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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma parasitose humana emergente e ainda ndo controlada, causada por
protozoarios pertencentes ao género Leishmania. Atualmente, a doenca atinge mais de 12
milhdes de pessoas, ndo existindo ainda métodos eficientes para seu controle e erradicacao. Por
estas razoes a Organizacdo Mundial da Saude classifica a leishmaniose como doenca de
categoria | e incentiva o desenvolvimento de novos métodos para controlar a doenga e para
buscar novos alvos para drogas contra o parasita.

No presente trabalho, estudou-se as proteinas LaRBP38 e LaRPA-1 previamente
identificadas por se associarem in vitro com a simples-fita telomérica rica em “G” de L.
amazonensis.

Os telomeros sdo as extremidades fisicas dos cromossomos de eucariotos, formados por
complexos nucleoprotéicos. Sao responsaveis por conferir estabilidade aos cromossomos,
evitando a degradagdo pela maquinaria de reparo celular e a fusdo entre extremidades
cromossomais. Instabilidades no teldmero causam normalmente danos irrepardveis a célula,
podendo levar a senescéncia e morte celular.

As proteinas que se mantém complexadas ao telomero sdo responsaveis por manté-lo
funcional. Cada proteina desempenha um papel importante, seja na protecdo, processo
replicativo ou manutengdo da estabilidade estrutural do telomero, sendo portanto, alvos
potenciais para o desenvolvimento de terapias antiparasitarias.

A proteina RPA ¢ conservada em toda escala evolutiva e cumpre importantes papéis nas
maquinarias de replicagdo, recombinagao e reparo do DNA genomico. Nos telomeros, a proteina
tem a importante funcdo de recrutar a enzima telomerase, principal responsavel pela elongacdo
dos telomeros. Recentemente foi também atribuida & RPA a fun¢do de desenovelar estruturas do
tipo G-quadruplex formadas pela simples-fita rica em G do DNA telomérico. Desta forma, a
RPA permite o acesso da telomerase ao terminal cromossémico.

A proteina RBP38, contrariamente a RPA, ¢ exclusiva de organismos da ordem
Kinetoplastida. Foi inicialmente descrita como uma proteina que estabiliza RNA mitocondrial e

recentemente foram encontradas evidéncias de que esta proteina participa também da replicagao
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do kDNA (DNA mitocondrial dos organismos pertencentes a ordem Kinetoplastida). Um
homologo em 7. cruzi liga seqiiéncias intergénicas do genoma nuclear in vitro. A primeira
evidéncia de que a proteina RBP38 poderia cumprir uma fun¢ao na maquinaria telomérica surgiu
ao se demonstrar sua interacao in vitro com o DNA telomérico de Leishmania.

Resultados presentes nesta tese incluem as clonagens e caracterizagdo dos genes que
codificam as proteinas LaRBP38 e LaRPA-1. Em seguida, proteinas recombinantes produzidas
em bactérias foram utilizadas para verificar a capacidade de interacdo com o DNA telomérico,
mapear o domino de LaRPA-1 responsavel pela interagdo com o DNA e ainda produzir
anticorpos policlonais. Estes anticorpos foram utilizados em ensaios de imunolocalizacdo e
também para verificar que ambas as proteinas co-imunoprecipitam com DNA telomérico in vivo.
Estes resultados confirmaram que LaRBP38 e LaRPA-1 se associam ao DNA telomérico de L.
amazonensis ¢ a DNAs ricos em GT in vivo. Confirmaram também que LaRPA-1 co-localiza
com telomeros no nucleo. Resultados preliminares mostraram que LaRBP38 ¢ encontrada no
cinetoplasto, sugerindo que se trata de uma proteina multifuncional. As funcdes de LaRBP38 e

de LaRPA-1 nos telomeros dos parasitas ainda precisam ser estudadas.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is an emerging and non-controlled human disease, caused by protozoan
belonging to the Leishmania genera. More than 12 million people are infected and there are no
efficient methods for the controlling or eradication of the disease. For those reasons, the World
Health Organization classifies leishmaniasis as category I disease and encourages the
development of new methods to control the disease and to find new targets for drugs against the
parasite.

In the present work, we studied the proteins LaRBP38 and LaRPA-1, prior identified by
in vitro assays as proteins that associates with the Leishmania amazonensis G-rich single-
stranded telomeric DNA.

Telomeres are the physical ends of eukaryote chromosomes formed by proteins and DNA
complexes. They are responsible for the chromosome stability, avoiding degradation by the
repair machinery and end-to-end fusion. Telomere instability may cause irreversible damage in
the cell, leading to senescence and cell death.

The proteins that interact with the telomeres are responsible for the functional dynamics
of these structures. Each protein has an important role in the protection, replication process or in
the stability maintenance. Therefore, telomeric proteins could be considered good targets for the
development of new therapies.

RPA is an evolutionarily conserved protein and plays important roles in replication,
recombination and repair machineries. At the telomeres, RPA recruits telomerase, the protein
responsible for telomeric elongation. Recently, it was also attributed to RPA the function of
unfolding G-quadruplex structures formed by the G-rich single-stranded telomeric DNA. Doing
that, RPA allows the access of telomerase to the chromosome ends.

Conversely, RPB38 is a protein exclusive of parasites belonging to the Kinetoplastida
order. It was first described as a protein that stabilizes mitochondrial RNA and recently it was
also found playing a role in the replication of kDNA (mitochondrial DNA from kinetoplastid
organisms). A 7. cruzi homologue binds in vitro intergenic sequences from nuclear genome. The
first evidence that this protein could also play a role in the telomeric machinery came from its

identification as a Leishmania protein that binds in vitro telomeric DNA.
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The results present here include cloning and characterization of the genes encoding both
LaRBP38 and LaRPA-1. In addition, recombinant proteins expressed in E. coli were used to
check their ability to bind DNA in vitro, to map the boundaries of LaRPA-1 DNA binding
domain and also used to produce polyclonal antibodies. These antibodies were used in
immunolocalization assays and to check if both protein co-immunoprecipitate with telomeric
DNA in vivo using chromatin immunoprecipitation assay. The results confirmed that LaRBP38
and LaRPA-1 bind L. amazonensis telomeric DNA and GT-rich DNASs in vivo, and that LaRPA-
1 co-localizes with telomeres in the nucleus. Preliminary results show that LaRBP38 is localized
at the kinetoplast, suggesting that it is a multifunctional protein that plays different roles in the
parasite cell. The functions played by LaRBP38 and LaRPA-1 at parasite telomeres remain to be

determined.
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1. INTRODUCAO

1.1. O género Leishmania e caracteristicas do parasita

Os parasitas do género Leishmania sdo agentes etioldgicos da leishmaniose, uma doenga
que pode se manifestar de diferentes formas nos homens dependendo da espécie em questio e do
sistema imunoldgico do hospedeiro. Esta doenca ja estava presente na India e no Oriente ha
varios séculos, e era conhecida como calazar, febre dum-dum ou botdo-do-oriente de acordo com
os sintomas. Acreditava-se naquele tempo se tratar de doencas completamente distintas. Em
1903, Leishman e Donovan descreveram na India o protozoario causador do calazar, que foi
batizada de Piroplasma donovani. Ronald Ross logo em seguida verificou que nao se tratava de
um esporozoario € criou o género Leishmania, denominando a espécie em questdo de L.
donovani (Neves, 2003).

Os parasitas do género Leishmania sdo protozodrios unicelulares e pertencem ao grupo
dos cinetoplastideos. Este grupo ¢ composto por organismos que apresentam uma mitocondria
unica denominada cinetoplasto. Esta organela especial ¢ bastante peculiar, apresentando
morfologia fusiforme e sendo rica em DNA mitocondrial (kDNA) organizado na forma de
maxicirculos e minicirculos (Simpson, 1987).

Os parasitas podem se apresentar de duas formas: promastigota ou amastigota. A forma
promastigota ¢ a forma flagelada encontrada no sistema digestivo do inseto hospedeiro. Esta
forma apresenta morfologia alongada com flagelo longo e livre. O nticleo ¢ arredondado ou oval,
situando-se na por¢do mediana ou anterior do parasita. O cinetoplasto em forma de grdo ou
bastao estd localizado entre o nucleo e a extremidade anterior do flagelo. As dimensdes desta
forma sao muito variaveis: de 10 a 40 micrometros de comprimento e de 1,5 a 3,0 micrometros
no didmetro menor (Neves et al., 2000). J4 a forma amastigota apresenta morfologia
arredondada, ndo apresenta flagelo exteriorizado e estd presente no interior das células do
organismo hospedeiro vertebrado. O cinetoplasto se apresenta com a mesma morfologia do
promastigota, em forma de grao ou bastdo. As dimensdes do parasita na forma amastigota sao de
3,0 a 6,5 micrometros de didmetro, dependendo da espécie (Neves et al., 2000, Rey, 2001). A

Fig. 1 apresenta ilustragdes das duas formas.
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Figura 1: Formas dos parasitas do género Leishmania. A) Parasitas na forma promastigota,
flagelada, alongada e presente no sistema digestivo do inseto hospedeiro. B) Diversos parasitas
no quadrante esquerdo superior na forma amastigota, aflagelada, arredondada, presente no
interior de células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado. A estrutura de

forma ovalada no quadrante direito inferior corresponde ao ntcleo da célula hospedeira.

1.1.1. Ciclo de vida do parasita

O ciclo de vida do parasita ¢ digenético, passando por uma fase promastigota extracelular
encontrada no aparelho digestivo de insetos hematdfagos dos géneros Lutzomyia no novo mundo
ou Phlebotomus no velho mundo. A transmissao ao hospedeiro mamifero ocorre no momento da
picada do mosquito fémea contaminado com o parasita na forma promastigota metaciclico. No
momento do repasto sanguineo, esta forma parasitaria ¢ inoculada na corrente sanguinea e ¢é
fagocita por células do sistema monocitico fagocitario, como macréfagos. Uma vez no vactiolo
digestivo destas células, os parasitas se modificam morfologicamente para a forma amastigota.
Esta forma ¢ caracterizada pela auséncia de flagelo, e ¢ exclusivamente intracelular sendo

encontrada somente no hospedeiro mamifero. Estes amastigotas se dividem por biparti¢ao até o



momento em que ocorre a lise da célula hospedeira. Neste instante os amastigotas caem na
corrente sanguinea e¢ sao novamente fagocitados por novas células do sistema monocitico
fagocitario do hospeiro. De acordo com a espécie de Leishmania havera afinidade por um
determinado tipo de célula do hospedeiro, caracterizando as diferente formas clinicas da doenca.
Caso um inseto sadio do género Lutzomyia ou Phebotomus realize um repasto sanguineo neste
paciente infectado, poderd ingerir formas amastigotas. Ao chegarem ao intestino do inseto, o
parasita novamente se diferencia em promastigota, podendo novamente infectar um novo
hospedeiro mamifero no momento de um novo repasto (Neves et al., 2000, Rey, 2001). A Fig. 2

apresenta de forma esquematica o ciclo de vida do parasita.

Figura 2: Ilustrac¢ao do ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania. A
metade superior da figura com fundo azul apresenta a fase do ciclo onde o
parasita tem o inseto como seu hospedeiro. A metade inferior da figura com
fundo amarelo apresenta a fase do ciclo em que o parasita esta no hospedeiro
mamifero. Nesta fase do ciclo, de acordo com a espécie do parasita, a
leishmaniose pode se apresentar em diferentes formas clinicas como
leishmaniose visceral (VL) ou leishmaniose cutanea (CL).

Figura obtida da OMS (http://www.who.int/tdr/diseases/leish/lifecycle.htm)



1.1.2. Classifica¢cao taxondmica

As espécies do género Leishmania pertencem ao Reino Protista, Subreino Protozoa, Filo
Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe Zoomastigophorea, Ordem Kinetoplastida,
Subordem Trypanosomatina, Familia Trypanosomatidae (Neves et al., 2000, Rey, 2001). A
semelhanca morfologica entre as espécies, no entanto, faz com que a classificagdo das espécies
do género Leishmania seja bastante complicada. Métodos bioquimicos e moleculares sao
ferramentas comumente utilizadas para determicdo da espécie de Leishmania. Alguns destes
métodos sdo a mobilidade eletroforética de isoenzimas (Ebert, 1987), a densidade de flutuacao
do DNA nuclear e do cinetoplasto (Chance et al., 1974) e a amplificagdo por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) de seqiiencias de kDNA e de mini-exon (Mahboudi et al., 2002, Harris et al.,
1998). A técnica de PCR para amplificagdo de seqiiéncia de mini-exon com analise subseqiiénte
do polimorfismo do comprimento de fragmentos de restrigdo de DNA ("Restriction Fragment
Length Polymorphism": RFLP) também ja foi utilizada para determinagdo da espécie de
Leishmania (Serin et al., 2007). Atualmente ¢ aceita a classificacao das espécies que parasitam o

homem em dois subgéneros (Neves et al., 2000).

1) Subgénero Leishmania: inclui parasitas encontrados no Velho ¢ Novo Mundo e
agrupa as espécies pertencentes aos seguintes complexos:
* Leishmania donovani: L. (L.) donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) chagasi.
* Leishmania mexicana: L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.)
venezuelensis, L. (L.) enriettii (exclusiva de animais), L. (L.) aristidesi.
* Leishmania hertigi (exclusiva de animais): L. (L.) hertigi, L. (L.) deanei.
O subgénero Leishmania inclui também outras espécies que ainda ndo foram agrupadas

em complexos, como: L. (L.) tropica, L. (L.) aethiopica, L. (L.) major ¢ L. (L.) pifanoi.

2) Subgénero Viannia: parasitas encontrados na América tropical e subtropical. Inclui o
complexo:
* Leishmania braziliensis: L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.)

panamensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) colombiensis.



1.2. A leishmaniose

As leishmanioses eram consideradas zoonoses de transmissdo essencialmente silvestre
em ambientes rurais. Hoje, no entanto, apresenta mudancas no padrdo de transmissao devido a
modificagdes socio-ambientais, como o desmatamento e o processo migratdrio caracterizado
pelo éxodo rural, levando o homem para as periferias das grandes cidades (dados publicados pelo
Ministério da Satde em 2004).

A dinamica das leishmanioses varia de acordo com os locais de ocorréncia ¢ em fungao
das varidveis relacionadas aos parasitos, aos vetores, aos ecossistemas e a caracteristicas

imunologicas dos hospedeiros. (Neves et al., 2000, Rey, 2001)

1.2.1. Classificac¢ao clinica
A leishmaniose ¢ uma parasitose de mamiferos e causa no homem uma doenga espectral,
pois pode se manifestar sob formas clinicas variadas de acordo com a interagdo entre a resposta
imune do hospedeiro e a viruléncia, o tropismo e a patogenicidade deste parasita. A OMS
(www.who.int/health _topics/leishmaniasis/) classifica as leishmanioses em quatro formas
clinicas principais (Neves et al., 2000, Rey, 2001), ilustradas na figura 3:
e Leishmaniose visceral (LV): forma mais grave da doengca na qual os parasitas
apresentam tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear do bago, do figado, da medula
Ossea e dos tecidos linfoides.
e Leishmaniose cutinea (LC): nesta forma os pacientes apresentam exclusivamente
lesdes cutaneas, limitadas, podendo ser estas ulceradas ou nao.
e Leishmaniose mucocutinea (LMC): também conhecida com ulcera de Bauru, siao as
formas da doenga em que os parasitas apresentam afinidade por areas descobertas da pele
e freqlientes complicagdes nas mucosas da boca, nariz e faringe.
e Leishmaniose cutinea difusa (LCD): se caracteriza pela presenga de lesdes
disseminadas em pacientes com resposta imunitaria ineficiente. Pode também ocorrer

tardiamente em pacientes que tiveram leishmaniose visceral e se trataram.



Figura 3: Diferentes formas clinicas da leishmaniose. A esquerda um exemplo
de paciente com leishmaniose do tipo tegumentar, que pode incluir as formas
cutanea (LC) e cutanea difusa (LCD). Ao centro uma crianca com
leishmaniose mucocutanea (LMC). A direita um caso de leishmaniose com
tropismo visceral (LV).

Figuras obtidas em www.images.google.com (autoria desconhecida)

A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) inclui as formas cutanea (LC),
mucocutanea (LMC) e cutinea difusa (LCD). No Brasil caracterizam-se pela diversidade das
apresentacoes clinicas e das espécies causadoras da doenca. Tem sido descrito no pais o
acometimento tegumentar por seis espécies de Leishmania, algumas das quais causam sindromes
peculiares associadas a fenomenos imunopatogénicos especificos, como, por exemplo, a forma
difusa causada por L. (L.) amazonensis e a forma mucosa causada por L. (V.) braziliensis. A
leishmaniose visceral (LV) ¢ causada no Brasil essencialmente por uma unica espécie, a L. (L.)

chagasi (Neves et al., 2000, Rey, 2001).

1.2.2. Distribuicio geografica e epidemiologia

No mundo, 12 a 15 milhdes de individuos encontram-se infectados por alguma espécie do
género Leishmania, e estima-se que 350 milhdes de pessoas estdo sob risco de infeccdo por
habitarem regides endémicas, sendo registrados cerca de dois milhdes de novos casos por ano
(WHO Expert Committee, 1990). Um problema grave de saude publica ¢ o caso de co-infec¢ao

com o virus HIV (Cruz et al., 2006). Nesta situagdo onde o paciente se encontra



imunodeprimido, a manifestacdo da leishmaniose se d4 de forma muito mais agressiva e grave
(Piscopo & Mallia, 2006). A Fig. 4 ilustra a distribuicdo da leishmaniose pelo mundo, com
destaque para as regides onde a co-infec¢do com o virus HIV tem sido mais alarmante. A
Organizagao Mundial de Saide (OMS) considera a leishmaniose como doenca de categoria I
onde se enquadram doencas emergentes ¢ ainda nao controladas como a dengue e as
tripanossomiases africanas (mais informacoes estao disponiveis em:
http://www.who.int/tdr/diseases/leish/strategy.htm). Desta forma, a OMS vem incentivando
estudos em busca da descoberta de novos alvos parasita-especificos para o desenvolvimento de

vacinas e drogas para a erradicacao da doenca.

Figura 4: Distribuicdo dos casos de leishmaniose no mundo. De azul claro estdo assinalados
os paises considerados regides endémicas por apresentam co-existéncia do parasita e do inseto
vetor. Em azul escuro estdo assinalados os paises que véem enfrentando um grave problema de

co-infec¢do da leishmaniose com o virus HIV com manifestacdo dos sintomas da AIDS.

Figura obtida da OMS

No periodo de 1982 a 2002, casos de leishmaniose tegumentar americana (LTA) no

Brasil apresentaram coeficientes de deteccdo crescentes, que oscilaram entre 4,75 e 22,94



pessoas infectadas por cada 100.000 habitantes. Observa-se ainda, uma expansdo geografica
visto que, em 1982, foram registrados casos em 22 estados e, em 2002, todas as unidades
federativas do pais apresentaram autoctonia da doenca (dados publicados pelo Ministério da

Saude em 2004).

A leishmaniose visceral (LV) atinge atualmente 19 unidades federativas, principalmente
na regido Nordeste, onde se concentram 87% dos casos. Nos ultimos anos, a doenga vem se
expandindo para regides Centro-Oeste, Norte e Sudeste brasileiras. No mesmo periodo de 1982 a
2002, os coeficientes de incidéncia de LV variaram de 0,96 a 2,66 casos por cada 100.000
habitantes (dados publicados pelo Ministério da Satide em 2004).

Os dados epidemiologicos dos ultimos dez anos revelam também a periurbanizacao e a
urbanizagdo da LV, destacando os surtos ocorridos em cidades como Rio de Janeiro (RJ), Belo
Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sao
Luis (MA), Fortaleza (CE), Camagari (BA) e, mais recentemente, as epidemias ocorridas nos
municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (dados publicados pelo
Ministério da Saude em 2004). Os agentes etiologicos mais importantes da LTA no Brasil sdo L.

(L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) brasiliensis.

O parasita alvo do presente estudo ¢ a L. (L.) amazonensis, agente causal da leishmaniose
cutanea e cutanea-difusa no Brasil, encontrado por toda bacia amazdnica, além de estados como

Maranhao, Ceara, Bahia, Minas Gerais e Espirito Santo (Neves et al., 2000).

1.2.3. Diagnostico

Varios métodos podem ser aplicados para o diagndstico das leishmanioses, sendo
fundamental associar as informagdes clinicas e epidemioldgicas aos resultados de laboratorio. No
diagnostico de leishmaniose tegumentar sdo utilizados os procedimentos de escarificagdo,
pungdo aspirativa ou bidpsia das lesdes cutaneas, de linfonodos ou de mucosas. Para
leishmaniose visceral recomenda-se o aspirado de medula 6ssea ou a obtencdo do creme
leucocitario do sangue periférico. Pode ser realizada bidpsia ou pungdo de 6rgdos do sistema

fagocitico-mononuclear (bago, figado, linfonodos) (dados do Ministério da Satde em 2004).



O exame direto consiste na visualizacdo das formas amastigotas do parasito em material
obtido das lesdes ou tecidos afetados. Constitui-se 0o exame de primeira escolha por ser mais
rapido, de menor custo e de facil execu¢do. O mesmo material coletado para a realizagdo do
exame direto pode ser utilizado em exames parasitologicos indiretos, como a inoculagdo em
meios de cultura ou em animais de laboratério (Piscopo & Mallia, 2006).

Em caso de impossibilidade de isolamento do parasito, ¢ possivel realizar o diagndstico
molecular utilizando DNA extraido do material coletado do paciente: fragmentos de pele ou
mucosa, sangue periférico, aspirado de medula 6ssea ou o6rgdos do sistema fagocitico-
mononuclear. A metodologia mais empregada ¢ a técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), direcionada para a amplificacdo de regides do DNA do cinetoplasto, que permite o

diagndstico e a identificagdo do subgénero do parasito (Piscopo & Mallia, 2006).

Me¢étodos de imunodiagnostico também sdo utilizados. A reagdo intradérmica de
Montenegro ¢ uma reagao de sensibilidade tardia, e tem como finalidade avaliar a resposta
celular do paciente. A técnica mais utilizada na rotina para pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania ¢ a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). A sensibilidade da reagdo em LV
varia de 80 a 95%; porém, em pacientes co-infectados com o virus HIV, varia de 50 a 60%. O
ensaio imunoenzimatico (ELISA) também pode ser usado para a pesquisa de anticorpos, apesar
de ndo estar disponivel nos laboratdrios centrais de satide publica (dados do Ministério da Saude

em 2004).

1.2.4. Tratamento

Os antimoniais pentavalentes sdo recomendados como as drogas de escolha. As
alternativas disponiveis na rede publica para o tratamento das leishmanioses sao a anfotericina B
e o isotionato de pentamidina (dados do Ministério da Saude em 2004). Em decorréncia da
toxicidade das drogas utilizadas, recomendam-se as avaliacdes eletrocardiografica, hepatica,
pancredtica e renal, antes de se instituir a terapéutica (Kedzierski et al., 2006). A Anfotericina B
¢ a droga de segunda escolha para o tratamento das leishmanioses (dados do Ministério da Saude
em 2004). Outra alternativa € o isotionato de pentamidina, que ¢ administrado lentamente em

infusdo continua. O uso intravenoso lento pode evitar o aparecimento dos eventos adversos



agudos, como hipotensdo, nausea, vomitos e sincope. Formulagdes lipidicas da anfotericina B
demonstraram eficacia no tratamento de pacientes com LV nao-associada ao HIV. Em pacientes
com co-infec¢do Leishmania-HIV também evidenciaram utilidade, embora ndo haja, até o
momento, estudos comparativos entre essas drogas e os antimoniais e a anfotericina B
convencional. As vantagens dessas medicagdes devem-se a sua menor toxicidade, comparada
com a anfotericina B, e ao tempo de tratamento, que pode ser reduzido. No entanto, o custo
elevado e a falta de informag¢do comparativa em relacdo a anfotericina B convencional na
leishmaniose excluem atualmente a possibilidade de uso do medicamento em larga escala em
programas de satide publica (dados do Ministério da Saude em 2004).

Todos estes medicamentos estdo sendo usados ha varias décadas, mesmo com o0s
problemas de efeito colateral que apresentam. O fato de serem utilizados ha tanto tempo também
tem permitido a existéncia de parasitas resistentes aos compostos. Por estes motivos, a OMS tem
incentivado o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento desta parasitose (Kedzierski

et al., 20006).

1.2.5. Organiza¢ao gendmica dos parasitas do género Leishmania

Parasitas do género Leishmania sao eucariotos assexuais ¢ diploides (Stiles et al., 1999,
Johnston et al., 1999). O genoma nuclear de Leishmania contém aproximadamente 65 Mb (Ivens
et al., 2005, Wirth, 1990, Johnston et al., 1999). Os 8-10 mil genes existentes podem estar
presentes em copias unicas, duplicados ou em multiplas copias repeditas em tandem (Ivens et al.,
2005). Até o momento nao foram encontrados introns, caracteristicos da organizagdo gendmica
dos eucariotos superiores (Stiles et al., 1999). As seqiiéncias flanqueadoras (intergénicas) exibem
consideraveis divergéncias, mesmo entre genes intimamente correlacionados (Stiles et al, 1999).

Genes nucleares que codificam as proteinas de Leishmania, assim como em outros
organismos da ordem Kinetoplastida, sdo co-transcritos por uma RNA polimerase semelhante a
polimerase-II, gerando um RNA policistronico precursor que ¢ processado por “trans-splicing”

para gerar o RNA maduro para tradugao (Stiles, 1999, Vanhamme & Pays, 1995).

A composicao dos nucleotideos A:T perfazem 40,3% do genoma de L. major, (Ivens et

al., 2005 Wirth, 1990; Johnston et al., 1999). Seqiliéncias ricas nestes nucleotideos sao elementos
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comuns em organismos eucariotos € aparecem organizadas repetidas em tandem ou formando
mini ou microsatélites. Em Leishmania spp. 30% do genoma ¢ formado por repeticdes que,
usualmente, ndo sdo cromossomo-especificas nem compartilhadas por todos os cromossomos
(Bastien et al., 1992). Os DNAs micro-satélites presentes nos cromossomos de muitas espécies
deste parasita incluem repeticdes de 2 a 4 nucleotideos, sendo a repeticdo mais comum (CA),
(Rossi et al., 1994). Espécies do género Leishmania também podem apresentar material genético
adicional em mini-cromossomos multicopias ou DNA circular, que podem aparecer
espontaneamente ou em conseqiiéncia de exposicao a condi¢des adversas tais como pressao por
drogas ou tentativa de knock-out de um gene essencial para o organismo (Beverley, 1991,
Segovia, 1994).

Dependendo da espécie podem existir de 32 a 36 cromossomos lineares que variam de
tamanho entre 0,35 e¢ 3,0 Mb e a condensagdo durante o ciclo mitotico ndo ¢ observavel
(Wincker et al., 1996, Stiles et al, 1999). Os cromossomos apresentam polimorfismo de niumero
e tamanho entre as diferentes espécies e entre clones de uma mesma espécie. A variagao entre os
cromossomos homologos ¢ possivelmente resultado de amplificacdes/delecdes em regides
subteloméricas. Por exemplo, em L. major, a diferenca de aproximadamente 20 Kb entre os dois
homologos do cromossomo 1 ¢ devido a polimorfismos na regido subtelomérica (Myler et al.,

2000).

1.3. Telomeros e o controle da estabilidade gendomica

Os telomeros sdao as extremidades fisicas dos cromossomos lineares essenciais para
manter a integridade gendmica e a viabilidade celular, além de garantir a completa replicacao do
genoma e ainda contribuir para a manutencao da arquitetura nuclear (Blackburn, 2000, Zakian,
1995, de Lange, 2002, Jonsson et al., 2002). Sdo compostos por uma seqiiéncia de DNA repetida
em tandem e associada a proteinas, formando um complexo nucleoprotéico. Uma das fitas do
telomero ¢ rica em guanina (G) e forma uma protrusdao simples-fita conhecida como “3° G-
overhang” (Klobutcher et al., 1981, Henderson & Blackburn, 1993, McElligott & Wellinger,
1997, Wright et al., 1997, Shore, 2001, Blackburn, 2001). A Figura 5 apresenta, de maneira

didatica, um teldomero de uma célula eucariotica.
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Figura 5: O telomero. Ilustracio apresentando uma célula eucariota com o nicleo em
destaque em cor verde. Do nucleo, um cromossomo ¢ ampliado e tem em destaque as regides
teloméricas (regides periféricas). O prolongamento de um telomero do cromossomo ¢
aumentado para ilustrar a composicao do DNA telomérico, representado na figura por fitas
verdes. Os nucleotideos que formam o telomero sdo identificados em sua porcdo final
evidenciando a natureza repetitiva da seqiliéncia telomérica, aqui representada como TTAGGG
na fita rica em G. Estd também ilustrado o terminal telomérico na forma de simples-fita do

DNA, com a protrusao 3’ G-overhang.

Fonte: http://www.chemsoc.org (modificada)

Este terminal “3° G-overhang” ¢ conservado desde eucariotos unicelulares até
vertebrados (Makarov et al., 1997) e forma estruturas caracteristicas. Uma destas estruturas ¢
conhecida como 7-loop, ou loop dos teldmeros, e consite em uma invasdo do terminal 3’ da
simples-fita telomérica protrusa na dupla-fita telomérica (Griffith et al., 1999, Greider, 2000). A

Fig. 6A apresenta um esquema do 7-loop.
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A outra conformacdo estrutural caracteristica dos telomeros ¢ o G-quadruplex
(Simonsson, 2001, Organesian & Brian, 2007). Esta estrutura ¢ formada por interacdes entre
guaninas de uma simples-fita rica em G, como ¢ o caso do terminal telomérico. Estas guaninas se
organizam em grupos de quatro formando um plano quadrangular. No caso dos humanos, por
exemplo, a repeticao telomérica contém 3 guaninas em seqiiéncia (TTAGGG) havendo entdo
sobreposicao de 3 planos quadrangulares formando uma estrutura de prisma quadrangular
(Simonsson, 2001). A Fig. 6B ilustra a estrutura de G-quadruplex no terminal telomérico. Estas
estruturas tém como principal fungdo proteger o terminal simples-fita dos telomeros contra a
maquinaria de reparo, que poderia reconhecer o terminal cromossémico como uma quebra de
DNA por estar na forma de simples-fita (Wei & Price, 2003, Organesian & Brian, 2007, Greider,

2000). Um modelo de combina¢do das duas estruturas esta representado na Fig. 6C.

Figura 6: Representacio esquematica das estruturas dos terminais teloméricos.
Em A) esté representado o T-loop, demonstrando o terminal 3° simples-fita invadindo a
dupla-fita formando uma estrutura de loop. Em B) esta representada a estrutura de G-
guadruplex formada por 3 quartetos de interacdo entre guaninas na simples-fita
telomérica. C) Figura apresentando um possivel modelo de estrutura do terminal
telomérico conforme se espera in vivo, com formacao de T-loop e G-quadruplex. As

orientagdes das terminacodes 5’ e 3’ estdo indicadas nos esquemas.

Figura adaptada de Oganesian & Brian, 2007.
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1.3.1. Manutencio dos telomeros pela telomerase

A replicagao do DNA cromossomal ¢ realizada pela enzima DNA polimerase sempre no
sentido 5 — 3’. Sendo assim, a replicagdo da fita descontinua se da pela producao de pequenos
fragmentos de DNA que vao formando a nova fita complementar. Ao chegar na extremidade de
um cromossomo linear, ndo hé espacgo para que o RNA iniciador se posicione para replicagdo do
extremo fim do cromossomo. Desta maneira, a cada replicacdo ocorre uma pequena erosao da
extremidade cromossdmica na terminacao 5°, justificando existéncia de um terminal 3’ simples-
fita nas extremidades dos cromossomos. Apds um numero de ciclos de replicagdo, estas erosdes
passam a atingir regides importantes dos cromossomos. Este ¢ conhecido como o “problema da
terminacao da replicagdo”, que ¢ solucionado pela enzima telomerase. Ela ¢ capaz de elongar o
terminal 3’ cromossdmico, criando entdo espago para que o RNA iniciador possa se posicionar
para completar a replicag@o da fita descontinua (Alberts, 2004).

A telomerase ¢ composta por um componente RNA (TER) e um componente protéico
(TERT), similar a uma transcriptase reversa. O componente RNA ¢ utilizado como molde para
que ocorra a sintese de repeticdes teloméricas nos terminais cromossOmicos, enquanto o
componente protéico possui os dominios cataliticos da enzima (Greider & Blackburn, 1989).

Sabe-se que a perda completa da atividade da telomerase resulta na perda da integridade
telomérica, levando a uma reducao gradual da seqiiéncia telomérica e eventualmente resultando
no desaparecimento do DNA telomérico. Nesta situagdo, existe a possibilidade de que ocorra
fusdes terminais, defeitos na proliferacao celular, parada do crescimento ou até a morte celular.
Recentemente, as conseqiiéncias da perda parcial da funcdo da telomerase tém revelado alguns
efeitos no comprimento e na estabilidade dos telomeros (Harrington, 2005). Tanto em
camundongos quanto em humanos, a hemizigosidade para o RNA da telomerase ou para o
componente TERT leva a inabilidade de manter os telomeros, sendo que em humanos, essa
insuficiéncia pode levar a doengas como a anemia aplastica ou a disqueratose congénita. Assim,
a perda parcial da fun¢do da telomerase pode resultar em um comprometimento latente, porém
mensuravel, do comprimento telomérico (Harrington, 2005). Qualquer situacao que leve a uma
reducdo no tamanho dos telomeros abaixo de niveis considerados criticos é considerada uma

situacdo de risco para a integridade celular.
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1.3.2. Composicio do complexo telomérico e organizagao de suas proteinas

A dindmica da estrutura telomérica ¢ coordenada por proteinas que participam do
complexo nucleoprotéico (Smogorzewska & de Lange, 2004). Em leveduras, um complexo foi
denominado telossomo (Dmitriev et al, 2003). Neste complexo, as proteinas RAP1 e CDC13
possuem fungdes chave para o funcionamento adequado da estrutura. A proteina RAP1 ¢ a
principal proteina que se associa ao DNA telomérico dupla-fita (Konig & Rhodes, 1997;
Dmitriev et al., 2003). Um dos mecanismos de protecao do telomero ¢ feito através da associacao
de RAP1 com as proteinas RIF e SIR (Wotton & Shore, 1997; Morse, 2000; Dmitriev et al,
2003). Neste caso, as estruturas de 7-loop sdo formadas pela interacdo de proteinas SIR com
histonas em leveduras (Dmitriev et al, 2003). As fungdes de CDC13 serdo detalhadas no item
1.3.3.1. desta tese.

Em humanos um grupo de proteinas exclusivamente teloméricas e interconectadas forma
um importante complexo denominado “Shelterina” (Fig. 7, de Lange, 2005). Dentre as principais
fungdes do complexo estdo i) a determinacdo da estrutura telomérica, ii) o controle sobre a
regulacdo do tamanho do telomero e iii) protecao das extremidades cromossdmicas evitando que
o terminal telomérico seja reconhecido pela maquinaria de reparo como sitio de DNA danificado
(de Lange, 2005). As principais proteinas integrantes deste complexo sao TRF1, TRF2 e POTI,
que interagem diretamente com o DNA telomérico e suas proteinas associadas: TIN2, TPP1 e
RAPI1. Elas atuam de forma dindmica e desempenham papéis importantes para manter a

estabilidade e o funcionamento das extremidades cromossdmicas (de Lange, 2005).

Figura 7: Shelterina. Esquema da rede de interagdes entre as proteinas teloméricas
conhecidas como “Shelterina” que confere estabilidade e determina a dinamica do

terminal cromossomico de humanos. Fonte: de Lange, 2005
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A proteina humana TRFI1 estd diretamente relacionada a regulagdo do tamanho do
telomero e ao controle do ciclo celular (van Steensel et al., 1998, Smith & De Lange, 2000,
Smogorzewska et al., 2000), enquanto TRF2 protege as extremidades teloméricas contra a
magquinaria de reparo (de Lange, 2002, Griffith et al., 1999). A proteina RAP1 de leveduras esta
envolvida tanto no silenciamento da transcricdo quanto na regulacao do tamanho dos telomeros
(Sussel & Shore, 1991). TIN2 desempenha um papel chave no complexo recrutando TPP1/POT1
para TRF1 e TRF2, além de ser responsavel por estabelecer a interagdo direta entre TRF1 e
TRF2, contribuindo para a estabilizacdo de TRF2 nos telomeros (Liu et al., 2004, Ye et al., 2004,
de Lange, 2005). POT1 interage exclusivamente com DNA na forma de simples-fita e
desempenha além de outras fungdes, o importante papel de proteger a simples-fita telomérica
contra degradacdo, impedindo fisicamente o acesso de proteinas da maquinaria de reparo (Yang
et al., 2005, Liu et al., 2004, de Lange, 2005). Recentemente foi evidenciada a importancia de
POT1 no proceso de recrutamento da telomerase através de sua interagdo com TPP1 (Xin et al,.
2007, Wang et al., 2007). Foi também demonstrado que o complexo POTI1-TPP1 aumenta a

processividade da enzima telomerase durante a replicagdo dos teldémeros (Wang et al., 2007).

1.3.3. Proteinas que interagem com a simples-fita telomérica rica em G

A protrusdo simples-fita telomérica ¢ uma regido susceptivel a fusdes terminais e pode
ainda ser reconhecida pela maquinaria de reparo como sendo uma quebra no DNA. Por estas
razdes, esta protrusdo simples-fita deve ser permanentemente protegida, e esta ¢ a funcdo
prioritaria de uma familia protéica denominada TEP (telomere end proteins) (Croy & Wuttke,
2006), que interage diretamente com a simples-fita telomérica. Fatores que interferem na fungao
das proteinas TEP podem resultar em desestabilizagio do cromossomo, perda do DNA
telomérico, aumento no numero de fusdes terminais cromossdmicas, ativagao de vias de reparo
de DNA e conseqiiente gerar um quadro de senescéncia celular (Baumann & Cech, 2001,
Hockemeyer et al., 2005, Paeschke et al., 2005, Loayza & de Lange, 2003, Garvik et al., 1995,
Shakirov et al., 2005, Yang et al., 2005). Outras alteragdes nas atividades de proteinas da familia

TEP podem ainda levar a grandes modificacdes no tamanho dos telomeros, definindo uma
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segunda func¢do: a regulagao da atividade da telomerase (Loayza & de Lange, 2003, Shakirov et
al., 2005, Colgin et al., 2003, Evans & Lundblad, 1999, Lei et al., 2005). Além disto, proteinas
TEP participam ainda de outras fungdes importantes com impacto na estabilidade cromossomal,
incluindo (i) a coordenagao de sintese da fita “lagging” (3> — 5°) (Chandra et al., 2001), (ii) a
determinagdo do terminal da fita “lagging” (Hockemeyer et al., 2005) e (iii) a regulacdo da
estrutura G-quadruplex nos terminais teloméricos (Paeschke et al., 2005, Fang & Cech, 1993,
Zaug et al., 2005).

A grande caracteristica comum a todas as proteinas membro da familia TEP ¢ a presenga
de um dominio de ligagdo ao DNAsf: o OB-fold (Oligonucleotide-oligosaccharide-binding)
(Croy & Wauttke, 2006). Este dominio ¢ estruturalmente conservado na escala evolutiva, mas ¢
muitas vezes de dificil reconhecimento, ja que as diferentes seqiiéncias de aminoacidos que o
compdem nao apresentam quase nenhuma conservagao (Wei & Price, 2003). A Fig. 8 apresenta

um modelo da superficie de contato do dominio OB-fold com o DNAsf.
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Figura 8: Estrutura do dominio OB-fold da proteina CDC13. O modelo
apresenta a superficie de contato do dominio OB-fold da proteina CDC13,
membro da familia TEP, onde a fita simples de DNA esta representada em cor
laranja tendo seus terminais 5° e 3’ indicados. As regides da proteina que fazem
contato com o DNA estdo marcadas com as cores: verde (representando
residuos de aminoacidos aromaticos), azul (residuos basicos), amarelo (residuos
alifaticos) e vermelho (residuos polares).

Fonte: Mitton-Fry et al., 2004

Segue abaixo uma breve descricdo sobre os principais membros da familia TEP: as

proteinas CDC13 de S. cerevisiae, a POT1 de humanos e S. pombe, e a TEBP de O. nova.

1.3.3.1. CDC13 de Saccharomyces cerevisiae

A CDCI13 ¢ a proteina responsavel pela protecdao da simples-fita telomérica de S.
cerevisiae (Nugent et al, 1996, Anderson et al., 2002, Lin & Zakian, 1996). O dominio de
ligacdo ao DNA na forma de simples-fita, denominado CDC13-DBD, apresenta ~ 23 kDa e esta

localizado na regido central da proteina. Andlises computacionais predisseram a existéncia de
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multiplos dominios OB-fold em CDC13 (Theobald & Wuttke, 2004), mas estes dados nao foram
confirmados experimentalmente. Um recente experimento demonstrou que o mutante truncado
de CDC13 contendo apenas o dominio de ligagdo ao DNA se liga ~ 100 vezes mais fortemente
ao DNAsf do que a proteina CDC13 em sua forma integral (Anderson et al., 2002). A
importancia de CDC13 na manuten¢dao dos telomeros foi comprovada por mutantes nao
funcionais para esta proteina, que resultaram em perda gradual do telomero, acarretando em um
fendtipo letal conhecido como senescéncia replicativa (Evans & Lundblad 1999, Pennock et al.,
2001, Taggart et al., 2002). Algumas destas mutacdes resultaram em rapida erosdo da fita rica
em “C” do cromossomo, ocasionando uma posterior interrup¢ao do ciclo celular (Garvik et al.,
1995, Booth et al., 2001), demonstrando assim envolvimento em fun¢des regulatorias que
governam a sintese e a atividade de nuclease durante a replicacdo da fita rica em C do DNA
telomérico (Chandra et al, 2001). Isto implica que a proteina atua na protecdo ndo somente do
DNAsf, mas também do DNA telomérico como um todo.

Além de proteger, a proteina CDC13 tem também funcdes de regulacao dos telomeros.
Atuando como regulador positivo da elongagdo telomérica a CDCI13 recruta a telomerase ao
terminal cromossémico (Evans & Lundblad, 1999, Bianchi et al., 2004, Taggart et al., 2002,
Smogorzewska & De Lange, 2004). Quando a proteina CDC13 foi expressa em fusao com Estl,
foi capaz de restaurar o elongamento dos telomeros em leveduras mutantes para a proteina RPA
que haviam perdido a capacidade de manutenc¢do das extremidades teloméricas (Schramke et al.,
2004). Este resultado sugere que deve haver um mecanismo sinérgico entre RPA e CDC13 no
recrutamento da telomerase via Estl (Schramke et al., 2004). CDCI13 pode ainda impedir o
acesso da telomerase ao terminal telomérico por um mecanismo ainda pouco conhecido
(Chandra et al, 2001), atuando como reguladora negativa da elongacao telomérica.

Além da funcdo nos telomeros, a proteina CDC13 tem também um papel na replicagdo do
DNA (Bianchi & Shore, 2007). Existem evidéncias de que um complexo protéico que inclui a
CDCI13 se associa com a subunidade catalitica da DNA Polimerase-o, sugerindo que a
maquinaria de replicacao telomérica atua concomitantemente com a maquinaria de replicacao do

DNA (Gottschling & Zakian, 1986, Qi1 & Zakian, 2000).
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Resultados recentes mostraram que S. cerevisiae possui ainda duas proteinas - Stnl e
Tenl — que interagem com CDCI13 e sdo importantes na regulacao do tamanho dos teldmeros.
Estas proteinas apresentam similaridade com duas subunidades da proteina RPA (RPA-2 e RPA-
3), que sera discutida mais adiante nos topicos 1.4.1.1 e 1.4.1.2. Desta forma especula-se que o
complexo CDC13/Stnl/Tenl em S. cerevisiae desempenhe fungao analoga a proteina RPA com
suas 3 subunidades, nos telomeros de levedura (Gao et al., 2007).

A Fig. 9 apresenta um esquema da localizagdo do dominio OB-fold na estrutura primaria

de CDC13 segundo busca no banco de dados CDD (Conserved Domain Database).

00 S0 700 01 = 5DC13
CDC13-DBD

Figura 9: CDC13. Esquema de localizacdo dos dominios OB fold em CDC13 de acordo com
analise por CD-Search (Marchler-Bauer & Bryant, 2004)

1.3.3.2. POT1 de humanos e Schizosaccharomyces pombe

A proteina POT1 ¢ o principal elemento de prote¢do das extremidades cromossomicas
dos eucariotos superiores, ja tendo sido caracterizada em diversos organismos incluindo
leveduras de fissdo (Baumann & Cech, 2001), humanos (Baumann & Cech, 2001), galinaceos
(Wei & Price, 2004) e, mais recentemente, Arabidopsys thaliana (Shakirov et al., 2005). A POT1
humana (hPOT1) apresenta dois dominios OB-fold de interagdo ao DNA (Lei et al., 2004),
enquanto a POT1 de S. pombe (SpPOT1) apresenta apenas 1 dominio OB-fold (Baumann &
Cech, 2001). Em hPOT1 foi demonstrado que o dominio OB-fold N-terminal (OB1, Figura 10)
se liga a 6 nucleotideos, assim como o OB-fold de SpPOT1, enquanto o segundo OB-fold (OB2,
Figura 10) se liga ao terminal 3’ livre dos DNAsf (Lei et al., 2004).

POTI, assim como outros membros da familia TEP, apresenta um papel na protecdo dos
telomeros. Experimentos de “knock-down” resultaram em teldomeros de tamanho alterado e foi
ainda observado um aumento do nimero de células senescentes (Veldman et al., 2004,
Hockemeyer et al., 2005, Loayza & de Lange, 2003, Yang et al, 2005, Colgin et al., 2003).

Resultados recentes demonstraram que a proteina hPOT1 ¢ capaz de desfavorecer a formagao da
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estrutura G-quadruplex nos terminais teloméricos in vitro de forma semelhante a TEBP-of3
(Zaug et al., 2005). Esta atividade ainda ndo foi comprovada in vivo. hPOT1 ainda regula a
atividade de nuclease na fita telomérica rica em “C”. Por esta razdo, a proteina hPOTI1 ¢
responsavel por definir a terminagdo 5’ da fita telomérica rica em “C”: ATC-5" (Hockemeyer et
al., 2005). Dados recentes sugerem ainda que POT1 tem um papel importante na regulacdo do
tamanho dos telomeros, sendo que através de sua interacdo com TPP1, ¢ capaz de recrutar a
telomerase para o terminal telomérico aumentando a processividade do complexo (Xin et al.,
2007, Wang et al., 2007).

SpPOT1 tem sido usada como um paradigma para predizer a funcdo de outros membros
da familia TEP, ja que o “knock-out” do gene SpPOTI ocasiona severos problemas no
desenvolvimento da célula e encurtamento de teldmeros, o que sugere que SpPOT1 ¢ essencial
para uma proliferacdo celular normal e para uma prote¢do adequada dos terminais teloméricos.
Além desta fungdo de protecdo, SpPOT1 também estd implicada na regulacdo do tamanho dos
telomeros (Bunch et al., 2005).

A Fig. 10 ilustra a localizacdo dos dominios OB-fold na estrutura primaria de hPOT1

segundo busca no banco de dados CDD (Conserved Domain Database) (Lei et al., 2004).
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Figura 10: POT1. Esquema de localiza¢do dos dominios OB fold em hPOT1 de acordo com
analise por CD-Search (Marchler-Bauer & Bryant, 2004).

1.3.3.3. TEBP de Oxytricha nova

A TEBP, que foi a primeira proteina identificada como ligante da extremidade telomérica
na forma de DNAsf, contém 2 subunidades basicas (o ¢ B) (Price & Cech, 1987, Gottschling &
Zakian, 1986, Price & Cech, 1989, Fang & Cech, 1993). De maneira curiosa, a subunidade 3
demonstra fraca afinidade pelo DNA simples-fita (Fang et al., 1993, Gray et al., 1991). Por outro
lado, modula a interacdo da subunidade oo com o DNA, formando um complexo heterodimérico:

TEBP-of} (Gray et al., 1991, Fang & Cech 1993 Raghuraman, et al., 1989).
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A estrutura de TEBP-o com a subunidade 3 incompleta (sem os residuos de 1 a 260)
revelou um total de 4 dominios OB-fold, 3 dos quais (2 em o ¢ 1 em J) formam o DBD,
enquanto o dominio OB-fold na por¢do C-terminal de TEBP-o. comporta-se como um dominio
de dimerizagdo para B (Horvath et al., 1998, Horvath & Schultz, 2001).

Ambas subunidades de TEBP sdo necessarias para a proliferacdo celular porque o
silenciamento de algum dos genes tem como conseqiiéncia a morte celular (Paeschke et al.,
2005). TEBP-of3 protege o DNAsf telomérico de modificagdes quimicas e também contra o
ataque de nucleases (Price & Cech, 1987, Gottschling & Zakian, 1986) e regulam a atividade de
telomerase, presumivelmente, pela exclusao do terminal 3’ dos telomeros (Froelich-Ammon et
al., 1998). Os terminais simples-fita presente nos telomeros de O. nova formam uma estrutura de
G-quadruplex ¢ o complexo TEBP-0a3 ¢ capaz de regular sua formagdo (Paeschke et al., 2005,
Fang & Cech, 1993). Os papéis funcionais de TEBP-0; sdo bem menos conhecidos. No entanto,
este dimero também protege a simples-fita telomérica contra modificagdes quimicas, apesar de
ser com um padrao diferente daquele observado com TEBP-of3 (Gray et al., 1991). Foi proposto
que TEBP-o, participe da formag¢dao de grupamentos altamente ordenados de DNAsf que
lembram estutura de flores (rosetas) in vivo (Peersen et al., 2002, Jonsson et al., 2002, Murti &
Prescott, 2002, Prescott, 1994).

Recentemente, foi demonstrado que a proteina TPP1 de mamiferos ¢ homodloga a TEBP-
B. O complexo TPP1-POT1 aumenta a afinidade de POT1 pelo DNAsf. Ha evidéncias ainda de
que TPP1 se associa a telomerase através de um suposto dominio OB-fold nesta proteina,
determinando assim um elo de ligacao entre o complexo Shelterina e a enzima telomerase.

Os dominios OB-fold na estrutura primaria de TEBP-a estdo ilustrados na Fig. 11

segundo busca no banco de dados CDD (Conserved Domain Database).

. ————— L ————————— TEBP o
| (OB-1) DBD | (OB-2) DBD 0B-3

Figura 11: TEBPo. Esquema de localizagao dos dominios OB fold em TEBP-o de acordo com
analise por CD-Search (Marchler-Bauer & Bryant, 2004).
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1.4. Os telomeros de protozoarios tripanosomatideos

Os telomeros de Kinetoplastida, assim como os de outros eucariotos, sdo compostos pela
repeticdo em fandem da seqiiéncia 5'-TTAGGG-3’, sugerindo mecanismos comuns basicos para
a manuten¢ao dessas estruturas (Cano, 2001). A estrutura T-loop também ja foi identificada em
tripanosomatideos (Munoz-Jordan et al, 2001).

No entanto, por se tratar de um grupo divergente (dos demais eucariotos) na escala
evolutiva (Simpson et al., 2004) ¢ natural que existam particularidades na estrutura dos
telomeros dos tripanosomatideos. Os telomeros de 7. brucei, por exemplo, possuem um
crescimento aparentemente nao controlado e sdo capazes de se manter estaveis na auséncia da
telomerase (Dreesen & Cross, 2006). Existem ainda genes que codificam glicoproteinas de
superficie (VSGs) que apresentam localizagdo sub-telomérica e t€ém sua transcri¢do regulada
pelos teldmeros em um mecanismo bastante estudado mas ainda pouco entendido (Vanhamme et
al., 2001, Navarro et al., 2007).

Particularmente no género Leishmania, evidéncias indicam que a estrutura e a
manuten¢gdo dos terminais cromossdmicos sdo similares aos encontrados nos telomeros da
maioria dos eucariotos (Stiles et al., 1999, Cano, 2001, Lira et al., 2007b). A via de elongacao
dos telomeros ¢ provavelmente telomerase dependente, visto que esta enzima ja foi identificada
em espécies do género e sua atividade também ja foi verificada (Cano et al., 1999, Giardini et al.,
2005). A seqiiéncia telomérica repetitiva em Leishmania ¢ a mesma encontrada em diversos
eucariotos superiores: 5’-TTAGGG-3’. Algumas caracteristicas particulares dos telomeros deste
género incluem a regido sub-telomérica, que pode apresentar divergéncias até mesmo entre
espécies do género. E nesta regido que existem as LCTAS (Leishmania conserved telomeric
associated sequences), que sao seqiiéncias compostas por blocos conservados. Em L. brasiliensis
existe aparentemente um unico bloco de LCTAS por terminal telomérico. J4 em L. major as
LCTAS encontram-se repetidas em tandem e intercaladas pela seqiiéncia telomérica (Fu &
Barker, 1998). L. amazonensis possui as LCTAS distribuidas de maneira similar a encontrada em
L. major (Conte & Cano, 2005). Existem ainda polimorfismos intercromossomais em relacdo ao
nimero de blocos de LCTAS existentes nos telomeros de L. amazonensis (Conte & Cano, 2001).

O numero de repeti¢des teloméricas que determinard o tamanho dos teldmeros também ¢
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bastante polimoérfico nesta espécie (Conte & Cano, 2005). Analise dos fragmentos de restricdao
terminal (TRF) demonstrou que os teldmeros podem variar em tamanho de 0,2 a 2,0 Kb, e
diferentes cromossomos podem apresentar diferentes tamanhos o que sugere um mecanismo de
regulagdo que atua em nivel cromossdmico (Conte & Cano, 2005).

O complexo protéico que compde a cromatina telomérica em L. amazonensis esta
comegando a ser determinado. Em nosso laboratério, duas proteinas foram identificadas por
afinidade a simples-fita telomérica rica em “G” de L. amazonensis utilizando-se métodos
bioquimicos. S3ao elas as proteinas LaRBP38 (AY485300) e LaRPA-1 (AY493356),
componentes dos complexos teloméricos LaGT2 e LaGT3, respectivamente (Ferndndez et al.,
2004), objetos de estudo desta tese. Também ja foram identificadas proteinas que se associam a
dupla-fita telomérica desta espécie, como a LaTBP1 (Lira et al., submetido), um homélogo de
TRF2 (Silva et al., dados ndo publicados) e novamente a proteina LaRBP38, que pode estar
presente ao longo de todo o teldmero. A enzima telomerase também ja foi caracterizada e como
ja mencionado, deve ser a responsavel pela elongacdo dos terminais cromossomicos. A Fig. 12

mostra o panorama atual dos telomeros de Leishmania.

Figura 12: Panorama atual dos telomeros de Leishmania. Em marrom esta representado o DNA
telomérico, composto por uma por¢ao dupla-fita, formado pela repeticdo TTAGGG em tandem e
contendo seqiiéncias conservadas associadas ao telomero (LCTAS). As formas ovais coloridas
representam as proteinas ja identificadas interagindo com o DNA telomérico: LaTBP1, LaTRF2,

LaRBP38, LaRPA-1 e telomerase.
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1.4.1 Proteinas que interagem com a simples-fita telomérica de L. amazonensis

Um estudo bioquimico realizado a partir de extrato de proteinas nucleares de L.
amazonensis mostrou a existéncia de 3 complexos protéicos que se associavam in vitro ao
DNAsf telomérico desta mesma espécie (Fernadndez et al., 2004). Um destes complexos nao teve
ainda seu componente protéico identificado. Os outros 2 complexos tiveram seus componentes
protéicos determinados por espectrometria de massa como proteinas homologas a RPA-1 e
RBP38 (Fernandez et al., 2004).

O presente trabalho teve entdo como objetivo caracterizar e confirmar a interagao in vivo

destas proteinas nos terminais teloméricos de L. amazonensis.

1.4.1.1. A proteina RPA

A Proteina de Replicagdo A (RPA) ¢ uma proteina trimérica formada pelas subunidades
RPA-1, RPA-2 ¢ RPA-3, inicialmente identificada em um extrato de células HelLa como
proteinas fundamentais para a replicacdo do DNA do virus simian 40 (SV40) (Wold & Kelly,
1988, Stillman et al., 1992). Em seguida, descobriu-se que se tratava de uma proteina ligante de
DNAsf amplamente distribuida e conservada entre os eucariotos. Descobriu-se ainda que a
proteina RPA apresenta multiplas fungdes no metabolismo do DNA, participando das
maquinarias de replicacdo, reparo, recombinacgdo, “checkpoints”, transcricdo ¢ manutengao dos
telomeros (Longhese et al., 1994, Wold, 1997, Smith et al., 2000).

Na maquinaria de reparo a proteina RPA sofre hiperfosforilagdes por cinase-dependentes
de DNA como conseqiiéncia de danos no DNA e estresse replicativo. Estas modificagdes
modulam as func¢des da proteina, interferindo no modo de interagdo da mesma com o DNA e
com outras proteinas, provavelmente direcionando a proteina para uma via metabodlica
especifica. Estas hiperfosforilagdes, por serem induzidas por danos no DNA ou estresse
replicativo, devem determinar um papel para a RPA em vias de sinalizacdao de “checkpoint” do
ciclo celular (Zou et al., 2006). Sabe-se que a proteina RPA participa das 4 grandes vias de
reparo do DNA: reparo por excisdo do DNA (NER), reparo por excisao de base (BER), reparo
por DNA nao pareado (MMR) e reparo na quebra da dupla-fita (DSB) (Wold, 1997).
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Como o ciclo celular € um processo coordenado, ¢ importante haver proteinas ou
complexos com fung¢des multiplas em diferentes maquinarias metabolicas de modo a regular e
sincronizar a dindmica de funcionamento da célula. A proteina CDCI13, anteriormente
apresentada, possui fun¢des na maquinaria de replicagdo e no complexo telomérico. Algumas
proteinas ja foram também identificadas participando tanto das maquinarias de reparo,
sinalizag¢ao de “checkpoint” por danos no DNA, quanto na maquinaria telomérica (Nakamura et
al., 2002). O heterodimero Ku70/Ku80, por exemplo, se associa a quebras no DNA dupla-fita e ¢
necessario em reparo de DNA por jun¢do de terminais ndo homdlogos, além de se associar ao
complexo telomérico (Miyoshi et al., 2003, Lewis & Resnick, 2000, Ribes-Zamora et al., 2007).
O complexo Rad32/Rad50/Nbsl estd também envolvido no reparo de DNA danificado, no
checkpoint de DNA na fase S da divisao celular e também na regulagao dos telomeros (Wilson et
al., 1999, Chahwan et al.,, 2003). Um terceiro complexo multifuncional ¢ o complexo
Rad3/Rad26, que ¢ necessario no processo de replicacao, de “checkpoint” de danos no DNA e
também faz parte da maquinaria telomérica (Matsuura et al., 1999, Pandita et al., 2006).

Assim como estes complexos, a proteina RPA além de ter importantes fungdes nas vias
de sinalizacdo de “checkpoint” do ciclo celular, maquinarias recombinagao, reparo e replicagdo
do DNA, atua também de forma essencial na manutengao dos telomeros, sendo por tudo isso
uma proteina chave para a coordenacdo do metabolismo de DNA nas células eucaritticas. Para
cumprir todas estas fungdes, foram caracterizados seis dominios OB-fold na proteina RPA que
sdo responsaveis 1) pelas interagdes para formagao do trimero, ii) pelas interacdes com outras
proteinas e iii) fundamentalmente pelas interacdes com o DNAsf (Bochkarev & Bochkareva,
2004). A Fig. 13 traz um esquema das trés subunidades formadoras da proteina RPA e mostra a

localizagao dos dominios OB nas trés subunidades (Bochkarev & Bochkareva, 2004).
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Figura 13: As trés subunidades de RPA. A figura mostra de forma esquematica as 3
subunidades da proteina RPA humana ilustrando seus dominios de interacao. Os dominios estao
representados por retdngulos e a numeragao mostra a posi¢do dos aminoacidos que delimitam
cada dominio. Zn: zinco. P: sitio de fosforilagao.

Fonte: Bochkarev & Bochkareva, 2004

A maior subunidade da proteina RPA, ¢ a RPA-1 (ou RPA70, de acordo com seu
tamanho em Daltons) ¢ contém 4 dominos OB-fold: RPA1-70N, RPA1-A, RPA1-B ¢ RPA1-C.
O dominio RPAI-70N estimula a atividade da DNA polimerase alfa, interage com diversos
ativadores de transcrigdo, incluindo o supressor de tumor p53 e ainda interage com proteinas das
maquinarias de “checkpoint” de dano ao DNA durante o ciclo celular (Jacobs et al., 1999). E
provavel que este seja o principal dominio de interagdo da RPA com outras proteinas das
magquinarias de replicagdo e reparo. Os dominios OB-fold RPA1-A e RPA1-B sdo os principais
responsaveis pela interagdo de RPA com o DNAsf (Bochkareva et al., 2001). A Fig. 14 traz uma
representacao estrutural da interagdo do dominio RPA1-A com um DNAsf. O dominio OB-fold
RPA1-C ¢é necessario na trimerizagdo da proteina RPA além de possuir motivo de ligagcdo ao
zinco (Bochkareva et al., 2002). A subunidade RPA-2 (ou RPA32) contém o dominio OB-fold
RPA2-D e o dominio RPA2-32C. O dominio RPA2-D ¢ um ligante fraco ao DNAsf e esta
envolvido na trimerizagdo. E o dominio que contém todos os sitios de fosforilagdo da proteina
RPA, sendo fundamental para a funcdo desta proteina nas maquinarias de recombinag¢do, reparo
e sinalizagdo de danos no DNA. O dominio RPA32C esta envolvido em varias vias metabolicas
do DNA, incluindo replicacao, reparo, recombinacao e “checkpoint” de danos no DNA. A menor

subunidade de RPA ¢ a RPA-3 (ou RPA-14), e contétm o dominio de mesmo nome (RPA-3)
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ainda pouco estudado, mas acredita-se que tem um papel na conformacao estrutural para a
formacao do trimero de RPA. As informacdes sobre os dominios da proteina RPA e suas fungdes
podem ser obtidas na revisdo de Bochkarev & Bochkareva, 2004 e também no banco de dados de

dominios conservados em www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi.

Figura 14: Interacdo do dominio OB fold da proteina RPA com o DNAsf. Estrutura do
dominio RPA DBD-A interagindo com um DNAsf, destacando em vermelho os residuos
importantes para a interagao.

Fonte: Bochkarev & Bochkareva, 2004

1.4.1.2. RPA nos telomeros

Conforme ja mencionado, a proteina RPA apresenta também fungdes essenciais na
manutencdo dos telomeros (Smith & Rothstein, 2000, Dahlén et al., 2003, Schramke et al.,
2004). Uma das principais fungdes ¢ a capacidade de ativar a enzima telomerase (Schramke et
al., 2004). Esta habilidade ¢ mediada através da interacdo com a proteina Estl, que faz parte do
complexo da telomerase. Em leveduras foi demonstrado que durante a fase S do ciclo celular, a
proteina RPA recruta Estl para o terminal telomérico, trazendo junto a telomerase que estara

apta a elongar a simples-fita telomérica (Schramke et al., 2004). Foi observado que uma mutagao
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na regiao N-terminal de RPA-2 de S. cerevisiae resultou em uma interagao incorreta entre RPA e
Estl, e também em rapida erosdao dos telomeros. Ao se expressar uma proteina hibrida formada
pela fusdo de Est-1 com CDC13, a manutencao dos teldmeros foi restaurada, sugerindo que RPA
e CDC13 devem atuar de maneira sinérgica nos telomeros de S. cerevisiae (Schramke et al.,
2004).

Outra importante fun¢ao de RPA nos teldmeros esta relacionada com a capacidade desta
proteina de desfazer a estrutura de G-quadruplex formada in vitro a partir da interacdo entre
guanidinas de uma fita simples de DNA rica neste nucleotideo (Paeschke et al., 2005, Salas et
al., 2006). Esta estrutura apesar de nunca ter sido observada in vivo por dificuldades técnicas, ja
foi obtida in vitro com seqiiéncias teloméricas em condigdes que simulam as condigdes
fisioldgicas de uma célula, corroborando a hipdtese de que a estrutura de G-quadruplex também
existe in vivo. Outras proteinas teloméricas como POT1 (Zaug et al., 2005) e TEBP (Fang &
Cech, 1993) também sao capazes de desfazer esta estrutura de maneira semelhante a RPA. Ao se
desfazer a estrutura de G-quadruplex, a telomerase passa a ter acesso ao terminal simples-fita
telomérico, substrato para sua atividade enzimatica de elonga¢do dos teldmeros. Desta maneira, a
proteina RPA pode atuar de forma a permitir que o teldmero possa ser elongado.

Além das fungdes diretamente relacionadas a manutencao dos teldmeros como o
recrutamento da telomerase via Estl e a desestruturacao do G-quadruplex permitindo o acesso da
telomerase aos terminais cromossdmicos simples-fita, a proteina RPA também interfere na
regulacdo dos telomeros através de interagdes com outras proteinas. Em S. cerevisiae, por
exemplo, um mutante de RPA-1 quando combinado com um mutante de Ku70 apresentou de
forma sinérgica uma severa reducao no comprimento dos teldémeros (Ono et al., 2003).

A proteina RPA ¢ ainda capaz de estimular a atividade de helicases de WRN (Wemer
syndrome) e BLM (Bloom syndrome), encontradas em complexos que promovem a denaturagdo
da dupla-fita de DNA em regides longas de dupla-fita telomérica previamente ligadas a TRF2 in
vivo (Opresko et al., 2002), sugerindo que todas estas proteinas atuam em uma mesma via nos
terminais cromossdmicos. Em levedura, um mutante para a proteina homoéloga a RPA apresentou
um encurtamento gradual de telomeros. Quando esta mutagdo ¢ combinada com outra no gene

que codifica o homologo de TRF2 neste organismo, a proteina TAZ1, observou-se rapida erosao
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das extremidades cromossomicas, fazendo com que os telomeros percam completamente a
capacidade de se manterem estaveis (Kibe et al., 2007). Este mesmo fendtipo de instabilidade
telomérica com perda abrupta dos telomeros ¢ também observado em mutantes duplos para o
gene da POT1. Foi observado ainda que a superexpressdo de POT1 no mutante de levedura para
os genes de RPA e TAZI suprimiu a perda dos telomeros, reestabelecendo a estabilidade
telomérica e sugerindo alguma ligacdo entre o mecanismo de acdo de POT1 com as proteinas
RPA e TAZ1 (Kibe et al., 2007).

O presente trabalho confirma a associag@o da proteina LaRPA-1 com os teldomeros de L.
amazonensis (Siqueira Neto et al., 2007). Foi também demonstrado que o dominio responsavel
pela interacdo ¢ também um OB-fold (Siqueira Neto et al., 2007), assim como as proteinas da
familia TEP, o que sugere mecanismos basicos comuns de atuagdo destas proteinas na simples-
fita telomérica dos eucariotos.

Contudo, podemos notar que o papel da RPA no metabolismo do DNA vai além de
qualquer fung¢ao isolada, sendo fundamentalmente coordenar interagdes especificas de proteinas
nucleares mantendo uma dindmica equilibrada entre as principais maquinarias que envolvem a

manutengdo gendmica (Bae et al., 2001, Zou & Elledge, 2003).

1.4.1.3. A proteina RBP38

A proteina RBP38 foi primeiramente descrita como uma proteina que se associa e
estabiliza RNA simples e dupla-fita nas mitocondrias de parasitas da ordem Kinetoplastida
(Sbicego et al., 2003). E uma proteina exclusiva de organismos desta ordem, ndo existindo
aparentemente nenhum homoélogo a mesma nos bancos de dados publicos, de outros organismos.
Mais recentemente, foi demonstrado que em 7. brucei esta proteina, denominada de p38, atua na
magquinaria de replicagdo do kDNA, ou seja, o DNA mitocondrial destes parasitas (Liu et al.,
2006). Experimentos em 7. brucei utilizando ‘“knock-down” do gene p38 por RNAIi
demonstraram que 40 horas apos o inicio da interferéncia por RNA foi encontrada uma redugao
de 90% do mRNA da proteina p38. Com a reducdo de p38 as células cessaram o crescimento
apos 4 ou 5 dias, apresentando desaparecimento da rede do kDNA (Liu et al., 2006). Estes

resultados demonstram a essencialidade desta proteina para a viabilidade do organismo.
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Algumas evidéncias indicam também a existéncia de uma fungdo nuclear desta proteina.
Em T. cruzi a proteina RBP38 ¢ capaz de reconhecer especificamente um motivo poli[dT-dG]
(Duhagon et al., 2003). Estas regides ricas em poli-dinucleotideos sdo freqiientes no genoma
deste parasita (Duhagon et al., 2001) e podem estar envolvidas na regulagdo da expressdo génica.
Em L. amazonensis a proteina foi identificada por ensaios in vitro como uma proteina que se
associa ao DNAsf telomérico (Fernandez et al., 2004). Mais recentemente, foi demostrado por
ensaios de imunoprecipitacdo de cromatina, que em L. amazonensis esta proteina interage in vivo
com o DNAsf telomérico, com kDNA e com seqiiéncias ricas em GT (Lira et al., 2007a).
Ensaios de mobilidade em gel mostram ainda que a proteina € capaz de se ligar ao DNA
telomérico na forma de simples ou dupla-fita (Fernandez et al., 2004, Lira et al., 2007a).

Em conjunto, estes resultados sugerem que a proteina RBP38 pode ter fun¢do tanto
mitocondrial quanto nuclear e se tornar futuramente um alvo potencial para estudos de

desenvolvimento de terapias antiparasitarias.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal caracterizar as proteinas LaRPA-1 e
LaRBP38, previamente identificadas no laboratério como proteinas que interagem com a
simples-fita rica em G nos telomeros de L. amazonensis. Desta forma, os seguintes objetivos

especificos foram estabelecidos:

1) Clonar e determinar a organizagdo gendmica dos genes que codificam as proteinas que

interagem com a simples-fita telomérica de L. amazonensis.

2) Clonar os genes que codificam as proteina LaRPA-1 e LaRBP38 em vetor de expressao
bacteriano para obten¢do de proteinas recombinantes. Estas proteinas foram utilizadas na
realizacdo dos estudos de interagdo entre proteina e DNA, e também na producdo de

anticorpos por meio de imunizagdo de coelhos.

3) Awvaliar a interagdo in vivo das proteinas LaRPA-1 e LaRBP38 com o DNA telomérico em

L. amazonensis através de imunoprecipita¢cdo da cromatina.

4) Verificar a localizacao sub-celular das proteinas LaRPA-1 e LaRBP38 com os telomeros de

L. amazonensis.
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3. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo divididos em 2 partes:

1) Na forma de um artigo anexado como item 3.1. da tese demonstrando a interacao in

vivo da proteina LaRPA-1 com o DNA simples-fita telomérico de L. amazonensis por

meio de ensaio de imunoprecipitacio de cromatina. A co-localizacdo da proteina

LaRPA-1 com os telomeros do parasita foi identificada através da combinagdo de

técnicas de hibridizagao in situ e de imunofluorescéncia.

1) No item 3.3. estdo apresentados resultados complementares que incluem:

Caracterizagao dos genes que codificam as proteinas LaRPA-1 e LaRBP38;
Confirmagao de que LaRBP38 ¢ expressa em L. amazonensis;

Confirmacdo de que LaRBP38 se associa in vivo ao DNA telomérico de L.
amazonensis,

Determinacao da intensidade de interacao entre LaRPA-1 e o DNA telomérico;
Tentativa de superexpressar as proteinas LaRPA-1 e LaRBP38 em L.
amazonensis,

Determinacdo da localizagdo subcelular de RPA-1 e RBP38 por

imunofluorescéncia.

No final desta tese no item 6. estdo listadas publicagdes complementares produzidas

com participacao do autor desta tese durante o seu trabalho de doutorado.
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3.1. Artigo I: Biochem. Biophys. Res. Commun. (2007), 358:417-423

Leishmania Replication Protein A-1 binds in vivo
single-stranded telomeric DNA

J.L. Siqueira Neto, C.B.B. Lira, M.A. Giardini, L. Khater, A.M. Perez,
L.A. Peroni, J.R.R. dos Reis, L.H. Freitas-Junior, C.H.I. Ramos and
M.I.N. Cano*

Resumo:

A proteina de replicacio A (RPA) ¢ uma proteina heterotrimérica ligante de DNA
simples-fita e altamente conservada, envolvida em diferentes eventos de metabolismo de DNA.
Em leveduras, as subunidades 1 (RPA-1) e 2 (RPA-2) atuam também recrutando a telomerase e,
em humanos, o complexo auxilia no desenovelamento de estruturas G-quadruplex formadas pela
fita telomérica 3' rica em G. Na maioria dos eucariotos, RPA-1 e RPA-2 se ligam ao DNA
utilizando multiplos dominios do tipo "OB fold". Em tripanosomatideos, incluindo Leishmania, a
RPA-1 apresenta um dominio "OB fold" canénico e um dominio estrutural truncado RFA-1. Em
L. amazonensis, a RPA-1 sozinha pode formar um complexo in vitro com a fita telomérica rica
em G. Neste trabalho, ndés mostramos que a LaRPA-1 ¢ uma proteina nuclear que se associa in
vivo com os telomeros de Leishmania. N6s mapeamos os limites do dominio de ligagdo ao DNA
"OB fold" utilizando mutantes delecionais. Ja que Leishmania e outros tripanossomatideos nao
apresentam homologos conhecidos de proteinas ligantes de terminais teloméricos, nossos

resultados levantam questdes sobre a fun¢do de RPA-1 nos telomeros destes parasitas.
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Absdract

Replication protedin A (RPA) e a highly conserved heterotrmmiene spghe-stranded DN A-bimding prodein invelved in different events of
DM A metabolisme. In yeast, subunits 1 (RPA-1} and 2 {RPA-2) work also as telomerase rocraitess and, in liomaes, the complex unfolds
Gi-quarter stroctores fommed by the 37 G-ricl telomeric strand. T most eukaryotes, REA-1 and RPA-2 bind DNA using muliple OF Told
domains, [o trypancsomatids, including Leidhmmnio, RPA-T has a canorical OB fold and o truacated BFA-1 structural domain. In
Leishenania wnazenensis, RPA-1 alone con form a complex i viro with the elomeric G-rich strand. I this work, we show that
LaRPA-] is a noclear protein that associates br wiee with Ledslamir telomeres. We mapped the houndaries of the OB fold DIMNA-hinding
domain using deletion mutants. Sinee Lesshrumio and other trypancsomatids ek homologues of known telomere end binding proteins,
onr resulls raise questions abont the Munetion of RPA-1 in parosite telomeres,

& 37 Elsevier Inc. All rights reserved,

Eevwords: Replcabion prolein A-1; Leshmanir amazonenss; OB fokl; Telemere end binding protein: Immunclecalization

Replication protein A (RPA) is a conserved, heterotri- Recent stedies indicated a funcion for RPA in telomere
meric, and single-stranded DMA-binding protein (55H) maintenance. Mutations in the genes encoding Sefizosac-
involved in DNA metabolism (17 Most RPA homologues cliaramyees powhe and Saecharomyvees cereninioe RFA-L
wlentfied so far consist of protein subunits of ~ 70 kDa [Replication Factor A-1. RPA-1 homologue in veast)
[BRPA-1), 32-34 kDa (RPA-2), and 14 kDa (RPA-3) [11 respectively cause defects in telomere length regulation [4]
RPA-1 from kinetoplasud protozoan, which includes the and a reduction in telomere length (3] In budding yeast.
genus Cedsfnamia, 15 smaller in size {~351 kDa) because it RFA-1 and RFA-2 facilitate the access of telomerase o
lucks the M-terminal domain [RPATO N domain) involved chromosomal ends by regulating the telomerase-mediated
i BPA-protein interactions. Kinetoplastid RPA-1 binds growth of telomeres (6. Human RPA-1 (hRPA-1). simi-
ughtly to ssDMNA [2] and in Leisfnanie, this protein sub- larly to human POTI (Protection of Telomeres 1) and cil-
unit alone can form comples with welomene Gench strand wie TEBP (Telomere End-Binding Protein), modulaies
[3, present work] In Orithisia fasciculoto, RPA apparently  the unfolding of wtramolecular Gequadruplex formed by

functions as a comples of three pelypeptides that bind sin- Gench single-stranded 1elomeric oligonucleotides in ritro,
ghe=stranded DNA via RPA-] [2]. allowing telomere elongation by telomerase [7-10]. More-
over, hEPA and WRN (Werner syndrome) and BLM

" Carresponding nuthor. Fux: +35 14 3815 3131 Il!llt_Jmn 51_,-114.1!-::m=p helicases e pariners in Fc*mplnms thant
E-muni addresr: micanoi@ibh umesp br (MM, Cano}. actively unwind leng telomeric duplex regions that were

(HHM-221XS - see fromt matter 0 2007 Eleevier lec. All nghils reserved.
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pre-bound by the telomere repeat binding factor TREF2
in vive, suggesting that all these proteins function n a com-
mon pathway at telomeric ends [11].

Leishrramio RPA-1 was mitally identified in aflinity-
purtfied telomerase-positive extracts 4s a protein that asso-
ciates with G-rieh single-strunded telomeric DMNA [3].
Leishmania telomeric DNA consists of tandem repeats of
STTAGGG-3 and terminates in a single-stranded protri-
ston known as the 3° Gerich overhang. The 3'Gerich over-
hang 15 the substrate or telomerase and interacts with
telomeric proteins nvolved in telomere end protection
and length maintenanee [12,12]

In this report, we characterized the Leisfmoniz amazon-
ensis BPA-1 (LaRPA-1} and showed itz co-lomlzation
with parasite telomeres. fr sifico analysis complemented
by fn piro and i oidce assavs provided insights into the
interaction of LaRPA-1 with the telomeric [INA. This
association occurs via an OB (oligonucleatide/oligosacchi-
ride-binding) fold domain, Since Leisfonanin and other try-
pancsomatids lack homologues of known telomere end
hinding proteins, we speculate about the evolution of these
proteing and the role playved by RPA-1 at parasite welo-
mergs. The common usage of the OB fold for interaction
with telomeric IMNA indicates the conservation of end-pro-
tection mechaniams [14].

Materials and methods

Parasite culfwres. Promastigotes of & amazoneesis | MHOM/BRTIS
M2268) were growm in M 189 (Cultilab) supplemented with 1065 fetal cald
serum (Cultilabp, 25 mM Hepes and I= antibialic/antizmyestic =olumion
[Cultilab} 2t 28 5.

LaBPA-] clawwy and sequence analysts, Genomic DNA was used Lo
amphify the L. anwzosemnts homaologue (LaRPA-11 of Lo sspor Replica-
tiom Protem & subunit [ A PCR product spasming e entive Lo o
s dequence was o mserisl  dote the secter pCR 2 TOPD
iIwitrogen). The LaRPA-1 sequenoe was depositond m the ChenBank
datakese umler Acoesaon Wo AY49335 Sequence alaments were oo
with Clustal and BLAST 2 dhop o nchi sl il govTlas B2
bz haned} using difaull parameier:

.E\‘U.h'.ndiw i LaR&A-{ LTI ST PP T T e s g i ,u&.‘l‘ AYATERI,
Recombinant LakPA-1 was abinined hy isserting the Lo &PA-1 pene inin
Excierivdie coll pETIRa+) vector (Movapenh The cloming sirntegy wis
POUR-haead amd wis desgned 10 generate 4 eeombinand protein with an
Masrmimal His-uig Thice deletion matamts were nlad consinscad [
desoribed phove The putznt LoRPA- 1% comamead a cnnonices] OR
Fold DM A-banding doszin (OB 1) andd a petative OF fald domain (OB2),
baith ocsted in the N-temminal of LaRPA-1. The moutani LaRPa-| 5=
comtaiged only the Cazrmizal hall of lakPA-l. The mutan LaRPA-
1M lacked the camomical B fold domain, Recombinant prodzins were
expressed afier inducion with §mM PTG for 2 h, denotured using 8 M
wreil, penatured and parified in Moso 9™ column (GE Healthene). Cire
cular dichroism was used to confirmm the secondary structare of the
COnsInscLs,

Anrifoady geweration. Recomhinamt EnRPA:1 wis used 1o immunize
two Mew Zembnid white rabbils generating anti-LaPPA-I sorum. Full
length L2RPA-1 recomhinanl proden was coupled 1o CNBr-activaied
Sepharose™ 4B | OE Healibcare} beads, 2nd used 1o punify the antisemam
according by users manual.

Elevirephoretie mobildy sRT wonry, antbeay supernhifl, and compe fifon
wrswys. All conditions wsed for EMSA and the binding reactions, including
banding temperatan: and oligoprobe concentrziian, were wsad as described

btare [3], Birsling assays wene dond 1.|1i|r:: 275 pmol of vach parnliod
rocombenant protem, amd 190 [md of '.'-“:I‘-l.'lm-l:ll:-:ll::d Tull prabe 5-
ITTAGCT) 3", Bupershill fssays wene Gone iscwbating [0 pg of asli-
sorum ant=-LaRPA-1 im (e EMSA binding it for LD min on b prr
L e audakitmon of the Tell probe

Faor the competition aesays, we adided 100, S50 or 900 frsal ol unk-
el spmeiailic compsibiton (Tl | arsd WEE ol of coe ol the anlabsled son-
specitic conpetiters: Tel l-RMNA SGUNAGG -3 Tell0 000
TAAL-3, dTel, Formead by anpealing Tell and TAE-C; nT1 2GTG
TGOCAAGGGTAGOGEY and nT? YOO0GGGATGOTODGTC
CRU-3', ao ke Banabang assay with LaRPA- 1, The mos-rebomerie oligani-
chevsticks 011 &nd 012 are non-repetivve TRNA sequences Toumd in the
Letshinrie pemomee, The  protcin-TRNA Mexes in the &b
o presence of a4 molar exeess of compemtons in thees ndependens
EMEA were assessed quamiintively ssing Scion Image saftwnre {waow.
scinmonpoom | (3]

Chromariy urmmopresipitarion [ ORGP L Chromoim from formalde
hyde crosslinked log phase promasiigotes (107 celk), growm in Banesyns
chromized  cultures, wus  iEmunoprecipitatsd  with  ami-laRPA-|
antizerue, DNA was exiracted ofier reversing the cress-linking. DNA
saeaples were slot-blotled and hvbridized with Inbeled Tell, Tell-C, and
GTarich 3'< TGTG TGO =Y probes usng am established protecol [131
Amabiquol cormespaniding bo 1% of the Loial DNA used in each experiment
linpulh was tested separately, Cantrod assays were done using mbhit pre-
immune serum amd rabbil antiserun: rmised agzinst the L ancencasy
telomerase reverse transcriplase compencnl

dniirect immorsverercence (IF) comdbiven’ with fseresrenre fm mitn
irtriaizariaw | FISHL. Lop phase L amuacesensy promastigodes wone
suhjected io [F fallowed by telomere detection using Telomere PINA FISH
K FITC (ko ytamaton) acconding o wars masual For IF, gl
wer washisd in PBS aml fised i 1% fommaldebyide for 5 sin an 4 °C, Afer
prermmababization with 0,195 Triton X-100 e 10 min a1 room lemperating,
aell= wene incubatad witk CNBe-parilbed ani-LaRPA-L aniibody Tolles)
By Aloia Floor 58 podl aslemabbit 1p0G0 (Tnviloogen) a5 the secosdary
atibinly, DAPT was used 10 stain nisliar and Kistoplist DNA Binages
werg acguired uhimg Dlympus BXEL Motored Mirosope as] DET
e digital camem,

Hesulis aml discission

LaRPA-1 binds telomeric PNA via o conserved N-terminal
OB jold demain andd shares seguence similarity with telonere
il bindling profeins

Telomere maintenance 15 essential for the protection of
chromasomal ends [16-18]. Proteing that bind the 3 Gerich
overhang work as cis-aciing elements by providing access
for telomerase and capping telomeres [13,16] Owpericho
moca TEBP (O TEBP) in ciliates, cell division control pro-
tein 13 (CDCI3) in yeast and POT] in higher eukarvotes
and fission yeast are proteins that bind Gench single-
sranded telomeric DINA, recruit, and regulate telomeruse
[19-21]. These proteins share the structural OB fold
domain also found in RPA-1 and other reluted proteins
[24,25]. The yeast RPA is a general single-stranded DMNA
hinding protein [1] that also interacts with telomeric
sequences and is involved in telomerase regulation [4-6]
In budding yeast. RFA-1 and RPA-2 regulate telomerase
action during cell cyele by speafically facilitating binding
of Estl to telomeres during 5 phase [6]. In addition, an
RPA-I mutant with & missense allele (rfa-f-D228 Y} pro-
duced a synergistic reduction in telomere length when com-
bined with a yKu7l mutation [5. The same mutani in
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Taklke 1

Copgparison ol LaRPA-1 amino ackl (prolan sequenoes Befwein L
wrareseny il ok spocie

fission yeast caused telomere shortening by itself [4] In
both cases, RPA-1 bound telomeres in a ChIP assay. sug-
gesting that in yeast, RPA is directly involved in telomere

maintenance [4.6] In humans, RPA stimulates extension ~ Dreansms GunBank Peciainy | damalLy
of G-rich DNA primers by the telomerase in vitro [26] Aubesian Mo, {simsllarity) [}
probably unfolding the telomeric G-guadruplexes [10],  Losfumaninmajor CANEIH #1 {3
which in rico seems to be stmulated by interactions of {r:::'m_':l':":!{:'f:."' :i::?t: :::T:
RPA with Rectd helivases [1 r] T;IJ“rrhmmr I'Irll;'u-l |-6."-'|\|"F;-IH| ih IHIE‘

LaB PA-1, like other kinetoplastid BPA] [2], lacked the  Fowe supions NI MG 14 {53}
Meterminal RPATON domain found in all nen-Kinetoplas. Mg sl CALTNTT 3251}
tid BPA-1, but shared with hRPA-1 and vyRPA-1 a canon- ";'""I"“:*_;'”-"""* nibimad "3?:”‘ % ™ '::;"
wal Metermimal tRNA ant (postions 23-106), which s an JT.-:;.T&-:-«:\I::.MKW :: *if;:: ::::J_:.'
OB fold domain, a conserved DNA/RNA binding motil.  prodisn folparum CADIE73E 2240

In addiven, LaBRPA-1 has a truncated REA-] nucles
acid-binding domain (positions 6-242) (Fig. 1A BLAST
2 and ClustalW were used to check aming acid sequence
similarities among LaRPA-1, RPA-1 from higher eukary-
otes and other telomers end binding proteins | Takle 1

and Fig. 181, LaRPA-1 shares sequence similarity with
the structural demaims DBR-A and DBED-B of hRPA-I
(Fig. 1A and Table 1) [27] and with the OB lold domain

A DED-A DBD-B

LaHPA.—‘I 1 £ .- I_H R 15 - b L L.l

T —————— — S
] )
j'mA-‘ 1 15 i ELL -Il ﬂ_ﬂ n:lI
RPRTON [ LR anti ]
[ RFAL ]

B
LaRPh-1 T aALPH) RN U IELLEQROUGILUDAT GO - U EAaS 1T - - KSTGRELY- KRN - WVHMGDH - 100
REFR-1 -=-LFTW DT IDDLENESED BLVD I TR I C—-K-——-E¥ED AT -K ITURENNEEW A - KRN I'TLH 150
hFastl EﬂLW&T“IHPﬂM—--WW—-ﬂﬁ!anm nmoT=wi----- 6n
REtFatl - - --umnm-:ummcm-mxm: IDDT=E=F3F G 59
AtFatd S e e -~ L DRV IV - EL - - - PENES -DESCTLE IVDRT-§3 6-—- - 55
InTERP & ESDKEK - VD VWEL AKASLT 3 AQF (HITA- VAR -DAT FPYRTHOER - ¥ I CSLE TUDETL ¥ -LK] 0 - 0
LaRFR=1 =Fh====== mm*-ﬂwm*luzwﬂ-mr**----*-!!‘l."i'lrIIIII- 230
REFR-1 :ursm———mm—mmmsn&rm:msmsnms;m -------- FEITIIRNFED 406
hPstl CEVEALP I IVEN- D IWVRFHEL -KI =QEIT===== :_l:ramrr 110
AtFatl QLP G IEFHD =0MILFTRI = BEMMEHMI-I'EIEF 114
RtPatd AET IEDLPRVES 1D D ILL2RU-KIVL INPEIT ALCNETT--E33FALFNG  LLL
InTERPn KEAEDARDVATL TIHEA- mlm-mmmmnmrn 151
LaBFA-1 InﬂLPﬂmﬂm--L-IEd-IH.‘&l;E-----..--E:: 270
hEPR-1 IPEAVLRCNFD AE GO ALDGUE [ - 3D - LES CEV-CCENTH---IR-TLY  44£
hPastl ~ECTLGAP IIFRT ---S3KN TR TED - BEMVE ALV ------WASTHM 144
RAiPatl wnmcsrmnnn.m—l._-n_mmr;-i-l:m--mm: IZ  1ts2
RtPatd =EHEVDE [P0 ————— :mu-n—unnn--ﬂ--mu—-n 14&
InTHBF & -DERSUT O NN =L 1 SSTerT ALK - A-  AQK-E- -DIFDIAF-AR--IL 221

Fig. . LaRPA-] shares sequence similzrities with other EPA-L and with the telomere binding domzin of POT! and OaTEFB alpha. (A) A diagram
showing the localization of the camonical OF fold domzin (IENA anli) in LaBFA-1 and veast RPA-L (yRPA-1} based om rpsblast analysis. BFA-]1,
carresporkls 10 4 repion comlaming the BFATEN, DRED-A, and DED-B stractacal domains dhara! pardy by LaRPA-1 and complewly by yRPA-D and
it R PA-1 TRRTA-1[1L (B ChanaW smiltipk abgnitent of Uhe asiio sl saguendes of part of the RFA-L Somiin of LiRPA-] fied DRED-B damam
of hRPA-] amd e coresponding domams of human FOT] (hPOTE, GeaBank Accission Moo AAHOZI23E, Aroiidopart thebase POTL (AIPOT,
CrpitBank Acesisiom Mo, AANTEII, APOTZ (GenBank Adoesssdn Mg AANTEIIE ] OnTEBP alpha subuand {GonBask Adcesmon Mo, PIE5405
Smmilar antme acids are ighlighted m gray and seee of the aremates amms acids that aee rezpossible for protein-tdomenic DNA, interactons in POT]
e mlicaned in white bald [27]
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found in POTI family members and in OnTEBP alpha sub-
unit [21] {Fig. 1B). Indeed. some aromatic amine acids
(F185. F214) responsible for the interaction of POT] fam-
iy members wath telomenc DNA were present in Lak PA-1
(Fag. 1B} [20,21] BLAST 2 parwise sequende comparisons
showed that the region contaiming amine acwds 120-238 of
LaBR.PA-1 shared 28-32% identity and 45% similanty with
the Netermanal OB fold domamn found in higher eukarvotes
PO (Frg 1B). This OB fold domain is responsible for the
mnteraction of POT] with the telomeric single-stranded
DMNA and 15 structurally smmilar to the RPA and REA-I

L LS Nete b al | Bockemical ond Blaphyrrical Research Conmmasdoations 358 (2007 ) £)7-423

domains found i most RPA-1 28] These sequence simi-
larities suggested that LaBPA-1 may have a second DMNA
binding domamn (putative OB2, amino acuds 120-238)
mmmediately adjacent to but separated by 14 amino acids
from OBl fold jfamino acids 22-106). Our experimental
approaches did not confirm the presence of this putative
DMA binding domain in LaRPA-1 (see below].

Ihe ability of LaRPA-1 1o bind telomene DNA was
tested by EMSA wsing full-length recombinant protein
and three deletion mutants (Fig. 2A provides a schematic
representation of the constructs). Full-dength recombinant

A e e—— - == LaRPA-1
[ [
1 0 2
—— | P -1 mrm
[ ]
» L] 0T
. h = LaRPA-1 40B12
“— i = - LaRPA-1 2081
| E—
B L c
~18d
3424 LaRPA-1 — + + +
|:|::|:|::§ Pre-immume - - + =
- Rl bl anti-LaRPA1 = - - +
S i —= Superahift
N —+ LaRPA-1
F
- free DNA
= free DMA
1 32 3 4 5 1234

Fag. 2, LaBPA-] Bainds DINA isanp o N-Termissl OB Gekd donsian, (A7 The daapram <hivws the stridliine of medsimbinasl LiRPA-1 asd the delitien
ik, Dk gray boy represents QB and Bght gray Bog mepricsnts The patalive OB The deggrims aee dol o sk, (B EMESA was dane wath labsled
Tl L (fee TNA i s 1 aned rocombingnt probing: LaRPA-1 (ke 2], LARPA-1""™ {lang 3), LaRPA-1*"" (e 41 and LaRPA-1"" (lase 51, 10)
Antibody supershalt assay done sith LaRPA-T and Bbeled Tell m the presencs of anti-LaRPA-] serum (lame 41, Pre-insmurne seeum did not sapershift the
coitgplex (ke 11 Lame 2 shows d sonsad reaction deee in the absemee of sorum. s R 1, ne protein was added 190tk peicison tastan

38




LIS Neto gt @l § Blockesival ond Bopdnmical Beseavch Compmlzations 358 (2007 ) 407433

LaRPA-1 and the mutant LaRPA-12"™ hound telomer-
w DMNA efhiciently (Fig. 2B, lanes 2 and 3, in contrast to
the mutant protemns contaming only the C-terminal region
[LaRPA-1%"2) or the C-terminal and the putative OB2
domain [LaRPA-I1""} [Fig. 2B, lancs 4 and 5). This
result indicated that recombinant LaRPA-]1 bound to telo-
menc DNA via the canonical M-terminal OB fold (OB1)
DMA-binding domain, Deletion versions of 5 perbe
POYT (SpPOTT ) and OnTEBP alpha with Neterminal OB
fold domains show mereased DNA binding, indicating a
functional relationship among these proteins (8,207 Similar
result was obtamed when we estimated the dssociation
constants of LaRPA-IY52 and full length LaRPA-I
Bound 1o Tell {data not shown) However, hPOT1 that
lacks the N-terminal OB fold domain can stll co-localize
with the telomeres in the auclens, This finding probably
reflects the fact that in humans, POTI dynamically inger-
acts with different subunits of the six multiprotein comples,
sheltherin [17] indicating that direct DNA binding medi-
ated by the M-terminal OB fold is not the only mode of
POTI recruitment o telomeres [17.29]. Whether a similar
mechanism governs the action of LaRPA-1 in parasite telo-
meres remains o be determined.

An antibody supershift assay using polyclonal anti-
LaRPA-1 serum (Fig. 2C, lane 4) confirmed that the
DMA-protein complex was formed by the interaction of
LuRPA-1 with the G-rich telomenic sequence in EMSA
[Fig. 2C, lane 2). Mo supershifting was szen in control
expeniments done with the same amount of pre-immune
serum [ Fig. 2C, lane 3).

The binding spectficity of LaRPA-1 was tested using
competition  assavs.  Increasing  concentrations {100
S0 fmolp of unlabeled Tell obgonucleotde competed spe-

A =

P i & T

; = =2

Compevtors: § _ <, |BEE5Y
free DMNA-

1 2 ¥ 4 58 & 7T & F 1%

% Bimding activity

5 2E&28

L1

cifically with LaRPA-1 {Fig. 3A, lanes 3-5 and graph in
TFig. 3B}, LaRPA-] did not bind double-strunded telomeric
DMNA or non-telomeric DMNA (Fig. 3A, lanes 7. & and 10
and graph in Fig. 3B}, but Tell-EMA and Tell-C abolished
formation of the complex, respectively, in ~%Fa and 80
[Figs. 3A, lanes & and 9. and graph in Fig. 3B). This indi-
cates that the binding of LaRPA-I was not exclusive for
the Gierigh telomens DNA,

ChIP assays were used to test the abiliny of LaRPA-] o
bind 1elomeres i vive. The immunopreaipatated DNA and
1% input DNA were blotted and hvbridized with end-
fabeled Tell, Tell-C, and GT-rich (representing o
non=telomene DNA) probes | Fig. 4A). The amount of sin-
gle-stranded DNA that coammunopreapitated with LaR-
PA-1 relative 1o the input DMNA in three independent
experiments is shown in Fig, 4B, The results show that
anti-LaRPA-1  immunoprecipitated  almost  the same
atmcount of hoth Gerich oand Ceorich  telomeric steand
[~ 1%} and immunoprecipitated 088% of CA-rich non-
telommeric DMA  (hybridization with the mon-telomeric
GT-rich probe). Immunoprecipitation with pre-immune
serum showed no hybridizagon signal while LaTERT
co-immunoprecipitated exclusively with the G-rich telo-
meric DNA (Supplementary data). Mo hybridization sig-
nals were visible in mock [no  serum) experiments
[Fig. 4A). These results strongly suggest thar LaRPA-1
binds both strands of the Leisfimania telomenc DNA
and CA-rich DMNAs in vice. Thus, RPA ssems to have a
conserved hidden preference for some DMNA sequences
which includes telomeres [3.7.30, present work], although
this preference can not be compared with the high atlinity
and ssquence specificity shown by POTI and CDC13 for
the Gierich elomene strand [28.31].

i}
J’Aﬁﬂﬁ'«ﬁ&@ﬁﬁ #'F:;‘,@F‘ﬁa

competitor

Fig. 3. LaRPA-1 bands singhe-stramdiad nideic aacls v siten, DAY Cottpetition assays wene Some with recombnaid LaRPA-1 an] 1D fial of labekal Tedl,
Rizction ih laie 1 was Goine wilbo extrmc 16 ioe T, ne coitspelior wind &ddad 1o the machon gikihice. For dpealic compelmion &aaays, THE fmoed (s 25,
S50 D] AMane 3 and S el (ke 41 ol unkibelad Tell s vl Ssiys with soii-dpeclic compulilor were dane dsanp 900 sl of anlabeled Tell-C,
Tl 0 T2 Tell-EMA, and d=Tel (B} The restalis shown are the avernge © SEM of tee mdependent experiments, The amoeunt of cach comples formed m
the presence ol anlabsled comptitor was expresaad a8 the perantape of hinding activiny,
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Fig. 4 2R PA- [ co-preciputabes wiih telomeric and T -rich smgle-sirmnd
(AT ir log phase prommstigoles and antli-LaRPA-
percende of the to DX A (ingput) and immmunoprecipitated samples were shat-blotied and hybridized with the cor

DA recoversd afber precipits
experiments. () 1F using 2n
wis el 1o stain DMNA in ik
i I:||_‘. = WY UK

LaRPA-I co-localizes with Leishmania felomeres

Using indirect immunofivorescence combined  with
FISH. LaRPA-1 was clearly detectable in L amazonensi,
promastigole nuclens, Much of the protein co-localizes
with telomeres as shown by the LaRPA-l signal over-
lapped with most of the welomeric repeats (Fig 40, panels
el-ed). This s the first tme that a repliation prolein is
shown co-localizing with telomeres in the nucleus of a
pithogenw protofaan

Altngether, these resulis suggest that all eukarvotes use
a .ﬁ.in;."|=--1|.'|n|.|e|| 3 A |1i|1|.|i||:_: jrdTen W0 cap teloieres

FIN

A search in trypanosomatid genormes, inchading the genus
Lediluennia, Tor homologues of the known telomers end

Réophyricat Research Cow

Procipitated DHAANpu DNA %)

weaseTtions T58 007 ) &) 7477
1.6
1.6
1.4 N
1.2 |
1
1.6
.6
0.4
o 3
Telt Teli-C GT-wich
4 + 4

alizes walh welomeres. (A ChIP assay done with L

E
Comtral experiments were done with pre-immune seoam and without serum {mock|. Cne

paiterms. Merg:
i the article. ]

binding proteins (POTL, CDCI3 and TEEP) vielded no
satistactory results [32, date not shown]. We therefore spec-
ulate that among the primitive trypanosomatids, BEPA-1
and other unknown factors might be counterparts of the
Gestrand  telomere binding proteins present in higher
eikaryotes. In agreement wath this, very recently the asso-
ciated factors of the yeast telomers end binding protein
CEH1Y were Tound 1o share sequence similarities with
EPA-2 and RPA-3 subunits of the heterotrimenc RPA
complex [33], This suggests that CDCLS protein and its
associated factors function as a telomere-specific RPA-like
complex, This finding corroborates the hypothesis that tiy-
panosomatids RPA is an ancestor of the higher eukarvoies
telomers efd |'||||-.’|||'|_x' |1|:||Iei|'|::
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It will therefore be of interest to determine whether
LaRPA-1 contributes to the maintenance of Leisimanio
telomeres.
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3.2. Material e Métodos referentes aos resultados complementares

3.2.1 Clonagem dos genes LaRPA-1 ¢ LaRBP38 em vetor de clonagem para produtos de
PCR

O DNA gendmico de L. amazonensis foi extraido de formas promastigotas em fase
exponencial de crescimento. As células foram ressuspensas em solucdo de lise (TELT: 10mM
Tris-HCI pH 7.5, 5SmM EDTA pH 8.0, 100mM cloreto de litio e 0.1% Triton X-100). Os 4cidos
nucléicos foram extraidos 2-3 vezes com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1),
precipitados em solugdo de etanol 100% (Merck) na presenga de 0,3M de acetato de sodio pH
5,2 e ressuspendidos em 1X TE (Tris-HCl 10mM pH 7,5; ImM EDTA pH 8,0) para serem
tratados com 10ug de RNase A por 15 minutos a 37°C. A qualidade das extragdes e a
concentracdo de DNA em cada amostra foram estimadas através de corridas eletroforéticas em
gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etideo (0,5ug/ml) em 0,5X TAE (40mM Tris-
acetato, ImM EDTA) ou dosagem das amostras em espectrofotdmetro com luz U.V. (OD2¢onm)
(Sambrook & Russel, 2001).

Para amplificagcdo dos genes LaRPA-1 e LaRBP38 em L. amazonensis, foram desenhados
oligonucleotideos iniciadores (Tabela I) com base na seqiiéncia homodloga de L. major. Como
molde, utilizou-se DNA genomico e cDNA de L. amazonensis. Para a constru¢do do cDNA,
foram utilizados mRNA poli (A)+ e a enzima SuperScript IT RT (“SuperScript™ Choice System
for cDNA Synthesis” da Life Technologies). Para a amplificacdo do fragmento por reacao em
cadeia da polimerase (PCR) foram utilizados 100ng de DNA gendémico e 10ng de cDNA de L.
amazonensis, aos quais foram adicionados 1X tampdo da enzima Platinum Taq (Invitrogen),
ImM de dNTPs, ImM MgCl,, Spmols de cada um dos oligonucleotideos iniciadores, 10%
DMSO e 1U de Platinum 7ag DNA polimerase. Os ciclos de amplificacdo por PCR foram: 1
ciclo de 95°C por 3 minutos e 36 ciclos de 94°C por 45 segundos, 55°C (para amplificar o gene
LaRBP38) e 52°C (para amplificar o gene LaRPA-1) por 35 segundos, 72°C por 1 minuto e 30
segundos. Cada um dos produtos de PCR foi separado em gel de agarose 0.8%, corados com
brometo de etidio, purificados em gel (“Perfectprep Gel Cleanup Kit”, Eppendorf) e

sequienciados (“Kit Big Dye Terminator v 3.0”, Applied Biosystems) utilizando-se os mesmos
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iniciadores desenhados para a amplificacdo. Confirmada a seqiiéncia (utilizando-se os programas
“Gene Runner” e BLAST, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST ), os produtos obtidos foram clonados
no vetor “TOPO TA Cloning — pCR 2.1 TOPO” (Invitrogen). Bactérias Escherichia coli DH5a.
competentes foram transformadas com o vetor e plaqueadas na presenca de 100pg/ml de
ampicilina, 0,004% X-Gal e 0,007% IPTG (Sambrook & Russel, 2001). Foram realizadas mini-
preparacdes dos plasmideos utilizando-se o Kit Perfectprep® Plasmid Mini (Eppendorf).
Plasmideos recombinantes foram seqiienciados utilizando-se os iniciadores do vetor: M13 F

(senso) e M13 R (antisenso) para confirmar a clonagem.

Tabela I - Oligonucleotideos utilizados nesta tese. Os iniciadores das reacdes de
amplificacdo dos genes LaRPA-I ou LaRBP38 apresentam: em itdlico, cddons de iniciagdo;
sublinhados, codons de parada; coloridos representam sitios de restrigdo para as enzimas

Ndel, Xhol, Smal, BamH] ¢ BgIll.

Nome do oligonucleotideo Seqiiéncia do oligonucleotideo
Tell 5’ (TTA GGG); 3’
ScTel 5’ (TGT GTG GG).0 3’
GT-Rich 5" (GT)qs 3’
RPAI-F 5’ ATG CAG CAG CCA GGC AGC 3’
RPAI-R 5’ TCA GAC GTA AGC CTC GAT 3’
RPA1-pET-F 5’ CAT ATG CAG CAG CCA G 3’
RPA1-pET-R 5’ CTC GAG TCA GAC GTA AGC 3°
RPAI1-Nt-pET-R 5’ CTC GAG GAC GAC AAG GAC AT 3¢
RPA-GFP-F 5’ CCC GGG ATG CAG CAG CCA 3’
RPA-GFP-R 5’ CGG GAT CCG ACG TAA GCC TC 3’
RPA-pX63Neo-F 5’ CGG GAT CCA TGC ATC ATC ATC ATC ATA TGC AGC AG 3’
RPA-pX63Neo-R 5’ GAA GAT CTT_CAG ACG CAA GC 3’
RBP38-F 5’ ATG CTC CGT CGC GTG TCT TTG 3’
RBP38-R 5’ CTA CTG AAT GAG CAG ACC CGC 3’
RBP38-pET-F 5’ CAT ATG CTC CGT CGC GTG 3’
RBP38-pET-R 5’ CTC GAG CTA CTG AAT GAG 3'
RBP38-pX63Neo-F 5’ GGA TCC ATG CTC CGT CGC 3’
RBP38-pX63Neo-R 5’ AGA TCT CTA CTG AAT GAG 3’
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3.2.2 Organizaciao genomica dos genes LaRPA-1 e LaRBP38

Para estimar o numero de copias dos genes LaRBP38 e LaRPA-1, e verificar a
organizag¢do gendmica dos mesmos, realizaram-se experimentos de “Southern blotting” de DNA
gendmico e de DNA cromossomal. DNA genomico de L. amazonensis (~10ug) foi digerido com
15U das enzimas de restri¢ao Apal, Avall, Hindlll, Hinfl, Mlul, Ncol, Pstl, Sall, Smal e Xhol de
acordo com as especificagdes do fabricante (GE Healthcare). Os fragmentos digeridos foram
separados por eletroforese em gel de agarose 0,8%, corados com brometo de etideo, fotografados
e transferidos (Sambrook & Russel, 2001) para membrana de nylon Hybond-N" (GE
Healthcare). Para a caracterizacdo molecular a membrana foi hibridizada sob altas condi¢des de
estringéncia, primeiro utilizando-se como sonda o fragmento de 1,047Kb do gene LaRBP38 ¢
depois lavada e re-hibridizada com o fragmento interno de 743 pb de LaRPA-1. As sondas foram
marcadas com 0. [>°P]JdGTP (3000Ci/mmol) usando o “Megaprime DNA Labeling System” (GE
Healthcare). As hibridizagdes foram realizadas em 24 horas a 65°C em 0,5M de tampao fosfato,
ImM EDTA pH 8,0, 7% SDS e 1% BSA e lavadas duas vezes com solugdo 2X SSC/0,1% SDS
por 10 minutos a temperatura ambiente, duas vez com solu¢do 40mM tampao fosfato/ImM
EDTA pH 8,0/1% SDS por 10 minutos a temperatura ambiente e duas vez com essa mesma
solucdo por 10 minutos a 50°C. Apds a hibridizagdo, a membrana foi exposta a filme de raios-X

(Hyper film, GE Healthcare) a —80°C por 72 horas.

3.2.3. Mapeamento cromossomico dos genes LaRPA-1 e LaRBP38

O mapeamento cromossomico dos genes LaRBP38 e LaRPA-1 foi realizado
hibridizando-se cromossomos separados por PFGE, segundo o protocolo de Wincker et al.
(1996) modificado por Conte & Cano (2005). Os padrdes de peso molecular utilizados foram os
cromossomos de Saccharomyces cerevisiae ¢ Hansenula wingeii (BioRad). Os cromossomos
foram corados com brometo de etidio, fotografados e transferidos para membrana de nylon
Hybond N+ utilizando-se protocolo de transferéncia alcalina (Sambrook & Russel, 2001). Os
“chromoblots” foram hibridizados com as mesmas sondas e¢ sob as mesmas condi¢des de

estringéncia utilizadas para os “Southern blottings”.
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3.2.4. Subclonagem dos genes LaRPA-1 e LaRBP38 em vetor de expressio pET-28a(+) e
producio de proteinas recombinantes

A estratégia de clonagem dos insertos LaRPA-1 e LaRBP38 foi semelhante a adotada nas
clonagens anteriores. Foram desenhados oligonucleotideos especificos contendo na porg¢ao 5’
sitios para enzimas de restricdo presentes no sitio de clonagem do vetor de expressao vetor pET-
28a(+) (His'Tag/Trombina/T7-Ta, Novagen). O oligonucleotidio iniciador senso apresenta um
sitio de restricdo para a enzima Ndel e o reverso, para a enzima Xhol. (RPA1-pET-F e RPAI-
pET-R; RBP38-pET-F e RBP38- pET-R, Tabela I). Utilisando-se estes sitios de restricdo para
clonagem, as proteinas recombinantes sdo expressa com uma cauda de poli-Histidina na por¢ao
N-terminal. O fragmento amplificado com estes oligonucleotidios foi purificado em gel de
agarose 1,0% e subclonado no vetor pCR 2.1 (Invitrogen), conforme descrito anteriormente.
Desta forma, inserto e vetor foram digeridos com as mesmas enzimas de restricdo Ndel e Xhol,
purificados por “Perfectprep Gel Cleanup Kit” (Eppendorf) e ligados (80 ng de inserto e 40 ng de
vetor) na presenca de 10 unidades da enzima T4DNA ligase (Invitrogen) a 16°C por 17 horas. O
produto desta ligagdo foi transformado em bactéria E. coli DH5a e plaqueado em meio contendo
kanamicina para selecao de coldnias transformadas com os vetores recombinantes pET/LaRPA-1
e pET/LaRBP38. Os clones positivos foram confirmados por meio de PCR utilizando iniciadores
especificos do inserto, selecionados e reestricados em outras placas contendo meio com o
antibiotico Kanamicina. Esses plasmideos foram seqiienciados com os oligonucleotidios
iniciadores 77 promoter primer e o 17 terminator para confirmagdo da presenca do inserto,
verificagdo do quadro de leitura e da integridade de cada seqiiéncia clonada. O mutante
delecional LaRPA-1°““" foi clonado no vetor pET-28a(+) seguindo-se o mesmo protocolo,
utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores RPA1-pET-F ¢ RPA1-Nt-pET-R (Tabela I).

Na etapa seguinte, bactérias competentes “E. coli BL21(DE3) RP Cddon-Plus”, utilizada
na expressao protéica das ORFs com cddons raros para Arg (R) e Pro (P), foram transformadas
pelo método PEG com os plasmideos de interesse (Sambrook & Russel, 2001). Para realizagdo
do teste de expressao das proteinas recombinantes, as bactérias transformadas foram inoculadas
em 50 ml meio LB com kanamicina (50 pug/mL) e cloranfenicol (50 pug/mL). As expressodes das

proteinas foram conduzidas a 37°C, a 30°C, 25°C ou a 20°C, com agita¢do constante de 200
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ciclos por minuto. As expressdes das proteinas foram induzidas adicionando-se IPTG (1 mM)
quando ODgg estava aproximadamente em 0,8. Aliquotas de 1,0 mL de cultura foram coletadas
antes da adicdo do IPTG (amostra ndo induzida), 1, 2 e 3 horas apos a indugdo. Estas amostras
foram submetidas a centrifugacdo de 13.200 x g por 2 minutos, e o precipitado foi suspendido
em 50 puL de agua e 50 puL de tampao de amostra 2x concentrado. O DNA das amostras foi
quebrado mecanicamente utilizando-se sonicador. Em seguida, as amostras foram mantidas a
100°C durante 5 minutos (fervidas) e centrifugadas a 13200 rpm durante 30 minutos a
temperatura ambiente. O restante das culturas inoculadas com as bactérias recombinantes foi
coletado 5 horas apods a indugdo, centrifugado a 5.000 x g por 10 minutos. Ressuspendeu-se os
precipitados em 500 pl de tampao de lise contendo tris-HC1 (50 mM, pH 8,0), NaCl (50 mM) e
EDTA 10 mM (15 ml/l de cultura), lisadas com aplicagdo de sonicador e centrifugadas a 17000 x
g por 15 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes apos a centrifugagdo compreendem as fragdes
soluveis e os precipitados, as fragdes insoluveis de proteinas.

Na andlise qualitativa das proteinas utilizou-se a eletroforese de proteinas em SDS-PAGE
(12 %). As amostras (5 pL) foram aplicadas no gel de empacotamento (5%) e as proteinas
separadas no gel de corrida (12 %). A eletroforese foi conduzida com a utilizacdo do Mini-
Protean Il Dual Slab Cell (Bio-Rad), utilizando a voltagem de 180 V durante 60 min em tampao
Tris-glicina SDS pH 8,0. O gel foi corado durante 120 min com Coomassie Brilliant Blue R
(Bio-Rad) e descorado em &cido acético/etanol/agua (3/2/3, v/v/v) durante 90 minutos em

temperatura ambiente.

3.2.5. Ressolubilizacdo das proteinas recombinantes LaRPA-1 e LaRBP38

Para ressolubilizacdo das proteinas presentes nos corpos de inclusdo correspondente a
fracdo insoluvel do extrato total, ressuspendeu-se esta fracdo em tampao de lise e solubilizou-se
com adicdo lenta de solugdo de uréia 8 M até a concentragdo final de uréia de ~7 M. Apos
solubilizacao, procedeu-se com a didlise em tampao fosfato 100 mM (pH 8,2), por 16 h a 4 °C
para remoc¢do da uréia (agente desnaturante) promovendo assim o dobramento adequado das
proteinas, podendo estas voltarem a conformag¢do adequada e consequentemente voltando a fase

soluvel. Apos a dialise, as amostras de LaRBP38 e de LaRPA-1 foram centrifugadas a 10000 x g
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por 30 min, a 4°C, para a remogao de precipitado (moléculas protéicas que nao foram capazes de
se dobrar de forma adequada durante a remog¢do da uréia) e as proteinas foram analisadas
novamente em gel SDS-PAGE. O mutante delecional LaRPA-1°““™ também foi expresso na
forma insoluvel e passou pelo processo de ressolubilizagdo sob 0 mesmo protocolo adotado para

a proteina LaRPA recombinante inteira.

3.2.6. Estimativa do coeficiente de dissociacio (Kq ) entre LaRPA-1 e LaRPA-12¢"™, ¢
DNAsf telomérico

As condi¢des utilizadas nas reagdes de mobilidade em gel de eletroforese (EMSA),
incluindo temperatura de ligagdo e concentragdes dos oligonucleotideos marcados
radioativamente foram seguidas conforme descrito em Fernandez et al. (2004), com pequenas
modificagoes.

Os ensaios foram realizados com as proteinas recombinantes renaturadas LaRPA-1 e

LaRPA-1°““™ em 1X tampdo de liga¢do: 25 mM HEPES, pH 7.5, 5 mM MgClp, 0.1 mM

EDTA, pH 8.0, 100 mM KCI, 10% glicerol (v/v), 0.1% NP-40 (v/v), 0.5 mM DTT e 100 ng de
poli (dI+dC). poli (dI*dC) (Amersham Biosciences). As amostras foram incubadas no gelo por 30
min. antes de aplicadas em gel PAGE 6% nao denaturante (37.5:1, acrilamida:bis-acrilamida
m/m) contendo 0.5X TBE (44.5 mM Tris base, 44.5 mM dacido boérico, | mM EDTA, pH 8.0) a
4 °C seguidas por eletroforese a 150 V por ~3 h.

Na determinagdo das constantes de dissociagdo (K4) da interagdo das proteinas LaRPA-1
e LaRPA-1°““™ com o oligonucleotideo telomérico Tell (Tabela I) foram realizados diferentes
ensaios de mobilidade em gel com a quantidade fixa do oligonucleotideo marcado
radioativamente (25 pmol) e variando-se a concentracdo de proteina em cada reagdo, com
concentragdo maxima de 90 nM de proteina e minima de 2,51 nM. As andlises quantitativas

foram realizadas pelo programa Scion Image (www.scioncorpo.com) conforme descrito em

Fernandez et al (2004).
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3.2.7. Imunizacio de coelhos para producio de anticorpos

Por¢cdoes de um gel SDS-PAGE contendo as bandas correspondentes as proteinas
recombinantes LaRPA-1 (700 pg) ou LaRBP38 (700 ng) foram excisadas e homogenizadas na
presenga de PBS 1X (PBS, 0.15 M NaCl e 10mM fosfato de sodio, pH7.2) e emulsificados com
adjuvante completo de Freund (vol/vol). As suspensdes foram injetadas subcutaneamente em
coelhos fémeas Nova Zelandia. As injecdes subcutineas foram repetidas com (800 pg) das
proteinas emulsificadas em 2 X Adjuvante Incompleto de Freund 1:1 (v:v). Os coelhos sofreram
uma ultima injecdo contendo 900 ng das proteina por via intravenosa 42 dias ap6s o inicio da
imunizagdo, ¢ os soros foram coletados no dia 50 por puncdo cardiaca. Os anticorpos anti-
LaRPA-1 e anti-LaRBP38 presentes nos soros dos respectivos coelhos foram testados em ensaios

de Western blotting.

3.2.8. Purificacido dos anticorpos anti-LaRPA-1 em coluna de CNBr

Para purificar anticorpos policlonais anti-LaRPA-1 de um soro de coelho anti-LaRPA-1,
utilizou-se colunas de CNBr ativada (GE Healthcare). Inicialmente a resina foi ativada em HCI
ImM, conforme recomendagdes do fabricante. Em seguida, 0,3 g da resina pré-ativada foi
misturada com ~3 mg de proteina LaRPA-1 recombinante previamente purificada (ver item
3.2.5). Esta incubacao foi feita em 500 pul de tampao contendo 0,1 M NaHCO; (pH 8,3) e 0,5 M
NaCl por 16 horas a 4°C. O soro de coelho imunizado com a proteina LaRPA-1 foi entdo
passado pela coluna. A elui¢cdo dos anticorpos foi realizada com tampao 100 mM, NaAc pH 4.4,

com gradiente crescente de NaCl, variando de 0,1 M até 2,0 M.

3.2.9. Imunodeteccio de proteinas por Western blotting

Proteinas foram aplicadas em géis SDS-PAGE e transferidas para membrana de
nitrocelulose (BioRad) em tampado de transferéncia: 48 mM Tris Base, 39 mM glicina, 20%
metanol e 0,0375% SDS por 16 h a 4°C (Sambrook & Russel, 2001). A detec¢do das proteinas
foi realizada utilizando-se o Kit (Amplified Alkaline Phosphatase Immun-Blot Assay Kit, Bio-
Rad). Anticorpos primérios (anti-LaRPA-1 ou anti-LaRBP38) foram usados na diluicdo de
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1:1.000 e as reacdes foram reveladas com anticorpo secundario diluido 1:20.000 (anti-IgG de

coelho conjugado com fosfatase alcalina), de acordo com as especificaCdes do fabricante do kit.

3.2.10. Clonagem dos genes LaRPA-1 e LaRBP38 em vetor pX63Neo

Inicialmente, procedeu-se com a amplificacao por PCR dos genes LaRPA-1 e LaRBP38
com oligonucleotidios especificos (RPA-pX63Neo-F e LaRPA-pX63Neo-R, RBP38-pX63Neo-F
e LaRBP38-pX63Neo-R, Tabela I), contendo na regido 5’ sitios para enzimas de restricao (Smal
e Bglll) presentes no sitio de clonagem do vetor pX63Neo. Em seguida, os produtos
amplificados por PCR foram purificados em gel e subclonados em vetor pCR 2.1/TOPO. Estes
plasmideos foram multiplicados em bactéria E. coli DH5a, extraidos por mini-preparacao e
digeridos com as enzimas Smal e Bgl/ll para clonagem direcionada nos sitios Smal e Bg/Il do
vetor pX63Neo (Lebowitz et al, 1991). As reagdes de ligagao dos insertos LaRpa-1 (Smal/BglIl)
e LaRBP38 (Smal/Bglll) com o vetor pX63Neo (Smal/Bglll) foi realizada utilizando-se 80 ng de
cada inserto, 40 ng do vetor e 10 unidades da enzima T4DNA ligase (INVITROGEN) por 17
horas a 16°C. Os produtos das ligagdes foram transformados em bactérias E. coli DH50, que
foram plaqueadas e encubadas por 16 horas em uma estufa a 37°C. A confirmag¢do das clonagens

se deu por PCR utilizando-se oligonucleotideos iniciadores especificos dos insertos.

3.2.11. Transformacido de L. amazonensis com vetores LaRPA-1/pX63Neo ou
LaRBP38/pX63Neo para os ensaios de superexpressio

Para realizar as transfecc¢des, culturas de L. amazonensis na forma promastigota foram
lavadas 2 vezes em PBS 1X e ressuspensas em CITOMIX (120 mM KCl, 0.15 mM CaCl,, 10
mM K,HPOy, 25 mM HEPES, 2 mM EDTA, 5 mM MgCl,, pH 7.0) para concentracdo final de 4
x 107 células/ml em gelo. Cada suspensio de células foi transferida para uma cubeta de
eletroporacdo de 0,4 mm (BioRad) com 50 pul da construg¢do LaRBP38/pX63Neo ou LaRPA-
1/pX63Neo purificados na concentragdo aproximada de 5 pg/ul. As células foram eletroporadas
em aparelho Gene Pulser Xcell System (BioRad) a 2,25 kV/cm e 500 uF. Apds a eletroporacao,

incubou-se cada aliquota por 10 min. no gelo e recuperou-se os parasitas cultivando-os em 8 ml
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de M199 sem droga de selecdo, por 16 h a 28°C. Apods a incubacdo as células foram plaqueadas

em meio M199 semi-sélido em placas de petri contendo 50 pg/ml de G418.

3.2.12. Expressao em Leishmania da proteina LaRPA-1 em fusao com GFP

O vetor pXGFP(S56T)-PR (Guevara et al., 2001) foi utilizado para clonagem de LaRPA-
1 com a finalidade de expressar a proteina LaRPA-1 em fusdo com a Green Fluorescent Protein
(GFP) em Leishmania (Guevara et al, 2001). Foram utilizados os sitios Smal e Bg/Il para
realizacao da clonagem adotando-se 0 mesmo procedimento utilizado para as clonagens no vetor
pX63Neo, com os oligonucleotideos iniciadores (RPA-GFP-F e RPA-GFP-R, Tabela I). O
oligonucleotideo antisenso ndo contém codon de parada para permitir que a proteina
recombinante saia em fusdo com a GFP na por¢ao C-terminal. Ap6s confirmacdo da clonagem
foi realizada uma midipreparacio com Kit Perfectprep® Plasmid Midi (Eppendorf) para
obtencdo de plasmideos pXGFP(S56T)-PR e LaRPA-1-GFP, e realizacao das transfecgoes de
Leishmania. As transfecgdes foram realizadas seguindo-se os mesmos procedimentos descritos
para a transfec¢do com plasmideos de superexpressdo, com a unica modificagdo que os
transfectantes com o vetor pXGFP ou pX-LaRPA1/GFP foram analisados ap6s incubacdo em
meio M199 liquido na auséncia de G418. Transfectantes expressando a proteina quimérica foram

observados em microscopia de fluorescéncia.

3.2.13. Imunoprecipitacio da cromatina

A imunoprecipitacdo da cromatina para a analise das interagdes proteina-DNA in vivo foi
realizada conforme descrito no artigo apresentado no item 3.1 desta tese (Siqueira Neto et al.,
2007). As hibridizacdes subseqiientes foram realizadas com as sondas Tell, ScTel e GT-rich

(Tabela I).

3.2.14. Imunofluorescéncia para analise da localizacdo subcelular das proteinas LaRPA-1 e
LaRBP38
Os ensaios de imunofluorescéncia estdo descritos no artigo apresentado no item 3.1 desta

tese (Siqueira Neto et al., 2007)
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3.3. RESULTADOS COMPLEMENTARES

Sdo inicialmente apresentados os resultados complementares referentes a proteina
LaRPA-1. Em seguida sdo apresentados os resultados complementares referentes a proteina

LaRBP38.

3.3.1. Resultados referentes a proteina LaRPA-1

3.3.1.1. Caracterizac¢ao do gene LaRPA-1

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do gene foram desenhados
com base na seqiiéncia que codifica a proteina RPA-1 obtida a partir de seqiiéncia homoémologa
presente no banco de dados publico do genoma de L. major. A proteina foi identificada por
espectrometria de massa (Q-TOF MS/MS) e a partir da seqiiéncia de novo de peptideos tripticos
da proteina nativa (MS/MS) de L. amazonensis, capaz de interagir in vitro com seqiliéncias
teloméricas desta espécie (Fernandez et al., 2004).

O gene amplificado foi entdo clonado e seqlienciado. A traducdo das seqiiéncias
nucleotidicas obtidas do gene LaRPA-I indicou a presenga de ORF tunica. O gene LaRPA-1
também foi amplificado a partir de uma biblioteca de cDNAJf gerada a partir de mRNA total,
sugerindo que este gene ¢ transcrito (dado ndo mostrado).

Comparagdes entre seqliéncias homodlogas usando o programa e Blastp
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) mostram que a proteina RPA-1 esta presente em diversos
grupos da escala evolutiva, apresentando um dominio estruturalmente conservado, responsavel
pela ligacdo do peptidio ao DNA simples-fita. Dentre os Kinetoplastida RPA-1 também ¢
bastante conservada. A Tabela II mostra o grau de conservagcdo da proteina RPA-1 dentre

diferentes espécies.
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Tabela II — Conservacao da proteina LaRPA-1. Anilise comparativa do alinhamento da
seqliéncia de aminoacidos das proteinas LaRPA-1, utilizando o programa BLASTp. Os valores

representam a porcentagem de identidade obtida em cada alinhamento.

Numero de acesso no GenBank | LaRPA-1
Leishmania major CAJ05550 97 %
Leishmania infantum XP_001470220 98 %
Crithidia fasciculata CAAB0682 91 %
Trypanosoma cruzi XP_819019 73 %
Trypanosoma brucei XP_828978 67 %
Homo sapiens NP_002936.1 32%
Drosophyla melanogaster NP_524274.1 32%
Saccharomyces cerevisiae P22336 27 %
Arabidopsis thaliana NP_567576.1 26 %
Plasmodium falciparum CAD51733 22 %

Experimentos de “Southern blotting” permitiram estimar através da analise do perfil de
hibridizag¢des, o nimero de copias do gene LaRPA-1 no genoma de L. amazonensis. Com a sonda
LaRPA-1 os perfis de hibridiza¢ao apresentados na Fig. 15A sugerem que o gene LaRPA-1 esté
presente em baixo numero de copias ou copia unica no genoma desta espécie.

A andlise do mapeamento cromossomico mostra que o gene LaRPA-1 ¢ hibridizado em
um Unico cromossomo. A Fig. 15B demonstra que o gene LaRPAI se localiza em um
cromossomo com aproximadamente 1,3 Mb (banda cromossomica 20). Este resultado corrobora
a hipdtese de que este gene estd presente provavelmente em copia Unica no genoma de L.
amazonensis. Além disso, uma busca no banco de dados de L. major confirmou que o gene que

codifica LaRPA-1 estd presente em cdpia Gnica no genoma dessa espécie.

52



il it
EERRaReo 2R
LEE8S355:88
il — inicio
-
- = |+ 10Kb
— 6 Kh
- —4Kb
= _ - _  |—3Kb
— — 0,7 Mb
A — 1Kb
- — 0,5Kb
- -

Figura 15: Organizacio gendmica e mapeamento cromossémico do gene LaRPA-1. Em A) DNA gendmico de
L. amazonensis foi digerido com Apal (linha 1), Avall (linha 2), HindIll (linha 3), Hinfl (linha 4), Mlul (linha 5),
Ncol (linha 6), Psf (linha 7), Sall (linha 8), Smal (linha 9) e Xhol (linha 10), separado em gel de agarose 0,8% e
transferido para membranas de nylon que foram hibridizadas sob condi¢des de alta estringéncia com os fragmentos
de LaRPA-1 marcados com [0-"P]JdGTP. Os nimeros entre parénteses apresentam a quantidade de sitios de
restricdo para a enzima em questdo presentes na seqiiéncia do gene utilizado como sonda. Em B) bandas
cromossomicas de L. amazonensis fracionadas por PFGE em gel de agarose 1,1% foram transferidas para

membranas de nylon e hibridizadas com a sonda de LaRPA-1.

3.3.1.2. Determinagio da afinidade de LaRPA-1 e LaRPA-12¢""" pelo DNAsf telomérico
Para determinar a constante de dissociacao do complexo proteina LaRPA-1 com o DNA
telomérico, realizamos ensaios de mobilidade em gel com quantidade constante do
oligonucleotideo Tell e diluigdes seriadas (2 vezes) de LaRPA-1 (Fig. 16). Os resultados foram
plotados em grafico de regressao nao linear e o Ky estimado para LaRpa-1/DNAsf foi 75,52 nM

como pode ser observado no grafico apresentado na Fig. 16.
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Figura 16: Determinacdo do K4 de LaRPA-1 com o DNAsf telomérico. Na

esquerda esta o ensaio de mobilidade em gel

extrato protéico (oligo Tell livre). Na demais linhas a quantidade de Tell foi
constante e igual a 3,5 fmol e a concetragdo de proteina LaRPA-1 variou de maneira

proporcional de 90 nmol a 2,5 nmol. Na direita temos o grafico de regressdo nao

Interagdo LaRPA-1 com Tel-G

-
=
-

K, = 75,52 nM (+/- 15,08)

L E L] L] L] L}
DNA livre- . 0 50 100 150 200 250

[LaRPA-1] nM

. A primeira linha do gel ndo apresenta

linear obtido pelo programa GraphPad e a indica¢ao do Kg.

Realizamos também a determinag¢do da constante de dissocia¢do da proteina mutante
LaRPA-12“™_contendo apenas o dominio de ligagio ao DNAsf. Para realizar o ensaio com a
proteina mutante foram seguidos exatamente os mesmos parametros utilizados para a proteina
em sua forma inteira (Fig. 16). O resultado obtido do Kg LaRPA-1““"" com o DNAsf telomérico
¢ de 42.24 nM, conforme pode ser verificado na Fig. 17. Este valor ¢ menor que o obtido com a

proteina inteira, o que significa que o mutante contendo apenas o dominio de ligagdo do DNAsf

apresenta maior afinidade pelo DNA do que a proteina inteira.
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Figura 17: Determinaciio do K4 de LaRPA-12““"™ com o DNAsf telomérico. Na
esquerda, o ensaio de mobilidade em gel de eletroforese evidencia o DNA
telomérico Tell utilizado como sonda. Na primeira linha temos o DNA livre (sem
proteina). Nas linhas de 2 a 9 temos um gradiente decrescente da quatidade de
proteina adicionada a reagdo. Na direita esta a representagdo grafica do gel a

esquerda mostrando a estimativa constante de dissociagao.

3.3.1.3. Tentativa de superexpressiao da proteina LaRPA-1 em L. amazonensis

O gene LaRPAI foi clonado no vetor pX63Neo, que ¢ especifico para expressdo em
Leishmania (LeBowitz et al., 1990). O objetivo deste experimento era avaliar um possivel efeito
fenotipico da superexpressao das proteinas LaRPA-1 e LaRBP38 e determinar a eventual funcao
destas proteinas em Leishmania. Porém algumas dificuldades foram encontradas nestes ensaios
de superexpressao que acabaram impossibilitando a analise dos dados.

Primeiramente observamos com freqiiéncia casos onde os parasitas nao transfectados, ou
transfectados sem o plasmideo, apresentavam resisténcia a droga de sele¢do, impossibilitando a
selecao de possiveis clones recombinantes. Uma outra dificuldade estava relacionada a baixa
eficiéncia de transfeccdo, que pode ser observada ao se utilizar a GFP como proteina reporter
Fig. 18. Os protocolos de transfec¢cdo de Leishamia estdo bem estabelecidos principalmente para

L. major. Em nosso laboratério manipulamos a espécie L. amazonensis e pudemos perceber que
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os protocolos tradicionais ndo se mostraram adequados, e necessitam de ajustes futuros. Estes
problemas dificultaram a obtencao de clones transfectantes para que se pudesse prosseguir com

as analises funcionais.

3.3.1.4. Superexpressao da proteina LaRPA-1 em fusdo com GFP em L. amazonensis
Também foi realizada a clonagem do gene LaRPA-1 no plasmideo pXGFP(S56T)-PR
para superexpressar a proteina de interesse fusionada a GFP. Com esta técnica pretendiamos
determinar a sublocalizacdo celular da proteina LaRPA-1. Apds a transfec¢do as células foram
deixadas 24h em cultura e os transfectantes foram analisados por microscopia de fluorescéncia.
Inicialmente a transfecgdo foi realizada com o plasmideo pXGFP(S56T)-PR, sem a presenca do

inserto, apresentando distribui¢ao global por toda a célula conforme ilustra a Fig. 18.

Figura 18: Expressio de pXGFP em L. amazonensis. As figuras ilustram células em
cultura transfectadas com o vetor pXGFP(S56T)-PR que promove a expressio da
proteina GFP. A figura da esquerda ilustra duas células em divisao e a da direita uma

célula, ambas observadas em microscopia de fluorescéncia com aumento de 100X.
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Apo6s confirmar a expressdao da proteina GFP sozinha, promastigotas de L. amazonensis
foram transfectados com a construcdo LaRpa-1/GFP. As imagens apresentadas na Fig. 19
sugerem que a proteina LaRPA-1 apresenta localizagdo nuclear em L. amazonensis. Porém, a
baixa quantidade de células transfectadas (< 1%) demonstra problemas na eficiéncia de
transfeccao. Este valor foi obtido por estimativa de contagem de 10 campos microscopicos, com
~10 células por campo, apresentando 1 célula ou menos transfectada para cada conjunto de 10
campos. Devido ao baixo niimero de transfectantes ndo foi possivel isolar-se clones. Portanto
ndo foi possivel verificar se a proteina LaRPA-1 em fusdo com GFP também era capaz de se
associar com a seqiliéncia telomérica do parasita in vitro ou in vivo usando ensaios de interacao
proteina-DNA. Podemos observar na Fig. 19 que a proteina LaRPA-1 ¢ encontrada em todo o
nicleo, ndo sendo possivel determinar sua exata localizagcdo ou distribuicdo. Este fato ocorre
provavelmente devido ao fato de que o plasmideo pXGFP(S56T)-PR tem sua expressao regulada
por um promotor ribossomal. Este ¢ um promotor classificado como forte, induzindo a produgao
de grande quantidade de proteina rapidamente. Sendo assim, o nucleo ¢ totalmente ocupado pela
proteina LaRPA-1 fusionada com GFP. Por isso, para confirmar a localizacdo sub-celular da
proteina LaRPA-1, optamos por realizar ensaios de imunofluorescéncia indireta utilizando o

anticorpo anti-LaRPA-1.
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Figura 19: Expressio da fusio LaRPA-1/GFP em L. amazonensis. Localizacio sub-
celular de LaRPA-1 em fusdo com a proteina GFP. Na coluna da esquerda imagens em
campo claro. Na coluna central observamos imagens com um filtro para intensificar o brilho
de GFP sob fluorescéncia. Na coluna da direita o filtro destaca a marcacdo de DAPI

especifica para acidos nucléicos.

Os resultados da localizagdo precisa da proteina LaRPA-1 no nucleo de L. amazonensis,
co-localizando inclusive com o DNA telomérico foram obtidos através da combinacdo de
técnicas de imunofluorescéncia e hibridizagdo in situ. Estes resultados estdo apresentados no

artigo do item 3.1 desta tese (Siqueira Neto et al., 2007).
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3.3.2. Resultados referentes a proteina LaRBP38

3.3.2.1. Caracteriza¢io do gene LaRBP38

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do gene LaRBP38 foram
obtidos segundo descrito para obtecdo dos iniciadores usados na amplificacdo do gene LaRPA-1.
O gene LaRBP38 amplificado foi entdo clonado e seqiienciado. A traducdo das seqiiéncias
nucleotidicas obtidas do gene LaRBP38 indicou a presenga de ORF tnica. O gene LARBP38
também foi amplificado a partir de uma biblioteca de cDNAdJf gerada a partir de mRNA total,
sugerindo que este gene ¢ transcrito.

Comparagdes entre seqiiéncias homologas usando o programa Blast2p e Blastp
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) mostram que LaRBP38 compartilha alta identidade com as
seqiiéncias de RBP38 de diferentes tripanosomatideos, conforme apresentado na Tabela III, e
confirma que essa proteina parece ser exclusiva do grupo dos Kinetoplastida pois ndo existem

similares nos bancos de dados de outros organismos (ex: humanos, levedura e plantas)

Tabela III — Conservacdo da proteina LaRBP38. Anélise comparativa do alinhamento da
seqliéncia de aminodcidos das proteinas LaRBP38, utilizando o programa BLASTp. Os valores

representam a porcentagem de identidade obtida em cada alinhamento.

Numero de acesso no GenBank | LaRBP38

Leishmania major CAJ04428 97 %
Leishmania tarentolae AAO39844 93 %
Leishmania infantum XP_001465763 97 %
Trypanosoma cruzi AAQ63938 70 %
Trypanosoma brucei XP_847107 69 %

Homo sapiens -

Saccharomyces cerevisiae -

Drosophyla melanogaster -

Arabidopsis thaliana -

Plasmodium falciparum -
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Experimentos de “Southern blotting” permitiram verificar através da andlise do perfil de
hibridizagdes com a sonda LaRBP38 que o gene LaRBP38 esta presente em baixo numero de
copias ou copia Unica no genoma de L. amazonensis. A Fig. 20A apresenta o perfil de
hibridizagdes.

A andlise do mapeamento cromossdmico mostra que o gene de LaRBP38 ¢ hibridizado
em um unico cromossomo. A Fig. 20B demonstra que o gene LaRBP38 se localiza em um
cromossomo com aproximadamente 0,7 Mb (banda cromossomica 11). Este resultado corrobora
ainda a hipotese de que este gene esta presente provavelmente em copia tnica no genoma de L.
amazonensis. Além disso, uma busca no banco de dados de L. major confirmou que o gene

LaRBP38 estad presente em unica copia no genoma dessa espécie.
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Figura 20: Organizacdo gendmica e mapeamento cromossémico do gene LaRBP38. Em A) DNA genomico de
L. amazonensis foi digerido com Apal (linha 1), Avall (linha 2), Hindlll (linha 3), Hinfl (linha 4), Mlul (linha 5),
Ncol (linha 6), Psfl (linha 7), Sall (linha 8), Smal (linha 9) e Xhol (linha 10), separado em gel de agarose 0,8% e
transferido para membranas de nylon que foram hibridizadas sob condi¢des de alta estringéncia com os fragmentos
de LaRBP38 marcados com [0-?P]dGTP. Os nimeros entre parénteses apresentam a quantidade de sitios de
restricdo de cada enzima presentes na seqiiéncia do gene utilizado como sonda. Em B) bandas cromossémicas de L.
amazonensis fracionadas por PFGE em gel de agarose 1,1% foram transferidas para membranas de nylon e

hibridizadas com a sonda de LaRBP38.
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3.3.2.2. A producio de LaRBP38 recombinante

O gene LaRBP38 foi clonado no vetor pET-28a(+) de expressdo protéica em sistema
bacteriano, com o mapa representado na Fig. 21A. Para confirmar a clonagem foi realizada
reacdo em cadeia de polimerase com oligonucleotideos iniciadores especificos de LaRbp38 e
como molde da reacao, foi utilizado o plasmideo pET-28a(+) supostamente clonado com o gene
LaRBP38. A Fig. 21B apresenta a confirmagdo da clonagem pela amplificacdo de produto na
linha 1. A amplificacdo pode ser comparada ao controle positivo da reacao realizada utilizando-
se como molde um plasmideo clonado com o cDNA de LaRBP38, presente na linha 2 da Fig.

21B. A linha 3 da Fig. 21C corresponde ao controle negativo da reacao , realizada com o vetor

pET-28a(+) sem inserto.
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Figura 21: Clonagem de LaRBP38 no vetor pET-28a(+) de expressio em bactéria. A) Mapa do plasmideo pET-
28a(+) destacando o marcador de selecdo Kanamicina (Kan). Em B) gel de agarose 1,0% corado com brometo de
etidio. A linha “M” apresenta o marcador de peso molecular (Ladder 1Kb Plus — Invitrogen). A linha 1,
corresponde ao fragmento amplificado a partir do plasmideo recombinante pET/LaRBP38. A linha 2 é o controle
positivo de amplificacdo, onde foi utilizado como molde de rea¢do, uma amostra de LaRBP38/cDNA clonado em

plasmideo TOPO. A linha 3, ¢ o controle negativo da reacdo, realizada com DNA plasmidial sem o inserto.

Apds confirmar a clonagem, bactérias competentes foram transformadas com o vetor

pET-LaRBP38 para expressdo da proteina recombinante. Apds diversos testes padronizamos a
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expressao da proteina em bactéria E. coli BL21 (DE3) pré-transformada com o vetor Codon-
Plus-RP que codifica tRNAs com anti-codons raros para arginina e prolina.

A Fig. 22 corresponde ao perfil de expressdo da proteina LaRBP38 em sistema
bacteriano. Podemos observar comparando a linha 1 que corresponde ao extrato protéico de
bactérias nao induzidas para a expressao de LaRBP38 com as linhas 2, 3 e 4, que correspondem
aos extratos protéicos coletados nas primeiras 3 horas apos a indug¢do da expressdao. Por este
resultado podemos verificar que a proteina recombinante, que ¢ a banda que ndo estd presente na
linha 1, ja ¢ expressa na primeira hora apds a inducdo, e aumenta pouco em quantidade nas duas
horas subseqiientes. As linhas 5 e 6 correspondem respectivamente as fragdes de sobrenadante e
precipitado de um extrato protéico 5 horas apds a inducgdo. A presenca da proteina recombinante
na fra¢do precipitada (linha 6) indica que a proteina LaRBP38 ¢ expressa na forma insoluvel,

presente em corpusculos de inclusdo.
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Figura 22: SDS-PAGE corado com coomassie-blue apresentando o perfil de
expressio da proteina LaRBP38 recombinante. Na linha M) estd o marcador de
peso molecular Broad Range da BioRad com os valores em kDa das bandas
indicadas na coluna da esquerda. Linha 1) extrato protéico de bactérias em cultura
clonadas com o vetor de expressao de LaRBP38, num momento anterior a indugao
da expressao. Linhas 2, 3 ¢ 4) extratos de bactérias da mesma cultura de bactérias da
linha 1, coletados 1, 2 e 3 horas apos a indugdo da expressao respectivamente. Linha
5) fragcdo soluvel do extrato bacteriano coletadas 5 horas apds a inducdo da

expressdo. Linha 6) fra¢ao insoluvel do mesmo extrato.
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3.3.2.3. A proteina LaRBP38 ¢é expressa em L. amazonensis

Um imunoensaio (Western blotting) utilizando soro de coelho imunizado, contendo
anticorpos anti-LaRBP38, foi realizado para confirmar se a proteina LaRBP38 era expressa em
L. amazonensis. Para o imunoensaio foi produzido um extrato protéico a partir de uma cultura de
L. amazonensis. Este extrato protéico foi resolvido em um SDS-PAGE e transferido para uma
membrana de nitrocelulose. Sobre a membrana foi realizado o Western bloting. O resultado do
ensaio de imunodeteccdo estd representado na Fig. 23. A linha 1 da figura contém o extrato
protéico de L. amazonensis enquanto a linha 2 contém a proteina LaRBP38 recombinante. O
ensaio foi revelado com o soro do coelho com anticorpo anti-LaRBP38. A presenca de uma
banda de ~38 kDa que ¢ revelada pelo anticorpo tanto no extrato contendo proteina nativa quanto
no extrato contendo proteina recombinante, demonstra a especificidade do anti-LaRBP38. Esta
detec¢do confirma que a proteina LaRBP38 ¢ expressa em L. amazonensis. Membranas reveladas
com o soro coletado do mesmo coelho antes da imunizac¢ao foram usadas como controle ¢ como

forma de validagao da especificidade do anticorpo produzido (dados nao mostrados).

~iibe —. »eae » LaRBP38
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Figura 23: Imunodetec¢io da proteina LaRBP38 em extrato de L.
amazonensis. Ensaio de Western blotting em que a linha 1 apresenta um extrato
de proteina nativas de L. amazonensis, a linha 2 apresenta um extrato bacteriano
com a proteina LaRBP38 recombinante sendo expressa, € a linha 3 apresenta um

extrato bacteriano com expressao nao induzida, como controle do ensaio.
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3.3.2.4. LaRBP38 se associa in vivo ao DNA telomérico de L. amazonensis

Para determinar se a proteina LaRBP38 se associa in vivo ao DNA telomério foram
realizados ensaios de imunoprecipitagao utilizando-se formas promastigotas de L. amazonensis
em fase exponencial de crescimento. O DNA imunoprecipitado que era parte da cromatina obtida
foi transferido para uma membrana e hibridizado com diferentes sondas a fim de verificar se
havia DNA telomérico ou ndo na cromatina imunoprecipitada. A Fig. 24 apresenta o perfil de
hibridiza¢ao da membrana com 3 sondas diferentes (com seqiiéncias na Tabela I): Tell (sonda de
telomeros de Leishmania), ScTel (sonda de teldmeros de S. cerevisiae) e GT-rich (sonda rica em
repeticoes GT). Podemos observar que LaRBP38 imunoprecipita com DNA telomérico da fita
rica em G de Leishmania, e também com outros DNAs teloméricos. As imunoprecipitagdes
realizadas com anticorpo anti-LaRPA-1 foram utilizadas como controle positivo de hibridizacao,
visto que o padrao de hibridizacdo neste caso ja era conhecido. Os controles negativos sem
anticorpo (Sem Ac) e com o soro pré-imune (Pre-Im) ndo apresentaram perfil de hibridizacao
significante, conforme esperado. Desta forma, o perfil de hibridizagdo apresentado na Fig. 24

confirma a interagdo in vivo da proteina LaRBP38 com o DNA telomérico.

1% Input Sem Ac Pre-Im anti-LaRBP38 anti-LaRPA-1
Tell — ——
ScTel | "— — —
GT-rich | WE— —

Figura 24: Imunoprecipitacio de cromatina. Ensaio realizado com anticorpos
anti-LaRBP38 e anti-LaRPA-1. Controles do experimento foram feito com soro
pré-imune e sem soro. 1% do DNA total utilizado em cada ensaio e as amostras de
DNA imunoprecipitados foram transferidas para membrana e hibridizadas com as

sondas descritas.
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3.3.2.5. Localizacao subcelular da proteina LaRBP38

Para se determinar a localizagdo subcelular da proteina LaRBP38 foram realizados
ensaios de imunofluorescéncia. Nestes ensaios sdo utilizados anticorpos secundarios conjugados
com fluorocromo AlexaFluor 488 (Molecular Probes) que reconhecem e se ligam ao anticorpo
primario, responsavel pela deteccdo da proteina de interesse. A Fig. 25 apresenta na coluna da
esquerda a marcacdo com DAPI, evidenciando o nucleo e o cinetoplasto das células. Na coluna
central, podemos observar um padrao de distribuicdo para as proteinas LaRBP38 e na coluna da
direita podemos verificar a localizagdo de LaRBP38 polarizada no cinetoplasto. Nas condigdes
utilizadas para o experimento, ndo observamos cé¢lulas apresentando LaRBP38 localizada no

nucleo.

DAPI Imunofluorescéncia Sobreposicao

LaRBP38

Figura 25: Ensaios de imunofluorescéncia para deteccio e localizacido da proteina
LaRBP38. Na coluna da esquerda estdo representadas as imagens obtidas com a marcagdo de
acidos nucléicos pelo DAPI. Na coluna central as imagens representam a reacdo entre
anticorpo secundario e o anticorpo primdario anti-LaRBP38. Na coluna da direita esta
representada a sobreposicado das imagens para se determinar a localizagdo subcelular da

proteina.
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4. DISCUSSAO

Os telomeros sdo complexos dindmicos nas extremidades dos cromossomos dos
eucariotos que sdo essenciais na manuten¢do da estabilidade genomica (Blackburn, 2000). As
proteinas que se associam aos teldmeros sao as grandes responsaveis por determinar a dinamica
destes complexos (Smogorzewska & de Lange, 2004). Por estas razdes faz-se importante
compreender os mecanismos que controlam os teldmeros através das proteinas que o compdem,
das interacdes entre elas, e das associagdes com o DNA telomérico. Uma vez conhecidas estas
informacdes seremos capazes de interferir nas células desestabilizando seus telomeros, e
conseqiientemente induzir instabilidade gendmica que leve as células a senescéncia e morte
celular (Shay, 2003, Blackburn et al., 2006). Este tipo de interferéncia terd importancia na

interrupgao do crescimento de parasitas no organismo hospedeiro.

Ha uma década ndo se conhecia nenhuma proteina que se associasse aos teldmeros de
Leishmania. Como ilustra a Fig. 12 desta tese, diversas proteinas ja foram identificadas e ja ¢
possivel estabelecer um panorama parcial da constituicdo da cromatina telomérica de L.
amazonensis. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar as proteinas que se associam a
porcdo simples-fita rica em G dos telomeros deste parasita. A continuagdo dos estudos
determinard a fungdo destas proteinas, para que, no futuro, possa se escolher entre elas alvos

potenciais para o desenvolvimento de terapias antiparasitarias.
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4.1. A possivel funcdo de LaRPA-1 nos telomeros de Leishmania

A proteina RPA ¢ largamente encontrada dentre os organismos eucariotos desde os mais
primitivos, como protozodarios e fungos, até mamiferos (Brown et al., 1992, Ono et al., 2003,
Salas et al., 2006). Desempenha nas células importantes fungdes relacionadas a maquinaria de
recombinagdo e reparo do DNA, replicagdo e, ainda, protecao e regulacao telomérica (Ono et al.,
2003, Dahlén et al., 2003, Schramke et al., 2004).

Demonstramos neste trabalho que a proteina LaRPA-1 de L. amazonensis, com ~51 kDa,
¢ menor que as RPA-1 da maioria dos eucariotos, que apresentam massa aproximada de 70 kDa.
A diferenca no tamanho destas proteinas estd na auséncia do dominio RPA-70N nas RPA-1 de
varios protozodrios, incluindo as Leishmanias (Fig. 1 do artigo do item 3.1 desta tese). Este
dominio ¢ responsavel pela interacdo do complexo trimérico RPA com as maquinarias de reparo
por recombinagdo e transcricdo (Jacobs et al., 1999). As RPA-1 de outros protozodrios
Apicomplexa e Kinetoplastida assemelham-se a8 RPA-1 de Leishmania. E o caso da RPA-1 de
Crithidia fasciculata (Brown et al., 1992), da RPA-1 de Cryptosporidim parvum (Zhu et al.,
1999) e da RPA-1 de Plasmodium falciparum (Voss et al., 2002). Com isto, poderiamos
imaginar que nestes organismos, a proteina RPA ndo teria funcdo nas maquinarias de
recombinagdo e reparo, ja que a subunidade maior (RPA-1) ndo apresenta o dominio de interagdo
com proteinas destas maquinarias. Esta diferenga sugere que, nestes grupos de protozodarios, a
proteina RPA-1 pode atuar apenas nos telomeros.

Sabemos ainda que as subunidades RPA-2 ¢ RPA-3 ndo sdo co-purificadas com a RPA-1
a partir dos telomeros de L. amazonensis (Fernandez et al., 2004). No entanto, seqiiéncias
homologas a estas subunidades estdo catalogadas como ORFs no genoma deste parasita (para
detalhes consulte o site http://www.genedb.org/genedb/leish/). Sugere-se entdo que a proteina
LaRPA-1 atua de forma isolada nos telomeros de L. amazonensis, sendo porém, possivel que ela
funcione como um trimero em outras maquinarias da célula, a exemplo da RPA de C. fasciculata
(Brown et al., 1992). Em C. fasciculata, assim como em humanos, a RPA foi encontrada como
um trimero que liga DNAsf através da subunidade maior (RPA-1), comprovando um alto grau de

conservagao entre as RPA na maquinaria de replicacdo de organismos divergentes.
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Buscas no genoma de Leishmania revelaram que nao ha seqiiéncias homologas as dos
genes da familia TEP, que codificam as proteinas que se ligam ao DNAsf telomérico: CDC13,
POTI1 e TEBP (Croy & Wuttke, 2006). A LaRPA-1 entretando compartilha com as proteinas da
familia TEP, o dominio OB-fold de ligagdo ao DNAsf (Fig. 2 do artigo do item 3.1 desta tese).

Assim sendo, € possivel que a proteina LaRPA-1 identificada in vivo em associagdo com
os telomeros de L. amazonensis como demonstrado neste trabalho (Fig. 4 do artigo do item 3.1
desta tese), pode ser considerada o homologo funcional destas proteina. Se isto for confirmado
ela deve cumprir duas fungdes essencialmente na simples fita telomérica deste organismo:

1) A primeira fungdo estaria relacionada ao papel de recrutar a telomerase para os
terminais cromossdmicos no momento da elongacdo telomérica, conforme ja descrito para a
RPA de outros organismos (Schramke et al., 2004).

2) A segunda funcdo seria a de proteger os teldmeros de L. amazonensis, permanecendo
ligada a simples fita telomérica e impedindo fusdes terminais, assim como o reconhecimento da
simples fita pela maquinaria de reparo por recombinacao homologa.

Em leveduras, as proteinas parceiras de CDC13 nos telomeros, Stnl e Tenl foram
recentemente classificadas como proteinas homologas as subunidades RPA-2 e RPA-3 (Gao et
al., 2007), sendo que as proteinas Stnl e RPA-2, assim como Tenl e RPA-3, apresentam
caracteristicas semelhantes, como tamanho, presenga e posi¢ao de dominios OB-fold. Os autores
propdem que o trimero CDC13-Stnl-Tenl funcione como uma RPA-like, atuando de forma
semelhante a RPA. Estas suposi¢des indicam que os mecanismos de manute¢do dos telomeros
sao conservados dentre as espécies.

Para confirmar estas suposicdes serd necessario entretanto, o estudo funcional da proteina
LaRPA-1 em Leishmania. Alguns pontos fundamentais para se conhecer o papel desta proteina
nos parasitas seriam determinar se a RPA-1 participa ou ndo das maquinarias ndo teloméricas
(reparo por recombinagdo, replicacdo, transcrigdo, etc.) e ainda verificar quais sao as proteinas
que interagem diretamente com RPA-1 durante o ciclo celular. Desta forma poderiamos melhor
entender a importancia desta proteina para a manutencdo dos telomeros e para a viabilidade do

parasita.
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4.2. LaRBP38 pode ser uma proteina multifuncional e atuar em diferentes organelas

A proteina RBP38 foi inicialmente descrita como uma proteina que estabiliza moléculas
de RNA no cinetoplasto de L. tarentolae e T. brucei (Sbicego et al., 2003) e mais recentemente
teve seu papel descrito na maquinaria de replicacdo de minicirculos do kDNA de 7. brucei (Liu
et al., 2006). Algumas evidéncias de que RBP38 poderia ser também uma proteina com funcao
nuclear foram previamente apresentadas nos trabalhos de Duhagon e colaboradores (2003) e
Férnandez et al. (2004). Duhagon et al. (2003) demonstraram a existéncia de uma proteina de
38kDa em extratos nucleares de 7. cruzi, denominada Tc38. Esta proteina apresentava alta
identidade e similaridade com a RBP38 e era capaz de se associar in vitro a seqii€ncias poli
dTdG encontradas em regides intergénicas neste parasita. No ano seguinte, Fernandez et al.
(2004) identificaram em extratos totais e nucleares de L. amazonensis, uma proteina de 38 kDa
que era capaz de ser purificada em colunas de afinidade ao DNAsf rico em G dos telomeros do
parasita. A proteina foi identificada por espectrometria de massa e seqlienciamento de novo de
peptideos tripiticos, como sendo RBP38. Ensaios de interagdo proteina-DNA e de competicdo
demonstraram que LaRBP38 (L. amazonensis RBP38) era capaz interagir com a fita telomérica
rica em G dos telomeros de L. amazonensis (Lira et al., 2007a). Neste trabalho mostramos que
LaRBP38 também ¢ capaz de interagir in vivo com a fita teloméria rica em G (Fig.24 desta tese).
Mais recentemente, Lira et al., (2007a) comprovaram que RBP38 interage tanto com DNA
telomérico e DNA rico em GT na forma de dupla fita, quanto com o kDNA. Juntos, esses
resultados sugerem que RBP38 deve cumprir fungdes tanto no nucleo quanto no cinetoplasto.

No entanto, ensaios de imunofluorescéncia realizados com a proteina p38 de 7. brucei
expressa em fusdo com GFP (Liu et al., 2006) ou imunofluorescéncia indireta utilizando
anticorpo anti-LaRBP38 (Fig. 25 desta tese) mostraram que RBP38 est4 presente exclusivamente
no cinetoplasto. Como estes resultados sdo aparentemente controversos, pode-se levantar
algumas hipotese para explica-los. Uma das hipodteses € que a proteina RBP38 poderia apresentar
2 isoformas em 7. brucei, uma com func¢do nuclear e outra com funcio no cinetoplasto e assim,
Liu e colaboradores (2006) teriam estudado apenas a isoforma presente no cinetoplasto. Isto se

explicaria pelo fato de que ja existem evidéncias mostrando que outras proteinas em 7. brucei
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tétm o mesmo comportamento. Um bom exemplo ¢ a Topoisomerase II, que em 7. brucei
apresenta dois genes codificando duas isoformas as quais tém fun¢ao no ntcleo e no cinetoplasto
(Kulikowicz & Shapiro, 2006). Ja em Leishmania e T. cruzi a mesma proteina ¢ codificada por
um unico gene (Das et al., 2001, Das et al., 2006). No caso da LaRBP38, especulamos que
apenas uma proteina teria funcdo mitocondrial e nuclear, o que estaria de acordo com os
resultados obtidos por Lira e colaboradores (2007a) que demonstraram que LaRBP38 se associa
in vivo tanto com o DNA telomérico quando com o kDNA.

A ndo visualizagdo de RBP38 no nucleo dos parasitas poderia ser explicado ou pelo fato
da proteina estar em transito ou de ser menos requerida para suas funcdes nucleares
apresentando-se nesta organela em quantidades abaixo do limiar minimo de detec¢ao por
técnicas de microscopia. Este fato acontece, por exemplo, com a proteina 7ZzCRK1 de 7. brucei,
onde a proteina ocorre em pequenas quantidades no nucleo e no citoplasma, mas em grande
quantidade no cinetoplasto (Gémez et al., 2006). Neste caso, a visualizacdo de LaRBP38 no
nucleo s6 seria possivel através de técnicas mais refinadas de microscopia ou de superexpressao.

Desta forma, ¢ de total interesse continuar os estudos para se desvendar as possiveis
funcdes de LaRBP38 nas duas organelas. Para isto, ¢ como no caso da LaRPA-1 seria
interessante se determinar quais as proteinas que interagem com LaRBP38. Sabemos que se trata
de uma proteina exclusiva entre o grupo dos tripanosomatideos e que ¢ essencial para a
viabilidade destes organismos (Liu e colaboradores, 2006). Estes fatos ja credenciam a RBP38
como um alvo potencial para desenvolvimento de terapia antiparasitaria. Porém, novos estudos
sd0 necessarios para compreender de maneira mais precisa, qual o papel da RBP38 na biologia

destes parasitas.
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5. CONCLUSOES

- Os genes que codificam as proteinas LaRPA-1 ¢ LaRBP38 estdo presentes no genoma de L.
amazonensis em um baixo numero de copias ou mais provavelmente em copia unica. Estdo
localizados nas bandas cromossdmicas com tamanhos de 1,3 Mb (banda cromossomica 20) ¢ 0,7

Mb (banda cromossomica 11), respectivamente.

- A proteina LaRPA-1, assim como os organismos protozoarios de maneira geral, ¢ menor que as
RPA-1 da maioria dos eucariotos, ndo apresentando o dominio N-terminal (RPA-70N) que ¢
responsavel pela interagdo da proteina com as maquinarias de recombinacdo e reparo do DNA

celular.

- As proteinas LaRBP38 e LaRPA-1 sdo expressas em L. amazonensis conforme observado por
Western blotting utilizando-se anticorpos especificos para a imunodetec¢ao destas proteinas em

extratos protéicos do parasita.

- Ensaios de imunoprecipitacdo de cromatina comprovam que tanto a proteina LaRBP38 quanto
a LaRPA-1 interagem in vivo com o DNA telomérico de L. amazonensis e também com outros

DNAS ricos em G.

- Nao foi possivel se detectar LaRBP38 no nucleo de Leishmania por ensaios de

imunofluorescéncia indireta.
- A proteina LaRPA-1 interage com o DNAsf através de um dominio OB-fold localizado em sua

regido N-terminal. Um mutante delecional contendo apenas o dominio de ligacdo interage mais

fortemente com o DNA do que a proteina inteira.
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- A co-localizagao nuclear da proteina LaRPA-1 com o DNA telomérico, visualizada através da
combinacao das técnicas de imunofluorescéncia e de hibridizacao in situ, corrobora a hipotese de

que esta proteina se associa in vivo com os telomeros de L. amazonensis.
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6. PRODUCAO BIBLIOGRAFICA COMPLEMENTAR
6.1. Artigos produzidos em parte com resultados desta tese

6.1.1 Artigo I1: Biochem Biophys Res Commun. (2007) 358:854-60.

LaRbp38: a Leishmania amazonensis protein
that binds nuclear and kinetoplast DNAs

C.B.B. Lira, J.L. Siqueira Neto, M.A. Giardini, F.V. Winck, C.H.I.
Ramos and M.I.N. Cano*

Resumo:

Leishmania amazonensis causa um amplo espectro de leishmanioses. Nao ha vacinas ou
tratamento adequado para as leishmanioses, embora haja um interesse consideravel na
identificacdo de novos alvos para drogas anti-leishmania. O papel central das proteinas ligantes
de telomeros na manutencdo celular faz dessas proteinas alvos em potencial para o
desenvolvimento de novas drogas. Neste trabalho, utilizamos uma combinagdo de purificagdes
por cromatografia para examinar as proteinas de L. amazonensis no intuito de encontrar
moléculas capazes de se ligar ao DNA telomérico dupla-fita. Esta iniciativa resultou na
purificagao de um polipeptideo de 38 kDa identificado por espectrometria de massa como sendo
Rbp38, uma proteina de tripanossomatideos que tinha sido mostrada previamente estabilizando
RNA mitocondrial e se associando com DNAs do nucleo e do cinetoplasto. Ensaios de "Western
blotting" e de "supershift" confirmaram a identidade da proteina como sendo LaRbp38. Ensaios
de competi¢do e de imunoprecipitagdo de cromatina confirmaram que LaRbp38 interagiu com os
DNA s do cinetoplasto e do nucleo in vivo e sugeriram que a LaRbp38 pode ter dupla localizagao

celular e mais de uma funcao.
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6.1.2. Artigo III: Trends Parasitol. (2007) DOI: 10.1016/j.pt.2007.06.005

Telomere Biology of Trypanosomatids:
beginning to answer some questions

Cristina B.B. Lira, Miriam A. Giardini, Jair L. Siqueira Neto, Fabio F.
Conte, Maria Isabel N. Cano*

Resumo:

Estudos sobre a estrutura e a manutengdo dos telomeros de tripanossomatideos tém
gerado informagdes mais acuradas sobre a origem evolucionaria e a conservagao de alguns dos
componentes teloméricos compartilhados por tripanosomas e vertebrados. Por exemplo, os
telomeros de tripanossomatideos sdo mantidos pela telomerase e compreendem as repeti¢des
candnicas TTAGGG, as quais em Trypanosoma brucei podem formar "t-loops". Contudo, a
cromatina telomérica dos tripanosomatideos ¢ composta por proteinas especificas de cada
organismo e também por outras proteinas que partilham pouca similaridade de seqiiéncia com os
vertebrados. Como os mecanismos de manuten¢do dos telomeros sdao essenciais para a
estabilidade do genoma, nds propomos que as caracteristicas particulares demonstradas pela
cromatina telomérica dos tripanosomas abrigam a chave para o desenho de drogas anti-

parasitarias.
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6.2. Artigos em co-autoria

6.2.1. Artigo IV: Parasitol Res. (2006) 98:447-54

The putative telomerase reverse transcriptase
component of Leishmania amazonensis:
gene cloning and characterization.

Giardini, M. A., Lira, C.B., Conte, F.F., Camillo, L.R., Siqueira Neto,
J.L., Ramos, C.H., Cano, M.I1.*

Resumo:

O gene da telomerase de Leishmania amazonensis foi clonado por uma estratégia baseada
em PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) utilizando-se oligonucleotideos iniciadores
desenhados a partir de uma seqiiéncia de Leishmania major que compartilhava similaridades
com os motivos conservados das telomerases. Os genes das outras trés espécies foram clonados
com propositos comparativos. O alinhamento multiplo das seqiiéncias através do programa
ClustalW demonstrou que as telomerases de Leishmania apresentam muito mais homologia entre
elas do que com as proteinas de outros kinetoplastideos e eucariotos. Experimentos de
caracterizacdo indicaram que o gene putativo da telomerase de Leishmania estava provavelmente
em copia unica e localizado nos maiores cromossomos. Um tUnico transcrito de RNA mensageiro
foi encontrado nos promastigotas. Andlises filogenéticas sugerem que a telomerase de
Leishmania pode representar um elo de ligacao entre os ramos mais antigos € os novos ramos das

telomerases.
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6.2.2. Artigo V: Archives of Biochemistry and Biophysics (2007) Em fase de impressao.

LaTBP1: A Leishmania amazonensis DNA-binding
protein that associates in vivo with telomeres
and GT-rich DNA using a MYB-like domain

Cristina B.B. Lira, Jair L. Siqueira Neto, Leticia Khater, Tiago C.
Cagliari, Luis A. Peroni, José R. R. Reis, Carlos H.I. Ramos and Maria
I.N. Cano*

Proteinas que se ligam ao DNA telomérico sdo componentes celulares cruciais que
regulam a estrutura e a fungdo dos telomeros dos eucariotos. Estas proteinas poderiam ser
consideradas bons alvos para terapia antiparasitaria devido a importancia que exercem sobre a
estabilidade dos cromossomos e a viabilidade celular. Leishmania e outros tripanosomatideos sao
responsaveis por uma variedade de doencas que sdo graves problemas de satde publica. No
entanto, até o momento, apenas um candidato a proteina que se associa a dupla-fita telomérica
foi identificado nos tripanosomatideos: um homologo da proteina TRF2 de humanos. Este
trabalho apresenta um novo candidato: LaTBP1 (Leishmania amazonensis Telomeric Binding
Protein 1), que se associa ao DNA dupla-fita telomérico e com DNA satélite rico em GT.
LaTBP1 ¢ homologo a uma proteina hiPOTlética de L. major que possui um dominio
semelhante ao dominio Myb, uma caracteristica compartilhada pela maioria das proteinas
ligantes de dupla-fita telomérica. Ensaios de ligagao utilizando LaTBP1 recombinante e mutantes
truncados demonstraram que esta proteina se liga ao DNA através de um dominio Myb
posicionado na porcdo central da proteina. Ensaio de competicdo e imunoprecipitagdo da
cromatina confirmaram a especificidade da LaTBP1 pelo DNA telomérico e por DNASs ricos em
GT. Experimentos de espectroscopia de fluorescéncia com emissdo intrinseca e extrinseca
indicaram que este dominio semelhante a um Myb possui uma cavidade hidrofébica conservada
envolvida na atividade de ligagdo ao DNA, e localizada no unico residuo de triptofano da
proteina. Estes resultados sugerem fortemente que a LaTBP1 ¢ uma nova proteina que se liga ao

DNA telomérico.
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() tem autoriza¢do do Comité de Etica para Pesquisa com Seres Humanos (?)

(Protocolo n® ).
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