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Durante seu processo de evolucdo, os tripanossomatideos desenvolveram caracteristicas
distintas de outros eucariotos em relagdo a sua biologia. Desde a transcricdo do DNA no nudcleo
até traducéo do RNA mensageiro no citoplasma, estao envolvidos fatores as vezes Unicos, que
atuam principalmente na regulacdo génica pos-transcricional. Entretanto, o transporte de
mMmRNA do nulcleo para o citoplasma € pouco compreendido nesses parasitas. Analises de
gendmica comparativa revelaram que somente algumas proteinas envolvidas na exportagcéo
estdo conservadas em espécies divergentes, como tripanossomatideos, indicando que essa via
pode apresentar fatores diferentes, ainda néo identificados, ou ela ndo é tdo especializada e
complexa como a via descrita em mamiferos e leveduras. Por isso, a fun¢cdo de componentes
da via de exportacdo de mRNA, buscando entender como esse processo funciona em parasitas
merece ser melhor investigada. Este trabalho tem como foco o estudo de uma proteina de 45
kDa de T. cruzi, denominada de Hel45, que apresentou alta similaridade com RNA helicases de
transporte, envolvidas com a exportacdo de mRNA em mamiferos e leveduras. Uma analise de
filogenia determinou que Hel45 é a ortéloga da elF4Alll, uma RNA helicase componente de
Exon junction complex (EJC) em células de mamiferos. No entanto, até o momento, ndo
existem publicacdes descrevendo homdlogos de elF4Alll em tripanossomatideos. Dados
experimentais demonstraram que Hel45 é uma proteina que migra entre o nucleo e o
citoplasma devido a um sinal de exportacdo nuclear (NES) funcional. Esta migracdo depende
da transcricdo ativa e do receptor de exportacdo de mRNA Mex67. As andlises fenotipicas de
uma linhagem de T. cruzi nocaute de Hel45 mostraram que a auséncia da proteina nao foi letal
ao parasita, mas resultou no atraso do crescimento e diminuiu a taxa de metaciclogénese in
vitro. Apesar de ndo causar o acimulo de mRNA no nucleo, o nocaute afetou a tradugéo, pois
diminuiu a formacdo de polissomos e a taxa de tradugcdo. No entanto, este efeito ndo altera a
expressdo de proteinas de modo geral, visto que ensaios de protedmica revelaram que o
nocaute interfere com a expressao de apenas algumas poucas proteinas, indicando que Hel45
pode estar relacionada a modulagdo da expressdo de genes especificos ou existe uma
via/proteina compensatéria na auséncia de Hel45. Foram obtidas evidéncias de que Hel45 esta
presente em complexos ribonucleoproteicos que ndo estdo associados aos polissomos e
andlises de protedmica identificaram as proteinas destes complexos que devem interagir com
Hel45. Dados obtidos até 0 momento mostraram que Mago e Y14, proteinas de EJC que
interagem com elF4Alll, podem estar associadas com Hel45, assim como, Sub2 e FOP, que
sdo proteinas essenciais para o recrutamento de Mex67 durante exportacdo de mRNA em
outras células eucariéticas. Outra proteina que pode estar interagindo com Hel4d5 é uma
exclusiva de tripanossomatideos, que contém um dominio NTF2-like, tipico de receptores de
exportagcdo. Assim, o conjunto de dados obtidos indica que Hel45 estd envolvida com o
metabolismo de mRNA em T. cruzi. Desta forma, tem sustentacéo a hipotese de que seu papel
seria semelhante a elF4Alll, agindo como um fator que se associa ao MRNA ja durante a etapa
transcricdo/processamento e que € exportado para o citoplasma.

Palavras-chave: Trypanosoma cruz, Hel45, elF4Alll, EJC, exportacdo de mRNA, NES, Sub2,
Mex67, expressao génica.
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During evolution, trypanosomatids have developed particular biological features as compared to
other eukaryotes. From DNA transcription to translation of messenger RNA, unique factors can
be involved mainly in the post-transcriptional regulation of gene expression. However, the
transport of mMRNA from the nuclei to the cytoplasm is not well-known in these parasites.
Genomic comparative analysis has shown that only few proteins involved in mRNA export are
conserved in divergent species, like trypanosomatids, indicating that this route can comprises
distinct factors that have been not yet identified, or alternatively it is not specialized and complex
as the route described in mammals and yeast. For this reason, the function of components from
mMRNA export to understand how it works in parasites deserves further investigation. The
present work focus on the study of a 45 kDa T. cruzi protein, named Hel45, which is highly
similar to shuttling proteins that are involved in mRNA export in mammals and yeast. A
phylogenetic analysis demonstrated that Hel45 is the orthologue of elF4Alll, a RNA helicase
that is one of the components of exon junction complex (EJC) in mammal’s cells. However, as
yet it has been no description of elF4Alll homologues in trypanosomatids. Experimental data
have demonstrated that Hel45 shuttles between nucleus and cytoplasm due to a functional
nuclear export signal (NES). This shuttling is dependent on active transcription and on the
MRNA export by receptor Mex67. Phenotypic analyses using T. cruzi linage for Hel45 knockout
have shown that the lack of the protein was not lethal for the parasite but affected the growth
and metacyclogenesis in vitro. Despite the absence of mMRNA accumulation into the nucleus, the
knockout affected the translation by decreasing the amount of polysomes and the translation
rate. Nevertheless, this effect did not change the overall protein expression, since the proteomic
assays revealed that the knockout affected the expression of only some proteins, indicating that
Hel45 might modulate the expression of specific genes. Evidences indicated that Hel45 is
present in ribonucleoprotein complexes that are not associated to polysomes; proteomic
analysis of these complexes allowed the identification of proteins that can interact with Hel45.
So far, the data obtained have shown that Mago and Y14, proteins of EJC that interact with
elF4Alll, can be associated with Hel45, as well as Sub2 and FOP, that are essential proteins for
recruitment of Mex67 during mRNA export in other eukaryotic cells. Another protein that can
interact with Hel45 is a specific protein of trypanosomatids and it contains a NTF2-like domain,
typical of export receptors. Taking together, tempting to speculate that Hel45 is involved in
MRNA metabolism in T. cruzi. It would be interesting investigating whether it has a similar role
of elF4Alll, acting as a factor that associate to mRNA during transcription/processing that is
exported to cytoplasm.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Hel45, elF4Alll, EJC, mRNA export, NES, Sub2, Mex67, gene
expression.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Chagas e Trypanosoma cruzi

Na escala evolutiva, Trypanosoma cruzi (T. cruzi) € um protozoério flagelado
altamente divergente de outros eucariotos. Existem algumas hipéteses de que seu
ancestral foi introduzido possivelmente na América ha cerca de 7 a 10 milhdes de
anos derivado de um tripanossomatideo de morcego (HAMILTON et al., 2012).
Desde entdo, o parasita se adaptou perfeitamente em outros hospedeiros e a ciclos
evolutivos bastante complexos envolvendo a transmissdo da doenca de Chagas
para o homem (STEVERDING, 2014). Atualmente, essa enfermidade negligenciada
ainda é um grave problema de saude publica, pois é estimado que de 8 a 10 milhdes
de pessoas estejam infectadas, sendo endémica principalmente na América Latina
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2015). No Brasil,
estima-se que existam entre dois e trés milhdes de individuos infectados
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

A infecgdo com T. cruzi ocorre pelo contato direto da mucosa ou lesdes de
pele no homem. A transmissdo vetorial acontece durante o repasto sanguineo
quando as excretas contaminadas de triatomineos (principalmente da espécie
Triatoma infestans) atingem, geralmente, o local da picada (RASSI et al., 2010).
Desse modo, os dados epidemiolégicos de maior incidéncia na América Latina estao
relacionados a casos de transmissao vetorial em virtude da distribuigéo regional do
triatomineo vetor (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2015).
Casos de paises ndao endémicos sdo, geralmente, registrados por outros
mecanismos de transmissdo (CLAYTON, 2010), como a transfusdo sanguinea,
doacdo de oOrgdos, transmissdo congénita, via oral por ingestdo de alimentos
contaminados e, ocasionalmente, por acidentes laboratoriais (RASSI et al., 2010).
Os estagios da doenca de Chagas envolvem as fases aguda e/ou crénica. A fase
aguda pode ser assintomatica, sem qualquer manifestacdo clinica, entretanto,
quando sintomética, os individuos infectados apresentam alta parasitemia, febre,
cefaléia, edema inflamatorio (chagoma, sinal de Romaria) no local da penetracéo do
parasita (RASSI et al., 2010). Algumas manifestacdes clinicas podem ser fatais:
inchacgo do figado e do baco, inflamagéo dos ganglios linfaticos, coragdo, meninge e
cérebro (COURA & BORGES-PEREIRA, 2012). Sem um tratamento, a evolucdo do
estado agudo pode resultar na forma crénica. Os pacientes podem permanecer

nessa fase de modo assintomatico indefinidamente no organismo (CLAYTON,
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2010), em niveis minimos, até o paciente chagasico apresentar complicacdes
cardiacas (megacardio), digestivas (megaesdfago e megacélon) e raramente,
neuroldgicas (RASSI et al., 2010; COURA & BORGES-PEREIRA, 2012).

Ainda nao existe vacina contra a doenca de Chagas e o tratamento é
baseado nos quimioterapicos Nifurtimox e Benzonidazol com resultados satisfatorios
quando tratado na fase aguda (RASSI et al.,, 2010). Geralmente, essas drogas
geram alta toxicidade celular e efeitos colaterais (CLAYTON, 2010): anorexia,
nausea, vomitos, cefaleia, sintomas psicoéticos, dermatites (MAYA et al., 2007).
Atualmente, o tratamento através do Nifurtimox foi interrompido no Brasil e apenas o
Benzonidazol é encontrado. Dessa forma, o desenvolvimento de farmacos mais
seguros e eficazes e, consequentemente, a compreensdo de mecanismos
essenciais da biologia de T. cruzi sdo urgentemente necesséarios (RASSI et al.,
2010), tendo como alvo as vias de potencial importancia para a sobrevida do
parasita (CHATELAIN, 2015).

1.1.1. Ciclo evolutivo

A doenca de Chagas foi descoberta pelo médico brasileiro Carlos Chagas
em 1909 em um trabalho cientifico considerado Unico na histéria da medicina
(RASSI et al., 2010): sua pesquisa descreveu detalhadamente aspectos clinicos do
primeiro caso relatado da enfermidade, além do agente etiolégico, do transmissor
vetorial e do modo de transmissdo (CHAGAS, 1909). Durante o ciclo evolutivo
(TYLER & ENGMAN, 2001), os parasitas na forma tripomastigota metaciclica séo
eliminados junto as fezes e urina no momento em que o triatomineo hematéfago se
alimenta no hospedeiro vertebrado. Estas formas infectivas podem entrar em contato
com lesdes de pele ou mucosas do hospedeiro mamifero, invadir células adjacentes
e consequentemente, acometer o homem. No ambiente celular, os tripomastigotas
alteram sua forma para um modelo arredondado e sofrem encurtamento do flagelo
com mudanca na posi¢cdo do cinetoplasto (uma regido de condensacdo do DNA
mitocondrial organizado em maxicirculos e minicirculos), assumindo a forma
intracelular amastigota, que se multiplica por divisdo binaria. Apds se replicarem, 0s
amastigotas iniciam um processo inverso de transformacéao, ou seja, reestruturam-se
para a forma tripomastigota e, posteriormente, com a ruptura da membrana

plasmatica da célula hospedeira, alcangcam a corrente sanguinea e se alastram para
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outras células. O triatomineo, ao ingerir sangue de animais ou do homem infectado
com T. cruzi durante o hematofagismo, possibilita a proliferacdo do parasita no
limen do trato gastrintestinal sob a forma néo infectiva epimastigota e este, quando
migra para o reto, & exposto ao estresse nutricional, aderindo a glandula retal. Neste
local, transforma-se morfogeneticamente na forma infectiva tripomastigota
metaciclica, processo de transformacgéo celular denominado de metaciclogénese. O

ciclo é reiniciado com um novo repasto alimentar do inseto (Figura 1).
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FIGURA 1 - CICLO EVOLUTIVO DO Trypanosoma cruzi. Ver texto para descricao detalhada.
Fonte: Modificado de <http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAmerican.htm>
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1.2. Regulacdo da expressao génica de tripanossomatideos

Em decorréncia da alternancia de hospedeiros durante o ciclo biolégico, a
adaptacdo do T. cruzi as condi¢cdes encontradas em cada ambiente resulta em
alteracdes morfoldgicas e, principalmente, moleculares como consequéncia de uma
reprogramacao na expressao de genes e vias metabolicas (BARTHOLOMEU et al.,
2014). Desse modo, estes parasitas necessitam de um controle refinado e rapido da
expressao génica. Da transcricdo do DNA no nudcleo a traducdo do RNA mensageiro
(mRNA) no citoplasma, eles desenvolveram mecanismos moleculares com
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caracteristicas muito peculiares e distintas de outros eucariotos, envolvendo fatores
de regulacdo, algumas vezes, Unicos (KRAMER & CARRINGTON, 2011). Dentre
esses processos estdo: a transcricdo policistronica (JOHNSON et al.,1987;
MARTINEZ-CALVILLO et al.,, 2003), o processamento do pré-mRNA por trans-
splicing e poliadenilacdo (AGABIAN, 1990; PREURER , 2012) e a edicdo do pré-
RNA mitocondrial que permite a insercdo e remocao de residuos de uridina dentro
de transcrito para reconstituicdo de uma fase aberta de leitura (STUART et al., 1997;
HAJDUK & OCHSENREITER, 2010). Além disso, em algumas espécies de
tripanossomatideos, a transcricdo de alguns genes codificadores de proteina ocorre
pela RNA polimerase (RNA pol) I, como no caso das glicoproteinas variantes de
superficie (VSG - variant surface glycoprotein) e da proteina PARP (procyclic acidic
repetitive protein) (RUDENKO et al., 1991; LEE & PLOEG, 1997).

1.2.1. Transcricéo e processamento do mRNA

Em eucariotos, em geral, a RNA pol Il reconhece e se liga as sequéncias
promotoras consenso dentro do genoma para transcricdo individual de cada gene
codificador de proteina (ALBERTS et al., 2002). Esse processo resulta em um
transcrito primario ou pré-mRNA apresentando sequéncias de introns e exons. Este
pré-RNA é processado pela adicdo do cap 7-metilguanosina (m7G cap) na
extremidade 5’ do RNA, remogao de introns por cis-splicing e adicdo da cauda de
adenina (poli-A) na extremidade 3’, gerando o0 mMRNA maduro (ISKEN & MAQUAT,
2007). Em tripanossomatideos, as regides promotoras reconhecidas pela RNA
polimerase | e algumas pela RNA pol lll foram identificadas e caracterizadas
(RUDENKO et al., 1991; ZOMERDIJK et al., 1991; RUDENKO et al., 1995; YAN et
al., 1999). Entretanto, ndo existem sequéncias consenso para RNA pol Il para quase
todos os genes. Uma vez que ambas as fitas do DNA podem ser transcritas
(MARTINEZ-CALVILLO et al., 2003), a RNA pol Il apresenta baixa especificidade e
assim a transcricdo pode ser iniciada indiscriminadamente no genoma e formar
longos RNAs policistronicos sem introns (MCANDREW et al., 1998). Esses pré-
MRNAs policistronicos sdo processados por poliadenilacdo na extremidade 3" e
trans-splicing na extremidade 5 pela adicdo de uma sequéncia lider de
aproximadamente 39 nucleotideos chamada de mini-exon (ME) ou spliced leader

(SL) (PARSONS et al.,, 1984) contendo um cap hipermetilado conhecido como
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‘cap4” (ZAMUDIO et al.,, 2009). As unidades monocistronicas maduras de
tripanossomatideos, diferentemente do que ocorre em procariotos, codificam
proteinas ndo necessariamente pertencentes a uma mesma via metabolica e o nivel

de mRNAs maduros € modulado por eventos pds-transcricionais.

1.2.2. Elementos regulatdrios da expressao génica

Devido a auséncia de mecanismos de controle do inicio da transcricdo, os
elementos regulatérios de tripanossomatideos atuam principalmente na regulacéo
pos-transcricional e sdo extremamente importantes para expressdo de genes em
resposta a sinais extracelulares, que desencadeiam a progressao do ciclo celular, a
diferenciacdo entre formas evolutivas, resisténcia a drogas, etc (WESTON et al.,
1999; DI NOIA et al., 2000; COUGHLIN et al., 2000; BARTHOLOMEU et al., 2002;
DE GAUDENZI et al., 2003; BARKER et al., 2004; VILLARREAL et al., 2005; DA
SILVA et al., 2006; SINGH et al., 2007; JAGER et al., 2008; GENTIL et al., 2009;
RODRIGUES et al.,, 2010). Os elementos regulatdérios atuam coordenando e
direcionando os mMRNAs alvos para as maquinarias de eventos pds-transcricionais,
como O processamento, exportacdo para o citoplasma, estabilidade, estocagem e
traducdo (Figura 2). Esse controle da expressdo génica envolve a interacdo de
elementos cis-acting do RNA e fatores trans-acting. Os componentes cis-acting sédo
identificados geralmente por distintas estruturas secundarias em regiées nao
traduzidas, denominados de UTRs (UTR - untranslated region) regulando a
abundéancia do mRNA. A maioria desses elementos esta em sequéncias 3" UTRs
(MYUNG et al., 2002) e é reconhecida por fatores trans-acting (Figura 2). Dentre
esses fatores, estédo distintas subclasses de RNAs nao-codificantes (ncRNA), como
microRNAs e siRNA, que apresentam importantes fungdes regulatérias em
eucariotos. ncRNAs foram caracterizadas em Leishmania (DUMAS et al., 2006) e
analises de gendmica comparativa demonstraram que muitos estdo conservados
entre 0s genomas de tripanossomatideos (DONIGER et al., 2010). Entretanto, a
maquinaria de RNA de interferéncia esta ausente em T. cruzi (DaROCHA et al.,
2004; EL-SAYED et al.,, 2005) indicando que estes elementos podem estar
relacionados a outros sistemas de maior complexidade da expressao génica nesses
parasitas (ARAUJO & TEIXEIRA, 2011).



Outros elementos trans-acting sdo representados por proteinas de ligagédo a
RNA (RBP — RNA-binding proteins), que tém sido identificados com a analise dos
conteudos de complexos ribonucleoproteicos (RNP ou mRNP — messenger
ribonucleoprotein) a partir do advento de técnicas de analise em larga escala
(OEFFINGER et al., 2007; ALVES et al., 2010; LEPPEK et al., 2013; VALDES et al.,
2014). RBPs também interagem com outras proteinas, mas associam-se
principalmente aos elementos cis-acting de RNAs nascentes desde a transcricao
através de dominios especificos (revisado em GLISOVIC et al.,, 2008). Algumas
RBPs de tripanossomatideos tém sido caracterizadas: Proteinas de ligacdo a poli(A)
(PABP) (BATISTA et al, 1994), proteinas pertencentes a familia TcUBP,
compreendido por seis membros (DE GAUDENZI et al., 2003; D'ORSO & FRASCH,
2002; NOE et al., 2008; CASSOLA & FRASCH, 2009), proteinas Pumilio com
dominios PUF (DALLAGIOVANNA et al, 2005, CARO et al, 2006;
DALLAGIOVANNA et al., 2008; ARCHER et al., 2009), proteinas com dominio zinc
finger (ESPINOSA et al., 2003; MORKING et al., 2004; ALVES et al., 2014) e RNA
helicases (HOLETZ et al., 2007).

RNA-binding proteins miRNAs
SIRNAs
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FIGURA 2 - ELEMENTOS REGULATORIOS TRANS DA EXPRESSAO GENICA EM EUCARIOTOS.
Estdo representados os diferentes passos da regulacdo da expressdo génica (da transcricdo a
traducdo), os quais os fatores trans, como proteinas de ligagdo a mMRNA (RBPs) e microRNAs e
siRNAs, estdo relacionados.

Fonte: KEENE, 2007.



A coordenacao eficiente da expresséo de mMRNAs em funcdo das
necessidades da célula levou ao conceito da organizacdo em eucariotos de um
sistema analogo aos operons de procariotos, denominado operons pos-
transcricionais ou regulons de RNA. Isso indica que RBPs podem se ligar a
sequéncias curtas ou a elementos estruturais do mRNA (elementos cis) e regular
coordenadamente  subconjuntos de transcritos que codificam proteinas
funcionalmente relacionadas, controlando o destino do mRNA (KEENE, 2007)
(Figura 3). Muitas evidéncias apontam para a existéncia dos regulons em
tripanossomatideos: TcUBP1 associa-se a mRNAs que codificam para proteinas
metabdlicas (NOE et al., 2008); TcRBP3, com mRNAs que codificam proteinas
ribossomais (NOE et al., 2008); ToDRBD3, com mRNA que codificam proteinas de
membrana (ESTEVEZ, 2008; STERN et al.,, 2009); TbPUF9 com transcritos que
corregulam proteinas de ciclo celular (ARCHER et al., 2009) e TcZC3H39 se liga a
MRNAs que codificam proteinas ribossomais e do complexo citocromo C oxidase

durante o estresse nutricional (ALVES et al., 2014).

Nucleus

A\ Cytoplasm : P‘W

Transcription

factors N ) N
\\ %\ | = Translation
C@ | | W ?nci stability
! @ g @& . — factors
&y = Q _

RBP' mRNA
splicing

Coordinated
expression
outcome

FIGURA 3 — RNA REGULONS DE EUCARIOTOS. Diferentes fatores (G1 a Gn) ativam a transcricdo
de mRNAs que séo transportados para o citoplasma. Nesse compartimento, os operons poés-
transcricionais ou regulons regulam principalmente a estabilidade e a traducdo, garantindo a
expressdo corregulada de um conjunto de mRNAs funcionalmente relacionadas a uma mesma via
metabolica. RBPs (R1 a Rn) e microRNAs se ligam aos mRNAs e atuam nesses regulons.

FONTE: Adaptado de KEENE, 2007.



1.3. Transporte nucleocitoplasmatico

Com base nos dados funcionais expostos e considerando o grande numero
de proteinas RBPs, muitas das quais ndo apresentam ortélogos em outros
eucariotos (ARCHER et al., 2009), as vias regulatérias podem ocorrer de modo
diferente em tripanossomatideos (GAZESTANI et al.,, 2014). O transporte de
moléculas entre 0 ndcleo e o citoplasma ainda é pouco compreendido nesses
parasitas, ndo obstante ser a exportacdo de mMRNA um processo de controle
bastante importante na manutencdo da expressao génica em outros eucariotos
(STRAMBIO-DE-CASTILLIA et al., 2010). Proteinas séo sintetizadas no citoplasma e
necessitam ser levadas ao nucleo, como, por exemplo, os fatores de transcricdo. Por
outro lado, RNAs séo transcritos no ndcleo e sao exportados ao citoplasma para
possibilitar a sua traducdo em proteinas. Esse equilibrio dindmico de trocas de
diferentes moléculas entre ambos os compartimentos é facilitado por complexos de
poro nuclear (CPNs). A estrutura do CPN é altamente organizada e consiste em um
canal transportador central composto por anéis internos, externos e linkers.
Associado a esta estrutura central estao oito filamentos citoplasmaticos assimétricos
e oito filamentos nucleares que se intersectam em um anel distal, denominado de
cesta nuclear (Figura 4) (revisado em STRAMBIO-DE-CASTILLIA et al., 2010).
CPNs sdo compostos por proteinas denominadas de nucleoporinas (Nups) e por
proteinas associadas as Nups (ROUT et al., 2000). Esses componentes tém sido
caracterizados em fungos e vertebrados (Figura 4) e sao evolutivamente
conservados (MANS et al., 2004; TRAN & WENTE, 2006), incluindo em eucariotos
altamente divergentes como tripanossomatideos (DeGRASSE et al., 2009;
NEUMANN et al., 2010).
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FIGURA 4 — ESTRUTURA E COMPONENTES DO COMPLEXO DO PORO NUCLEAR. O complexo
do poro nuclear est4 esquematicamente representado e consiste de um canal transportador central
composto por anéis externos, internos e linker; além de filamentos citoplasmaticos assimétricos. Os
filamentos nucleares se intersectam em um anel distal, denominado de cesta nuclear. Os homologos
de nucleoporinas de fungos, vertebrados e tripanossomatideos estdo indicados. *Sequéncias
excluidas em Neumann et al. (2010) pela baixa similaridade estrutural com nucleoporinas conhecidas.



Nups do canal central sdo ricas em repeticdes contendo os aminoacidos
fenilalanina e glicina e, assim, sdo denominadas de Nups FG. Esses motivos estéo
presentes em um terco das Nups e formam regifes hidrofébicas intrinsicamente
desordenadas dentro o poro, que permitem a interacdo de alta especificidade e
afinidade transiente com receptores de transporte (Figura 5), regulando
seletivamente a passagem de moléculas (STRAMBIO-DE-CASTILLIA et al., 2010).
Nups dos filamentos citoplasmaticos e da cesta nuclear também contém repeticdes
FG e servem como 0s primeiros pontos de interacdo, direcionando os processos de
transporte nucleocitoplasmatica. Nups FG também foram identificadas em
tripanossomatideos (TbNup53a, TbNup98, TbNup62, TbNupl58, TbMipl /
TbNup110, TbMIp2 / TbNup92) além de alguns poucos fatores de transporte, o que
sugere que 0s mecanismos de translo¢cdo nuclear podem estar conservados
(DeGRASSE et al., 2009).
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g \\,j Hydrophillic FG Nup

—

Cargo -
8 kb’—%g) spacer
AYq
NTF ’
\_} g=
£
Macromolecule —_/ ™
excluded from A
the NPC /\\D
y I'].
¢ % 7 S ONM
NPC f——
scaffold Nuclear
Pore —# N envelope
' - 2 INM
Impermeable
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Nature Reviews | Molecular Cell Biology
FIGURA 5 — CONTROLE DO TRANSPORTE PELO PORO NUCLEAR. No complexo do poro
nuclear, o nicleo e o citoplasma sao conectados por um canal, composto de Nups filamentosas e
flexiveis ricas em aminod&cidos hidrofébicos fenilalanina e glicina (Nups FG). Estas interagem com
fatores de transporte nuclear (NTFs) e permitem a passagem de cargos entre os dois
compartimentos.
FONTE: STRAMBIO-DE-CASTILLIA et al., 2010
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A passagem pelo CPN de sais, nucleotideos livres e pequenas moléculas
requeridas para sintese de DNA e RNA no nucleo, ocorre passivamente por difuséo.
Contudo, macromoléculas em transito, denominadas de cargo, devem ser
transportadas pelo poro nuclear com a assisténcia de receptores especificos a partir
de vias de sinalizacéo e, geralmente, dependentes de gradientes de energia (COOK
et al., 2007). Cargos devem conter sinais especificos que indiquem seu transporte
como NLS (NLS — nuclear localisation sequences) e NES (nuclear export signal) que
sdo sequéncias de aminoacidos necessarios, respectivamente, para a importacéo e
exportacdo, de proteinas maiores que 40 kDa. Esses receptores sdo conhecidos
como NTFs (NTF - nuclear transport factor) (Figura 5) e sé@o proteinas da familia -
carioferina, subdivididas em importinas e exportinas. Importinas associam-se com 0
cargo no citoplasma, através do NLS rico em aminoacidos basicos, para o transporte
para o interior nuclear (BAGLEY et al., 2000). Ja para a exportacdo de moléculas,
exportinas reconhecem o NES que consiste de uma regido de aproximadamente 10
aminoacidos com 4-5 residuos hidrofébicos predominantemente de leucina, mas que
também podem apresentar isoleucina, valina, metionina ou fenilalanina (LA COUR et
al., 2003) resultando na sequéncia consenso LyxLxxLxL (L corresponde a leucina e X,
a um aminoacido hidrofébico qualquer) (LA COUR et al.,, 2004). Desse modo,
receptores de transporte sdo capazes de interagir com as Nups FG, permitindo o
direcionamento do transporte do cargo pelo CPN.

De modo geral, a interacdo desses receptores de transporte com o cargo
requer a atuacdo de uma GTPase denominada de Ran. O ciclo de modificacéo
molecular de RanGTP promove o direcionamento do transporte (Figura 6). Ran
localiza-se predominantemente no interior nuclear e, individualmente, apresenta
baixa atividade de hidrolisar GTP (forma RanGDP). Por isso, é estimulada por outras
moléculas como RanGAP (GAP — GTPase-activating protein) e RanGEF (GEF —
Guanine nucleotide exchange factor, também denominada de RCC1). Assim,
durante a importacdo, o cargo € liberado no ndcleo pela associacdo da importina
com RanGTPase na forma GTP-ligante (RanGTP). Durante a exportacdo, acontece
0 processo inverso. O reconhecimento e translocamento de cargo e receptor de
exportacdo é mediado pela hidrolise de RanGTP, liberando, ao final, RanGDP na
face citoplasmatica. Ademais, fatores adicionais como RanBPs (RanBP — Ran
binding protein) contribuem para a ativagdo de Ran, atuando como cofator de

RanGAP; e receptor de transporte NTF2, ndo pertencente a familia de carioferinas e
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necessario para o retorno de RanGDP ao nucleo apés exportacédo do cargo (COOK
et al., 2007).

Exportin

RanGTP
. RanGTP Cargo
O

NPC
Nucleus

Cytoplasm % &

Nuclear envelope

O Cargo
‘ O

Importin

Cook A, et al. 2007.
Annu. Rev. Biochem. 76:647-71

FIGURA 6 - IMPORTACAO E EXPORTACAO PELO PORO NUCLEAR MEDIADO POR
RECEPTORES E GRADIENTE DE GTP. Para a importacéo, cargos contendo um NLS se associam a
importinas e sado liberados dentro do nlcleo quando RanGTP se associa. Para a exportacédo,
exportinas interagem com NES de cargos na presenca de RanGTP e quando GTP é hidrolisado, o
cargo é liberado no citoplasma.

FONTE: COOK et al., 2007

1.3.1. Exportacdo de RNA do nucleo para o citoplasma

O receptor de exportacdo de proteinas mais estudado é a exportina Crm1l
(FORNEROD et al., 1997; DONG et al., 2009), que também pode estar envolvida no
transporte de RNAs mensageiros em alguns momentos especificos da fisiologia
celular (NEVILLE & ROSBASH, 1999; WATANABE et al., 1999; HEROLD et al.,
2003; SCHUTZ et al., 2006), como por exemplo, no transporte de transcritos que
nao sofreram splicing ou que foram parcialmente processados, em casos de
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana — HIV (SCHUTZ et al., 2006).
Cuevas et al. (2005) sugerem que Crm1 também pode estar associada a exportacédo
de mRNAs em tripanossomatideos, mas até o momento, nenhuma evidéncia
detalhada foi obtida sobre os mecanismos de exportacéo nestes parasitas.
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Em leveduras e mamiferos, a via de exportacdo da maioria dos mRNAs
necessita de um receptor independente de RanGTP e ndo pertencente a familia 3-
carioferina, denominado de Mex67 (em mamiferos, € conhecido por TAP ou NXF1),
qgue forma dimero com a proteina cofatora Mtr2 (também denominada de p15). Além
de receptores de transporte, 0 mMRNA é exportado dentro mRNPs (NAKIELNY &
DREYFUSS,1999; WEIS, 2002; LUNA, 2008) e a fase inicial de formacdo desses
complexos envolve duas maquinarias que podem recrutar o receptor Mex67: TREX
(TREX — Transcription/export), durante a transcrigao/processamento, ou o EJC (EJC
- Exon Junction Complex) no processamento por cis-splicing (Figura 7). Em fungos,
o complexo TREX acopla a transcricdo a exportacdo (FISCHER et al., 2002;
JIMENO et al.,, 2002; HUERTAS & AGUILERA, 2003; RONDON et al., 2003;
ABRUZZI et al., 2004), quando o complexo THO, que atua na elongacdo da RNA pol
Il (FISCHER et al., 2002; JIMENO et al., 2002), recruta os fatores diméricos Sub2 e
Yral (em mamiferos, chamada de UAP56 e Aly, respectivamente) para o mRNA
nascente (ZENKLUSEN et al., 2002; ABRUZZI et al., 2004) (Figura 7). Em humanos,
o recrutamento de TREX acontece pela maquinaria de splicing (MASUDA et al.,
2005) e também pela associacdo com proteina CBP80 do complexo CBC (CBC —
Cap binding complex) do cap 5" (CHENG et al., 2006; NOJIMA et al., 2007; CHI et
al. 2013) (Figura 9). Alternativamente, o dimero Sub2-Yral pode ser recrutado ao
MRNA pela associagdo com complexo EJC (GATFIELD et al. 2001; LE HIR et al.
2001) (Figura 7).
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FIGURA 7 - RECRUTAMENTO DOS HETERODIMEROS Mex67 E Mtr2(p15) PARA A
EXPORTACAO DO mRNA (EM MAMIFEROS). A maquinaria de exportacdo pode ser recrutada por
dois processos: através do complexo TREX ou pelo EJC, que é recrutado ao mRNA pelo
spliceossomo. Ambas as maquinarias favorecem a ligacdo de Sub2, que é o fator responsavel por
recrutar NXF1/TAP (Mex67 em fungos). Este é o receptor que interage com o poro nuclear e permite
a passagem de mRNPs para o citoplasma.

Em mamiferos, o complexo proteico EJC — composto principalmente por
elF4Alll, MLN51 (também chamado BTZ/Barentsz) e o heterodimero Y14-MAGOH
(ou Mago/Mago-nashi) — é depositado pela maquinaria de cis-splicing (Figuras 8 e
9) em uma regidao de 20-24 nucleotideos a montante das juncdes entre exons no
MRNA processado (LE HIR et al., 2000). EJC forma um complexo mRNP estavel
(TANGE et al., 2005; ANDREOU & KLOSTERMEIER, 2013), atuando como uma
plataforma para ligagéo transiente de diversos fatores que podem definir o destino
do mRNA para vias especificas (TANGE et al., 2004) (Figura 8). Essa estabilidade
faz com que EJC fique associado ao transcrito desde o processamento dentro do
ndcleo e somente seja removido do mMRNP no citoplasma durante a traducao pela
proteina PYM na passagem do ribossomo pelo mRNA (GEHRING et al., 2009).
Entre os fatores que se ligam a EJC estdo proteinas responsaveis pela: degradacao
do mRNA mediado pelo NMD (NMD - Nonsense mediated decay) (GEHRING et al.,
2003); localizacdo do mRNA no citoplasma (LE HIR et al., 2001; PALACIOS et al.,
2004); traducéo (NOTT et al., 2004); e exportacdo (Figura 8). Entre as proteinas da
via de exportacdo de mRNA, o EJC interage principalmente com o dimero Sub2-Aly
(KATAOKA et al.,, 2000; LUO et al.,, 2001) e FOP (SINGH et al., 2012). Logo, a
exportacdo de mRNA esta acoplada a outros processos de regulacédo da expressao
génica, que incluem o processamento e também a transcricédo (Figuras 7 e 9).
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FIGURA 8 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS FUNCOES DE EJC. EJC é depositado ao
mRNA na posi¢cdo a montante de 20 a 24 nucleotideos das regifes de juncao entre exon e elF4Alll e
uma proteina central desse complexo. EJC muitas vezes funciona como uma plataforma para
direcionamento do mRNA para diversas vias, dependendo dos fatores associados. As proteinas
foram agrupadas em cores de acordo com as funcdes biologicas
FONTE: TANGE et al., 2004.

A RNA helicase Sub2 é o fator responsavel pelo recrutamento do receptor
heterodimérico Mex67-Mtr2 (STRASSER & HURT, 2001), o que torna o complexo
MRNP competente ao processo de exportacao (Figuras 7 e 9). Mex67-Mtr2 carreia o
MRNA pelo poro nuclear decorrente da associacdo com Nucleoporinas e, quando
alcanca a face citoplasmatica, o mRNP é desmontado pela RNA helicase Dbp5
(LUND & GUTHRIE, 2005). Uma vez no citoplasma, o0 mRNA pode alcancar a
maquinaria de traducdo ou, entdo, como em mamiferos, o complexo EJC associado
ao transcrito pode atuar no recrutamento de fatores responsaveis pelo controle de
qualidade, degradando mRNAs mal processados ou com codons prematuros de
terminacéo (PTC), durante o processo de NMD (FERRAIUOLO et al., 2004).

Além dos fatores descritos, proteinas adicionais associam-se ao transcrito
(Figura 9) para a eficiente exportacdo do mesmo. Proteinas SR (ricas em Serina e
Arginina) sdo essenciais para exportacdo de mRNA por atuarem como moléculas
adaptadoras apds sofrerem reacdes especificas de fosforilagdo ou desfosforilagéo
durante associacdo com Mex67 (HUANG et al., 2003) (Figuras 7 e 8). Em fungos, a
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proteina SR Npl3 associa-se a cauda poliadenilada do mRNA e migra entre o nlcleo
e o citoplasma (LEE et al.,
(GILBERT et al., 2001).

1996) dependendo de seu estado de fosforilacdo
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FIGURA 9 — VIAS DE EXPORTAQAO DE mRNA EM FUNGOS (A) E METAZOARIOS (B). Ver texto
para descricdo detalhada.
FONTE: KOHLER & HURT, 2007

Apesar dos fatores e mecanismos de exportacdo de mRNA serem bem
descritos em mamiferos e leveduras, poucos dados foram publicados até 0 momento
em parasitas. Andlises de gendémica comparativa realizadas pelo nosso grupo
revelaram que somente algumas proteinas envolvidas na exportacdo de mRNA séo
filogeneticamente conservadas em organismos divergentes, como por exemplo
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tripanossomatideos, propondo que essa via possui fatores diferentes ainda néo
identificados ou que o(s) mecanismo(s) possa(m) acontecer de modo mais
simplificado: sem a presenca de componentes especializados como ocorre em
fungos ou mamiferos (Figuras 9) (SERPELONI et al., 2011a). Entretanto, algumas
proteinas de exportacdo ortdlogas foram caracterizadas e diferencas estruturais
foram observadas em relagdo as proteinas de fungos ou mamiferos, possivelmente
determinando suas peculiaridades funcionais, como o caso da RNA helicase Sub2
(SERPELONI et al., 2011b) e do receptor Mex67 (SCHWEDE et al., 2009;
DOSTALOVA et al., 2013). Embora altamente conservada em sequéncia e estrutura
predita, a Sub2 de T. cruzi (TcSub2) foi incapaz de substituir funcionalmente sua
ortéloga em fungos por ensaios de complementacdo (SERPELONI et al., 2011b).
Em relacdo a Mex67, a estrutura da proteina em tripanossomatideos difere da dos
outros eucariotos: ela contém um dominio zinc finger na por¢cdo N-terminal que ndo
existe nos ortélogos em outros eucariotos (KRAMER et al., 2010) e que é essencial
para funcdo da proteina na exportacdo de mRNA (DOSTALOVA et al., 2013); ela
ndo apresenta os dominios do tipo NTF2-like e UBA (UBA - ubiquitin-associated),
que estdo presentes em fungos e mamiferos (DOSTALOVA et al., 2013), e séo
importantes para a interacdo com Nups FG para facilitar a passagem pelo poro
nuclear (STEWART, 2010). Por fim, Dostalova et al. (2013) identificaram duas
proteinas interagindo com TbMex67, que apresentam funcdo na via de exportacao:
TbMtr2, o que sugere a conservagao do complexo heterodimérico Me67-Mtr2 (como
ocorre em fungos e mamiferos); e uma proteina denominada de IMP1, bastante
similar a importina Transportina 2. A diminuicdo da expressdo tanto de Sub2
(SERPELONI et al., 2011b) quanto de Mex67 (SCHWEDE et al., 2009; DOSTALOVA
et al., 2013) apoés inducdo do mecanismo de RNAi em T. brucei resultou em acumulo
nuclear de mMRNAs poliadenilados e letalidade ao parasita. Essas evidéncias indicam
que as vias de transporte sdo essenciais para a sobrevida desses organismos
divergentes e que acontecem diferentemente de humanos e fungos, uma vez que
distintos componentes podem estar associados.

Ante o0 exposto, uma proteina de 45 kDa de T. cruzi denominada de Hel45
se mostrou bastante interessante como um elemento regulatério trans-acting, uma
vez que motivos funcionais caracteristicos da familia de RNA helicases DEAD-box
estdo presentes em sua sequéncia. Em trabalho descrito pelo nosso grupo, foi
apresentado que Hel45 apresenta similaridade a Dbp5 de fungos (SERPELONI et

al., 2011a). Desse modo, esse projeto visou a caracterizagédo aprofundada da funcao
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de Hel45 com enfoque na via de transporte de mRNA do nucleo para o citoplasma
em T. cruzi e também na investigacdo de seu papel em vias pos-transcricionais
essenciais ao parasita, principalmente através de abordagens de genética reversa.
Adicionalmente, a identificacdo de proteinas associadas a Hel45 em complexos por
ensaios de protedbmica foi uma estratégia fundamental na identificacdo de fatores
especificos que poderdo ser estudados para, assim, contribuir no entendimento da
via de exportacdo de mRNA nesses parasitas, levando a definicdo futura de

possiveis alvos de quimioterapicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizacao funcional de Hel45 na via de exportacdo de RNA mensageiro

em Trypanosoma cruzi.

2.2. Objetivos especificos

- Verificar se Hel45 pode ser um fator que migra entre ndcleo e citoplasma;

— Analisar o fendtipo causado pelo nocaute de Held5 em T. cruzi e

silenciamento da expressao da proteina ortdloga em T. brucei;

— Identificar proteinas associadas a complexos contendo Hel45.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Anélises de bioinforméatica

Buscas de bioinformatica foram realizadas usando o algoritmo BLASTP
(ALTSCHUL et al., 1997) padréo e as proteinas ortélogas foram identificadas através
do critério de reciprocal best hit (RBH). Assim, sequéncias proteicas de referéncia
(RefSeq) de espécies representativas da filogenia eucariética foram obtidas dos
bancos de dados do NCBI (NCBI - National Center for Biotechnology Information).
Foram analisadas as proteinas das espécies Saccharomyces cerevisiae (Fungi),
Homo sapiens (Metazoa), Dictyostelium discoideum (Amoebozoa), Arabidopsis
thaliana (Plantae), Plasmodium falciparum (Chromalveolata), Toxoplasma gondii
(Chromalveolata), Trypanosoma cruzi (Excavata), Trypanosoma brucei (Excavata) e
Leishmania major (Excavata). Os dominios das proteinas foram identificados através
do programa hmmscan do pacote HMMER (EDDY, 1998), buscando contra a
colecdo de modelos ocultos de Markov (Hidden Markov Models - HMM) disponiveis
no banco de dados do Pfam, versdo 27.0 (FINN et al., 2014). O alinhamento de
multiplas sequéncias ortélogas foi realizado no diagndstico dos nove motivos
conservados das RNA helicases da familia DEAD-box utlizando o programa
MUSCLE (EDGAR et al, 2004). A andlise filogenética foi realizada utilizando uma
aproximacdo do método de Méxima Verossimilhanca (maximum likelihood)
implementada no programa FastTree 2.1 (PRICE et al., 2010), utilizando o modelo
WAG. A arvore filogenética foi desenhada utilizando o programa FigTree v1.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Para o calculo de similaridade e identidade

entre os pares de sequéncias de aminoacidos foi utilizado o programa needle do
pacote EMBOSS (RICE et al., 2000), que permite o melhor alinhamento global entre
duas sequéncias de proteinas.

Para a predicdo de dominios na identificacdo de proteinas hipotéticas, foram
utilizados: a ferramenta hmmscan do pacote HMMER (EDDY, 1998) e o programa
Phyre2 (KELLEY & STERNBERG, 2009).
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3.2. Tampodes e solucdes

— Tampéao NKM — NaCl 40 mM; KCI 5 mM; MgCl, 2 mM; Hepes 10 mM pH 7,4.

— Tampéao PBS 10X — NaCl 0,137 M; KCI 2,7 mM; Na,HPO4 x 7H,0 4,3 mM,;
KH2PO4 1,5 mM.

— Tampéo PSG - Fosfato de sodio 75 mM pH 8,0; NaCl 65 mM, Glicose 1,5%.

— Tampéao TE — Tris-HCI 10 mM pH 8.0; EDTA 1 mM pH 8,0.

— Tampéo TKMC — Tris-HCI 10 mM pH 7,4; MgCl, 10 mM e KC| 300 mM.

— Tampéao TKMP — Tris-HCI 10 mM pH 7,4; MgCl, 10 mM e KCI 500 mM.

— Tampéo SSC 20 X — Citrato de sédio 0,3 M pH 7,0 e NaCl 3 M.

— Solucéo de Denhardt — Ficoll 0,02 % (tipo 400, Pharmacia), polivinilpirrolidona
0,02 % (Sigma) e BSA 0,02 % (Albumina sérica bovina).

3.3. Cultivo de células

3.3.1. Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi cepa Dm28c (CONTRERAS et al., 1988)
foram mantidas em culturas axénicas em meio LIT [(LIT - liver infusion tryptose) ver
item 3.4.1] a 28°C. Formas tripomastigotas metaciclicas foram obtidas através de
metaciclogénese in vitro, como descrito em Contreras et al. (1985) e Bonaldo et al.

(1988). Os procedimentos dessa metodologia estdo no item 3.5.

3.3.2. Trypanosoma brucei

Formas prociclicas Trypanosoma brucei cepa 427 (CROSS & MANNING,
1973) foram mantidos em cultura axénica em meio SDM-79 (ver item 3.4.4)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (BRUN & SCHONENBERGER, 1979),
a 28 °C e passagens a cada trés dias com indculo de 5 x 10° células/ml. Para a
linhagem de T. brucei 29-13 (WIRTZ et al., 1999) o meio foi suplementado também
com antibioticos Higromicina 50 pg/ml e G418 15 pg/ml. Esta linhagem celular
expressa 0 repressor da tetraciclina e a T7 RNA polimerase para utilizacdo em

ensaios de RNA de interferéncia.
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3.3.3. Escherichia coli
A linhagem de Escherichia coli utilizada foi:
- Linhagem DH5a™ — {F- recAl endAl hsdR17 (rk’, mk®) supE44 A- thi-1
gyrA96 relAl}.
As bactérias foram cultivadas em meio de cultura LB (ver item 3.4.5) 37 °C
durante 16 horas. Para a estocagem, células em fase de crescimento exponencial
foram mantidas em igual volume de glicerol a -70 °C e em nitrogénio liquido.

3.4. Meios de cultura

3.4.1. Meio LIT (Liver Infusion Tryptose)

INfus@o de figado..........oooiviiiiiiiii 5,00 g/l
A= 4,40 g/l
O T ESURR PP 0,40 g/l
GlICOSE ... 2,20 g/l
THIPLOSE .ttt 5,00 g/l
Fosfato dibasico de SOAi0..........cooeevviiiiiiiiieeiieeeeeeee, 11,56 g/l
Extrato de levedura ..........cooeeviieiiiiieee e 15,00 g/l
HEMINA ... e 0,02 g/l
Soro fetal BOVINO........ccevvvvviiiiiiiiiiiieeee 10%
PeNICIHINGA .....ccoeieeeec e 10000 U

NACH ..o 190 mM
CACLS ittt 2mM
KL e 17 mM
1Yo [ SSPURR 2 mM
Tampao fosfato pH 6,0........ccooeiiiiiiiii e, 8 mM
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3.4.3. Meio TAU 3AAG pH 6,0
Meio TAU suplementado com:

GlICOSE .. 10 mM
ACIHO L-ASPANICO.....c.vriveeeeeeieee et 2 mM

ACIHO L-gIUTAMICO ......veivieiecee e 50 mM
L-Prolina......coooiieieee e 10 mM

3.4.4. Meio SDM-79

MEM (Minimum Essential Medium) ...........cc.cooeeeeeeeens 7,00 g/l
MEIO 199, ... 2,00 g/l
MOPS ... 5,00 g/l
HEPES e 8,00 g/l
GlICOSE ..o 1,00 g/l
NAHCO 3. ..o 2,00 g/l
Piruvato de SOAIO .......ccevniiiiiiiie e 0,10 g/l
I AN =1 o1 o = 0,20 g/l
L-ArgIiNiNa .....oooveiiiie e e 0,10 g/l
L-Glutamina..........ccoeeeieeiiiieiiiee e 0,30 g/l
Y 1Y 1 0] 11 4 T 0,07 g/l
L-Fenilalanina.........cooooueiieiiee e 0,08 g/l
L-Prolina.........ooooviiiiii e 0,60 g/l
=T o o T RPN 0,60 g/l
L I= 101 = 0,18 g/l
I I (=Yoo = 0,35 g/l
AdENOSING ... 0,10 g/l
GUANOSING ...ueeiie e e e 0,01 g/l
€] (8 ToT0 FoY=11 011 o = R 0,05 g/l
MEM amino acids solution, 50X ..........ccccoeeeeeiieeneennn. 10 ml
MEM non essential amino acids 100X..............ccccee... 6 ml
PeniCilina.........cocooiiiiii 0,059 g/l
SrEePLOMICING. ....cvviiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeee e 0,133 g/l
ACIHO FOlICO ..ot 0,004 g/l
PABA (acido Para-aminobenzdico) ...................coo... 0,002 g/l

= 0] 1] = U 0,002 g/l



3.4.5. Meio LB (Luria — Bertani)

BaCtO-triptONa .....vvveieie e 10 g/l
NACH .. 59l
Extrato de levedura ..............oceeiiiieeiiiiecic e, 5 g/l

Para a preparacédo do meio solido em placa de petri, foi utilizado o meio LB

suplementado com de &gar 1,5%.

3.5. Metaciclogénese in vitro

O processo de diferenciacdo de formas epimastigotas para tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi ocorre naturalmente no intestino do inseto vetor e pode ser
mimetizado in vitro em condi¢des quimicamente definidas permitindo isolar células
em varios estagios dessa diferenciacdo deste parasita (CONTRERAS et al., 1985;
BONALDO et al., 1988).

Para a obtencdo das formas tripomastigotas metaciclicas, formas
epimastigotas em final de fase exponencial de crescimento foram centrifugadas a
3.000xg por 5 minutos. As células foram suspensas em meio TAU com densidade de
5,0x10° células/ml e incubadas a 28 °C durante 2 horas. Apés esse periodo de
estresse nutricional, os parasitas foram inoculados na concentracéo final de 5,0x10°
células/ml em meio TAU 3AAG e incubados a 28 °C sem agitacdo durante 96 horas.
Durante este periodo, os parasitas aderiram nas paredes das garrafas de cultivo e
se diferenciaram nas formas tripomastigotas metaciclicas, assim, soltando-se do

substrato.

3.6. Eletroforese

3.6.1. Eletroforese de DNA

As amostras de DNA foram analisadas por eletroforese em gel horizontal de
agarose conforme descrito em Sambrook & Russel (2001). As amostras foram
diluidas em tampéo de amostra para eletroforese de DNA (Tampao de amostra para
eletroforese de DNA 6X — Azul de bromofenol 0,25%; Xileno cianol 0,25%; Glicerol
30%) e aplicadas em gel de agarose 0,8-2% (diluidas em tampéo TBE 1X) submerso
em tamp&o TBE (TBE 1X — Tris-base 89 mM; Acido bérico 89 mM; EDTA 2 mM pH

8,0), juntamente com um marcador de peso molecular.
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A corrida eletroforética foi realizada a 90 V e, em seguida, o DNA foi corado
com solucdo de brometo de etideo (brometo de etidio 0,5 pg/ml em agua destilada)

e visualizado em transluminador acoplado ao sistema de fotodocumentacao.

3.6.2. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)

As proteinas foram analisadas por gel vertical desnaturante SDS-PAGE,
conforme o descrito por Laemmli (1970). Os volumes das solucfes utilizadas para
montagem dos géis de corrida e de empilhamento estdo descritos na Tabela 1.

Para a obtencdo de extratos proteicos total de T. cruzi e de T. brucei, os
parasitas foram lavados com PBS adicionado de inibidores de protease e suspensos
em tampao de amostra de proteinas [Tampéao de amostra de proteina 4X (TA 4X) —
Tris-HCI 0,16 M pH 6.8; SDS 4%; B-mercaptoetanol 10%; Glicerol 24%; Azul de
bromofenol 0,02%], seguido de fervura a 100°C por 5 minutos, centrifugagcdo a
14.000xg durante 2 minutos e coleta do sobrenadante para um novo tubo. Os
extratos foram aliquotados e estocados a -80°C até o momento de uso. A corrida
eletroforética foi realizada em tampéo de eletroforese para SDS-PAGE (Tampéo
SDS-PAGE 1X — Tris-base 25 mM; Glicina 0,192 M; SDS 0,1%) a 30 mA e,
aproximadamente, 150 V.

Para as analises provenientes de imunoprecipitacdo (item 3.18), foi utilizado
um sistema comercial de SDS-PAGE e as amostras foram preparadas conforme
descricdo do fabricante. Assim, foram diluidas em tamp&do de amostra NUPAGE®
LDS Sample Buffer (Life technologies), com adicdo do agente redutor NUPAGE®
Sample Reducing Agent (Life technologies) e utilizacdo de geis de acrilamida de
concentracdo gradiente NUPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris (Life technologies)
submerso em tampéo de corrida NUPAGE® MOPS SDS Running Buffer (Life
technologies).
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TABELA 1 - SOLUCOES DE PREPARO DE GEL SDS-PAGE

Gel de Gel de
empilhamento Corrida
5% 10% 13% 15%
Acrilamida, estoque (33/0,9%) 0,7 ml 2,95 ml 3,8 ml 4,4 mi
Tris-HCI 2,5 M pH 8,8 (concentracg&o final 400 mM) - 1,6 ml 1,6 ml 1,6 ml
Tris-HCI 1 M pH 6,8 (concentrag&o final 120 mM) 0,6 ml - - -
H,0 ultra pura 3,7 ml 5,5 ml 4,6 ml 4,0 ml
SDS 10% (concentragdo final 0,1%) 50 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Persulfato de aménio 10% (concentragé&o final 0,075%) 35 ul 70 ul 70 ul 70 pl
TEMED (concentrag&o final 0,07%) 7wl 7u 7u 7u
Volume Final 5ml 10 ml 10 ml 10 ml

3.6.2.1. Coloragéo por Azul de Coomassie

Os géis SDS-PAGE, apoés corrida eletroforética das amostras, foram
corados em solugéo para coloragao (Azul de Coomassie R-250 0,1%; Metanol 45%;
Acido Acético 10%) por aproximadamente 30 minutos & temperatura ambiente. A
seguir, os géis foram incubados com solucdo de descoloracdo para SDS-PAGE
(Metanol 30%, Acido acético 10%, Agua ultra pura 60%) para retirada do excesso do
corante e visualizagdo das proteinas.

Os géis comerciais foram corados utilizando o kit Staining with SimplyBlue ™

SafeStain (Life technologies).

3.6.2.2. Coloracao por Nitrato de Prata

Para coloracdo de maior sensibilidade em géis SDS-PAGE,
alternativamente, foi utilizada a marcagéo por nitrato de prata. Para isso, o gel foi
incubado em solucdo de fixacdo de SDS-PAGE (Etanol 50%; Acido Acético 12%;
Formaldeido 0,02%) por 30 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, lavado 3
vezes com solugao de Etanol 50%. Posteriormente, o gel foi incubado com solugéo
de sensibilizacdo para coloracdo por prata (Tiossulfato de Sodio 0,02% em agua
ultrapura) por 2 minutos, lavado com agua ultrapura por trés vezes e incubado com
solucdo de coloracéo por prata (Nitrato de prata 0,2%; Formaldeido 0,03%) por 30

minutos. ApOs lavagem com A&gua, a revelacdo foi realizada com solugdo de
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revelacdo de prata (para 100 ml: Carbonato de Sédio 3%; Formaldeido 0,02%; 2 ml
de solugdo de sensibilizacdo). A reacao foi interrompida com solucdo de término de
revelacéo de prata (Etanol 50%; Acido Acético 12%).

Alternativamente, os géis comerciais também foram corados utilizando o kit

SilverQuest™ Silver Staining Kit (Life technologies).

3.7. Clonagem molecular de sequéncias nucleotidicas

3.7.1. Extracdo de DNA genémico

As extracdes de DNA de T. cruzi Dm 28c e T. brucei 427 foram realizadas
como descrito em Medina-Acosta & Cross (1993). Assim, o total de 1x10'° células
cultivadas em meio LIT foi separado por centrifugacdo a 7.000xg por 10 minutos. As
células foram lavadas em PBS, suspensas em 350 uL de tampéo TELT (Solugéo
contendo Tris-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 62,5 mM pH 9,0; LiCl 2,5 M; e Triton X-100 4%)
e incubadas durante 5 minutos em temperatura ambiente. Apos lise, 0 mesmo
volume de fenol/cloroférmio foi adicionado e o material foi centrifugado a 13.000xg
por 10 min. A fracdo aquosa foi coletada para um novo tubo e DNA foi precipitado
com duas vezes o volume de etanol absoluto. O material foi centrifugado a 13.000xg
por 10 minutos e o DNA foi lavado com etanol 70%, liofilizado e suspendido em
tampéo TE (Tris-HCI 10 mM pH 8.0; EDTA 1 mM pH 8,0).

3.7.2. Amplificacdo génica por PCR

Oligonucleotideos iniciadores foram previamente desenhados e sintetizados
para a amplificacdo das sequéncias nucleotidicas pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). A finalidade de cada amplificacdo e as sequéncias de cada
iniciador estdo apresentadas na Tabela 2. O alvo de RNAi contra TbHel46
(Th11.12.0011 / GI = 71756053) e 0 a sequencia dos primers foram definidos
utiizando a ferramenta RNAit (REDMOND et al.,, 2003) disponivel no site do

http://trypanofan.path.cam.ac.uk/trypanofan/main/.

Para as reagOes foram utilizadas Platinum® Tag DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen), DNA molde (DNA gendmico de T. cruzi, T. brucei ou plasmideo)

e oligonucleotideos iniciadores segundo o protocolo do fabricante da enzima. A
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amplificacdo do cassete para o nocaute génico de Hel45 foi realizado por uma Taq
DNA polimerase recombinante produzido e fornecido pelo IBMP (Instituto de Biologia
Molecular do Parand).

As condicdes de amplificacéo referentes aos ciclos consistiram de 1 ciclo de
desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos (desnaturacao,
anelamento do oligonucleotideos iniciador e extensdo), e um ciclo a 72 °C por 5
minutos. A temperatura de anelamento foi padronizada para cada conjunto de
iniciador. Os produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 0,8-2%.

Os amplicons obtidos para clonagem na plataforma do sistema Gateway
(Invitrogen) foram precipitados e purificados através de solucdo 30% PEG
8000/MgCl, 30 mM, conforme o recomendado pelo fabricante. Para os outros

amplicons, foi utilizado o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen).
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TABELA 2 - OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES DAS REACOES DE AMPLIFICACAO

Produto de amplificacéo

Oligonucleotideos

Sequéncia nucleotidica

Uso

Held5 Held5F 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGGAGACGTCGAGCAAATAG 3 Amplificacéo do
(Tc00.1047053506587.40) Hel45R 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAGAACTGGTCCGCAATATTTGCA 3 gene de Hel45
crmil Crm1F 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAGTCCATTTTGGACACAAGT 3 Amplificacao do
(Tc00.1047053511725.150) CrmiR 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATTAAAAAGAGGACGGACGGAAC 3 gene de Crm1l
NeoE 5 GGGGAAGCTTATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAG 3’
Neomicina . . Confirmagéo do KO
NeoR 5 GGGGGAATTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAA 3
HigroF 5 GGGGGAAGCTTATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGAC 3’ Confirmag&o do KO
Higromicina - - e clonagem para
HigroR 5 GGGTGAATTCTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTGCTG 3 nocaute do 2°Alelo
UPSE-Kpnl 5 CTACGGTACCGCACATGCATGCACGCATGCCTTCTTC 3
UPSR-Sall 5 CCCTGTCGACTATTTTTCTCTGCCCCTTCTTCCCTTCC 3 Construgio de
> - cassete e
Regibes intergénicas de DOWNF-EcoRI 5" GAATTCTGAAACGCACGAAACGAAAAGAACCACCG 3 confirmagédo do KO
flanqueadores do gene de - -
Helds DOWNR-Xbal 5 TTCTAGATGTACCTGTCGCCGGTAAGGAAATGCC 3
UPSextE 5 CTCAAGGTTGAGTGGCGGCAGT 3’
- - Confirmagao do KO
DOWNextR 5 TGCGCTGCATATCCCAAAGAAT 3
Fragmento alvo de RNAI RNAIF 5 CGCTCTAGAGCCATTACATGGGCATCTCT 3 Construgao de
- - vetor para RNA de
contra TbHel46 RNAIR 5" CGCTCTAGATGCTCTACTTTCTTGCGGGT 3 interferéncia

Em negrito, esta a sequéncia attB adicionada a extremidade 5° do primer. Em sublinhado, estdo demonstradas as sequéncias nucleotidicas de reconhecimentos para as enzimas de restricao.
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3.7.3. Clonagem entre inserto e plasmideo

Para a clonagem de Held5 e Crml na plataforma Gateway, o0s
oligonucleotideos desenhados para a reacdo de PCR continham na extremidade 5
a sequéncia de reconhecimento attB (Tabela 2) para a reacdo posterior de
recombinacdo com o sitio attP do vetor de entrada pDONR™221 da plataforma

Gateway (Invitrogen) (Figura 3.1).

M13 M13

F d R
(e O e N

pDONR™221
pDONR"/Zeo

FIGURA 10 - MAPA GENETICO DO VETOR DE ENTRADA pDONRTM221 DA PLATAFORMA
GATEWAY (INVITROGEN). Kanamycin = marca de resisténcia a Canamicina; Zeocin = marca de
resisténcia a Zeomicina.

Com os insertos purificados, os amplicons de Hel4d5 e Crml obtidos
anteriormente foram submetidos a primeira reacdo de recombinacdo com o vetor de
entrada pDONR™221 utilizando a enzima BP clonase ™I (Invitrogen). Selecionados
os plasmideos recombinantes (conforme item 3.7.4.3), a segunda reacdo foi
realizada para a recombinacdo com o vetor de destino pTcGWGFPN, que fusiona
uma etiqueta GFP na extremidade N-terminal das proteinas (BATISTA et al., 2010),
através da acéo da enzima LR clonase ™Il (Invitrogen). As reacdes foram realizadas
de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Para a construcéo dos cassetes de nocaute génico (ver estratégia na Figura
2.3, Capitulo 2, Resultados), regides intergénicas flanqueando o gene de Hel45

foram amplificadas com os primers UPSF/UPSR, para clonagem da intergénicas a
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montante, ou DOWNF/DWNR, para a jusante, contendo os sitios de reconhecimento
para as endonucleases de restricdo especificas (Tabela 2) nas extremidades 5’. Os
produtos amplificados, assim como o plasmideo pKS/NEOL1 (gentilmente cedido pelo
Dr. Stenio Perdigdo Fragoso), foram submetidos a digestdo com as endonucleases
de restricdo, de acordo com as recomendacdes dos fabricantes. Os insertos
preparados foram ligados ao vetor utilizando-se a relagdo molar 1:3
(plasmideo:produto da PCR). A reacdo de ligacao foi realizada por 16 horas a 16 °C
utilizando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen), também conforme especificacdes do
fabricante. Foram realizadas duas etapas de clonagem: uma para insercao da regiao
intergénica a montante (UPS) e outra, para a jusante (DOWN) do gene. O plasmideo
recombinante pKS/NEO-UPS-DOWN foi utilizada como molde para a amplificacao
do cassete NEO-UPS-DOWN por PCR com os primers UPSF e DOWNR e
transfeccdo de T. cruzi para o nocaute do primeiro alelo do gene de Hel45. Para o
nocaute do segundo alelo, foi realizada a substituicdo da marca de resisténcia para
Higromicina da construgdo do vetor anterior. Assim, o gene de Higromicina foi
amplificado como os iniciadores HigroF e HigroR, os amplicons e o vetor foram
digeridos com as enzimas especificas (Tabela 2 e Figura 2.3) e ambos foram
ligados. O plasmideo recombinante foi usado como molde para amplificacdo do
cassete HYGRO-UPS-DOWN.

Para a construcédo do vetor de RNAI (ver estratégia na Figura 2.8; Capitulo
2, Resultados), o fragmento alvo de TbHel46 foi amplificado com os
oligonucleotideos RNAIF e RNAIR e DNA genbémico de T. brucei. O inserto e o
plasmideo p2T7-177 (WICKSTEAD et al., 2002), continham sitios de
reconhecimento para digestdo com enzima Xbal (NEB). Assim, ambos foram
submetidos a reacdo de digestdo, segundo a recomendacdo do fabricante,
purificados e ligados, utilizando também uma enzima T, DNA ligase (Invitrogen) em
uma reacao de ligagao realizada por 16 horas a 16 °C, conforme especificagdes do

fabricante.

3.7.4. Transformacdao e selecao de clones recombinantes

3.7.4.1. Preparo das células competentes

Para o preparo das células competentes, foi utilizado o método do cloreto de
calcio descrito em Sambrook & Russel (2001). Assim, uma colbnia de bactéria E. coli
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da linhagem DH5a™ foi inoculada em 2 ml de meio LB contendo antibiético
apropriado. A cultura foi incubada a 37 °C por 18 horas sob agitacao constante (200
rpm). Um volume de 1,0 ml (in6culo de 1:100) desta cultura foi transferido para 100
ml de meio LB. As células foram incubadas a 37 °C sob agitacdo constante até a
fase de crescimento exponencial (DOss entre 0,4 e 0,6).

A cultura foi centrifugada a 4.000xg por 5 minutos a 4 °C, as células foram
suspendidas em 50 ml (metade do volume da cultura original) de solu¢do de preparo
(CaCl, 100 mM, Hepes 10 mM pH 7,0) gelado e mantidas no gelo durante 30
minutos. A suspensao foi centrifugada nas mesmas condi¢cdes anteriores e as
células foram suspendidas em 2,0 ml (1/50 do volume original) de solucdo de
estocagem (CaCl, 100 mM; Hepes 10 mM pH 7,0; Glicerol 10%). As células foram
aliquotadas e mantidas no gelo por pelo menos duas horas antes da transformacéo

ou estocadas a -70 °C.

3.7.4.2. Transformacdao de E. coli

As reacOes de recombinacéo e de ligacdo dos insertos com 0s respectivos
vetores foram incubadas no gelo por 30 minutos com 50-100 pl de E. coli preparadas
anteriormente (item 3.7.4.1). ApGs esse periodo, a mistura foi incubada a 42 °C
durante 2 minutos e mais 2 minutos no gelo. Cerca de 1,0 ml de meio LB foi
adicionado ao tubo e as células foram incubadas a 37 °C por uma hora, antes do
plagueamento. Diferentes diluicdes das bactérias transformadas foram inoculadas
em placas de Petri contendo meio de cultura seletivo (meio LB; agar 1,5%;
Canamicina 30 pg/ml para transformacédo da recombinacdo com pDONR ou
Ampicilina 100 pg/ml para pTcGWGFPN e p2T7-177) com auxilio de uma alca de

Drigalski. As placas foram incubadas a 37 °C durante 18 horas.

3.7.4.3. Selecédo de plasmideos recombinantes

Para a selecdo de clones das reacbes de recombinacdo, as colbnias
crescidas em meio seletivo foram coletadas e diluidas em 100 pl de agua ultrapura.
Deste, 1 pl foi utilizado como template para a reacdo de amplificagcdo por PCR
utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos (Tabela 2). Previamente, as

amostras foram aquecidas a 94 °C durante 10 minutos e, posteriormente, foram
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submetidas aos ciclos especificos de desnaturacdo, anelamento dos iniciadores e
extensao de cada um dos fragmentos génicos. As amostras foram analisadas em gel

de agarose.

Para confirmar a clonagem dos plasmideos recombinantes, as amostras
foram enviadas para Macrogen Korea (Coréia do Sul, informagdes disponiveis em

http://www.macrogen.com/) para sequenciamento. Foi utilizado o sequenciamento

do tipo single primer extention e o protocolo estabelecido pela empresa.

3.7.5. Extracao de DNA plasmidial

Para extracdo dos plasmideos recombinantes foi utilizado o método da lise
alcalina que é baseado na desnaturacdo seletiva, em pH alcalino, de DNA
cromossdmico de alto peso molecular. Apdés a neutralizagdo do pH, o DNA
cromossomico renatura formando um precipitado insolivel com os restos celulares,
enquanto o DNA plasmidial permanece em solucéo, podendo ser recuperado apos
precipitagdo com etanol.

As colbnias selecionadas foram inoculadas em 2 ml de meio seletivo
acrescido de antibiético especifico. As culturas foram incubadas a 37 °C durante 18
horas sob agitagdo constante e, em seguida, centrifugadas a 10.000xg durante 2
minutos. O sedimento foi suspenso em 100 pl de solugéo | (solugcéo de suspensao:
Glicose 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8,0). Em seguida, foram
adicionados 200 ul de solucédo Il (solucdo de lise: SDS 1%, NaOH 0,2 N) e
homogeneizado por inversédo. Posteriormente, foram adicionados 200 pl de solucéo
Il [solucdo de neutralizacio: Acetato de potassio pH 4,8 (3M de potassio), Acido
acético (5M de acetato na soma final de acetato)] e também homogeneizado por
inversao. A seguir, a mistura foi centrifugada 15 minutos a 10.000xg e o DNA
plasmidial contido no sobrenadante foi precipitado com 500 pl de isopropanol. O
material foi centrifugado 10 minutos a 10.000xg e submetido a lavagem com 1,0 m|
de etanol 70% gelado. Apés novamente centrifugado a 13.000xg por 10 minutos, o
sedimento foi secado e suspenso em 30 ul de agua deionizada estéril ou tampéo TE
(Tris-HCI 10 mM pH 8.0; EDTA 1 mM pH 8,0).

Para ensaios utilizando o clone positivo nas rea¢cfes de recombinacéo, os
plasmideos recombinantes foram extraidos e purificados utilizando o kit QlAprep

Spin Miniprep (Qiagen) e, nos processos de transfec¢do em T. cruzi, foi utilizado o
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kit de extracdo Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen). Ambas as purificagcdes foram

realizadas conforme descricdo em protocolo padréo do fabricante.

3.8. Transfeccdao de tripanossomatideos

Para a transfeccdo do cassete foram purificados 10 ug de cada fragmento
génico e para, os plasmideos, o equivalente a 50 ug foi utilizado. Assim, para cada
transfeccdo, formas epimastigotas em fase logaritmica de crescimento foram
coletadas por centrifugacdo por 5 minutos a 3.000xg. Apés lavagem com PBS
estéril, 4x10” células foram suspensas em 0,4 ml de tampéo de eletroporacéo de T.
cruzi (NaCl 140 mM, HEPES &cido 25 mM, Na,HPO, 0,74 mM) e transferidas para
cubeta de eletroporacao de 0,2 mm pré-resfriada. Em seguida, o DNA foi adicionado
as células e a mistura foi incubada por 10 minutos no gelo. A mistura foi submetida a
eletroporacdo com dois pulsos de 450 V e 500 pF utilizando eletroporador
GenePulser® Il Apparatus (Bio-Rad). Em seguida, as células foram transferidas para
garrafas de cultura de 25 cm? contendo 10 ml de meio LIT e incubadas a 28 °C. A
selecdo dos parasitas foi feita através da incubacdo em meio contendo G418
(andlogo a Neomicina) e para controle da selecdo formas epimastigotas foram
eletroporadas sem a presenca de DNA. Apds o periodo de recuperacao de 24 horas,
foi acrescentado G418 na concentracao final de 500 pg/ml na cultura. As culturas
foram cultivadas com passagens regulares até a observacdo do ndo crescimento
das células da cultura controle (sem adicdo de DNA). As linhagens selecionadas e
estaveis foram mantidas com G418 a 250 ug/ml no meio de cultura.

Para cada transfeccéo de T. brucei 29-13 (WIRTZ et al., 1999), previamente
o vetor recombinante foi digerido com a enzima Notl (Invitrogen) para ser
linearizado, conforme recomendacéo do fabricante. Essa linearizacdo € necessaria
para a integracdo do vetor em regifes repetitivas de repeticbes 177 de
minicromossomos dentro do genoma do parasita (WICKSTEAD et al., 2002). Desse
modo, o equivalente a 1 x 10° parasitas em fase logaritmica de crescimento foi
centrifugado a 5.000xg por 3 minutos, lavados com 2 ml de tampé&o de eletroporacao
ZPMF (129 mM NacCl, 1,5 mM KH,PO,4, 8 mM KCI, 8 mM NaH,PO,4, 1,5 mM MgCly,
90 uM CacCly, 2,4 mM CH3COONa pH 7,0), centrifugados novamente nas mesmas
condicdes e suspensos em 450 pyL de ZPMF. Os parasitas foram transferidos para a

cubeta de eletroporacdo de 0,4 mm e a quantidade de 15 ug de plasmideo
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previamente linearizado foi adicionado. A suspensao celular foi incubada por 10
minutos no gelo, submetida a um pulso de 1,5 kV com 40 capacitancia de 25 pyF em
eletroporador GenePulser Il Apparatus (Bio-Rad) e, rapidamente, transferida pra 10
mL de meio SDM-79 suplementado com 10% SBF e antibidticos, conforme descrito
no item 3.3.2.

Em uma placa de petri, foi misturado 5,5 mL dos parasitas submetidos a
transfeccdo, 5,5 mL dos parasitas néo transfectados e 15,5 mL do meio SDM-79
suplementado. Desta mistura, o volume de 250 uL foi transferido para cada poco de
uma placa de poliestireno de 96 pocos. Os parasitas foram incubados em estufa de
CO; 5% a 28°C por 24 horas. Apés este periodo, foi realizado o repique na
proporcao de 1:4 em outra placa de poliestireno de 96 pocgos, contendo a mesma
concentracdo de antibiotico. Os parasitas foram mantidos na estufa de CO, durante
aproximadamente 10 dias ou até a turbidez do meio, indicando a selecdo e o

crescimento dos parasitas. A populacéo foi expandida para ensaios posteriores.

3.9. Silenciamento génico por RNA de interferéncia

Depois de obtida a linhagem celular estavel, os parasitas foram submetidos
ao silenciamento de Hel45 por RNAIi. Assim, os parasitas na densidade celular de
5x10° células/ml foram induzido com a adicdo no meio de cultura de 2 pg/mL de
tetraciclina na concentracdo de tetraciclina. Para garantir o efeito do silenciamento, 1
pMg/mL de tetraciclina foi adicionado a cada 24 horas, para ensaios acima desse
tempo. Como controle, foi utilizada a mesma linhagem transfectante mantida sob as

mesmas condi¢cdes anteriores, porém sem a adicado de tetraciclina.

3.10. Eletroforese em campo pulsado seguido de Southern blot

Uma das abordagens para confirmar o nocaute foi através de gel de
eletroforese em campo pulsado (PFGE - pulsed-field gel electrophoresis) seguido de
Southern blot. Assim, foi realizado o emblocamento de parasitas selvagem (WT),
utilizado como controle, e da linhagem nocaute (KO) pra Hel45, contendo cada um o
equivalente a 2 x 10’ parasitas. As células foram centrifugadas por 15 minutos a

5.000xg e lavadas 2 vezes com tampdao NKM pH 8,0. ApGs as lavagens, foram
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suspensas em 600 pl de solugdo PSG (Fosfato de sédio 75 mM pH 8,0; NaCl 65 mM,
Glicose 1,5%), misturado com igual volume de solucdo PSA 1% aquecido (Fosfato de
sodio 75 mM pH 8,0; NaCl 65 mM; Agarose Low Melting 1%) a 37°C e a suspenséo foi
imediatamente aplicada nos pocos de um molde especifico para a solidificacdo da
agarose. Esses blocos com os parasitas foram incubados em solucao de lise (EDTA
0,5 M pH 9,0; Sarcosyl 1%, Proteinase K 0,5 mg/ml) a 50°C durante de 48 horas e
estocados nesta solucdo a 4°C até o uso. Os blocos utilizados para a analise foram
lavados trés vezes com de EDTA pH 8,0 50 mM por uma hora antes de ser aplicado
no gel de eletroforese.

Para a preparacao do gel de eletroforese, foi utilizado gel de agarose 1,2%
em tampdao TBE 0,5X. Os blocos foram aplicados no gel e selados com agarose 1%.
O tampdao de corrida TBE 0,5X foi previamente resfriado a 4 °C e a eletroforese
seguiu um programa com cinco fases de tempos crescentes de pulsos (N/S, E/W)
por 135h a 83 V - interpolation. Fase 1 teve pulso de 90 s (30 h); fase 2, 200 s (30
h); fase 3, 350 s (25 h); fase 4, 500 s (25 h) e fase 5, 800 s (25 h). Apos a corrida
eletroforética, o DNA cromossomal foi transferido pelo método de Southern blot. O
tratamento do gel contendo as amostras consistiu de incubacdes consecutivas das
seguintes solugdes: HCI 0,25 M por 15 minutos, solucdo de neutralizacdo de NaOH
0,5 M e NaCl 1,5 M por 30 minutos com 2 repeticdes e solucdo de Tris-HCI 0,5 M pH
7,5 e NaCl 1,5 M por 30 minutos. A transferéncia do DNA para a membrana de
nailon (Hybond - Amershan) foi realizada durante 16 horas por capilaridade
utilizando tampéo SSC 20X. Apés a transferéncia, o DNA foi fixado a membrana
com luz ultravioleta (302 nm) com uma dose de 120 mJ/cm2 pelo o aparelho Spectro
Linker XL1500 UV Crosslinker (Spectronics corp., USA) e, em seguida, foi realizada
pré-hibridacéo por 1 hora a 65°C com solucéo de hibridacdo (Solucéo de hibridacao
de DNA - SSC 6 X, solugéo de Denhardt 5 X, SDS 0,1 % e DNA de esperma de
salméo fita simples 100 pug/ml). As sondas para a hibridacao referente ao gene de
Hel45, genes de resisténcia a Neomicina e Higromicina foram amplificadas por PCR
e marcadas radioativamente pela técnica de nick translation - Nick Translation
System (Invitrogen). Estas reagdes continham 100 ng de DNA, 2,5 U DNA
Polimerase I, 2 mU DNase |, dNTPs (exceto dCTP) 0,1 mM cada, a-[P*3-dCTP (10
pCi/ul; 3,000 Ci/mmol) e H,O para completar 50 pl. Em seguida, as reagdes foram
incubada a 16 °C por 1 hora em banho seco e purificadas em colunas de resina G-
50 (Invitrogen), centrifugando por 2 minutos a 2.000xg. A seguir, as amostras foram

desnaturadas com incubacdo a 100°C por 5 minutos e, imediatamente, resfriadas
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em gelo por 5 minutos. A hibridacdo com as sondas foi realizada durante 16 horas
nas mesmas condi¢des da pré-hibridacdo. Apos a hibridacdo, as membranas foram
lavadas 6 vezes por 15 minutos na mesma temperatura de hibridagdo com SSC 2X
e SDS 0,1%, decrescendo a concentracdo de SSC a cada 2 lavagens (2x, 1x, 0,1x).

A exposicdao foi feita em filme Amersham Hyperfilm (GE) durante 24 horas a -80°C.

3.11. Ensaios do tipo Western blot

As proteinas foram separadas em gel de eletroforese SDS-PAGE e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond C, Amersham
Biosciences) em Tampao de transferéncia para Western blot (Tris-base 25 mM,
Glicina 192 mM, Metanol 20%). A membrana foi bloqueada com tampéao de bloqueio
(Tampéo PBS 1X; Tween 20 0,1%; Leite em pd desnatado 5%) e os anticorpos
primarios policlonais, incubados por 1 hora, foram diluidos no mesmo tamp&o nas
seguintes concentragdes: anti-Hel45 (1:500, produzido em camundongo em projetos
anteriores), anti-GAPDH (1:500, produzido em camundongo e fornecido gentilmente
por Ma Flavia S. Pereira de Souza), anti-Actina (1:100, produzido em camundongo e
fornecido gentilmente por Ligia Cristina Kalb Souza), anti-Sub2 (1:1.000, produzido
em coelho e pelo nosso grupo em outros projetos), anti-L26 (1:500, produzido em
camundongo e fornecido gentilmente por Ma Flavia S. Pereira de Souza), anti-S7
(1:2000, produzido em camundongo e pelo nosso grupo em outros projetos), anti-
Nup95 (1:500, produzido em camundongo e pelo n0sso grupo em outros projetos). A

membrana foi entdo lavada trés vezes com PBS contendo Tween 20 0,1%.

3.11.1. Revelacdo por Fosfatase Alcalina

Nesse ensaio foi utilizada a marcacdo do anticorpo secundario conjugado a
fosfatase alcalina. A membrana foi lavada trés vezes por 5 minutos com solugéo
PBS contendo Tween 20 0,1%. A membrana foi, entdo, incubada por 1 hora a 37 °C
sob agitacdo com anticorpos anti-lgG de coelho ou de camundongo conjugados com
a enzima fosfatase alcalina (Promega) na diluicdo de 1:10.000 em PBS/Tween 20
0,1%. A membrana foi novamente lavada como descrito anteriormente. A reagao

imunoenzimatica foi revelada com os substratos NBT a 50 mg/ml (Promega) e BCIP
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a 50 mg/ml (Promega) em tampéo da fosfatase alcalina (Tris-HCI 100 mM pH 9,5;
NaCl 100 mM; MgCl, 5 mM). ApoOs a revelagdo, esta reacdo foi interrompida por
solugéo de EDTA 100 mM.

3.11.2. Revelagdo por Quimioluminescéncia (Peroxidase)

Para aumentar a sensibilidade de revelacéo, alternativamente foi utilizado
um método quimioluminescente. Do mesmo modo anterior, a membrana de
nitrocelulose incubada previamente com o anticorpo priméario, foi lavada com solugéo
PBS/Tween20 0,1%, seguido de incubacdo com o anticorpo secundario, anti-IgG de
coelho ou camundongo conjugado a peroxidase (Amersham Biosciences) na diluicao
de 1:10.000 por 1 hora a 37 °C. O produto da reacdo enzimatica foi detectado por
guimioluminescéncia, através do kit ECL Western blotting (Amersham Biosciences)
seguindo as instrucdes do fabricante. A exposicao foi feita em filme (Kodak) durante
tempo variavel para cada anticorpo.

A quantificagédo da intensidade das bandas por densitometria foi obtida pelo
programa ImageJ (disponivel no site imagej.nih.gov/ij/).

3.12. Microscopia 6ptica

3.12.1. Localizacdo de proteinas

A localizagéo das proteinas fusionada a GFP em formas epimastigotas das
populacfes transfectadas foram visualizadas diretamente em microscopia 6tica de
fluorescéncia. As laminas foram preparadas com poli-L-lisina e os parasitas foram
centrifugados a 2.000xg, lavadas duas vezes e suspendidas em PBS.
Posteriormente, foram fixadas em para-formaldeido 4% e aderidas por 20 minutos
nas laminas previamente preparadas e, em seguida, as laminas foram lavadas com
PBS. Para a coloracao nuclear e do cinetoplasto foi acrescentado DAPI (5 mg/ml)
em temperatura ambiente por 5 minutos, seguido de lavagens com PBS. Foi entdo
adicionado N-propil-galato e as laminas foram lacradas utilizando laminula de
microscopia e selador. As laminas foram observadas em microscopio de
fluorescéncia Nikon E600 com sistema de camera CoolSnap PROcf (Media

Cybernetics) e andlise com Image Pro-Plus v. 4.5.1.22 (Media Cybernetics).
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3.12.2. Localizacdo de mRNAs através da técnica de hibridizacao in situ

fluorescente (FISH)

Para a detecgdo de RNA poli(A)" em T. brucei e T. cruzi, os parasitas foram
coletados, lavados em PBS (pH 7,4), fixado por incubagdo em paraformaldeido a 4%
e foram aderidos em laminas a revestidas com poli-L-lisina. As laminas foram
lavadas com PBS e os parasitas foram permeabilizadas por incubacdo com HCI 0,2
M (diluido em PBS) durante 10 minutos. As etapas seguintes de pré-tratamento do
parasita e hibridizacdo foram realizadas sob condicfes livres de RNAse. Para T.
cruzi, as células foram incubadas com tampao de pré-hibridacdo [baseado em
Zeiner et al. (2003) (formamida 35%, BSA 0,02% em tampédo SSC 2X)]
suplementado com 25 pg/ml de tRNA, DNA de esperma de salmdo de 1 mg/ml
(Sigma-Aldrich) e 40 U/ml RNaseOUT (Invitrogen) durante 30 minutos a 37°C. Para
T. brucei, as células foram incubadas com o tampé&o de pré-hibridacédo [baseado em
Schwede et al. (2009) contendo a solucdo de Denhardt10X, EDTA 1 mM, formamida
35% em 4X SSC] e suplementado com 0,5 pg/ml de tRNA e 2 mU/ml RNaseOUT
durante 30 minutos a temperatura ambiente. A sonda de oligo(dT) conjugada a
digoxigenina (6 ng/pl) foi diluida no devido tampdo de pré-hibridacdo para cada
parasita e desnaturada por aquecimento a 65°C durante 3 minutos. A hibridizaacao
foi realizada durante 16 horas a 37°C. Como controle, 100 pg/ml de RNase A foi
adicionado ao tampao antes da hibridacdo da sonda. Em seguida, as células foram
lavadas com SSC 2X por duas vezes e a deteccdo da sonda no parasita foi
realizada por imunofluorescéncia indireta com anticorpo monoclonal de anti-
digoxigenina (Sigma-Aldrich, diluicdo 1:300 produzido em camundongo) e anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (Invitrogen,
diluicdo 1: 600 produzido em cabra). A coloracdo de DNA e analise de microscopia

foi realizada conforme item anterior.

3.12.3. Coloracéo pelo método de panético rapido

A morfologia do parasita foi observada com coloragdo pelo método de
panotico rapido (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil). Assim, parasitas da forma
epimastigotas selvagem e nocaute de Hel45 foram coletadas por centrifugacao a

3.000xg por 2 minutos e suspensas em PBS. As células foram depositadas e
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espalhadas sobre as laminas e deixadas para secar a temperatura ambiente. Apos
iIsso, as laminas foram submersas, nas solugdes do kit: Solugdo 1 (Fixador), Solucao
2 (Revelador) e na Solugédo 3 (Corante) por 15 segundos cada. Em seguida, as
laminas foram lavadas em &agua, secas a temperatura ambiente e cobertas com
Permault e laminula. Os parasitas foram visualizados em microscopio optico Nikon
E600.

3.13. Microscopia ultraestrutural

Os parasitas na forma epimastigotas em fase de crescimento exponencial
foram coletados, lavados com PBS e fixados em solu¢cdo contendo 2,5% de
glutaraldeido, 4% de paraformaldeido em tamp&o Cacodilato 0,1 M pH 7,2. Em
seguida, os parasitas foram fixados em solucéo de 1% de tetroxido de Osmio e 0,8%
de ferricianeto de potassio diluidos em tampdo Cacodilato 0,1 M durante 1 hora
ApOs lavagem nesse tampdo, os parasitas foram desidratados a -20°C em
concentracfes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 2X em 100%) a 4 °C,
por 1 hora em cada etapa. Em seguida, o material foi infiltrado em resina Epon
EMbed 812 (EMS, Hatfield, PA, USA) a -20°C, nas condi¢des: etanol 100%:resina
(2:1) por 16 horas; etanol 100%:resina (1:1) por 8 horas e etanol 100%: resina (1:2)
por 16 horas. Posteriormente, o material foi incluido em resina pura a -20 °C e a
polimerizacdo da resina foi realizada a -20°C por 72 horas, sob luz UV. Cortes
ultrafinos foram obtidos com um ultramicrotomo Leica Reichert Ultracuts,
contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas em

microscopio de transmissao Zeiss EM-900.

3.14. Avaliacdo do nivel de traducdo por marcacdo metabdlica

Formas epimastigotas de T. cruzi em fase de crescimento exponencial foram
coletadas por centrifugacéo e lavadas em tamp&o NKM. As células foram suspensas
em meio TAU3AAG suplementado com metionina [S*°] [Concentracéo = 31,5 pCi/ml
/ Atividade especifica > 600 Ci (22,2 TBq)/mmol (Perkin EImer)] e incubadas durante
1 hora a 28°C. Como um controle, os parasitas foram tratados com 100 pg/ml de

cicloheximida durante 20 minutos antes da incubacdo com metionina. Aliquotas de
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10 pl foram depositadas em papel filtro 3MM e as proteinas foram precipitadas com
Acido tricloroacético 10% (TCA). Apos lavagens, em TCA 5%, Acetona 100% e
Etanol 100%, a marcacao radioativa foi quantificada em analisador de cintilagao
liquida Packard, modelo Tri-carb 1600TR.

3.15. Sedimentacdo de polissomos através de gradiente de sacarose

A analise do perfil polissomal foi realizada conforme descrito por Gradia et
al. (2009). Assim, o extrato citoplasmatico de 1x10° formas epimastigotas de T. cruzi
(cultivadas em crescimento exponencial) foi obtido apds o tratamento com 100 pg/ml
de cicloheximida por 10 minutos a 28 °C. As células foram centrifugadas a 5.000xg
por 5 minutos a 4 °C e lavadas duas vezes com tamp&o TKMC (Tris-HCI 10 mM pH
7,4; MgCl, 10 mM; KCI 300 mM) gelado adicionado de cicloheximida 100 pg/ml.
Apos descartar o sobrenadante, as células foram suspendidas em 900 ul de tampéao
TKM suplementado com 100 pug/ml de cicloheximida, 10 pg/ml de heparina, 10 uM
de E-64 e 10 mM de PMSF. A suspensédo foi transferida para um novo tubo
contendo 100 pl de tampéo de lise (tampao TKM suplementado com 10% (v/v) de
NP-40 e Sacarose 2 M) e homogeneizado no vortex rapidamente. O lisado foi entédo
centrifugado a 16.000xg a 4 °C por 5 minutos e o sobrenadante foi adicionado sobre
o gradiente de sacarose linear (15-55%), preparado em tampao TKM acrescido de
inibidores 1 mM PMSF e 10 uM E-64.

Para ensaios com puromicina, 1x10° formas epimastigotas de T. cruzi foram
tratadas com 2 mM da droga por 1 hora a 28 °C. Os parasitas foram centrifugados a
6000xg durante cinco minutos e suspendidos em 900 pl of tamp&do TKMP (Tris-HCI
10 mM pH 7,4; MgCl, 2 mM; KCI 500 mM, puromicina 1 mM) suplementado com 10
pg/ml de heparina, 10 uM de E-64 e 1 mM de PMSF. As células foram lisadas com a
adicdo de 100 pl tampdo TMKP suplementado com NP-40 10% e 2 M sacarose. O
lisado foi centrifugado e o sobrenadante foi adicionado ao topo do gradiente de
sacarose (15-55%) preparado com tampao TKMP e adicionado de inibidores 1 mM
PMSF e 10 uM E-64. Todos os gradientes foram centrifugados a 192.000xg por 2
horas a 4 °C em ultracentrifuga Hitachi Himac CP80WX em rotor P40ST.

ApoOs centrifugacdo, o equivalente a 500 pl foi coletado de cada fragdo
utilizando o sistema de separacdo de gradiente (ISCO) e detector UA-6 UV/VIS com

leitura a 254 nm. Este equipamento é destinado a coleta e quantificacdo de fracdes
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de gradientes de densidade e fornece um perfil de absorbancia continuo (filtro 256
nm) a medida que as fracdes sdo coletadas. O fracionamento foi obtido com a
introducéo de uma solucdo de sacarose 65% que foi injetada perfurando-se a base

do tubo que contém o gradiente previamente centrifugado.

3.16. Quantificacdo do nivel de mRNA por PCR quantitativo

PCR quantitativo foi realizado de acordo com critérios MIQE (BUSTIN et al.,
2009). O RNA total foi extraido de epimastigotas de T. cruzi na fase de crescimento
exponencial com o kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen), utilizado de acordo com as
instrucdes do fabricante. O DNA remanescente na amostra foi digerido com 1 U de
DNase RQ1 (Promega) por pg de RNA. A reacdo de transcricdo reversa realizada
com 1 pg de RNA, primer oligo(dT) (Invitrogen) e o kit ImProm-lI™ Reverse
Transcription System (Promega), conforme protocolo do fabricante. O cDNA obtido
foi utilizado para as reacdes de PCR quantitativo realizadas em termociclador
AB7500 (Applied Biosystems). Assim, as reag0es foram realizadas contendo 10 ou
20 ng de cDNA, 5 pmol de cada oligonucleotideo especifico para cada gene (Tabela
3) e 10 ul Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystem), em um volume final
de 20 ul. Para determinac&o de um valor arbitrario das amostras, foi construida uma
curva padrao com cinco pontos (em triplicata técnica) a partir de 40 ng total de uma
amostra com concentracdo determinada, usando diluicdo seriada com razéo 1:5.

A reacéao foi incubada a 95 °C por 10 minutos, seguida de 45 ciclos de 95 °C
por 15 segundos, temperatura de anelamento de acordo com a padronizacdo dos
oligonucleotideos por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto. A emissao da
fluorescéncia foi quantificada nas etapas de extensdo. Apds a ciclagem, foi
adicionada a etapa de dissociacdo. Cada amostra e o normalizador foram
analisados em triplicata e o resultado das médias e dos desvios padrao foi utilizado
para analisar a expressao génica. Os niveis de expressdo foram calculados pelo
método de Livak & Schmittgen, 2001.
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TABELA 3 - OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS NAS ANALISES DE gPCR

Produto de amplificacao

Oligonucleotideos

Sequencia 5 ->3"

HIP 114F1 TGGCTCATGTCATTAACTTTCAA
hypothetical protein, conserved HIP 114R1 GTGAAGGGCAGTGTAAGTCGT
(Tc00.1047053509455.114) HIP 114F2 CATGGGTTTGGGTTGGGATTT
HIP 114R2 ACTTCGCTTGGGTGCTCA
U2 77.20F1 GGAGAAACATAGCCGAGGAAGT
U2 splicing auxiliary factor, putative U2 77.20R1 AATCACTTGGATGCGGTCTTG
(Tc00.1047053503577.20) U2 77.20F2 CGGACGCGTCTCACATT
U2 77.20R2 TGCCCCGCGTCCACACTT
L37F1 CCGCCGCCGTTACAAT
ribosomal protein L37, putative L37R1 TGCGGTTCACCTCCTTCAG
(Tc00.1047053506885.14) L37F2 GCGGCCGCAACGCATACC
L37R2 CAGTGCGACGGCGTTTGATG
mitochondrial processing peptidase alpha subunit, MIT 67.340F1 GTGCAGTCATTCTACCGTCCATA
putative,metallo-peptidase, Clan ME, Family M16, MIT 67.340R1 CAACTTCGTCGTCCTTCACTTT
putative MIT 67.340F2 AAAGTGAAGGACGACGAAGTTG
(Tc00.1047053511367.340) MIT 67.340R2 TAAAGTGGCAATAAAGTCGCAG
HIP 27.100F1 GCACAGATGCAGGGGAAGTTT
hypothetical protein, conserved HIP 27.100R1 TACGGTTGCTTCTTCAGGCTTATT
(Tc00.1047053511727.100) HIP 27.100F2 TTAAAGAGACTTTATTCCCTGACACA
HIP 27.100R2 GCACCACACCCGCTACCAT

cyclophilin, putative
(Tc00.1047053506413.80)

CYCLO37.110F1

CGTTGTCTTTGGACAGGTGCTA

CYCLOS37.110R1

ATGCCTCCTTTAGAACACCACA

CYCLO37.110F2

ATTATTCCCGGCTTTATGATTC

CYCLO37.110R2

GAGAGTATCCCTGGCCCTTTAT

vacuolar-type proton translocating pyrophosphatase 1
(Tc00.1047053510773.20)

VAC73.20F1 CTTGATGCCGCAGGTAACACTA
VAC73.20R1 CGAGAAGCAGTACGGCAACAT
VAC73.20F2 GCGGACTGCATAGGCGATAA
VAC73.20R2 CCGGCGGCAATCACAAG

protein tyrosine phosphatase-like protein, putative
(Tc00.1047053509109.130)

TYRO 09.130F1

CACTTGATGCGGTGGGTTACG

TYRO 09.130R1

GCAGATCAAAGACCCCTCATTACC

TYRO 09.130F2

CTCGAACAGGAGAAGAACAAGTCA

TYRO 09.130R2

GCCAGCGCAACCAAAATG

ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative
(Tc00.1047053510187.290)

DEAD87.290F1

GCAAAGGCCGCGCTATCAG

DEAD87.290R1

TTGCCGGCAGTTCCATTATTATTC

DEAD87.290F2

CTCGATATAAAAGAGCTGGAGACTGT

DEAD87.290R2

GTGTGAACGCCTCTCCTTTTG

membrane-bound acid phosphatase, putative
(Tc00.1047053506025.4)

MBOUNDF1 CGTGTCCACCCGTTCCATT
MBOUNDR1 CGCTCTCACTGGCGTAAATCC
MBOUNDF2 CACGTCTCGCAGGGCTACAAC
MBOUNDR2 CGTACTGCATCATCATCTTCGTGTT

hexose transporter (pseudogene), putative,hexose
transporter, putative, frameshift
(Tc00.1047053506355.100)

HEXO55.100F1

GTCAGGCAGTCGCGTTCATCTTT

HEXO55.100R1

TCCTCCCACGGGTACAAGAAGAAC

HEXO55.100F2

AACTGTTCCCACGCTCTTTCCG

HEXO55.100R2

AGATAAGACCAATGCAGCCAAAAA

NADH-dependent fumarate reductase, putative

NADH49.60F1

GCCGGAGAAGGATACAACCATT

NADH49.60R1

GCAGCAACCTCGTCCACATAGT

(Tc00.1047053503849.60) NADH49.60F2 TTTACCTGACGATGAGGGTGTTGT
NADH49.60R2 GCAGCTTTCATTTCCACCGTATC
actin, putative ActinaF ACAATCATGCAGGTGGGTAAC
(Tc00.1047053510571.30) ActinaR ATTTGTTGATGGACTGGAAGGT
ribosomal protein S7 S7F CGTGATCGCAAACGCGTGGAGTC
(Tc00.1047053506593.19) S7R TTCCACATGAAGCCAAAACTC
RNA helicase Sub2 Sub2F GAGAAGGAGATTAAACGTGAGAAC
(Tc00.1047053508319.40) Sub2R TCTGGTTAAGTTGAGTGCTGATG
60S ribosomal protein L26, putative L26F CTTTCAGGCGCCGAGTCAT
(Tc00.1047053511067.20) L26R CGCGCACTTCATCGTCCTTA
RNA helicase Dhh1 DHH1F TGGCCGCTCCGGTCGCTTT
(Tc00.1047053506959.30) DHH1R TTATGCGGCGTAGAGTTCAGG
Beta tubulin BtubF GGCGCAGAGCTGATTGATT
(Tc00.1047053506563.40) BtubR GTACCACCGCCAAGAGAGTG
zinc finger protein 2, putative ZFP2F AGATGTGCATCTATTGGGAAAAA
(Tc00.1047053401469.10) ZFP2R TCTTGCGATGGCTGTTGAG
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3.17. Quantificacdo do nivel de proteina por abordagem protedmica

O equivalente a 5 x 10’ parasitas selvagem (WT) e nocaute de Hel45 (KO)
em fase de crescimento exponencial foram obtidas por centrifugacdo a 5000 x g
durante 5 minutos. Essas células foram lavadas em PBS e o extrato proteico total foi
obtido baseado na metodologia de FASP (FASP — Filter-Aided Sample Preparation)
(WISNIEWSKI et al., 2009). Assim, a lise das células foi realizada em tamp&o
contendo Ureia 7M, SDS 4%, DTT 1 mM, MgCl, 1mM e um coquetel de inibidor de
proteases (COMPLETE Mini Protease inhibitor cocktail tablet, Roche) e os restos
celulares ndo solubilizados foram removidos por centrifugacdo 15.000xg por 15
minutos. O sobrenadante foi incubado com nuclease benzonase 1 mM durante 30
minutos. A concentracdo das amostras foi determinada, e a quantidade de 15 ug de
extrato de proteina foi separada para um filtro Microcon® 10K devices (Milipore),
onde foram realizadas as etapas de alquilacdo com iodoacetamida 5,5 mM por 20
minutos (no escuro), adicdo de 4 volumes de Bicarbonado de aménio 20 mM e
digestdo com tripsina (Promega) na razdo de 1/50 (protease/proteina) durante 16
horas. Peptideos tripticos foram removidos do filtro por centrifugacdo e purificados
usando colunas RP-C18 (em Stage tip). As misturas de peptideos foram separadas
online por cromatografila liquida (nanoLC - nanoscale capillary liquid
chromatography) de fase reversa (RP) e analisadas no espectrometro de massas
por electrospray (ESI MS/MS - electrospray tandem mass spectrometry). Os
experimentos foram realizados nos aparelhos com sistema 1D nanoLC plus
(Eksigent, Dublin, CA) conectados ao espectrdmetro de massas LTQ Orbitrap XL
ETD (plataforma de espectrometria de massas RPTO2H PDTIS / Instituto Carlos
Chagas - Fiocruz Parand) equipado com uma fonte de ions nanoelectrospray
(Thermo Scientific). A separacdo cromatogréafica dos peptideos aconteceu em uma
coluna de 15 centimetros de silica (75 mm de diametro interno) a nivel interno
empacotada com resina de fase inversa C18 ReproSil-Pur-AQ de 3 pum (Dr. Maisch
GmbH, Ammerbuch-Entringen, Alemanha). Assim, as misturas de peptideos foram
injetadas para a coluna com fluxo de 250 nL/min e, em seguida, eluida com
concentracdes gradiente de 5% a 40% de acetonitrila em acido férmico durante 180
minutos. O espectrébmetro de massas foi operado em modo dependente de dados
para alternar automaticamente na aquisicdo de MS e MS/MS (MS2). Os espectros
de MS para cada amostra foram analisada com 5 intervalos diferentes de massa
(300-520 m/z, 495-625 m/z, 600-720 m/z, 695-875 m/z e 850-1400 m/z) e os dados

foram adquiridos no analisador Orbitrap com resolucdo de R = 60.000 em m/z 400
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(ap6s a acumulacdo de um valor-alvo de 1.000.000 no ion trap linear). Os dez ions
mais intensos foram sequencialmente isoladas e fragmentadas no ion trap linear
usando dissociacdo induzida por colisdo com um valor-alvo de 10.000. lons alvos
selecionados para MS/MS foram excluidos dinamicamente durante 90s. A opc¢éao de
"lock mass" foi ativado em todas as analises completas para melhorar a precisdo de

massa de ions precursores (OLSEN et al., 2005).

3.18. Imunoprecipitacao

Esta etapa foi realizada em colaboracdo com o Dr Mark C. Field da
Universidade de Dundee. Assim, nanobody anti-GFP recombinante derivado de
dominios VHH de camelideos, expressado e purificado previamente conforme
descrito em Fridy et al. (2014), foi cedido pelo grupo do Dr. Michael P. Rout.

3.18.1. Acoplamento de nanobody anti-GFP a esferas magnéticas

Inicialmente, foram utilizados 30 mg de esferas magnéticas Dynabeads® M-
270 epoxy (Life technologies) que foram lavados com 1 ml de tampéao fosfato pH 7,4
100mM e suspendidas em 100 pl do mesmo tampéao fosfato. Bactérias Escherichia
coli linhagem Arctic Express (DE3) (Agilent) transformadas com o vetor pET21-pelB-
VHH foram utilizadas para a inducdo, expressdo e purificagdo de nanobody
recombinante a-GFP, conforme descrito em Fridy et al. (2014). 100 ul de nanobodies
(contendo o equivalente a 300 ug) foram adicionadas as esferas magnéticas e 100 pl
de sulftato de amdnio 3M foi acrescentado lentamente para evitar a precipitacdo de
proteinas. Essas esferas foram incubadas nessa condi¢édo, durante 72 horas a 30°C
sob agitacdo constante. Apés isso, foram lavadas sequencialmente com 1 ml de
cada solucao: tampéo fosfato pH 7,4 100 mM; Glicina pH 2,5 100 mM; Tris-HCI pH
8,8 10 mM; Trietilamina 100 mM; solucdo de PBS; Triton X-100 0,5% em PBS e,
novamente, solugédo de PBS. As esferas foram suspendidas em 150 pl de PBS e

estocadas a 4°C até o momento do uso.
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3.18.2. Preparacédo de extrato proteico por Cryogrinding

O equivalente a 3 g de ambos parasitas (T. cruzi) selvagem e expressando a
proteina fusionada GFP foi centrifugado a 5.000xg durante 5 minutos, lavadas em
PBS contendo inibidor de protease (COMPLETE Mini Protease inhibitor cocktail
tablet, Roche), centrifugadas novamente e o sobrenadante foi descartado. As células
foram suspensas na solucdo de PBS remanescente, rapidamente congeladas por
gotejamento do pellet diretamente em Nitrogénio liquido e o tubo foi mantido em gelo
seco até total evaporacdo do Nitrogénio. As células congeladas foram lisadas
mecanicamente pela técnica de Cryogrinding utilizando o moedor Planetary Ball PM
100 (Retsch) com injecdo de Nitrogénio liquido diretamente a amostra. Assim, apos
moagem das amostras, foi obtido um “pd de células” de espessura menor que 0,1
um  (detalhes  técnicos do equipamento podem ser obtidos em

http://www.retsch.com/)

3.18.3. Isolamento de complexos proteicos

Diferentes tamp0fes foram testados para solubilizacdo do p6 contendo o
extrato proteico. Os testes para a imunoprecipitacdo de cada proteina podem ser
conferidos nos Apéndices, nas figuras C e E. Foram padronizados os seguintes
tampdes de suspensdo para: Sub2 (citrato de sédio 10 mM; Hepes pH 7,4 20 mM,;
MgCl, 1 mM; CaCl, 10 uM; e CHAPS 0,1%), Crm1 (citrato de sédio 250mM; Hepes
pH 7,4 20 mM; MgCl, 1mM; CaCl, 10 uM; e CHAPS 0,1%) e Hel45 (citrato de sodio
50 mM; Hepes pH 7,4 20 mM; MgCl, 1 mM; CaCl, 10 uM e TritonX-100 0,1%).
Assim, a quantidade de 50 pg do po6 foi suspensa em 1 ml desse tampéo
suplementado com inibidor de protease (COMPLETE Mini Protease inhibitor cocktail
tablet, Roche), sonicada uma vez em poténcia 1 por 2 segundos e a mistura foi
centrifugada a 20.000xg durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado em
novo tubo, foram adicionados 3 ul da esfera magnética com nanodoby anti-GFP
conjugado previamente preparada, e a suspensdo foi incubada sob agitacao
constante a 4°C durante duas horas. Em seguida, a esfera magnética foi lavada trés
vezes com 0 mesmo tampéao de suspensao e a eluicdo foi realizada com 50 pl de
tampao de eluigdo (SDS 2% e 20 mM Tris-HCI pH 8,0) aquecido a 72°C durante 20
minutos. Uma aliquota de 7 pl da amostras foi analisada em gel SDS-PAGE

comercial, conforme descrito no item 3.6.2, e restante do material (43 pl) foi
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precipitado com Etanol 100% para um volume final de 500 pl, durante 16 horas a -
20°C. Apos isso, foram suspensas em 50 ul de Etanol 100%.

O processamento das amostras e andlise de espectrometria de massas
foram realizados pela plataforma de proteémica da Universidade de Dundee (Reino
Unido). Desse modo, as amostras foram submetidas a corrida eletroforética de dois
centimetros em um gel comercial NUPAGE® Novex Bis-Tris Gel 10% (Life
Technologies), conforme recomendacao do fabricante. Em seguida, as amostras
foram excisadas do gel com um bisturi e lavadas nas seguintes solugcdes: agua, 200
ul de Acetonitrila, 200 pl de solucédo de Bicarbonato de aménio 100 mM, 200 pl de
solucdo contendo 50% Acetonitrila e 50% Bicarbonato de amoénio 100 mM e 100 pl
de Acetonitrila 100%. As amostras em gel foram desidratadas em SpeedVac
(Thermo Scientific) e, em seguida, foi realizada reducdo dos peptideos com 50 ul de
DTT 10 mM (diluido em Bicarbonato de amoénio 20 mM) a 56°C durante 1 hora,
seguido de lodoacetamida 50 mM a temperatura ambiente durante 30 minutos. O gel
foi lavado com 200 ul de Bicarbonato de amdénio 100 mM, 200 pl de solucéo
contendo 50% Acetonitrila e 50% Bicarbonato de aménio 100 mM e 100 pl de
Acetonitrila 100%, novamente desigratado com em SpeedVac (Thermo Scientific) e
a digestdo em gel foi realizada com tripsina 12,5 pg/ml (Modified Sequencing Grade,
Roche) durante 18 horas a 30°C sob agitacdo. Em seguida, foi adicionado
Acetonitrila 100%, centrifugado e o sobrenadante, contendo os peptideos tripticos,
foi coletado. Foram acrescentados 50 pl de Acido férmico 5%, novamente
centrifugado e o material transferido para frascos de HPLC e analisado previamente
no sistema Ultimate 3000 RS LCnano system (Thermo Scientific) acoplado a LTQ
Orbitrap XL (Thermo). Assim, os peptideos tripticos foram inicialmente capturados
com o sistema Acclaim PepMap 100 (C18, 100 uM x 2 cm) e fracionados em uma
coluna C18 Easy-Spray PepMap RSLC (75 puM x 50 cm) (Thermo Scientific) no
cromatdgrafo e transferidos para o espectrometro de massas via fonte Easy-Spray a

50°C e voltagem de 1,3kV. O sistema OrbiTrap XL seguiu os seguintes parametros:

FTMS Full AGC Target: 500000,00
lon Trap MSn AGC Target: 10000,00
Fill Time FTMS (ms): 500

Fill Time ITMS (ms): 150
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Lock Mass:

FT-MS:
Resolution:
Mass Range (m/z):
Scan Type:
Polarity:
Data Type:

IT-MS/MS:
Data Type:
Activation Type:
Min. Signal Required:
Isolation Width:
Normalized Coll. Energy:
Default Charge State:
Activation Q:

Activation Time:

445,120024

60000
335-1800
Full
Positive

Profile

Centroid
CID
5000
2,00
35,0

2

0,250
10,000

Apos essa primeira verificagdo da qualidade da amostra, as andlises de

espectrometria foram realizadas com o sistema Ultimate 3000 RS LCnano system

(Thermo Scientific) acoplado a um LTQ OrbiTrap Velos Pro (Thermo Scientific). Esse

equipamento utilizou como parametros:

FTMS Full AGC Target:
lon Trap MSn AGC Target:
Fill Time FTMS (ms):

Fill Time ITMS (ms):

1000000
5000,00
500

100
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Lock Mass: 445,120024

FT-MS:

Resolution: 60000

Mass Range (m/z): 335-1800
Scan Type: Full

Polarity: Positive

Data Type: Profile

IT-MS/MS:

Data Type: Centroid
Activation Type: CID
Min. Signal Required: 5000
Isolation Width: 2.00
Normalized Coll. Energy: 35.0
Default Charge State: 2
Activation Q: 0.250
Activation Time: 10.00

3.19. Analise de dados protedmicos

Para as anadlises de prote6bmica realizadas com extrato proteico total, a
identificacdo de proteinas, quantificacdo e validacdo foram feitos utilizando a
plataforma MaxQuant (versdo 1.3.0.5) (COX & MANN, 2008). A procura de
espectros de massa no banco de dados foi realizada utilizando o processo
Andrébmeda (COX et al., 2011), que estad integrado no ambiente MaxQuant. A
identificacdo de proteinas foi baseada nos bancos de dados de sequéncias de
proteinas de T. cruzi [Esmeraldo-like, ndo Esmeraldo-like e contigs sem atributos,
versao 4.2 acessado em 15 de agosto de 2012 disponivel em
http://tritrypdb.org/tritrypdb/ (ASLETT et al., 2010)]. A abordagem de "decoy", para

mensuracao dos erros, foi usada através de geracdo de um banco tedrico de

sequéncias invertidas de cada sequéncia regular de entrada. Esse banco de erros
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tedricos foi complementado com contaminantes freqiientemente observados (tripsina
suina, endopeptidase lysyl de Achromobacter lyticus e queratina humana) e também
com suas sequéncias invertidas. Parametros de pesquisa foi definida em tolerancia
MS de 7 ppm, tolerancia MS/MS de 0,5 Da, completa especificidade de tripsina,
permissdo de até duas clivagens perdidas, permissdo de 1% de erro para a
identificacdo de proteina e de peptideo calculado de forma independente.
Carbamidometilacdo de cisteina foi selecionado como uma modificagdo fixa e
oxidacdo de metioninas e acetilacdo N-terminal (proteina) como modificacdes
variaveis. Para a validacao das identificacbes, um minimo de seis aminoacidos para
tamanho do peptideo e dois peptideos por proteina foram utilizados. Além disso,
uma linha de corte para taxa de falsos positivos (FDR - false discovery rate) foi
estabelecida em 0,01 e aplicado a ambos peptideos e proteinas. A analise de
expressao foi realizada usando a ferramenta R do pacote Limma que utiliza modelos
lineares para a avaliagdo da expressao diferencial (SMYTH, 2004). Apés a andlise,
0s p-valores foram ajustados usando o método Benjamini-Hochberg (BH)
(BENJAMINI & HOCHBERG, 1995) para controle de FDR. Apenas as proteinas com
FDR igual ou menor do que 0,01 foram seleccionados para posterior andlise.

Para os espectros obtidos durante os ensaios utilizando as amostras de
imunoprecipitagdo, as analises dos dados foram realizadas utilizando a ferramenta

Mascot Search Engine (Version 2.3.2) (http://www.matrixscience.com/) contra o

banco de sequéncias de proteinas de T. cruzi do Uniprot (54.500 sequéncias) de 5
cepas diferentes de T. cruzi (CL Brener Esmeraldo-like, CL Brener ndo Esmeraldo-
like, Sylvio, Dm28c e Marinkellei). Essa estratégia foi utilizada para aumentar a
cobertura dos peptideos identificados. A abundancia de proteinas foi inferida a partir
do numero total de espectros de MS/MS gerados de péptideos relacionados a
mesma (LIU et al., 2004). A quantificacdo relativa aproximada das proteinas
presentes nos complexos foi estimada de modo label-free e através do indice de
abundancia proteica exponencialmente modificado (emPAl), determinado em uma
mistura baseado na cobertura dos peptideos da proteina identificada (ISHIHAMA et

al., 2005). Assim, o valor de emPAI é determinado pela férmula abaixo:

Nobservado
emPAIl = 10QNobservavel — 1
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Nobservado Fefere-se ao nimero de peptideos observados experimentalmente
€ Nobservavel € 0 NUMero calculado de peptideos para cada proteina através de
digestdes determinadas in silico. As buscas seguiram 0s seguintes parametros: taxa
de falsos positivos (FDR) de 1% e os peptideos que apresentaram valor
estatisticamente significativo de p-valor <0.05. emPAl é diretamente proporcional a
abundéancia absoluta de uma dada proteina em uma amostra de conteudo proteico
total conhecido (ISHIHAMA et al., 2005). Desse modo, o indice absoluto de emPAI
para cada proteina do controle foi subtraido do valor obtido das amostras
imunoprecipitadas no extrato testado e o resultado final foi considerado de alta

confianca para valores acima de 1,5.
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4. RESULTADOS

4.1. CAPITULO1

“Identification of a novel nucleocytoplasmic shuttling RNA helicase of
Trypanosomes”
(Identificacdo de uma RNA helicase de Trypanosomas que migra entre o nlcleo e o

citoplasma)

Publicado em 2014: PLoS ONE 9(10): e109521. doi: 10.1371/journal.pone.0109521

Autores: Alexandre Haruo Inoue, Mariana Serpeloni, Priscila Mazzocchi Hiraiwa,
Sueli Fumie Yamada-Ogatta, Jodo Renato Carvalho Muniz, Maria Cristina Machado
Motta, Newton Medeiros Vidal, Samuel Goldenberg, Andréa Rodrigues Avila

Neste capitulo, alguns resultados da tese foram compilados em um primeiro
manuscrito publicado na revista PloS One (doi: 10.1371/journal.pone.0109521),
descrevendo a identificagédo de Hel45 como uma RNA helicase que funcionalmente
migra entre o nucleo e o citoplasma. Hel45 est4 anotada nos bancos de dados de T.
cruzi como uma RNA helicase dependente de ATP com massa molecular predita de
45 kDa (Genes alelos: Tc00.1047053506587.40 e Tc00.1047053506929.60 / Gl =
71418343) e pertencente a familia DEAD/H. Proteinas dessa familia apresentam
nove motivos conservados e agrupados em dois dominios que se estruturam em
dobramentos tipo RecA e estdo envolvidos na atividade RNA helicase a partir da
ligacdo e hidrolise de ATP (CORDIN et al., 2006; LINDER, 2006). O dominio amino
terminal contém o motivo Q para o acoplamento e posicionamento de ATP, |
(conhecido por Walker A) e Il (Walker B) para a atividade ATPase; lll, para a
intermediacdo entre hidrdlise de ATP e atividade helicase; e, la e Ib, envolvidos na
ligagdo ao RNA. O dominio C-terminal apresenta os motivos IV e V que também
estdo relacionados a ligagdo ao RNA e o motivo VI que coordena as atividades
ATPase e helicase (CORDIN et al., 2006). Nesta publicacdo do grupo, destacamos a
similaridade de Hel45 com diferentes RNA helicases. Apesar de também ser similar
a Dbp5 de fungos, envolvido na liberacdo do mRNA para maquinaria de traducéo no
citoplasma, a similaridade de Hel45 foi maior com proteinas que pertencem ao grupo
de elF4A (elF4A - eukaryotic initiation factor 4A). Essa maior semelhanga também foi
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observada na modelagem molecular por homologia estrutural, pois a predicao
tridimensional de Hel45 foi baseada em estruturas de elF4A de fungos e de
humanos (nimero de acesso 2VSO e 2ZU6, respectivamente) e elF4Alll de
humanos (nimero de acesso 2HYI, 2J0S e 2HXY) depositadas no banco de dados
de proteina PDB. Na estrutura predita (Figura 1 do artigo) foi possivel verificar que
Hel45 apresentou os dominios amino e carboxi-terminal, tipicos de RNA helicases, e
conservacao dos nove motivos. Baseado nesses dados de bioinformética, iniciamos
as analises funcionais que evidenciassem o papel de Hel45 no metabolismo de
MRNA e na via de exportacdo de mRNA de Trypanosoma cruzi.

Apesar de a analise comparativa demonstrar similaridade com fatores de
iniciacao da traducéo (elF4A), Hel45 nao esteve presente em complexos associados
a traducéo (Figuras 2A e 2B), embora forme complexos com RNAs mensageiros
(Figuras 2C e 2D). Dados da localizacao celular mostraram que Hel45 foi encontrado
nos compartimentos nuclear e citoplasmatico, com aglomeracdo em regides
caracteristicas de poro nuclear (Figura 3C.2). Dentro do ndcleo, Hel45 se concentrou
em periferia de cromatina eletrodensa, regido que pode estar relacionada a
transcricdo e ao processamento de mRNAs (Figura 3C.1). Assim, essa marcacdo em
ambos os compartimentos sugeriu a capacidade de migracao nucleocitoplasmatica
de Hel45. Para testar essa hipotese, foi realizada a busca na sequéncia de Hel45
por sinais especificos que indiguem seu transporte a partir da predicdo pelo
programa NESsential (FU et al., 2011). A proteina apresentou a probabilidade de
31% para a predicdo em nivel de proteina, ou seja, a probabilidade de uma dada
proteina conter um NES por, principalmente, anélises de conservacédo de sequéncia
primaria, de regibes desordenadas e de acessibilidade a solventes. Ja para a
predicdo em nivel de sequéncia (probabilidade de sitios putativos serem
funcionalmente um NES), abaixo estdo apresentadas as sequéncias candidatas
acompanhadas da predicéo entre parénteses:

255-LYDTLTI-261 (0.63)
166-LKTLVL-171 (0.14)

207-VDVLEM-212 (0.11)
193-IPPLQV-198 (0.11)

201-VSATLPV-207 (0.09)
25-FEAMGL-30 (0.09)

53



79-ICLLQV-84 (0.07)
334-LNYDLPF-340 (0.06)
196-LQVVLV-201 (0.06)
236-MQYFVAV-242 (0.05)
114-IGHHMGL-120 (0.05)
138-LESGVQI-144 (0.05)
192-MIPPLQV-198 (0.04)
261-IAHAVIF-267 (0.03)
49-1QKRFIV-55 (0.03)
327-VEQVSL-332 (0.03)
217-MTEPVRI-223 (0.03)

Desse modo, a sequéncia candidata 255-LYDTLTI-261 com maior
probabilidade de ser um NES (63%), localizada estruturalmente proxima a
extremidade carboxi-terminal (Figuras 1B e 1C), foi testada. A delecdo dessa
sequéncia de Hel45 (Figura S1) resultou no acumulo nuclear da proteina (Figura
4A), indicando que a exportacdo € dependente possivelmente de um receptor que
interage com NES. Entretanto, esse sinal aparentemente ndo € reconhecido pela
exportina Crm1, uma vez que o tratamento de parasitas com leptomicina B, droga
gue especificamente inibe Crm1 (CUEVAS et al. 2005), ndo alterou a localizagéo de
Hel45 (Figura 6A). O transporte de Hel45 somente foi impedido quando a transcrigdo
foi inibida (Figura 5A) e quando o RNAi em T. brucei foi induzido contra o ortélogo e
receptor Mex67 (Figuras 6E.1 e S3). Neste ultimo caso, além de Hel45, os mMRNAs
poliadenilados também ficaram acumulados no nucleo (Figuras 6E.1 e S2). Esses
dados indicam que esta RNA helicase estd associada com o controle pos-
transcricional em T. cruzi e sua migracdo envolve uma via de exportacdo de mRNA
pelo receptor Mex67. Todos os dados resumidos acima podem ser lidos na integra

no trabalho abaixo.
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Abstract

Gene expression in trypanosomes is controlled mostly by post-transcriptional pathways. Little is known about the
components of mRNA nucleocytoplasmic export routes in these parasites. Comparative genomics has shown that the
mRNA transport pathway is the least conserved pathway among eukaryotes. Nonetheless, we identified a RNA helicase
(Hel45) that is conserved across eukaryotes and similar to shuttling proteins involved in mRNA export. We used in silico
analysis to predict the structure of Trypanosoma cruzi Hel45, including the N-terminal domain and the C-terminal domain,
and our findings suggest that this RNA helicase can form complexes with mRNA. Hel45 was present in both nucleus and
cytoplasm. Electron microscopy showed that Hel45 is clustered close to the cytoplasmic side of nuclear pore complexes,
and is also present in the nucleus where it is associated with peripheral compact chromatin. Deletion of a predicted Nuclear
Export Signal motif led to the accumulation of Hel45ANES in the nucleus, indicating that Hel45 shuttles between the
nucleus and the cytoplasm. This transport was dependent on active transcription but did not depend on the exportin Crm1.
Knockdown of Mex67 in T. brucei caused the nuclear accumulation of the T. brucei ortholog of Hel45. Indeed, Hel45 is
present in mRNA ribonucleoprotein complexes that are not associated with polysomes. It is still necessary to confirm the
precise function of Hel45. However, this RNA helicase is associated with mRNA metabolism and its nucleocytoplasmic
shuttling is dependent on an mRNA export route involving Mex67 receptor.
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these parasites, and the identity of factors that determine the fate
of mRNA in the cytoplasm remains to be unveiled.

In yeast and mammalian cells, the bidirectional translocation of
macromolecules between the nucleus and cytoplasm (e.g. RNAs to
the cytoplasm and transcription factors to the nucleus) involves the
nuclear pore complex (NPC), which is composed largely of
nucleoporins [10]. The NPC mediates the transport of molecules
by interacting transiently with proteins from the B-karyopherin
family [11], which are conserved nuclear receptors known as
importins and exportins [12]. Crml is the major exportin in many
organisms [13]. It recognizes a nuclear export sequence (NES)
motif in shuttling proteins and its activity is dependent on
RanG'TP [14,15]. Only some mRNAs are transported by Crml
[16,17,18,19]. Instead, most mRINAs are exported by the Mex67
receptor [19], which does not belong to the karyopherin family
and functons in a RanGTP-independent manner. During
transcription, RNA-binding proteins of the THO complex

Introduction

Chagas disease is a neglected disease endemic to Latin America,
where about eight million people are affected [1]. This disease 1s
caused by infection with Trypanosoma cruzi (T. eruzi). In addition
to their medical importance, trypanosomatids are interesting
experimental models because the regulation of gene expression in
these organisms have some unusual features. Several genes are
grouped together under the control of a single promoter region
[2,3] and give rise to long polycistronic transcripts. These
transcripts are processed by trans-splicing and polyadenylation
to form monocistronic messenger RNA (mRNA) [4,5,6]. The
resulting mature mRNAs are then transported from the nucleus to
the cytoplasm, where protein synthesis occurs. Gene expression is
controlled mostly by post-transcriptional events and the mecha-
nisms controlling mRNA processing [4,5,6] and stability [7,8,9]
arc becoming increasingly understood. However, little is known

about the mechanisms of mRNA nucleocytoplasmic transport in
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the ribonucleoprotein complex (mRNP). This involves the
recruitment of processing and export factors, such as Sub2 and
Yral, resulting in the formation of the transcription/export
(TREX) complex. The TREX complex interacts with the
spliccosome and processed mRNAs are exported through the
NPC by the Mex67 receptor and are disassembled in the
cytoplasm by the ATP-dependent helicase Dbp5 (DDXI19 in
humans) [20,21]. Comparative genomic analyses have demon-
strated that the mRNA export pathway is poorly conserved in
many parasites, including 7. c¢ruzi [22], suggesting distinet
mechanisms in mammals and parasites.

In this study, we investigated the function of an ATP-dependent
DEAD/H RNA helicase (Hel45) in 7. cruzi. We show that Hel45
shuttles between the nucleus and cytoplasm and is located near to
NPCs. We demonstrate that the export of Hel45 is dependent on
transcription and we show that it forms ribonucleoprotein
complexes not associated with polysomes in the cytoplasm. We
also show that Hel45 has a nuclear export signal and its shuttling is
dependent on an mRNA export pathway, involving a homolog of
the Mex67 nuclear receptor. Our findings also suggest that this
protein is involved in mRNA metabolism and its nucleocytoplas-
mic shuttling is dependent on an mRNA export route involving
Mex67 receptor.

Materials and Methods

In silico analyses

Bioinformatic searches were locally performed using the
BLASTP algorithm [23] and Trypanosoma cruzi Hel45 (GI:
71418343) as query sequence. Proteome sequences from repre-
sentative species of different eukaryotic groups were downloaded
from the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
Reference Sequence (RefSeq) database [24]. Analyzed species
included: Saccharomyces cerevisiae (Fungi), Homo sapiens (Meta-
zoa), Dictyostelium discoideum (Amoehozoa), Arabidopsis thaliana
(Plantae), Plasmodium falciparum (Chromalveolata), Toxoplasma
gondit (Chromalveolata), Trypanosoma cruzi (Excavata), Trypano-
soma  brucei (Excavata), and Leishimania major (Excavata).
Multiple sequence alignment of the region (positions 25-365
according to Hel45) comprising the nine diagnostic conserved
motifs of DEAD-box helicases were performed using MUSCLE
[25]. Identity and similarity percentages were obtained using
needle program from the EMBOSS package [26].

Structural homology-based molecular modeling of Hel45
(GenelD 3541696) was carried out by protein searches with the
BLASTP of the protein data bank (PDB) database [27].
Alignments of proteins, based on primary and secondary
structures, with low levels of sequence identity were generated
with the GenTHREADER program [28]. A model was construct-
ed with MODELLER 9v11 [29]. Figures of the structural model
were generated with PyMOL software (available at http://www.
pymol.org).

The program NESsential [30] (available from http://seq.chbrc.
jp/NESsential/) was used for the prediction of classical nuclear
export signal (NES) and PredictNLS (available from https://
rostlab.org/owiki/index.php/PredictNLS) was used for the pre-
diction of nuclear localization signal (NLS) sequences.

Parasite cultures

T. cruzi Dm28c epimastigotes [31] were maintained in axenic
culture in liver infusion tryptose (LIT) medium at 28°C. For drug
assays, parasites were treated with 300 ng/ml leptomycin B
(Sigma-Aldrich) or 50 ug/ml actinomycin D (Sigma-Aldrich) at
28°C.
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RNA interference assay was carried out with procyclic forms of
Trypanosoma  brucer Lister 427 29-13 [32]. T. brucei were
maintained in SDM-79 medium at 28°C supplemented with
10% fetal bovine serum, G418 (15 pg/ml) and hygromycin
(50 pg/ml).

Polyclonal antibody production

The Hel45 open reading frame (ORF) was amplified by PCR
with the oligonucleotide primers Hel431" and Hel43R (Table 1).
T. cruzi Dm28c was used as the DNA template. The PCR product
was cloned into the pDONR'1 M991 vector from Gateway
technology (Invitrogen) and was then recombined into the
pDEST'™17 vector (Invitrogen) to produce a his-tagged Hel45
recombinant, according to the manufacturer’s protocol. Produc-
tion of recombinant protein was induced in Escherichia coli BL21
(DE3) by addition of 1 mM IPTG and incubation for 3 h at 37°C.
His-tagged Hel45 protein was purified by affinity chromatography
on Ni-NTA resin (Qiagen) under denaturing conditions, and was
used to inoculate mice to produce polyclonal antibodies (according
to De Souza et al. (2010) [33]).

Immunoblotting

Proteins were separated by gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
transferred to a nitrocellulose membrane (Hybond C, Amersham
Biosciences). The membrane was blocked with 0.1% Tween 20
and 5% milk in phosphate-buffered saline (PBS). Primary
antibodies were diluted in blocking solution at the following
concentrations: mouse anti-Hel45 (diluted 1:500), mouse anti-
PABP1 (diluted 1:100); mouse ant-H2A (kindly provided by
Gisele Fernanda Assine Picchi, diluted 1:250); rabbit anti-Protein
A (Sigma-Aldrich, diluted 1:40,000); mouse anti-Mex67 (diluted
1:50); mouse anti-GAPDH (diluted 1:500, kindly provided by
Flavia S. Pereira de Souza) and anti-S7 (diluted 1:1,000).

Antibodies were incubated with the membrane for 1 hour. The
membrane was then washed three times in 0.1% Tween 20 in
PBS. Bound antibodies were detected by the alkaline phosphatase
[34] or peroxidase [33] method.

The nuclear and cytoplasmic extracts for cellular fractionation
analysis were obtained by hypotonic lysis of epimastigote forms, as

described by Roberts et al. (1998) [35].

Light microscopy

The modified pTeGW vector [36] was used to tag the NT with
PTP [37]. The oligonucleotides used to clone the Hel45 ORF are
shown in Table 1. The nuclear export signal was deleted by fusion
PCR. For this, two fragments of Hel45 were amplified by PCR
with the Hel45F/NESR and NESF/Hel45R oligonucleotides
(Table 1) and these two amplicons were mixed prior to another
round of PCR. The fragment obtained was sequenced and
inserted into the pT¢GW vector to create a Hel45ANES mutant
tagged at its N-terminal end with PTP.

T. cruzi epimastigotes were transfected with these plasmids,
as described by Lu et al. (1991) [38]. Stable lines were selected by
adding 500 pg/ml G418 to the culture medium. The endogenous
and PTP-tagged Hel4d proteins were localized by indirect
immunofluorescence assays, as described by Serpeloni et al.
(2011) [39]. Mouse anti-Hel4d polyclonal antibodies (1:100
dilution) or rabbit anti-protein A (ProtA) antibodies (1:40,000
dilution) were incubated with the parasites for 1 hour at 37°C. The
parasites were then washed with PBS and incubated with Alexa
Fluor 488-conjugated goat anti-mouse IgG, Alexa Fluor 633-
conjugated rabbit anti-mouse IgG or Alexa Fluor 594-conjugated
goat anti-rabbit IgG antibodies (Invitrogen, 1:600 dilution), as
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Table 1. Oligonucleotides used for PCR.
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Primers Sequence Use
Hel45F 5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGGAGACGTCGAGCAAATAG 3’ Hel45 ORF
amplification
Hel45R 5" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAGAACTGGTCCGCAATATTTGCA 3’ Hel45 ORF
amplification
NESF 5" AATTTGAAACTCTCTGCGACGCCCATGCCGTTATCTTCTG 3’ NES deletion
NESR 5" CAGAAGATAACGGCATGGGCGTCGCAGAGAGTTTCAAATT 3’ NES deletion
Mex67RNAIF 5" CCCAAGCTTTGTTAAACCCACTGGAAGGC 3 Mex67 RNAI
Mex67RNAIR 5" CGCGGATCCAACACACGAGTGAAGTTGCG 3’ Mex67 RNAi

doi:10.1371/journal pone.0109521.t001

appropriate, for 1 hour. DNA was stained by incubation with
5 pg/ml DAPI for 15 minutes. Slides were analyzed by fluores-
cence microscopy (Nikon E600) and images were captured with a
CoolSnap PROcf (Media Cybernetics) camera and were analyzed
with Image Pro-Plus v. 4.5.1.22 (Media Cybernetics). Images were
also obtained by inverted microscopy (Leica DMI6000B) associ-
ated with deconvolution software Leica AFG000 (microscope
facility RPT07C PDTIS/Carlos Chagas Institute - Fiocruz

Parana).

Ultrastructural microscopy

Ultrastructural immunocytochemistry of Hel4d in T. eruz
epimastigote forms were performed as described by Motta et al.
(2003) [40]. Samples were blocked for 30 minutes with 3% BSA,
0.5% teleostean gelatin, and 0.02% Tween 20 in PBS pH 8.0, and
were then incubated with anti-Hel45 antiserum (1:50 dilution) for
I hour. The parasites, on grids, were treated for 30 minutes with
blocking solution and were incubated with 10 nm gold-labeled
anti-mouse IgG (Sigma-Aldrich) diluted 1:250 in blocking solution.
The grids were washed in blocking solution, stained with uranyl
acetate and lead citrate, and were observed with a Zeiss EM-900
transmission electron microscope.

Mex67 RNAI interference

The ortholog of Mex67 in T. brucei was named ThMex67
(GenelD 3664369). For gene knockdown by RNA interference,
the region corresponding to 362-845 of the nucleotide sequence
was chosen with the RNAit program [41]. A DNA fragment was
amplified with the oligonucleotides Mex67RNAIF (forward) and
Mex67RNAIR (reverse) (Tablel) for cloning into the p2T7-117
vector [42]. A total of 10 lg insert-containing vector was
linearized with Notl enzyme and was transfected into procyclic
forms of T. brucei 29-13 cell line [32].

Transfected parasites were selected by the addition of 5 pug/ml
phleomycin to the medium. RNAi was induced by adding 2 ug/
ml tetracycline to log phase parasites, and the knockdown
confirmed by western blotting with polyclonal antisera anti-
Mex67. Anti-GAPDH was used as a loading control.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) for the detection
of mRNA

For the detection of poly(A)* RNA in T brucei and T. cruzi, the
parasites were harvested, washed in PBS (pH 7.4), fixed by
incubation in 4% paraformaldehyde and were allowed to adhere
to poly-L-lysine-coated slides for 10 minutes. The slides were
washed in PBS and the parasites were permeabilized by
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Restriction endonuclease sites are underlined and attB recombination sites are shown in bold.

incubation with 0.2 M HCI (diluted in PBS) for 10 minutes. For
T. eruzi, the cells were incubated with prehybridization buffer
(35% formamide, 0.02% BSA in 2X SSC buffer) supplemented
with 25 pg/ml tRNA, 1 mg/ml salmon sperm DNA (Sigma-
Aldrich) and 40 U/ml RNaseOUT (Invitrogen) for 30 minutes at
37°C. For T. brucei, the cells were incubated with prehybridiza-
tion buffer containing 10X Denhardt’s solution, 1 mM EDTA,
35% formamide in 4X SSC and supplemented with 0.5 ug/ml
tRNA and 2 mU/ml RNaseOUT for 30 min at room tempera-
ture. Digoxigenin-conjugated oligo(dT) probes (6 ng/ul) were
diluted in prehybridization bufter and denatured by heating at
65°C for 3 minutes. Hybridization was performed for 16 hours at
37°C. Probe binding was detected by indirect immunofluores-
cence analysis with mouse monoclonal anti-digoxigenin antibody
(Sigma-Aldrich, 1:300 dilution) and Alexa Fluor 488-conjugated
goat anti-mouse IgG secondary antibody (Invitrogen, 1:600
dilution), as described previously. As a control, 100 pg/ml RNase
A was added to the pretreatment buffer before probe hybridiza-
tion.

Polysome sedimentation profiles

Polysome sedimentation profiles were obtained by the ultra-
centrifugation of cytoplasmic extracts (1x10” cells) of epimasti-
gotes on sucrose density gradients. The cells were treated with
100 pg/ml cycloheximide for 10 minutes at 28°C and were
harvested by centrifugation at 5,000 xg. Parasites were washed in
cold TKMC buffer (10 mM Tris-HCI pH 7.4; 10 mM MgCls;
300 mM KClI) supplemented with 100 pg/ml cycloheximide. Cell
pellet was resuspended in 900 ul TKMC buffer supplemented
with 100 pg/ml cycloheximide, 10 pg/ml heparin, 10 uM E-64,
10 mM PMSF and was transferred to a new tube containing
100 ul TKMC buffer to which 10% (v/v) NP-40 and 2 M sucrose
were added. The lysate was centrifuged at 16,000xg at 4°C for
5 minutes and 500 Wl of cleared supernatant was centrifuged on a
linear sucrose density gradient from 15 to 55% [43]. For
micrococcal nuclease treatment, the supernatant was incubated
with 500 U/ml micrococcal nuclease in the presence of 2 mM
CaCly for 30 min, and the reaction was blocked by adding
2.5 mM EGTA.

Parasites were treated with 2 mM puromycin for 1 hour at
28°C and were then washed in cold TKMP buffer (10 mM Tris-
HCIpH 7.4, 2 mM MgCl,, 500 mM KCl). Cells were centrifuged
at 5,000xg and were resuspended in 900 pl TKMP buffer
supplemented with 10 pg/ml heparin, 10 pM E-64, 10 mM
PMSF and 1 mM puromycin. Parasites were lysed with 100 pl
TKMP buffer supplemented with 10% (v/v) NP-40 and 2 M
sucrose. The cell lysate was centrifuged and 500 pl of the clear
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supernatant was layered onto a sucrose density gradient (15-55%)
prepared with TKMP buffer. All gradients were centrifuged at
192,000 xg for 2 hours at 4°C and fractions were separated with
an ISCO gradient fractionation system. Aliquots of 30 Ul of each
fraction were collected for western blotting with mouse anti-Hel45
and mouse anti-S7 antibodies.

mRNP isolation

The cytoplasmic fraction of epimastigotes was obtained by
hypotonic lysis, as described hy Roberts ef al. (1998) [35]. Poly(A)*
molecules were isolated from the cytoplasmic extract with 1 mg
magnetic oligo(dT)-conjugated beads from the PolyATract mRNA
Isolation System IV (Promega) according to the manufacturer’s
protocol. Cytoplasmic extracts were incubated with the beads for
16 hours at 4°C. The beads were washed three times with
hypotonic buffer containing 5 mM 2-mercaptoethanol and 1%
NP-40, and bound particles were eluted with 0.2% SDS with
heating at 95°C for 5 minutes. As a control, 10 pg/ml RNase A

was added to the protein extract before its incubation with beads.

Results

Comparative analysis and prediction of the structure of
the ATP-dependent DEAD/H RNA helicase (Hel45)

Previous analysis demonstrated the existence of a T. eruzi
protein sequence that we named Hel45, conserved across different
cukaryotic supergroups examined, including several species of
Excavata and Chromalveolata [22]. It is a protein with a predicted
molecular weight of 44.9 kDa that belongs to the ATP-dependent
DEAD/H RNA helicase family. Comparative analyses by multiple
sequence alignment demonstrated that the nine characteristic
motifs (Q, I, la, Ib, II, III, IV, V, VI) of the DEAD-box helicase
protein family [44] were conserved in Hel45 (Figures 1A and 1B).
Besides, we observed that Hel45 is similar to shuttling proteins
involved in mRNA export routes, as DBP5/DDX19 [45] and the
eukaryotic initiation factor 4AIIl (elF4AIll) [46,47]. This com-
parative analysis showed that Hel45 is more similar to ell'4A
group than to DBP5/DDX19 group of RINA helicases. It had
80.7%, 76.8% and 76.0% of similarity to the elF4AIIl in humans,
yeast, and P. falciparum, respectively (Table S1). Whereas the
similarity with DBP5/DDX19 in humans, yeast and P. falciparum
was 60.8%, 60.3%, and 52.7%, respectively (Table S1). Hel45 is
highly conserved in other trypanosomatids, showing 92.7% and
82.1% of identity, and 97.4% and 91.8% of similarity with 7.
brucer and L. major, respectively (Table S1).

We used molecular modeling to predict the structure of Hel4
(Figure 1C) based on structural similarity with related proteins
(yeast and human eIF4A; accession numbers in the protein
database: 2VSO and 27U6, respectively, and human ell'4AIII;
accession numbers in the protein database: 2HYI, 2]J0S, and
2HXY). We sought to assess the potential role of the protein as an
RNA helicase based on this structure. The predicted structure of
the presumptive RNA helicase comprised two functional domains
(Figure 1C): the N-terminal (NT) domain and the C-terminal (CT)
domain. The model of this protein suggested a dynamic spatial
conformation of the NT and CT domains, due to a deep cleft
between these domains. The two domains were linked by a flexible
loop, which is characteristic of proteins with RNA helicase activity.

Hel45 is present in ribonucleoprotein complexes not
associated with polysomes in the cytoplasm
Comparative analysis suggests that Hel45 is very similar to the
members of human eukaryotic initiation factor 4A group (ellF'4A).
We therefore carried out polysome fractionation to assess the
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potential role of Hel45 in translation. We found that low-density
polysome-independent fractions were enriched in Hel45 (Fig-
ure 2A). Remarkably, the sedimentation profile of Held5 on the
sucrose density gradient was not modified by treatment with
puromycin (Figure 2B), in contrast with that of the ribosomal
protein S7 (Figures 2A and 2B). The sedimentation profile of
Hel45 was altered only by treatment of the cytoplasmic extract
with micrococcal nuclease (Figure 2C). These results suggest that
the sedimentation profile of Hel45 is dependent on RNA integrity.
Moreover, mRNP precipitation with oligo(dT)-conjugated beads
indicated that Hel45 was a component of ribonucleoprotein
complexes in the cytoplasm (Figure 2D). These data demonstrate
that Hel45 forms mRNPs, but is not associated with polysomes.

Hel45 is found in both the nucleus and the cytoplasm
and clusters around NPCs

Western-blot analysis of cellular fractions of 7. cruz (Fig-
ure 3A.1) showed that about 70% of Hel45 is present in the
cytoplasmic fraction and 30% is present in the nuclear fraction
(Figure 3A.2). Indirect immunofluorescence assays showed that
Hel45 was dispersed throughout the cytoplasm, but showed
enrichment around the nucleus (Figure 3B).
immunocytochemical analysis of T. cruzi epimastigotes confirmed
that Hel45 was present in both the nuclear and cytoplasmic
compartments (Figures 3C.1 and 3C.2). In the nucleus, gold
particles were present in the periphery of electron-dense chroma-
tin regions and in the periphery of the nucleolus (Figure 3C.1).
The protein was dispersed throughout the cytoplasm (not shown)
and also accumulated close to NPCs (Figures 3C.1 and 3C.2).

Ultrastructural

A predicted nuclear export signal (NES) is essential for
Hel45 shuttling between the nucleus and cytoplasm

The presence of Hel45 in the nucleus and cytoplasm suggests
that it acts as a shuttling protein (Figure 3). We therefore searched
for nuclear export signals (NES) with the NESsential program,
which predicts NES sites on the basis of protein sequence, regional
disorder and solvent accessibility criteria [30]. This program
recognized a classic nuclear export signal at position 255-261 of
the CT region, which consisted of the sequence LYDTLTIL The
probability that this putative NES was functional was 63% based
on sequence alone. The predicted NES motif is highlighted in
Figures 1B and 1C (yellow region). The NES region is located at
the end of a helix in the predicted structure (Figure 1C). Structural
analysis showed that the side chains of amino-acids D257 and
T258 located within the NES motif makes hydrogen-bonds with
D393 in the CT region, which keeps the NES motif close to the -
helix (Figure 1C, detailed inset). We addressed the role of this
signal by performing fusion PCR to delete the sequence
corresponding to the predicted NES (Figure S1). This NES
deletion significantly modified the distribution of Hel45, and
caused its accumulation in the nucleus (Figure 4A). Western blot
analyses confirmed the ectopic expression of tagged Held5
(Figures 4B and 4C). We also investigated the presence of a
conserved nuclear localization signal (NLS) with the PredictNLS
program, but no such motif was identified in Hel45 (data not
shown).

The inhibition of transcription blocks Hel45 export to the
cytoplasm

We found that Hel45 is present in mRNP complexes (Figure 2);
therefore, we examined whether blocking the transcription affects
Hel45 nucleocytoplasmic export. The treatment of 7. cruzi with
actinomycin D (ACTD) resulted in the accumulation of Hel45 in
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Figure 1. Multiple sequence alignment and prediction of the structure of Hel45. (A) Multiple sequence alignment of the diagnostic
conserved region of the DEAD-box helicase family (positions 25-365 according to Hel45). The nine putative conserved motifs (Q, / (WalkerA), /a, Ib, Il
(WalkerB), 1ll, IV, V, VI) are marked with orange boxes. Alignment columns displaying 100%, more than 90%, and more than 80% of similarity are
highlighted in black, dark grey, and light grey, respectively. Sequences are identified with organism abbreviation and gene name, except Hel45. The
organism abbreviations are: Sc: Saccharomyces cerevisiae, Hs: Homo sapiens, Pf: Plasmodium falciparum. The sequences have the following GenBank
Identifiers (Gls): Hel45 (71418343), Sc_TIF2 (6322323), Sc_FAL1 (398365053), Sc_DBP5 (6324620), Hs_EIF4A1 (4503529), Hs_EIF4A2 (83700235),
Hs_EIF4A3 (7661920), Hs_DDX19A (8922886), Pf_PFD1070w (124505577), Pf_H45 (124810293), Pf_DBP5 (6324620). (B) Schematic representation
showing the nine conserved helicase motifs are boxed in orange. The N-terminal domain (NTD) contains the motifs Q, | and Il for ATP-binding, la and

PLOS ONE | www.plosone.org 5 October 2014 | Volume 9 | Issue 10 | 109521

59



A Novel RNA Helicase of Trypanosomes

Ib for RNA-binding, and IIl for ATP hydrolysis [44]. The C-terminal domain (CTD) contains the motifs IV and V for RNA-binding, and VI for ATPase and
unwinding activities [44]. The predicted nuclear export signal (NES) in the LYDTLTI sequence (255-261 position) is shown in yellow. (C) Molecular
modeling of Hel45. The nine motifs are highlighted in orange, the predicted NES (yellow) is close to the CT extremity (green). A zoom of this region
(box) shows the side chains of amino-acids D257, T258 and D393, and the interactions that maintain the structure at its C-terminal extremity. The

organization of the NES in the CT is shown in the inset (upper right corner).

doi:10.1371/journal.pone.0109521.g001

the nucleus (Figure 5A). For control of actinomycin D activity, it
was observed the accumulation of mRNA in the nucleolus
(Figure 5B), as previously described [48]. This suggests that
Hel45 transport to the cytoplasm is dependent on active
transcription.

Hel45 shuttling is dependent on Mex67 but not on the
Crm1 protein

Crml is the major exportin in many organisms that recognizes
nuclear export sequence (NES) motifs in shuttling proteins [14,15].
We first investigated if the exportin Crml is involved in Hel45
shuttling by treating epimastigotes with leptomycin B (LMB),
which specifically inhibits Crm1 activity [49,50]. LMB did not
alter the distribution of Hel45 (Figure 6A) even after treatment
with lethal concentrations of the drug, or for long incubation times
that affected the growth rate of parasite (Figure 6B). This indicates
that Hel45 is not exported in a CrmI-dependent manner.

Mex67 is a nuclear mRNA export receptor in Trypanosoma
brucei [51,52]. We hypothesized that shuttling of Hel45 occurs by
an mRNA export pathway involving the receptor Mex67, because
the export of Hel45 depends on transcription (Figure 5). We tested
this hypothesis by knocking down the expression of Mex67 with an
inducible system of RNAI in T brucei, because T. cruzi does not
have a functional RNA interference machinery [53] and lacks an
inducible system for gene silencing. The protein orthologous to
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Hel45 in T. brucei showed a predicted molecular weight of
45.51 kDa and we named this protein ThHel46. The amino acid
sequence of Hel45 is 92.7% identical and 97.4% similar to that of
TbHel46 (Table SI). We used an inducible RNAi system to
knockdown the expression of ThMex67, as described previously
[52]. The induction successfully prevented the expression of
ThMex67 protein (Figure 6D) and impaired the growth of 7.
brucei (Figure 6C). ThMex67 RNAI induction also caused the
accumulation of both polyadenylated mRNA (Figures 6E.1 and
S2) and ThHel46 (Figures 6E.1 and S3) in the nucleus after 48
hours, which we quantified from the fluorescence intensity of
labelling (Figures 6E.2 and 6E.3). This demonstrates that shuttling
of ThHel46 depends on the Mex67-mRNA export pathway in
trypanosomes.

Discussion

The mechanisms of molecular exchange between the nucleus
and cytoplasm are well characterized in mammals and yeast.
However, the proteins and mechanisms involved in the mRNA
nucleocytoplasmic transport in several species of parasites are
poorly understood. Trypanosomes branched off early from the
metazoan lineage, which may account for the conservation of only
a few proteins of the mRNA export network in these highly
divergent organisms [22]. Regarding to comparative analyses of
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Figure 2. Hel45 is a component of ribonucleoprotein complexes in the cytoplasm. Polysome fractionation by sucrose density gradient. The
fractions (1-22) were collected after the sedimentation of cytoplasmic extract from T. cruzi treated with 100 ug/ml cycloheximide (A), 2 mM
puromycin (B), or 500 U/ml micrococcal nuclease in the presence of 2 mM CaCl, (C). The 40S and 60S ribosomal subunits, the 80S ribosome
monomer and polysomes are indicated. A western blot was performed with an anti-Hel45 antibody for each fraction. S7, a small ribosomal subunit
protein, was used as a control. (D) mRNP isolation assay. Western-blot analysis with anti-Hel45 and anti-S7 antibodies and mRNPs obtained from the
T. cruzi cytoplasmic fraction after elution from oligo(dT)-conjugated magnetic beads (El). As a control, cytoplasmic extract was treated with 10 pg/ml
RNaseA before mRNP capture. FT = flow-through from cytoplasmic extract not bound to the oligo(dT). El=eluted fraction.
doi:10.1371/journal.pone.0109521.g002
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DIC DAPI Hel45 MERGE

Citoplasm

Figure 3. Cellular localization of Hel45 in Trypanosoma cruzi epimastigotes. (A.1) Representative results of three independent western blots
with cellular extract. N=nuclear extract. C=cytoplasmic extract. PABP1 was used as a cytoplasmic marker and histone H2A was used as a nuclear
marker. (A.2) Quantification of western blots by densitometry. Data are expressed as means and standard deviation. (B) Detection of Hel45 by indirect
immunofluorescence. DIC = differential interference contrast. DAPI=DNA stained with DAPI. Hel45 = endogenous Hel45. MERGE = merged DAPI and
immunofluorescence images. N =nucleus. K=kinetoplast. Bar=5 pum. (C.1 and C.2) Ultrastructural microscopy by immunocytochemistry with anti-
Hel45 antibodies and 10 nm colloidal gold-coupled anti-mouse IgG. Black arrows=Hel45 labeling on the cytoplasmic side of the NPC. White
arrows =Hel45 labeling in perinucleolar regions. Arrowheads =Hel45 labeling in electron-dense chromatin. Nu = nucleolus. FC=nucleolus febrile
center. Ch =electron-dense chromatin. N =nuclei. C = cytoplasm. Bar=0.2 um.

doi:10.1371/journal.pone.0109521.g003

proteins involved in RNA export, our previous work [22] like DBP5/DDX19 [45] and eiF4AlIll [46,47]. Then, we decided
identified a RNA DEAD-box helicase protein named Hel45. We to investigate the role of Hel45 in mRNA nucleocytoplasmic
have considered that Hel45 is conserved across eukaryotes and has transport in Trypanosoma cruzi.

similarity to shuttling RNA helicases from mammalian and yeast,

A DAPI Hel45 MERGE

NES
¥
PTP Hel45 .

PTP Hel4d5ANES

Ly - Held5ANES-PTP

50 kDa - - Hel45

Figure 4. Cellular localization of tagged Hel45 in Trypanosoma cruzi. (A) Detection of exogenous Hel45 and a Hel45 NES deletion mutant
(Hel45ANES) (both tagged with PTP at the NT) by indirect immunofluorescence microscopy with an anti-ProtA antibody. DAPI=DNA stained with
DAPI. Hel45= localization of tagged Hel45 or Hel45ANES. MERGE=merged images for DAPI staining and Hel45 localization. N=nucleus.
K =kinetoplast. Arrows = parasites with nuclear accumulation of tagged Hel45. Bar=5 um. (B and C) Western blot of total extract from wild-type
epimastigotes (WT) and epimastigotes expressing recombinant Hel45 (B) or Hel45ANES (C) tagged with a PTP at the N-terminus (NT). Lane 1=
detection with anti-Hel45 antibodies. Lane 2= detection with anti-ProtA antibodies.

doi:10.1371/journal.pone.0109521.9004
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Figure 5. Localization of Hel45 after actinomycin D treatment in 7. cruzi. Detection of exogenous Hel45 (A) tagged with PTP at the NT by
indirect immunofluorescence with an anti-ProtA antibody and of mRNA (B) by fluorescence in situ hybridization (FISH) with a digoxigenin-conjugated
oligo(dT) probe in T. cruzi after treatment with 50 png/ml actinomycin D (ACTD) for 24 hours. Probe detection was carried out by indirect
immunofluorescence with anti-DIG mouse monoclonal antibodies (Sigma-Aldrich, 1:300 dilution) followed by secondary Alexa Fluor 488-conjugated
antibodies (1:600 dilution). As a control, 100 Lg/ml RNase A was incubated with the parasites before probe hybridization (RNase A). DAPI=DNA
stained with DAPI. Hel45= localization of tagged Hel45. MERGE = merged images for DAPI staining and Hel45 or mRNA localization. N =nucleus.
K=kinetoplast. Arrows = parasites with nuclear accumulation of tagged Hel45. Bar=5 um.

doi:10.1371/journal.pone.0109521.g005

RNA helicases of the DEAD/H-box family are characterized by
the presence of nine conserved motifs that are incorporated into
two RecA-like domains. These helicases are mvolved in several
biological steps in RNA metabolism, from transcription to
translation [44]. We demonstrate that these nine motifs are
conserved in Hel45 and are clustered into the two domains typical
of DEAD-box helicases (Figures 1B and 1C). These findings
suggest that Hel45 belongs to the RNA helicase
Comparative analyses of protein sequences from members of
ellF4A family and other RNA helicases mnvolved in mRNA
metabolism have shown that Hel4d is more similar to el 4Alll
(Figure 1A, Table S1). In metazoan, eil'4Alll is a nuclear protein
[54] that associates to mRNA during splicing at region containing
the Exon Junction Complex (E]JC) and shuttles to the cytoplasm
probably to function during Non-sense Mediated Decay (NMD)

family.

pathway [46]. However, in trypanosomes no orthologue of
elF4AIIl was identified yet as component of EJC core and the
role of EJC in trans-splicing remain unclear [53]. Furthermore, 1t
is not clear that a classical NMD exist in trypanosomes [56].
Further investigation is necessary to identify proteins associated to
Hel45 before speculating a functional correlation with metazoan
c1F4AIIL

Hel45 is present in both cytoplasm and nucleus (Figure 3), and
deletion of the predicted NES motif in the CT region resulted in
the accumulation of the protein in the nucleus (Figure 4A). These
observations confirm that the NES-containing Hel45 is a shuttle
protein. The transport of NES-containing cargo is usually
mediated by exportins, which interact with domains of inner
nucleoporins [57] to mediate transient docking at the NPC [21].
Comparative genomic analysis has shown that Crml is the most
conserved exportin in diverse organisms [22]. Furthermore, the T.
cruzt Crml contains the CRIME domain, which interacts with
RanGTP, and the CCR domain, which is a target of leptomycin B
[58]. Surprisingly, we demonstrated that Hel45 nuclear export was
not blocked by sustained treatment with leptomycin B (Figure 6A).
This indicates that receptor involved in

Crml is not the

PLOS ONE | www.plosone.org

transporting Hel45 through the NPC, suggesting that NES is not
recognized by Crm1. The NES is essential for Hel45 shuttling, but
it may not be the only signal. Indeed, deletion did not result in the
complete retention of Hel45 in the nucleus, and some was still
present in the cytoplasm (Figure 4A). RNA-binding motifs have
also been reported to mediate the nuclear transport of proteins in
T. cruzi [59]. Therefore we cannot rule out the possibility that the
RNA-binding motifs of Hel45 (Figure 1) are also important for
transport. Interestingly, only a small number of shuttle proteins
have been identified in trypanosomatids and only two RNA-
binding proteins identified thus far have NES motifs [7,60].

Our data indicate that Hel45 is localized at the periphery of
dense chromatin domains (Figure 3C.1) called interchromatin
granule clusters (IGCs) [39], thought to correspond to regions of
active transcription and splicing. Many studies have shown that
nascent mRNAs move into these interchromatin spaces [61,62]. It
is likely that an interaction with mRNA is also essential for Hel45
shuttling because Hel45 accumulated in the nucleus when
transcription was blocked by actinomycin D (Figure 3). Therefore,
Hel45 appears to interact with mRNA during transcription and is
transported through the NPC by a specific receptor.

Exportin activity is dependent on RanGTP and, apart from
Crml, other exportins are not conserved in T. cruzi [22].
Treatment with leptomicyn B did not block the shuttling of Hel45;
therefore, Hel4> may be exported by a RanGTP-independent
pathway. Mex67 functions as the receptor for a RanGTP-
independent mRNA export pathway in several eukaryotic species.
This receptor also mediates mRNA export in 7. brucei, because
knockdown of Mex67 expression leads to accumulation of mRNA
in the nucleus [51,52]. We found that knockdown of Mex67 in T
brucei caused an accumulation of the T. brucei ortholog of Hel45
in the nucleus (Figure 6E.1). This suggests that Hel45 shuttling is
dependent on the Mex67 pathway in trypanosomes.

Even if the molecular modeling has shown structural similarity
with members of elFF4A family, Hel45 does not seem to function as
a translational factor, because the inhibition of translation did not
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Figure 6. Localization of Hel45 after leptomycin B treatment in 7. cruzi and localization of the ortholog of Hel45 (TbHel46) in T.
brucei after Mex67 RNAI induction. (A) Detection of exogenous Hel45 tagged with PTP at the NT by indirect immunofluorescence with an anti-
ProtA antibody. T. cruzi parasites were treated with 500 ng/ml leptomycin B (LMB) for 24 hours or were untreated (control). (B) Growth curve of T.
cruzi parasites after treatment with 500 ng/ml leptomycin B (LMB). (C) Growth curve of T. brucei parasites after the induction of RNAi against Mex67
with 2 pg/ml tetracycline (RNAi-induced). (B) and (C) represent graphics of a biological replica which the density of cells in the culture was
determined by counting in triplicate with a particle counter (Beckman Coulter). (D) Western-blot analysis of total protein extracts from parasites 48
(l48 n) or 72 (172 ) hours after the induction of Mex67 RNAi. Non-induced (NI) parasites are shown as a control. The assay was carried out with anti-
Mex67 antibodies. Anti-GAPDH antibodies were used as loading control. (E.1) Cellular localization of mRNA by fluorescence in situ hybridization (FISH)
with a digoxigenin-conjugated oligo(dT) probe and localization of TbHel46 by indirect immunofluorescence Cells were fixed 48 hours after the
induction of Mex67 RNAi (+TET). Images were processed by deconvolution software Leica AF6000. DAPI = DNA stained with DAPI. Hel45 = localization
of tagged Hel45. TbHel46= endogenous TbHel46 localized with anti-Hel45 antibodies. MERGE =merged images for DAPI staining and Hel45
localization (A) or DAPI staining, FISH and TbHel46 localization (E.1). N =nucleus. K=kinetoplast. (E.2 and E.3) Graphs show the quantification of
fluorescence intensity of DAPI (blue), FISH (green), and TbHel46 (red) labelling that was detected across the dotted line in E.1. Fluorescence intensity
was plotted in the y-axis for Mex67 RNAi-induced parasites (+TET, Figure E.2) and non-induced parasites (—TET, Figure E.3).
doi:10.1371/journal.pone.0109521.g006
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change the sedimentation profile of Hel45 on sucrose density
gradients (Figure 2B). Instead, the sedimentation profile of Hel45
was affected by the treatment of the protein extract with a nuclease
(Figure 2C). In addition, Hel45 was present in mRNPs not
associated with polysomes (Figure 2D). These results are consistent
with previous findings that identified Hel45 as a component of
polysome-independent mRNP complexes [43]. Based on these
findings, we suggest that Hel45 also interacts with mRNA in the
cytoplasm and it is not associated with polysomes. Besides,
members of elF4A family have been shown to possess rather
diverse roles in the mRNA lifecycle, although they are highly
similar. Their specific and diverse functions are often regulated
and dictated by interacting partner proteins [63].

Taking together, our findings suggest that the nucleocytoplas-
mic shuttling of Hel45 1s dependent on a Mex67 mRNA export
pathway. However, additional studies are required to assess the
precise function of Hel45 in mRNA metabolism. Previous work,
indicate that components of the mRNA export pathway in
parasites, such as Mex67 [51,52], present distinct features. This
means that the function of specific components needs to be
dissected within the context of these particular organisms. Lastly,
most factors that play a role in post-transcriptional regulation in
parasites are cytoplasmic proteins; therefore, we believe that the
identification of nucleocytoplasmic shuttling proteins will improve
the knowledge of the factors involved in post-transcriptional
regulation of gene expression in parasites.

Supporting Information

Figure S1 Deletion of the predicted NES of the Hel45
gene. Alignment of the Hel45 gene and Hel45ANES sequences,
obtained with Clustal W2 software. Hel45ANES was sequenced
and the deletion of NES was confirmed. (N) Nucleotide sequence.
(AA) Deduced amino-acid sequence translated from the nucleotide
sequence. Asterisks (¥) indicate consensus nucleotide sequence.
NES =nuclear export sequence.

(TIF)

Figure S2 Localization of polyadenylated mRNA after
induction of RNAi against Mex67 in T. brucei. Cellular
localization of mRNA with a digoxigenin-conjugated oligo(dT)
probe, by fluorescence in situ hybridization (FISH). The probe
was detected by indirect immunofluorescence assays with a mouse
anti-digoxigenin monoclonal antibody (Sigma-Aldrich, 1:300
dilution) followed by a secondary Alexa Fluor 488-conjugated
antibody. As a control, 100 pg/ml RNase A was incubated with
the parasites before probe hybridization (RNase A). DAPT=DNA
stained with DAPL. MERGE = merged images for DAPI staining
and FISH. N =nucleus. K =kinetoplast. Bar =5 um.
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Trypanosoma brucei (Excavata), Lma: Leishmania major (Exca-
vata).

(XLS)

Acknowledgments

We thank Nilson Fidéncio and Vanessa M. dos Santos for technical
assistance, Alejandro Correa for valuable comments, Michel Batista for
providing the vectors for localization experiments and Szu-Chin Fu for
NES prediction with the NESsential program. We would like to thank the
following persons for providing some of the antibodies used in this study:
Gisele Fernanda Assine Picchi (anti-H2A), Flavia S, Pereira de Souza (anti-
GAPDH). The authors also thank the Program for Technological
Development in Tools for Health-PDTIS-FIOCRUZ for the use of its
facilities (RPT07C, microscopy [facility at the Carlos Chagas Institute/
Fiocruz-PR, Brazil).

Author Contributions

Conceived and designed the experiments: AHI JRCM MCMM SG ARA.
Performed the experiments: AHI MS PMH SFYO JRCM MCMM NMV.
Analyzed the data: AHI JRCM MCMM NMV SG ARA. Contributed
reagents/ materials/analysis tools: SFYO JRCM MCMM NMV SG ARA.
Contributed to the writing of the manuscript: AHI SG ARA. Provided
guidance, direction, decision-making, and oversight: AHI SG ARA.

8. D’Orso I, Gaudenzi JG De, Frasch ACC (2003) RNA-binding proteins and
mRNA turnover in trypanosomes. Trends in Parasitology 19: 151-155.

9. Dallagiovanna B, Correa A, Probst CM, Holetz F, Smircich P, et al. (2008)
Functional Genomic Characterization of mRNAs Associated with TcPUF6, a
Pumilio-like Protein from Trypanosoma cruzi. ] Biol Chem 283: 8266-8273,

10. Rout MP, Aitchison JD, Suprapto A, Hjertaas K, Zhao Y, et al. (2000) The yeast
nuclear pore complex: composition, architecture and transport mechanism.
J Cell Biol 148: 635-651.

11, Strambio-De-Castillia C, Niepel M, Rout MP (2010) The nuclear pore complex:
bridging nuclear transport and gene regulation. Nat Rev Mol Cell Biol 11: 490
501.

12, Strom A-C, Weis K (2001) Importin-B-like nuclear transport receptors. Genome
Biol 2: reviews3008.1-3008.9.

13. Hutten S, Kehlenbach RH (2007) CRMI-mediated nuclear export: to the pore
and beyond. Trends Cell Biol 17: 193-201.

14. Fornerod M, Ohno M, Yoshida M, Mattaj ITW (1997) CRM1 TIs an Export
Receptor for Leucine-Rich. Cell 90: 1051-1060.

October 2014 | Volume 9 | Issue 10 | 109521

64



20.

21.

23.

24,

26.

27.

28.

29.

30.

33.

37.

38.

39.

. Dong X, Biswas A, Siiel KE, Jackson LK, Martinez R, et al. (2012) Structural

basis for leucine-rich nuclear export signal recognition by CRMI1. Nature 458:

1136-1141.

. Neville M, Rosbash M (1999) The NES-Crm1p export pathway is not a major

mRNA export route in Saccharomyces cevevisiae. EMBO ] 18: 3746-3756.

. Brennan CM, Gallouzi IE, Steitz ] a (2000) Protein ligands to HuR modulate its

interaction with target mRNAs in vivo. ] Cell Biol 151: 1-14.

. Watanabe M, Fukuda M, Yoshida M, Yanagida M, Nishida E (1999)

Involvement of CRMI, a nuclear export receptor, in
mammalian cells and fission yeast. Genes Cells 4: 291-297.

mRNA export in

. Herold A, Teixeira L, Izaurralde E (2003) Genome-wide analysis of nuclear

mRNA export pathways in Drosophila. EMBO J 22: 2472-2483,

Lund MK, Guthrie C (2005) The DEAD-box protein Dbp5p is required to
dissociate Mex67p from exported mRNPs at the nuclear rim. Mol Cell 20: 645
651.

Kohler A, Hurt E (2007) Exporting RNA from the nucleus to the cytoplasm. Nat
Rev Mol Cell Biol 8: 761-773.

. Serpeloni M, Vidal NM, Goldenberg S, Avila AR, Hoflmann FG (2011)

Comparative genomics of proteins involved in RNA nucleocytoplasmic export.
BMC Evol Biol 11: 7.

Altschul SF, Madden TL, Schiffer AA, Zhang J, Zhang Z, et al. (1997) Gapped
BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs. Nucleic Acids Res 25: 3389-3402.

Tatusova T, Ciufo S, Fedorov B, O’Neill K, Tolstoy I (2014) RefSeq microbial
genomes database: new representation and annotation strategy. Nucleic Acids
Res 42: D553-D559.

. Edgar RC (2004) MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy

and high throughput. Nucleic Acids Res 32: 17921797,

Rice P, Longden I, Bleashy A (2000) EMBOSS: The European Molecular
Biology Open Sofiware Suite. Trends Genet 16: 276-277.

Westbrook ], Feng Z, Jain S, Bhat TN, Thanki N, et al. (2002) The Protein Data
Bank: unifying the archive. Nucleic Acids Res 30: 245248,

McGuffin L], Jones DT (2003) Improvement of the GenTHREADER method
for genomic fold recognition. Bioinformatics 19: 874-881.

Sali A, Blundell T (1993) Comparative protein modelling by satisfaction of
spatial restraints. J Mol Biol 234: 779-815.

Fu S, Imai K, Horton P (2011) Prediction of leucine-rich nuclear export signal
containing proteins with NESsential. Nucleic Acids Res 39: 1-12,

. Contreras VT, Araujo-Jorge TC, Bonaldo MC, Thomaz N, Barbosa HS, et al.

(1988) Biological aspects of the Dm 28c clone of Trypanosoma cruzi afier
metacyclogenesis in chemically defined media. Mem Inst Oswaldo Cruz 83:
123-133.

. Wirtz E, Leal S, Ochatt C, Cross G (1999) A tightly regulated inducible

expression system for conditional gene knock-outs and dominant-negative
genetics in Trypanosoma brucei. Mol Biochem Parasitol 99: 89-101.
De Souza FSP, Rampazzo RDC, Manhaes L, Soares M]J, Cavalcanti DP, et al.
(2010) Knockout of the gene encoding the kinetoplast-associated protein 3
(KAP3) in Trypanosoma cruzi: effect on kinetoplast organization, cell
proliferation and differentiation. Mol Biochem Parasitol 172: 90-98.

. Dallagiovanna B, Plazanet-Menut G, Ogatta S, Avila A, Krieger M, et al. (2001)

Trypanosoma eruzi: a gene family encoding chitin-binding-like proteins is
posttranscriptionally regulated during metacyclogenesis. Exp Parasitol 99: 7-16.

. Roberts TG, Sturm NR, Yee BK, Yu MC, Hartshorne T, et al. (1998) Three

small nucleolar RNAs identified from the spliced leader-associated RNA locus in
kinetoplastid protozoans. Mol Cell Biol 18: 4409-4417.

. Batista M, Marchini FK, Celedon PAF, Fragoso SP, Probst CM, et al. (2010) A

high-throughput cloning system for reverse genetics in Trypanosoma cruzi. BMC
Microbiol 10: 259.

Schimanski B, Nguyen TN, Gu A (2005) Highly efficient tandem affinity
purification of trypanosome protein complexes based on a novel epitope
combination. Eukaryot Cell 4: 1942-1950.

Lu HY, Buck GA (1991) Expression of an exogenous gene in Trypanosoma cruzi
epimastigotes. Mol Biochem Parasitol 44: 109-114.

Serpeloni M, Moraes CB, Muniz JRC, Motta MCM, Ramos ASP, et al. (2011)
An essential nuclear protein in trypanosomes is a component of mRNA
transeription/export pathway. PLoS One 6: €20730.

PLOS ONE | www.plosone.org

40.

41,

42,

46.

47.

49.

60.

61.

62.

63.

A Novel RNA Helicase of Trypanosomes

Motta MC, De Souza W, Thiry M (2003) Immunocytochemical detection of
DNA and RNA in endosymbiont-bearing trypanosomatids. FEMS Microbiol
Lett 221: 17-23.

Redmond S, Vadivelu J, Field MC (2003) RNAit: an automated web-hased tool
for the selection of RNAI targets in Trypanosoma brucei. Mol Biochem Parasitol
128: 115-118.

Wickstead B, Ersfeld K, Gull K (2002) Targeting of a tetracycline-inducible
expression system to the transcriptionally silent minichromosomes of Trypano-
soma brucei. Mol Biochem Parasitol 125: 211-216.

. Alves LR, Avila AR, Correa A, Holetz FB, Mansur FCB, et al. (2010) Protcomic

analysis reveals the dynamic association of proteins with translated mRNAs in
Trypanosoma cruzi. Gene 452: 72-78.

. Cordin O, Banroques J, Tanner NK, Linder P (2006) The DEAD-box protein

family of RNA helicases. Gene 367: 17-37.

. Hodge CA, Colot H V, Stafford P, Cole CN (1999) Rat8p/Dbp5p is a shuttling

transport factor that interacts with Rat7p/Nup159p and Glelp and suppresses
the mRNA export defect of xpol-1 cells. EMBO J 18: 5778-5788.

Ferraivolo M A, Lee C-S, Ler LW, Hsu JL, Costa-Mattioli M, et al. (2004) A
nuclear translation-like factor elF4AIIT is recruited to the mRNA during splicing
and functions in nonsense-mediated decay. Proc Natl Acad Sci USA 101: 4118
4123,

Magquat LE (2005) Nonsense-mediated mRNA decay in mammals. J Cell Sci
118: 1773-1776.

48. Nazer E, Verdin RE, Sanchez DO (2011) Nucleolar Localization of RNA

Binding Proteins Induced by Actinomycin D and Heat Shock in Trypanosoma
cruzi. PLoS One 6: €19920.

Fukuda M, Asano S, Nakamura T, Adachi M, Yoshida M, ctal. (1997) CRM1 is
responsible for intracellular transport mediated by the nuclear export signal.
Nature 390: 308-311.

. Ossareh-Nazari B, Bachelerie F, Dargemont C (1997) Evidence for a Role of

CRMI in Signal-Mediated Nuclear Protein Export. Science 278: 141-144.

. Dostalova A, Kiiser S, Cristodero M, Schimanski B (2013) The nuclear mRNA

export receptor Mex67-Mur2 of Trypanosoma brucei contains a unique and
essential zinc finger motif. Mol Microbiol 88: 728-739.

. Schwede A, Manful T, Jha BA, Helbig C, Bercovich N et al. (2009) The role of

deadenylation in the degradation of unstable mRNAs in trypanosomes. Nucleic
Acids Res 37: 5511-5528.

. DaRocha WD, Otsu K, Teixeira SMR, Donelson JE (2004) Tests of eytoplasmic

RNA iterference (RNAi) and construction of a tetracycline-inducible T7
promoter system in Trypanosoma cruzi. Mol Biochem Parasitol 133: 175-186.

54. Chan CC, Dostie ], Diem MD, Feng W, Mann M, et al. (2004) eIF4A3 is a novel

component of the exon junction complex. RNA 10: 200-209.

55. Bercovich N, Levin MJ, Clayton C, Vazquez MP (2009) Identification of core

components of the exon junction complex in trypanosomes. Mol Biochem
Parasitol 166: 190193,

. Delhi P, Queiroz R, Inchaustegui D, Carrington M, Clayton C (2011) Is there a

classical nonsense-mediated decay pathway in trypanosomes? PloS One 6:
e25112,

. Patel SS, Belmont BJ., Sante JM, Rexach MF (2007) Natively unfolded

nucleoporins gate protein diffusion across the nuclear pore complex. Cell 129:
83-96.

. Cuevas IC, Frasch ACC, D’Orso 1(2005) Insights into a CRM 1 -mediated RNA-

nuclear export pathway in Trypanosoma cruzi. Mol Biochem Parasitol 139: 15~
24,

. Cassola A, Frasch AC (2009) An RNA recognition motif mediates the

nucleocytoplasmic transport of a trypanosome RNA-binding protein. J Biol
Chem 284: 3501535028,

Hellman K, Prohaska K, Williams N (2007) Trypanosoma brucei RNA binding
proteins p34 and p37 mediate NOPP44/46 cellular localization via the exportin
I nuclear export pathway. Eukaryot Cell 6: 2206-2213,

Siebrasse JP, Kaminski T, Kubitscheck U (2012) Nuclear export of single native
mRNA molecules observed by light sheet fluorescence microscopy. Proc Natl
Acad Sci USA 2012: 1-6.

Mor A, Suliman S, Ben-Yishay R, Yunger S, Brody Y, et al. (2010) Dynamics of
single mRNP nucleocytoplasmic transport and export through the nuclear pore
in living cells. Nat Cell Biol 12: 543-552.

Lu W-T, Wilczynska A, Smith E, Bushell M (2014) The diverse roles of the
elF4A family: you are the company you keep. Biochem Soc Trans 42: 166-172.

October 2014 | Volume 9 | Issue 10 | 109521

65



AATTTGAAACTCTCTGCGACCTCTACGACACCCTAACCATCGCCCATGCCGTTATCTTCTGT-804
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Figure S1. Deletion of the predicted NES of the Hel45 gene. Alignment of the Hel45 gene and
Held5ANES sequences, obtained with Clustal W2 software. Hel45ANES was sequenced and the
deletion of NES was confirmed. (N) Nucleotide sequence. (AA) Deduced amino-acid sequence
translated from the nucleotide sequence. Asterisks (*) indicate consensus nucleotide sequence. NES
= nuclear export sequence.
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RNase A

Figure S2. Localization of polyadenylated mRNA after induction of RNAi against Mex67 in T.
brucei. Cellular localization of mMRNA with a digoxigenin-conjugated oligo(dT) probe, by fluorescence
in situ hybridization (FISH). The probe was detected by indirect immunofluorescence assays with a
mouse anti-digoxigenin monoclonal antibody (Sigma-Aldrich, 1:300 dilution) followed by a secondary
Alexa Fluor 488-conjugated antibody. As a control, 100 pug/ml RNase A was incubated with the
parasites before probe hybridization (RNase A). DAPI = DNA stained with DAPI. MERGE = merged
images for DAPI staining and FISH. N = nucleus. K = kinetoplast. Bar = 5 ym.
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DAPI TbHel46 MERGE

.

Figure S3. Localization of TbhHel46 after the induction of RNAi against Mex67 in T. brucei.
Detection of TbHel46 by indirect immunofluorescence with an anti-Hel45 antibody in cells 48 hours
after the induction of RNAi against Mex67 (TET). DAPI = DNA stained with DAPI. ThHel46 =
endogenous TbHel46 localized with anti-Hel45 antibodies. MERGE = merged images for DAPI
staining and TbHel46 localization. N = nucleus. K = kinetoplast. Arrows = parasites with nuclear
accumulation of TbHel46. Bar =5 pym.

TET
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Sce_DBP5_6324620 XX 741 741 718 73.1 66.6 62.4 55.2163.2 63.4 61.0 63.5 62.8 58.4 60.2 60.3 61.0 61.4 64.0 63.2 63.2 62.7 615 61.5 62.2 64.2 60.8 62.4 61.8 62.0
Hsa_DDX19B_6005743 51.0 | XX | 100.0 87.1 70.5 63.3 59.5 54.6{62.9 62.2 624 60.6 62.6 58.2 61.0 60.8 60.6 60.0 64.6 63.2 63.5 62.2 60.5 60.7 60.5 60.1 60.5 63.0 62.7 60.6
Hsa_DDX19A_8922886 51.3 98.6 XX 87.4 70.5 63.6 59.7 54.9{62.9 62.2 62.7 60.2 62.3 58.4 61.0 60.8 60.9 60.0 64.8 63.2 63.5 62.2 60.5 60.7 60.5 59.9 60.8 62.7 62.5 60.3
Hsa_DDX25_164419732 51.3 726 731 XX | 68.5 64.3 59.0 53.8{61.9 62.8 61.5 59.7 61.8 58.4 60.7 61.2 60.6 59.2 62.6 60.0 60.0 61.4 59.9 59.3 59.9 619 61.3 59.2 59.1 58.1
Ddi_helC_66812908 50.7 49.1 49.4 47.2| XX 63.4 60.6 52.6{61.1 63.5 63.6 60.8 62.3 58.1 62.3 614 62.2 62.2 64.4 63.2 63.4 63.6 61.1 61.1 619 619 61.1 63.2 63.2 63.4
Ath_LOS4_15231748 41.8 40.8 41.7 42.4 40.6| XX 56.3 51.2{59.2 575 56.1 56.6 58.1 55.6 58.3 56.7 57.8 56.7 57.4 58.0 59.0 58.4 57.3 56.5 58.4 55.8 56.7 54.3 54.7 55.4
Pfal_PF14 0563 124810005 39.7 39.7 39.7 39.7 34.7 334 XX 58.2{56.9 56.4 55.8 54.6 55.1 53.2 53.6 52.7 52.2 50.6 57.2 53.3 54.0 55.8 54.1 53.3 53.6 55.2 55.4 56.1 56.1 54.4
Tgo_TGME49 020860 237841277 35.2 37.6 37.2 36.7 34.2 345 422 XX 149.7 48.3 51.1 47.7 48.6 47.0 48.0 47.3 46.6 46.8 50.0 50.8 50.3 50.9 48.5 49.0 49.0 48.3 48.0 49.2 49.3 48.4
Sce_FAL1 398365053 38.8 419 416 39.5 394 358 37.1 32.3{ XX (83.8 81.4 79.1 812 76.2 79.1 76.8 77.4 76.8 759 78.6 79.4 759 765 759 76.5 754 77.1 75.1 745 76.4
Hsa_EIF4A3_7661920 41.2 38.7 389 39.4 39.1 34.7 336 31.9{64.3 XX 87.7 84.8 91.2 822 88.0 80.7 80.7 80.7 83.6 85.1 86.0 81.6 82.7 825 819 822 827 77.7 77.2 79.1
Ddi_tifA_66825831 42.7 43.2 435 413 40.6 36.7 359 33.6{63.8 72.8| XX 81.3 84.2 81.6 845 795 79.2 789 819 83.1 822 81.6 81.0 80.1 80.4 80.7 819 75.1 74.9 757
Ath_AT1G51380_15223841 41.1 39.4 40.1 383 38.1 33.7 31.0 31.8{59.1 68.7 629 XX | 90.4 77.2 79.8 76.9 754 76.0 769 78.4 78.7 757 775 775 772 77.2 775 73.7 73.4 75.4
Ath_EIF4A-IIl_15230945 40.3 39.7 40.2 38.2 39.1 35.8 33.6 336{629 784 69.3 78.7| XX 80.1 854 81.0 80.1 80.7 81.3 819 828 79.2 822 822 813 80.7 813 77.5 77.2 788
Pfa_PFD1070w_124505577 37.0 36.4 365 36.8 37.1 351 345 325{551 66.1 629 58.5 62.6 | XX 86.0 76.0 76.3 749 76.0 78.1 78.1 76.6 76.0 751 751 78.1 789 723 72.3 742
Tgo_TGME49_056770_237831253 40.3 40.4 40.7 39.6 385 36.1 339 327{620 778 68.1 629 725 69.9[ XX 80.1 80.1 79.2 79.2 80.2 81.0 79.2 789 781 775 789 79.2 754 74.6 757
Tcr_Tc00.1047053506587.40_71418343 { 38.0 41.4 414 37.6 384 342 315 31.9{554 620 59.6 59.1 64.0 55.8 63.7 | XX 97.4 918 754 76.1 77.0 743 775 76.6 763 76.3 76.0 75.4 74.6 75.7
Tbr_Th11.12.0011_71756053 38.7 414 416 37.1 37.8 348 32.6 32.3{559 60.8 59.4 585 63.2 553 629 92.7 | XX 92.4 754 76.1 77.3 743 775 76.3 76.0 754 76.3 75.1 743 76.2
Lma_LMJF_28 1530 157871774 39.8 40.0 40.3 36.1 37.8 353 31.0 32.0{55.1 61.4 58.8 58.2 63.5 558 62.3 82.1 82.1| XX 75.1 76.1 77.3 75.1 77.8 77.2 76.6 76.6 754 74.6 73.7 757
Sce_TIF2_6322323 41.1 39.4 40.1 40.5 39.0 33.5 35.7 35.7{58.0 66.4 62.9 56.7 63.5 54.7 62.9 56.1 54.7 541 XX 83.1 82.8 81.6 80.1 79.8 79.2 81.0 819 75.7 75.4 75.4
Hsa_EIF4A1_4503529 41.2 41.3 40.7 41.6 39.0 36.1 35.7 36.3{62.0 71.7 65.0 60.3 65.0 59.8 65.3 56.6 56.6 54.5 69.7 | XX | 98.0 81.9 84.3 84.3 84.0 85.1 84.8 78.2 78.4 78.9
Hsa_EIF4A2_83700235 42.2 42.1 416 40.5 385 357 359 36.3{61.4 729 64.7 61.5 66.2 59.2 66.2 56.9 56.6 55.7 69.1 93.0| XX 83.4 854 854 851 851 84.8 79.0 79.0 79.8
Ddi_ifdA_66825125 41.8 40.0 40.3 419 37.8 36.1 356 359583 64.3 61.1 57.0 61.7 58.2 61.7 51.5 52.3 52.6 64.9 67.3 68.5| XX 83.3 82.7 83.6 81.0 813 76.9 77.2 783
Ath_EIF4A1_79313227 40.7 41.0 41.0 39.8 38.6 36.0 36.2 34.6{60.9 69.6 63.2 61.4 67.5 59.9 655 57.3 55.6 55.6 67.0 74.6 75.8 71.1[ XX 99.1 98.0 83.3 85.1 77.2 78.0 78.8
Ath_EIF4A-2_15221761 41.0 415 410 39.8 38.6 36.0 352 34.2{60.0 69.6 63.5 60.5 66.7 59.9 655 57.3 55.3 55.8 66.4 74.6 75.8 70.8 97.7 | XX 97.4 83.0 839 77.2 77.5 783
Ath_AT1G72730_15218574 41.5 40.4 40.4 38.7 39.2 36.7 352 353{61.2 68.7 61.1 60.5 66.1 58.2 62.9 56.1 55.3 55.6 65.2 73.5 74.3 71.9 947 939 XX 819 833 76.9 77.7 788
Pfa_H45_124810293 41.2 39.1 39.2 40.7 37.2 34.3 354 33.0{59.4 678 62.6 61.1 65.5 59.4 64.0 54.7 53.5 53.2 63.5 72.0 71.7 67.0 722 71.9 70.2 XX 93.0 76.0 75.4 76.2
Tgo_TGME49_050770_237836123 39.2 39.2 39.2 409 36.6 35.0 34.1 33.3{59.7 69.0 65.8 59.9 65.8 61.1 64.6 55.6 54.1 52.6 65.2 72.3 72.0 67.5 728 73.1 711 845 XX 77.2 77.2 78.6
Tcr_Tc00.1047053510155.180_71666325 40.2 41.7 42.0 39.2 38.8 33.7 33.0 32.8{56.2 58.1 53.2 53.2 56.4 49.1 55.8 53.2 52.0 50.6 57.5 59.5 60.8 57.8 61.8 60.7 59.5 57.2 57.5| XX | 98.6 96.2
Tbr_Tb09.160.3270_71744488 41.0 41.2 415 384 385 344 340 330{56.2 584 535 53.2 56.9 50.3 555 53.2 52.0 50.9 57.8 60.8 61.1 58.7 62.7 61.6 61.0 56.6 58.4 95.9 | XX | 95.4
Lma_LMJF_01 0770 389592463 40.6 41.1 414 39.4 39.2 34.6 321 33.6{56.9 60.0 54.8 55.7 59.7 51.3 56.2 53.3 53.0 50.4 58.0 61.3 62.7 60.6 64.3 63.2 62.3 58.8 59.7 90.1 89.9 | XX

Table S1. Similarity of Hel45 with other eukaryotic RNA helicases. Percentage of similarity (upper diagonal) and identity (lower diagonal) among proteins of the
DEAD-box helicase family belonging to representative species of different eukaryotic groups. Hel45 is shown as Tcr_Tc00.1047053506587.40 71418343 and the
other sequences are named accordingly: organism abbreviation, gene name and GenBank Identifier (GI) delimitated by underscores. The organism abbreviations
are: Sce: Saccharomyces cerevisiae (Fungi), Hsa: Homo sapiens (Metazoa), Ddi: Dictyostelium discoideum (Amoebozoa), Ath: Arabidopsis thaliana (Plantae), Pfa:
Plasmodium falciparum (Chromalveolata), Tgo: Toxoplasma gondii (Chromalveolata), Tcr: Trypanosoma cruzi (Excavata), Tbr: Trypanosoma brucei (Excavata),
Lma: Leishmania major (Excavata).
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4.2. CAPITULO 2

“Analises funcionais de Hel45: possivel envolvimento na regulacao de
proteinas especificas e associagcdo com proteinas de EJC, de transporte de
MRNA e a um novo receptor com dominio do tipo NTF2 exclusivo de

tripanossomatideos”

Conforme apresentado anteriormente, Hel45 & uma proteina que migra entre
0 nucleo e o citoplasma, dependente da transcricao ativa e da exportacdo de mRNA
pelo receptor Mex67. Apresentou também grande similaridade com a RNA helicase
Dbp5 e, principalmente, com elF4Alll. Porém, a ortologia de Hel45 ainda ndo estava
clara para o delineamento e o aprofundamento dos estudos. Assim, neste capitulo
reanalisamos essa semelhanca de Hel4d5 com outras proteinas a partir de uma
analise filogenética. Além disso, também destacamos algumas evidéncias funcionais
através dos sistemas de genética reversa (nocaute em T. cruzi e RNAi em T. brucei)
e, por fim, buscamos possiveis parceiros de Hel45. Desse modo, por questdo

didatica, o capitulo foi dividido em trés topicos na apresentacédo desses resultados.

4.2.1. Anadlise de filogenia de Hel45

Em um primeiro momento, realizamos uma analise in silico mais
aprofundada de Held5 a partir do estudo filogenético das RNA helicases
Dbp5/DDX19 e membros elF4A (elF4A, elF4All e elF4Alll) que funcionalmente
estdo descritas na literatura. Apesar de apresentarem menor similaridade a Hel45,
Dhh1/DDX6 e Sub2/DDX39/UAP56 foram utilizadas apenas para comparagao
(controle negativo) nas analises. Para isso, foi realizada a busca nos bancos de
dados por ortélogos dessas proteinas através de espécies representativas de grupos
evolutivos (Fungi, Metazoa, Amoebozoa, Plantae, Chromalveolata, Excavata). As
proteinas ortdlogas identificadas foram organizadas em cores distintas na Figura 2.1.
N&do foi encontrado qualquer ortdlogo de Dbp5 em tripanossomatideos,

diferentemente de parasitas do grupo Apicomplexas.
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Proteinas Espécie Codigo Gl
Saccharomyces cerevisiae (Fungi) Sce_DBP5 6324620
Homo sapiens (Metazoa) Hsa_DDX19B 6005743
Homo sapiens (Metazoa) Hsa_DDX19A 8922886
Homo sapiens (Metazoa) Hsa_DDX25 164419732
DBPS/DDX19 Dictyostelium discoideum (Amoebozoa) Ddi_helC 66812908
Arabidopsis thaliana (Plantae) Ath_LOS4 15231748
Plasmodium falciparum (Chromalveolata) Pfal_PF14 0563 124810005
Toxoplasma gondii (Chromalveolata) Tgo TGME49 020860 237841277
Saccharomyces cerevisiae (Fungi) Sce_FAL1 398365053
Homo sapiens (Metazoa) Hsa EIF4A3 7661920
Dictyostelium discoideum (Amoebozoa) Ddi_tifA 66825831
Arabidopsis thaliana (Plantae) Ath_AT1G51380 15223841
Arabidopsis thaliana (Plantae) Ath_EIF4A-IIl 15230945
Plasmodium falciparum (Chromalveolata) Pfa_PFD1070w 124505577
Toxoplasma gondii (Chromalveolata) Tgo_TGME49 056770 237831253
Trypanosoma cruzi (Excavata) Ter_Tc00.1047053506587.40 (TcHel45) 71418343
Trypanosoma brucei (Excavata) Thr_Tb11.12.0011 (ThHel46) 71756053
Leishmania major (Excavata) Lma_LMJF_28 1530 157871774
EIF4A Saccharomyces cerevisiae (Fungi) Sce_TIF2 6322323
Homo sapiens (Metazoa) Hsa_EIF4A1 4503529
Homo sapiens (Metazoa) Hsa_EIF4A2 83700235
Dictyostelium discoideum (Amoebozoa) Ddi_ifdA 66825125
Arabidopsis thaliana (Plantae) Ath_EIF4A1 79313227
Arabidopsis thaliana (Plantae) Ath_EIF4A-2 15221761
Arabidopsis thaliana (Plantae) Ath_AT1G72730 15218574
Plasmodium falciparum (Chromalveolata) Pfa_H45 124810293
Toxoplasma gondii (Chromalveolata) Tgo_TGME49 050770 237836123
Trypanosoma cruzi (Excavata) Ter_Tc00.1047053510155.180 (TcelF4A) 71666325
Trypanosoma brucei (Excavata) Tbr_Tb09.160.3270 (TbelF4A) 71744488
Leishmania major (Excavata) Lma LMJF 01 0770 (LmelF4A) 389592463
Saccharomyces cerevisiae (Fungi) Sce_DHH1 6320041
Homo sapiens (Metazoa) Hsa_DDX6 164664518
Dictyostelium discoideum (Amoebozoa) Ddi_DDX6 66802312
Arabidopsis thaliana (Plantae) Ath_RH8 22328183
Arabidopsis thaliana (Plantae) Ath_AT3G61240 15233064
DHH1/DDX6 Arabidopsis thaliana (Plantae) Ath_AT2G45810 15225898
Plasmodium falciparum (Chromalveolata) Pfa_PFC0915w 124505073
Toxoplasma gondii (Chromalveolata) Tgo_TGME49 113010 237830431
Trypanosoma cruzi (Excavata) Ter_Tc00.1047053506959.30 71650885
Trypanosoma brucei (Excavata) Tbr_Tbh10.70.3290 71747184
Leishmania major (Excavata) Lma LMJF 35 0370 389594423
Saccharomyces cerevisiae (Fungi) Sce_SUB2 6320119
Homo sapiens (Metazoa) Hsa_DDX39B 4758112
Homo sapiens (Metazoa) Hsa_DDX39A 21040371
Dictyostelium discoideum (Amoebozoa) Ddi_UAP56 66826121
Arabidopsis thaliana (Plantae) Ath_AT5G11200 238481238
SUB2/DDX39/UAP56 Arabidopsis thaliana (Plantae) Ath_AT5G11170 186522071
Plasmodium falciparum (Chromalveolata) Pfa_UAP56 124801080
Toxoplasma gondii (Chromalveolata) Tgo_TGME49_016860 237843393
Trypanosoma cruzi (Excavata) Tcr_Tc00.1047053508319.40 (TcSub2) 71411514
Trypanosoma brucei (Excavata) Tbr_Tb10.70.7730 71746514
Leishmania major (Excavata) Lma LMJF 21 1552 157869116

FIGURA 2.1. - QUADRO CONTENDO A IDENTIFICACAO DE PROTEINAS RNA HELICASES
ORTOLOGAS DE DBP5/DDX19, MEMBROS EIF4A (EIF4Al, EIF4AIl E EIF4AIll), DHH1/DDX6 E
SUB2/DDX39/UAP56 EM ESPECIES REPRESENTATIVAS DA FILOGENIA. O acesso as
sequéncias identificadas das proteinas ortélogas nos bancos de dados do GeneBank pode ser
realizada através de numero de Gl. Cada grupo proteico foi identificado por uma diferente cor para
melhor visualizagdo e correspondéncia com as analises posteriores (Tabela 2.1 e Figura 2.2). Foram
utilizadas as sequéncias de Fungi: Sce — Saccharomyces cerevisiae; Metazoa: Hsa — Homo sapiens;
Amoebozoa: Ddi — Dictyostelium discoideum; Plantae: Ath — Arabidopsis thaliana; Chromalveolata:
Pfa — Plasmodium falciparum, Tgo — Toxoplasma gondii; Excavata: Tcr — Trypanosoma cruzi, Thr —
Trypanosoma brucei, Lma — Leishmania major.
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A analise comparativa na Tabela 2.1 mostra a similaridade e identidade
entre os ortdlogos e entre proteinas de grupos diferentes (Figura 2.1). Hel45
apresentou maior similaridade ao grupo elF4A, subgrupos elF4Alll, do que as
proteinas de Dbp5 em humanos (80,7% a elF4Alll / 60.8% a Dbp5), em fungos
(76,8% a elF4Alll / 60.3% a Dbp5) e em P. falciparum (76.0% a elF4Alll / 52.7% a
Dbp5). Além disso, os ortblogos de Hel45 em tripanossomatideos também se
mostraram bastante conservados em T. brucei (similaridade de 97.4% e identidade
de 92,7%) e em Leishmania major (similaridade de 91,8% e identidade de 82,1%).

Os dados na Tabela 2.1 foram usados para andlise de filogenia (Figura 2.2),
feita através do alinhamento de 299 posicdes (79% do total de 378 aminoacidos)
com altos valores de suporte dos ramos para definicdo dos diferentes grupos
proteicos. Os resultados evidenciam a presenca de um ancestral comum entre todas
RNA helicases analisadas (Figura 2.2). Além disso, proteinas ortdlogas a
Sub2/UAP56 (lilds) e Dhh1/DDX6 (azul claro) tem clados com valor 1 de suporte e
apresentam-se mais préximas entre si do que com 0s outros grupos (suporte de
0,99). Ja proteinas ortélogas a Dbp5 (verde) se agruparam em clados de alto valor
de suporte (0,95) com elF4A (amarelo) demonstrando a similaridade entre essas
proteinas. Desse modo, esses dados indicam que Hel45 é a ort6loga de elF4Alll de

mamiferos, demonstrado pela inclusédo dela no clado desse grupo.

71



TABELA 2.1.

ANALISE COMPARATIVA ENTRE DIFERENTES GRUPOS DE PROTEINAS DA FAMILIA DE RNA HELICASES DEAD-BOX.

Porcentagem de Similaridade (acima da diagonal) e Identidade (abaixo da diagonal) entre os ort6logos e entre proteinas de grupos diferentes.
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Sce_DBP5_6324620 XX 74.1 74.1 71.8 73.1 66.6 62.4 55.2:63.2 63.4 61.0 635 62.8 584 60.2 60.3 61.0 61.4 64.0 63.2 63.2 62.7 61.5 61.5 62.2 64.2 60.8 62.4 61.8 62.0|57.7 56.7 55.8 56.8 56.7 56.3 57.2 56.9 57.1 56.8 56.5|51.6 52.4 52.9 54.0 46.4 48.1 51.3 51.9 53.7 52.8 53.9
Hsa_DDX19B_6005743 51.0 | XX | ## 87.1 70.5 63.3 59.5 54.6 62.9 622 62.4 60.6 62.6 58.2 61.0 60.8 60.6 60.0 64.6 63.2 635 62.2 60.5 60.7 60.5 60.1 60.5 63.0 62.7 60.6|57.9 57.8 57.5 57.4 57.8 57.7 56.4 583 58.0 56.7 57.5|52.9 54.9 53.8 54.4 48.2 49.2 51.6 50.5 51.6 52.0 50.5
Hsa_DDX19A_8922886 51.3 98.6 | XX 87.4 70.5 63.6 59.7 54.9 629 622 62.7 60.2 62.3 58.4 61.0 60.8 60.9 60.0 64.8 63.2 635 62.2 60.5 60.7 60.5 59.9 60.8 62.7 62.5 60.3|57.9 57.8 57.7 57.4 58.1 57.7 56.4 58.3 58.3 56.7 57.7|52.9 54.9 53.8 54.6 48.2 49.2 51.9 50.8 51.6 52.3 50.5
DBP5/ Hsa_DDX25_164419732 51.3 72.6 73.1 [ XX 68.5 64.3 59.0 53.8:61.9 62.8 61.5 59.7 61.8 584 60.7 61.2 60.6 59.2 62.6 60.0 60.0 61.4 59.9 59.3 59.9 61.9 61.3 59.2 59.1 58.1 /56.3 56.4 58.9 58.0 57.2 56.9 58.0 58.3 58.7 56.5 59.0 /529 53.0 51.8 55.2 44.8 46.9 50.4 523 51.2 51.6 50.0
DDX19 Ddi_helC_66812908 50.7 49.1 49.4 47.2 XX 63.4 60.6 52.6:61.1 635 63.6 60.8 62.3 58.1 62.3 61.4 62.2 62.2 644 63.2 63.4 636 61.1 61.1 619 61.9 61.1 63.2 63.2 63.4/585 58.0 58.3 59.6 59.6 59.3 58.0 57.9 57.3 55.8 56.8/52.9 53.6 53.4 555 49.4 50.6 51.1 53.6 50.0 47.5 51.8
Ath_LOS4_15231748 41.8 40.8 41.7 424 40.6 | XX | 56.3 51.2/59.2 57.5 56.1 56.6 58.1 55.6 58.3 56.7 57.8 56.7 57.4 58.0 59.0 58.4 57.3 56.5 58.4 55.8 56.7 54.3 54.7 55.454.1 555 52.3 53.7 54.7 54.1 52.7 54.8 56.2 55.1 55.1|52.7 51.5 51.5 52.6 453 46.8 46.7 49.3 49.5 49.2 50.5
Pfal_PF14_0563_124810005 39.7 39.7 39.7 39.7 34.7 334 XX 582 56.9 56.4 55.8 54.6 55.1 53.2 53.6 52.7 52.2 50.6 57.2 53.3 54.0 55.8 54.1 53.3 53.6 55.2 55.4 56.1 56.1 54.4|51.1 52.0 52.6 52.1 52.3 52.8 51.0 52.3 51.9 51.9 51.0/50.8 49.1 48.6 51.3 45.0 46.6 49.3 47.8 46.0 47.2 47.9
Tgo_TGME49_020860_237841277 35.2 37.6 37.2 36.7 342 345 422 XX 49.7 483 51.1 47.7 48.6 47.0 48.0 47.3 46.6 46.8 50.0 50.8 50.3 50.9 48.5 49.0 49.0 48.3 48.0 49.2 49.3 48.447.7 46.4 475 47.7 48.0 47.5 47.0 48.3 484 48.0 47.21415 42.1 429 455 422 40.3 41.8 42.7 41.0 40.0 42.1
Sce_FAL1_ 398365053 38.8 41.9 41.6 39.5 39.4 358 37.1 323 XX 838 814 79.1 812 76.2 79.1 76.8 77.4 76.8 759 78.6 79.4 759 76.5 759 76.5 754 77.1 75.1 745 76.4}62.3 65.1 63.5 64.6 62.6 629 629 63.8 656 63.8 64.2/59.3 60.8 60.8 60.3 52.3 557 58.7 59.0 60.2 60.1 60.5
Hsa_EIF4A3_7661920 41.2 38.7 389 39.4 39.1 347 336 319 643 XX 87.7 84.8 91.2 822 88.0 80.7 80.7 80.7 83.6 85.1 86.0 81.6 827 825 819 822 827 77.7 77.2 79.1,62.0 63.8 62.3 64.3 62.0 62.6 63.2 64.0 647 63.6 63.0/589 59.2 59.0 58.8 49.8 52.7 56.1 58.6 57.5 57.5 56.8
Ddi_tifA_66825831 42.7 432 435 41.3 40.6 36.7 359 33.6 638 72.8 XX 81.3 842 816 845 795 79.2 789 819 83.1 822 816 81.0 80.1 80.4 80.7 819 751 749 757 60.2 61.8 62.6 61.7 62.6 629 60.2 62.0 63.5 62.7 63.0|60.6 60.4 60.1 59.8 52.5 54.8 56.9 57.6 57.4 59.7 57.8
Ath_AT1G51380_15223841 41.1 39.4 40.1 38.3 38.1 33.7 31.0 31.8 59.1 68.7 629 XX 90.4 77.2 79.8 769 754 76.0 76.9 784 787 757 775 775 77.2 77.2 775 73.7 73.4 75.459.6 60.7 60.8 629 61.4 60.5 61.7 62.9 63.0 62.1 61.2|58.9 59.5 59.5 59.1 48.3 50.7 56.9 58.0 57.3 58.0 56.4
Ath_EIF4A-III_15230945 40.3 39.7 40.2 38.2 39.1 358 33.6 33.6 629 784 69.3 78.7 XX 80.1 854 81.0 80.1 80.7 81.3 81.9 828 79.2 822 822 813 80.7 813 77.5 77.2 78.8/62.3 63.3 63.7 64.0 63.2 62.6 64.6 65.2 659 63.8 63.8/58.0 59.8 59.5 58.8 49.2 51.7 57.2 57.5 56.2 58.0 57.4
Pfa_PFD1070w_124505577 37.0 36.4 36.5 36.8 37.1 351 345 325551 66.1 629 585 62.6 XX 86.0 76.0 76.3 74.9 76.0 78.1 78.1 76.6 76.0 75.1 751 78.1 789 723 723 742|611 615 61.1 61.1 61.4 60.8 61.6 60.5 60.9 59.7 59.8/58.0 57.2 57.2 56.7 48.6 52.0 55.6 57.7 53.9 55.0 55.2
Tgo_TGME49_056770_237831253 40.3 40.4 40.7 39.6 385 36.1 33.9 32.7 620 77.8 68.1 629 725 69.9 XX 80.1 80.1 79.2 79.2 80.2 81.0 79.2 789 78.1 77.5 789 79.2 754 746 757|623 62.1 61.4 629 62.3 62.6 60.8 61.4 63.8 63.6 62.7|56.6 57.5 57.8 57.1 49.8 524 550 56.3 55.2 53.8 56.6
Ter_Tc00.1047053506587.40_71418343 | 38.0 41.4 41.4 37.6 38.4 342 315 319 554 620 59.6 59.1 64.0 55.8 63.7 | XX 97.4 918 754 76.1 77.0 743 77.5 76.6 76.3 76.3 76.0 754 74.6 757|614 615 62.6 62.0 60.2 60.8 62.3 63.7 63.3 63.3 62.1|550 55.6 55.3 55.6 49.2 52.8 54.2 55.6 55.5 55.5 55.2
Tbr_Th11.12.0011_71756053 38.7 414 416 37.1 37.8 348 326 323 559 60.8 59.4 585 63.2 55.3 62.9 92.7 XX 92.4 754 76.1 77.3 743 775 76.3 76.0 754 76.3 75.1 743 76.2/62.6 62.1 646 63.2 61.4 62.0 62.6 643 63.8 63.8 62.7/55.6 559 55.6 54.9 48.9 52.5 55.6 56.7 56.0 57.1 55.6
Lma_LMJF_28_1530_157871774 39.8 40.0 40.3 36.1 37.8 353 31.0 32.0:55.1 61.4 58.8 58.2 63.5 55.8 62.3 821 821 XX | 75.1 76.1 77.3 75.1 77.8 77.2 76.6 76.6 754 74.6 73.7 75.7/60.5 61.2 62.3 61.7 61.1 60.8 61.7 61.4 63.3 62.7 61.8/55.6 56.5 55.9 56.3 44.9 47.3 55.3 55.6 56.1 56.0 56.4
EIF4A Sce_TIF2_6322323 41.1 39.4 40.1 40.5 39.0 335 357 35.7:58.0 66.4 629 56.7 63.5 54.7 62.9 56.1 54.7 54.1 XX 83.1 82.8 81.6 80.1 79.8 79.2 81.0 819 757 754 754 611 624 61.7 614 62.3 62.3 60.2 61.4 63.3 61.5 60.9|56.0 57.5 57.5 58.7 49.4 52.9 54.7 58.6 56.6 57.3 57.8
Hsa_EIF4A1_4503529 41.2 41.3 40.7 41.6 39.0 36.1 357 36.3 620 71.7 650 60.3 65.0 59.8 65.3 56.6 56.6 54.5 69.7 | XX 98.0 81.9 84.3 84.3 84.0 851 84.8 78.2 784 789 621 628 61.2 624 61.2 61.5 61.2 62.1 62.8 61.6 62.2|58.3 584 581 59.2 49.4 529 56.1 583 56.9 57.3 56.9
Hsa_EIF4A2_83700235 422 42.1 41.6 405 385 357 359 36.3:61.4 729 647 61.5 66.2 59.2 66.2 56.9 56.6 55.7 69.1 93.0 | XX | 834 854 854 851 851 84.8 79.0 79.0 79.863.3 63.1 61.8 62.7 61.2 61.8 61.2 62.4 63.1 625 63.4{58.6 59.0 59.0 59.5 50.1 53.5 56.9 58.6 57.7 57.8 57.4
Ddi_ifdA_66825125 41.8 40.0 40.3 419 37.8 36.1 356 359 583 643 61.1 57.0 61.7 58.2 61.7 51.5 52.3 52.6 64.9 67.3 68.5 XX 83.3 827 836 81.0 813 769 77.2 78.3 617 621 623 620 61.4 614 617 63.3 62.4 624 62.1|56.9 56.1 55.8 57.8 47.7 50.9 53.7 55.7 56.8 56.5 56.3
Ath_EIF4A1_79313227 40.7 41.0 41.0 39.8 38.6 36.0 36.2 34.6 609 69.6 63.2 61.4 67.5 59.9 65.5 57.3 55.6 55.6 67.0 74.6 75.8 71.1 [ XX 99.1 98.0 833 851 77.2 78.0 78.8/60.8 60.9 61.1 61.7 61.4 61.4 59.6 60.5 62.7 62.4 62.4|55.7 58.1 58.1 56.9 48.4 52.0 55.4 56.6 55.4 55.9 557
Ath_EIF4A-2_15221761 41.0 415 41.0 39.8 38.6 36.0 352 34.2 60.0 69.6 63.5 60.5 66.7 59.9 65.5 57.3 55.3 55.8 66.4 74.6 75.8 70.8 97.7 /XX 97.4 83.0 839 77.2 77.5 78.3/61.2 60.3 60.2 61.8 61.2 61.5 59.4 59.9 62.4 61.8 61.8|55.2 57.8 57.5 56.9 48.4 52.0 55.1 56.3 55.4 55.4 54.4
Ath_AT1G72730_15218574 415 40.4 40.4 38.7 39.2 36.7 35.2 353 61.2 68.7 61.1 60.5 66.1 58.2 62.9 56.1 55.3 55.6 65.2 73.5 743 71.9 947 93.9 [ XX 81.9 833 769 77.7 78.8/60.8 61.7 60.8 61.1 60.8 60.8 60.2 60.8 63.0 61.8 62.7|56.3 58.1 58.1 57.8 48.6 51.7 559 57.4 55.6 55.6 55.7
Pfa_H45_124810293 41.2 39.1 39.2 40.7 37.2 343 354 33.0 59.4 67.8 62.6 61.1 65.5 59.4 64.0 54.7 53.5 53.2 63.5 72.0 71.7 67.0 72.2 71.9 70.2 [ XX 93.0 76.0 754 76.263.2 62.7 61.7 63.2 61.7 62.6 62.3 62.3 64.1 63.0 62.4|58.6 57.8 57.8 59.5 49.6 53.2 56.6 58.0 56.7 57.5 55.6
Tgo_TGMEA49_050770_237836123 39.2 39.2 39.2 40.9 36.6 35.0 34.1 333 59.7 69.0 658 59.9 65.8 61.1 64.6 55.6 54.1 52.6 65.2 72.3 72.0 67.5 728 73.1 71.1 845 XX 77.2 77.2 78.6 614 62.1 61.7 62.0 61.4 614 61.7 61.7 624 62.1 60.6|57.5 57.2 57.2 58.3 49.0 53.0 56.1 58.9 55.6 55.6 54.5
Ter_Tc00.1047053510155.180_71666325 40.2 41.7 42.0 39.2 38.8 33.7 33.0 32.8/56.2 58.1 53.2 53.2 56.4 49.1 55.8 53.2 52.0 50.6 57.5 59.5 60.8 57.8 61.8 60.7 59.5 57.2 57.5 XX 98.6 96.2|61.2 65.2 64.3 64.6 64.6 64.3 629 63.2 652 64.3 64.1|54.3 56.3 56.3 58.2 48.0 51.6 53.9 54.6 56.5 55.1 55.8
Tbr_Th09.160.3270_71744488 41.0 41.2 415 384 385 344 340 33.0 56.2 584 535 53.2 56.9 50.3 55.5 53.2 52.0 50.9 57.8 60.8 61.1 58.7 62.7 61.6 61.0 56.6 58.4 95.9 XX 95.4 60.3 64.3 63.6 63.8 64.1 63.8 62.6 62.9 643 63.5 63.2|54.6 552 56.0 56.7 47.5 51.0 52.3 54.1 56.2 54.8 55.8
Lma_LMJF_01_0770_389592463 40.6 41.1 414 39.4 39.2 346 32.1 33.6 56.9 60.0 54.8 55.7 59.7 51.3 56.2 53.3 53.0 50.4 58.0 61.3 62.7 60.6 64.3 63.2 62.3 58.8 59.7 90.1 89.9 | XX 61.0 65.1 64.8 64.7 65.4 65.0 63.7 64.2 64.8 64.5 63.7|54.4 56.2 56.5 57.3 47.9 51.4 54.1 54.8 56.9 56.1 56.7
Sce_DHH1_6320041 36.1 39.0 39.0 39.4 34.2 337 321 324 41.2 41.2 447 39.8 42.1 40.9 41.8 41.5 40.6 40.6 45.0 46.1 455 450 44.4 449 442 444 459 438 438 43.9| XX 84.8 84.7 86.5 856 86.5 85.0 856 859 856 86.5/55.9 58.4 584 584 51.9 532 55.2 57.6 57.1 56.0 56.4
Hsa_DDX6_164664518 32.9 363 366 360 333 33.8 3L2 302 426 37.9 405 37.8 37.3 36.7 37.6 397 37.9 38.8 39.9 39.2 302 402 40.8 405 4L5 388 388 420 414 42.4|69.8 LXK 86.2 868 87.1 87.4 845 84.2 87.7 87.1 856 589 58.6 58.8 58.9 516 529 560 59.3 59.2 57.5 59.3
Ddi_DDX6_66802312 34.3 36.3 36.3 36.9 31.1 30.3 32.8 32.3 41.2 39.8 43.0 38.0 38.6 38.3 40.6 39.5 39.8 39.8 40.9 39.4 39.7 424 40.6 40.4 40.4 41.2 42.7 41.2 40.5 41.9|715 70.7 | XX | 89.7 89.4 89.7 89.4 90.0 86.2 85.6 86.8|55.7 59.5 59.2 587 51.3 52.7 55.0 57.2 56.8 56.4 57.1
Ath_RH8_22328183 34.4 37.0 36.8 37.2 325 33.6 333 31.6 40.3 39.2 40.6 37.4 39.8 39.2 41.2 38.6 38.0 38.6 40.1 39.1 39.1 43.3 415 414 40.9 429 418 423 426 431735 727 785 XX 953 956 89.1 88.8 87.4 87.1 86.5/54.3 59.0 59.5 60.2 50.1 51.9 56.1 59.9 57.7 57.3 57.1
DHHL/ Ath_AT3G61240_15233064 32.4 36.5 36.3 352 33.1 33.7 315 31.2 40.0 389 40.6 36.5 38.9 39.5 40.1 37.4 38.0 38.6 39.8 39.7 39.7 415 424 423 41.8 426 427 432 420 433|715 721 77.4 885 XX 98.2 86.8 87.9 859 853 84.8/56.2 59.5 60.4 61.0 52.2 53.6 55.2 58.5 56.7 55.7 56.1
DDX6 Ath_AT2G45810_15225898 33.0 359 35.6 344 325 33.1 328 30.8:40.6 38.6 40.9 36.5 38.6 39.8 40.1 38.3 38.6 39.2 40.1 39.7 40.5 42.4 42.7 42.6 42.1 429 427 432 423 436|718 71.8 785 89.4 94.7 [ XX 87.1 87.1 853 856 85.0/56.0 60.1 60.4 61.3 52.9 54.2 55.9 59.2 57.8 56.4 57.7
Pfa_PFC0915w_124505073 32.6 35.6 35.6 36.9 30.4 30.4 31.2 30.2 40.3 395 39.8 38.6 38.6 39.5 37.7 39.5 37.7 39.5 39.2 39.1 39.9 39.8 39.2 39.2 39.2 40.9 41.2 41.2 409 419|721 69.2 77.9 77.1 741 756 | XX 956 85.6 853 86.2|55.7 58.5 584 60.1 50.6 51.6 57.3 58.8 57.8 56.6 57.2
Tgo_ TGMEA49_113010_237830431 331 37.2 37.7 375 319 325 33.6 30.8 409 406 415 38.0 389 39.2 383 401 383 39.2 40.1 39.4 304 414 401 395 39.8 404 415 414 409 42.4|718 70.7 80.0 785 77.1 77.6 87.6 [IXK) 86.5 85.9 865 557 58.7 58.1 59.2 50.1 520 56.4 585 58.1 56.6 57.4
Ter_Tc00.1047053506959.30_71650885 | 35.5 37.8 37.8 38.2 31.7 34.7 31.2 30.4:41.0 40.2 41.4 382 40.5 385 41.1 39.4 385 39.1 42.3 40.4 40.4 42.0 429 429 42.0 429 41.7 43.8 429 439 73.0 69.8 727 745 71.6 724 70.1 72.1| XX 96.8 95.0{57.4 60.7 60.7 60.4 51.7 54.3 56.3 59.6 60.4 59.3 60.2
Tbr_Th10.70.3290_71747184 36.0 37.5 37.5 37.1 31.7 34.3 31.7 30.6 40.5 39.1 40.8 37.9 39.1 383 39.9 39.4 385 38.8 40.8 40.1 39.8 42.6 42.6 42.6 42.0 40.8 40.8 43.2 432 436|733 71.0 72.1 745 71.6 72.1 70.7 72.4 950 XX | 93.5/56.9 59.8 59.8 59.0 50.0 52.3 55.6 58.1 59.3 58.4 59.0
Lma_LMJF_35 0370_389594423 35.8 37.7 37.7 385 323 33.8 31.8 30.0 41.6 40.2 429 38.8 40.8 38.2 41.1 40.5 39.4 40.2 42.0 40.4 40.1 42.0 423 42.6 423 41.7 41.1 435 429 43.0/748 683 724 73.6 71.3 71.8 71.0 72.1 89.7 88.3 XX 56.9 59.5 59.0 59.8 50.7 52.9 54.9 57.9 60.0 59.5 59.4
Sce_SUB2_6320119 30.3 30.5 30.3 30.9 28.7 329 30.1 26.5 36.1 37.4 356 34.8 339 351 36.2 321 32.7 31.5 36.5 37.1 39.1 353 36.5 36.5 36.8 36.8 34.8 34.3 340 34.1/386 37.1 36.6 37.1 36.0 37.1 36.0 36.3 37.1 36.6 39.1 XX 84.4 83.0 79.0 71.4 749 76.0 79.4 726 72.6 72.4
Hsa_DDX39B_4758112 29.5 335 33.2 31.3 29.9 305 29.6 26.2 383 38.7 384 36.7 358 353 39.6 34.9 349 357 38.7 38.2 39.6 36.4 39.3 39.6 39.9 37.6 36.1 36.5 356 36.0/39.6 37.1 38.7 38.2 38.2 38.7 39.0 37.9 37.0 37.0 38.469.5 XX | 98.3 838 75.7 78.6 76.8 825 72.6 73.2 72.9
Hsa_DDX39A_21040371 301 330 324 312 313 30.5 20.1 27.4 386 37.0 36.4 364 341 348 309 337 337 34.3 384 382 300 355 387 387 39.0 37.3 364 362 356 34.9|38.7 37.7 37.9 303 390 39.6 382 384 37.9 37.3 37.9|68.0 93.6 [IXK 83.2 75.2 78.0 768 828 726 73.2 735
Ddi_UAP56_66826121 33.2 324 321 322 324 31.1 313 288383 366 37.6 349 357 36.2 36.7 355 33.6 34.2 37.3 39.9 39.6 36.7 38.7 38.2 39.3 39.0 38.2 37.5 37.0 36.8/39.0 36.8 36.7 38.7 39.0 38.4 37.3 37.9 382 379 38.7|61.7 643 629 XX |723 754 749 79.1 725 719 713
SUB2/ Ath_AT5G11200_238481238 28.8 29.8 29.8 27.0 284 26.8 27.8 27.0 347 328 350 31.3 31.9 30.2 352 30.8 30.5 29.6 34.8 358 36.8 32.8 34.3 33.6 343 353 323 341 343 342|373 328 345 355 353 358 343 328 355 350 36.2/58.9 66.3 65.1 58.9 XX 76.5 66.4 70.2 61.4 61.4 61.4
DDX39/ Ath_AT5G11170_186522071 29.3 311 31.1 27.2 283 275 29.1 257 357 33.7 343 334 338 316 352 328 333 317 36.4 37.3 38.2 344 36.1 353 358 37.3 340 355 358 356 36.7 324 341 344 344 350 335 335 350 348 358 61.1 67.5 66.1 60.3 76.5 XX 68.9 729 63.2 63.2 63.2
UAP56 Pfa_UAPS56_124801080 31.1 29.5 28.7 30.3 29.2 285 27.3 245:359 349 351 322 32.7 33.2 341 314 305 319 36.9 36.0 36.2 344 359 36.2 36.8 352 346 33.6 33.6 34.5/37.2 358 36.2 39.0 38.3 38.4 389 37.6 36.1 36.0 36.3/60.5 62.6 60.7 60.9 55.3 56.6 XX 86.1 68.0 69.4 68.3
Tgo_TGME49_016860_237843393 30.5 29.9 29.7 31.0 30.1 30.4 29.1 253379 355 354 355 34.6 33.2 36.1 34.1 343 329 37.7 38.0 389 36.7 37.8 36.7 38.1 39.2 352 36.1 359 37.4[38.7 39.0 37.5 40.1 39.5 40.6 39.0 38.1 37.9 37.7 38.4[63.6 69.2 68.9 63.0 59.8 61.0 74.4 XX 72.9 72.9 70.9
Ter_Tc00.1047053508319.40_71411514 | 30.1 29.7 29.5 27.9 255 28.8 289 252 356 316 340 3L9 314 205 320 30.6 30.9 30.6 347 354 360 33.9 345 34.2 353 350 339 353 350 351|389 369 347 36.4 36.2 37.1 36.8 365 37.6 387 38.0|53.6 56.7 564 524 485 49.9 512 54.2 [[NKJ 957 94.0
Tbr_Tb10.70.7730_71746514 29.8 29.3 29.3 28.8 27.8 28.8 29.0 24.6 353 319 331 31.1 314 30.6 322 30.4 30.8 30.6 34.7 35.6 36.5 33.9 359 353 353 345 33.0 35.0 347 34.6/38.7 365 34.4 36.4 36.3 358 357 34.6 37.3 385 385|53.0 55.6 55.0 51.3 48.3 49.6 51.4 54.5 90.3 | XX  91.7
Lma LMJF 21 1552 157869116 30.9 29.7 295 30.1 27.8 289 29.7 253:359 31.1 331 31.3 30.6 30.9 340 30.0 30.5 30.5 357 35.7 36.3 339 338 333 344 336 319 355 355 348374 359 344 369 369 369 368 36.6 355 37.3 37.1/53.8 56.4 56.1 519 48.8 50.4 51.4 54.8 86.0 81.7 | XX
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FIGURA 2.2 - FILOGENIA DE Hel45. Cada proteina utilizada na construgdo da filogenia pode ser identificada pelo cédigo e ser acessada no GenBank através do
Gl disponiveis na Figura 4.1. Cada grupo de proteinas ort6logas foi organizado em diferentes cores: clados em verde (Dbp5/DDX19), amarelo (membros de elF4A),
azul claro (Dhh1/DDX6) e lilds (Sub2/DDX39/UAP56). As cores das proteinas correspondentes organizadas a direita representam 0s grupos evolutivos das
espécies representativas (Fungi: Sce — Saccharomyces cerevisiae; Metazoa: Hsa — Homo sapiens; Amoebozoa: Ddi — Dictyostelium discoideum; Plantae: Ath —
Arabidopsis thaliana; Chromalveolata: Pfa — Plasmodium falciparum, Tgo — Toxoplasma gondii; Excavata: Tcr — Trypanosoma cruzi, Thr — Trypanosoma brucei,
Lma — Leishmania major). * representam os ortélogos de Hel45. Barra de escala representa o nimero estimado de substituicdes por sitio.
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4.2.2. Genética reversa de Hel45: Nocaute génico em T. cruzi e RNAi em T.

brucei

Para melhor entendimento da funcdo de Hel45, foram gerados os sistemas
de genética reversa: nocaute génico (KO) de Hel45 em T. cruzi e diminuicdo da
expressdo da proteina ortologa (TbHel46) apds inducdo de RNAi em T. brucei. No
primeiro caso, o KO foi realizado através de protocolos estabelecidos no Instituto
Carlos Chagas (DE SOUZA et al., 2010) e utilizando o vetor pNEO1, que baseou-se
na substituicdo do gene de Hel45 por marcas de resisténcia a Neomicina (neo), para
0 nocaute do primeiro alelo, e a Higromicina (hygro), para o nocaute do segundo
alelo (Figura 2.3). A confirmacdo da clonagem e a amplificacdo/purificacdo dos
cassetes utilizados para transfeccdo (destacados em laranja e vermelho para o
nocaute do 1° e 2° alelo, respectivamente) no parasita estdo representados na
Figura 2.3.
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vd > >
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Kpnl  HindIIX BamHI Xb

> ——
< ~ 4'7/),/,\)

FIGURA 2.3 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA PARA DOS CASSETES UTILIZADOS O
NOCAUTE DE Hel45 EM Trypanosoma cruzi. . Em A e B, estdo as construcdes realizadas
utilizando o vetor pNEO1 com a clonagem de sequéncias correspondentes as regifes intergénicas a
montante (UPS - upstream) e a jusante (DOWN — downstream) do gene de Hel45, flanqueando os
genes de marcas de resisténcia a neomicina (neo) (em A) or a higromicina (hygro) (em B). A direita
estdo os perfis de eletroforese dos produtos de amplificagdo por PCR de fragmentos obtidos por
combinacbes de primers para a confirmacdo das clonagens: UPS - UPSF/UPSR; DOWN -
DOWNF/DOWNR; NEO — NEOF/NEOR; UPS-NEO — UPSF/NEOR; NEO-DOWN - NEOF/DOWNR;
HIGRO — HIGROF/HIGROR; UPS-HIGRO - UPSF/HIGROR; HIGRO-DOWN - HIGROF/DOWNR;
UPS-NEO-DOWN/UPS-HIGRO-DOWN - UPSF/DOWNR. Os fragmentos UPS-NEO-DOWN (em
laranja) e UPS-HIGRO-DOWN (em vermelho) foram amplificados por PCR e usados para transfeccéo
e obtencdo dos parasitas nocautes para Hel45. Eletroforese em gel de agarose 1% corado em
brometo de etideo 0,5 pyg/ml. Marcador molecular = 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen). Tamanho
esperado para UPS = 606 pb; DOWN = 548 pb; NEO = 795 pb; UPS-NEO = 1401 pb; NEO-DOWN =
1343 pb; HIGRO = 1026 pb; UPS-HIGRO = 1632 pb; HIGRO-DOWN = 1574 pb; UPS-NEO-DOWN =
1949 pb; UPS-HIGRO-DOWN = 2180 pb.
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KO de ambos os alelos foi confirmado inicialmente por PCR, utilizando
combinacdes de oligonucleotideos iniciadores que anelam em regides codificantes,
intergénicas e externos as regides intergénicas (Figura 2.4, destacados em laranja e
vermelho para o nocaute do 1° e 2° alelo, respectivamente). Outros métodos de
confirmacédo foram a técnica de gel de eletroforese em campo pulsado (PFGE -
pulsed-field gel electrophoresis) seguido por Southern blot utilizando sondas
marcadas radioativamente para deteccédo dos genes hel45, neo, higro (Figure 2.5A),

além de Western blot com anticorpo anti-Hel45 (Figure 2.5 B).
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FIGURA 2.4 — ANALISE POR ELETROFORESE DE DNA GENOMICO PARA CONFIRMA(;AO DO
NOCAUTE DE Held5 POR PCR. (A) Representagdo esquematica do anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores e (B) perfis de eletroforese da amplificacdo por PCR utilizando DNA
gendmico como molde e que foi extraido de parasitas nocautes para ambos o0s genes alelos, e
combinagBes dos seguintes pares de primers: UPSextF/Hel45R; Hel4d5F/DOWNextR; Hel45F/Hel45R;
UPSextF/NEOR; NEOF/DOWNextR; NEOF/NEOR; UPSextF/HIGROR; HIGROF/DOWNextR;
HIGROF/HIGROR. Foram utilizados primers que anelam em regides mais a montante de UPS
(UPSextF) e mais a jusante de DOWN (DOWNextR). Eletroforese em gel de agarose 1% corado em
brometo de etideo 0,5 pg/ml. Marcador molecular = 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen). Tamanho
esperado para UPSextF-Hel45R = 2569 pb; Hel45F-DOWNextR = 2969 pb; Hel45F-Hel45R = 1188
pb; UPSextF-NeoR = 2176 pb; NeoF-DOWNextR = 2576 pb; NeoF-NeoR = 795 pb; UPSextF-HigroR
= 2407 pb; HigroF-DOWNextR = 2807 pb; HigroF-HigroR = 1026 pb.

Apos obtengdo da linhagem nocaute de Hel45, observamos que a auséncia
do gene néo foi letal aos parasitas, mas interferiu na replicagdo (Figura 2.5C). A
concentracdo de células na cultura de parasitas KO foi aproximadamente 20%

menor do que da cultura de parasitas selvagem (WT) apds 72 horas de cultivo. Além
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disso, o pico da curva de crescimento dos parasitas KO foi alcancado somente apos
168 horas, enquanto que para WT, foi alcancado em 120 horas. Células KO também
apresentaram maior tempo de duplicacdo (33.72h + 2.49h) comparado as células
selvagem (18.42h £ 1.85h). Por isso, interpretamos que mesmo ndo sendo letal ao
parasita 0 nocaute, de alguma forma, tornou a duplicacéo do parasita mais lenta.
Para confirmar esta observagédo, foi realizada a contagem diferencial
(Figuras 2.6A e 2.6B) de células com nucleo e cinetoplasto duplicados (2N/2K)
(Figura 2.5D) e observamos uma maior propor¢cdo de células em fase final de
citocinese: aproximadamente 30%, comparado a apenas 10% no WT (Figura 2.6A)
no ponto de 72 horas. Ou seja, maior numero de células em divisdo incompleta na
populacdo KO. Porém, observamos pela andlise ultraestrutural que os parasitas KO
e WT sdo muito similares: sem sinais morfolégicos de morte celular no nucleo,
mitocondria ou formacao de vesiculas intracelulares no citoplasma (Figura 2.6C.2).
Desse modo, o maior numero de células em fase final de divisdo como
consequéncia do nocaute de Hel4d5 ndo é decorrente de inducdo de morte de

células.
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FIGURA 2.5 — ANALISE DO NOCAUTE DE Hel45 EM T. cruzi. (A) Eletroforese em campo pulsado
seguido da analise de Southern blot de DNA gendmico de parasitas selvagem (WT) ou nocaute (KO).
Marcador = CHEF DNA - H. wingei Chromosomes (Bio-Rad). 1 = Perfil eletroforético de DNA
gendmico de WT e KO. 2 = Autorradiograma da hibridacao utilizando como sondas as sequéncias de
Hel45, Neomicina (Neo) e Higromicina (Hygro), marcadas radioativamente. (B) Western blot utilizando
extrato proteico extraido de parasitas WT e KO analisados com anticorpo anti-Hel45 (diluicdo 1:500).
GAPDH (diluicdo 1:500) foi usado como controle. (C) Curva de crescimento de parasitas WT e KO.
Em cada ponto, a densidade celular nas culturas foi determinada por contagem em triplicata
utilizando um contador de particulas (Beckman Coulter, Z™ Series Coulter Counter® Cell). (D) A

morfologia celular foi analisada pelo método de pandtico rapido. N = nicleo. K = cinetoplasto. Barra =
5 um.
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FIGURA 2.6 — EFEITOS DO NOCAUTE DE Hel45. (A e B) Contagem diferencial na populagdo nocaute. (A) Concentracdo absoluta de células com dois nucleos e
dois cinetoplastos (2N/2K) foi determinada em triplicata por contagem em camara de Neubauer durante 192 horas para parasitas selvagens e nocautes. A barra de
erro indica o erro padrao das trés contagens independentes. (B) Concentracao relativa de células 2N/2K comparadas a populacdo total (1N/1K e 2N/2K) durante o
periodo de 192 horas. (C) Analise ultraestrutural de epimastigotas WT (C.1) e KO contendo 1N/1K ou 2N/2K (C.2) por microscopia eletrdnica de transmisséo. N =
ndcleo; K = cinetoplasto. Barra=2 ym (em C.1 e C.2) e 0,5 um (em C.3)
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Como o KO afetou o crescimento, foi investigado também se a auséncia do
gene poderia afetar a capacidade de diferenciagdo do parasita durante a
transformacdo da forma epimastigota para a forma infectiva tripomastigota
metaciclica. Para tanto, foi utilizado o protocolo de metaciclogénese in vitro
estabelecido por Contreras et al., 1985 (CONTRERAS et al., 1985; BONALDO et al.,
1988). Neste caso, epimastigotas foram sujeitas a estresse nutricional em meio TAU
(TAU - triatomine artificial urine), incubados em meio TAU3AAG e a diferenciacao
ocorreu apos adesdo das células ao frasco de cultura, com liberacdo de
tripomastigotas metaciclicos para o sobrenadante que foram contados nas
populacdes WT e KO. A populagcdo KO apresentou uma menor quantidade de
formas tripomastigotas metaciclicas, considerando todos os pontos de tempo de
coleta de epimastigotas para realizacéao inicial dos experimentos (Figuras 2.7A, 2.7C
e 2.7E). Por exemplo, epimastigotas KO de culturas com cinco dias que foram
sujeitos a diferenciacdo durante 72 horas apresentaram 57,6% menos
tripomastigotas metaciclicos que a populacdo WT.

Vale ressaltar que nas condigcbes de metaciclogénese in vitro ndo ocorre
proliferacdo celular e a adesdo é essencial para a inducdo da diferenciacao
(CONTRERAS et al.,, 1985; BONALDO et al., 1988). Assim, verificamos que a
adesédo aparentemente ndo foi afetada nas culturas KO (Figuras 2.7B, 2.7D e 2.7F)
e, baseado nessas observactes, acreditamos que o efeito do KO de Hel45 na

metaciclogénese provavelmente ocorreu apds a etapa de adeséo.
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FIGURA 2.7 — EFEITO DO NOCAUTE DURANTE A DIFERENCIACAO. Culturas de epimastigotas
KO e WT de 5, 7 e 9 dias de crescimento (A, C e E, respectivamente) foram submetidas ao estresse
nutricional. A densidade de formas tripomastigotas metaciclicas foi determinada durante o periodo de
120 horas. Diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) foram detectadas para todas as
comparacdes entre parasitas WT e KO. Imagens representativas in vivo de epimastigotas WT e KO
aderidos aos frascos de cultura sobre condi¢des de diferenciagdo apds 72 horas apds 5 (em B), 7
(em D) e 9 dias (em F) de cultura. Barra = 50 ym.
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Observamos que Hel45 possui um ortdlogo em T. brucei com similaridade de
97% (demonstrado na Tabela 2.1 e pelo alinhamento na Figura 2.8A), que foi
denominado de TbhHel46 (RNA helicase de 46 kDa). Assim, visando comparar o
fendtipo em outra espécie de tripanossoma, foi utilizado o ortélogo do gene em T.
brucei na anélise comparativa dos efeitos. Desta forma, a clonagem em vetor p2T7-
177 do fragmento génico foi confirmada por digestdo do plasmideo e verificacdo da
liberacéo de um fragmento de tamanho esperado de 484 pares de base (referente a
sequéncia-alvo do RNAI) (Figura 2.8B). O vetor linearizado foi usado para
transfectacdo em T. brucei.

Assim como no KO em T. cruzi, a diminuicdo da expressao de TbHel46 pela
inducdo do RNAI ndo foi letal ao parasita (Figura 2.8C), porém também alterou a
curva de crescimento (Figura 2.8D). No entanto, diferente do KO, a inducdo do
silenciamento de ThbHel46 visualmente ndo aumentou o nimero de parasitas com
divisdo incompleta como nos parasitas KO. Este resultado pode ser devido ao fato
de que somente a auséncia total da proteina poderia desencadear este fendtipo

como observado em T. cruzi.
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FIGURA 2.8 — ANALISE POR RNA DE INTERFERENCIA DO ORTOLOGO DE Hel45 EM
Trypanosoma brucei. (A) Alinhamento entre TcHel45 e TbHel46 mostrando regies idénticas (em

preto), similares (cinza) e néo alinhadas

(B) Representacdo esquematica e confirmagdo da

clonagem em vetor p2T7-177 (WICKSTEAD et al.,, 2002) de fragmento-alvo de ThHel46 para o
silenciamento por RNAIi. Em verde, a regido 1086-1799 correspondente a GFP foi removida para a
insercdo do fragmento de ThbHel46. Perfil de eletroforese do produto de digestdo do plasmideo
recombinante com Xbal. Eletroforese em gel de agarose 1% corado em brometo de etideo 0,5 pg/ml.
Marcador molecular = 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). (C) Analise de Western blot de extrato total
proteico e (D) Curva de crescimento de parasitas apds inducdo de RNAi com tetraciclina 2 pg/ml,
analisado com anticorpo anti-Hel45 e anti-GAPDH como controle. Para curva, a densidade celular
nas culturas em cada ponto foi determinada por contagem em triplicata utilizando um contador de
particulas (Beckman Coulter, Z™ Series Coulter Counter® Cell).
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Visto que o principal objetivo deste trabalho foi avaliar a participacdo de
Hel45 como componente essencial a exportacdo de mRNA, outro fenotipo avaliado
foi o efeito de nocaute de Hel45 e silenciamento génico de ThHel46 na distribuicdo
de mRNA poliadenilados através de ensaios de hibridizacéo in situ utilizando uma
sonda de oligo(dT). Em ambos os casos, a auséncia ou o silenciamento génico nao
causou acumulo geral de mRNA no nucleo (Figuras 2.9 e 2.10A). Conforme
apresentado anteriormente, somente no nocaute génico duplo a divisao celular foi
afetada e, desse modo, seria mais apropriado aprofundar os estudos na
compreensao de outros efeitos como consequéncia da auséncia da proteina em T.
cruzi. Acreditando que Hel45 pudesse ter um papel na liberacdo de mRNA para a
maquinaria de traducdo, uma vez que ela apresentou similaridade a membros do
grupo de elF4A e esta localizada em regifes citoplasmaticas proximas de CPN,
consideramos que o KO poderia entdo afetar a sintese proteica Assim, avaliamos
esses efeitos a partir de uma analise qualitativa do perfil de formacédo dos
polissomos sedimentados em gradiente de sacarose e, quantitativa por analise de
incorporacdo metabodlica de metionina radioativamente marcada. Foi observado
entdo que o KO de Held5 alterou o perfil polissomal de sedimentacdo, com
diminuicdo visivel dos picos correspondentes as fragbes de polissomos (Figura
2.10B), assim como reduziu o nivel da atividade da traducdo em aproximadamente
53% (Figura 2.10C).
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Nao
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RNase A

FIGURA 2.9 — ANALISE DO EFEITO DE RNAi CONTRA ThHel46 NA LOCALIZAQAO DE mRNA
EM T. brucei. Localizacdo subcelular de mRNAs poliadenilados por hibridizacéo in situ fluorescente
(FISH) com sonda oligo(dT) marcada com digoxigenina. A deteccdo da sonda foi realizada por
imunofluorescéncia indireta com anticorpo monoclonal anti-DIG (Sigma-Aldrich, diluicdo 1:300)
seguido por anticorpo secundario conjugado a Alexa 488 (Invitrogen, diluicdo 1:600). Como controle,
RNase A 100 ug/ml foi incubado com o parasite antes da hibridizacdo da sonda (RNase A). DAPI =
DNA corado com DAPI. MERGE = colocalizac&o de imagens para DAPI e FISH. Barra =5 pm.
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FIGURA 2.10 — ANALISE DOS EFEITOS DO KO DE Hel45 EM T. cruzi NA DISTRIBUICAO DE
mRNAs E NA TRADUCAO EM PARASITAS. (A) localizacéo celular de mRNA por FISH em parasitas
nocaute (KO) e selvagem (WT) com sonda oligo(dT) marcada com digoxigenina. A deteccdo da
sonda foi realizada por imunofluorescéncia indireta com anticorpo monoclonal anti-DIG (Sigma-
Aldrich, diluigdo 1:300) seguido por anticorpo secundario conjugado a Alexa 488 (Invitrogen, diluicao
1:600). Como controle, RNase A 100 pg/ml foi incubado com o parasite antes da hibridizagdo da
sonda (RNase A). DAPI = DNA corado com DAPI. MERGE = colocalizacdo de imagens para DAPI e
FISH. Barra = 5 uym. (B) Perfil polissomal em gradiente de sacarose de parasitas KO e WT tratados
com cicloheximida 100 pg/ml ou puromicina 2 mM. (C) Marcacdo metabdlica com metionina [358] em
parasitas WT e KO. Grafico representa a intensidade de radiagao incorporada através de cintilografia.
Como controle, parasitas foram tratados com cicloheximida 100 pg/ml (WT-Cyclo ou KO-Cyclo). (*)
indica diferenca estatisticamente significante (p < 0.01).

Para analisar se 0s baixos niveis de traducao estariam afetando a expressao
global de proteinas, foi realizada a comparacdo dos proteomas totais de parasitas
selvagens e nocautes. Nessa abordagem foi identificado um total de 1694 proteinas,
porém, a partir da analise quantitativa da contagem dos espectros, observou-se que
a abundancia de proteinas era bastante similar entre as amostras de WT e KO e,
destes, somente 14 proteinas apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre as amostras analisadas no nivel de expressédo, correspondendo
entdo as proteinas diferencialmente expressas (destacadas no grafico Volcano da
Figura 2.11A). Foram observadas proteinas com expressdo diminuida no KO,
anotadas como: ribosomal protein L37, zinc finger protein 2; mitochondrial
processing peptidase alpha subunit; hypothetical protein; cyclophilin e actin; e
aumentadas: vacuolar-type proton translocating pyrophosphatase 1; hexose
transporter; membrane-bound acid phosphatase; protein tyrosine phosphatase-like
protein; ATP-dependent DEAD/H RNA helicase; NADH-dependent fumarate
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reductase; U2 splicing auxiliary factor; hypothetical protein (Figura 2.11B). O
resultado de protedmica (Figuras 2.11C) também foi confrontado com experimentos
de Western blot (Figuras 2.11D.1 e 2.11D.2) usando anticorpos especificos contra
algumas das proteinas identificadas pelos dados de espectrometria de massas que
tiveram sua abundancia alterada (Actina e S7) ou ndo (Nup95, GAPDH, Sub2 e L26)
pelo nocaute. Nesta analise por Western blot, foram usados os extratos proteicos
totais de parasitas WT e KO e, neste caso, a diminuicdo da expressao de proteinas
observada por protedbmica nos parasitas KO foi corroborada: Western blot
apresentou menor marcacao para actina (com reducéo de aproximadamente 70%) e
proteina ribossomal S7 (reducdo de aproximadamente 30%), enquanto nenhuma
diferenca entre WT e KO foi observada para Nup95, GAPDH, Sub2 e L26, cujas
abundéancias também ndo estavam alteradas nas analises de proteémica (Figuras
2.11D.1e2.11D.2).
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Tc00.1047053511367.340  mitochondrial processing peptidase alpha subunit, putative,metallo-peptidase, Clan ME, Family M16, putative 3.93 1.82E-04
Tc00.1047053511727.100  hypothetical protein, conserved 2.92 2.38E-03
Tc00.1047053506413.80 cyclophilin, putative 1.14 8.68E-02
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Tc00.1047053506025.4 membrane-bound acid phosphatase, putative -1.14 5.27E-02
Tc00.1047053509109.130  protein tyrosine phosphatase-like protein, putative -2.86 1.36E-03
Tc00.1047053510187.290  ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative -2.96 1.36E-03
Tc00.1047053503849.60 NADH-dependent fumarate reductase, putative -3.55 2.58E-04
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FIGURA 2.11 — PROTEOMICA COMPARATIVA DE PARASITAS SELVAGENS E NOCAUTES. (A)
Gréfico Volcano demonstrando proteinas expressas positivamente (pontos em azul) e negativamente
(pontos em vermelho) nos parasitas nocautes segundo um valor de significAncia estatistica (FDR
menor ou igual a 0,01). (B) Identificacdo de proteinas com expressao aumentada ou diminuida no
extrato total por protedbmica. (C) Gréfico Strip Chart de intensidade das proteinas identificadas
analisadas por espectrometria de massa. Cada ponto representa o valor médio de intensidade
encontrado para cada réplica. FC = Fold change. FDR = False Discovery Rate. (D.1) Resultado
representativo de independentes ensaios de Western blot e sua quantificacdo relativa (D.2) por
densitometria normalizado por TcNup95 (Tc00.1047053510181.50); as barras indicam o erro padréo
para cada proteina. Foram analisadas em C e D, o0s niveis proteicos de Actina
(Tc00.1047053510571.30), proteina  ribossomal S7 (Tc00.1047053506593.19), GAPDH
(Tc00.1047053506943.60), Sub2  (Tc00.1047053508319.40), proteina  ribossomal L26
(Tc00.1047053511067.20).
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Apesar de um numero bem reduzido, vimos que existem proteinas com a
expressao significativamente alterada (Figura 2.11) e decidimos verificar se isso
seria em decorréncia de efeitos na traducao ou na estabilidade destes RNAs. Desse
modo, primeiramente, a abundancia de mRNA de algumas proteinas com a
expressdo diferencial no KO (Figura 2.11) foram quantificados (Figura 2.12A) e
comparados por PCR em tempo real entre parasitas selvagens e nocaute.
Verificamos que a quantidade de mRNA de actina (diminuicdo de 36%), zinc finger
protein 2 (diminuicdo de 20%), mitochondrial processing peptidase alpha subunit
(diminuicdo de 51%), vacuolar-type proton translocating pyrophosphatase 1
(diminuicdo de 40%), U2 splicing auxiliary factor 1 (aumento de 100%), hypothetical
protein (Tc00.1047053509455.114 — diminuicdo de 38%) estavam alterados (Figura
2.12A) e, alguns sem correlacdo com os niveis de proteina (Figura 2.11B). Além
disso, Sub2, que ndo teve o nivel proteico alterado (Figuras 2.11C e 2.11D),
apresentou diminui¢do de 13% na quantidade de mRNA (Figura 2.12A).

Outro ponto analisado foi a presenca de granulos de mRNA nos parasitas
KO que podem ser formados em situacdo de estresse e sequestrar RNAs impedindo
sua traducdo. Assim, os marcadores Dhhl e XRNA foram testados e avaliados
quanto a imunolocalizacéo nos parasitas KO de Hel45 (Figura 2.12B). Porém, para
ambos o0s marcadores, a localizagdo e quantidade de granulos se mostrou
visualmente semelhante, ndo indicando a presenca de granulos diferenciais. Assim,
os dados apresentados até o momento indicam que Hel45 pode estar envolvido no

controle pos-transcricional da expressao de proteinas especificas.
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FIGURA 2.12 — QUANTIFICAQAO DE mRNA E AVALIA(;AO DA PRESENCA DE GRANULOS EM
PARASITAS NOCAUTES. (A) Analise do nivel de mRNA em parasitas KO e WT por PCR
quantitativo. Expresséo de especificos mMRNAs foram testados: Actina, S7, L37, ZFP2, mitochondrial
processing peptidase alpha subunit, hypothetical protein (Tc00.1047053511727.100), cyclophilin,
vacuolar-type proton translocating pyrophosphatase 1, protein tyrosine phosphatase-like protein, ATP-
dependent DEAD/H RNA helicase, U2 splicing auxiliary fator, hypothetical protein
(Tc00.1047053509455.114), Sub2 (Tc00.1047053508319.40), L26, Dhhl, Beta-Tubulina. Os dados
representam a média e desvio padrdo de trés replicas (p < 0.01). As quantidades de mRNA foram
normalizados em relacdo ao gene de referéncia gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH,
Tc00.1047053506943.60). (B) Avaliacdo da presenca de granulos. Localizacdo de XRNA e Dhh1 por
imunofluorescéncia utilizando anticorpos primérios especificos e secundarios anti-camundongo
conjugado a Alexa488. DIC = contraste por interferéncia diferencial. DAPI = DNA marcado com DAPI.
XRNA = imunofluorescéncia indireta utilizando anticorpo primario anti-XRNA (1:500). Dhhl =
imunofluorescéncia indireta utilizando anticorpo primario Dhhl (1:100).
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4.2.3. ldentificacdo de complexos proteicos contendo Hel45, Sub2 e Crm1

Para ajudar a entender o papel bioldégico em tripanossomas investimos
também na abordagem de imunoprecipitacdo (IP) acoplada a espectrometria de
massas para a identificagcdo dos componentes presentes em complexos proteicos
contendo Hel45. Estes ensaios foram realizados em colaborag&o com o grupo do Dr.
Mark C. Field da Universidade de Dundee, no Reino Unido. Paralelamente, foi
realizada também a identificacdo de complexos para as proteinas Sub2 e Crml
buscando a integracdo dos possiveis parceiros em comum e ajudando assim na
compreensao das vias de exportacdo. Inicialmente, foi preciso gerar as linhagens
celulares de T. cruzi expressando Crml e Hel45 fusionadas a etiqgueta GFP na
extremidade N-terminal. Para tanto, os genes foram clonados no vetor pTcGWGFPN
(BATISTA et al., 2010) para posterior transfeccdo de T. cruzi. O processo de
clonagem pode ser verificado nos Apéndices A e B. A padronizacdo dos ensaios de
imunoprecipitacdo também pode ser conferida nos Apéndices C e E.

Esta padronizacdo consistiu em encontrar uma condi¢cdo para diminuir a
quantidade de contaminantes que se ligam inespecificamente as esferas magnéticas
e, principalmente, para minimizar a desagregacdo dos complexos proteicos durante
0S ensaios de imunoprecipitacdo. Assim, poderiamos observar qual das condicbes
testadas apresentaria maior diferenca quanto ao padrdo de corrida em gel SDS-
PAGE entre amostra de controle (imunoprecipitacdo feita com extrato de parasitas
selvagem) e da proteina alvo (imunoprecipitacdo feita com parasitas expressando a
proteina alvo conjugada a GFP). Desse modo, foram testados diferentes
detergentes, sais, concentracdo de sal entre outros, etc para suspensao do “p6 de
células” (ver Materiais e Métodos) (Apéndices C e E).

A linhagem de T. cruzi expressando Sub2 fusionada a GFP (Figura 2.13A),
descrito em Serpeloni et al. (2011b), foi utilizada na obtencéo do extrato de proteinas
que foi submetida aos ensaios de imunoprecipitacdo para analise do complexo
contendo Sub2. ApGs a padronizacao para imunoprecipitacdo de Sub2 (Apéndice C),
a melhor condi¢cdo encontrada foi o tampé&o contendo baixas concentracdes de sais:
citrato de sodio 10mM; Hepes pH 7,4 20mM; MgCl, 1mM; CaCl, 10 uM; e CHAPS
0,1% (Asterisco vermelho no Apéndice C). ApOs imunoprecipitacdo, as amostras em
solucdo (sem excisdo de gel) provenientes diretamente da imunoprecipitacao
(Figuras 2.13B e 2.13C) foram analisadas por espectrometria de massas. Como
esperado, a proteina Sub2 apresentou a maior abundancia na amostra provenientes

da IP de Sub2-GFP, ou seja, maior numero de peptideos identificados que pode ser
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representado pelo maior valor de emPAI (ver Materiais e Métodos para descricdo de
emPAl). As proteinas hipotéticas foram analisadas pelo do programa hmmscan do
pacote HMMER (EDDY, 1998) na busca de dominios conservados e, dessa forma,
algumas puderam ser identificadas e nomeadas. De modo geral, apenas quatro
proteinas foram obtidas nos complexos de Sub2, de acordo com o parametro
estabelecido de maior confianca (emPAI=1,5). Estas proteinas estdo destacadas na
tabela apresentada na Figura 2.13C e, a partir da analise dos dominios (dados ndo
mostrados), estao: proteinas hipotéticas; API5 e FOP. Chaperonina, proteina tipo
Alba e histona H4 apresentaram alta discrepancia de emPAI nas réplicas (Figura
2.13C). Hel45 também foi identificada nessas andlises (Figura 2.13 C), porém com
baixa confiabilidade, ou seja, valor de emPAl de 0,53. API5 é uma proteina
interessante que, em todas as réplicas, mostrou-se como a mais abundante nas IPs
(depois de Sub?2), correspondendo a uma banda de aproximadamente 60 kDa,
visualizada em SDS-PAGE na amostra da imunoprecipitacdo de Sub2 (Figuras
2.13B).
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Description emPAIl SD
RNA helicase, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_009350 PE=4 SV=1 67.34 0.1979899
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_06825 PE=4 SV=1 4.04 0.9192388
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053511807.280 PE=4 SV=1 3.85 0.8061017
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053509033.80 PE=4 SV=1 215 0.5374012
Chaperonin containing t-complex protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM _04540 PE=3 SV=1 1.9 2.3475945
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_000701 PE=4 SV=1 1.885 2.6657926
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053506435.150 PE=4 SV=1 1.875 0.2192031
Histone H4 OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053507941.150 PE=3 SV=1 1.535 1.2657211
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_07317 PE=4 SV=1 1.335 0.5444722
60S ribosomal protein L30, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053503453.40 PE=4 SV=1 1.07 1.5132085
Ribosomal protein L38, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053503881.39 PE=3 SV=1 0.975 0.7141778
40S ribosomal protein S2, putative (Fragment) OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_008343 PE=3 SV=1 0.755 0.0919239
Ribosomal protein S20, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053508475.10 PE=3 SV=1 0.74 1.4849242
60S ribosomal protein L18 OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=RPL18 PE=3 SV=1 0.68 0.6505382
Protein kinase A catalytic subunit isoform 2, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053508461.280 PE=4 SV=1 0.675 0.0919239
Retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative (Fragment) OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_000151 PE=4 SV=1 0.67 0.2969848
Histone H3, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053505931.50 PE=4 SV=1 0.66 0.5656854
ATP-dependent RNA helicase, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_006093 PE=3 SV=1 0.65 0.5374012
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_003325 PE=3 SV=1 0.585 0.205061
60S ribosomal protein L7, putative OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_001105 PE=3 SV=1 0.57 0.8061017
ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_001322 PE=3 SV=1 0.535 0.106066
RNA-binding protein, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_000443 PE=4 SV=1 0.53 1.046518
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 OS=Trypanosoma cruzi GN=FUS1 PE=2 SV=2 0.485 0.6858936
Mago nashi-like protein, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053506945.200 PE=4 SV=1 0.475 0.1626346

FIGURA 2.13 - COMPONENTES PROTEICOS DOS COMPLEXOS CONTENDO Sub2 DE
Trypanosoma cruzi. (A) Localizacdo de Sub2 fusionada a GFP. DAPI = DNA marcado com DAPI.
Sub2-GFP = Sub2 localizada por fluorescéncia de GFP. MERGE = colocaliza¢do de imagens para
DAPI e Sub2-GFP. Barra = 5 pym. (B) Perfil eletroforético em gel gradiente de poliacrilamida 4-12%
NuPAGE Novex Bis-Tris precast (Life technologies) corado com o kit SilverQuest™ Silver Staining
(Life technologies) de imunoprecipitagdo utilizando extrato proteico de parasitas selvagens (WT) e
expressando a proteina fusionada (Sub2-GFP) e esferas magnéticas conjugadas com nanobobies
anti-GFP. Marcador = PageRuler Prestained Protein Ladder (de 10 a 170 kDa) (Thermo Fisher
Scientific). (C) Proteinas identificadas associadas a Sub2, segundo valores estaticamente
significativos de p<0,05. O valor de emPAl indica o indice de abundancia de cada proteina no
imunoprecitado subtraido do valor referente encontrado no controle. SD indica o desvio padrdo de
emPAl entre as réplicas técnicas. As proteinas com valor de emPAI=1,5 estdo destacadas na tabela
e, em negrito, estdo Hel45, Sub2, API5, FOP e duas proteinas hipotéticas.
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Podemos afirmar que se tratava de API5, pois esta banda foi excisada do
gel, submetida a andlise por espectrometria de massas, neste caso, esta proteina foi
identificada novamente com alto valor de emPAIl (Apéndice D). API5 € uma a
proteina anotada como hipotética nos bancos de dados (numero de identificacéo
Tc00.1047053511807.280) com massa predita de 61 kDa. Utilizando a ferramenta
HMMER (EDDY, 1998), foi encontrado um dominio API5 (API5 — apoptosis inhibitory
protein 5) (Figura 2.14A) e, desse modo, essa proteina passou a ser denominada
genericamente de TcAPI5. API5 de humanos € uma proteina anti-apoptética
superexpressa em células cancerigenas e rica em repeticbes HEAT e ARM (HAN et
al., 2012). Essas repeticbes ARM foram observadas em TcAPI5 (Figuras 2.14A e
2.14C) e sao caracteristicas de proteinas como B-catenina e importinas (SAMUEL et
al., 2006; TEWARI et al.,, 2010). Além disso, utilizando a ferramenta PHYRE2
(KELLEY & STERNBERG, 2009) foi possivel predizer as estruturas secundaria
(Figura 2.14B) e terciaria (Figura 2.14C) de TcAPI5 que também monstrou
similaridade com as proteinas Symplekin e Importina-beta. Symplekin de humanos,
estd envolvida no processamento de pré-mRNA por poliadenilacdo e clivagem na
extremidade 3° (HOFMANN et al.,, 2002), além de participar da iniciacdo e
terminacédo da transcricdo da RNA pol Il em humanos (XIANG et al., 2010). Em Oriza
sativa, API5 interage com Sub2/UAP56 (LI et al., 2011) e Acinus (EJC) (RIGOU et

al., 2009), porém o papel dessas interagdes,até o momento, ainda € incerto.
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PDBTitle: crystal structure of the n-terminal domain of human
symplekin

PDB header:hydrolase

Chain: D: PDB Molecule:symplekin;

PDBTitle: crystal structure of the human symplekin-ssu72-ctd
phosphopeptide2 complex

Alignment 2 i ged 80.4

15

PDB header:transport protein

Chain: A: PDB Molecule:importin subunit beta-1;

PDBTitle: crystal structure of human importin-beta (127-876) in
complex with the2 ibb-domain of snurportinl (1-65)

FIGURA 2.14 — DOMINIOS FUNCIONAIS DE API5 DE Trypanosoma cruzi. (A) Identificacdo de
dominios funcionais de TcAPI5 através do programa hmmscan do pacote HMMER (EDDY, 1998): o
dominio API5, a partir de buscas nos bancos de dados do Pfam; repeticdes ARM, o que inclui esta
proteina na superfamilia 1.25.10.10. (B) Identificacdo de dominios e (C) Predicdo por homologia
estrutural de TcAPI5 através do programa Phyre2 (KELLEY & STERNBERG, 2009), utilizado para
predicdo estrutural baseado na conservacdo de estrutura secundaria: TCAPI5 apresentou similaridade
as proteinas API5, Symplekin e Importina-beta. As repeticdes ARM (C, em vermelho) estdo

destacadas.
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Apesar dos dados de tratamento com leptomicina B indicarem que Hel45
nao é exportado do nucleo por Crml (Figura 6A, Capitulol), achamos interessante
verificar quais proteinas estavam presentes no complexo de Crml, para reforcar ou
refutar esta hipdtese. Assim, foi gerado o transfectante expressando a proteina
Crml fusionada a GFP que apresentou localizacdo nuclear (Figura 2.15A). Na
andlise de toda amostra em solucdo de imunoprecipitacdo, conforme esperado,
Crm1 foi a proteina com a maior abundancia, representado pelo alto valor de emPAI
(Figura 2.15C). A aliquota dessa amostra quando analisada em SDS-PAGE mostra
uma banda bem intensa com massa aproximada ao valor predito de 150 kDa que
corresponde ao tamanho da proteina fusionada a GFP (Figura 2.15B). A
estabilizacdo dos complexos de Crml foi alcangcada em condicdo de alto sal
(Apéndice C) (citrato de sédio 250 mM; Hepes pH 7,4 20 mM; MgCl, 1 mM; CaCl, 10
uM; e CHAPS 0,1%). Neste caso, ao compararmos o perfil de proteinas em SDS-
PAGE entre as amostras de IP de controle e da proteina alvo foi possivel verificar
que presenca de diversas bandas diferentes na regido do gel correspondente a
proteinas de alto peso molecular (destacadas em asterisco na Figura 2.15B). Um
dado bastante interessante foi a presenca de diversas Nucleoporinas no
imunoprecipitado de Crml (em negrito na Figura 2.15C): Nup93 (TcNup96),
Nup84/100 (ortdlogo de TbNup89); Nup-1; Mip-1; Nup133/155 (TcNupl147); Nupl09
(ortélogo de TbNup109), ortélogos de TbNup82, TbNup132, TbNup181 e TbNup225;
algumas Nups FG (NSP1/Nup62 (ortdlogo de TbNup53a); Nup54/57(ortélogo de
TbNup53b); Nup96/98 (ortdlogo de TbNupl58); TbNup64; TbNupl49. Além disso,
Crm1 interage com fatores solUveis que estdo associados a nucleoporinas (também
em negrito na Figura 2.15C), como Ran que é a GTPase que fornece o gradiente de
GTP para o transporte de cargos, o ortélogo de Gle2 (anotado com poly(A) export
protein) e Secl3. Outras proteinas, algumas anotadas como hipotéticas, também
foram identificadas nesses complexos de Crm1 (Figura 2.15C). Esse resultado indica
que o receptor Crm1 de T. cruzi pode ser funcional no transporte, porém a interacao
pode ser bastante dinamica e transiente, o que impossibilita a identificacdo de

cargos nesse tipo de ensaio.
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B Crm1

Crm1-GFP MERGE

gg ::Bg & — Crm1-GFP
100 kDa —
70 kDa —
55 kDa —
40 kDa —
35 kDa -
25 kDa —
15 kDa —
‘ : 10 kDa —
Description Average Protein
emPAl
Exportin 1, putative, RNA-nuclear export factor, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_004194 PE=4 SV=1 51.28 Ciid
Exportin 1, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053511725.150 PE=4 SV=1 20.41
Chaperonin HSP60, mitochondrial, putative OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_003716 PE=3 SV=1 4.86 Chaperonin HSP60
Nucleoporin interacting component (NUP93) OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_08273 PE=4 SV=1 3.35 Nup93 (TcNup96)
Poly(A) export protein, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_003454 PE=4 SV=1 3.27 Gle2
Nucleoporin (NUP54/57), putative (Fragment) OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_002779 PE=4 SV=1 3.23 Nup54/57
GTP-binding nuclear protein rtb2, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_006267 PE=4 SV=1 3.2 Ran
Calcium-transporting ATPase OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_010545 PE=3 SV=1 2.69 calcium-translocating P-type ATPase
Calcium-transporting ATPase OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_06126 PE=3 SV=1 2.59
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_005610 PE=4 SV=1 2.5
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053503887.10 PE=4 SV=1 1.91 Nup84/Nup100(TbNup89)
NUP-1 protein, putative (Fragment) OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_008806 PE=4 SV=1 2.41 Nup-1
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_001341 PE=4 SV=1 2.37 (TbNup82)
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_04830 PE=4 SV=1 2.36
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_002947 PE=4 SV=1 2.19 (TbNup64)
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053504411.10 PE=4 SV=1 0.93
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_002713 PE=4 SV=1 229 (TbNup149)
Nucleoporin OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_01956 PE=4 SV=1 2.16 Nup96/Nup98 (TbNup158)
Dehydrogenase OS=Trypanosoma cruzi PE=4 SV=1 2.156 PGFS
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_004056 PE=4 SV=1 2.06 NSP1/Nup62 (TbNup53a)
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_07245 PE=4 SV=1 2.04 Uncharacterized
40S ribosomal protein S3a-1 OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053503635.59 PE=3 SV=1 2.01 S3a-1
Protein transport protein Sec13, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_006131 PE=4 SV=1 1.9 Sec13
Nucleoporin, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_004586 PE=4 SV=1 1.59 Nup133/Nup155 (TcNup147)
T-complex protein 1 subunit alpha OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_005312 PE=3 SV=1 1.8 (TCP-1-alpha)
Cytochrome b5-like, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053506753.110 PE=3 SV=1 1.49 Cytochrome b5-like
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_07836 PE=4 SV=1 1.43 (TbNup149)
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_06816 PE=4 SV=1 1.42 (TbNup132)
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_001180 PE=4 SV=1 1.35
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053447255.10 PE=4 SV=1 1.36 DoxX
40S ribosomal protein S3, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_000304 PE=3 SV=1 1.35 83
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_010662 PE=4 SV=1 1:35 Nup54/57 (TbNup53b)
Chaperonin containing t-complex protein, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_005500 PE=3 SV=1 1.33 T-complex protein 1, beta subunit
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_02035 PE=4 SV=1 1.31 Mip-1 (TbMIp-1)
408 ribosomal protein S2, putative (Fragment) OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_008343 PE=3 SV=1 1.3 S2
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_000008 PE=4 SV=1 1.29 Uncharacterized
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_006830 PE=4 SV=1 1.26 Uncharacterized
408 ribosomal protein S11, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053511139.20 PE=3 SV=1 1.24 S11
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_05787 PE=4 SV=1 1.22 Nup109 (TbNup109)
60S ribosomal protein L2, putative OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_007971 PE=4 SV=1 1.2 L2
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_003325 PE=3 SV=1 1.16 GAPDH
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_02918 PE=4 SV=1 1.15 DGF-1
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_07114 PE=4 SV=1 1.08 Uncharacterized
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_08956 PE=4 SV=1 1.07 Uncharacterized
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_007091 PE=4 SV=1 1.06 Uncharacterized
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053506989.250 PE=4 SV=1 0.98 Uncharacterized
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_03653 PE=4 SV=1 0.96 Nup53/35/40-type RNA recognition motif
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_03480 PE=4 SV=1 0.95 (TbNup181)
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_003915 PE=4 SV=1 0.94 (TbNup225)

FIGURA 2.15 - COMPONENTES PROTEICOS DOS COMPLEXOS CONTENDO Crml DE
Trypanosoma cruzi. (A) Localizacdo de Crm1l fusionada a GFP. DAPI = DNA marcado com DAPI.
Crm1-GFP = Crm1 localizada por fluorescéncia de GFP. MERGE = colocalizacdo de imagens para
DAPI e Crm1-GFP. Barra = 5 ym. (B) Perfil eletroforético em gel gradiente de poliacrilamida 4-12%
NuPAGE Novex Bis-Tris precast (Life technologies) corado com o kit SilverQuest™ Silver Staining
(Life technologies) de imunoprecipitacdo utilizando extrato proteico de parasitas selvagens (WT) e
expressando a proteina fusionada (Crm1-GFP) e esferas magnéticas conjugadas com nanobobies
anti-GFP. Marcador = PageRuler Prestained Protein Ladder (de 10 a 170 kDa) (Thermo Fisher
Scientific). (C) Proteinas identificadas associadas a Crml, segundo valores estaticamente
significativos de p<0,05. O valor de emPAl indica o indice de abundancia de cada proteina no
imunoprecitado subtraido do valor referente encontrado no controle. As proteinas com valor de
emPAI=21.5 estdo destacadas na tabela e, em negrito, estdo destacadas Crml, Nups e proteinas
associadas a Nups.
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A localizacéo de Hel45 fusionada a GFP na extremidade N-terminal foi um
pouco diferente daquela obtida por imunolocalizacdo para a proteina detectada tanto
com anticorpo anti-Hel45 e quanto com anticorpo anti-etiqueta PTP (Figuras 3B e
4A, Capitulol). Neste caso, foi observado que GFP-Hel45 apresentou localizac&o
enriquecida no ndcleo, mas com marcacao citoplasmatica em algumas células
(Figura 2.16A), provavelmente por se tratar de uma populacdo e nédo clone de
transfectantes. De qualquer forma, esta populacéo foi utilizada para obtencdo dos
extratos usados nos ensaios de imunoprecipitacdo dos complexos de Hel45. As
condicbes padronizadas (Apéndice E) para a abordagem protedmica foram: citrato
de sédio 50mM; Hepes pH 7,4 20mM; MgCl, 1mM; CaCl, 10 uM e TritonX-100 0,1%.
Assim, como nos casos anteriores, a proteina Hel45 apresentou o maior valor de
emPAl nas amostras provenientes da proteina alvo (fusionada a GFP) pelas
analises dos dados de espectrometria de massas. Vale ressaltar, que uma aliquota
desta amostra também foi analisada por SDS-PAGE e foi possivel observar a
presenca de uma banda especifica e com alta intensidade de tamanho aproximado
de 70 kDa que corresponde ao tamanho de GFP-Hel45. Nas analises de proteémica,
além da Hel45, também foram identificadas algumas proteinas relacionadas ao
metabolismo de mMRNA (destacadas em negrito na Figura 2.16C), como por
exemplo: proteina de ligacdo a RNA DRBD2 e DRDB1, proteinas com dominio Alba,
PABP1 e UBP-2. A presenca de Mago (com emPAI=1,5) e Y14 (emPAI<1,5) foi
bastante interessante (Figura 2.16C), demonstrando a possivel interagdo com
proteinas de EJC. Apesar do baixo valor de emPAl para Sub2, a
coimunoprecipitacdo € um indicativo que essa proteina possa estar interagindo com
Hel45.

Outra proteina identificada com alto valor de confiabilidade (emPAI=1,5) foi
uma anotada como hipotética (Figura 2.16C) nos bancos de dados, com massa
molecular de 60 kDa (Tc00.1047053511367.220), mas que apresenta o dominio
NTF2 (desse modo, denominamos por proteina NTF2-like) em sua por¢cdo N-terminal
(Figura 2.17). Em outros organismos, este dominio NTF2-like estd presente em
fatores de exportacdo de mRNA como a Mex67 de mamiferos e atua interagindo
com Nups FG durante o transporte (FRIBOURG et al., 2001).
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A DAPI Hel45-GFP MERGE B

170 kDa - |8
130 kDa —
100 kDa —
70 kDa —
55 kDa —
40 kDa —
35 kDa -
25 kDa —
15 kDa —
10 kDa -
Description Average Protein
emPAIl
ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053506587.40 PE=3 SV=1 48.14 Held5
40S ribosomal protein S4 OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053509683.117 PE=3 SV=1 12.06 S4
RNA-binding protein, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_001364 PE=4 SV=1 5.76 DRBD2
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM 04668 PE=4 SV=1 4.98 NTF2-like
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053511367.220 PE=4 SV=1 2.82
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_000701 PE=4 SV=1 4.51 ALBA3/ALBA4
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_001330 PE=4 SV=1 4.44 RNA 3'-terminal phosphate cyclase
40S ribosomal protein S6 OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_001068 PE=3 SV=1 4.39 S6
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053503833.50 PE=4 SV=1 3.93 Tc38
60S ribosomal protein L28, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053506297.270 PE=4 SV=1 3.24 L28
Poly(A)-binding protein, putative,polyadenylate-binding protein, putative OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_004370 PE=4 SV=1 3.14 PABP1
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_002627 PE=4 SV=1 297 P-loop i leoside tri
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM 07080 PE=4 SV=1 277 hydrolases
60S ribosomal protein L4, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053504121.30 PE=4 SV=1 253 L4
Aminopeptidase OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_05225 PE=4 SV=1 223 cytosolic leucyl aminopeptidase
U-rich RNA-binding protein UBP-2 OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053507093.229 PE=4 SV=1 2.08 UBP-2
40S ribosomal protein S8 OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_001300 PE=3 SV=1 2.02 S8
60S ribosomal protein L12, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053504037.30 PE=3 SV=1 201 L12
Prostaglandin F2alpha synthase OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053508461.80 PE=4 SV=1 1.93 PGFS
RNA-binding protein, putative (Fragment) OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_010185 PE=4 SV=1 1.82 DRDB1
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_002331 PE=4 SV=1 1.78 Uncharacterized
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053509033.80 PE=4 SV=1 1.58 FOP (Friend of PRMT1)
60S acidic ribosomal protein P2, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053505977.26 PE=3 SV=1 1.55 P2
40S ribosomal protein SA OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_007211 PE=3 SV=1 1.54 AS
Mago nashi-like protein, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053506945.200 PE=4 SV=1 1.54 Mago
60S acidic ribosomal protein PO OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_005515 PE=3 SV=1 1.5 PO
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053506435.150 PE=4 SV=1 1.3 Uncharacterized
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_003504 PE=4 SV=1 1.29 Prp19
40S ribosomal protein S17, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053508827.79 PE=3 SV=1 1.28 S19
60S ribosomal protein L37a, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053504069.56 PE=3 SV=1 1.28 L37a
Ribosomal protein L13 OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM 02783 PE=3 SV=1 1.25 L13
60S acidic ribosomal protein P1 OS=Trypanosoma cruzi PE=3 SV=1 1.23 P1
60S ribosomal protein 136, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053510767.20 PE=4 SV=1 1.2 136
Histone H3, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053505931.50 PE=4 SV=1 1.2 H3
Heat shock protein 70 OS=Trypanosoma cruzi GN=HSP70 PE=3 SV=1 1.16 HSP70
Retrotransposon hot spot (RHS) protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_02054 PE=4 SV=1 1.16 RHS
40S ribosomal protein S15, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053511809.130 PE=3 SV=1 1.14 S15
Ribosomal protein L27, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053511545.40 PE=4 SV=1 1.13 L27
60S ribosomal protein L7, putative OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_001105 PE=3 SV=1 1.12 L7
60S ribosomal protein L30, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053503453.40 PE=4 SV=1 1.09 L30
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM 08375 PE=4 SV=1 1.09 Uncharacterized
60S ribosomal protein L23a, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053508175.146 PE=3 SV=1 1.02 L23a
Small nuclear ribonucleoprotein SmD3, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053508257.150 PE=4 SV=1 1.01 SmD3
Ribosomal protein L38, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053509351.4 PE=3 SV=1 0.94 L38
Nucleolar protein, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_007036 PE=4 SV=1 0.93 Nop5
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053504001.10 PE=4 SV=1 0.92 Alba1
40S ribosomal protein S18, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053506679.100 PE=3 SV=1 0.92 S18
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_006342 PE=4 SV=1 0.92 Uncharacterized
40S ribosomal protein S10, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053506679.140 PE=4 SV=1 0.91 S10
Ribosomal protein S6, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053508277.120 PE=4 SV=1 0.91 S6
Repetitive protein antigen 1 (Fragment) OS=Trypanosoma cruzi PE=4 SV=1 0.9 Repetitive protein antigen 1
RNA helicase, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_009350 PE=4 SV=1 0.85 Sub2
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_004216 PE=4 SV=1 0.61 DRDB3
ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_003828 PE=3 SV=1 0.54 Dhht
L ized protein OS=Try cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053508213.40 PE=4 SV=1 0.38 Y14

FIGURA 2.16 — COMPONENTES PROTEICOS DOS COMPLEXOS CONTENDO Hel45 DE
Trypanosoma cruzi. (A) Localizacdo de Hel45 fusionada a GFP. DAPI = DNA marcado com DAPI.
Hel4d5-GFP = Hel45 localizada por fluorescéncia de GFP. MERGE = colocalizacdo de imagens para
DAPI e Hel45-GFP. Barra = 5 ym. (B) Perfil eletroforético em gel gradiente de poliacrilamida 4-12%
NuPAGE Novex Bis-Tris precast (Life technologies) corado com o kit SilverQuest™ Silver Staining
(Life technologies) de imunoprecipitacdo utilizando extrato proteico de parasitas selvagens (WT) e
expressando a proteina fusionada (Hel45-GFP) e esferas magnéticas conjugadas com nanobobies
anti-GFP. Marcador = PageRuler Prestained Protein Ladder (de 10 a 170 kDa) (Thermo Fisher
Scientific). (C) Proteinas identificadas associadas a Hel45, segundo valores estaticamente
significativos de p<0,05. O valor de emPAl indica o indice de abundéncia de cada proteina no
imunoprecitado subtraido do valor referente encontrado no controle. As proteinas com valor de
emPAI=1,5 estdo destacadas na tabela. Em negrito, estdo algumas proteinas que podem estar
relacionadas ao metabolismo de mRNA.
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FIGURA 2.17 — DOMINIO FUNCIONAL DE PROTEINA CONTENDO DOMINIO NT2-like DE
Trypanosoma cruzi. (A) Identificagdo de dominios funcionais da proteina NTF2-like através do
programa hmmscan do pacote HMMER (EDDY, 1998): o dominio NTF2 na extremidade N-terminal,
que determina essa proteina como pertencente a superfamilia 3.10.450.50, com e-valor de 7.5E-10
entre os amino&cidos 10 e 133.

Na busca de ortdlogos, foi utilizada a ferramenta Blastp (ALTSCHUL et al.,
1997) utilizando como query a sequéncia da proteina de NTF2-like de T. cruzi a
partir do critério de reciprocal best hit, E-values menores que 10™ e cobertura acima
de 30%. Dentro desses parametros, apenas foram encontradas proteinas ortélogas

em espécies de tripanossomatideos (Tabela 2.2).

TABELA 2.2. IDENTIFICACAO DE PROTEINAS ORTOLOGAS DE NTF2-like

Descrigdo Cobertura Similaridade Identidade E-value ID
hypothetical protein [Trypanosoma cruzi strain CL Brener] (NTF2-like) 100% 100% 100% 0 Tc00.1047053511367.220

hypothetical protein DQ04_02151040 [Trypanosoma grayi] 100% 64% 52% 7.00E-156 DQO04_02151040

hypothetical protein [Trypanosoma brucei TREU927] 99% 47% 35% 2.00E-71 Tb10.70.5500

hypothetical protein LPMP_210460 [Leishmania panamensis] 59% 60% 46% 1.00E-40 LPMP_210460
conserved hypothetical protein [Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904] 50% 60% 46% 1.00E-40 LBRM_21_0490
conserved hypothetical protein [Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103] 41% 62% 46% 2.00E-38 LMXM_21_0430
hypothetical protein, conserved [Leishmania donovani] 43% 62% 46% 2.00E-38 LDBPK_210490

conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 43% 62% 46% 2.00E-38 LINJ_21_0490
conserved hypothetical protein [Leishmania major strain Friedlin] 41% 62% 46% 3.00E-38 LMJF_21_0430

Os valores foram obtidos da comparacdo de NTF2-like (usado como query) com proteinas
encontradas exclusivamente em outros tripanossomatideos a partir de busca por Blastp (ALTSCHUL
etal., 1997).

Sobrepondo dos dados e utilizando as proteinas identificadas nas
imunoprecipitacdes de Crml, Sub2 e Hel45 com maior confiabilidade (emPAI=1,5)
foi gerado um diagrama de Venn (Figura 2.18). Entre as imunoprecipitacbes de
Crm1l e Hel45, uma proteina PGFS (anotada como Prostaglandin F2alpha synthase)

apresentou-se relacionada.
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FIGURA 218 - DIAGRAMA DE VENN DE PROTEINAS IDENTIFICADAS POR
IMUNOPRECIPITACOES ASSOCIADAS A ESPECTROMETRIA DE MASSAS. Diagrama mostrando
proteinas em comum identificadas nas imunuprecipitacdes de Crm1l, Sub2 e Hel45 com valores de
alta confianca (emPAI=1,5). Entre as IPs de Crm1 e Hel45 foi identificado uma proteina PGFS
(anotada como Prostaglandin F2 alpha synthase); e nos complexos de Hel45 e Sub2, uma proteina
anotada como hipotética nos banco de dados com dominio FOP (FOP - Friend of PRMT1).

Em relacdo aos complexos de Hel45 e Sub2 (Figura 2.18), uma proteina
anotada como hipotética nos banco de dados (Tc00.1047053509033.80) com
dominio FOP (FOP - Friend of PRMT1) na extremidade N-teminal (Figura 2.19) foi
identificada. FOP, em humanos, € uma proteina associada a cromatina (van DIJK et
al., 2010) e faz parte do complexo TREX (CHANG et al., 2013).

Pfam - 210
coiled-cail 210
disorder { = 210

FIGURA 2.19 — DOMINIO FUNCIONAL DE PROTEINA CONTENDO DOMINIO TcFOP DE
Trypanosoma cruzi. Dominios identificado através do programa hmmscan do pacote HMMER
(EDDY, 1998): o dominio FOP (FOP - Friend of PRMT1) foi encontrado na extremidade C-terminal
entre os aminoacidos 174 e 207, com e-valor de 7.7e-05.

Em geral, concluimos que a analise de imunoprecipitacdo associada a
espectrometria de massas, seguido da analise de dominios funcionais das proteinas
identificadas foi uma abordagem bastante importante, como forma de alcancar
novos candidatos e, assim aprofundar os estudos na caracterizagdo dos
componentes para a dissecagcdo da via de exportagio de mMRNA em

tripanossomatideos.
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5. DISCUSSAO

Os tripanossomatideos sdo eucariotos altamente divergentes que
evolutivamente ramificaram na base da arvore filogenética (BALDAUF, 2008;
PAWLOWSKI, 2014). Como consequéncia, desenvolveram alguns mecanismos
muito peculiares quanto a sua biologia, entre estes estéo incluidos fatores Gnicos ou
com caracteristicas funcionais distintas dos outros eucariotos que sao responsaveis
pela regulagdo da expressdo génica (GAZESTANI et al., 2014). Este parece ser
também o caso da via de exportacdo de mRNA, conforme demonstrado por recentes
trabalhos que vem desvendando os componentes desse transporte (SERPELONI et
al., 2011a; SERPELONI et al., 2011b; DOSTALOVA et al.,, 2013). Um desses
trabalhos utilizou a abordagem de genbmica comparativa para analisar a
conservacao das proteinas envolvidas nas vias de exportacdo de diferentes tipos de
RNAs ao longo da filogenia de eucariotos, incluindo aqueles que divergiram na base
da arvore filogenética (SERPELONI et al., 2011a). Dentre as proteinas analisadas,
somente algumas se apresentaram altamente conservadas na via de exportacédo de
MRNA, diferente do encontrado para as proteinas relacionadas as vias de transporte
de outros RNAs. Neste trabalho, foi realizada uma varredura por candidatos a
ortélogos em 65 espécies representativas da evolugcdo eucaridtica, usando como
semente de busca proteinas de mamiferos e leveduras com a funcéo caracterizada
(Figura 9, Introducao). Parametros como o critério de correspondéncia de reciprocal
best hit (RBH), a cobertura, similaridade, identidade e valores de e-value obtidos das
analises com a ferramenta Blastp (ALTSCHUL et al., 1997) foram utilizados para
gerar uma tabela representativa de diferentes niveis de similaridade ao longo da
filogenia. Assim, a partir desse estudo, que tinha o objetivo de identificar proteinas
candidatas a ortélogos, foi possivel avaliar o panorama do nivel de conservacéo
desses fatores envolvidos no transporte de RNA em diferentes grupos de eucariotos,
incluindo parasitas. Estes dados serviram de base para a selecdo de proteinas de
parasitas visando entdo a sua caracterizacdo funcional e buscando entender dois
pontos: a exportagdo de mRNA estaria ocorrendo por vias mais simplificadas e,
consequentemente, algumas das proteinas existentes em fungos, por exemplo, nao
existiriam em parasitas? Ou a exportacdo também poderia ser um processo
especializado, mas decorrente da alta divergéncia desses parasitas, estariam
atuando proteinas ainda desconhecidas e diferentes dos fatores presentes em

fungos e mamiferos?
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Diante deste cenario, buscamos aprofundar a identificacdo de fatores que
apresentassem papel nas vias de transporte em tripanossomatideos através de
estudos experimentais de analise funcional daquelas proteinas mais conservadas.
Entre estas, a mais conservada pelas analises de genbmica comparativa
(SERPELONI et al., 2011a) foi a RNA helicase Sub2, cuja conservacado de
sequéncia correspondeu a similaridade de funcdo (SERPELONI et al., 2011b;
Anexos). Em T. cruzi, vimos que a ortéloga de Sub2 (TcSub?2) é localizada dentro do
ndcleo de epimastigotas e associada com sitios ativos de transcricdo de RNApol Il e
processamento. Além disso, apds a diminuicdo da quantidade da proteina ortéloga
em T. brucei, TbSub2, através da ferramenta de RNA de interferéncia (RNAIi) houve
o impedimento da translocacdo de transcritos poliadenilados para o citoplasma,
seguido de morte dos parasitas, demonstrando que essa proteina tem papel nesse
processo de exportacdo de mRNAs, provavelmente no inicio da via, como em
fungos, e sua funcdo € essencial para a sobrevivéncia desses parasitas
(SERPELONI et al., 2011b). Assim, a presenca em parasitas de um fator especifico
da exportacdo de mRNA poderia sugerir a ideia de que estes eucariotos também
apresentavam uma via especializada com componentes especificos e diferentes das
vias envolvendo a exportacdo de outros tipos de RNA. Contudo, certamente era
necessario investir na identificacdo e estudo da funcdo de outros componentes.

Outra proteina candidata aos estudos funcionais foi a proteina de massa
molecular de 45 kDa de T. cruzi, anotada como RNA helicase dependente de ATP
da familia DEAD/H e, assim, denominada de Hel45. No trabalho de genbmica
comparativa (SERPELONI et al., 2011a), essa proteina mostrou-se conservada ao
longo das espécies de eucariotos e era uma candidata a ortdloga de Dbp5 em T.
cruzi. Com isso, os experimentos iniciais foram conduzidos de modo a verificar se
esta conservacado de sequéncia também corresponderia a conservacao da funcéo e
os dados iniciais de sua caracterizacao funcional foram apresentados em formato de
publicacdo no Capitulo 1 (INOUE et al., 2014). Resumidamente, verificamos que
Hel45 esta presente tanto no ndcleo quanto no citoplasma, com localizacdo préxima
as regidbes de poro no lado citoplasmatico. A migracdo entre estes dois
compartimentos € dependente da transcricdo ativa de mRNA. Logo, seriam
caracteristicas similares a Dbpb5, visto que esta € uma proteina que migra entre o
nacleo e o citoplasma (HODGE et al., 1999), iniciando a interagcdo com o0 mRNA
durante a transcricdo (ZHAO et al.,, 2002; ESTRUCH & COLE, 2003) e sendo

transportada associada ao transcrito até o lado citoplasméatico do envelope nuclear
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onde é ativada entdo por nucleoporinas e outras proteinas (DEL PRIORE et al.,
1997) ). Desta forma ocorre a dissociacdo do receptor Mex67 do mRNP (LUND &
GUTHRIE, 2005), liberando 0 mRNA para a traducdo. Contudo, Hel45 também
apresentou alta similaridade de sequéncia e estrutura tridimensional (Figura 1,
Capitulol) com outras RNA helicases da familia DEAD-box, principalmente membros
do grupo elF4A (Tabela 2.1). Proteinas dessa familia sdo bastante similares e
caracterizadas pela presenca de nove motivos bem conservados (CORDIN et al.,
2006; LINDER, 2006) distribuidos entre dois dominios funcionais (amino e carboxi-
teminal). Estes dominios estdo bem conservados em Hel45, indicando que ela se
trata de uma proteina tipo DEAD-box (Figura 1, Capitulol) e isso explicaria sua alta
similaridade com outros membros. No entanto, sequéncias das extremidades amino
e carboxi-teminal normalmente ndo sdo conservadas e isto diferencia a funcéo
bioldgica entre essas proteinas, definindo a localizacdo subcelular, especificidade de
substrato e interacdo proteina-proteina, por exemplo (CORDIN et al., 2006). Assim,
comparando a sequéncia com Dbp5, Hel45 n&do apresentou uma sequéncia de seis
aminoacidos ndo consenso inseridos no dominio C-terminal entre motivos V e VI,
presente na maioria dos ortélogos caracterizados (SNAY-HODGE et al., 1998; ZHAO
et al., 2002; ROLLENHAGEN et al.,, 2004). Em fungos, essa sequéncia €
representada pelos aminoacidos NGQADP e estd envolvida na exportagdo de
MRNA em situacdo de estresse (ROLLENHAGEN et al., 2004). Além disso, outra
diferenca foi a auséncia de uma regido N-terminal em Hel45 que, em humanos, esta
associada a regulacao intrinseca da atividade ATPase de Dbp5 (COLLINS et al.,
2009), pois a partir da hidrélise de ATP, Dbp5 consegue remodelar os mMRNPs em
associacdo com proteinas do poro nuclear no citoplasma. Sendo assim, as
diferencas de sequéncia com ortolégos de Dbp5 sugeriam que Hel45 poderia ndo ter
a mesma funcao. Essa idéia foi reforcada por outros resultados. Por exemplo, Hel45
ndo esteve associada ao final da traducdo (Figura 2, Capitulol) como Dbp5
(GROSS et al., 2007) e também apresentava alta similaridade com proteinas da
familia elF4A, principalmente elF4Alll (Figura 1, Capitulol). Apesar dessas
diferencas, neste mesmo trabalho (INOUE et al., 2014), foi demonstrado que o
transporte de Hel45 para o citoplasma dependia da via de exportacdo de mRNA pelo
ortblogo do receptor Mex67 em T. brucei (DOSTALOVA et al., 2013). Por
conseguinte, o envolvimento de Hel4d5 na via de exportagdo de mMRNA em
tripanossomatideos ndo podia ser descartado. Para tentar decifrar a questdo da
ortologia de Hel45, foi realizada sua analise filogenética (Figura 2.2, Capitulo 2)
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buscando o direcionamento das hipoteses a serem testadas para entender a fungéo
da proteina. Com esta analise, foi constatado que Hel45 é na verdade ortdloga de
elF4AIlll de humanos, uma proteina que também migra entre nucleo e citoplasma e
componente do complexo EJC. Este ponto é bastante intrigante, pois praticamente
nao existem dados funcionais sobre o complexo EJC em tripanossomatideos. A
analise dos componentes do EJC de tripanossomatideos realizada por Bercovich et
al. (2009) demonstrou a identificacdo somente de Mago e Y14 no complexo e
nenhuma proteina ortéloga de elF4Alll foi apresentada. Além disso, o complexo EJC
de humanos associa-se ao mMRNA em regifes de juncdo de exons apoés
processamento por cis-splicing. Contudo, em tripanossomatideos este evento €&
praticamente inexistente, pois a grande maioria dos genes codificadores de
proteinas ndo contém introns e € transcrita em RNAs policistrdbnicos que sao
processados por trans-splicing (AGABIAN, 1990; PREURER, 2012). Sendo assim,
apesar da identificacdo de alguns componentes de EJC em tripanossomatideos,
ainda nao se sabe a funcdo destes fatores no metabolismo de mRNA tampouco a
associacao com trans-splicing. Nesta etapa do trabalho, foi necessério entédo investir
na analise funcional de Hel45 utilizando abordagens de genética reversa cujos
dados, ainda ndo publicados, foram apresentados no Capitulo 2 apds os resultados
de filogenia.

Dentro dos objetivos visando a caracterizacdo funcional, foi obtida uma
linhagem nocaute de Hel45 em T. cruzi, mostrando que a auséncia da proteina nao
foi letal ao parasita (Figura 2.5, Capitulo 2) e ndo causou acumulo de mRNA no
nucleo (Figura 2.10, Capitulo 2). Este resultado foi semelhante as analises feitas
com T. brucei com o silenciamento de TbHel46 por RNAI (Figuras 2.8 e 2.9, Capitulo
2). Portanto, estes fenotipos reforcam a ideia que Hel4d5 ndo seria a proteina
ortéloga de Dbp5 em tripanossomatideos, principalmente porque mutantes de Dbp5
em leveduras apresentaram morte celular e acimulo nuclear de mRNA (TSENG et
al., 1998; SNAY-HODGE et al., 1998). Estes dados também indicam que Hel45 néo
€ essencial para a exportacdo geral de mRNA, pois ndo observamos nos parasitas
nocautes uma alteracéo fenotipica notavel nem mudanca evidente de localizacao de
MRNA total no nucleo, como demonstrado no silenciamento de Sub2 (SERPELONI
et al., 2011b) e de Mex67 (DOSTALOVA et al.,, 2013) de T. brucei. Porém, a
auséncia de acumulo nado indicaria que necessariamente Held5 ndo poderia
apresentar funcao na exportacdo de mRNA, pois em Drosophila foi demonstrado

que o silenciamento de proteinas como Aly ou componentes de EJC nao resultou
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em inibicdo do transporte (GATFIELD & IZAURRALDE, 2002). Além disso, outros
fatos apoiavam a investigacao do papel de Hel45 na via de exportacao de mRNA ou
no metabolismo de mRNA como:

a) Hel45 é ortologa de elF4Alll, um componente de EJC que também participa
da exportacdo de mRNA em mamiferos;

b) o silenciamento de Mex67, um componente especifico da exportacdo de
MRNA, afeta a migracao de Hel45;

C) sua migracao para o citoplasma depende de transcricdo ativa de RNASs.

Ademais, apesar do nocaute ndo ser letal, observamos que afetou
drasticamente o crescimento e a diferenciacdo do T. cruzi, sugerindo uma funcao
importante de Hel45 para o desenvolvimento do parasita. Considerando essas
informacdes, outras analises foram realizadas para continuar os estudos quanto aos
efeitos gerados pela auséncia de Hel45. Devido sua similaridade com o fator de
iniciagdo da tradugao elF4A, foi verificado se o nocaute de Hel45 poderia afetar a
sintese de proteinas; os resultados obtidos mostraram que o nocaute causa a
diminuicdo na quantidade de polissomos (Figura 2.10B), assim como o nivel de
traducao (Figura 2.10C). No entanto, esta alteracdo ndo modulou a expressao global
de proteinas, pois somente algumas proteinas entre parasitas KO e WT
apresentaram alteracdo na abundancia (Figura 2.11), das quais sete estavam
aumentadas e sete diminuidas nos parasitas nocautes, com base em critérios
estringentes de estatistica.

As analises de sedimentacdo de polissomos em gradiente de sacarose
(Figura 2, Capitulo 1) demonstraram que Hel45 ndo esta presente em fragbes
correspondentes a polirribossomos e o nocaute do gene afetou a traducdo de
poucas proteinas, sugerindo que Hel45 poderia desempenhar um papel entre o final
do transporte de mMRNA e o inicio da traducéo. Assim, primeiramente foi verificado se
0 nocaute também tinha afetado a abundancia dos mRNAs correspondentes as
proteinas com expressdo modulada. Os dados obtidos sugerem que a abundancia
das amostras de mRNAs foi menos discrepante, com diferencas mais sutis, que as
de proteina. Somente para U2 splicing auxiliary fator 1 foi observado aumento na
quantidade de mRNA no parasita nocaute. Com os dados obtidos, ndo foi possivel
correlacionar o nivel de mRNA aos de proteina nem realizar maiores inferéncias em
relacdo ao resultado, uma vez que os MRNAs analisados foram escolhidos
aleatoriamente nessa analise, ndo permitindo uma visdo panoramica do

transcriptoma. Apesar disso, ficaram algumas duvidas sobre o que poderia estar
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afetando a traducdo nos parasitas nocautes. Hel45 teria uma funcdo direta na
traducdo? Os mRNAs cuja expressédo proteica foi alterada estariam acumulados
dentro do nucleo e por isso ndo estariam sendo traduzidos? Ou a diminuicdo e o
aumento do nivel de algumas proteinas seria devido a repressdo ou ao
favorecimento da traducdo destes MRNAs pela maquinaria? Logo, ainda é
necessario investir em abordagens experimentais que tentem responder estas
questodes.

Algumas hipéteses podem ser lavantadas. Observando os dados de
protedmica, a proteina ribossomal L37 foi a que apresentou a maior diferenca na
abundancia nos parasitas nocautes (Figura 2.11), estando diminuida nestes
parasitas. Isso pode sugerir que a diminuicdo na quantidade de polissomos seria um
efeito indireto, consequente da expresséo alterada de componentes na maquinaria
de traducdo. Além disso, existem evidéncias que demonstraram que EJC atua de
modo geral na potencializacdo da traducédo, favorecendo que mRNA processados
por cis-splicing sejam mais eficientemente incorporados aos polissomos do que
agueles que nédo passaram por esse processamento (NOTT et al., 2004). Em
mamiferos, elF4Alll também pode auxiliar a iniciacdo da traducdo dependente de
cap, sendo recrutado para desfazer estruturas secundarias da regido 5° UTR do
MRNA (CHOE et al., 2014).

Pelos dados obtidos até o momento, ndo podemos afirmar que Hel45 seria
componente de uma via de controle geral, visto que nao foi observada nenhuma
alteracdo global nos parasitas nocautes na exportacdo de mRNA do ndcleo, na
adundancia de mRNA ou na expressao de proteinas, mesmo que tenha diminuido a
taxa de traducao geral, que pode ser um efeito indireto, como exposto acima. Assim,
poderiamos especular que Hel45 poderia estar relacionada a vias alternativas de
transporte e/ou remodelamento, que definiriam o destino de alguns tipos MRNAS no
citoplasma, ou até mesmo como potencializador da traducdo, podendo ser
dispenséavel, semelhante ao que vem sendo descrito para EJC (GATFIELD &
IZAURRALDE, 2002; NOTT et al., 2004). Estudos recentes mostram a existéncia de
vias alternativas de exportacdo de mRNA, como € o caso de ALREX (ALREX —
alternative mRNA nuclear export). Essas vias sao ativadas por mRNAs especificos
gue contém um elemento como SSCR (signal sequence coding region) ou MSCR
(mitochondrial-targeting sequence coding region) na extremidade 5' da fase aberta
de leitura (PALAZZO et al., 2007; CENIK et al., 2011), responséaveis pela codificacao

da maioria das proteinas secretadas de membrana ou de mitocondria de
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vertebrados. Ainda faltam dados de como os mRNPs iniciam sua formacao nessas
sequéncias, mas acredita-se que os fatores trans que se ligam a esses elementos
atuem recrutando outras proteinas, como o exportador Mex67-Mtr2 (PALAZZO et al.,
2007; CENIK et al., 2011). Além disso, foi demonstrado que o elemento SSCRs
também pode aumentar a atividade da traducéo desses mRNAs, provavelmente por
um rearranjo de mRNP na face citoplasmética do poro nuclear apés a exportacdo
(MAHADEVAN et al., 2013).

De qualquer modo, outras analises serdo necessarias para avaliar quais
eventos relacionados ao metabolismo do mRNA foram afetados nos parasitas
nocautes, como verificar se existe acimulo de mRNAs especificos no nucleo ou se
existem diferengas na abundéncia destes mRNAs nas fragbes de polirribossomos.
Além disso, avaliar se os mMRNAs das proteinas cuja expressdo é alterada no
nocaute seriam “alvos” de Hel45, também ajudaria a dissecar 0s eventos
moleculares de Hel45.

Para a melhor compreensdo do contexto molecular em que as proteinas
estdo inseridas, outra abordagem utilizada neste estudo foi a imunoprecipitacdo de
complexos de proteinas seguida da identificacdo destas por espectrometria de
massas. Para tanto, utilizamos duas inovacdes em nosso protocolo nesse tipo de
ensaio em T. cruzi. O primeiro foi a utilizacdo de cryogrinding a partir da moagem
das células em nitrogénio liquido para o preparo das amostras, com vantagens para
preservacdo de complexos, que seria (til no caso sistemas com interacdes
dindmicas, por ser também bastante eficaz pela rapidez, eliminacdo de detergentes
caotropicos e reducdo de problemas com proteases, fosfatases e outros fatores que
podem degradar a amostra (FIELD et al., 2012). Outra inovacao foi a utilizacdo de
nanobody, que sao peptideos recombinantes expressados em bactérias
correspondentes a dominios tipo VHH de ligacdo a antigenos de anticorpos nao
convencionais provenientes da imunizagdo em camelideos (MUYLDERMANS,
2013). Assim, utilizamos parasitas expressando Hel45 fusionada a GFP na
extremidade N-terminal para fazer os ensaios de imunoprecipitacdo com o nanobody
anti-GFP. Constatamos que o protocolo utilizado ajudou a conferir alta afinidade do
anticorpo a proteina fusionada, aumentando assim a eficiéncia dos ensaios de
imunoprecipitacdo (Figuras 2.13, 2.15 e 2.16).

Por ser ortologa de elF4Alll, Hel45 pode ter a mesma funcéo desta proteina
e ser mais um componente de EJC, pois associa-se com 0s heterodimeros estaveis
(BERCOVICH et al., 2009) Mago (com alto valor de confianga) e Y14 (com menor
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valor estatistico) (Figura 2.16, Capitulo 2), complementando os dados do trabalho
anterior de identificacdo dos componentes de EJC. Assim, essa foi a primeira
evidéncia da presenca de um ortélogo de elF4Alll nesses complexos em
tripanossomatideos. Caso faca parte de EJC, Hel45 poderia associar-se ao mRNA
durante o trans-splicing, visto que, no nucleo, Hel45 esta localizada em regides de
borda de cromatina eletrodensa, que séo sitios caracteristicos de processamento
(Figura 3, Capitulo 1). Além disso, Hel4d5 migra entre nucleo e citoplasma
dependente tanto da transcricdo quanto da via de exportacdo de mRNA por Mex67
(Figura 6, Capitulo 1). Como elF4Alll também migra para o citoplasma associado ao
MRNA, é possivel que ambos desempenhem uma funcéo similar no citoplasma, que
poderia estar relacionada a NMD (NMD - Non-sense mediated decay), afinal elF4Alll
€ uma proteina essencial para que este processo ocorra (GEHRING et al., 2003;
FERRAIUOLO et al., 2004; SHIBUYA et al., 2004; PALACIOS et al., 2004). Neste
caso, quando associado a mMRNAs processados corretamente, EJC é removido pela
proteina PYM durante o primeiro ciclo de elongacao do ribossomo (GEHRING et al.,
2009). Todavia, quando associado a mRNAs com cédons prematuros de terminacao
(PTC), EJC serve como ativador do sistema de controle de qualidade por NMD
durante a traducdo (GEHRING et al.,, 2003; SHIBUYA et al., 2004). Os mRNAs
corretamente processados ndo apresentam introns e desta forma ndo apresentam
EJC depositado na regido 3" UTR. Devido a isso, a maquinaria de NMD distingue o
codon de terminacdo candnico do ndo-canbdnico. Caso EJC permaneca associado a
dltima juncdo exon-exon processada, ocorre a fosforilacdo da helicase Upfl ligada
ao ribossomo no PTC. Essa fosforilagdo ocorre pela kinase Smgl, iniciando o
recrutamento de fatores que vao degradar o mMRNA (BROGNA & WEN, 2009)
(Figura 5.1). Porém, em tripanossomatideos, somente as proteinas Upfl e Upf2
apresentaram ortélogos e existem algumas suspeitas sobre o funcionamento desse
sistema (DELHI et al.,, 2011). Essas proteinas nao foram identificadas nos
complexos de Hel45, mas isso pode ser decorrente da dinAmica das interacfes
transientes dessas proteinas Upfs, principalmente Upf3, que interage com Y14 do
EJC (GEHRING et al. 2003) no desencadeamento de NMD.
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EJC model
in mammalian cells

FIGURA 5.1 - MECANISMO DE ATIVACAO DE NMD EM MAMIFEROS. A terminacdo da traduc&o
em um cbédon prematuro recruta os fatores responsaveis pelo NMD. EJC (representado por elF4Alll,
Magoh, Y14 e RNPS1), localizado numa posi¢cdo de 50-55 nucleotideos da Ultima juncdo exon-exon,
recruta os fatores UPF2 e UPF3 que favorecem, a partir da quinase SMG1, a fosforilagdo da helicase
UPFL1. Essa etapa inicia o recrutamento da maquinaria de degradacdo do mRNA. PABP, proteina de
ligacdo a poli A; CBC, complexo de ligacdo ao cap; e 4G, complexo de iniciacdo da traducéo, estdo
representados na figura, demonstrando a montagem do complexo de iniciagdo da traducéo.

FONTE: Adaptado de BROGNA & WEN, 2009.

Outra proteina nado identificada nos complexos de Hel45 foi o receptor
Mex67 (Figura 2.16, Capitulo2). Esse ndo era um resultado esperado, visto que a
migracdo de Hel45 esta relacionada a via de exportacdo de mRNA por esse receptor
(Figura 6, Capitulo 1). Vale destacar que, além de Mex67, nenhum receptor ja
caracterizado (por exemplo, Crml) foi identificado em associacdo a Hel45, o que
também pode ser em virtude das interacdes transientes entre Hel45 e esses fatores
de transporte. Porém, acreditamos que Hel45 possa migrar para o citoplasma
também por outras vias, além daquela envolvendo Mex67. O sinal de exportacdo
nuclear geralmente consiste de uma regido hidrofobica, rica principalmente em
leucina (LA COUR et al., 2003) para a interagcdo com exportinas dependentes de
gradiente de GTP forncedida por Ran. Neste trabalho, mostramos um sinal NES de
Hel45 que é funcional (Figura 4, Capitulo 1), todavia, ndo conseguimos destacar
gual exportina poderia estar relacionada ao transporte de Hel45. Possivelmente,

essa exportina ndo seja Crml, ja que o tratamento com leptomicina B (Figura 6,
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Capitulo 1) ndo impediu o transporte de Held5 e também porque nas
imunopreciitagfes ndo foi identificada a interacdo entre ambos (Figuras 2.15 e 2.16),
logo o NES identificado em Hel45 parece nao ser reconhecido por Crml. De
qualquer forma, Hel4d5 também pode estar relacionada a uma via ainda nao
caracterizada, com o envolvimento de um receptor com dominio NTF2 (NTF2-like),
ja que esta proteina, exclusiva de tripanossomatideos, foi identificada nas analises
de protedmica como um possivel fator que interage com Hel45. Este dominio NTF2-
like também esta presente em receptores de transporte como Mex67 de fungos e de
humanos (FRIBOURG et al., 2001; DOSTALOVA et al., 2013). Além disso, esse
fator NTF2-like foi identificado também nas andlises do trabalho de identificacdo dos
componentes de EJC de tripanossomatideos (BERCOVICH et al., 2009), interagindo
com Y14, mas nenhuma analise funcional foi demonstrada para essa proteina.
Porém, o fato de que o transporte de Hel45 foi interrompido no silenciamento de
Mex67 (Figura 6, Capitulo 1) foi bastante interessante, demonstrando que de alguma
forma existe associagdo entre proteinas que interagem com Hel45 e com fatores da
via mediada por esse receptor.

Embora aparentemente nao interaja com Mex67, Hel45 poderia estar
relacionada a uma funcdo de EJC na via de exportacdo de mRNA como os ortélogos
em mamiferos: o recrutamento de Sub2 (KATAOKA et al. 2000; LUO et al. 2001)
para 0 mMRNA, que, consequentemente, estaria favorecendo a ligacdo de Mex67.
Essa hipotese € sustentada pela analise dos complexos de TcSub2 e de Hel45
(Figuras 2.13 e 2.16, Capitulo 2, respectivamente). Apesar do baixo valor estatistico
(emPAI<1,5), TcSub2 foi identificado nos complexos de Hel45 e o inverso também
foi observado. Essa co-imunoprecipitacdo entre as duas proteinas é um forte
indicativo que elas interagem. Além disso, analises de microscopia eletrénica (Figura
3, Capitulo 1) de Hel45 mostraram bastante similaridade no padréo de localizagéo
nuclear com TcSub2 (SERPELONI et al., 2011b) em regides de borda cromatina,
sugerindo que essa associacdo possa realmente acontecer. Outro ponto bastante
importante foi a identificacdo com alta confianca (emPAI>1,5) de uma proteina
hipotética denominada de FOP tanto na imunoprecipitacdo de Hel45 quanto na de
TcSub2. Esse resultado demonstra a existéncia do complexo composto por Hel45,
TcSub2 e FOP. Também chamada de Chtop (Chromatin target of PRMTL1 protein),
em mamiferos, FOP foi apresentada como um componente de TREX e é essencial
para a exportacdo de mRNA, pois atua na ativacao e ligacdo a Sub2 e se liga ao
dominio NTF2-like de Mex67 (CHANG et al., 2013). Em outras células, o
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recrutamento dos fatores como Sub2 (STRASSER & HURT, 2001) e, principalmente,
Mex67 (SEGREF et al., 1997) é essencial para o funcionamento da via.

Além dessas proteinas, outra bastante promissora foi API5, que interagiu
com Sub2-GFP. Esta proteina apresentou semelhanca com a importina transportina
2, também denominada de karyopherin beta 2b (SHAMSHER et al., 2002), que em
metazoarios esta relacionada com o processo de importagdo para o nucleo dos
componentes relacionados a via de exportacdo. Como em tripanossomatideos o0s
componentes de TREX nao estdo conservados (SERPELONI et al, 2011a; ERBEN
et al., 2014) e pouco foi descrito em relacdo a EJC. As proteinas identificadas
podem servir de base para o desenvolvimento de estudos que ajudarédo a desvendar
0S mecanismos, principalmente no inicio da via no recrutamento da proteina Sub2.
Por fim, os resultados de prote6bmica também mostraram que Hel45 interage com
proteinas envolvidas em diferentes vias do metabolismo de RNA sugerindo um
quadro mais complexo, no qual ela poderia estar relacionada a diversas fungdes
moleculares. Isso ndo seria surpresa uma vez que ortélogos de elF4Alll também
estdo relacionados a diversas funcdes e atuando em diferentes vias moleculares
(Figura 8, Capitulo 1). Contudo, para confirmar a presenca de todos os fatores
identificados por protebmica, dados de validacdo de interacdo proteina-proteina
serdo importantes na figuracdo de uma rede funcional, em que Hel45 de T. cruzi
apresenta atividade bioldgica, com base nas evidéncias que vém sendo obtidas. Em
relacdo a via de exportacdo de mRNA, observamos que Hel45 estd aparentemente
associada ao ortélogo de FOP, possivel proteina do complexo TREX, e ao EJC,
como também interagiu diretamente com Sub2. Assim, Hel4d5 poderia estar
relacionada ao recrutamento de Sub2 a partir dessas interacfes. Desse modo,
esses dados sugerem que T. cruzi possa ter vias alternativas de iniciagdo dos
complexos de exportacdo de mRNA, uma vez que o nocaute de Hel45 néo resultou
em acumulo de mRNA no nucleo e a manutencdo do transporte poderia ser
equilibrada por diferente(s) via(s).

A representacdo abaixo (Figura 5.2) ilustra as principais hipéteses expostas
diante dos resultados obtidos. Até 0 momento, podemos inferir que Hel45, ortdlogo
de elF4Alll de humano, localizado no nucleo e citoplasma, pode migrar entre ambos
compartimentos. Porém sua entrada no nucleo ocorre por mecanismos ainda
desconhecidos. Além disso, Hel45 pode interagir com proteinas de EJC (Mago e,
possivelmente, Y14), um receptor NTF2-like e formar complexo com Sub2 e FOP.
Este dltimo complexo, corrobora com o papel potencial de Hel45 na via de
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exportacdo de mRNA no recrutamento do receptor Mex67 que pode estar mediando
a passagem do mRNP pelo complexo do poro nuclear (CPN) a partir da interacao
com nucleoporinas.

A funcao de Hel45 no citoplasma, ainda é incerta. Algumas vias definindo o
destino do mRNA nesse compartimento foram especuladas e estdo representadas
na Figura 5.2:

— Hel45 poderia atuar no remodelamento de mRNPs;

— Participar de NMD;

— Estar associada ao inicio da traducao;

— Atuar na regulacdo de expressdo génica ndo como componente de granulos
de DHH1 e XRNA,;

— Ou Hel45 pode estar relacionada a alguma outra maquinaria, uma vez que

EJC pode participar de diversos processos do metabolismo de mRNA.
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FIGURA 5.2 — MODELO ESQUEMATICO DE POSSIVEIS FUNCOES DE Hel45 em Trypanosoma
cruzi. Held5 pode se associar ao mRNA durante o processamento, compondo o complexo EJC
juntamente com Mago e Y14. A associacdo de Held5 com Sub2 e FOP pode sugerir que este
complexo inicie a formacdo do mRNP para a exportagdo, com o recrutamento do receptor Mex67.
Assim, Hel45 pode migrar entre o ndcleo e o citoplasma dependente de uma via de exportacao de
MRNA pelo receptor Mex67. No citoplasma, Hel45 pode atuar no remodelando complexos mRNPs
definindo o destino de mRNA, como traducéo, estocagem, ou degradac¢éo pelo NMD.
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Levando em consideracdo os resultados desse trabalho podemos afirmar
gue Hel45 tem papel no metabolismo de RNA e, provavelmente, esta relacionada a
uma via de exportagdo de mRNAS, 0 que a torna um interessante objeto de estudo
em tripanossomatideos. Acreditamos que para desvendar o contexto molecular de
Hel45, os estudos funcionais devem ser direcionados para duas vertentes:
Primeiramente, a analise dos mRNAs associados a Hel45 poderd indicar se existe
preferéncia de interacdo por RNAs funcionalmente relacionados bem como a
identificacdo de fatores cis-regulatérios dos alvos e possivel ligacdo a sequéncias
nucleotidicas especificas. O segundo ponto esta relacionado as proteinas que
interagem com Hel45 através da validagdo das interagfes identificadas para a
compreensao do contexto molecular em que esta proteina esta inserida. Assim, o
panorama molecular das funcdes de Hel45 pode ajudar na elucidacdo dos
mecanismos das vias de controle de regulacdo pés-transcricional em
tripanossomatideos, que estdo diretamente relacionadas a uma rapida e precisa
resposta na expressao génica, necessaria para a adaptacao e sobrevida do parasita

devido as variagbes do ambiente,.
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7. APENDICES
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APENDICE A — CLONAGEM DO GENE DE Crm1. Confirmacéo da clonagem do gene de Crm1 por
PCR de colbénia no vetor de entrada pDONR221 (em A) e vetor de destino pTcGWGFP (em B). Os
plasmideos recombinantes foram isolados e o resultado da Minipreparacdo esta representado na
figura (C). Analise por eletroforese em gel de agarose 1% corado em brometo de etideo 0,5 pg/ml.
Marcador molecular = 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). A clonagem foi confirmada com a
amplificacdo de um fragmento de 3105 pb por PCR e, em seguida, por sequencimento. (D) Apds
transfeccéo de T. cruzi com o vetor pTcGWGFP-Crm1 e selecdo dos parasitas, o extrato proteico
total foi submetido a analise de expressdo de Crml fusionada a GFP por Western blot utilizando
anticorpo anti-GFP (1:1000, produzido em camundongo). Como controle, foi utilizado o extrato do
parasita selvagem (WT). Como a proteina nativa apresenta 117 kDa, assim, uma banda préxima ao
tamanho esperado de Crm1 fusionada a GFP foi observada no extrato do parasita transfectante.
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APENDICE B — CLONAGEM DO GENE DE Hel45. Confirmac&o da clonagem do gene de Hel45 por
PCR de colbnia no vetor de entrada pDONR221 (em A) e vetor de destino pTcGWGFP (em B).
Andlise por eletroforese em gel de agarose 1% corado em brometo de etideo 0,5 pg/ml. Marcador
molecular = 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). A clonagem foi confirmada com a amplificacdo de um
fragmento em torno de 1200 pb, correspondente ao gene, além do sequenciamento. (C) Apoés
transfeccéo de T. cruzi com o vetor pTcGWGFP-Hel45 e selecdo dos parasitas, o extrato proteico
total do transfectante foi submetido a andlise de expresséo de Hel45 fusionada a GFP por Western
blot utilizando anticorpo anti-Hel45 (1:500, produzido em camundongo). Como controle, foi utilizado o
extrato do parasita selvagem (WT). Tanto a proteina nativa, 45 kDa, quanto a fusionada com GFP
foram evidenciadas na andlise por Western blot.
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GFP GFP_GFP GFP_ GFP _GFP
170 kDa — . - Crm1-GFP
130 kDa — -
[ L
100 kDa — M- | - Sub2-GFP

70 kDa — S

10mM NaCitrate ~ 50mM NaCitrate100mM NaCitrate

20mM Hepes pH 7.4
1mM MgCl2
10uM CaCl2

0.1% CHAPS

APENDICE C - PADRONIZAGAO DOS TAMPOES DE IMUNOPRECIPITACAO PARA
COMPLEXOS CONTENDO AS PROTEINAS Sub2 E Crml. Em A, foram testados diferentes
detergentes em tampéo contendo NaCl como sal. Em B, foram testados diferentes sais (NaCl e
NaCitrate), em alta concetracdo; além de EDTA. Na concentracdo alta de sal, NaCitrato 250 mM
algumas bandas diferenciadas das IP com extrato de parasita selvagem foram evidenciadas para
Crm1 (* em vermelho em B.1). Assim, o tamp&o mais adequado as andlises de Crm1 continha: citrato
de sddio 250mM; Hepes pH 7,4 20mM; MgCl, 1mM; CaCl, 10 pM; e CHAPS 0,1%. Em C, foram
testados concentracdes decrescentes de sal NaCitrato, evidenciando o aparecimento de bandas
diferenciadas na IP para Sub2 e demosntrando que essa proteina estabiliza melhor seus complexos
em baixa concentragdo de sal (* vermelho em C). A condigéo estabelecida para Sub2 foi citrato de
sédio 10mM; Hepes pH 7,4 20mM; MgCl, 1mM; CaCl, 10 uM; e CHAPS 0,1%. A.1 e B.1 — Gel
NUPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris (Life Technologies) corado kit Staining with SimplyBlue™
SafeStain (Life technologies). A.2 e B.2 — Mesmo gel de A1 e B.1 corado com kit com Kit
SilverQuest™ Silver Staining Kit (Life technologies).
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Wit

55 kDa

40 kDa

35 kDa

25 kDa

15 kDa
10 kDa

10Mm NaCitrate
20mM Hepes pH 7.4
1mM MgCl2
10uM CaCl2
0.1% CHAPS

API5 (Tc00.1047053511807.280)

Description

Accession

Score

Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_06825 PE=4 SV=1
RNA helicase, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_009350 PE=4 SV=1
Chaperonin HSP60, mit putative OS=Tr cruzi GN=MOQ_003716 PE=3 SV=1
Poly(A)-binding protein, putative, polyadenylate-binding protein, putative OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_004370 PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi Dm28c GN=TCDM_07317 PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_005508 PE=4 SV=1
Chaperonin, putative, T-complex protein 1, theta subunit, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_004584 PE=3 SV=1
Chaperonin/T-complex protein 1 gamma subunit, putative OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_009429 PE=3 SV=1
Pyruvate phosphate dikinase 1 0S=Trypanosoma cruzi GN=ppdk2 PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_002064 PE=4 SV=1
Chaperonin HSP60/CNP60, putative OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_002028 PE=3 SV=1
Elongation factor 1-alpha (Fragment) OS=Trypanosoma cruzi GN=EF-1alpha PE=3 SV=1
Chaperonin containing T-complex protein, putative OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053511725.250 PE=3 SV=1
Epsilon tubulin, putative (Fragment) OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_008641 PE=3 SV=1
ATP-dependent RNA helicase, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_006093 PE=3 SV=1
i protein OS=Try cruzi Dm28c GN=TCDM_00673 PE=4 SV=1

Guanme nucleotide-binding protein beta subunit-like protein OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_006544 PE=4 SV=1
Chaperonin alpha subunit, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_003488 PE=3 SV=1
3-methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta subunit, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_001675 PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053510733.50 PE=4 SV=1
T-complex protein 1, eta subunit, putative OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_004396 PE=3 SV=1
Protein kinase, putative OS=Trypanosorma cruzi GN=TCSYLVIO_010611 PE=3 SV=1
Acyl-CoA putative OS=Tr cruzi GNSTCSYLVIO_002676 PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Trypanosom cruzi marinkelel GN=HOQ_0US375 PE=4 SV=1

protein OS=Try cruzi mari GN=MOQ_008764 PE=4 SV=1
Uncharactenzed protein OS Trypancsorra cruzi Dm28c GN=TCDM_01704 PE=4 SV=1
Glycosyl like, putative OS=Tt cruzi GN=TCSYLVIO_008189 PE=4 SV=1
Pumilio/PUF RNA binding protein 4, putative OS=Trypanosoma cruzi GN=TCSYLVIO_006426 PE=4 SV=1
T-complex protein 1 subunit alpha OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_002749 PE=3 SV=1

protein OS=Try cruzi GN=TCSYLVIO_002612 PE=4 SV=1
Uncharactenzed protein OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_003449 PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Trypanosoma cruzi (strain CL Brener) GN=Tc00.1047053507569.10 PE=4 SV=1

Dynein heavy chain, putative OS=Trypanosoma cruzi marinkellei GN=MOQ_009442 PE=4 SV=1

tr|VSBFQ6| VSBFQ6_TRYCR
tr| KADNQ1| K4DNQ1_TRYCR
tr| KZNC28| K2NC28_TRYCR
tr| K2N1D5| K2N1DS_TRYCR
tr|VSBAA2| VSBAA2_TRYCR
tr| KADZ56| K4DZ56_TRYCR
tr| KAE2E8| K4E2E8_TRYCR
tr| KZMWX4| K2MWX4_TRYCR
tr| QIGN79| QIGN79_TRYCR
tr| KAEBS3| KAEBS3_TRYCR
tr| KINET2| K2NET2_TRYCR
tr| QOIK13| QUIKI3_TRYCR
tr| Q4DWGE| Q4DWGE_TRYCC
tr| K4DQL6| K4DQLE_TRYCR
tr|KADX70| KADX70_TRYCR
tr| VSC1A8| VSC1A8_TRYCR
tr|K2M3V7| K2M3V7_TRYCR
tr| K4E470| K4E470_TRYCR
tr| KAEAHO| KAEAHO_TRYCR
tr| Q4D442| Q4D442_TRYCC
tr| K2MONL| K2MIN1_TRYCR
tr| K4DJQ7| KADIQ7_TRYCR
tr| KAEGE2| K4E6E2_TRYCR
tr| K2MUNS| K2MUNS_TRYCR
tr| K2MPD2| K2MPD2_TRYCR
tr| V5BY 30| VSBY30_TRYCR
tr| K4DR88| KADRBS_TRYCR
tr| K4DVY8| KADVYS_TRYCR
tr|K2MDT7| KZMDT7_TRYCR
tr|K4E7V6| KAE7V6_TRYCR
tr| KINCV2| KINCV2_TRYCR
tr| Q4CTCB| Q4CTCB_TRYCC
tr|K2MI93| K2MI93 TRYCR

1996
1045
1358
687
641
375
328
268
519
159
200
124
215
168
195
125

37

Mass Matches Pep(sm)
61450

49773 30 30
59630 27 27
61656 25 25
64211 19 19
59531 17 17
58343 11 11
61324 11 11
101605 17 17
57452 6 6
58060 6 6
48225 6 6
60004 6 6
42930 4 4
69054 5 5
52994 3 3
56720 3 3
59373 3 3
67910 3 3
51159 2 2
62000 2 2
64641 2 2
69407 2 2
45956 1 i
54701 1 1
54013 1 1
63332 1 1
66138 1 1
59531 1 1.
59742 1 1
62708 1 1
93491 1 1

1 1

uences Seq(sig) 7emPAI
31 7.47

5.28
2.99
2.46
1.47
1.39
0.78
0.73
16 16 0.67
6 0.38
6 0.37
5 0.37
6 0.36
4 0.33
5 0.25
3 0.19
3 0.18
3 0.17
3 0.14
2 0.13
2 0.1

2 0.1

2 0.09
1 0.07
1 0.06
1 0.06
1 0.05
1 0.05
1 0.05
1 0.05
1 0.05
1 0.03
1 0.01

APENDICE D - IDENTIFICACAO DE API5 DE T. cruzi.

forma, essa proteina hipotéica foi denominada de TcAPI5.

Em A, é possivel verificar uma banda em
SDS-PAGE no tamanho aproximado de 60 kDa, na amostra de imunoprecipitacdo de Sub2, utilizando
a condi¢do padronizada e previamente estabelecida (Apéndice C). Esta banda foi excisada do gel
com um bisturi (em A), e a proteina contida foi identificada por espectrometria de massas. Em B,
estao apresentadas as proteinas identificadas na banda excisada:a mais intensamente identificada foi
uma proteina hipotética com tamanho de 60 kDa e apresentando um dominio do tipo API5. Dessa
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Wt Held5 Wt Held5 Wt Held5 Wt Held5 Wt Held5 Wt HeldS Wt Held5 Wt Held5 Wt Held5 Wi Held5 Wt Held5 Wi Helds
GFP GFP GFP GFP GFP  GFP GFP GFP GFP GFP GFP  GFP

170 kDa ~

170 kDa — - 130 kDa -
130 kDa - -

4
-p-a. o= K2 4HV n—
100 kDa - :
| - Held5-GFP 70 kDa - - Held5-GFP

70 kDa - -

s5ka- @ e
40 kDa - -

35 kDa -
25kDa -

15 kDa -
10 kDa -

50mM NaCl  250mM NaCitrate 50mM NaCl  250mM NaCitrate  50mM NaCl  250mM NaCitrate
0.1% BigCHAP  0,1% BIgCHAP  0.1% Digitonin 0.1% Digitonin 0.1% TritonX-100 0.1% TritonX-100

NaCl  250mM NaCitrate  50mM NaCl  250mM NaCitrate 50mM NaCl  250mM NaCitrate
%

50mM
01%BRIUSS  0.1%BRIJSE  0.1%CHAPS  0.1%CHAPS 0.1% Tween80  0.1% Tween80

20mM Hepes pH 7.4 20mM Hepes pH 7.4
1mM MgClz 1mM MgClz
10pM CaClz 10uM CaClz
* *
Wt Held5 Held5 Held5 Wt Held5 Held5 HeldS Held5 Held5 Held5 Held5 Held5 Held5
C - 1 GFP  GFP  GFP GFP  GFP  GFP C _ 2 = o _GFP__GFP__ GFP GFP  GFP__ GFP

170 kDa —
130 kDa ~

100 kDa -

—
—
—
- Hel45-GFP
70 kDa - . K

70 kDa | - Held5-GFP

15kDa
- 10 kDa -
[NaCitrate] 50mM  50mM  100mM 200mM  50mM  50mM  100mM  200mM [NaCitrate] 50mM  50mM  100mM  200mM  50mM  50mM  100mM  200mM
20mM Hepes pH 7.4 20mM Hepes pH 7.4 20mM Hepes pH 7.4 20mM Hepes pH 7.4
1mM MgClz 1mM MgClz 1mM MgCl2 1mM MgCl2
10pM CaClz 10pM CaClz 10uM CaClz 10uM CaClz
0.1% TritonX-100 0.1% BRIJ58 0.1% TritonX-100 0.1% BRIJ58

APENDICE E — PADRONIZACAO DO TAMPAO DE IMUNOPRECIPITACAO PARA COMPLEXOS
CONTENDO Hel45. Em A, B e C, estdo apresentadas as imunoprecipitacdes testes com extrato de
parasita selvagem e expressando Hel45 fusionada a GFP. Assim, inicialmente em A e B, foram
testados 6 diferentes detergentes em tampédo contendo NaCl ou NaCitrato como sal e o resultado
monstrou a presen¢a de muitos contaminantes em tampao contendo NaCl. Em C, foram testados
menores concentracdes de NaCitrato e bandas adicionais foram observadas (entre 50 e 70 kDa) na
concentracdo do tampéo de IP de 50 mM de NaCitrato, 50mM; Hepes pH 7,4 20mM; MgCl, 1mM,;
CaCl, 10 uM; e TritonX-100 ou BRIJ58 0,1% (em * vermelho). A, B e C.1 - Gel NUPAGE® Novex® 4-
12% Bis-Tris (Life Technologies) corado kit Staining with SimplyBlue™ SafeStain (Life technologies).
C.2 — Mesmo gel de C.1 corado com kit SilverQuest™ Silver Staining Kit (Life technologies).
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An Essential Nuclear Protein in Trypanosomes Is a
Component of mRNA Transcription/Export Pathway

Mariana Serpeloni’?, Carolina Borsoi Moraes?, Joao Renato Carvalho Muniz*, Maria Cristina Machado
Motta®, Augusto Savio Peixoto Ramos?, Rafael Luis Kessler'?, Alexandre Haruo Inoue'?, Wanderson
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de Janeiro, Brazil, 6 Departamento de Bioquimica, Universidade Federal do Parand (UFPR), Curitiba, Brazil, 7 Departamento de Microbiologia, Centro de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Brazil

Abstract

In eukaryotic cells, different RNA species are exported from the nucleus via specialized pathways. The mRNA export
machinery is highly integrated with mRNA processing, and includes a different set of nuclear transport adaptors as well as
other mRNA binding proteins, RNA helicases, and NPC-associated proteins. The protozoan parasite Trypanosoma cruzi is the
causative agent of Chagas disease, a widespread and neglected human disease which is endemic to Latin America. Gene
expression in Trypanosoma has unique characteristics, such as constitutive polycistronic transcription of protein-encoding
genes and mRNA processing by trans-splicing. In general, post-transcriptional events are the major points for regulation of
gene expression in these parasites. However, the export pathway of mRNA from the nucleus is poorly understood. The
present study investigated the function of TcSub2, which is a highly conserved protein ortholog to Sub2/ UAP56, a
component of the Transcription/Export (TREX) multiprotein complex connecting transcription with mRNA export in yeast/
human. Similar to its orthologs, TcSub2 is a nuclear protein, localized in dispersed foci all over the nuclei —except the
fibrillar center of nucleolus— and at the interface between dense and non-dense chromatin areas, proposing the
association of TcSub2 with transcription/processing sites. These findings were analyzed further by BrUTP incorporation
assays and confirmed that TcSub2 is physically associated with active RNA polymerase Il (RNA pol II), but not RNA
polymerase | (RNA pol I) or Spliced Leader (SL) transcription, demonstrating participation particularly in nuclear mRNA
metabolism in T. cruzi. The double knockout of the TcSub2 gene is lethal in T. cruzi, suggesting it has an essential function.
Alternatively, RNA interference assays were performed in Trypanosoma brucei. It allowed demonstrating that besides being
an essential protein, its knockdown causes mRNA accumulation in the nucleus and decrease of translation levels, reinforcing
that Trypanosoma-Sub2 (Tryp-Sub2) is a component of mRNA transcription/export pathway in trypanosomes.
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