mut1>Mut3 diminished ~30-54%. The binding activities of LaRbp38 and Mut6 were
less affected in the presence of LaTel. Competition with Tell reduced the binding activities of
LaRbp38, Mut2 and Mut4 in 36-50% and of Mutl, Mut3, ~50%. And of Mut5 e Mut6 competition
with Tell reduced the binding activities in 90%. Altogether these results strongly suggest that
LaRbp38 and Mut4 bind preferentially kDNA.

Fig. 3C shows competition assays done with LaTel as the probe. Except for LaRbp38 and Mut4,
the binding activities of the other mutants were reduced by >~50% in the presence of LaTel. In the
presence of Tell the binding activities of LaRbp38 and Mutl were reduced by >70% whereas of
Mut2-Mut6 diminished ~20-30%. When competition assays were done with kDNA, the binding
activity of Mut3 was unaltered, of LaRbp38 and Mut2 was attenuated by ~36% and of Mutl, Mut4,
Mut5 and Mut6 diminished ~50-70%.

In conclusion, when competition assays were done with Tell as the probe, the binding activity of
Mut2 and Mut4 showed to be the more competed in the presence of LaTel. When competition
assays were done using kDNA as the probe, the binding activities of Mut4>Mut2=Mut6 were the
less affected by Tell and LaTel. When assays were done with LaTel as the probe, Mut2, Mut3 and
Mut6 showed negligible differences in their binding activities and to be the less competed in the

presence of Tell and kDNA. Altogether these findings indicate that, as LaRbp38, the truncated
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mutants interacted differently with the probes used in this study. Whereas Mut2 showed higher
binding specificity for LaTel>Tell1>kDNA, the binding activity of Mut4 was the less competed and
showed higher binding specificity for kDNA>LaTel>Tell. Mut6 in contrast, showed higher binding
specificity for Tell>kDNA>Latel, suggesting that the boundaries of the LaRbp38 DBD probably
reside in a region covered/overlapped by all these three mutants (amino acids 95-283). Since the
binding activity of Mut3 was much less specific for all DNA tested, our findings also suggest that
this DBD 1is subdivided in two smaller subdomains, one restricted to the N-terminal of Mut2
(residues 95-174) and the other restricted to a smaller region covered by both Mut3, Mut4 and Mut6
(residues 235-283, see Suppl. Fig. 2 and Fig.1A for details). Thus, although the DNA-binding
properties of Mut4 are comparable in parts to that of LaRbp38, we cannot exclude the possibility
that the limits of this DBD may extend towards Mut2 and Mut6 N-terminus; or even that LaRbp38
indeed contains two subdomains arranged in tandem. In agreement with this hypothesis, Mut2 also
showed high affinity for kDNA and the telomeric probes.

3.3. DNA binding results in changes in the secondary structure of LaRbp38 at the DBD
boundary

CD spectroscopy was used to examine the secondary structure of LaRbp38 and its truncated
mutants and also to test the impact of the binding of Tell, kDNA and LaTel on the secondary
structure of these proteins.

CD spectra of the proteins in the absence of DNA showed that full length LaRpb38 showed a
negative peak at 208 nm. The CD spectra of Mutl had a minimum at 208 nm, of Mut2, Mut4, Mut5
and Mut6 had a minimum at 205 nm and of Mut3 had a minimum at 210 nm (suppl. Fig. 1A-G).
Altogether the results show that most of the proteins are partially folded suggesting that some of
them acquired a more folded state in the presence of DNA (see Figs. 4B and 4C).

Binding assays done with all DNAs (Tell, kDNA and LaTel) induced small changes or did not

alter the secondary structure content of full length LaRbp38 (Fig. 4A) and of the truncated proteins
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Mutl, Mut3, Mut4 and Mut5 (suppl. Fig. 2A-D). In contrast, Tell, kDNA and LaTel induced

visible conformational changes in the secondary structure content of the truncated proteins Mut2

and Mut6 (Figs 4B and 4C). The CD spectrum of Mut2 and Mut6 in the absence of DNA had a

minimum at 205 nm and the addition of any of the tested DNAs resulted in changes in secondary

structure, which was confirmed by the enhanced signal towards 208 nm and also from 210-222 nm,

regions usually sensitive to alpha and beta secondary structures. This indicates that, in the presence

of DNA occurred an increase of folded secondary structural elements in these mutants.
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These results are in agreement with that shown in EMSA and competition assays, showing that
although most of LaRpb38 is able to binding DNA, the core of its minimal DBD is probably located
in a region covered by Mut2 and Mut6 located between residues 95-283 (Fig.5A). However, and as
discussed before, we cannot discard the possibility of a DBD divided in two subdomains since full
length LaRbp38 and principally Mut3 and Mut4 are also able to bind DNA although by CD analysis

they did not show detectable structural alterations.
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Fig.5. The boundaries of LaRbp38 DBD. A) Diagram shows the position of LaRbp38 minimum
DBD located between residues 95 and 283. This domain includes a region overlapped by Mut2 and
Mut6. Diagram is not to scale. B) The amino acid sequence of LaRbp38. The residues in Mut2 and
Mut6 (95-283) comprising LaRbp38 minimal DBD are highlighted in gray. B) ClustalW alignment
showing the conservation of LaRbp38 DBD (residues 95-238). LaRbp38 (GenBank accession no.
AY485300) and its orthologues in L. tarentolae LtRbp38 (GenBank accession no. AAO39844), T.
brucei TbRbp38 (GenBank accession no. AAO39843) and 7. cruzi Tc38 (GenBank accession no.
AY357259).

Together, the results described here strongly indicate that the boundary of LaRbp38 DBD is
restricted to a region in the central portion of the polypeptide located between residues 95 and 283
and that this DBD should be partially unfolded, acquiring a more folded state in the presence of the
ligand, in this case, any of the tested DNAs.

The LaRbp38 DBD includes regions overlapped by practically all six mutants (Fig. 1A), which
after a search for protein homologues done with the protein-protein algorithm BLASTP [12] and
extensive analyses in silico, revealed that LaRbp38 does not share any structural similarity with
other known DNA-binding proteins (data not shown). In addition, no known motifs were found
using the program Pfam [13] and predictors of DNA binding sites (DBD Threader, 2ZIP, NPS) also
failed to identify potential binding sites based on the amino acid sequences of LaRbp38 DBD and
Tc38 [7]. Moreover, no descriptions of nucleic acid binding motifs were found in a detailed
literature search. These findings indicate that LaRbp38 and its orthologues contain a novel DBD
that is probably exclusive to trypanosomatids (Fig. SB).

We also speculate that, rather than showing specificity for GT-rich sequences, LaRbp38 prefers
telomeres and mitochondrial DNA because they form particular DNA structures; this binding
pattern is characteristic of other proteins with functional roles in both mitochondria and the nucleus
[14,15].

In conclusion, we were able to map the boundaries of LaRbp38 DBD and to provide the first

evidence for the presence of a structural DBD in LaRbp38, but in order to ensure the cellular

functions played by LaRbp38 in Leishmania, additional structural studies are needed. Our results
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also added important information about a protein that is exclusive from trypanosomatid protozoa

and which is probably implicated with kDNA and telomere maintenance.
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Supplementary Figures
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Supplementary Fig. 1. Far UV-CD spectra of full length LaRbp38 and its truncated mutants.
A) full length LaRbp38 in the apo form. B) Mutl in the apo form. C) Mut2 in the apo form. D)
Mut3 in the apo form. E) Mut4 in the apo form. F) Mut5 in the apo form. G) Mut6 in the apo form.
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Supplementary Fig. 2. Far UV-CD spectra indicated that DNA binding does not alter the
secondary structure of some LaRbp38 truncated mutants. Mutl (A), Mut3 (B), Mut4 (C) and
Mut5 (D) in the apo form (black) and in the presence of different types of DNA: kDNA (red), LaTel

(blue) and Tell (green).
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Suppl. Table 1

Table 1. Primers used for PCR amplification of LaRBP38 and Mutl1-Mut6.

Primers Genes Expected size (bp)

5> CAT ATG CTC CGT CGC GTG 3’ Full length LaRbp3¢& 1,047
3’ CTC GAG CTA CTG AAT GAG ¥’

5> CAT ATG CTC CGT CGC GTG 3’ Mutl 416
3’ CTC GAG CTA CTG CAG ATT CTC 5°

5> CAT ATG GAG GCG CCG AAG 3’ Mut2 428
3’ CTC GAG CTA CGT TGT CGC CTC 5’

5> CAT ATG CAG TAC CCC GTT 3’ Mut3 336
3> CTC GAG CTA CGG GAACTTCCT 5°

5> CAT ATG GGC GAC CGT CAC 3’ Mut4 345
3> CTC GAG CTA CTG AAT GAG 5°

5> CAT ATG CTC CGT CGC GTG 3’ Mut5 600
3> CTC GAG CTA CGT TGT CGC CTC5’

5> CAT ATG GAG GCG CCG AAG ¥’ Mut6 576
" CTC GAG CTA CGG GAACTTCCT &°

F, forward and R, reverse.
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3.2 Capitulo 2
A Proteina LaRbp38 transloca entre o nicleo e cinetoplasto em formas promastigotas de
leishmania amazonensis.
Resumo

Rbp38 ¢ uma proteina exclusivamente expressa em parasitas tripanossomatideos, incluindo
L.amazonensis, agente etiologico da leishmaniose tegumentar nas Américas. Em L.amazonensis, a
LaRbp38, interage in vivo e in vitro com DNAs ricos em GT ( kDNA, sfDNA, dfDNA teloméricos)
e apresenta um importante papel na replicacio do DNA nuclear e kDNA. LaRbp38 também foi
descrita como apresentando 70% de identidade com a proteina Tc38 de Tripanosoma cruzi, a qual
foi isolada de extratos nucleares, embora posteriormente evidéncias mostram que se trata de uma
proteina mitocondrial expressa em todas as formas de desenvolvimento do parasita. Em
Tripanosoma brucei, quando a TbRbp38 fusionada a GFP ¢ superexpressa, a proteina apresenta
localizag@o exclusivamente mitocondrial. Entretanto os resultados do nosso grupo sdo conflitantes
com os acima descritos e neste artigo mostramos evidéncias de que pelo menos em L.amazonensis,
LaRbp38 pode ser encontrada tanto no nucleo quanto no cinetoplasto. Ensaios com culturas de
parasitas sincronizadas com hidroxi-uréia mostram que a localizacdo subcelular de LaRbp38 ¢
ciclo-dependente e aumentada no final da fase S. Além disso, a proteina se acumula
preferencialmente no niicleo quando os parasitas sdo expostos a agentes genotoxicos tais com H,O,
e radiagdo por luz U.V., sugerindo que a translocagcdo do nucleo para o cinetoplasto e vice-versa
pode ser afetada por danos causados no DNA. Sabia-se previamente que LaRbp38 apresentava um
sinal de localizagdo mitocondrial (MLS) na regido N-terminal, entdo para entendermos como
LaRbp38 tranloca-se para o ntcleo, realizamos diferentes analises in silico em busca de um possivel
sinal de localizacdo nuclear (NLS). Nossos resultados mostraram que LaRbp38 apresenta um
possivel NLS nao classico em sua regido C-terminal, o qual compartilha similaridade de sequencia
com o NLS encontrado em ORCI de L.donovani. Ensaios de interagdo proteina-proteina na
auséncia e presenca de competidores especificos mostram que a LaRbp38 interage com a importina
o, utilizando este possivel NLS. Importina a ¢ uma proteina que esta envolvida com o transporte de
proteinas ao nticleo via NLSs. Estes resultados fornecem uma forte evidéncia de que a LaRbp38
pode translocar entre o nucleo e cinetoplasto via um NLS nao cléssico, devido sua interacdo com a
importina o. Esses resultados sdo de grande importancia e reforcam nossos resultados anteriores,
mostrando que Rbp38 pode desempenhar papeis relacionados ao metabolismo de DNA no nucleo e
no cinetoplasto em Leishmania amazonensis.

Abstract
The protein LaRbp38 translocates between the nucleus and the kinetoplast in
Leishmania (L.) amazonensis promastigotes
Rbp38 is a protein exclusively expressed in trypanosomatid parasites, including L. amazonensis,
the etiologic agent of Tegumentar leishmaniasis in the Americas. In L. amazonensis, Rbp38 also
called LaRbp38, interacts in vitro and in vivo with GT-rich DNAs (e.g. kDNA, ssDNA and dsDNA
telomeric sequences) and plays an important role in kDNA and nuclear DNA replication. LaRbp38

was also described as having 70% identity with Tc38, a Trypanosoma cruzi protein, which was
isolated from nuclear extracts, although it has been described as a mitochondrial protein expressed
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in all developmental forms of the parasite. In Trypanosoma brucei, the overexpression of TbRbp38
fused to GFP showed that the protein has also a exclusive mitochondrial localization. Since the
results of our group are conflitant with the above, in this article we show evidences that at least in
L. amazonensis, LaRbp38 can be found both in the nucleus and in the kinetoplast. Western blot
analysis using different L. amazonensis extracts and conventional and confocal
immunofluorescence showed that LaRbp38 is present in both organelles, although it is more
abundant in kinetoplast. By using HU-synchronized parasites we confirmed that the subcellular
localization of Larbp38 is cell cycle-dependent. In addition, the protein show a preference to
concentrate in the nucleus of the parasite when they are exposed to genotoxic agents such as H,O,
and U.V. irradiation, suggesting that the translocation between nucleus and kinetoplast can be
affected by DNA damage. it was previuosly known that LaRbp38 bear a N-terminal mitochondrial
localization signal, thus, in order to understand how LaRbp38 can translocate to the nucleus, we did
in silico analysis to search for a putative nuclear localization signal (NLS) in the protein. Our results
show that LaRbp38 bears a putative non-classical NLS in the C-terminus that shares similarities
with the NLS found in L. donovani ORCI. Protein-protein interaction assays done between
LaRbp38 and importin a, a protein related to nuclear transport by NLS, confirmed the existence of a
NLS in LaRbp38. These results provide strong evidences showing that LaRbp38 can translocates
between the nucleus and the kinetoplast via a a non-classical NLS, through its interaction with
importin o. The importance of these findings reinforce our previous results showing that in
Leishmania, Rbp38 play roles in DNA metabolism in both the nucleus and in the kinetoplast.

1.0 Introducdo

Rbp38 ¢ uma proteina codificada por um gene nuclear, e ¢ exclusiva de protozoarios da familia
Trypanosomatidae. A primeira descri¢do sobre a proteina Rbp38 mostra que em L.tarantolae e em
T. brucei, ela provavelmente funciona como ligante e estabilizadora de RNA simples e dupla fita
nas mitocondrias dos parasitas, embora em sua sequéncia primaria e por predicdo in silico, ela ndo
apresente nenhum dominio reconhecido de ligagdo a RNA (Sbicego et al., 2003). Posteriormente,
Rbp38 foi isolada a partir de extratos nucleares de formas promastigotas de L.amazonensis, em
coluna cromatografica de afinidade a DNA telomérico e identificada por sequenciamento de novo
usando espectrometria de massa, juntamente com as proteinas DNA polimerase alfa e LaRPA-
1(Fernandez et al., 2004). Rbp38 de L. amazonensis (LaRbp38) ¢ capaz de interagir in vitro com o
DNA telomérico simples fita rico em G, e com a sequéncia de RNA cognata a essa fita telomérica
(Fernandez et al., 2004). Em trabalho recente em nosso laboratorio, foi possivel mostrar que

LaRbp38 interage in vivo com DNA telomérico na forma de dupla fita e na forma de simples fita,

DNA microsatelite rico em GT e com kDNA (Lira et al., 2007). LaRbp38 também foi descrita
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como apresentando 70% de identidade a uma proteina de Trypanosoma cruzi, denominada de Tc38,
que primeiramente foi isolada de extratos nucleares do parasita ¢ mostrou atividade de interagdo
com sequéncias poli [dT-dG] presentes em regides intergénicas de 7. cruzi. Posteriormente, Tc38
foi descrita como uma proteina exclusivamente mitocondrial para todas as formas de
desenvolvimento deste parasita (Duhagon et al., 2003). Experimentos de super-expressio da
proteina fusionada a GFP, mostraram que a Rbp38 de 7. brucei também tem localizagdo
mitocondrial, pois em ensaios de super-expressao nenhuma proteina foi detectada no nucleo desses
parasita (Liu et al., 2006). Baseado nesses resultados e em outros do nosso grupo, resolvemos
realizar diferentes ensaios para tentar determinar a localizagdo subcelular de Rbp38 de Leishmania,
onde pudemos mostrar através de Western blotting usando diferentes extratos de L. amazonensis
(total, nucleo e mitocondrial), e microscopia de imunofluorescéncia convencional e confocal que
LaRbp38 esta presente tanto no nucleo quanto no cinetoplasto de L.amazonensis, sendo que esta
encontra-se mais abundante no cinetoplasto. Ensaios com parasitas sincronizados com hidroxi-uréia
cofirmaram a localizagdo subcelular de LaRbp38 e mostrou que essa localizagdo ¢ ciclo-
dependente. Além de que a proteina mostra acimulo preferéncialmente no nucleo quando os
parasitas sdo expostos a agentes genotoxicos tais com H,0, e radiacdo por luz U.V., sugerindo que
ela pode estar desempenhando diferentes funcdes nos diferentes compartimento subcelular em
resposta a danos no DNA. Um outro resultado que nos deu mais um indicio da translocagdo
subcelular de LaRbp38, foi a descoberta de um possivel sinal de localizagdo nuclear (NLS) do tipo
ndo classico, na regido C-terminal da proteina. A existéncia deste sinal foi prevista utilizando-se um
algoritmo desenvolvido pelo grupo do Prof. Bostjan Kobe (Universidade de Queensland, Australia),
e comparando-se a sequéncia primaria de aminoacidos de LaRbp38 com a da proteina ORCI1 de L.
donovani, a qual também apresenta um sinal de localizagcdo nuclear ( NLS) do tipo ndo classico na
regido C-terminal. Ambas as andlises culminaram em um resultado comum, sugerindo que a

LaRbp38 compartilha com a ORC1 similaridade de sequéncia entre estes NLS putativos. Baseado
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nesses achados também foram realizados ensaios de interagdo proteina-protéina, onde foi possivel
determinar a interagdo entre LaRbp38 e a proteina importina o, uma proteina que estd diretamente
ligada ao transporte de proteinas ao ntcleo via NLS. Juntos, estes resultados sugerem que a proteina
LaRbp38 ¢ capaz de se translocar nos diferentes compartimentos e que seu transporte para o nucleo
¢ provavelmente realizado por um NLS néo classico, porém através de uma via denominada via-
classica, que utiliza interagdo com a importina a.. Com esses resultados podemos sugerir que Rbp38
pode desempenhar diferentes funcdes relacionadas ao metabolismo de DNA tanto no nucleo quanto
no cinetoplasto em leishmania amazonensis.
2.0 Materiais e metodos
2.1 Cultura de parasitas

Formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, cepa MHOM/BR/73/M2269, foram
cultivadas em fase exponencial a 27°C em meio “199” (cultilab) pH 6,5, suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Cultilab) e 1X solug@o de antibidticos e antimicotico (Life Technologies, Gibco-
BRL).
2.2 Obtencao de extratos proteicos de formas promastigotas de L. amazonensis

Extratos totais enriquecidos com proteinas nucleares foram preparados de acordo com Fragaki et.
al., (2003) a partir de culturas de formas promastigotas, em fase mid log de crescimento contendo
aproximadamente 1.0 x 10° células. Extratos das fragdes mitocondriais foram obtidos através do Kit
Mitochondrial Fractionation (Active Mottif), conforme instru¢des do fabricante. Para os extratos
totais, formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis na concentragio de 1x10®
células, foram lavadas com 1X PBS e rompidas utilizando-se Tampao RIPA (150mM Tris-HCI pH
7,5, 150mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,1% SDS) em volume de 200ul de tampao RIPA + as células
+ 10U de DNase (GE Healthcare ) + 1ul cocktail de inibidores de proteases (Calbiochem). O
extrato parasitario foi incubado no gelo por 15 min. e em seguida misturado fortemente com auxilio
de vortex durante 10 segundos. Este procedimento foi repetido 5 vezes. Por fim, o extrato foi
centrifugado a 10.000 rpm durante 8 min. O sobrenadante contendo extrato protéico parasitario total

foi recuperado e estocado no freezer a —20°C.
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2.3 Sincronizacio da cultura de parasitas para analise da expressio de LaRbp38 durante o
ciclo celular

O procedimento usado para sincronizar cultura exponenciais de fomas promastigotas de L.
amazonensis foi padronizado por da Silva e colaboradores (da Silva et al., submetido). Culturas de
trés dias foram inoculadas com hidroxiureia (HU) para concentragdo final de 400 ug/ml , ficando
incubadas de 12 a 16 horas . Apos o tratamento, os parasitas foram centrifugados a 2500 rpm por 15
minutos e descartado o meio com HU. Apos os parasitas foram ressuspensos no dobro do volume
original de meio de cultura fresco. Amostras contendo minimo de 2x10° parasitas foram coletadas
ao longo dos tempos estudados. As células foram centrifugadas (10.000 rpm por 1 minuto), o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 200 ul de PBS 1x. Apo6s nova
centrifugacdo (10.000 rpm por 1 minuto) e descarte do sobrenadante as células foram fixadas
utilizando 100 pl de formaldeido 1% por 5 minutos a temperatura ambiente. O formaldeido foi
removido apods centrifugacao (10.000 rpm por 1 minuto) e as células foram lavadas com 200 pl de
PBS 1x seguido de nova centrifugagdo. Apods a etapa de fixacdo foram procedidas as mesmas etapas
do protocolo de imunofluorescéncia que sera descrito abaixo.

2.4 Determina¢ao da localizacdo subcelular de LaRbp38 em formas promastigotas de L.
amazonensis.

Para este ensaio utilizou-se modifica¢des do protocolo descrito em da Silva et al., (2010). Para os
ensaios de imunofluorescéncia, as laminas foram previamente lavadas e tratadas com 0,1% de
polilisina (Poly-L-lysine hydrobromide- Sigma). 1x10° parasitas na forma promastigota (L.
amazonensis) foram centrifugados a 5.000 rpm, durante 5 min., descartado o sobrenadante, o pellet
foi ressuspenso em 1 ml de PBS 1 X gelado e novamente centrifugado. Logo apds os parasitas
foram fixados em 400ul de fomalina 1% e depositados na ldmina tratada com polilisina,
permanecendo ai por 5 minutos. Em seguida foram lavados 2 vezes com PBS 1X. Os parasitas

foram permeabilizados durante 5 min. a temperatura ambiente na presenga de 10ul de 0,1% Triton
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X-100 (Calbiochem) e em seguida lavados com PBS 1 X. Logo apds, os parasitas foram incubados
com o soro anti-LaRbp38 na dilui¢do 1:1000, por 2 horas na geladeira. O soro foi previamente
diluido em uma solucdo de PBS com 4% de BSA. Apds a incubacdo a lamina foi lavada
cuidadosamente com PBS 1X e os parasitas foram entdo incubados por 2 horas na geladeira e na
auséncia de luz, com o anticorpo secundario anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 555 na dilui¢do 1:3000
na presenca de 1X PBS + 4% BSA. Em seguida as laminas foram lavadas com PBS 1X, secas a
temperatura ambiente e fechadas com 3 pl de Vectashield+DAPI (Vector) e lacradas com laminula
e esmalte. As imagens foram analisadas por microscopia de fluorescéncia (Nikon Exclipse 80i),
usando aumento de 100X e analisadas através do programa Nis-Elements BR.
2.5 Tratamento de formas promastigotas de L. amazonensis com agentes indutores de danos:
H,0; e luz U.V.
2.5.1 Obtencio do IC50 para H,0; e luz U.V usando o teste MTT

Para determinar a dose ideal de peroxido de hidrogénio, que poderia induzir danos oxidativos e o
tempo de irradiagdo com luz U.V ao DNA de L.amazonensis sem ser letal ao parasita, foi realizado
o teste de IC50 usando MTT. Este ¢ um teste colorimétrico para a medi¢cdo da atividade de enzimas
que reduzem o corante MTT para corantes formazan, resultando em uma coloragdo roxa, o que
permite avaliar a viabilidade e a proliferacdo de células, ja que a reducdo do corante se da na
mitocondria de células em proliferagdo.
Para tal, culturas de forma promastigota de L.amazonensis foram tratadas com diferentes
concentragdes de H,O,, e também por diferentes tempo de irradiagdo de luz U.V e retiradas
amostras de hora em hora, contendo 1.10° parasitas. As amostras foram centrifugados a 2.500 rpm
por 5 min. para a retirada do H,O,, (no caso da Luz U.V os parasitas ndo precisaram trocar de meio
de cultura) apos, foram lavados 2 X com PBS 1X e incubados por lhora em uma solucao de 0,3 mg
de diphenyl tetrazolium bromide (MTT) ( Sigma). Apds o tempo de incubag@o os parasitas foram

lavados 1 X em PBS 1X e acrescentado 1 ml de alcool 100%, os parasitas foram entdo vortexados e
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foi realizada a leitura de comprimento de onda de 540 nm em leitor de placa de ELISA. Em
paralelo com o ensaio do MTT, foram retiradas amostras de hora em hora e feitas as contagens do
numero de parasitas em camera de Neubauer.
2.5.2 Ensaio de TUNEL para deteccio de danos ao DNA de parasitas tratados com H;0; e luz
u.v

O ensaio de TUNEL foi realizado com cultura de L. amazonensis em fase exponencial, para cada
ensaio foi usado 1.10 parasitas , utilizando-se o Kit Dead end fluorimetric tunel system (Promega),

onde foram seguidas todas as instru¢des dadas pelo fabricante.

2.5.3. Tratamento dos parasitas com H,0,

O estresse oxidativo € uma condi¢@o bioldgica em que ocorre desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio e a sua desintoxicacdo através de sistemas biologicos que as removem
ou reparam os danos por eclas causados. Todos os organismos vivos possuem um ambiente
intracelular de natureza redutora, existindo um equilibrio entre as formas oxidada e reduzida de
moléculas como o NADH, equilibrio esse mantido por enzimas a custa de energia metabolica.
Perturbagdes neste equilibrio, podem provocar a produgdo de H,O,s e radicais livres que danificam
todos os componentes celulares, incluindo proteinas, lipidos € 0 DNA (Schafer e Buettner, 2001).
Para descobrir se a proteina LaRbp38 esta envolvida com a resposta a danos no DNA causados por
estresse oxidativo, promastigotas de L. amazonensis foram tratadas com doses sub-letais de H,O,
(2mM). Apds a recuperagdo dos parasitas por incubacdo em meio de cultura sem H,0O,, verificamos
a expressio de LaRbp38, através da produgdo de extratos contendo 1. 107 parasitas e posterior
revelag@o desses por Western blotting, usando soro anti-LaRbp38. Para estes experimentos também
foram retiradas aliquotas com a mesma quantidade de parasitas nos mesmos intervalos de tempo, de

culturas ndo tratadas com H,O, que foram usadas como controle.
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2.5.4 Irradiacio dos parasitas com luz ultravioleta

Para verificar a possivel participagdo de LaRbp38 mediante danos ao DNA, culturas de
L.amazonensis foram irradiadas com 2.000J de Luz U.V por 1 minuto. A radiagdo U.V ¢
responsavel por causar diversos tipos de lesdes nas células e consequentemente danos estruturais na
molécula de DNA, podendo alterar drasticamente os processos de transcricdo génica (Symington
L.S, 2002) . Para tal, formas promastigotas de L.amazonensis em fase mid log de crescimento foram
expostos por 1 minuto a doses controladas de luz U.V. Os parasitas foram expostos a doses iniciais
de 2.000 J/m2 (WU, X. et al., 2005), utilizando-se o aparelho Ultra Violet crosslinker (Ultralum).
O ensaio foi realizado expondo-se os parasitas em meio de cultura dentro de placas de petri . Em
seguida, os parasitas foram colocados em frascos de cultura e embrulhados em papel de aluminio,
de forma a impedir a passagem de luz (impedindo possivel reparo direto por acdo de uma fotolidse
simile desconhecida) e entdo incubadas por diferentes periodos de tempo( 5, 15, 30 min., 1 ¢ 2
horas). Apos os tempos de incubagio, foram preparados extratos contendo 1 .10 7 parasitas. Os
extratos do tempo de exposi¢do a luz U.V e recuperacdo dos parasitas, bem como os controles do
experimento, foram submetidos a Western blotting e revelados com soro anti-LaRbp38, e de outras

proteinas, onde foram analisados os niveis de sua expressao.

2.6 Ensaios de interacio proteina-proteina
2.6.1. Imunoprecipitacio

Os ensaios de imunoprecipitacdo foram realizados utilizando-se soro anti-LaRbp38 produzido em
coelho (Lira et al., 2007) e soro anti-LaTRF e o Kit Seize X Protein A Immunoprecipitation (Pierce
Thermo Scientific), seguindo as especificacdes do fabricante. Esse kit oferece vantagem de reter os
anticorpos a resina contendo a proteina A, sendo assim, permite a elui¢do da proteina de interesse

sem os contaminantes eventuais como as cadeias leve e pesada dos anticorpos. O procedimento ¢é
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realizado em uma coluna (Handee™ spin column). Os imunoprecipitados foram eluidos por
centrifugacdo e posteriormente analisados por Western blotting com soros especificos .

2.6.2 Ensaio Pull-down com uso de extrato nuclear do parasita como fonte de proteinas
interatoras.

Extratos proteicos nucleares obtidos de formas promastigotas do parasitas foram utilizados como
fonte para possiveis proteinas parceiras da Importina o. Para o experimento foram incubados
previamente 100 pg de extrato de nucleo, com 50 pg de proteina importina o recombinante,
expressa contendo uma cauda 6x His tag, conforme protocolo descrito por Takeda, et al., por 12
horas a 4 °C. Apds a primeira incubagdo, o possivel complexo formado pela importina a foi
incubado por 4 horas a 4 °C com 100 ul de uma resina de niquel (NiNTA Superflow — Qiagen). Apds
lavagens em tampao para pull-down (50 mM Tris-HCL pH 8,0, 1% NP40 e 1% inibidor de
protease), foi adicionado Loading buffer 5X a resina de niquel contendo o possivel complexo
formado por importina o ¢ LaRbp38 e esta foi estocada a -20 °C para analise posterior em gel SDS-

PAGE e Western blot.

3.0 Resultados e discussiao
3.1 LaRbp38 ¢é expressa nos diferentes compartimentos subcelulares nas diferentes fases de
desenvolvimento do parasita.

Para determinar a localizagdo subcelular de LaRbp38, foram preparados diferentes extratos a
partir de parasitas L.amazonensis tais como extratos totais, extratos de nucleo e extratos
mitocondriais de formas promastigotas, e extrato total a partir de formas amastigotas, conforme
descrito em materiais e métodos. Esses extratos foram fracionados em gel SDS-PAGE 12%,
transferidos para uma membrana de nitrocelulose e as proteinas foram reveladas por Western
blotting, utilizando soro anti-LaRbp38 como anticorpo primario. Como mostrado na Fig. 1,

pudemos observar a presenca de LaRbp38 em todos os extratos testados, confirmando que: 1) a
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proteina ¢ expressa nas duas prinicipais fases de desenvolvimento do parasita (promastigota e
amastigota) e que 2) ¢ possivel que, estando presente em extratos de nucleo e mitocondrias, ela

cumpra fun¢des em ambos os compartimentos celulares.

Resultados semelhantes aos nossos foram apresentados por Duhagon et al., (2009) em relagdo a
expressdo da proteina homologa a LaRbp38 em T. cruzi, denominada Tc38. Os autores mostraram
por ensaios bioquimicos que a proteina Tc38 aparece em ambos os compartimentos subcelulares:
nucleo e cinetoplasto, embora os autores acreditem que essa localizagdo nuclear seja devido a
alguma contaminacdo nos extratos por eles preparados, j4 que no nticleo a proteina ¢ menos

abundante que no cinetoplasto.

Anti-l aRbn31g
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Fig.1: Western blotting utilizando soro anti-LaRbp38 mostrando a localizacio de LaRbp38 nos
diferentes compartimentos subcelulares. Extrato total (T), extrato de nucleo(N) e extrato de
mitocondria (M) obtidos a partir de formas promastigotas de L.amazonensis e por ultimo extrato
total (T) de formas amastigotas de L.amazonensis revelados com soro anti-LaRbp38 e com soro
anti-LaTRF, usado como controle, uma vez que esta ¢ uma proteina exclusivamente nuclear.
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3.2 Ensaios de imunofluorescéncia indireta mostram a presenca da LaRbp38 no nicleo e no

cinetoplasto de L. amazonensis nas diferentes fases do ciclo celular.

Para confirmar a localizagdo subcelular de LaRbp38, realizamos ensaio de imunofluorescéncia
indireta utilizando formas promastigotas de Leishmania amazonensis cultivadas em fase
exponencial de crescimento, e também com cé€lulas sincronizadas com hidroxi-uréia (da Silva, M.S
et al.,submetido) ( Fig.2). Os parasitas foram incubados com soro anti-LaRbp38 como anticorpo
primario e revelados com anti-IgG de coelho marcado com Alexa Fluor 488 (verde). Os resultados
obtidos nas imagens mostradas na Fig.2, demonstram a presenga de LaRbp38 tanto no cinetoplasto,
quanto no nucleo dos parasitas (vide sobreposi¢cdo das imagens). Em parasitas sincronizados, note
que de acordo com as diferentes fases do ciclo celular a proteina LaRbp38 estd presente nas
diferentes organelas dependendo da fase do ciclo celular, porém a maioria dos parasitas
apresentam a proteina no cinetoplasto geralmente com disposicdo antipodal, como anteriormente
mostrado por Liu et al., (2006) para TbRbp38 e por Duhagon (2009) para Tc38. Estes autores
observaram que as proteinas ortologas de 7. cruzi e T. brucei, apresentam-se somente no
cinetoplasto e com distribuicdo nos dois polos da organela (localizagdo antipodal) sugerindo que
elas possivelmente participam da replicagdo de minicirculos, uma vez que esta é a localizacdo da
maquinaria de replicagdo do DNA de cinetoplasto (Simpson et al., 1987; Degrave et al., 1994). De
acordo com Duhagon et al., 2009, em 7. cruzi a localizagdo preferencialmente mitocondrial e
polarizada nas células nas diferentes fases de desenvolvimento do parasita, sugere a funcdo de
replicagdo exercida pela proteina, onde ela apresenta-se polarizada no cinetoplasto em formas
promastigotas do parasita. E nescessario salientar que esta ¢ a primeira vez que se mostra a proteina
LaRbp38 em ambos compartimentos (nticleo e cinetoplasto), apesar da sua preferencial localizacao
no cinetoplasto. Nossos resultados mostraram que ela transita pelos diferentes compartimentos e

que esta translocacdo parece ser dependente da fase do ciclo celular.
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Fig.2: Localizaciao subcelular de LaRbp38 mostrando o triansito da proteina do cinetoplasto
para o niicleo em formas promastigotas de L. amazonensis. Parasitas sincronizados com
hidroxi-uréia mostram a presenga da proteina LaRbp38 no cinetoplasto (K) em posi¢ao polarizada
ou antipodal e distribuida em diferentes pontos no nucleo (N) de acordo com as diferentes fases do
ciclo celular. A presenga da proteina foi detectada por imunofluorescéncia usando anti-LaRbp38,
revelado com alexa fluor verde (488). DAPI marcando nticleo e o cinetoplasto. Sobreposi¢do das
imagens (Merged). As imagens foram adquiridas em microscopio Nicon Eclipse 80i, em objetiva de
100 X, capturadas usando programa NIS-Elements AR 3-10.

Ensaios de Imunofluorescéncia indireta bem como analise das imagens por microscopia de
fluorescéncia e confocal foram utilizados como mais uma ferramenta para comprovar a localizacao
subcelular de LaRbp38 nos diferentes compartimentos subcelulares. Estes ensaios foram realizados
com parasitas obtidos de cultura ndo sincronizada, e as imagens de confocal foram analisadas em

colaboracdo com o Prof. Hernandez Carvalho (UNICAMP). Nas imagens mostradas na figura 3,
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podemos visualizar a LaRbp38 no nicleo (N) e no cinetoplasto (K) de formas promastigotas do
parasita. As imagens obtidas permitiram também visualizar o transito da proteina pelos diferentes
compartimentos celulares. Na Fig. 3 temos amostragens representativas de imagens submetidas a
diversos cortes em Z, que comprovam os resultados anteriores obtidos por microscopia de
fluorescéncia em que realmente a proteina pode ser encontrada nas duas organelas, ndo se tratando

portanto de um artefato.

Fig. 3: Microscopia confocal mostra a localizacio subcelular de LaRbp38. Ensaio de
imunofluorescéncia foi realizado com soro anti-LaRbp38 e analisado a partir de microscopia
confocal. Células coradas com DAPI onde N representa o nucleo e K o cinetoplasto dos parasitas.
As setas indicam a localizagdo nuclear de LaRbp38, mostrando que ela esta realmente presente em
ambos os compartimentos celulares. As imagens foram adquiridas em microscopio Zeiss, em
objetiva de 40 X, capturadas usando programa Laser Scanning Microscopes. Resultados
representativos de cortes em Z.

3.3 LaRbp38 imunoprecipita com proteinas sabidamente nucleares
Uma outra evidéncia da possivel localizacdo nuclear da LaRbp38 ¢ a de que ela imunoprecipita
com proteinas teloméricas sabidamente nucleares. No ensaio aqui apresentado, eluatos da

imunoprecipitacdo de extrato de nucleo do parasita com o soro anti-LaRbp38, foram submetidos a

54



Western blotting e revelados com soros imunes contra proteinas teloméricas previamente
identificadas por nosso grupo, tais como: anti-LaRPA-1, e anti-LaTRF.

Os resultados mostraram que as trés proteinas (LaRbp38, LaTRF e LaRPA-1) sdo eluidas juntas
na imunoprecipitacdo ( Fig.4), sugerindo que elas fazem parte de um mesmo complexo protéico no
nucleo dos parasitas , e que a LaRbp38 ndo co-imunoprecipita com a alfa-tubulina, usada como
controle no experimento. Além disso, estes resultados podem ser um outro indicio da localizacao
nuclear de LaRbp38 ja que tanto LaRPA-1 quanto LaTRF sdo proteinas exclusivamente nucleares.

Acreditamos que as proteinas LaRbp38, LaRPA-1 e LaTRF possam realmente fazer parte de um
complexo, onde juntas cumpram um papel que pode ser essencial para a manutengdo do parasita.
Esses resultados confirmam em parte os achados de Fernadez et al., 2004 , onde as proteinas
LaRbp38 e LaRPA-1 foram isoladas e identificadas, por espectrometria de massa e seqiienciamento
de novo, juntas em extratos nucleares purificados em coluna de afinidade ao DNA telomérico.
Ambas as proteinas foram previamente identificadas como componentes protéicos de dois

complexos proteina-DNA telomérico .

IP LaRbp38
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Fig.4: LaRbp38 co-imunoprecipita com as proteinas nucleares LaRPA-1 e LaTRF.
Imunoprecipitacdo realizada com soro anti-LaRbp38 e extrato nuclear de L.amazonensis, revelados
por Western bloting com soro anti-LaRbp38, anti-LaRPA1, anti-LaTRF e anti- o tubulina como
controle de loading. Ext (linhal) representa o extrato nuclear utilizado no experimento, IP (linha 2)
representa o eluato da imunoprecipitagdo contendo os complexos proteicos.



3.4 Alteracées na localizacio subcelular de LaRbp38 sob condicées de estresse oxidativo
provocado por H;O, e radiacio por luz U.V.

Primeiramente, foram determinados o IC50 do H,O, e a viabilidade de parasitas submetidos a
radiagdo U.V para formas promastigotas de L. amazonensis e a extengdo do dano provocado no
DNA dos parasitas foi posteriormente checado em ensaio de Tunel (Fig.5 A-C) Para isso, parasitas
em fase logaritmica de crescimento foram tratados com 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, ¢ 5,0 mM de H,0, por 1
hora a temperatura ambiente e em seguida foi realizado o teste do MTT. De acordo com a fig. 5A,
podemos observar que nas condi¢cdes experimentais utilizadas, o IC50 do H,0, para formas
promastigotas de L. amazonensis ¢ de aproximadamente 2,0 mM, pois nesta concentra¢do obteve-se
aproximadamente 50% de parasitas vivos e 50% mortos sendo que doses acima desta reduziram
por mais da metade o nimero de parasitas na cultura. J& para a determinagdo da viabilidade dos
parasitas submetidos a irradiag@o por luz U.V, parasitas foram irradiados com 2.000 J de luz U.V
por 1 minuto e retiradas aliquotas de diferentes tempos ap0s a irradiacdo. De acordo com a fig. 5B,
podemos observar que apos 1 hora de exposi¢do, ocorre uma significativa diminui¢do no ntimero de
parasitas, seguida por um aumento apds 3 horas. A partir desses resultados pudemos determinar a
dose de H,O; e de irradiagdo por luz U.V para a realizacdo dos ensaios que serdo apresentados na
sequencia.

De modo a verificar se as doses, tanto de H,O, quanto de U.V, eram sufucientes para causar
danos aos parasitas, foi empregada a técnica de TUNEL, que detecta danos endogenos no DNA e
tem sido considerada um método simples e adequado para detectar diferentes tipos de quebras no
DNA (na forma de simples e de dupla fita). De acordo com as imagens mostradas na Fig.5C,
podemos verificar que 2,0 mM de H,O, ¢ 2.000 J de luz U.V causam quebras no DNA, quando
comparados aos controles positivos (parasitas tratados com DNAse I), e ao controle negativo onde o
ensaio foi feito com parasitas ndo tratados com os diferentes agente indutores de danos: H,O, e luz

U.V. Nota-se marcagdo tanto no nicleo quanto no cinetoplasto das células tratadas e que a
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marcacdo ¢ bastante homogénea, o que pode significar que também ¢ homogéneo o tipo de dano
provocado pelos diferentes agente indutores de danos no DNA do parasita.
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Fig.5 Determinacio do IC50 e ensaio de TUNEL para H,0; e luz U.V para confirmacio de
danos em L.amazonensis. Em A, determinagdo do IC50 para H,0,, onde foram utilizadas as
concentragdes 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0 mM de H,O, Em B, determinagdo da viabilidade de parasitas
irradiados com 2.000 J de luz U.V por 1 min., apo6s diferentes tempos: 2 ¢ 5 minutos, 1,3,6,12 ¢ 24
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horas. C) Ensaio de TUNEL mostrando a presenca de danos no DNA de parasitas tratados com 2,0
mM de H,O, por 1 hora e 2.000 J de luz U.V por 1 minuto. Como controle positivo foram usados
parasitas tratados com DNase I e como controle negativo parasitas ndo tratados com H,0, ou nédo
irradiados com luz U.V. DAPI, marcando o DNA no nucleo (N) e no cinetoplasto (K) e a
sobreposicao das imagens (MERGED). As imagens foram obtidas em um Nikon Eclipse 80i em
aumento de 100X.

Apo6s verificacdo do IC50 e a comprovagdo que tanto o perdxido, quanto a radiagdo U.V
provocam danos no DNA dos parasitas, foram preparados extratos para analise da expressdao de
LaRbp38 e de outras proteinas envolvidas com resposta a danos oxidativos e possiveis danos
causados pela luz U.V , utilizando-se Western blotting (Fig 6 A e B). Parasitas tratados também
foram submetidos a ensaio de imunofluorescéncia indireta para verificar se os diferentes agente
indutores de danos, poderiam induzir modificagdes na localizagdo subcelular da LaRbp38.( Fig.7 A
e B).

Resolvemos utilizar o H,O, para este ensaio, levando em conta seu forte potencial oxidante, e o
fato de que durante o ciclo de vida das Leishmania spp., os parasitas sdo expostos a ROS (espécies
reativas de oxigénio) gerados por seus proprios processos fisiologicos ou como resultado de reagdo
imune do hospedeiro. Diferentemente da maioria dos eucariotos, Leishmania spp. ndo possuem
catalases e peroxidases, enzimas que desempenham um papel na desintoxicacdo de ROS
(Subhankar, D et.al., 2009), assim como em outros tripanosomatideos a via de detoxicagdo de
perdxidos ocorre via tripanotiona peroxidase. Embora a concentracdo de H,O, utilizada para os
ensaios que mostraremos a seguir, seja superior a fisioldgica, que se encontra por volta dos 0,2 uM ,
a elevada sensibilidade as variagdes na concentracdo desta molécula, reforca a necessidade dos
organismos possuirem mecanismos de eliminagdo destas espécies quimicas (Giorgio et al., 2007),
sendo assim, esses organismos precisam de mecanismos de protecdo e reparo eficientes para a
eliminagdo destes produtos.

Ja os danos genéticos provocados pela radiagdo U.V, envolvem ndo somente a absor¢do de

energia direta
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pelo DNA, como também a formagdo de radical HO, que reage com esta biomolécula, podendo
gerar modificagdes mutagénicas. (Guaratini, T et al., 2006). Dentre as consequéncias causadas pela
luz U.V, podemos citar a formacdo de dimeros de pirimidina que se ocorrerem em uma grande
extensdo da molécula de DNA podem provocar quebras de DNA tanto na forma de dupla, quanto
simples fita, (Cruet-Hennequart, S.S, 2006). A radiagdo ultravioleta induz efeitos deletérios em
todos os organismos vivos, desde os procariontes até os eucariontes superiores. A alta energia e
curto comprimento de onda de fotons absorvidos pelas moléculas podem levar a formagdo de
oxigénio singleto ou radicais livres que podem destruir membranas e outros componentes celulares

(Rajeshwar e Héder, 2002).

3.5 Analise da expressiao da LaRbp38 e de outras proteinas envolvidas nos mecanismos de
resposta a danos, apds o tratamento de culturas com diferentes agentes indutores de danos:
quimico (H,0,) e fisico ( Luz U.V)

Para avaliarmos possiveis alteragdes na expressdo da proteina LaRbp38 em parasitas expostos
aos agente genotoxicos (H,O, e luz U.V), extratos nucleares de formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com 2 mM de H,O, em diferentes tempos ou irradiadas com 2.000 J de luz
U.V, foram analisadas por Western blotting, comparativamente a extratos de parasitas nao
submetidos a esses tratamentos (Fig.6). Pudemos observar neste ensaio que ndo correu alteragdo
significativa na expressdo de LaRbp38, logo apos a adi¢do de 2,0 mM H,O, na cultura (TO0) (fig.6A
linha 2) , quando comparado ao controle (extrato de parasitas ndo tratados) ( Fig. 6A linha 1) . Os
mesmos extratos foram analisados com relagdo a expressdo de outras proteinas, como LaRPA-1 que
tem como uma de suas fungdes, participar de diferentes maquinarias de resposta a danos ao DNA
(Longhese et al., 1994, Wold, 1997, Smith et al., 2000, da Silveira, da Silva et al., 2013) . Neste
caso também ¢ observado que ndo correu alteracdo significativa na sua expressdo logo apos a
adi¢cdo de H,O, (Fig.6A). Também foram analisadas possiveis alteragdes na expressdo de LaOGGl,

uma DNA glicosilase que reconhece especificamente bases modificadas 8-0xoG produzidas durante
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o dano oxidativo. OGG1 esta diretamente ligada ao reparo por excisdo de bases, resultante da
exposicdo a espécies reativas de oxigénio (ROS) (Wang, et.al., 2010). Neste caso, observamos uma
diminui¢do progressiva da expressao da mesma (Fig. 6A, linhas 2-7), o que sugere, que em
Leishmania amazonensis, esta proteina, ao invés de agir diretamente reconhecendo as bases
oxidadas 8-0x0G, durante o reparo, pode estar recrutando outras proteinas que podem ter agdo mais
direta no dano causado pelo H,O,. Para confirmar que o parasita ¢ capaz de responder aos danos
oxidativos, os extratos de parasitas tratados e ndo tratados com H,0, foram revelados com soro
anti-TP (triparedoxina peroxidase), uma proteina envolvida na reducdo de H,O, em H,O quando ha
formacao de espécies reativas de oxigénio (Eslami, et.al., 2011). De acordo com a Fig. 6A(linhas 2-
7) podemos observar um aumento progressivo da expressdao de LaTP, provavelmente causado pelo
excesso de H,O, usado no experimento. Isto sugere que diante de concentracdes altas de H,O, os
parasitas produzem mais TP como forma de acelerar a reducdo da maior parte do H,O, em agua
evitando desta forma a morte celular.

Para os ensaio de indu¢do de danos por luz U.V, apos os devidos tempos de exposi¢do, dos
parasitas, foram preparados extratos nucleares contendo 1.10” parasitas para analise da expressio da
proteina LaRbp38, bem como de outras proteinas com fungdes de reparo como € o caso da LaRPA-
1, LaOGGI1 e LaKu80, o tubulina foi utilizada como controle de loading. E importante ressaltar
que a irradiacdo de culturas com luz U.V pode provocar diferentes tipos de danos, como produgdo
de bases oxidadas, quebras de simples e dupla fita, formagdo de dimeros de pirimidina, danos em
geral que podem levar a alteragdes drasticas nos processos de transcrigdo génica e replicagdo de
DNA. (Weber, C et.al,, 2009) . Os resultados apresentados na Fig.6B(linha 3), mostram um
pequeno aumento na expressdo da LaRbp38 apds 5 minutos de irradiacdo, voltando a niveis
normais logo apos (fig.6B, linhas 4-7). Em relacdo a proteina LaRPa-1 observamos um aumento
progressivo ap6s a irradiagdo. Quando os extratos foram revelados com soro anti-LaOGGI1 ndo

observamos nenhuma modificagdo significativa em sua expressdo, diferentemente de LaKu80 que
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aumenta progressivamente apos a irradiacdo da cultura, fato esperado ja que esta proteina esta
sabidamente envolvida nos mecanismos de reparo a danos no DNA, como por exemplo de jungdes
ndo homologas entre quebras de DNA em dupla fita (Reynolds, et al., 2012). Nao sabemos ainda
qual(is) tipo(s) de danos a irradiacdo por luz U.V causou nos parasitas que testamos, porém
podemos tomar por base as diferencas nos niveis de expressdo da proteina LaRPA-1 para inferir tais
danos. LaRPA-1 ¢ uma proteina que em outros eucariotos tem funcdes descritas tanto nas
maquinarias que reparam danos provocados por luz U.V (Cruet-Hennequart S, et.al., 2006), quanto
de danos provocados por agentes que causam quebra na dupla fita do DNA (Symington L.S.,
2002). Como a LaRbp38 foi encontrada interagindo com LaRPA-1, podemos considerar que ambas

possam participar das mesmas maquinarias.
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Fig. 6: Estudo da expressao das proteinas LaRbp38, LaRPA-1, LaOGG1 e LaTP e LaKu80,
apos diferentes tempos de tratamento com H,O, e luz U.V. Em A) Analise por Western blotting
de extratos de L.amazonensis produzidos apds diferentes tempos de tratamento de culturas com 2,0
mM de H,O,, revelados com diferentes soros: anti-LaRbp38, anti-LaRPA-1, anti-LaOGG1, anti-
LaTP e anti-a tubulina usada como controle de loading. Em B) western blotting realizado a partir de
extratos de L.amazonensis ap0és irradiag@o por 1 min. com 2.000 J de luz U.V, revelados com soros:
anti-LaRbp38, anti-LaRPA-1, anti-LaOGG1, anti-LaTP e anti-a tubulina usada como controle de
loading.
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3.6 LaRbp38 transita pelos diferentes compartimentos subcelulares de L.amazonensis apos
tratamento dos parasitas com diferentes agentes indutores de danos: quimico (H;05) e fisico(
Luz U.V).

Ap6s o tratamento com H,0O,, amostras de parasitas em diferentes tempos (controle, TO, 5, 15, 30
min, 1 e 2 horas) foram retiradas para realizacdo de ensaios de imunofluorescéncia usando soro
imune anti-LaRbp38. Estes ensaios foram realizados para avaliarmos se durante o tratamento com
H,0; ocorriam alteragdes na localizagdo subcelular da proteinas LaRbp38. De acordo com a Fig,
7A, que € uma amostragem representativa dos resultados obtidos, podemos observar que apds 5
min. de tratamento com H,0O, a proteina LaRbp38 passa a ser visualizada em ambos os
compartimentos subcelulares (nucleo (N) e cinetoplasto (K)) permanecendo até 1h apds. Nos
parasitas ndo tratados, ou controles, a proteina foi predominantemente encontrada no cinetoplasto,
mostrando que em L. amazonensis, LaRbp38 pode participar da sinalizagdo ou da resposta aos
danos oxidativos no DNA nuclear e mitocondrial.

Para avaliar o que estava acontecendo com a proteina no parasita apds a irradiacdo com luz U.V,
também foram realizados ensaios de imunufluorescéncia indireta utilizando-se parasitas irradiados
com 2.000 J de luz U.V. Parasitas nio irradiados foram usados como controle. Podemos notar, de
acordo com as imagens mostradas na fig.7B que na maioria das células, antes da irradiagdo, a
proteina LaRbp38 se encontra localizada no cinetoplasto. Porém, apds a irradiacdo a proteina pode
também ser visualizada no nucleo dos parasitas, sugerindo que ela possa cumprir alguma fungdo de
reparo, ou na replicagdo apds um possivel reparo em ambos os compartimentos celulares.

Sabe-se que em tripanosomatideos, estdo presentes diferentes tipos de reparo a danos causados por
radiagdo U.V, Como o Global Genome Repair (GGR), que opera em regides nio codificantes do
genoma e o transcription-coupled repair (TCR), o qual ¢ ativado quando essa lesd@o ocorre

diretamente no gene que sera transcrito (Silva, D.G.P et.al., 2010).

62



,.
Q
o)
=}

T
w
[]4]

oj DAPI LaRbp38  Merged

O

b+
= ",

5 Min

15 Min.

om 2.000 J luz LV

30 Min.

Tratamento com 2mM H,0,
Recuperacio apos tratamento

por 1 min c

g & |
iEncpmry. |
sn=" ¢ |
|
[ ==l
— x|

- R
| |
T
|- . o)
I\ B
i —
| " |
-
| g |
===

Fig. 7 Modificacdo na localizacio subcelular da proteina LaRbp38 apés tratamento com
H,0,; e irradiacio com luz U.V. A ) Ensaio de Imunofluorescéncia indireta usando soro anti-
LaRbp38 marcado com alexa fluor 555(vermelho) com parasitas tratados com 2 mM de H,0,. O
controle representa os parasitas ndo tratados com H,0,, seguido por parasitas apos TO, 5, 15, 30
minutos e 1 e 3 horas apos o tratamento. Em azul o DNA do nucleo (N) e cinetoplasto (K) corados
com DAPI, Merged representa a sobreposi¢do das imagens. B) Ensaio de Imunofluorescéncia
indireta usando soro anti-LaRbp38 (alexa fluor 555(vermelho) com parasitas tratados por 1 minuto
com 2.000 J de luz U.V. O controle (C) representa os parasitas ndo tratados com luz U.V, seguido
por parasitas apos TO0, 5, 15, 30 minutos ¢ 1 e 3 horas ap6s a irradiagdo da cultura. Em azul o DNA
do nucleo (N) e cinetoplasto (K), corados com DAPI, Merged representa a sobreposicdo das
imagens.

3.7 LaRbp38 apresenta um sinal de localizacdo nuclear nao classico, que é mais um indicio de
sua translocacio entre o nicleo e o cinetoplasto.

Diante dos resultados anteriores mostrando que a LaRbp38 transloca entre o cinetoplasto e o
nucleo, e diante da existéncia de um sinal classico de localizagdo mitocondrial para esta proteina,

resolvemos fazer uma busca em diferentes bancos de dados na tentativa de encontrar um possivel

sinal de localizacdo nuclear (NLS) para LaRbp38. Utilizando-se ferramentas de bioinformatica de
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livre acesso ndo encontramos uma sequéncia de sinalizagdo, porém através do algoritmo
desenvolvido pelo grupo do Prof. Bostjan Kobe (Universidade de Queensland, Australia) foi
encontrado na sequéncia da LaRbp38 um possivel NLS nao classico. Esse achado teve maior
credibilidade apos a publicacdo de um artigo de Kumar e colaboradores, mostrando a existencia de
NLSs nédo classicos em ORC1 de Leishmania donovani. Assim como em ORC1, encontramos uma
regido na sequéncia primaria, na extremidade C-terminal de LaRbp38 que também apresenta
similaridade com o motivo descrito, além de possuir nessa sequéncia residuos (KRR) (Fig.8 A), que
segundo os autores sdo funcionalmente essenciais para o transporte destas proteinas para o nucleo
(Kumar. D et al., 2012). Desta forma, tivemos mais um indicio da localiza¢do nuclear de LaRbp38.
Sendo assim, o fato de que LaRbp38 possui um NLS atipico ¢ que esses medeiam a importacdo
nuclear de proteinas ligando-se aos seus receptores, conhecidos como importinas (Kosugi. S, et al.,
2009), resolvemos realizar ensaios em colaboracdo com o grupo do Prof. Marcos Fontes do
departamento de biofisica da UNESP de Botucatu, que ¢ especialista no estudo da importina o, para
verificar uma possivel interacdo entre essas duas proteinas.

Primeiramente purificou-se a proteina importina o recombinate de camundongo (Takeda, et al.,
2011), que apresenta alto grau de similaridade com a sequéncia da importina o de leishmania (N°.
de acesso GenBank: LmjF.30.1120 ), principalmente na regido onde ocorre a interagdo com o NLS.
Em seguida, foi realizado ensaio de captura por Pull Down, utilizando-se importina o recombinante
e extratos nucleares de L.amazonensis. Desta forma a proteina recombinante importina o ligada a
resina de niquel foi incubada com extrato nuclear de L. amazonensis ¢ a resina contendo o(s)
complexo(s) proteico(s) foi submetida a separagdo em gel SDS-PAGE 12% e posteriormente
analise por Western blotting utilizando-se soro anti-LaRbp38. Como mostrado na Fig 8B, ocorre
uma interacdo entre LaRbp38 e a importina o de camundongo, sugerindo assim que o transporte de
LaRbp38 ao niicleo pode ocorrer através de uma via classica, ou seja, via interagdo com a importina

o (Kosugi. S, et al., 2009). Para confirmar se essa interagao entre as proteinas LaRbp38 e importina
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a ocorria via esse provavel NLS ndo classico (Fig.8A), foi sintetizado um peptideo cuja sequéncia
corresponde a esse NLS. Posteriormente foi realizado ensaio de Pul/ Down assim como o mostrado
na fig.8B, utilizando o peptideo sintético do provavel NLS como competidor. Para tal incubamos 50
pg da importina o recombinante com um excesso de peptideo (500pg) e posteriormente esta mistura
foi incubada com a resina de niquel e extrato nuclear de L.amazonensis. Estes resultados foram
analisados ap6s o fracionamento da resina contendo o complexo, em gel SDS PAGEI2% e
posterior Western blotting utilizando-se soro anti-LaRbp38. De acordo com a fig.8C, podemos
observar que no ensaio onde utilizamos o peptideo do NLS como competidor, ndo houve intera¢do
entre as proteinas LaRbp38 e a importina o, indicando que o sitio de interagdo de LaRbp38-
importina o estava provavelmente ocupado pelo NLS, comprovando entio que a sequencia descrita

(sublinhada) na fig.8 A, pode ser um NLS ndo classico ainda ndo descrito para LaRbp38.
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Fig.8 LaRbp38 possui um sinal de localizacio nuclear atipico e interage com a importinaa,
uma proteina envolvida com o transporte de proteinas ao nicleo. A) De acordo com andlises in
silico, foi possivel determinar um possivel NLS ndo classico para a proteina LaRbp38, que
encontra-se sublinhado em amarelo na figura. B) Western Blotting do ensaio de Pull down realizado
com a proteina importina recombinante e extratos nucleares de L.amazonensis, revelado com soro
anti-LaRbp38 ¢ anti-a tubulina como controle de loading. Ext. Nucleo(linhal), corresponde ao
extrato utilizado no experimento, seguido pela poteina importina recombinante (linha 2), usada
como controle do ensaio e apds resina do pull down contendo os interatores da importina (linha 3),
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no caso a LaRbp38. C) Western Blotting do ensaio de Pull down realizado com a proteina
importina, peptideo do NLS de LaRbp38 como competidor, cuja sequencia esta sublinhada no iten
A e extratos nucleares de L.amazonensis, revelado com soro anti-LaRbp38. PD importina+ extrato
corresponde a resina do pull down contendo os interatores da importina (linha 1), no caso a
LaRbp38, Ext. Nucleo corresponde ao extrato utilizado no experimento.

De acordo com todos esses resultados, podemos determinar que LaRbp38 possui localizacdo
subcelular no nucleo e no cinetoplasto de L. amazonensis, sendo que o transporte dessa proteina ao
nucleo provavelmente ocorre via a interacdo com a importina a, através de um NLS ndo cléssico
presente na LaRbp38. Segundo Kumar e colaboradores em leishmanias esses NLSs, assim como em
eucariotos superiores, sio compostos por sequencias ricas em aminoacidos basicos, sendo que este
sitio pode apresentar-se monopartido ou com distribuicdes mais complexas.

As mitocondrias t€ém seu proprio DNA (mtDNA) com replicag@o local, fun¢des de transcrigdo e
tradugdo . A maioria das proteinas mitocondriais sdo codificadas por genes nucleares e
transportados para a mitocondria. Algumas destas proteinas sdo partilhadas entre a mitocondria e o
resto da célula. Em alguns casos, isoformas separadas da mesma proteina, sdo transportados para o
nucleo ou para a mitocondria. Em outros casos, diferente genes no genoma nuclear codificam para
proteinas que desempenham a mesma fun¢do nas mitocondrias e em outros lugares na célula.
(Valgardsdottir, R et al., 2001). Com base nesses dados e em todos os ensaios realizados, podemos
sugerir que diferentemente da Rbp38 de T.cruzi ¢ T. Brucei a LaRbp38 possui localizagdo
subcelular tanto no nucleo quanto no cinetoplasto, o que é consistente com a presenga do sinal de
localizagdo mitocondrial (MLS) e o sinal de localizagdo nuclear (NLS) que esta proteina carrega.
No caso da p38 de T. brucei é possivel que a proteina apresente 2 isoformas, uma com fungdo
nuclear e outra com fung¢do no cinetoplasto, a semelhanga da proteina Pifl que tem fungdo
telomérica e mitocondrial em mamiferos e leveduras (Zhang et al., 2006, Futami, et al., 2007). E
possivel que no caso de T. brucei, Liu et.al. (2006) s6 foram capazes de examinar a expressdo da

isoforma presente no cinetoplasto. Isto se explicaria pelo fato de que ja existem evidéncias

mostrando que outras proteinas em 7. brucei possuem isoformas com fungdes em organelas
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diferentes. Um bom exemplo é a Topoisomerase II, que em 7. brucei apresenta dois genes
codificando duas isoformas, as quais tém fungdes separadas no nucleo e no cinetoplasto
(Kulikowicz e Shapiro, 2006). Ja em Leishmania e T. cruzi a Topoisomerase II ¢ codificada por um
unico gene (Das et al., 2001, Das et al., 2006). No caso de LaRbp38, especulamos que apenas uma
proteina exer¢a funcdes diferentes em ambas organelas (mitocondria/cinetoplasto e nucleo), o que
em partes foi comprovado nos ensaios in vivo de imunoprecipitagdo de cromatina por Lira et al.
(2007) e por nds, nesta tese. E provavel que em Leishmania a proteina LaRbp38 tenha capacidade
de se translocar pelos diferentes compartimentos celulares durante o ciclo de vida do parasita. Mais
ainda, a baixa freqiiéncia de visualizacdo de LaRbp38 no nucleo, ou sua passagem transiente por
esta organela, nos parasitas, poderia ser explicada também pelo fato de que no cinetoplasto a
proteina é requerida em abundancia durante a replicagdo de milhares de copias de DNA de mini-
circulo, enquanto que no ntcleo a quantidade de LaRbp38 requerida talvez ocorra em niveis abaixo
do detectavel pelas técnicas usuais de microscopia de fluorescéncia. Este fato acontece, por
exemplo, com a proteina 7ZzCRK1 de 7. brucei, onde a proteina aparece em quantidades quase
indetectaveis no nticleo, porém se acumula em grande quantidade no cinetoplasto (Gomez et al.,

2006).

Além disso, ap6s a inducdo de danos o transito da LaRbp38 aumenta entre os compartimentos,
ocorrendo um aumento da sua localizagdo nuclear, que pode ser um indicio de que esta proteina
apresenta diferentes fungdes relacionadas ao metabolismo de DNA nos diferentes compartimentos
subcelulares.

O transporte de proteinas da mitocondria/cinetoplasto para o nucleo ou vice e versa ¢ um
fenomeno relativamente desconhecido. Vérias vias ja foram sugeridas, porém pouco se sabe sobre
esses mecanismos (Valgardsdottir, R et al., 2001), sendo assim o estudo deste transito da proteina
LaRbp38 pelos diferentes compartimentos subcelulares pode se tornar uma valiosa ferramenta para

os estudos destes processos.
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3.3 Capitulo 3
LaRbp38 pode fazer parte de um possivel complexo shelterina-like em L.amazonensis.
Resumo

Os finais dos cromossomos sdo compostos por arranjos de repetigdes teloméricas, os quais
interagem com uma variedade de proteinas, que formam um complexo, cuja funcdo & proteger
esses terminais denominados teldmeros. Rbp38 ¢ uma proteina exclusiva dos tripanosomatideos, o
que inclui L.amazonensis, o agente etioldgico da leishmaniose tegumentar nas Américas. LaRbp38
interage in vivo com os teldémeros e esta envolvida com a replicag@o nuclear e do kDNA. LaRbp38
contém um motivo ndo conservado de ligagdo a DNA e um possivel TRFH docking motif
[FXLXP] na regido C-terminal, o qual em vertebrados, ¢ encontrado em proteinas recrutadas ao
complexo telomérico pelas proteinas TRFs. Este docking motif contribui para a estabilizacdo das
TRFs nos telomeros e para regulagdo do comprimento dos teldmeros. Um homologo da proteina
TRF caracterizado em L.amazonensis (LaTRF), apresenta um dominio conservado de ligagdo a
DNA do tipo Myb-like e um possivel dominio de homodimerizacdo e de interagdo-proteina-
proteina (TRFH domain), que contém peptideos que interagem especificamente com proteinas que
contem o TRFH docking motif . Extratos nucleares do parasita ¢ soros imune anti-LaTRF e anti-
LaRbp38, foram usados para realizacdo de ensaios de imunoprecipitagdo. Proteinas recombinantes
expressas em sistema bacteriano foram produzidas, incluindo mutantes truncados da proteina
LaRbp38, as quais foram utilizadas em ensaios de captura do tipo Pull Down. Resultados
preliminares mostraram que LaRbp38 e LaTRF co-imunoprecipitam e suas interagdes fisicas
foram confirmadas por ensaio de captura por Pull Down, usando extratos nucleares de
L.amazonensis. Através de analises in silico e ensaios de captura usando proteinas recombinates e
mutantes truncados, pudemos demonstrar que LaRbp38 interage fisicamente com a LaTREF,
usando um TRFH docking motif parasita-especifico (ALKTL). Este motivo ¢ muito conservado
entre ortologos de Rbp38 dos tripanosomatideos e apresenta conservagdo entre motivos analogos
descritos em proteinas teloméricas de vertebrados, como por exemplo a TIN2 que interage
diretamente com paralogos das TRFs em mamiferos e juntas fazem parte do complexo shelterina.
Os resultados, sugerem que LaRbp38 pode ser uma proteina analoga a TIN2, podendo fazer parte
de um possivel complexo shelterina-like em Leishmania.

Abstract
LaRbp38 can form part of a possible shelterina-like complex in L.amazonensis.

The ends of the chromosomes are characterized by arrays of telomeric repeats which interact
with a variety of proteins forming high order complexes whose function is to ensure proper
telomere maintenance. Rbp38 is a protein exclusive of trypanosomatids, including L.
amazonensis, the etiologic agent of Tegumentar leishmaniasis in the Americas. LaRbp38 interacts
in vivo with telomeres and is involved with nuclear and kDNA replication. LaRbp38 contains a
non-conserved DNA binding domain and a putative C-terminal TRFH docking motif [FxLxP],
which in vertebrates, is found in proteins recruited to the telomeric complex by TRF proteins. This
docking motif, contributes to the stabilization of the TRFs on telomeres and to telomere length
regulation. A homologue of the TRF proteins characterized in L. amazonensis (LaTRF) presents a
conserved Myb-like DNA binding domain and a putative dimerization and protein-interacting
TRFH domain which accepts [FxLxP] peptide motifs. Nuclear parasite extracts and homologous
anti-LaTRF and ant-LaRbp38 sera were used for the immunoprecipitation assays. Recombinant
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proteins expressed in bacterial systems were produced, including the constructions of truncated
mutants, which were used in pull-down assays. The preliminary characterization of the interaction
among LaRbp38 and LaTRF showed that both proteins co-immunoprecipitate and their physical
interaction was confirmed by pull-down capture assays using nuclear extracts. By in silico
analysis and direct pull-down assays with recombinant proteins and truncated mutants, we also
demonstrated that LaRbp38 interacts with LaTRF using a parasite-specific TRFH docking motif
(ALKTL). LaRbp38 TRFH docking motif is very conserved among the trypanosomatid Rbp38
orthologs and shares some conservation among the analogous motifs described in vertebrate
telomeric proteins, such as Tin2 protein.
1.0 Introducdo

As extremidades dos cromossomos sdo compostas por complexos nucleoproteicos, cuja fungdo ¢é
assegurar a manutencdo adequada dos telomeros. Em leishmania um grande nimero de proteinas
encontram-se associadas aos teldomeros, entre elas estda a Rbp38, uma proteina exclusiva dos
tripanosomatideos, envolvida com a replicagdo nuclear ¢ do kDNA. Resultados do nosso grupo
mostraram que Rbp38 de leishmania amazonensis (LaRbp38), interage com uma proteina, que
também faz parte do complexo telomérico, a LaTRF, que pertence a uma classe de proteinas que
atuam em cis como reguladores negativos na manutencdo dos telomeros e algumas, como a TRF2,
estdo envolvidas com a formacao do #-loops (Griffith et al., 1999). A proteina TRF2 de humanos,
assim como outras proteinas teloméricas ja descritas, interage com uma terceira classe de proteinas,
as quais ndo se ligam diretamente ao DNA, porém auxiliam na regulagcdo da estrutura telomérica
formando complexos de alto peso molecular (shelterin) (Li et al., 2003, Ye et al., 2004; Liu et al.,
2004). Este complexo é formado por trés proteinas que interagem diretamente com o DNA: TRFI,
TRF2 e POT1 que sdo interconectadas por outras trés proteinas: TIN2, TPP1 ¢ RAP1 que ndo
interagem diretamente com o DNA. Este complexo chamado shelferina sofre remodelamento,
atuando junto com fatores de reparo de DNA ¢ desta forma protege os teldomeros (de Lange, 2005).
A Proteina TIN2 é o componente central do complexo shelterina, que nao somente conecta
TPP1/POT1 a outros componentes, mas também estabiliza TRF1 e TRF2, na dupla fita telomérica.

Resultados ainda ndo publicados do nosso grupo mostraram que a LaRbp38, assim como TIN2

possui sequéncias que a direcionam para uma localizagdo nuclear e também mitocondrial
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(Songyang et al., 2012), além de que a LaRbp38 contém um dominio ndo conservado de ligacdo a
DNA (Perez, et al submetido), e um motivo putativo de interagdo com a proteina LaTRF, o TRFH
docking motif , que ¢ encontrado em proteinas que interagem com as TRFs de vertebrados. Este
motivo de ancoragem, contribui para a estabilidade das proteinas e para a regulacdo do
comprimento dos telomeros. Varias proteinas associadas ao complexo shelterina reconhecem essa
regido denominada TRFH surface groove. Por exemplo, proteinas que interagem com a TRF1 usam
um motivo do tipo FxLxP e as que interagem com TRF2 usam um motivo do tipo YXxLxP. Uma das
proteinas que reconhecidamente possui em sua sequéncia de aminoacidos esse pequeno motivo
conservado do tipo FxLxP ¢ a TIN2 a qual foi caracterizada por interagir simultaneamente com
hTRF1 e hTRF2 (Campisi et al., 2004). Assim, acreditamos que LaRbp38 possa ter funcdo
correlata a TIN2, tanto em processos metabdlicos quanto participando de um complexo interagindo
com TRF.

Em mamifero nota-se a presenca de dois complexos com fungdes distintas. Um em que TRF1 e
TRF2 interagem com proteinas presentes na simples fita telomérica através de TIN2-POT1
regulando o tamanho do teldémero e outro através da interacdo de TRF2 com RAP1 que protege os
terminais recrutando maquinaria de reparo de DNA (Loayza et al., 2011; de Lange et al., 2011).

Aqui mostramos resultados de analises in silico e ensaios de interacdo proteina-proteina, que
sugerem fortemente a interagdo entre as proteinas LaRbp38 e LaTRF e também mostram a presenca
de um novo dominio de interagdo, presente em outras proteinas que interagem com as TRFs em
vertebrados e que fazem parte do complexo shelterina, o que nos leva a crer que a LaRbp38 possa

fazer parte de um possivel complexo shelterina-like em L.amazonensis.
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2.0 Materiais e métodos

2.1. Cultura de parasitas

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

2.2 Obtenciao dos extratos protéicos de niucleo de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis

Extratos de nticleo de formas promastigotas foram obtidos na presenca de inibidores de proteases,
segundo protocolo proposto por Fragaki et al. (2003).

2.3 Anailise in silico de motivos conservados de interacido proteina:proteina na sequéncia
primaria de LaRbp38

Estas andlises foram realizadas no intuito de verificar a existéncia de motivos conservados de
interagdo proteina: proteina ja descritos na literatura. Nestas analises usamos o programa Eukaryotic
Linear Motif resource (elm.eu.org) que prediz a existéncia de motivos lineares curtos de interagdo
proteina:proteina em eucariotos. Também utilizamos os programas ClustalW e Blastp para realizar
pareamentos multiplos entre as sequéncias das proteinas LaRbp38 de tripanosomatideos e as TIN2
descritas em diferentes vertebrados.

2.4 Identificacio in vitro das possiveis interacdes fisicas entre LaRbp38 e LaTRF
2.4.1 Estudo das interacdes proteina:proteina por imunoprecipitacio

A imunoprecipitagdo ¢ uma técnica comum para se estudar as interagdes entre uma ou mais
proteinas utilizando-se, para tanto, um anticorpo que imunoprecipite a proteina utilizada como isca
(bait) e por sua vez co-imunoprecipite qualquer proteina que interaja especificamente com ela
(prey). Para esse experimento utilizamos o kit Seize X Protein A Immunoprecipitation, que oferece
vantagens sobre os métodos classicos de imunoprecipitacdo, porque permite a imobilizacdo do

anticorpo a Proteina A, usando um agente que liga covalentemente o anticorpo a resina (cross-linker
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DSS). Isto resulta em um suporte contendo o anticorpo apropriadamente orientado o qual ndo é
eluido juntamente com as proteinas imunoprecipitadas. Para estes ensaios foram usados extratos
protéicos (nucleares) obtidos de formas promastigotas dos parasitas. As proteinas contidas nestes
extratos foram imunoprecipitadas com o soro imune produzido em coelho contra as proteinas
LaRbp38 e LaTRF. As proteinas que co-eluiram com a proteina alvo foram fracionadas em gel
SDS-PAGE e identificadas por Western blot utilizando-se soro imune especifico.
2.4.2 Confirmacio das interacdes proteina:proteina por captura usando ensaio Pull-down

O método de Pull-down é muito utilizado para determinar a interagdo fisica entre duas ou mais
proteinas. Também sdo muito uteis para se confirmar interagdes preditas, por outras técnicas, entre
proteinas. O requisito minimo para este ensaio ¢ a disponibilidade de uma proteina purificada
(marcada com um fag ou ndo), que servira como isca para capturar sua(s) proteina(s) parceiras
(interatores). Para estes ensaios utilizamos as proteina recombinante LaRbp38 e LaTRF fusionada
com um 6x His tag como ligante a resina de niquel.
2.4.3. Ensaio Pull-down com uso de extrato nuclear do parasita como fonte de proteinas
interatoras

Extratos proteicos nucleares obtidos de formas promastigotas do parasitas foram utilizados como
fonte para possiveis proteinas parceiras de LaRbp38. Para o experimento foram incubados
previamente 100 pg de extrato de nicleo com 150 pg de proteina LaRbp38 recombinante expressa
contendo uma cauda 6x His tag, por 12 horas a 4 °C. Apds a primeira incubagdo, o possivel
complexo formado por LaRbp38 foi incubado por 4 horas a 4 °C com 100 pul de resina de niquel
(NiNTA Superflow — Qiagen). Ap6s lavagens em tampao para Pull-down (50 mM Tris-HCL pH 8,0,
1% NP40 e 1% inibidor de protease), foi adicionado Loading buffer 5X a resina de niquel contendo

o possivel complexo formado por LaRbp38. Esta foi estocada a -20 °C.
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2.4.4. Ensaio Pull-down para verificar interacées diretas entre proteinas recombinantes.

Para confirmagdo das possiveis interagdes verificadas pelo método acima, seguimos com ensaios
de Pull-down, porém, agora somente com incubacdes diretas entre as proteinas recombinantes.
Inclusive para o experimento, foram purificados mutantes truncados de LaRbp38 na tentativa de
encontrar a possivel regido de LaRbp38 que interage com LaTRF. Para isso as caudas 6X His tag
das proteinas recombinantes purificadas: LaTRF, LaRbp38, LaRbp38mut4 (sem o motivo FKLAP)
e LaRbp38mut6 (com o motivo FKLAP) foram clivadas utlilizando trombina (Sigma).

Para estes experimentos as proteinas recombinantes (100 ug de LaTRF, 50 pg de LaRbp38, 100
ug de LaRbp38mut 4 ¢ 100 ug de LaRbp38mut6) foram tratadas com 100 pg de trombina (sigma)
por 12 horas a 4 °C para a retirada da cauda 6X His tag. Como controle, amostras tratadas com
trombina foram analisadas por SDS-PAGE. Apos o tratamento, as proteinas foram testadas nos
ensaios de captura, duas a duas, seguindo-se com incubagdo das misturas por 12 horas a 4 °C.

Em seguida as amostras foram incubadas com 100 pl de resina de niquel (NiNTA Superflow —
Qiagen) por 4 horas a 4 °C. As resinas contendo os possiveis complexos foram lavadas 3X em
tampao para Pull-down (50 mM Tris-HCL pH 8,0, 1% NP40 e 1% inibidor de protease),
ressuspensas em 20 pl de Loading buffer 5X e estocadas a -20 °C para posterior analise da

formacao dos complexos em gel 8-12% SDS-PAGE.

3.0 Resultados e discussio
3.1 LaRbp38 interage com a proteina LaTRF, podendo fazer parte de um complexo
shelterina-like em L.amazonensis.

Resultados recentes no nosso laboratdrio, de imunoprecipitacdo e Pull down mostraram a
interagdo entre as proteinas LaRbp38 e LaTRF, assim como mostrado na fig.1 A e B, que representa
ensaios de imunoprecipitagcao cruzada usando soros anti-LaRbp38 e anti-LaTRF e extratos

nucleares de L.amazonensis. Esse fato nos chamou bastante atencdo e baseado nesses achados
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resolvemos fazer diversas analises em bancos de dados, onde obtivemos resultados bastante
interessantes sobre a possivel participacdo de LaRbp38 em um possivel complexo shelterina-like

em L.amazonensis,como uma proteina andloga de TIN2.
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Fig.1: Interacido das proteinas LaRbp38 e LaTRF. A) Imunoprecipitagdo realizada com soro
anti-LaRbp38 e extrato nuclear de L.amazonensis. Cont.(linha 1) representa o extrato nuclear
utilizado no experimento, IP (linha 2) corresponde ao eluato da imunoprecipitagdo contendo os
interatores de LaRbp38. Ensaio foi revelado com soro anti-LaRbp38 como controle positivo, anti-
LaTREF, para verificagdo da interagdo com LaRbp38 e anti-a tubulina como controle de loading. B)
Imunoprecipitacdo realizada com soro anti-LaTRF e extrato nuclear de L.amazonensis. Cont.(linha
1) representa o extrato nuclear utilizado no experimento, [P (linha 2), corresponde ao eluato da
imunoprecipitacdo contendo os interatores de LaTRF. Ensaio foi revelado com soro anti-
LaTRF,como controle positivo, anti-LaRbp38, para verificacdo da interacdo com a proteina LaTRF
e anti-a tubulina como controle de loading.

3.2 Analises in silico mostram a presenca de um motivo do tipo TRFH docking em LaRbp38
Resultados in silico através de banco de dados, mostraram que a LaRbp38 contém um dominio
ndo conservado de ligagdo a DNA e que também possui um motivo curto e conservado de interacao
com as proteinas TRF, verificado através de um mapeamento usando o programa ELM (elm.eu.
org) . Este motivo ¢ denominado de TRFH docking motif que na LaRbp38 ¢ composto pela
sequéncia FKLAP. Varias proteinas associadas ao complexo shelterina reconhecem uma regido

denominada TRFH surface groove presente nas proteinas TRF, o qual reconhecem motivos

[F[Y]xLxP. Uma das proteinas que reconhecidamente possui em sua sequéncia de aminoacidos esse
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pequeno motivo conservado do tipo FxLxP ¢ a TIN2 a qual foi caracterizada por interagir
simultaneamente com hTRF1 ¢ hTRF2 (Campisi et al., 2004). Além disso, assim como Rbp38,
TIN2 possui sequéncias que a direcionam para uma localizacdo nuclear e também mitocondrial
(Songyang et al., 2012). Assim, acreditamos que LaRbp38 possa ter fungdo correlata a TIN2 tanto
em processos metabolicos quanto em participar de um complexo interagindo com TRF.

Para seguirmos com os experimentos foram feitos diversos alinhamentos globais entre as
sequéncias de Rbp38 dos tri-tryps, que mostraram que o core deste motivo FKLAP s6 ¢ conservado
nos trés primeiros residuos de aminoacidos (Fig. 2A). Por outro lado, o pareamento global entre as
sequéncias de TIN2 de vertebrados (Fig.2B) mostra que o core deste motivo ¢ idéntico entre as
TIN2 de mamiferos, cuja sequéncia ¢ FNLAP, porém na TIN2 de Xenopus laevis, a sequéncia ndo é
conservada (PKQTL) embora seja funcional (Simonsson, 2009).

Ao realizarmos pareamento multiplo entre as Rbp38 de Leishmania spp. ¢ a TIN2 de humanos
verificamos que ndo ocorria pareamento entre estas sequéncias na regido demarcada pela
localizagdo dos motivos TRFH docking de ambas as proteinas, como mostrado na Fig 2C. De
qualquer maneira, levamos adiante os experimentos in vitro para confirmar a interagdo previamente

observada entre LaRbp38 e a LaTRF.
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Fig.2 LaRbp38 possui um motivo conservado do tipo FKLAP (TRFH docking motif) A) O
pareamento global entre as sequéncias de aminoacidos usando programa Clustal W, revelou
conservagdo do TRFH docking motif entre Leishmania spp. Porém em L. brasiliensis ¢ outros
tripanosomatideos, ocorreu pareamento com os trés, quatro primeiros residuos de aminodcidos
respectivamente. B) O pareamento realizado através do programa Blastp entre sequéncias de
aminoacidos dos mamiferos, revelou conservagdo do TRFH docking motif representado pelos
residuos de aminoacidos FNLAP, enquanto que em Xenopus laevis, o TRFH docking motif
(PKQTL) néo ¢é conservado. C) O pareamento por Clustal/W entre sequéncias de aminoacidos dos
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TRFH docking motifs de Leishmania spp. (FKLAP) e TIN2 humana (FNLAP), revelou uma
impossibilidade de alinhamento.

3.3 A interacio entre LaRbp38 e a LaTRF ocorre provavelmente via uma regido que nio
contém o motivo conservado FKLAP.

Com objetivo de comprovar os possiveis complexos capturados na imunoprecipitagdo (Fig.1A-B),
seguimos com ensaios de Pull-down para deteccao de interagdes fisicas entre LaRbp38 e a proteina
LaTREF. Esses ensaios foram realizados segundo protocolo descrito por Web et al. (1997), utilizando
as proteinas LaTRF, LaRbp38 e 2 mutantes de LaRbp38 denominados Mut.4, o qual ndo contém o
dominio FKLAP descrito anteriormente como um possivel sitio de ligacdo a proteina LaTRF, ¢ o
Mut.6, que contém o dominio FKLAP (Fig. 3 A), juntamente com extratos nucleares de
L.amazonensis na tentativa de encontrar a possivel regido de interagdo entre LaRbp38 e LaTRF.

Apoés incubacdo das proteinas com os extratos em resina de niquel, para verificagdo das
interagdes, esta foi fracionada em gel SDS-PAGE 8% e 12% seguido de Western blot usando soros

especificos para as proteinas em estudo (Fig. 3 B-E).
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Fig.3: LaRbp38 e LaTRF interagem fisicamente em uma regiio que nao contém o motivo
conservado FKLAP. A) Foram construidos seis mutantes truncados sobrepostos de LaRbp38 no
intuito de mapear a proteina. Em vermelho esta representado o core do motivo FKLAP que ndo esta
contido em dois mutantes (mutl ¢ mut4). B-E: Proteinas recombinantes contendo uma cauda 6X
His tag foram incubadas com extrato proteico nuclear de L. amazonensis e depois ligadas a resina
de niquel na tentativa da captura de proteinas interatoras. B) Western blot do ensaio de Pull Down
feito com a LaTRF, revelado com soro anti-LaRbp38 . C) Western blot do ensaio de Pull Down
feito com LaRbp38, revelado com soro anti-LaTRF D) e E) Western blot do ensaio de Pull Down
feito com os mutantes de LaRbp38 (Mut6 e Mut4 respectivamente) revelados com soro anti-LaTRF.

Quando a proteina LaTRFr ¢ ligada a resina, podemos verificar uma interacdo fisica com
LaRbp38 (Fig. 3B) a partir de extrato nuclear do parasita. Quando LaRbp38r ¢ ligada a resina,
confirmamos essa interagdo com a LaTRF (Fig. 3C). Além disso, foi possivel detectar interacdo de
LaTRF utilizando somente LaRbp38rmut4r (ndo contém o motivo FKLAP) presa ao niquel e ndo
com LaRbp38mut6r (Contém o motivo FKLAP) (Fig. 3 D e E), o que revela que a interacdo

LaRbp38-LaTRF ocorra provavelmente via uma regido que ndo contém o motivo conservado

FKLAP.
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3.4 A proteina LaRbp38 utiliza 0 motivo ALKTL para a interacdo com a proteina LaTRF.

Com objetivo de confirmar as interagdes observadas anteriormente, o passo seguinte foi realizar
ensaios de Pull down entre as proteina recombinantes LaRbp38, LaTRFr e os mutantes truncados de
LaRbp38: mut6 onde se encontra o motivo FKLAP e o mut4 que ¢ o fragmento da proteina onde
ndo se encontra o motivo FKLAP (detalhes sobre os mutantes de LaRbp38 estdo na Fig. 3A). Para
isso os ensaios foram realizados com uma das proteinas tratadas com trombina para a retirada das
caudas de 6XHis tag (Fig.4 A). Depois de analisar os produtos da digestdo com trombina por SDS-
PAGE, foi possivel constatar, através da diferenca na migragdo das proteinas, que a cauda de 6X
His tag das proteinas recombinantes foi clivada. Podemos também visualizar bandas de possiveis
clivagens inespecificas realizadas pela trombina .

Diante desses resultados, seguimos entdo com os ensaios de interagdo direta entre LaRbp38 e /ou
seus mutantes truncados e a proteina LaTRF. Nestes ensaios, proteinas recombinantes fusionadas a
uma cauda 6X His-tag foram incubadas diretamente com outras proteinas recombinantes sem a
cauda 6X His-tag, desse modo pdde-se detectar as interagdes pela observacao do complexo ligado a
resina de niquel. Para o experimento, foram incubadas a proteina LaRbp38 e seus mutantes
truncados mut4 e mut6, sem a cauda 6X His-tag, diretemente com a proteina LaTRFr. Foram
verificadas também, as interagdes quando incubadas LaRbp38 e seus mutantes agora com a
proteina LaTRF sem a cauda 6XHis tag. A resina de niquel contendo as possiveis interagdes foi

analisada por SDS-PAGE (Fig. 4 Be C).
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Fig. 4 LaRbp38 interage com LaTRF via mutante truncado de LaRbp38 que nido possui
motivo FKLAP (LaRbp38mut4). A) Cauda 6X His-tag das proteinas recombinantes LaTRF,
LaRbp38, LaRbp38mut4 e LaRbp38mut6 foram clivadas com trombina. Gel 10-15% SDS-PAGE
mostrando o tratamento das proteinas: LaRbp38 (2), LaTRF (4), LaRbp38mut4 (6) ¢ LaRbp38mut6
(8) com trombina. 1) LaRbp38 recombinante, 3) LaTRF recombinante, 5) LaRbp38mut4
recombinante e 7) LaRbp38mut6 recombinante. M - marcador de peso molecular Page Ruler™
Prestained Protein Ladder (Sinapse). B) Gel SDS 12%, evideciando interacdes diretas entre as
proteinas recombinantes LaRbp38, LaTRF. 1) LaRbp38 recombinante. 2 ) LaRbp38 foi ligada ao
niquel e incubada com 50 pg LaTRF tratada com trombina. 3) LaTRF recombinante. 5) LaTRF foi
ligada ao niquel e incubada com 50 pg LaRbp38 tratada com trombina. C) Ensaio de Pull down
utilizando os dois mutantes da proteina LaRbp38 (Mut4 e Mut6) e a proteina LaTRF. 1) LaTRF
recombinante. 2 e 3) LaTRF foi ligada ao niquel e incubada com 100 pg de mut4 (2) e mut6 (3)
tratados com trombina. 4) mut4 recombinante. 5) mut4 ligado ao niquel e incubado com 100 ug de
LaTRF tratada com trombina. 6) mut6 recombinante. 7) mut6 ligado ao niquel e incubado com 100
ng de LaTRF tratada com trombina. M- marcador de peso molecular Page Ruler™ Prestained
Protein Ladder (Sinapse).

Em relacdo a incubagdo direta realizada entre LaRb38 e LaTRF, podemos, de fato, concluir que
esta interagdo aconteceu e de forma mutua entre as duas proteinas recombinantes, uma vez que as

duas proteinas foram capturadas na resina em que ocorreram as incubacdes diretas entre as

proteinas recombinantes. (Fig. 4B).
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Nas incubagdes realizadas entre LaRbp38 e os mutantes (mut4 e mut6) e LaTRF, mesmo com a
presenga de algumas inespecificidades, provavelmente devido ao tratamento com a trombina,
podemos observar uma interagdo fisica de LaTRF com LaRbp38mut4 e ndo com LaRbp38mut6
(Fig. 4C). Esses resultados, portanto, confirmam os ensaios de Pull-down utilizando-se extrato
proteico nuclear do parasita como fonte de interagdes fisicas (Fig 3 B-E), o qual sugere que a
interagdo entre as duas proteinas ocorre via uma regiao diferente de FKLAP.

Desse modo, foram feitos pareamentos globais utilizando-se o programa Clustal W somente com
a regido, caracterizada como LaRbp38mut4 em nossos experimentos. Lembramos aqui que ndo foi
possivel o pareamento entre TRFH docking motifs presentes em Leishmanias spp. (FKLAP) e o
TRFH docking motif da TIN2 humana (FNLAP) (fig.2C). Curiosamente, ao parearmos as
sequéncias de aminoacidos do TRFH docking motif presentes em Xenopus laevis (PKQTL) com
Rbp38 de Leishmania spp., € possivel notar a existéncia de pareamento com uma outra sequéncia de
aminoacidos conservada do tipo ALKTL (Fig.5A). Esta sequéncia estd presente na regido de
LaRbp38 que, de acordo com nossos experimentos, esta interagindo com LaTRF (LaRbp38 mut4).
Além disso, também foi confirmado o pareamento entre as sequéncias de aminodcidos do TRFH
docking motif da TIN2 humana (FNLAP) e a nova sequéncia conservada (ALKTL) encontrada em
Leishmania spp. (Fig.5 B).

Quando pareamos a nova sequéncia de aminoacidos ALKTL de Leishmania spp. com os outros
tripanosomatideos, ocorreu pareamento € o grau de conservacdo foi muito maior comparado ao

pareamento do TRFH docking motif FKLAP entre as sequéncias Rbp38 dos tri-tryps (Fig.5C).

83



S g
® n-mn RRR

I
I
I

HOWWWW HOh bbb

ISNPESKBEHAI

WWWWWW WWNRNRNN NRNNRNNN
Nk bbbd 0O0OLVVLLY VT BBB

HOWWWwWWw

B)

FOWWWW HFHNNNY

WWWWWW WWNNNN NNNNNN
NMBWWWW CONEOD NNWWWW

FAWWWww

C)

1mesx
lama

TamocM .
AARS9O

NNNRENNNNNNNNN
MBBBRENONONG
FNNONNNHRHRHR

consensus

G|

G|

G|

G|
YTA MGTR

-

PTFLLSGEP
PTPLLSGEP,
PTPLLEGEP
PTFLLSGEP
PTPLLSGEP
PTFLLSGEP

G
G
G|

gﬂlIIIIIIIG
-SQWASTRGGHKERPTVML'PP

rP -
FP -
rr-

FFF

SRR R
*

HNLG

SPTQ

APSNG!YRGPYQTLGGRALRENPVDLPA

[IGRDAELY
f{SRDAELY
fYGRDAELY

fiGRDAELY
fiGRDAELY
FIGRDAELY
/GSRDAELY
“IGRDAELY

FIGRDAELY

Fig.5: LaRbp38mut4 possui uma sequéncia conservada do tipo ALKTL que pode estar
envolvida na interacdo com LaTRF. Parcamento utilizando ClustalW entre as sequencias de
aminoacidos coservadas do tipo ALKTL. A) sequencias de aminoacidos do TRFH docking motif
presentes em Xenopus laevis (PKQTL) B) sequencias de aminoacidos do TRFH docking motif da
TIN2 humana (FNLAP). C) A sequencia de aminoacidos conservada ALKTL que estd presente em
LaRbp38mut4 ¢ conservada entre os tripanosomatideos. Pareamento utilizando ClustalW entre as

sequencias que contém o possivel motivo ALKTL em diversos tripanosomatideos.

Com isso, podemos concluir que provavelmente ocorra uma interacdo mutua entre as proteinas
LaRbp38 e LaTRF e que a regido de interacdo contém sequéncias diferentes do motivo FKLAP
caracterizado por interagir com TRFs de eucariotos superiores. Porém o mutante truncado mut6,
também apresenta essas sequéncias conservadas do tipo ALKTL no final de sua sequéncia de

aminodacidos (fig.6) e a interacdo com LaTRF pode ndo ter ocorrido devido a danos em seu sitio de

interagdo, podendo ter perdido aminoacidos essenciais para que a interagdo pudesse ocorrer.
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Fig.6 Regioes da proteina LaRbp38 que contén os diferentes motivos: FKLAP e ALKTL.
Representagdo esquematica das regides que contém os diferentes motivo FKLAP em vermelho e
ALKTL em azul.

O complexo shelterina atua em conjunto com diversos fatores associados. A maior parte das
proteinas associadas a esse complexo, sdo recrutadas aos telomeros através da interacdo com as
proteinas TRF1 e TRF2 como ¢ o caso da proteina TIN2 de mamiferos. Varios tipos de interacdes
proteicas foram mapeadas para os dominios TRFH-trr; € TRFH trpp. Ambos os dominios t€m
estrutura tridimensional semelhante e por isso fica dificil determinar como TRF1 e TRF2 podem
interagir com diferentes proteinas, sugerindo a existencia de variagdes estruturais para que possa
ocorrer a interagdo com diferentes proteinas (Chen. Y et al., 2008)

Pesquisas em banco de dados mostram muitos exemplos de proteinas teloméricas associadas que
podem interagir com as TRFs por esses dominios (Chen. Y et al., 2008), ¢ ja que LaRbp38 foi
encontrada interagindo com LaTRF e por ela apresentar caracteristicas semelhantes a proteina
TIN2, sugerimos que provavelmente o sitio de interagdo entre essas proteinas (LaRbp38-LaTRF)
seja diferente em leishmania e para isso novos estudos sdo necessarios para desvendar os
pormenores dessa interacdo que nos trard mais indicios de uma possivel fungdo de LaRbp38 como
uma analoga da proteina TIN2 de humanos, podendo entdo fazer parte de um complexo shelterina-

like em leishmania, interagindo diretamente com a proteina TRF.
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4.0 Conclusoes Gerais
Artigo 1 : Mapeamento do dominio de ligacdo da proteina Rbp38 de Leishmania amazonensis para

diferentes DNAs.

e LaRbp38 ¢ capaz de ligar diferentes tipos de DNA : DNA simples e dupla fita teloméricos e
kDNA.

e O dominio de ligacao de LaRbp38 ao diferentes tipos de DNAS encontra-se em uma regido da
proteina que compreende os residuos de 95 a 283, correspondente a regido da proteina que

compreende o Mut 6, composto de 188 aminoacidos.

¢ Esse(s) dominio(s), possivelmente se sobrepde.

e Pode ser um novo dominio exclusivo dos tripanossomatideos.

Artigo 2: A Proteina LaRbp38 transloca entre o nucleo e cinetoplasto em formas promastigotas de

leishmania amazonensis.

e LaRbp38 ¢ capaz de translocar por diferentes compartimentos celulares utilizando um sinal
de localizacdo mitocondrial (MTS) presente no N-terminal e um sinal de localizagdo nuclear

(NLS), presente no C-terminal da proteina.

e LaRbp38 ¢ mais abundante no cinetoplasto, porém ¢ possivel visualiza-la no nicleo quando o
ciclo celular do parasita ¢ sincronizado ou quando este ¢ submetido a um estresse

genotoxico (irradiacdo por luz U.V ou tratamento comH,0;).

e Analises in silico, sugerem fortemente a existencia de um NLS no C-terminal da LaRbp38,

que paraece ser do tipo ndo classico e ndo bipartido.

e Ensaios de interacdo proteina-protéina, mostraram a interagdo entre LaRbp38 e a proteina

importina o, sugerindo que a proteina LaRbp38 ¢ transportada para o nucleo
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provavelmente através de uma via denominada via-cldssica, que utiliza interacdo com a

importina o.

Artigo 3:

LaRbp38 pode fazer parte de um possivel complexo shelterina-like em L.amazonensis.
LaRbp38 contém um motivo do tipo TRFH docking encontrado em proteinas
teloméricas que interagem com as proteinas da familia das TRFs no compexo shelterina
de vertebrados e mamiferos.
Ensaios de interagdo proteina-proteina, mostraram que LaRbp38 interage fisicamente
com a LaTRF, usando um motivo TRFH diferente do consensual.

LaRbp38 interage com a LaTRF usando o motivo ALKTL, que compartilha
similaridade de sequéncia, com motivos descritos em proteinas interatoras de TRFs e ¢
bastante conservado entre as Rbp38 de tripanosomatideos.

LaRbp38 pode cumprir fungdo andloga a uma das proteinas de vertebrados descritas
como interatoras de TRFs, a proteina TIN2, podendo fazer parte de um possivel

complexo shelterina-like em leishmania amazonensis.

Tendo em vista os dados apresentados ao longo da tese, a fig.6 resume as contribui¢des deste

trabalho no avango da caracterizagdo da proteina LaRbp3S8.
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Fig.6 :Contribuicdo dos resultados obtidos com a proteina LaRbp38 nesta tese. A figura
representa a sequencia de aminoacidos da proteina LaRbp38. Na primeira parte temos um panorama
da proteina LaRbp38 antes da realizagdo deste trabalho e abaixo o que foi descoberto durante o
trabalho de doutorado. Em amarelo estd a sequencia de aminoacidos que compdem o sinal de
localizagdo mitocondrial (MLS) de LaRbp38, em verde compreende a regido do dominio de ligacao
de LaRbp38 aos diferentes tipos de DNA( DNA simples e dupla fita telomericos e kDNA),
assinalados em vermelho esta a sequencia do provavel dominio de interagdo com as proteinas TRFs
e por fim, em azul estd a sequencia que correponde ao sinal de localizacdo nuclear (NLS) ndo
classico de LaRbp38.

De maneira resumida , foi possivel determinar um dominio de ligagdo da proteina LaRbp38 a
diferentes tipos de DNA: Tell, LaTel ¢ kDNA, e que este dominio pode ser novo e exclusivo dos
tripanossomatideos. Também foi possivel determinar um sinal de localizagdo nuclear (NLS) ndo
classico ainda ndo descrito, o que pode comprovar a localizacdo nuclear da proteina, além disso

também foi determinado um possivel dominio de intera¢do desta proteina com outras proteinas que

podem fazer parte de um possivel complexo Shelterina-like em L.amazonensis.
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