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RESUMO

O mecanismo de RNA de interferéncia (RNAi) é um
sistema poés-transcricional de silenciamento génico com ampla
distribuicdo nos organismos eucariotos. Os pequenos RNA
(siRNA e miRNA) sdo considerados moléculas chaves nesse
mecanismo, 0s quais sao gerados pela proteina Dicer. A
presenca desse sistema parece ndo seguir um padrdo de
distribuicdo filogenético e a sua evolucdo ainda ndo foi
compreendida. Entre os protozoarios, o mecanismo de RNAI esti
muito bem caracterizado em Trypanosoma brucei, entretanto &
ausente em Trypanosoma cruzi e em muitas espécies de
Leishmania. O Trypanosoma rangeli ndo possui varios
componentes da maquinaria de RNAI, tornando-a ndo funcional.
Entretanto, o gene que codifica para a Dicer- Like2 (DCL2) foi
encontrado completo em seu genoma, enquanto o0s demais
genes codificantes para as outras proteinas da maquinaria estao
truncados (pseudogenes). No presente estudo realizamos a
caracterizacdo do gene DCL2 de T. rangeli (TrDCL2), o qual
apresentou-se como coOpia Unica no genoma do parasito,
possuindo uma janela aberta de leitura com 2.667 pb que
codifica para uma proteina de 889 aminodacidos (x100 kDa).
Foram reveladas diferencas nas sequéncias aminoacidicas da
TrDCL2 entre as cepas KP1(+) e KP1(-) de T. rangeli e devido
uma mudanca na fase de leitura ndo é possivel identificar os
dominios RNAse Ill nas cepas KP1(-). O gene TrDCL2 é
transcrito nas cepas KP1(+), sendo que os niveis de mRNA nao
apresentam alteracdes significativas durante o processo de
diferenciacao celular in vitro do parasito. Visando a avaliagdo da
atividade enzimatica e analise da presencga e niveis proteicos,
realizamos a expressdo heterdloga de dois fragmentos e da
proteina TrDCL2 inteira. Um dos fragmentos foi utilizado para a
producéo de um antissoro policlonal anti-TrDCL2. Este antissoro
reconheceu uma proteina do tamanho esperado (100 kDa) nos
extratos proteicos totais das formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. rangeli. Os ensaios de imunofluorescéncia
indireta, utiizando o mesmo antissoro, revelaram uma
distribuicdo difusa da proteina pelo citoplasma de ambas as
formas do parasito. A TrDCL2 é expressa em algumas cepas do
T. rangeli, entretanto a determinacdo do seu papel biologico
neste parasito ainda permanece a ser elucidada.



Palavras-chave: DICER-LIKE2, RNA de interferéncia,
Trypanosoma rangeli.



ABSTRACT

The interference RNA mechanism (RNAI) is a system of
post-transcriptional gene silencing with wide distribution in the
eukaryotes. Small RNA (siRNA e miRNA) are considered key
molecules in this mechanism, which are generated by Dicer
protein. The presence of this system seems not follow a pattern
of phylogenetic distribution and its evolution is still not
understood. Between trypanosomatids, the RNAi mechanism is
well described in Trypanosoma brucei, but is absent in
Trypanosoma cruzi and some Leishmania species. Trypanosoma
rangeli does not have many components of RNAi machinery,
making it not functional. However, the Dicer-Like2 (DCL2) coding
gene was fully encountered in its genome, while the other genes
of this machinery are truncated (pseudogenes). In the present
study, we have realized the characterization of DLC2 gene of T.
rangeli (TrDCL2), which presented a single copy in the parasite
genome, having an open reading frame with 2.667 bp that
encodes a protein with 889 amino acids (100 kDa). Differences
in aminoacidic sequences were revealed between strains KP1(+)
and KP1(-) of T. rangeli and due to a change in the reading phase
it was not possible to identify RNAse Il domains in the KP1(-)
strains. TrDCL2 gene is transcripted in the KP1(+), the mRNA
levels do not show significant alterations during the process of
cellular differentiation in vitro. Aiming the evaluation of the
enzymatic activity and the analysis of the presence of the protein
and its levels, we realized the heterologous expression of two
fragments and the whole protein TrDCL2. One of the fragments
was used to produce a polyclonal antiserum anti-TrDCL2. This
antiserum recognized a protein with the expected size (+100 kDa)
in the total protein extracts of the epimastigotes and
trypomastigotes of T. rangeli. Imunofluorescence assays, using
the same antiserum, revealed a diffuse distribution of the protein
in the cytoplasm in both forms of the parasite. The TrDCL2 is
expressed in some strains of T. rangeli, but the determination of
its biological role in this parasite still needs to be elucidated.

Keywords: DICER-LIKE2, RNA interference, Trypanosoma
rangeli
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1. INTRODUGCAO

1.1 O Trypanosoma rangeli

1.1.1 Descrigao e ocorréncia

O Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli (TEJERA, 1920)
€ um protozoario hemoflagelado, pertencente a Ordem
Kinetoplastida. Este parasito possui ciclo de vida heteroxénico,
sendo capaz de infectar insetos triatomineos, mamiferos
silvestres e domésticos, incluindo seres humanos (GRISARD et
al., 1999).

A sua distribuicdo geografica é sobreposta a do
Trypanosoma cruzi (Figura 1), agente etiolégico da doenca de
Chagas, e abrange as Américas Central e do Sul. Ao
compartilhar hospedeiros invertebrados e mamiferos existem
evidéncias de infec¢cdes Unicas e mistas nestes hospedeiros
(AFCHAIN et al., 1979; GRISARD et al., 1999). Diferentemente
do T. cruzi, o T. rangeli ndo é considerado patogénico ao
hospedeiro mamifero, entretanto, sua infec¢éo incorre em uma
série de efeitos patogénicos para seus insetos vetores, em
especial do género Rhodnius nos quais determina dificuldades
nos processos de hematofagia e ecdise, que podem levar o
inseto a morte (ANEZ; EAST, 1984).

A coexisténcia do T. rangeli e do T. cruzi pode, em
especial, acarretar em problemas epidemiol6gicos uma vez que
estes parasitos compartilham cerca de 60% da sua constituicdo
antigénica sollvel, o que incorre em uma reatividade sorolégica
cruzada que pode levar a diagnésticos falso-positivos para a
doenca de Chagas (AFCHAIN et al., 1979). As consequéncias
deste fato seriam o tratamento desnecessario de pacientes, além
de acarretar um elevado custo socioeconémico e determinar
estimativas epidemiolégicas errbneas.
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Figura 1. Distribuicdo geografica da doenca de Chagas e registros
de ocorréncia do Trypanosoma rangeli. Mapa das Américas Central e
do Sul, mostrando a sobreposi¢do geogréfica da doenca de Chagas
humana (sombreado) e dos registros de ocorréncia comprovada do T.
rangeli em humanos, triatomineos ou animais silvestres (pontos)
(GRISARD; STEINDEL, 2005).

1.1.2 Aspectos moleculares do Trypanosoma rangeli

A principal caracteristica dos parasitos da Ordem
Kinetoplastida é a presenca de uma mitocondria Unica que
contém uma regido rica em DNA, denominada cinetoplasto
(kDNA). O cinetoplasto contém moléculas de DNA dupla-fita
circulares denominadas de maxicirculos e de minicirculos, os
quais se encontram concatenados e representam cerca de 20-25
% do DNA total da célula (STUART, 1983).

O T. rangeli apresenta uma particularidade na
organizacdo dos seus minicirculos de kDNA, sendo os mesmos
divididos em trés classes: KP1, KP2 e KP3 que diferem quanto
ao tamanho (1,6 - 1,8 kb) e a sua sequéncia. Os minicirculos
KP1 apresentam apenas um bloco de sequéncias conservadas
(BSC), enquanto os KP2 contém dois BSC e os KP3 com quatro
BSC (VALLEJO et al., 2002) (Figura 2).

= \ [——] \ =
@O

Figura 2: Representacdo das regides conservadas nos minicirculos de
Trypanosoma rangeli caracterizando KP1, KP2 e KP3. Fonte: Adaptado
de Vallejo et al. (2002).
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Estudos com diferentes cepas de T. rangeli revelaram um
polimorfismo genético constituido pela presenca ou auséncia do
minicirculo tipo KP1l. Com base nesta caracteristica foram
definidos dois principais grupos genéticos para as cepas de T.
rangeli. As cepas denominadas KP1(+) sdo representadas por
aquelas que contém os trés tipos de minicirculos (KP1, KP2 e
KP3), e as cepas KP1(-) contém exclusivamente os minicirculos
tipos KP2 e KP3 (VALLEJO et al., 2002).

Estudos de Urrea e colaboradores (2005) demonstraram
gue estes dois grupos genéticos sao diretamente correlacionados
com as espécies do inseto vetor pelo qual séo preferencialmente
transmitidos. Os parasitos isolados de Rhodnius prolixus eram do
grupo KP1(+) e isolados de R. colombiensis e Panstrongylus
megistus eram do grupo KP1(-) sugerindo a ocorréncia de um
processo de co-evolugdo do T. rangeli com as espécies de
vetores nos locais de transmissdo das cepas do parasito.

Outros estudos ainda sugerem que possa ter ocorrido
uma separacdo geografica, pois cepas dos parasitos isoladas de
Honduras, da Venezuela, do sudeste do Brasil e da Colémbia
sdo classificadas como KP1(+), enquanto que outras cepas
isoladas da Colémbia, do sul do Brasil e do Panama foram
classificadas como sendo do grupo KP1(-) (VALLEJO et al.,
2003).

1.1.3 Ciclo de vida

O T. rangeli apresenta duas formas biol6gicas bem
definidas durante o seu ciclo de vida, a forma epimastigota
proliferativa com 45 a 56 ym de comprimento, e a tripomastigota
sanguinea apresentando tamanho variando entre 26 a 34 um,
com uma membrana ondulante bem desenvolvida, além de
apresentar um cinetoplasto pontual e subterminal (GUHL;
VALLEJO, 2003).

O ciclo bioldgico do T. rangeli inicia quando o inseto vetor
ingere as formas tripomastigotas sanguineas presentes na
circulacdo do hospedeiro mamifero durante o repasto alimentar.
No trato digestivo do inseto, os parasitos diferenciam-se em
formas epimastigotas que se dividem e, apds aderir ao epitélio do
intestino médio, atravessam esta barreira e alcancam a
hemocele. Uma vez na hemolinfa, as formas epimastigotas
multiplicam-se livremente e migram para a glandula salivar do
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inseto onde penetram e realizam o0 processo de
metaciclogénese, o qual consiste na diferenciacdo para a forma
infectante do parasito, a forma tripomastigota metaciclica (Figura
3) (GRISARD; STEINDEL, 2005).

Ainda que formas tripomastigotas do parasito tenham
sido observadas no sangue de humanos e animais domésticos e
silvestres, os dados acerca do ciclo de vida no hospedeiro
mamifero s8o escassos, permanecendo controversa a
capacidade de multiplicagdo intracelular do T. rangeli (EGER-
MANGRICH et al., 2001; MOLYNEUX, 1973; OSORIO et al.,
1995; STEINDEL, 1993; TANOURA et al., 1999; URDANETA-
MORALES; TEJERO, 1985).

Figura 3: Representacdo esquematica do ciclo biologico do
Trypanosoma rangeli no hospedeiro invertebrado. A infecgdo do
triatomineo ocorre pela ingestao de formas tripomastigotas sanguineas
durante o repasto (A), sendo as formas tripomastigotas e epimastigotas
predominantes no intestino médio (B). Formas epimastigotas curtas se
dividem no intestino médio e podem invadir a hemocele (C), onde se
dividem de forma livre como epimastigotas longos. Alguns parasitos
podem invadir hemdcitos (D), sendo desconhecida a capacidade de
multiplicagdo no interior desta célula. As formas epimastigotas longas
aderem e penetram na glandula salivar (E) diferenciando-se em seu
interior em tripomastigotas metaciclicos (F) infectantes que sao
inoculados com a saliva durante o repasto sanguineo. Fonte: (STOCO
et al., 2014).
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Dentre as caracteristicas proprias do T. rangeli que
permitem sua diferenciacdo em relacdo ao T. cruzi destaca-se o
seu desenvolvimento no inseto vetor, em especial, a capacidade
de invasdo da hemocele e o desenvolvimento das formas
infectantes dentro das glandulas salivares, possibilitando a
transmissdo do parasito pela picada, ao invés da transmissao
contaminativa (pelas fezes) como ocorre para o T. cruzi
(MACHADO et al., 2001).

Devido aos seus ciclos biologicos heteroxénicos e
complexos, o0s tripanosomatideos passam por diversas
alteracdes metabdlicas e morfolégicas as quais estédo
relacionadas a ativacdo ou repressdo de importantes vias
metabdlicas, sendo estas coordenadas por um padrdo de
expressao génico distinto.

1.2 Regulacao da expressao génica de tripanosomatideos

A transcricdo génica nos tripanosomatideos difere da
maioria dos eucariotos, sendo Seus genes transcritos em
unidades policistrénicas, ou seja, 0s genes sao organizados em
conjuntos e ficam distribuidos nos cromossomos em longos
grupos policistronicos ou PTU (Polycistronic Transcript Units)
(TEIXEIRA, 1998). Essas wunidades policistronicas se
assemelham aos operons presentes nos procariotos, entretanto,
nao codificam proteinas com funces relacionadas entre si, como
ocorre nestes organismos (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010).

O processamento dos transcritos é feito por trans-splicing
e poliadenilacdo para originar os RNA mensageiros (MRNA)
maduros. O trans-splicing é o processo de adicdo de uma
sequéncia extremamente conservada de 39 nucleotideos
denominada sequéncia lider (spliced leader, SL) ou mini-exon na
extremidade 5’ de cada transcrito. H4 evidéncias de que a SL
confere estabilidade ao mMRNA, impedindo a sua degradacao e
auxilia na interacdo do mRNA maduro com os ribossomos
(CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003).

A poliadenilagdo, que também ocorre nos eucariotos
superiores, consiste de um acréscimo na sua extremidade 3’ do
MRNA de uma sequéncia composta por cerca de 30 residuos de
adenina (cauda poli-A) (ARAUJO; TEIXEIRA, 2011; LANDFEAR,
2003). O fato de que genes presentes na mesma unidade
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policistrbnica  apresentam diferentes niveis de mMRNA
processados, evidencia que a regulacdo da expressao génica
ocorre em nivel pos-transcricional, como por exemplo, na
estabilizacdo e processamento do mRNA (CLAYTON, 2002) e na
regulacéo da traducdo (SMIRCICH et al., 2015). Deste modo, é
possivel observar em tripanosomatideos que a expressdo de
alguns genes pode manter-se constante ou aumentar, mesmo
com a reducdo na quantidade dos seus transcritos (ABUIN et al.,
1999; RECINOS; KIRCHHOFF; DONELSON, 2001).

Um dos mecanismos de controle pos-transcricional é o
silenciamento de mMRNA mediado por RNA de interferéncia
(RNAIi), mecanismo este presente em grande parte dos
eucariotos. Este mecanismo esta envolvido em varios aspectos
da regulagdo da expressdo génica, notadamente na regulacéo
dos niveis de mRNA (CERUTTI; CASAS-MOLLANO, 2006),
sendo de extrema importancia tanto para a resposta aos
estimulos externos quanto para a manuten¢do da homeostase do
organismo.

1.3 Mecanismo de RNA de interferéncia (RNAI)

RNAIi é uma mecanismo de silenciamento génico mediado
por um RNA dupla fita (ASRNA) que desencadeia a degradacéo de
um transcrito (BOSHER; LABOUESSE, 2000; FIRE, 1999; SHARP,
1999). As proteinas desta maquinaria realizam o reconhecimento e
a degradacao especifica dos mMRNA de acordo com sua sequéncia
nucleotidica. Dessa maneira, desempenha tanto a funcdo de
protecdo contra um material genético exdgeno formado por RNA
dupla fita (virus e transgenes), quanto de regulacdo da expressao
de genes enddgenos, incluindo transposons (HANNON, 2002;
ULLU; TSCHUDI; CHAKRABORTY, 2004).

As primeiras observacdes do silenciamento génico poés-
transcricional mediado por RNAI foram relatados em plantas do
género Petunia (NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990).
Entretanto, somente em 1998 o mecanismo de a¢do do RNAI foi
elucidado em estudos com o nematédeo Caenorhabditis elegans
(FIRE et al., 1998).

Sabe-se hoje que o mecanismo de RNAi é composto
minimamente por um conjunto de proteinas: a Dicer, uma RNAse do
tipo 1lI; e pelo complexo RISC (RNA-Induced Silencing Complex),
um conjunto de nucleases cujo componente catalitico é a enzima
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Argonauta, sendo que esta enzima é responsavel pelo
reconhecimento e clivagem do mRNA (HANNON, 2002).

O processo de degradacédo via o mecanismo de RNAIi pode
ser dividido em duas fases: i) a fase de iniciacao e ii) a fase efetora.
Na fase de iniciacdo, uma longa molécula de RNA dupla fita
(dsRNA) é clivada pela enzima Dicer em curtos RNA de 20 a 30 nt,
denominados siRNA. Na fase efetora, os siRNA produzidos séao
ligados ao complexo RISC que os transforma em RNA simples fita
(ssRNA). Esse ssRNA servira entdo de sequéncia guia que se ligara
aos mMRNA de sequéncia complementar determinando sua clivagem
ou a supressao da traducdo (RAND et al., 2005).

A descoberta desse mecanismo proporcionou uma poderosa
técnica experimental, sendo extremamente versatil na era pods-
genbmica, pois permite a realizacdo de experimentos de
silenciamento pontual de genes ou estudos em larga escala de
gendmica funcional, permitindo mapear, por exemplo, a inter-
relacdo dos diferentes componentes de vias regulatérias
intracelulares (HANNON; ROSSI, 2004).

1.4 RNAI em tripanosomatideos

Trypanosoma brucei foi o primeiro protozoario para o qual
se descreveu o mecanismo de RNAI funcional (NGO et al.,
1998). Com a possibilidade de silenciamento génico via RNAI,
este organismo rapidamente tornou-se um modelo de escolha
para estudos visando avaliar o efeito da redugcédo da expresséo
proteica e para estudos da funcionalidade de genes em
tripanosomatideos (ULLU; TSCHUDI; CHAKRABORTY, 2004).

Entretanto, a presenca do mecanismo RNAI funcional ndo
segue um padrdo de distribuicdo filogenética entre os
tripanosomatideos (LYE et al., 2010). Evidéncias sugerem que a
auséncia desta maquinaria ocorreu, por vezes, de forma
independente no decorrer da linhagem eucariética e ao menos
duas vezes na linhagem dos tripanosomatideos. Um destes
eventos de perda do mecanismo de RNAIi ocorreu no ramo que
leva ao Trypanosoma cruzi e o outro apés a divergéncia do
subgénero Viannia, dentre as espécies de Leishmania (Figura 4).
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Figura 4. Arvore filogenética dos tripanosomatideos representando
a retencdo ou a perda da fungdo da maquinaria de RNAI. Simbolos +
ou - indicam a pressuposta presenca e/ou a perda de maquinaria de
RNAIi durante a evolugdo e em vermelho sdo as espécies sem a
magquinaria de RNAI (LYE et al., 2010).

O mecanismo de RNAi em tripanosomatideos foi melhor
caracterizado em T. brucei. Este parasito possui cinco proteinas
que participam da via de RNAI: a Argonauta ou AGO1 (TbAGO1),
a Dicer-likel (TbDCL1), a Dicer-like 2 (TbDCL?2) e dois fatores de
interferéncia denominados TbRIF4 e TbRIF5 (ULLU; TSCHUDI;
CHAKRABORTY, 2004).

A isoforma TbDCL1 localiza-se no citoplasma e ¢
responsavel por processar dsRNA exdgenos, enquanto que a
TbDCL2 possui uma localizagdo nuclear e processa 0s dsRNA
enddgenos, originarios principalmente dos retrotransposons,
denominados Ingi e SLACS, ou dos transcritos repetidos, CIR147
repeats (chomosome inteRNAI repeats) (PATRICK et al., 2009).
A abundancia de moléculas de siRNA representando esses
retrotransposons sugere que RNAi em tripanosomas seja um
mecanismo constitutivo (housekeeping) para silenciar transcritos
codificados por retrotransposons (DJIKENG et al., 2001) (Figura
5).
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Figura 5. Representacdo do mecanismo de RNAi em Trypanosoma
brucei. As enzimas Dicer-like (DCL2 ou DCL1) realizam o
processamento de longos RNA dupla fita (dsRNA) derivados de
transcritos de retrotransposons e sequéncias repetitivas em SiRNA
dupla fita no nudcleo e no citoplasma, respectivamente. A proteina
Argonauta (AGO1) degrada uma das fitas do SiRNA e realiza
modificagBes para formar o complexo de silenciamento induzido por
RNA (RISC). Adaptado de Kolev (2011).

Em contraste com o T. brucei, o T. cruzi ndo possui
nenhum dos genes referentes ao mecanismo de RNAI
(DAROCHAOQTSU et al., 2004). Desta forma, a via classica de
silenciamento por RNAi ndo existe neste parasito. Todavia,
GARCIA-SILVA e colaboradores (2010) demonstraram uma
possivel rota alternativa de silenciamento génico associado a
proteina AGO/PIWI. Esta € uma proteina semelhante a proteina
Argonauta exceto pela auséncia do dominio PAZ. Neste parasito
foi entdo demonstrada uma relacdo da expressdo desta proteina
com a presenca de pequenos RNA derivados de RNA
transportadores (tRNA).

Os fragmentos de tRNA podem ser divididos em duas
subfamilias de acordo com seu tamanho e biogénese. Um

s

subgrupo é representado por fragmentos de = 28- 36
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nucleotideos (nt) gerados por anticodon nucleases em bactérias,
T2 RNAse em levedura e por angiogenina em humanos. O
segundo subgrupo é composto por fragmentos de RNA de + 20-
22 nt que sdo gerados pela Dicer ou RNAse Z em eucariotos
superiores (HAUSSECKER et al., 2010).

A partir do sequenciamento do genoma do T. rangeli
(STOCO et al., 2014) foi sugerido que este parasito ndo possui 0
mecanismo de RNAi ativo. No T. rangeli foram identificados
ortélogos aos cinco genes que codificam 0s componentes da
magquinaria de RNAI descrita em T. brucei. Entretanto, & exce¢éo
da Dicer-like2 (DCL2), que revelou um padrdo de conservagao
no dominio RNAse Ill, e similaridade ao gene DCL2 de T.
congolense e T. brucei, as demais sequéncias (AGO, DCL1,
RIF4 e RIF5) apareceram como pseudogenes, uma vez que
apresentam alteragcdes nas fases de leitura acarretando na
presenca de codons de parada prematuros. Além destes genes,
também foi encontrado no genoma do T. rangeli o gene que
codifica para a AGO-PIWI, descrito até o0 momento em todos os
tripanosomatideos.

A funcionalidade da via classica de silenciamento por
RNAI neste parasito foi ainda testada experimentalmente através
de duas abordagens: 1) a utilizacdo de dois diferentes siRNA
direcionados ao gene eGFP (utilizando parasitos transfectados
com o plasmideo pTEXeGFP) e através da utilizacdo de um
plasmideo que produz um dsRNA de sequéncia correspondente
ao gene da alfa-tubulina. Entretanto, nos dois casos ndao houve
reducdo nos niveis de mMRNA e proteicos das proteinas
correspondentes, bem como alteracdo no fenétipo dos parasitos
(STOCO et al., 2014).

Diferentemente da total auséncia dos genes da via de
RNAI no genoma do T. cruzi, o T. rangeli mantém 4 pseudogenes
e um gene completo que codifica para a DCL2, entretanto a
explicacdo do porqué desta manutencdo e de uma possivel
funcdo desta proteina permanece a ser investigado. Estudos com
linhagens de células knock-out de T. brucei demonstraram que a
atividade da DCL2 de gerar pequenos RNA independe da
presenca das proteinas AGO e DCL1 (BEST et al., 2005). Sendo
assim, mesmo ndo possuindo todas as proteinas necessarias
para funcionamento da maquinaria classica de RNAI, o T. rangeli
pode possuir a DCL2 ativa, ainda que a sua atividade possa
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estar relacionada a uma rota metabdlica distinta da via de
silenciamento génico por RNAI.

Apesar do T. cruzi ndo possuir o mecanismo de RNAI, foi
descoberta a presenca de pequenos RNA derivados de tRNA
que apresentam diferentes funcdes metabdlicas neste parasito
(GARCIA-SILVA et al., 2010). Isso nos fez questionar sobre a
presenca dos pequenos RNA em T. rangeli e sobre as possiveis
vias da sua biossintese. No caso do T. cruzi ainda nédo se sabe
como sao produzidos os pequenos RNA derivados de tRNA,
entretanto, em T. rangeli essa biossintese poderia estar
relacionada com a proteina TrDCL2.

1.5 Proteina Dicer
1.5.1 Classificagao e descri¢céo

A Dicer é uma endoribonuclease pertencente a
superfamilia das enzimas tipo RNAse Il encontradas em
procariotos e eucariotos que apresentam especificidade em
degradar RNA dupla fita (dsRNA) (NICHOLSON, 1999).

A classificacdo das enzimas RNAse Il proposta por
Blasczczyk e colaboradores (2001) divide as enzimas em trés
classes: a Classe |, que inclui a enzima homdloga Rntlp de
bactérias e de leveduras; a Classe Il que compreende as
proteinas Drosha; e a Classe Il que contém a proteina Dicer. A
separacdo das proteinas Drosha e Dicer em classes distintas foi
baseada principalmente pelas diferencas na organizacdo dos
dominios das proteinas que eram até entdo conhecidas.

Com a descoberta de proteinas Dicer ditas “primitivas”
em eucariotos unicelulares como Giardia intestinalis e T. brucei
(MACRAEZHOU et al., 2006; SHI; TSCHUDI; ULLU, 2006) foi
observado que a complexidade e a organizacdo dos dominios
eram distintas, e que estes ja ndo seriam mais critérios distintivos
das proteinas Drosha e Dicer. Sendo assim, foi proposta uma
nova classificacdo das enzimas RNAse Il por Jaskiewicz e
Filipowicz (2008), dividindo as mesmas em duas classes: a
Classe | compreendendo as enzimas com um Unico dominio
RNAse lll que formam homodimeros; e a Classe Il que alberga
as enzimas que contenham dois dominios cataliticos de RNAse
[ll e atuam como mondmeros.

Em relacdo a distribuicdo taxonbmica a classe | esta
presente em bactérias e fungos, que além do Unico dominio
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RNAse Ill possuem o dominio de ligagdo ao RNA dupla — fita,
dsRBD (duble-stranded RNA-Blinding Domain) e a enzima Rntlp
de levedura também tem uma extensdo na regido N-terminal que
parece ser importante na dimerizacdo do dominio RNAse lli
(LAMONTAGNE; TREMBLAY; ABOU ELELA, 2000). A classe |
inclui as proteinas Drosha e Dicer, sendo a Dicer encontrada em
plantas, metazoarios, em alguns protozoarios (ATAYDE;
TSCHUDI; ULLU, 2011) e helmintos (KRAUTZ-PETERSON;
SKELLY, 2008) enquanto que a Drosha esta presente apenas
em animais (JASKIEWICZ; FILIPOWICZ, 2008).

As proteinas da classe Il além de possuirem dois
dominios RNAse Ill, apresentam variacbes em relacdo a
composi¢cdo dos dominios que envolvem distintas atividades:
dsRBD, ATPase/ helicase, PAZ (Piwi/ Argonauta/ Zwille) e
DUF283 (dominio com funcdo desconhecida). A Figura 6
apresenta as variacdes de organizagéo estrutural das classes | e
Il de RNAse IIl em diferentes organismos.

Class |
E. coli RNase I

!

S. cerevisiae Rnt1p

Class Il
human Dicer

Drosophila Dicer-1
Drosophila Dicer-2
C. elegans Dicer
Arabidopsis Del-1
Arabidopsis Dcl-2
Arabidopsis Del-3
Arabidopsis Decl-4
Trypanosoma Dicer
Giardia Dicer

Dictyostelium Dicer

human Drosha

il

Drosophila Drosha

PAZ domain

RNase Il domain

Double-stranded RNA-binding domain
RS-rich domain

I DEAD-like helicase superfamily

B Helicase superfamily C-terminal domain
I DUFzss ¥ DUF283 - like

Il P-rich domain

Figura 6. Classificacdo das enzimas RNAse Ill em relacdo a sua
composicdo estrutural. Classe | contém ortdlogos de RNAse lll de
bactérias e fungos e a classe Il contém as proteinas Dicer e Drosha.
Estdo destacados os dominios e suas organizagdes nas proteinas da
familia RNAse Il (JASKIEWICZ; FILIPOWICZ, 2008).
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Nessa figura pode-se observar que a Dicer possui
multiplos dominios na maioria dos eucariotos superiores, sendo
gue os eucariotos inferiores possuem uma organizacao estrutural
menos complexa. Os dominios PAZ, dsRBD e RNAse Il estdo
envolvidos na interacdo e na clivagem do dsRNA. O dominio
helicase/ATPase da Dicer de C. elegans e em uma das duas
Dicer de Drosophila sp. esta relacionado a producao de siRNA
quando estimulado por ATP (BERNSTEIN et al., 2001; KETTING
et al., 2001). Entretanto, as Dicer de G. intestinalis, Dictyostelium
discoideum e T. brucei sdo desprovidas do dominio ATPase,
indicando que o mesmo nao é necessario para a sua atividade
(MACRAEZHOU et al.,, 2006; MARTENS et al., 2002; SHI,
TSCHUDI; ULLU, 2006).

A ocorréncia de isoformas da Dicer é variavel, sendo que
em mamiferos, Drosophila spp., leveduras e nos protozoarios G.
lamblia e Toxoplama gondii apenas uma isoforma é observada,
enquanto que Arabidopsis thaliana e T. brucei quatro e duas
isoformas sdo encontradas respectivamente  (ATAYDE;
TSCHUDI; ULLU, 2011; PATRICK et al.,, 2009). Algumas das
isoformas da Dicer podem desempenhar fungbes diferentes,
como por exemplo, a Dicerl de Drosophila spp. é essencial no
processamento do pré-miRNA enquanto que a Dicer2 é
requerida para a producdo de siRNA neste organismo (LEE et
al., 2004).

A localizagdo subcelular da Dicer difere nos distintos
organismos e pode estar relacionado com a funcdo que cada
isoforma desempenha. Em plantas, as isoformas DCL1, DCL3 e
DCL4 estdo localizadas no ndcleo o que condiz com as suas
fungbes relacionadas com a manutengdo da estabilidade DNA
gendmico, enquanto isso a DCL2 esta localizada no citoplasma e
desempenha a funcdo de protecdo contra dsRNA exdgeno
(HIRAGURI et al., 2005). Em T. brucei a isoforma TbhDCL2 se
encontra no nlcleo e é essencial para iniciar a 0 mecanismo de
RNAIi endoégeno, enquanto que a TbDCL1 é expressa no
citoplasma e desempenha uma fungéo de protecdo contra RNA
exégenos (PATRICK et al., 2009).
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1.5.2 Func¢éo da Dicer

A proteina Dicer é responsavel pelo processamento de
dsRNA em pequenos RNA com tamanhos em torno de 20 pb que
podem pertencer a duas classes: pequenos RNA de
interferéncia, também chamado de siRNA (do inglés: small
interfering RNAs) ou micro RNA (miRNA).

Os siRNA sdo provenientes de longos dsRNA que
contém uma sequéncia especifica complementar a um mRNA
que serd o alvo a ser clivado pelo mecanismo de RNAi. A
segunda classe de pequenos RNA, os miRNA, sdo gerados pela
Dicer a partir de um longo RNA simples fita (ssRNA) que forma
um loop mantendo uma estrutura de dupla fita, denominado de
pré-miRNA. A funcdo de alguns miRNA atualmente conhecidos
tem relacdo direta com o crescimento e desenvolvimento de
diferentes espécies de plantas e animais (ABRAHANTE et al.,
2003; LLAVE et al., 2002; PALATNIK et al., 2003).

Os produtos gerados pela Dicer podem ser identificados
pela clivagem caracteristica das enzimas do tipo RNAse lll, as
quais geram produtos com um fosfato livre na extremidade 5,
uma hidroxila e a extenséo de 2 nt ndo pareados na extremidade
3’ (ATAYDE; TSCHUDI; ULLU, 2011).

Além do seu papel especifico em clivar o dsRNA, a Dicer
também interage diretamente com outras proteinas da
maquinaria de RNAIi, possuindo papel fundamental no
acoplamento dos siRNA na proteina Argonauta, sendo descrito
gue o dominio PIWI da Argonauta se liga diretamente no dominio
RNAse da Dicer para transferir os siRNA (LIU et al., 2003).
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2. JUSTIFICATIVA

Recentemente foi descrito por nosso grupo de pesquisa a
inatividade do mecanismo de RNA de interferéncia (RNAIi) no T.
rangeli (Stoco et al., 2014). Entretanto, a andlise detalhada do
genoma do parasito revelou a presenca de pseudogenes
ortélogos a quatro dos cinco componentes da maquinaria de
RNAI classica descrita em T. brucei. O quinto gene apresenta-se
completo e corresponde ao gene que codifica para a proteina
Dicer-like 2 (DCL2). Entretanto a manutengcédo dos pseudogenes
e a presenca da janela aberta de leitura do gene DCL2 em T.
rangeli nos fez questionar sobre a real existéncia da proteina e
seu possivel papel neste parasito.

O fato do T. rangeli ndo possuir o mecanismo de RNAI
funcional, ndo exclui a possibilidade de encontrar neste parasito
pequenos RNA com fungdes regulatérias assim como ocorre em
T. cruzi (GARCIA-SILVA et al., 2010). A origem desses pequenos
RNA em T. cruzi ainda é desconhecida, pois nenhum dos genes
que codificam proteinas que possuem a funcdo de gerar
pequenos RNA como a Dicer, Angiogenina e T2 RNAse foram
encontrados no seu genoma (GARCIA-SILVA et al., 2010).

Em contrapartida, supomos que a manutencdo da DCL2
em T. rangeli deve ter relacdo com a bhiossintese de diversos
pequenos RNA. Sendo assim, a caracterizacdo molecular e
funcional da TrDCL2 torna-se fundamental para tentarmos
elucidar o seu papel.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a conservacao do gene Dicer-like 2 em diferentes cepas
do Trypanosoma rangeli isoladas de regifes geograficas distintas
e analisar a expressao da proteina no parasito.

3.2 Objetivos especificos

Identificar e analisar comparativamente a sequéncia
aminoacidica da proteina TrDCL2 em diferentes cepas de T.
rangeli isoladas de regides geograficas distintas e
pertencentes aos diferentes grupos genéticos;

Determinar o numero de cépias da TrDCL2 no genoma do T.
rangeli;

Avaliar os niveis de transcritos e proteicos da TrDCL2 em
formas epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli;

Determinar a citolocalizacdo da TrDCL2 em formas
epimastigotas e tripomastigotas do T. rangeli;

Identificar os pequenos RNA existentes neste parasito.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material bioldgico e cultivos celulares

Foram utilizadas neste estudo formas epimastigotas de T.
rangeli das cepas descritas na tabela 1. As formas epimastigotas
foram cultivadas através de passagens semanais a 27°C em
meio LIT (Liver Infusion Tryptose), suplementado com 10 % de
soro bovino fetal (SBF), 50 unidades/ml de penicilina e 50 pg/ml
de estreptomicina.

As formas tripomastigotas da cepa Choachi de T. rangeli
utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir de modificacdes
no protocolo descrito por Koerich et al. (2002). Inicialmente, 1,2 x
10° formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento
em meio LIT foram lavadas duas vezes em PBS (Tampéo salina
fosfato, pH 7,4) e transferidos para garrafas de cultura celular de
25 c¢cm? sem filtro contendo 15 ml de meio DMEM pH 8,0 (do
inglés Dulbecco's Modified Eagle Medium) (1 g/l glicose, 6 mM L-
glutamina e 5 % SBF).

O processo de diferenciagdo foi acompanhado através da
quantificacdo dos tripomastigotas por contagem direta em
camara de Neubauer e da visualizagcdo em microscépio 6ptico
apos a coloragdo dos parasitos pelo método de Giemsa. Os
tripomastigotas foram coletados apés oito dias de cultivo, quando
a porcentagem de tripomastigotas foi superior a 95 %.
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Tabela 1. Cepas de Trypanosoma rangeli utilizadas no presente estudo,
incluindo suas classificagbes quanto a presengca ou auséncia de
minicirculos tipo KP1, a origem geografica e os hospedeiros dos quais
foram isoladas.

Cepas KP1 Hospedeiro Origem

SC-58 - Echimys dasythrix Brasil

SC-61 - Echimys dasythrix Brasil

PIT10 - Panstrongylus megistus Brasil

Cc23 - Aotus sp. Colombia
5048 - Homo sapiens Colémbia
TRE - ND Colémbia
B450 + Rhodnius brethesi Brasil

R1625 + Homo sapiens El Salvador
H9 + Homo sapiens Honduras
H14 + Homo sapiens Honduras
Macias + Homo sapiens Venezuela
Palma-2 + Rhodnius prolixus Venezuela
Choachi - Rhodnius prolixus Colémbia
D3493 + Rhodnius prolixus Colémbia
San Agustin - Homo sapiens Coloémbia
1545 + Rhodnius colombiensis Colémbia

4.2 Isolamento do DNA total de T. rangeli

Formas epimastigotas em fase exponencial de
crescimento foram centrifugadas a 3.000 x g e lavadas duas
vezes com PBS pH 7,4. Em seguida, ao volume dos parasitos
sedimentados foram adicionados cerca de quatro vezes de
tampéo de lise (100 mM Tris-HCI pH 7,4, 10 mM NaCl, 25 mM
EDTA pH 8,0, 1 % SDS) acrescido de Proteinase K (100 pug/ml) e
mantidos por 12 horas a 37°C. As etapas subsequentes foram
realizadas através do método de fenol-cloroférmio, de acordo
com protocolo padrdo de Sambrook e Russell (2001).

4.3 Dosagem do DNA

As amostras de DNA extraidas foram dosadas e
avaliadas quanto a sua pureza através de espectrofotometria nos
equipamentos  BioPhotometer® (Eppendorf) efou  Picol00
(Picodrop), observando-se a absorbancia a 260 e a 280 nm, além
das relagdes 260/280 nm e 260/230 nm. As amostras extraidas
também foram visualizadas em gel de agarose 1 % corado com



43

brometo de etidio (1 pg/ml) para comparacdo com padrbes de
DNA de concentracdo conhecida.

4.4 Sequenciamento do gene TrDCL2

Inicialmente, o gene TrDCL2 foi amplificado via PCR a
partir do DNA gendémico das cepas de T. rangeli (Tabela 1),
utilizando-se os iniciadores Dcl2_F1 (5- CAT GCA AGC ACA
CAA AGA CC — 3) e Dcl2_R3 (5'- CGA CGC ACA ACC ACA
AGA AG -3') em um termociclador Veriti® Thermal Cycler
(Applied Biosystems®). O produto da amplificacéo foi visualizado
através de resolucdo por eletroforese em gel de agarose 1 %
corado com brometo de etidio. A banda referente ao gene
TrDCL2 foi excisada do gel e purificada utilizando o kit GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) e o produto
purificado foi dosado através de espectrofotometria no
equipamento Picol00 (Picodrop).

Face ao tamanho do gene TrDCL2 e visando obter um
sequenciamento de alta qualidade, as rea¢fes foram realizadas
utilizando-se iniciadores previamente desenhados que séao
dirigidos a diferentes posic¢des (Figura 7) dentro no gene, sendo:
Dcl2_F1 (5°- CAT GCA AGC ACA CAA AGA CC -3)), Dcl2_F2
(5°- CAG GTG CTG TCA CAG TTT AG -3), Dcl2_R1 (5- CCC
TCA CAA CGC TCA TAC C -3’), Dcl2_F3 (5- TGA CCT GGG
CGT TGT GTG T -3), Dcl2_R2 (5°- TGC TCA CAT AGA GCG
GAA CA - 3) e Dcl2_R3 (5°- CGA CGC ACA ACC ACA AGA
AG -3)).

F1 F2
Start — ‘ B ‘ 4 Stop

2.667pb

R3

Figura 7. Representacdo esquematica da estratégia de
sequenciamento do gene TrDCL2. A barra azul representa o quadro
aberto de leitura do gene TrDCL2. As setas amarelas indicam os
iniciadores senso e as azuis os iniciadores anti-senso.

Apoés a amplificacdo e purificacdo, o sequenciamento do
gene TrDCL2 das diferentes cepas de T. rangeli, descritas na
tabela 1, foi realizado no equipamento Applied Biosystems® 3500
Genetic Analyzer seguindo-se o0s protocolos sugeridos pelo
fabricante. Resumidamente, foram utilizados na reacdo de
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sequenciamento 5 pmol de um dos seis iniciadores acima
descritos (Figura 6) e aproximadamente 200 ng do produto da
PCR, sendo a reacdo efetuada nas seguintes condicdes
térmicas: 95°C por 25 segundos, seguidos de 35 ciclos de
desnaturacéo a 95°C por 15 segundos, ligagdo dos iniciadores a
55°C por 30 segundos e extensdo a 60°C por 80 segundos.
Posteriormente, os produtos marcados foram precipitados para
retirada dos nucleotideos e iniciadores néo incorporados
utilizando 2,5 pl de 125 mM de EDTA e 25 pl de etanol absoluto.
Apo6s centrifugagdo a 2.880 x g por 45 minutos a 20°C os
produtos precipitados foram lavados por cinco minutos nas
mesmas condi¢des de centrifugacdo com 150 ul de etanol 70 %.
Antes da injecdo no sequenciador em condi¢bes padrdo, 0s
produtos foram eluidos em 10 pl de formamida.

4.5 Andlise das sequéncias obtidas

As sequéncias geradas foram analisadas quanto a sua
qualidade através do pacote Phred/Phrap/Consed
(http://Iwww.phrap.org), utilizando-se um valor minimo de Phred
igual a 25. A confirmacdo da identidade dos fragmentos foi
realizada através do programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (ALTSCHUL et al., 1997).

As sequéncias preditas de aminoacidos a partir das
sequéncias génicas da TrDCL2 foram obtidas utilizando-se
programa Translate do pacote Expasy (www.expasy.org), € seus
preditos tamanhos moleculares e pontos isoelétricos foram
estimados com 0 programa ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/). Para a analise dos dominios
foi utilizado o programa Conserved Domain Search Service (CD-
Search) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

As sequéncias aminoacidicas de TrDCL2 das distintas
cepas do parasito foram comparadas através de alinhamento
realizado no programa ClustalW, e uma &rvore filogenética foi
criada utilizando-se os métodos de Minimal Evolution e
Neighbour-joining, com modelo de Poisson e analise por
Bootstrap (1000 replicatas) através do programa MEGA, versdo
MEGA® 6.06 (http://www.megasoftware.net).
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4.6 Determinacdo do numero de coépias da TrDCL2 do
genoma através de Southern Blot

O DNA gendmico de T. rangeli (20 pg) foi digerido com
diferentes enzimas de restricdo (Pstl, Nsil, Kpnl e EcoRIl) em
reacOes contendo 60 unidades de cada enzima e seus tampdes
préprios em volume final de 15 pl. As reac¢des foram mantidas a
37°C por trés horas e os fragmentos resultantes resolvidos em
eletroforese em gel de agarose 0,8 % em tampdo TBE a 5
volts/cm. O gel foi entdo corado com brometo de etidio e os
resultados digitalmente registrados.

Na sequéncia, o gel foi imerso em uma solucdo de
depurinacdo (250 mM HCI) durante 10 minutos sob agitacao,
lavado uma vez em agua ultrapura estéril e em seguida imerso
em uma solucédo de desnaturacédo (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH)
durante 25 minutos em temperatura ambiente. O gel foi lavado
novamente com agua ultrapura estéril e imerso em uma solugéo
de neutralizacdo (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris) por 30 minutos sob
agitacdo, sendo este procedimento repetido por mais 15 minutos
apos troca da solucéo. A transferéncia do DNA para a membrana
de Nylon (Sigma) foi realizada através de capilaridade de acordo
com protocolos padrédo (SOUTHERN, 1975).

Apés a transferéncia o DNA foi fixado na membrana
através de exposicéo a luz ultravioleta (Energia 1.200 J) em um
aparato UV Cross Linker® (GE Healthcare) e posteriormente a
membrana foi mantida durante uma hora a 42 °C em tampéao de
hibridizacao (0,5 M NacCl, 5 % agente bloqueador diluido em ECL
Gold Hybridization Buffer®) (GE Healthcare). A sonda utilizada
correspondente ao gene TrDCL2 foi obtida através de
amplificacdo via PCR e marcada pelo kit ECL Direct Nucleic Acid
Labelling and Detection System® (GE Healthcare) conforme
especificacbes do fabricante. A sonda em tampao de hibridizacédo
foi adicionada a membrana e mantida por 16 horas sob agitacao
suave a 42°C, sendo posteriormente lavadas trés vezes com o
tampao de lavagem primario (SSC 0,5X, 0,4% SDS, 6M Uréia)
por 15 minutos a 42°C e duas vezes com o tampao de lavagem
secundario (SSC 2X) por cinco minutos. Em seguida, a detec¢éo
dos produtos de hibridizacdo foi realizada através da adicdo do
reagente ECL sobre a membrana e apés cinco minutos a mesma
foi exposta a um filme radiografico para a deteccdo de
quimioluminescéncia, sendo o filme revelado em um processador
de filmes SRX 101A (Konica Minolta).
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4.7 Amplificagdo e clonagem do gene TrDCL2

A amplificacdo do gene TrDCL2 via PCR visando sua
clonagem e expressdo heteréloga utilizou trés abordagens
distintas baseadas em diferentes iniciadores e utilizando o DNA
gendmico da cepa D3493 de T. rangeli. Para tanto, utilizando a
sequéncia do gene TrDCL2 descrito por STOCO et al. (2014) e 0
programa Primer Select (Lasergene®) foram desenhados trés
pares de iniciadores visando a amplificacdo da ORF completa de
TrDCL2 (2.682 pb) e de dois fragmentos, sendo um de 406 pb
gue contém os dois dominio RNAse Il (RNAse llla e RNAse llIb)
denominado de TrDCL2-DOM e um fragmento de 485 pb que
nao inclui a por¢do do gene que contém tal dominio denominado
de TrDCL2-FRAG (Figura 8).

A

Ribonuclease lll

! | ] ! 1 | ] |
I T T T T 1 | 1
1 1000 2000 200 2716 2920 (sa)

TOCL2  n— e
TOCL2-DOM | —] (<05 pt)

1615 2100

TOCL2FRAG | ol (85p0
Nome do iniciador Sequeéncia (5’ - 3)
TroCL2_completoF CAT ATG AAT GTG GGAAAGATGGC
TrDCL2_completoR GGA TCC TGA CTACGT CAC AACCA CCT
TrDCL2_domF CATATG GTC GTT GAGCGT GAG TTTATG
TrDCL2_domR GGA TCC CGA CGC CGC TGTAAG GAA TC
TrOCL2_fragF CATATG TAC TTT GAC ATC GAA GCT GCG
TrOCL2_fragR GGA TCC ATC GCT TTT TCG CTC TCC GAC

Figura 8. Representagdo esquematica do gene TrDCL2 e dos dois
fragmentos escolhidos para a expressdo heteréloga em E. coli.
Barra azul representa a ORF completa de TrDCL2, destacando-se os
dominios RNAse llla e RNAse Illb (azul claro), e a barra verde e a
laranja representam os fragmentos TrDCL2-DOM e TrDCL2-FRAG,
respectivamente. A tabela mostra os iniciadores utilizados para a
amplificacdo do gene integro (TrDCL2_completo) e dos fragmentos
(TrDCL2_DOM e TrDCL2_FRAG).

As reacbes de amplificacdo foram realizadas utilizando-
se 50 ng do DNA total da cepa D3493 de T. rangeli, 10 pmol de
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cada um dos dois iniciadores, 200 uM de dNTP e 1 unidade de
Taq DNA polimerase (Invitrogen) em seu tampdo apropriado.
Utilizaram-se as seguintes condi¢des térmicas: desnaturacdo do
DNA a 95°C durante cinco minutos seguido de 30 ciclos com as
etapas de desnaturagdo (95°C por 1 minuto), ligacdo dos
iniciadores a sequéncia alvo (58°C por 50 segundos) e
elongamento da cadeia de DNA (72°C por dois minutos para o
gene completo e 45 segundos para os fragmentos), sendo a
amplificacdo realizada em um termociclador Veriti® Thermal
Cycler (Applied Biosystems®). Os resultados da PCR foram
visualizados através de resolucao dos produtos por eletroforese
em gel de agarose 1 % corado com brometo de etidio.

Os produtos de amplificacdo foram diretamente ligados
ao plasmideo pGEM-T-Easy (Promega) conforme as instrucfes
do fabricante. Os produtos das reacbes de ligacdo foram
transformados em Escherichia coli DH5-a calcio-competente.
Para tal, o DNA resultante da ligacéo foi adicionado a um tubo
contendo as bactérias competentes e mantido durante 30
minutos em gelo. Apos esse tempo, foi realizado um choque
térmico a 42°C por 45 segundos seguindo-se uma rapida
incubacdo em gelo por dois minutos. Em seguida foram
adicionados 300 pl de meio SOC (2% triptona; 0,5 % extrato de
levedura; 10 mM NacCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCl,; 10 mM
MgSO,; 20 mM glicose) as células transformadas e o
crescimento da cultura foi realizado sob agitacdo de 250 rpm por
1 hora a 37°C. Decorrido o tempo, as células foram plaqueadas
em meio LB-Agar contendo ampicilina (100 ug/ml), X-Gal (20
pg/ml) e IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo- 40 pg/ml). As
placas foram entdo mantidas a 37°C por 16 horas.

Os clones positivos foram selecionados com base na
coloracdo das coldnias (azul/branco). A comprovacdo da
presenca dos insertos nos clones recombinantes foi realizada
através da amplificacdo dos fragmentos esperados diretamente
da colbnia de bactérias, utilizando os iniciadores especificos de
cada inserto, descritos na figura 7. Os clones positivos foram
inoculados em 10 ml de meio LB com 100 pg/ml de ampicilina e
as culturas foram crescidas sob agitacdo de 250 rpm a 37°C por
16 horas. Estas culturas bacterianas foram utilizadas para mini-
preparacbes de plasmideos por lise alcalina (Mini-Prep)
conforme descrito por Sambrook e Russel (2001).
Posteriormente esses plasmideos foram sequenciados e a
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identidade dos insertos clonados foi confirmada conforme
descrito no item 4.5.

4.8 Expressdo in vitro e purificacdo de DCL2 recombinante

A ORF completa de TrDCL2 e os fragmentos
(TrDCL2_DOM e TrDCL2_FRAG) que estavam clonados no
plasmideo pGEM-T-Easy foram submetidos a digestdo com
enzimas de restricdo especificas (BamHlI e Ndel) para a
liberagcdo dos insertos, assim como o vetor de expresséo
pET14b. Devido a semelhanca de tamanho entre o inserto
referente a ORF completa de TrDCL2 (+ 2.800 pb) e o plasmideo
pGEM-T-Easy (3.015 pb) foi necessario a utilizacdo de mais uma
enzima de restricdo (Scal) a qual possui um Unico sitio de
clivagem dentro do vetor, dessa maneira foi possivel diferenciar
as bandas no gel de agarose.

Os produtos das digestdes foram visualizados através de
gel de agarose 1% corado com brometo de etideo, e as bandas
com tamanhos de aproximadamente 2.800 pb, 406 pb e 485 pb
referentes aos insertos da ORF completa, TrDCL2_DOM e
TrDCL2_FRAG, respectivamente foram excisadas do gel e
purificadas utilizando o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare), de acordo com as especificacdes
do fabricante.

Apés a purificacdo, esses insertos foram sub-clonados no
vetor de expressdo pET14b (Novagen). A clonagem neste vetor
permite a adicdo de uma cauda de seis histidinas (His-Tag 6x), a
qual facilita o processo de purificagdo por cromatografia de
afinidade e a identificacdo por Western blot. Os clones contendo
os insertos foram transformados em células competentes E. coli
BL21 (DE3) pLysS para a ORF completa e em E. coli BL21 (DE3)
Codon plus para os dois fragmentos. Para a expresséo
heteréloga, uma colbnia de cada foi utilizada para um pré-in6culo
em 10 ml de meio LB suplementado com 100 pg/ml de ampicilina
e 34 pg/ml de cloranfenicol, sendo este mantido sob agitacao a
37 °C por 16 horas. Uma diluicdo de 1:100 do pré-inéculo foi
realizada em 300 ml do mesmo meio e mantida sob agitacdo
constante a 37 °C até atingir uma densidade 6ptica (DO) de 0,6.
Neste momento, foi adicionado o IPTG na concentracao final de
1 mM, prosseguindo-se com diferentes tempos (3, 6 e 12 horas)
e temperaturas (15, 27 e 37 °C) de cultivo sob agitagdo. As
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bactérias foram coletadas por centrifugagdo a 4.000 x g por 10
minutos a 4°C. O sedimento celular foi suspenso em PBS pH 7,4
e submetido a lise por sonicacdo (Ultrasonic dismembrator,
FISHER) em gelo, utilizando-se dez pulsos de 30 segundos. Em
seguida o lisado foi centrifugado a 14.000 x g por 30 minutos a
4°C, sendo coletado o sobrenadante (fracdo solavel) e o
sedimento foi suspenso em SDS 10% (fracdo insolavel). As
fracdes coletadas foram analisadas quanto a expressdo da
proteina por gel SDS-PAGE 10 %, seguido de Western blot
utilizando um anticorpo monoclonal contra a cauda de histidina
(anti-His*Tag®).

A proteina recombinante TrDCL2-FRAG, destinada a
producdo do antissoro, foi purificada a partir da fragdo insoluvel
por cromatografia de afinidade, usando uma resina de niquel (Ni-
NTA, Qiagen) conforme os as instru¢cbes do fabricante. Para as
lavagens e elui¢bes da proteina foi utilizado o tampé&o B (100 mM
NaH,PO,;, 8 M Uréia, 10 mM Tris-HCIl) em diferentes pH
(lavagens: pH 6,0 e eluicdo: pH 4,0). Uma vez eluida a proteina
foi dialisada duas vezes a 4°C em tampdao de didlise (100 mM
Tris-HCI, pH 8,5; 500 mM NaCl; 0,5 mM EDTA; 20 % glicerol;
5mM DTT), sendo que a Ultima didlise foi realizada no mesmo
tampao contendo glicerol 40 %. Posteriormente, a proteina
purificada e as etapas de purificacdo também foram avaliadas
por gel SDS-PAGE 10 %, e Western blot conforme descrito
acima.

4.9 Transfeccdo dos parasitos

Devido a dificuldade encontrada em expressar a proteina
TrDCL2 completa utilizando o sistema bacteriano, nés testamos
em paralelo um sistema de expressdo heteréloga em um
protozoario filogeneticamente relacionado, bem como a
expressao homologa no préprio T. rangeli.

Os ensaios de transfeccdo foram realizados com
Leishmania tarentolae e com o T. rangeli utilizando o vetor
pLEXSY2-Neo (Jena Bioscience) contendo o gene TrDCL2.
Basicamente, 2 x 10° parasitos foram lavados duas vezes em
PBS pH 7,4, adicionados de 70 pl do tampao de eletroporagéo
1X (90 mM NaPO, pH 7,3; 5 mM KCI; 50 mM HEPES pH 7,3;
0,15 mM CacCl,) e foram 10 ul do tampao de eletroporagao 3X
(270 mM NaPO,4 pH 7,3; 15 mM KCI; 150 mM HEPES pH 7,3;
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0,45 mM CacCl,) utilizando 20 ug do DNA plasmidial. Todo o
volume desta suspensdo foi transferido para cubetas de
eletroporacéo de 0,2 centimetros (cm) de abertura e submetido a
eletroporacdo no aparelho Nucleofector® (Lonza) utilizando-se o
programa U-33. Ap6s um anico pulso, os parasitos foram
transferidos para tubos contendo 2 ml de meio LIT 10% SBF.
Apo6s 48 horas a 27 C, as culturas foram acrescidas de G-418
(Geneticin) (Sigma-Aldrich) em uma concentracdo inicial de 15
pg/ml. Os parasitos foram entdo mantidos em fase exponencial
de crescimento através de repiques semanais em meio LIT 10 %
SBF e 50 pg/ml de G-418.

4.10 Imunizagdo de camundongos e obtencdo de antissoro
anti-TrDCL2

Neste trabalho, foram utilizados camundongos BALB/c
oriundos do Biotério Setorial do Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia (MIP/UFSC) da UFSC. Os
procedimentos de producdo de antissoros policlonais foram
realizados na observancia dos preceitos estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA, tendo
sido aprovados pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da
UFSC (Processo CEUA: 23080.025618/2009-81).

Para a producédo de soro policlonal anti-TrDCL2, foram
imunizados trés camundongos machos BALB/c com 50 pg da
proteina TrDCL2-FRAG purificada e dialisada. Foram realizadas
cinco inoculag¢des por via subcutanea com intervalo de 15 dias,
sendo que na primeira inoculacdo a proteina foi emulsificada em
adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich) e as demais em
Alu-Gel S (hidroxido de aluminio 1,3%) (Sigma-Aldrich). Apés a
quinta inoculacdo a resposta imunoldgica dos camundongos
frente & proteina TrDCL2-FRAG foi verificada através de ensaio
de Western blot. O antissoro foi obtido através da coleta de
sangue por puncdo cardiaca dos camundongos previamente
anestesiados com Cetamina 10 % / Cloridrato de Xilazina 2 %).
O sangue coletado foi refrigerado por 30 minutos para formacéo
de coagulo e, em seguida, centrifugado a 800 x g por 10 minutos
para separacdo do soro, o qual foi aliquotado e armazenado a -
80 °C.
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4.11 Avaliacdo do antissoro por Western Blot

Para os ensaios de Western blot foram utilizados os
extratos proteicos totais de formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. rangeli (cepa Choachi), formas
promastigotas de L. tarentolae e epimastigotas de T. rangeli
transfectadas com o vetor pLESXY contendo o gene TrDCL2, o
fragmento proteico TrDCL2-FRAG e o lisado de E. coli (DE3)
pLysS néo transformada. Os extratos proteicos foram obtidos
através da lise dos parasitos e bactérias em tampao de lise (50
mM NaCl; 200 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 % Triton X-100) aquecido a
100 °C e homogeneizados em voirtex. Em seguida adicionou-se
um coquetel de inibidores de proteases (10 mM E-62; 2 mM 1,10-
fenantrolina; 4 mM pepstatina A; 1 mM fenilmetilsulfonilfluoreto).
As concentracdes proteicas foram estimadas pelo método de
Bradford (1976).

Os extratos proteicos totais (50 pg) e a proteina
recombinante (10 pg) foram aquecidos a 95 °C durante cinco
minutos e resolvidos por eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante (SDS-PAGE 10%). Apds a resolucéo, as amostras
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Hybond-
ECL — GE Healthcare) e a transferéncia ocorreu em aparato
especifico contendo tampédo de transferéncia (25 mM Tris; 192
mM glicina; 20% metanol) durante 2 horas a 100 V em gelo.

Apbs a transferéncia, a membrana foi bloqueada em
solucéo contendo 5 % de leite desnatado em tampé&o de “blotting”
(150 mM de NaCl; 25 mM Tris - HCI pH 7,4; 1 % Tween 20) por 1
hora a temperatura ambiente. Decorrido este tempo, a
membrana foi lavada (cinco vezes) durante cinco minutos com o
mesmo tampdo e mantida por 90 minutos em temperatura
ambiente com o antissoro contra o fragmento da proteina
TrDCL2 na diluicdo 1:150 (v/v) em tampdao de “blotting” contendo
2% de leite desnatado. Posteriormente, a membrana foi
igualmente lavada e mantida durante 60 minutos com o anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase
(Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:10.000 (v/v). A membrana foi
novamente lavada cinco vezes com tampdo de “blotting” e
adicionada do reagente ECL (GE Healthcare) durante cinco
minutos. Em seguida a membrana foi exposta a um filme
radiogréfico por 20 minutos e o filme foi revelado utilizando o
processador automatico de filmes SRX 101A (Konica/Minolta).
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4.12 Reacao em cadeia da polimerase quantitativa em tempo
real (QPCR)

4.12.1 Extragdo de RNA total

A extracdo de RNA foi realizada nos tempos 0 (TO —
formas epimastigotas), quarto dia (T4 — formas intermediarias) e
oitavo dia (T8 — formas tripomastigotas) da diferenciacéo celular
in vitro da cepa Choachi de T. rangeli. Os parasitos foram
coletados e lavados duas vezes em PBS pH 7,4 (3.000 x g por
10  minutos), sendo imediatamente = homogeneizados
vigorosamente em 1 ml do reagente Trizol® (Invitrogen). As
amostras foram armazenadas a -80 °C até o momento do uso.

Apo6s o descongelamento, as amostras foram mantidas
por cinco minutos & temperatura ambiente antes da extracdo do
RNA total. Em seguida, adicionou-se 200 pl de cloroférmio 98 %
(Merck) as amostras, as quais foram agitadas por 15 segundos,
mantidas & temperatura ambiente por dois minutos e, entéo,
centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C. A fase aquosa
resultante foi transferida para um tubo novo, onde foi acrescida
de 500 pl de isopropanol (Merck) e novamente submetida a
centrifugacdo a 12.000 x g por 20 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1 ml de
etanol 75 % gelado, através de centrifugacdo a 7.500 x g por
cinco minutos a 4 °C. Novamente, o sobrenadante foi descartado
e o precipitado contendo 0 RNA total foi seco, invertendo-se 0s
tubos sobre papel por aproximadamente 10 minutos a
temperatura ambiente. O RNA total foi entdo solubilizado em 20
Ml de agua ultrapura livre de nucleases. A fim de eliminar
qualquer DNA contaminante inadvertidamente purificado durante
0 processo de extracdo de RNA, este foi entdo tratado com
DNAse | na razdo de 1 unidade por pg de RNA extraido durante
15 minutos a temperatura ambiente, na presenca de tampao
recomendado pelo fabricante. A inativagdo da enzima ocorreu
por adicdo de EDTA na concentracdo final de 2,5 mM e
aquecimento a 65 °C por 10 minutos. Apés este tratamento, as
amostras tiveram suas concentragfes e purezas avaliadas em
um espectrofotbmetro BioPhotometer (Eppendorf), observando-
se as relacdes de absorbancia 260/280 nm e 260/230 nm, sendo
imediatamente armazenado a -80 °C até o uso.
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4.12.2 Reacdo de transcricéo reversa (RT-PCR)

A reacdo de transcricdo reversa (RT-PCR) foi conduzida
utilizando 1 yg do RNA total a 37 °C por 50 minutos na presenca
de 200 unidades da enzima transcriptase reversa M-MLV
(Invitrogen), 200 uM de dNTP (Invitrogen), 10 pmoles do iniciador
OligodT-Anchor direcionado a cauda poli(A) ( 5— GAC CAC GCG
TAT CGA TGT CGA CT16 -3’), 10 mM de DTT (Invitrogen) e 40
unidades do inibidor de ribonucleases RNAseOUT™ (Invitrogen),
em tampao recomendado pelo fabricante. A inativacédo da reagéo
ocorreu por 15 minutos a 70 °C, sendo o DNA complementar
(cDNA) obtido armazenado a -20 °C até a realizagdo da qPCR.

4.12.3 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (QPCR)

Para utilizacdo como molde na qPCR, o cDNA obtido foi
diluido cinco vezes em &gua ultrapura livre de nucleases. As
reacOes foram realizadas em placas de 96 pocos AB-C (Axygen)
utilizando-se o reagente Maxima® SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix (Thermo Scientific), 0,3 uM dos iniciadores Dcl2_F3 e
Dcl2_R2 (descritos no item 5.6) em um volume final de 10 pl. As
mesmas condi¢cdes de amplificacdo foram utilizadas para as
amplificacdes dos genes de referéncia a partir dos iniciadores
descritos no trabalho de Prestes (2013) representados na tabela
2.

Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores para os genes de referéncia
(GAPDH, HGPRT e RNA 60S) e o tamanho dos produtos amplificados
por cada par de iniciadores (PRESTES, 2013).

Gene Sequéncias dos iniciadores Tamanho do
(5°- 3") produto (pb)
GAPDH GCGACACCAGCATCAAAGAG 102
CTGTGCTCACAAGTTCCTCG
HGPRT TGACATCCGCCACAGCATTG 137
CGAGCAACACAACGGTCTTC
RNA 60S CGATGAAGCTCAAGTGGACC 113

CGGTTGTACTTGACGGGAAC
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As placas foram vedadas com o selante O&ptico
MicroAmp® Optical Adhesive Film (Applied Biosystems) e
analisadas em um equipamento ABI Prism® 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems) do Laboratério
Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB-UFSC). As
reacdes tiveram inicio com uma etapa de desnaturacdo a 95°C
por 10 minutos, seguida por 40 ciclos contendo uma etapa de
desnaturacéo (95°C por 15 segundos) e uma etapa de ligacéo
dos iniciadores e extensdo (60°C por um minuto). Ao final, foi
incluida uma etapa para obtencao da curva de dissociagdo (95°C
por 15 segundos, 60°C por 15 segundos e, novamente, 95°C por
15 segundos). Em cada placa adicionou-se um controle negativo
para cada par de iniciadores, composto por todos os reagentes
necessarios a amplificacdo, a excecao do DNA molde.

A eficiéncia da qPCR com cada par de iniciadores foi
calculada através da diluicio seriada 1:2 de amostras de
misturas de cDNA dos trés pontos coletados ao longo da
diferenciacao celular in vitro (epimastigotas - TO, intermediarios -
T4 e tripomastigotas -T8). A inclinagdo da reta, obtida a partir da
funcdo entre o Cqg (ciclo de quantificacdo, do inglés, Cycle
guantification) e cada ponto da diluicao, foi aplicada a equacao: E
— 10e—/s|0pe_ 1.

Nesta equacéo, E representa a eficiéncia da gPCR e
slope € o valor de inclinacédo da reta. O valor de E é obtido como
fracdo de uma unidade.

Foi verificado se havia contaminagéo dos iniciadores por
produtos inespecificos através da curva de dissociacdo. Esta
curva avalia a temperatura em que se dissociam os fragmentos
de DNA dupla fita presente na reacao. A representacédo da curva
de dissociagcdo é um grafico, onde cada pico indica uma
temperatura onde houve dissociacdo de DNA, portanto a
presenca de varios picos pode indicar a contaminagdo dos
iniciadores.

4.12.4 Andlise dos resultados e analises estatisticas

Os experimentos de gPCR foram realizados utilizando-se
triplicatas  biolégicas e técnicas, sendo o0s resultados
posteriormente analisados pelo software SDS 2.4 (Applied
Biosystems). Para avaliar a variacao relativa nos niveis de cada
transcrito entre as amostras analisadas, utilizou-se o método da
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quantificagdo  relativa  (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001),
comparando o Cq apresentado para cada gene alvo a média
geométrica dos Cq de trés genes de referéncia (GAPDH, HGPRT
e RNAG60S), escolhendo-se aqueles com menor variancia interna.

@] programa RefFinder
(http://fulxie.Ofees.us/?type=reference) foi utilizado para a
escolha do melhor gene de referéncia entre os trés genes
selecionados previamente: GAPDH, HGPRT e RNAG60S. Para
cada gene foi calculado um indice de estabilidade que leva em
consideracdo a variagdo dos valores de Cq entre as diferentes
condi¢cdes. Assim, quanto menor o valor do indice de
estabilidade, menor a variacdo de expressdo do gene de
referéncia entre as condi¢Bes experimentais.

Os calculos necessarios para obtencdo dos valores de
abundancia relativa foram realizados em planilha do Excel
(Microsoft Office), através das seguintes equacoes:

Equacdo 1: ACq = Cq (gene alvo) - Cq (gene de
referéncia)

Equacéo 2: AACq = ACq (amostra) - ACq (calibrador)

Equacéo 3: QR = 2™

Nestas equacdes o calibrador é a amostra a partir da qual
as demais serdo comparadas. Entretanto, quando se compara a
expressao génica entre as formas biol6gicas, como estamos
pretendendo nesse estudo, ndo é possivel determinar qual
amostra seria um bom calibrador, desta forma utilizamos apenas
0 ACq. Consequentemente, 0 QR que é o valor de quantificacéo
relativa foi calculado utilizando apenas o ACq das amostras.

As analises estatisticas, bem como a confeccdo dos
graficos (valor de abundancia de mRNA no eixo y e amostras no
eixo x), foram realizadas no programa Prism 5.0 (GraphPad). Foi
utilizado o teste estatistico Analise de Variancia (ANOVA) de
uma via, seguida do teste de comparacdo multipla de Tukey.
Valores de p menores que 0,01 foram considerados
estatisticamente significantes.

4.13 Imunolocalizagdo por microscopia éptica

O ensaio de imunofluorescéncia indireta foi realizado com
formas epimastigotas e tripomastigotas da cepa Choachi de T.
rangeli. Os parasitos mantidos em meio LIT foram coletados por
centrifugacdo a 3.000 x g por 10 minutos e lavados duas vezes
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em PBS pH 7,4. A concentracdo de parasitos foi ajustada para 5
x 10° células/ml, e aproximadamente 100 ul da suspenséo celular
foram depositados em laminula de vidro (13 cm diametro),
seguido de fixagdo com paraformaldeido 4% diluido em PBS
durante cinco minutos. Apos trés lavagens de cinco minutos com
PBS, foi feita a permeabilizacdo dos parasitos com 0,5 % Nonidet
40 (NP40) durante cinco minutos a temperatura ambiente. Os
possiveis sitios inespecificos para o antissoro foram bloqueados
em solucdo de bloqueio (5% leite desnatado diluido em PBS-
Tween 0,1%) durante 16 horas a 4°C. O antissoro anti-TrDCL2
produzido conforme o descrito no item 4.10 foi adicionado na
concentragcdo de 1:100 (v/v) sobre os parasitos fixados nas
laminulas, sendo mantidos durante uma hora a temperatura
ambiente. Apés trés lavagens de cinco minutos em PBS, o
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado a
Alexa-fluor 488 (Molecular Probes) foi diluido 1:1.000 (v/v) em
tampéo de bloqueio e mantido sobre as laminulas por 15 minutos
ao abrigo da luz. Apés trés lavagens de cinco minutos em PBS-
Tween 0,1% as laminulas foram coradas com 1 ug/ml de 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) por cinco minutos, lavadas
novamente (3 vezes) com PBS durante cinco minutos e
montadas de forma invertida com o reagente Hydromount
(National Diagnostics) sobre laminas de vidro. As andlises foram
realizadas em microscopio Optico de fluorescéncia Olympus —
Bx40—FL (Olympus) e digitalmente registradas.

4. 14 Clonagem e identificacdo dos pequenos RNA
A clonagem dos pequenos RNA foi realizada conforme

descrito por Pfeffer e colaboradores (2005) com algumas
modificacdes. Inicialmente foi realizada a extracdo do RNA total
de formas epimastigotas de T. rangeli cepa Choachi utilizando o
reagente Trizol® (Invitrogen) conforme as especificacbes do
fabricante.

Os pequenos RNA foram obtidos a partir de 300 pg de
RNA total por separagdo eletroforética em gel desnaturante de
poliacrilamida 15% e corado em brometo de etidio. Os
fragmentos entre 18-30 nt foram excisados do gel em cubos de
1cm® e transferidos para tubos de 2 ml. Para recuperar os
pequenos RNA do gel foram adicionados 2-3 volumes de NacCl
0,3 M, incubado a 4°C por 12 horas sob agitagdo constante e
centrifugado a 23,500 X g, 4°C.
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Em seguida, o sobrenadante contendo os siRNA foi
precipitado pela adicdo de 2 pug/ml de glicogénio, 3 volumes de
etanol absoluto e incubado a -20°C por 12 horas. Apds este
periodo, a amostra foi centrifugada por 30 minutos a 3500 x g a
4°C. Descartou-se 0 sobrenadante e o precipitado contendo os
pequenos RNA foi eluido com 24 pl de agua livre de RNAse.
Esses pequenos RNA foram utilizados como molde para a
sintese de cDNA e estes por sua vez foram utilizados na
clonagem no vetor pGEM-T Easy Vector® (Promega).

Para realizar a transcricdo reversa, foram sintetizados
adaptadores que continham nucleotideos de RNA em uma
extremidade para ligar nos pequenos RNA e na outra
extremidade continham nucleotideos de DNA para que houvesse
um local de reconhecimento dos iniciadores utilizados na reagéo
de transcricdo reversa. Além disso, para facilitar a posterior
clonagem foram adicionados sitios de restricdo enziméticos
EcoRI e Pstl.

As ligacBes dos pequenos RNA com os adaptadores foram
realizadas com a adicdo de 10 pmol do adaptador 3’ (P rUrUrU
CTA TCT GCA GAC TGT idT) tampéo de ligacdo 10X (0,1 M
MgCI2, 0,1 M 2-mercaptoetanol, 0,5 M Tris HCI pH 7.6, 1 mg/ml
BSA, 2 mM ATP) e 6 pul de DMSO 50% aquoso. O RNA foi
desnaturado a 90°C por 30 segundos e rapidamente transferido
para um banho de gelo por 20 segundos. Em seguida foi
adicionado 1 pl de T4 ligase e incubado por 1h a 37°C.

Os produtos da ligagédo foram submetidos & eletroforese em
gel de poliacrilamida 15% e os fragmentos entre 30 e 60 nt foram
excisados e purificados como descrito anteriormente. Na amostra
purificada foi adicionado o e adaptador da extremidade 5 (TGG
GAA TTC CTC ACT rArArA) e 0s mesmos passos anteriores
foram repetido, entretanto os fragmentos excisados do gel, dessa
vez, possuiam entre 50 e 80 nt, devido a adicdo dos
adaptadores.

Apb6s a purificacdo, os pequenos RNA foram utilizados na
reacdo de transcricdo reversa a qual foi conduzida a 37°C por 50
minutos na presenca de 15 pmol/p do iniciador para transcricdo
reversa (RT- 5- GAC TAG CTG GAA TTC GCG GTT AAA -3)),
200 uM de dNTP, 200 unidades da enzima transcriptase reversa
M-MLV (Invitrogen) em tamp&o recomendado pelo fabricante. A
inativacdo da reacdo foi realizada durante 15 minutos a 70 °C.
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Apds a sintese de cDNA pela RT-PCR, foi prosseguindo a
sua amplificacdo pela reacdo de PCR convencional utilizando
iniciadores que continham com os mesmo sitios de enzimas de
restricdo contidos nos adaptadores (EcoRI e Pstl). Na reacéo
foram utilizados 10 pl de cDNA como molde, 200 uM dNTP, 1
unidade da Taq polimerase (Invitrogen), 10 pmol dos iniciadores
PCR 5" (5- CAT GGG AAT TCC TCACTA AA-3)e PCR 3'(5-
TAC AGT CTG CAG ATA GAA A -3’) durante 20 ciclos de 45
segundos a 94°C, 1 minutos a 50°C e 1 minuto a 72°C.

Todos os produtos de PCR obtidos foram visualizados em
géis de poliacrilamida ndo desnaturante e corados pelo brometo
de etidio. As bandas com tamanho entre 59-65 nt que
correspondentes ao produto da ligagdo amplificados com a
presenca dos pequenos RNA, forma retiradas do gel e
novamente purificadas e eluidas em 85 pl de agua livre de
RNAse.

O produto da purificacdo foi submetido a digestdo com as
enzimas de restricdo EcoRI e Pstl durante 4 horas a 37°C. Ap6s
este periodo, foram adicionados 200 ul de tampéo TE 1X (10 mM
Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA, pH 8) e 300 ul da mistura fenol/
cloroférmiol alcool isoamilico na proporcéo 25:24:1. Em seguida,
foi homogeneizado no vortex por 10 segundos e centrifugado por
10 minutos a 16000 x g em temperatura ambiente. A fase
superior foi removida para um novo tubo e foram adicionados
300 pl de cloroférmio/alcool isoamilico na propor¢cdo 21:1,
homogeneizado no vortex por 10 segundos e centrifugado por 3
minutos a 16000 x g em temperatura ambiente. Em seguida, o
DNA foi precipitado por adicdo de 1/20 volumes de acetato de
sédio 4 M, pH 5,2, glicogénio (2 upl/ml) e 2,5 volumes de etanol
absoluto. A mistura foi realizada por inversdo e incubada por 1
hora em gelo. Passado este periodo, o DNA foi recuperado por
centrifugacé@o de 15 minutos a 16000 x g, 4°C. O precipitado foi
lavado com 1 ml de etanol 80% e centrifugado imediatamente por
5 minutos a 16000 x g, 4°C. Apo6s a total remocado do etanol, o
precipitado foi eluido em 8 pl de agua livre de RNAse.

Para uma maior eficiéncia da clonagem foi realizada a
concatenacdo do DNA digerido. Para tal, foi adicionado 1 yl do
tampao da enzima T4 ligase e 1 yl da enzima T4 ligase.,
incubado por 1 hora em temperatura ambiente. A reacdo foi
interrompida por adicao de 40 pl de TE 1X e o DNA foi purificado



59

utilizando o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healthcare).

Os fragmentos purificados foram ligados ao plasmideo
pGEM-T (Promega) previamente digerido com as enzimas EcoRI
e Psil.

Os produtos dessa ligacdo foram utilizados na
transformacdo de células competentes E. coli DH5-a. Os clones
foram selecionados através de PCR utilizando iniciadores
dirigidos as sequencias M13 presentes no vetor e as col6nias
positivas, tiveram o seu DNA plasmidial extraido por lise alcalina
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001) para posterior sequenciamento.

Andlise e a comparacdo das sequencias obtidas foi
realizada utilizando-se informacdes obtidas a partir dos bancos
de dados publicos GenBank
(http:/Mmww.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/index.html), GeneDB
(http://mww.genedb.org/genedb/tcruzi/index.jsp) e  TcruziDB
(http://tcruzidb.org/tcruzidb/), além do préprio genoma do T.
rangeli.
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5. RESULTADOS

5.1 Analises in silico das sequéncias do gene DCL2 de T.
rangeli (TrDCL2)

Recentemente foi descrito por nosso grupo de pesquisa a
presenca de um ortdlogo do gene DCL2 de T. brucei no genoma
do T. rangeli (STOCO et al., 2014). O gene TrDCL2 apresenta
uma janela de leitura (ORF) de 2.667 pb que codifica para uma
proteina de 889 aminoacidos, com massa molecular de
aproximadamente 100 kDa e ponto isoelétrico de 5,58. A
proteina predita apresentou similaridade em nivel de
aminoacidos de 38% com Trypanosoma grayi
(XP_009313726.1), 32% com T. brucei gambiense
(XP_011772052.1), 31% com T. brucei brucei (XP_843717.1) e
29% com Trypanosoma congolense (CCC89630.1).

A sequéncia do gene TrDCL2 foi utilizada para desenhar
iniciadores especificos para PCR, sendo que os produtos
amplificados  apresentaram o tamanho esperado de
aproximadamente 2.900 pb em todas as cepas descritas na
tabela 1 (Figura 9).

R1625
Macias
Palma-2
Choachi

D3493
San Agustin

- o o 2
5 = b3 o
o E =3 3
» & A
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2840pb ~2900 pb

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1% corada pelo brometo
de etidio, revelando os produtos de amplificacdo via PCR do gene
TrDCL2 das diferentes cepas do Trypanosoma rangeli. PPM -
Padréo de Peso Molecular (DNA de Fago Lambda digerido com HindllIl);
DNA gendmico das cepas de T. rangeli: SC-58; SC-61; PIT10; C23;
5048; TRE; B450; R1625; H9; H14; Macias; Palma-2; Choachi; D3493;
San Agustin; 1545; CN - Controle Negativo (Sem adicédo de DNA).

Os produtos de PCR gerados foram purificados e
sequenciados, e apds identificacdo da regido codificante e
predicdo das sequéncias aminoacidicas estas foram alinhadas
juntamente com as proteinas de T. brucei brucei, T. brucei
gambiense, T. congolense e T. grayi (Figura 10).
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Figura 10 - Alinhamento miltiplo das sequéncias de aminoacidos
de DCL2 das cepas de Trypanosoma rangeli e outros
tripanosomatideos filogeneticamente relacionados. As sequéncias
analisadas foram de Trypanosoma brucei brucei (Tbb_Dcl2),
Trypanosoma brucei gambiense (Tbg_Dcl2), Trypanosoma congolense
(Tc_Dcl2), Trypanosoma grayi (Tg_Dcl2) e as cepas de T. rangeli
KP1(+) (1545, B450, D3493, H9, H14, Macias, Palma 2, R1625, San
Agustin, Choachi) e KP1(-) (SC58, SC61, PIT10). Os amino&cidos em
preto sdo conservados nas sequéncias e as setas sdo os residuos de
lisina (K) e acido glutamicos (E) importantes para a atividade catalitica.
Retangulo indica familia ribonuclease, os amino&cidos em lilds mostram
o0 dominio RNAse llla (ExxGD) e em verde o dominio RNAse llib
(DxXE).

E possivel observar no alinhamento que a sequéncia de
DCL2 de T. rangeli possui em todas as cepas um encurtamento
de 64 aminoacidos na regido N-terminal em comparag¢éo com 0s
outros tripanosomatideos analisados.

Além disso, ao analisar o alinhamento das cepas de T.
rangeli, observa-se um padrao de conservacao dentre das cepas
de um mesmo grupo genético: KP1(+) ou KP1(-). Entretanto
quando comparamos as sequéncias das cepas KP1l(+) em
relacdo as sequéncias das cepas KP1(-) observa-se uma
conservacgao na porcao N-terminal (+ 340 aa) e uma perda total
de conservacédo a partir deste ponto nas KP1(-). Ao analisar as
sequéncias de nuclecotideos utilizadas para a predicdo das
sequéncias de aminoacidos observa-se a delecdo de um
nucleotideo na posicdo 1.027 pb que implica na alteracdo da
janela de leitura correta.

Apesar da auséncia dos residuos de aminoacidos na
porcéo N-terminal em comparacao aos demais
tripanosomatideos, nas sequéncias das cepas KP1(+) pode-se
observar as assinaturas dos dominios RNAse llla (ExxGD) e
RNAse lllb (DxxE) caracteristicos da proteina Dicer (CONRAD;
RAUHUT, 2002; POMPEY; FODA; SINGH, 2015), assim como
os residuos de Lisina (K**°) e Acido glutamico (E°*?) descritos
como sendo importantes para a atividade catalitica. Devido a
alteracdo na janela de leitura nas sequéncias das cepas KP1(-),
estes dominios e residuos ndo foram encontrados.

Em funcdo da presenca dos dominios RNAse llla e
RNAse llIb podemos classificar a DCL2 de T. rangeli sendo uma
proteina pertencente a familia das enzimas RNAse Ill Classe Il
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de acordo com a nova classificacdo proposta por Jaskiewicz e
Filipowicz (2008). Utilizando como base o esquema proposto por
Pompey e colaboradores (2015), realizamos a comparacao da
estrutura dos dominios RNAse Ill da DCL2 de T. rangeli com as
demais proteinas da Classe | e Il que contém dominios ortélogos
(Figura 11).

EnzimasRNasedll

DUF —
Helicase 283 PAZ RIll RIll dsRBD

Dicer Humana (1922 aa)

— /- G- oo Dicer 75+ 22)
_- - T. brucei DCL1 (1648 aa)
SEEE @ 7 brucei DCL2 (948 aa)

S — @R 7 angeliDCL2 (889 )
m S. castellii Dicer (610 aa) L Classed
—@l— . histolytica RNaselll (256 aa) _

| | | |

0 500 1000 1500 2000 (aminoéacidos)

— Classedl

Figura 11. Esquema representando os dominios das proteinas
RNAse Ill e suas classes. Destaque em vermelho para a DCL2 de
Trypanosoma rangeli proposta neste trabalho. Adaptado de Pompey et
al. (2015).

A partir do alinhamento das DCL2 foram construidas
duas arvores filogenéticas utilizando os métodos de Neighborn
joining (Figura 10) e Minimum Evolution (dado ndo mostrado).
Em ambas as arvores foi possivel visualizar a formac&o de dois
clados com alto valor de bootstrap: um contendo as proteinas de
todas as cepas de T. rangeli e o outro formado pelas sequéncias
dos outros tripanosomatideos incluidos na analise. Dentro do
clado formado pelas cepas de T. rangeli podemos observar uma
nitida separacdo entre as cepas KP1(+) e KP1(-) também
suportada por alto valor de bootstrap.

A DCL2 de T. grayi ficou localizada mais proxima do
clado formado pelas cepas de T. rangeli do que do clado formado
pelos tripanosomas africanos (T. brucei brucei, T. brucei
gambiense e T. congolense) (Figura 12).
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Figura 12: Arvore filogenética elaborada com as sequéncias de
aminoacidos das DCL2 de diferentes cepas de Trypanosoma
rangeli e de outros tripanosomatideos filogeneticamente
relacionados gerada através do programa MEGA 6.06® pelo método de
Neighbour-joining com analise por Bootstrap (1000 replicatas).

5.2 Caracterizagdo da organizacdo gendmica da TrDCL2

A analise da organizacdo gendmica do gene TrDCL2 por
Southern blot (Figura 13) utilizando como sonda o produto de
PCR referente ao gene TrDCL2, revelou um padrao compativel
com um gene de cépia Unica.

A digestdo do DNA gendmico da cepa Choachi de T.
rangeli com as enzimas Pstl, Nsil e Kpnl revelou somente a
geracdo de dois fragmentos de 789/2.130 pb, 1.835/1.084 pb e
1.914/1.005 pb, respectivamente (Figura 11). A confirmacdo que
0 gene DCL2 de T. rangeli esta presente no genoma como cépia
Unica foi feita pela digestdo com a enzima EcoRlI, que ndo possuli
o sitio de clivagem dentro do gene, tendo sido detectada apenas
uma Unica banda.

Este resultado confirmou as analises in silico, no qual
uma busca via Blast nos dados do genoma do T. rangeli,
utilizando a sequéncia do gene obtida pelo sequenciamento
resultou em apenas uma sequéncia com identidade de 99%
(dado ndo mostrado).
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Figura 13. Caracterizacdo da organizagdo gendmica do gene DCL2
de Trypanosoma rangeli por Southern Blot. (A) Digestdo do DNA
gendmico de T. rangeli com as enzimas Pstl (789/2.130pb), Nsil
(1.835/1.084 pb), Kpnl (1.914/1.005 pb) e EcoRI (2.919 pb); DNA
gendmico ndo digerido. (B) Mapa de restricdo do gene identificando os
sitios de restricdo das enzimas utilizadas e a sonda representada em
laranja.

5.3 Avaliacdo dos niveis de transcricdo da TrDCL2 em
formas epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli
Inicialmente, foi realizada a validacdo dos iniciadores
para as andlises por gPCR, tanto para o gene-alvo (senso
TrDcl2F3 e anti-senso TrDcl2R2 — secdo 4.4), quanto para 0s
genes de referéncia: GAPDH, HGPRT e RNA 60S (secéo
4.12.3). Sendo assim, o calculo da eficiéncia média da qPCR
com cada par de iniciadores foi de aproximadamente 104% para
TrDCL2, 99% para GAPDH, 95% para HGPRT e 96% para RNA
60S. Como este calculo exige eficiéncias semelhantes, com no
maximo 10 pontos percentuais de diferenca entre os pares de
iniciadores dos genes-alvo e dos genes de referéncia, os
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resultados obtidos estdo de acordo com o requerido para calcular
os valores de abundancia relativa.

As curvas de dissociacdo dos produtos de amplificacédo
de TrDCL2 apresentaram apenas um pico, em temperaturas
préximas a 84°C, confirmando a auséncia de dimeros e de outros
produtos inespecificos. Este resultado foi confirmado com a
resolugdo do produto da qPCR em gel de poliacrilamida 10%
onde observamos a formacao de um produto Unico com tamanho
esperado de aproximadamente 250 pb (Figura 14).

A B
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Figura 14. Testes representativos da especificidade dos iniciadores
F3 / R2 na deteccdo de transcritos do gene TrDCL2 de
Trypanosoma rangeli. (A) Curva de dissociacdo mostrando a
auséncia de contaminantes. (B) Eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% corado pelo brometo de etidio do produto da
reacdo de qPCR.1- Padrdo molecular 100 pb (Promega), 2- Produto de
amplificacdo obtido com os iniciadores F3/R2.

Conforme o resultado obtido através da analise utilizando
o RefFinder e as recomendag¢bes do MIQE (Minimum information
for publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments)
(BUSTIN et al., 2009) a maior estabilidade para normalizacéo foi
a obtida a partir da média geométrica dos trés genes de
referéncia utilizados: GAPDH, HGPRT e RNA 60S. Apos a
normaliza¢do, nao foi evidenciada qualquer alteracao significativa
(p<0,01) nos niveis de transcritos do gene TrDCL2 durante o
processo de diferenciagdo celular in vitro do T. rangeli (Figura
15).
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Figura 15: Perfil de abundéancia de mRNA do gene TrDCL2 de
Trypanosoma rangeli durante o processo de diferenciagéo in vitro.
A abundancia de mRNA foi analisada em formas epimastigotas (TO),
intermediarias (T4) e tripomastigotas (T8) de T. rangeli durante a
diferenciagdo celular in vitro utilizando como referéncia a média
geométrica dos valores de Cq dos genes GAPDH, HPGRT e RNA 60S.
Os resultados foram obtidos por ensaio de gPCR e representam a
média dos Cq e o desvio padrdo do das triplicatas.

5.4 Amplificacdo e clonagem do gene que codifica para
TrDCL2 de T. rangeli.

A amplificacdo da ORF completa de TrDCL2 para a
expressao heterdloga foi realizada através da técnica de PCR
utiizando os iniciadores  especificamente  desenhados
(TrDCL2_completoF e TrDCL2_completoR) descritos na secéo
4.7. Esses iniciadores foram testados nas diferentes cepas de T.
rangeli e observamos um produto de amplificacdo do tamanho
esperado de 2.900 pb em quase todas as cepas testadas (Figura
16).
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Figura 16. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo
brometo de etidio revelando os produtos de amplificacdo via PCR
do gene da TrDCL2 em diferentes cepas de Trypanosoma rangeli
utilizando os iniciadores desenhados para clonagem direcional do
gene em vetores de expressdo. PPM- Padrdo de Peso Molecular
(DNA de Fago lambda digerido pela Hindlll), CN- Controle negativo da
reacdo (Sem adicdo de DNA).

Dentre as cepas para as quais obteve-se amplificagdo do
gene TrDCL2, escolhemos a cepa D3943 do grupo KP1(+) para
prosseguir com a clonagem e posterior expressao heteréloga em
funcéo da intensidade e da pureza do produto amplificado obtido.
Além disso, nas andlises in silico a predicdo aminoacidica da
proteina TrDCL2 nas cepas KP1(-) apontou uma possivel
inatividade da proteina devido a auséncia de residuos
importantes na atividade catalitica.

Apos clonagem inicial em vetor pGEM T- easy os clones
positivos foram selecionados e apods extracdo plasmidial uma
dupla digestéo foi realizada com as enzimas Ndel e BamHI (para
excisdo do gene TrDCL2) e outra digestdo com a enzima Scal
para clivagem do vetor (x 3.000 pb) em funcdo do tamanho
semelhante do inserto (+ 2.800 pb).

Ap6s a purificacdo e sub-clonagem da banda
correspondente ao gene TrDCL2 em vetor de expressao pET14b
passamos aos testes de expressao heterologa descrito no topico
a seguir.
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5.5 Expressao heteréloga da proteina TrDCL2 recombinante

Anteriormente a expressao, fizemos uma predicdo de
coédons raros das sequéncias dos fragmentos pelo programa
Rare Codon Calculador - RaCC
(www.nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/) que nos identificou a
Arginina, Leucina, e Prolina como cédons raros presentes. Sendo
assim, optamos tentar expressar a proteina TrDCL2 nas
linhagens E. coli BL-21 (DE3) Codon plus e Rosetta que séo
capazes de codificar esses cédons raros encontrados. Além
disso, testamos a E. coli BL-21 Arctic Express que é capaz de
expressar a proteina de interesse em baixas temperaturas (15°C)
favorecendo o processo de dobramento da proteina e aumenta a
probabilidade de produzir uma proteina solavel.

Inicialmente testamos a expressao da proteina, utilizando
diferentes concentracdes de IPTG (1; 0,5; 0,30; 0,15 mM) e
temperaturas (37, 27, 15 °C), nao obtendo-se sucesso em
nenhuma condicao testada.

Com o propésito de aumentar as chances de expressao
utilizando um protozoario relacionado foram realizados testes de
expressao da proteina TrDCL2 em L. tarentolae, sendo que este
nao apresenta os genes relacionados ao mecanismo de RNAI
(REAL et al., 2013). O gene TrDCL2 foi introduzido na L.
tarentolae através de uma transfeccdo epissomal utilizando o
vetor pLEXSY. A transfeccédo foi confirmada via PCR utilizando
0s iniciadores do inserto, evidenciando-se uma banda com
tamanho esperado de + 2.800 pb (Figura 17).

pLESY+
TIDCL2
pLEXSY

CN

PPM

2840 pb

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo
de etidio confirmando a presenca do gene TrDCL2 em Leishmania
tarentolae pos-transfeccao via PCR utilizando os iniciadores
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desenhados para clonagem direcional do gene no vetor de
expressao pLEXSY. PPM- Padrdo de Peso Molecular (DNA de Fago
lambda digerido pela Hindlll); pLEXSY + DCL2- lisado celular de L.
tarentolae transfectada com o vetor contendo o gene TrDCL2; pLEXSY-
lisado celular de L. tarentolae transfectada somente com o vetor; CN-
Controle negativo da reacdo (sem adicdo de DNA).

Ainda que confirmada a presenca do vetor e do inserto
nos parasitos transfectados por PCR, nao foi possivel confirmar a
expressao da proteina TrDCL2 por ensaio de Western blot.
Entretanto, foi possivel observar a transcricdo do gene TrDCL2, a
partir da detec¢do do seu mRNA através de RT-PCR (Figura 18).

PPM 1 2

2840 pb ——

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo
de etidio confirmando a transcricdo do gene TrDCL2 via PCR da
transcricdo reversa do RNA total de Leishmania tarentolae. PPM-
Padrao de Peso Molecular (DNA de Fago lambda digerido pela Hindlll);
1- RNA total de L. tarentolae pés-transfeccao; 2- CN- Controle negativo
da reacgédo (sem adicdo de cDNA).

Juntamente com a transfeccdo em L. tarentolae foi
realizada a transfeccdo em T. rangeli, has mesmas condicoes.
Entretanto, observamos que depois da segunda semana poés
transfeccdo os parasitos transfectados ndo estavam mais viaveis.
Este experimento foi repetido trés vezes e o resultado obtido foi o
mesmo, sendo assim cogitamos que a superexpressdo da
proteina TrDCL2 possa inviabilizar a sobrevivéncia do parasito.

O fracasso das tentativas de expressar a proteina
TrDCL2, poder estar relacionado ao seu grande tamanho (100
kDa), o que dificultaria a expressdao heteréloga em sistema
heterélogo, principalmente bacteriano. Pensando nisso, optou-se
por expressar dois pequenos fragmentos da proteina, um
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contendo os dominios RNAse Il denominado TrDCL2-DOM e
outro fora desta regido , denominado de TrDCL2-FRAG. O
primeiro foi construido com o intuito de testar a atividade RNAse
Il e 0 segundo fragmento foi pensado como uma alternativa para
a producado de um antissoro policlonal.

Fizemos novamente a predicdo de cdédons raros das
sequéncias dos fragmentos e observamos que mesmo reduzindo
0 tamanho alguns cédons raros permaneceram. Sendo assim,
optamos por expressar os fragmentos da proteina em E. coli
BL21 (DE3) Codon plus. A expressdo de ambos os fragmentos
foi obtida com a indugdo de 1 mM de IPTG em todas as
temperaturas (37, 27,15 °C) e tempos testados (3, 6 e 18 h)
(Figura 19).
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Figura 19. Analise de expressao dos fragmentos TrDCL2-DOM e
TrDCL2-FRAG em Escherichia coli BL21(DE3) Codon plus. Al e A2
- Geis de poliacrilamida SDS-PAGE 12 % corado com Coomassie blue
das fragdes insollveis dos lisados de bactéria. B1 e B2 - Western blot
utilizando anticorpo monoclonal anti-His*Tag®. Indugdo da expresséo
utilizando 1 mM de IPTG em diferentes temperaturas (37, 27 e 15 °C) e
tempos (3, 6 e 12 h). PPM- Padréo de peso molecular: Protein Precision
Plus Dual Color (Bio-Rad).

Até o momento obtivemos a expressao de ambas as
proteinas TrDCL2 DOM e FRAG apenas na fracéo insoluvel das
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bactérias. A proteina TrDCL2-FRAG destinada a producdo do
antissoro foi expressa e purificada da fracdo insollvel por
cromatografia de afinidade (Figura 20). Apds a purificacdo, a
proteina recombinante foi dialisada e quantificada pelo método
de Bradford, sendo utilizado o eluato (E6) para a imunizacdo de
camundongos Balb/C conforme o descrito no item 4.10.
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Figura 20. Etapas da purificagdo do fragmento da proteina TrDCL2
(TrDCL2-FRAG) por cromatografia de afinidade. A- Gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12 % corado com Coomassie blue. B-
Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-His*Tag®. Padrdo de
peso molecular: Protein Precision Plus Dual Color (Bio-Rad) (PM),
controle ndo induzido (CNI); fracdo total pré purificacdo (T); fracéo
insolavel total (1), proteinas que nao aderiram a resina (FT), lavagens
(L1, L2, L3), eluicdes (E1, E2, E3, E4, E5, E6).

Entretanto, para a proteina TrDCL2-DOM destinada para
0 teste enzimatico de atividade RNAse, a expressdo na fracédo
insolavel € um problema uma vez que requer a denaturacéo
proteica no processo de purificagdo, 0 que modifica a sua
estrutura e pode determinar a perda da sua atividade. Sendo
assim, novas estratégias estdo sendo elaboradas com vistas a
expressao da proteina TrDCL2-DOM de forma solavel.

A dificuldade de expressar a proteina TrDCL2 inteira
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também poderia estar relacionada a uma possivel acdo toxica
para as bactérias, visto que se trata de uma RNAse. Buscamos
solucionar estes problemas realizando a expressdo de dois
fragmentos distintos da proteina, como ja descrito, mas também
realizando a expressédo da proteina inteira em E. coli BL21(DE3)
pLysS, cepa recomendavel para proteinas consideradas toxicas
para essas bactérias, pois controla melhor a expressado basal da
proteina que poderia levar a perda do plasmideo e baixo
crescimento celular.

Com base nessas premissas, obtivemos sucesso na
expressao da proteina TrDCL2 inteira (x 100 kDa) na fracéo
insolavel da bactéria E. coli BL21(DE3) pLysS, induzida com 1
mM de IPTG em todas as temperaturas (37, 27, 15°C) e tempos
testados (3, 6 e 18 h). Entretanto, ndo obtivemos expressdo na
frac8@o soluvel da bactéria. A confirmacao foi realizada atraves de
Western blot utilizando o anticorpo monoclonal anti-His*Tag® que
revelou uma banda de tamanho esperado (+ 100 kDa) em SDS-
PAGE apenas na fragao insoluvel (Figura 21).
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Figura 21. Analise da expresséo da proteina recombinante TrDCL2
em Escherichia coli BL21(DE3) pLysS. A e C- Géis de poliacrilamida
SDS-PAGE 10% corados com Coomassie blue da fragcdo solluvel e
insollvel extrato proteico bacteriano, respectivamente. B e D- Western
blot utilizando anticorpo monoclonal anti-HissTag®. Inducdo da
expressdo heter6loga com 1mM de IPTG em diferentes temperaturas
(37, 27 e 15°C) e tempos (3, 6 e 12h). PPM- Padréo de peso molecular
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Protein Precision Plus Dual Color (Bio-Rad); CNI - Controle nado
induzido.

Até o presente momento, estamos também buscando
otimizar a expressdo da proteina TrDCL2 na fracdo sollvel
visando a realizacdo dos testes de atividade.

5.6 Avaliagdo do antissoro policlonal a-TrDCL2-FRAG

Como obtivemos a expressdo primariamente do
fragmento da proteina TrDCL2-FRAG, este foi purificado e
utilizado na inoculacéo de trés camundongos BALB/c para induzir
a producao do antissoro policlonal.

Os antissoros produzidos foram testados isoladamente
contra extratos proteicos totais (50 pg) de formas epimastigotas
da cepa Choachi de T. rangeli. A deteccdo de uma banda do
tamanho esperado nos extratos totais e da proteina
recombinante (rTrDCL2) foi obtida em dois dos trés antissoros
produzidos (1 e 3) testados na diluicdo de 1:100. Dentre estes, o
antissoro 3 apresentou uma deteccdo mais intensa que o
antissoro 1, entretanto apresentou a deteccdo forte de uma
banda inespecifica de aproximadamente 75 kDa (Figura 22).
Desta forma, utilizamos o antissoro 1 nos experimentos de
deteccdo da expressdo em diferentes formas do T. rangeli e nos
experimentos de citolocalizacdo dos sitios de expressdo da
TrDCL2.
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Figura 22. Reconhecimento da proteina TrDCL2 em extrato proteico
total da forma epimastigota de Trypanosoma rangeli utilizando os
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antissoros policlonais a-TrDCL2-FRAG. A- Gel SDS-PAGE 10%
corado com Coomassie blue da fragdo proteica total (50 pg) de
epimastigota de T. rangeli. B- Western blot utilizando o antissoros 1 e 3,
na concentracdo 1:100. PPM- Padrdo de peso molecular: Protein
Precision Plus Dual Color (Bio-Rad).

O antissoro a-TrDCL2-FRAG foi testado também contra o
extrato proteico total das formas tripomastigotas de T. rangeli
(cepa Choachi), formas epimastigotas de T. rangeli da cepa
D3493 (KP1+), formas epimastigotas de T. rangeli da cepa SC58
(KP1-)e da bactéria E. coli BL21 (DE3) pLysS sem o plasmideo.
Observa-se na figura 23 o reconhecimento da TrDCL2 tanto em
epimastigotas da cepa D3493 quanto nas formas tripomastigotas
da cepa Choachi, permitindo inferir que a proteina TrDCL2 é
expressa nas duas formas biologicas do T. rangeli. A auséncia
no reconhecimento da TrDCL2 na cepa SC58 condiz com a
analise in silico dessa proteina nas cepas de T. rangeli KP1(-) na
qual previa a sua ndo expressao.
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Figura 23. A proteina TrDCL2 esta presente em epimastigotas e
tripomastigota de Trypanosoma rangeli. Western blot utilizando o
antissoro a-TrDCL2-FRAG e extratos proteicos totais de: 1) forma
tripomastigota da cepa Choachi de T. rangeli; 2) forma epimastigota da
cepa D3493 de T. rangeli; 3) forma epimastigota da cepa SC58; 4)
lisado celular de Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS. PPM- Padrdo de
peso molecular: Protein Precision Plus Dual Color (Bio-Rad). Flecha
indica a banda com o tamanho esperado para a proteina TrDCL2.

5.7 Ensaios de citolocalizacdo dos sitios de expressao da
TrDCL2 por imunofluorescéncia

Apls a confirmacdo do reconhecimento da proteina
TrDCL2 pelo antissoro a-TrDCL2-FRAG nos extratos proteicos
dos parasitos tornou-se possivel a realizagdo do ensaio de
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imunoflourescéncia para investigar a citolocalizacao da proteina.

Observamos em um Unico ensaio preliminar que tanto em
formas epimastigotas quanto em formas tripomastigotas houve
um reconhecimento difuso da TrDCL2 no citoplasma dos
parasitos permeabilizados, com uma maior intensidade da
fluorescéncia préxima ao nucleo e ao longo do flagelo aderido ao
corpo do parasito (Figura 24). Devido a utlizacdo de um
antissoro policlonal que revelou o reconhecimento inespecifico
de algumas proteinas nao-alvo nos ensaios de Western blot, faz-
se necessario a purificacdo desse antissoro visando a realiza¢éo
de novos ensaios.
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Tripomastigota

Trypanosoma rangeli

Epimastigota

Figura 24. Citolocalizagdo da TrDCL2 em formas tripomastigotas e epimastigotas de Trypanosoma rangeli
por imunofluorescéncia utilizando o soro policlonal a-TrDCL2-FRAG. 1) As imagens representam micrografias
da expresséo da TrDCL2 e ; 2) Nucleo e cinetoplasto corados com reagente DAPI e 3) campo claro. As barras de
aumento representam 10 um.
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5.8 Clonagem e identificacdo dos pequenos RNA

Antes de avaliar uma possivel relacdo da proteina TrDCL2
com sintese de pequenos RNA em T. rangeli, era preciso verificar,
primeiramente, a existéncia desses pequenos RNA no parasito e
posteriormente realizar as identificagdes.

Na separacdo do RNA total por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante, pudemos observar a existéncia de
populagdo de pequenos RNA com tamanho entre 20 a 30 nt (Figura
25).

39nt
32nt

20 nt

Figura 25. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 15%
corado com brometo de etidio evidenciando uma populagdo de
pequenos RNA provenientes da separacdo do extrato de RNA total
da cepa Choachi de T. rangeli. 1)PPM- Padrdo de peso molecular
(oligonucleotideos sintetizados com tamanho conhecido); 2) Extrato de
RNA total (300 ug).

Entretanto, € necessario verificar se esses pequenos
RNA ndo sao apenas produtos de degradacdo. Para tal,
recortamos do gel a regido entre 20 a 30 nt e prosseguimos a
clonagem conforme descrito na sec¢éo 4.14. ApGs a extragcédo dos
pequenos RNA do gel, adicionamos separadamente o0s
adaptadores nas extremidades 5 e 3'(Figura 26). Esses
adaptadores contém sequéncias especificas que sao
reconhecidas pelos iniciadores dirigidos a reacdo de transcricdo
reversa dos pequenos RNA em cDNA.
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Figura 26. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 15%
corado com brometo de etidio evidenciando a ligagcdo dos
adaptadores aos pequenos RNA. A - Produto da ligagdo do adaptador
na extremidade 5 nos pequenos RNA; B -Produto da ligagdo do
adaptador na extremidade 3’ nos pequenos RNA que ja continham o
adaptador 5. PPM- Padrdo de peso molecular (oligonucleotideos
sintetizados com tamanho conhecido).

Podemos avaliar na figura acima que ocorreu a ligacdo
entre os adaptadores e aos pequenos RNA devido ao aumento
do seu tamanho em ralacdo a populacao inicial que tinha entre
20-30 nt. O produto dessas ligacdes foi utilizado na reacdo de
transcricdo reversa e os cDNA resultantes dessa reacdo foram

observados em gel de poliacrilamida ndo desnaturante (Figura
27).
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Figura 27. Eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante
15% corado com brometo de etidio mostrando os cDNA obtidos da
transcricdo reversa dos pequenos RNA. PPM- Padréo de peso
molecular (oligonucleotideos sintetizados com tamanho conhecido).

Os iniciadores utilizados na reagdo de transcri¢cao reversa
possuiam sitios de restricdo para as enzimas EcoRI e Pstl para
facilitar a clonagem no vetor. Portanto, tanto os cDNA quanto o
vetor pGEM T- easy foram digeridos com essas enzimas de
restricdo. Anterior a ligacdo, foi realizada a concatenacdo dos
cDNA para otimizar a clonagem. O produto da ligagdo foi
utilizado na transformacao de células competentes E. coli DH5-q.
As colbnias crescidas foram analisadas por PCR de colénia
utilizando iniciadores dirigidos as sequencias M13 presentes no
vetor e revelou bandas com diferentes tamanhos. As bandas com
249 pb correspondem ao vetor vazio (sem a presenca de cDNA),
0s produtos contendo um Unico cDNA possuem * 260 pb e os
produtos equivalentes ou maiores que 400 pb contém pelo
menos trés sequencias de cDNA (Figura 28).
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Figura 28. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% dos produtos
da PCR de coldnia para verificar os clones com os siRNA. PPM-
Padré&o de peso molecular 100pb (promega).

Foram analisadas aproximadamente 90 colénias por PCR
de colbnia e algumas colbnias que apresentaram um produto
equivalente 300 pb ou maior foram submetidas a extracédo
plasmidial e o DNA plasmidial obtido foi preparado para o
sequenciamento. Até o momento, foram sequenciadas 12
colénias, entretanto, ndo conseguimos identificar nenhuma
sequéncia referente aos pequenos RNA. Encontramos apenas as
sequéncias dos adaptadores, mas, sem a presenca de uma
sequéncia entre eles.

Entretanto, daremos continuidade nos sequenciamentos
das demais colénias selecionadas, além de construir novas
bibliotecas de cDNA referentes aos pequenos RNA. Pensando
em outra estratégia para a identificacdo dos pequenos RNA, nés
enviamos amostras do RNA total para a andlise através do
sequenciamento de RNA (RNAseq) em colaboracdo com o prof.
Jodo Marques na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
e em Cambridge, UK.
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6. DISCUSSAO

A proteina Dicer € um dos componentes esséncias no
mecanismo de RNA de interferéncia e desempenha um papel
fundamental na biogénese de pequenos RNA (miRNA e siRNA)
que sao moléculas chaves para o silenciamento génico através
da via de RNAI. Pertencente a familia das enzimas RNAse llI,
essa proteina tem como principal caracteristica a presenca do
dominio RNAse Ill, mas pode variar quanto a presenca de outros
dominios (DExH RNA helicase/ATPase, DUF283, PAZ, dsRBS) e
guanto a sua massa molecular (135 até 200 kDa) (BERNSTEIN
et al.,, 2001; CARMELL; HANNON, 2004; CERUTTI; CASAS-
MOLLANO, 2006).

Embora a Dicer ja tenha sido descrita e caracterizada em
diversos protozoarios tais como: T. brucei, L. braziliensis,
Entamoeba histolytica, Toxoplasma gondii, entre outros, em cada
uma dessas espécies apresenta caracteristicas distintas,
tornando-se necessario o estudo particular dessa proteina para
uma dada espécie. Nesse sentido, nosso estudo foi baseado no
fato de até o presente momento, ndo haver relato na literatura
descrevendo a proteina Dicer em T. rangeli e tampouco sobre a
presenca dessa proteina em organismos deficientes do
mecanismo de RNAIi. Além disso, encontramos indicios da
presenca de uma populacdo de pequenos RNA no T. rangeli que
podem ou ndo ter relacdo com a atividade da TrDCL2.

As sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos obtidas
para o gene TrDCL2 de T. rangeli revelaram uma janela aberta
de leitura 2.667 pb que codifica para uma proteina com 889
aminoéacidos (100 kDa), mostrando-se semelhante a DLC2 de T.
brucei (Th927.3.1230) o qual possui uma proteina de 2.844 pb
(104 kDa) (PATRICK et al., 2009).

As andlises dos dominios da proteina TrDCL2 revelaram
a presenca apenas de dois dominios RNAse lll em sequéncia
(RNAse llla e RNAse lllb), assim como o descrito para as
proteinas DCL1 e DCL2 de T. brucei (PATRICK et al., 2009;
SHI; TSCHUDI; ULLU, 2006). Esses dominios sdo responsaveis
por clivar o RNA dupla fita e a distancia entre eles sao criticas
para a geracdo dos dois nucleotideos desemparelhados na
regidao 3’, caracteristico dos produtos clivados por enzimas
RNAse 1.

Os residuos de lisina e acido glutdmico estdo descritos
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na literatura como fundamentais para a atividade enzimatica,
estando envolvidos no mecanismo de clivagem do RNA dupla fita
rompendo a ligacao fosfodiéster (DU et al., 2008; PATRICK et al.,
2009). Estes residuos foram encontrados somente na TrDCL2
das cepas KP1(+) de T. rangeli. Em contraste, as cepas KP1(-)
apresentaram uma conservacao na por¢ao inicial (x 340 aa) e
uma perda total de conservacdo a partir deste ponto devido a
delecdo de um nucleotideo (G'%?") o que determinou a alteracéo
da janela aberta de leitura (ORF) correta e a consequente nao
codificacdo para os residuos essenciais a atividade enzimatica.
Dessa forma, a inatividade da proteina TrDCL2 nas cepas KP1(-)
de T. rangeli poderia causar a auséncia da sua expressao, o que
foi confirmado pelos ensaios de Western blot.

As diferencas nas sequéncias da DCL2 entre as cepas
KP1(+) e KP1(-) de T. rangeli foram evidenciadas quando
realizamos a analise filogenética, revelando a formacgdo de dois
clados distintos intraespecificos separando as cepas KP1(+) das
KP1(-) de cada grupo genético (Figura 10). Este resultado reforca
a variacdo genética encontrada entre as cepas de T. rangeli, j&
demonstrado por diversos autores (GRISARD; CAMPBELL;
ROMANHA, 1999; PUERTA et al., 2009; VALLEJO et al., 2002).

O numero de clpias génicas da Dicer varia muito entre
0s organismos e ndo guarda clara relacdo taxondmica ou
evolutiva. Enquanto nos vertebrados e em Schizosaccharomyces
pombe a Dicer é codificada por um gene de copia Unica, em
outros organismos como Drosophila melanogaster, Neurospora
crassa e T. brucei existem duas cépias, chegando a quatro
cépias como no caso de Arabidopsis thaliana (HANNON; ROSSI,
2004).

Em T. rangeli confirmamos existir uma copia do gene
TrDCL2 no genoma através da técnica de Southern blot.
Entretanto, quando foi realizada a busca pelos demais
componentes do mecanismo de RNAi no genoma do T. rangeli
encontrou-se um pseudogene da DCL1 (STOCO et al., 2014).
Dessa forma, inferimos que o T. rangeli deve ter possuido duas
cépias do gene DCL (DCL1 e DCL2), mas que ao longo da
evolucdo do organismo, o gene DCL1 deve ter perdido sua
funcionalidade a partir de uma mutacdo que o tornou um
pseudogene.

A natureza nédo funcional do pseudogene TrDCL1 pode
estar relacionado ao fato de que em alguns organismos a DCL1
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estd envolvida principalmente na biogénese de mIiRNA,
entretanto presenca de miRNA em protozoarios ainda é incerta
(ATAYDE; TSCHUDI; ULLU, 2011; GRIMSON et al., 2008), ao
passo que a DCL2 produz principalmente os siRNA que séo
abundantemente encontrados nos protozoarios (TSCHUDI et al.,
2012; ULLU; LUJAN; TSCHUDI, 2005; ZHANG; DYER;
ROSENBERG, 2002).

Sabe-se que a proteina DCL2 de Drosophila spp. possui
um papel essencial na defesa contra infeccdes por virus de RNA
(GALIANA-ARNOUX et al., 2006) e, curiosamente, a DCL2 foi
subsequentemente perdida nas linhagens que desenvolveram
estratégias antivirais alternativas, como nos vertebrados
(MUKHERJEE; CAMPOS; KOLACZKOWSKI, 2013). Em termos
evolutivos, a perda de funcionalidade do gene DCL1 de T. rangeli
e do gene DCL2 dos vertebrados pode estar relacionado a
presenca de outras vias de controle da expressdo génica nao
sendo a atividade desses produtos génicos essenciais a
regulacdo e/ou sobrevivéncia celular desses organismos.
Estando menos sujeitos a presséo seletiva para a manutengdo
de sua funcionalidade, estes genes podem ter acumulado
mutacfes que levaram a sua perda de funcao.

Os resultados da gPCR revelaram que ndo houve
diferencas significativas nos niveis de transcricdo gene TrDCL2
durante o processo de diferenciacdo celular in vitro de formas
epimastigotas em formas tripomastigotas do T. rangeli.
Entretanto, ndo podemos afirmar que estes parasitos possuam o
mesmo nivel de expressao proteica, pois, nos tripanosomatideos
ndo ha uma relacdo direta entre os niveis de transcritos com 0s
niveis de expresséo proteica. Isso se deve a falta de um controle
especifico durante a transcricdo e eventos pré e pos-
transcricionais (DAROCHASILVA et al., 2004; TEIXEIRA, 1998).

Uma alternativa que podemos realizar para avaliar a
expressao do gene seria através de ensaios de Western blot
utilizando um gene normalizador com expressédo constitutiva para
comparar a intensidade das bandas pelo programa ImageJ. A
juncdo dos métodos de gPCR e Western blot nos daria um
resultado mais fidedigno.

Com o intuito de produzir um antissoro contra a proteina
TrDCL2 realizamos a sua expressao heterdloga. Para tal,
diversos métodos e sistemas de expressdes foram testados. A
principio utilizamos o sistema bacteriano (E. coli) devido as
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vantagens relacionadas a facil manipulacao, rapido crescimento,
reprodutibilidade e taxas de producgédo elevadas. Entretanto, esse
sistema apresenta algumas desvantagens como a incapacidade
de realizar algumas modificacbes pés-traducionais e as proteinas
sdo expressas geralmente na fracdo insolivel em corpos de
inclusdo (BANEYX, 1999).

O sistema de expressao em protozoarios (L. tarentolae e
T. rangeli) também foi testado, mas sem sucesso na expressao
da proteina. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que
0s tripanosomatideos realizam transcri¢cdo do tipo policistrénica e
nao fazem a maturagdo de todos os transcritos, portanto apenas
a presenca do mRNA ndo garante que ele seja traduzido.
Entretanto, h4 a possibilidade de que houve a transcricdo, a
geracdo do mRNA maduro e a expresséo da proteina, porém a
cauda de histidina pode estar oculta devido ao dobramento da
proteina ou possa ter sido clivada, ndo sendo (gossivel sua
deteccdo com o anticorpo monoclonal anti-HiseTag~ em ensaios
de Western blot.

Uma vez que a massa molecular de uma proteina é outro
fator limitante na expressao em sistema procarioto e a TrDCL2
possui aproximadamente 100 kDa, seu tamanho pode ter sido
um impeditivo para a expressao no sistema E. coli BL21(DE3)
Codon plus. Face aos resultados negativos, optamos por realizar
a expressao de fragmentos da proteina (TrDCL2-DOM com 406
pb e TrDCL2-FRAG com 485 pb), utilizando a mesma cepa de E.
coli, tendo obtido sucesso com essa estratégia. Na literatura, a
maioria dos trabalhos descritos para expressao heterdloga de
Dicer utilizou o sistema de expressao de Baculovirus (bac-to-bac)
(MACRAELI et al., 2006; PODOLSKA et al., 2014) e relataram
dificuldades de express@o no sistema bacteriano (MA et al.,
2012).

Outro fator a ser considerado nos sistemas procariotos é
a possivel toxidade dos produtos de expresséo heteréloga para
as bactérias. Nesse sentido, existem relatos de toxidade das
proteinas da familia RNAse lll, as quais causam danos celulares
e inviabilizam o crescimento bacteriano (LEHRER et al., 1989;
ZHANG; DYER; ROSENBERG, 2002). No caso especifico da
TrDCL2, observamos que a mesma somente foi expressa na
cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS que possui maior resisténcia a
proteinas toxicas pois, contém o gene da T7 RNA polimerase
controlada pelo promotor lacUV5 no seu DNA cromossémico e
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pelo gene T7 lisozima encontrado no plasmideo pLysS. Quando
€ adicionado o IPTG no meio ele induz a expressao da T7 RNA
polimerase, que por sua vez induz a altos niveis de expresséo da
proteina de interesse que esta sob controle do promotor T7 no
vetor de expressdo, que neste caso era o pET14b. A T7 lisozima
suprime a atividade da T7 DNA polimerase, o que reduz a
expressao basal da proteina de interesse. Sendo assim, a
presenca de T7 lisozima mantém a expressao proteica mais
controlada o que diminui seus niveis aumentando a tolerancia de
E. coli a toxicidade que proteinas heterélogas possam apresentar
(PET System Manual by Novagem).

Com base em todos os testes realizados com as
diferentes linhagens bacterianas, conseguimos expressar dois
fragmentos da TrDCL2 (TrDCL2-FRAG e TrDCL2-DOM) assim
como a proteina completa. O fragmento TrDCL2-FRAG foi
utilizado na produg&o de um antissoro policlonal com o intuito de
determinar a expressao proteica e a citolocalizacdo da proteina
TrDCL2 no T. rangeli. Apesar de termos conseguido a expressao
do fragmento TrDCL2-DOM, o qual sera utilizado na avaliagdo da
atividade do dominio catalitico em estudos futuros, optamos por
nao prosseguir com 0s mesmos neste momento em funcédo de
termos obtido a expressédo da TrDCL2 completa.

O antissoro anti-TrDCL2-FRAG foi capaz de reconhecer
um polipeptideo de cerca de 100 kDa na fracédo total de proteinas
de formas epimastigotas e tripomastigotas do T. rangeli, sendo
compativel como tamanho esperado para a TrDCL2. Uma vez
que o antissoro policlonal anti-TrDCL2-FRAG nédo se revelou
mono-especifico, tendo reconhecido outras proteinas, estamos
testando métodos visando purificar este antissoro policlonal,
como por exemplo, a purificacdo por afinidade do soro imune
(ESPINDOLA et al, 2000). Uma segunda alternativa que
estamos considerando € a producdo de um novo antissoro
utilizando a proteina TrDCL2 completa, uma vez que moléculas
maiores tendem a ser mais imunogénicas e podem ter um
ndmero maior de epitopos especificos.

Apesar desses processos a realizar, utilizamos o
antissoro policlonal anti-TrDCL2-FRAG em um ensaio preliminar
de citolocalizacdo no qual observamos um padrdo de
reconhecimento difuso no citoplasma, ndo nos permitindo
concluir uma citolocalizacdo para TrDCL2 em funcdo do
reconhecimento inespecifico observado nos ensaios de Western
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blot. Além disso, este resultado difere da localizagdo da DCL2 de
T. brucei que se encontra no nucleo e se assemelha com o
padrdo de citolocalizacdo da TbDCL1 também encontrada no
citoplasma (PATRICK et al., 2009).

Especula-se que a localizacdo subcelular das isoformas
da proteina DCL estaria relacionada com a sua funcdo, por
exemplo, a DCL2 de T. brucei que se encontra no nucleo e esta
envolvida na manutencdo da estabilidade genbmica frente a
retrotransposons e transcritos repetidos, jA a DCL1 encontrada
no citoplasma atua no controle de dsRNA exdgeno. (PATRICK et
al., 2009).

Entretanto, nos organismos que possuem apenas uma
isoforma da proteina DCL, como no caso da Giardia lamblia
(SARAIYA; WANG, 2008) e de mamiferos (BILLY et al., 2001),
esta proteina encontra-se apenas no citoplasma. Visto que T.
rangeli possui apenas uma Dicer o resultado encontrado néo
difere do que ocorre com outros organismos com uma Unica
Unica Dicer.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram a
presenca do gene TrDCL2 no genoma T. rangeli, assim como
demonstrou pela primeira vez a presenca da proteina TrDCL2
nesse parasito. Este fato nos faz questionar sobre a
funcionalidade dessa proteina em um parasito que néo possui 0
mecanismo de RNA..

Sabendo que a funcdo da DCL em organismos com o0
mecanismo de RNAI funcional est4 relacionada com a sintese de
pequenos dsRNA nos faz pensar na hipétese de que a DCL2 de
T. rangeli possa ter mantido esta funcdo, entretanto, os
pequenos dsRNA é que desempenhariam uma funcao diferente,
ou seja, ndo seriam utilizados como um guia para encontrar e
mMRNA alvo do silenciamento, mas estariam relacionadas a
outras funcdes regulatérias. Como exemplo podemos citar 0s
pequenos dsRNA originados da clivagem de RNA transportador
encontrados no T. cruzi que parece estar relacionado com a
regulacdo da expressao génica (GARCIA-SILVA et al., 2010).

Entretanto a origem desses pequenos RNA em T. cruzi
ainda é desconhecida, pois nenhum dos genes que codificam
para proteinas que possuem a funcao de gerar pequenos RNA
como a DICER, Angiogenina e T2 RNAse foram encontrados no
seu genoma (GARCIA-SILVA et al., 2010), provavelmente este
parasito utiliza uma via alternativa para gerar seus pequenos
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RNA.

Em mamiferos a proteina Dicer é responsavel pela
sintese tanto dos siRNA, relacionados ao mecanismo de RNAI,
quanto dos pequenos dsRNA originados da clivagem de RNA
transportador que estdo relacionados a diferentes funcdes que
nao envolvem o mecanismo de RNAI (COLE et al., 2009). Dessa
maneira supomos que o T. rangeli também possa utilizar a
proteina TrDCL2 para gerar 0s seus pequenos dsRNA.

A caracterizacdo molecular e confirmacdo da presenca
da proteina TrDCL2 em T. rangeli demonstradas neste trabalho
abrem novas perspectivas em relagdo a sua funcdo e uma
possivel relacdo com pequenos dsRNA desse parasito.
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7. CONCLUSOES

e O gene TrDCL2 das cepas de T. rangeli KP1(+)
apresentaram uma janela aberta de leitura com
2.667 pb, codificando para uma proteina com 889
aminoacidos (100 kDa) enquanto que as cepas
KP1(-) apresentaram codons de parada ao longo
das sequéncias. A analise comparativa das
sequéncias de aminoacidos da TrDCL2 revelou a
presenca dos dois dominios conservados (RNAse
llla e RNAse lllb) e dos residuos lisina e acido
glutdmico somente as cepas de T. rangeli KP1(+).
As diferencas entre as cepas KP1(+) e KP1(-) de
T. rangeli definiu a separagdo das mesmas em
uma analise filogenética;

e A andlise do gene TrDCL2 por Southern blot
apontou um padrdo simples de clivagem,
sugestivo de cépia Unica;

e Os niveis de transcritos do gene TrDCL2 da cepa
Choachi KP1(+) de T. rangeli ndo mostraram
alteracbes significativas durante o processo de
diferenciacdo celular in vitro de formas
epimastigotas a forma tripomastigotas. Houve
reconhecimento de uma proteina do tamanho
esperado (+ 100 kDa) pelo antissoro policlonal a-
TrDCL2-FRAG nos extratos proteicos totais em
ambas as formas. Mas, nos extratos da cepa
SC58 de T. rangeli ndo houve esse
reconhecimento o que indica a auséncia da
expressao nas cepas KP1(-) como previsto nas
analises in silico;

e Os resultados preliminares da imunofluorescéncia
indireta apontam a distribuicdo da TrDCL2 pelo
citoplasma de forma difusa tanto em formas
epimastigotas quanto em formas tripomastigotas
de T. rangeli.

e Foi encontrada uma populacdo de pequenos RNA
(20-30 nt) em T. rangeli cepa Choachi, entretanto
a identificacdo deles ainda néo foi concluida neste
trabalho.
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Assim, este trabalho revelou pela primeira vez a
presenca da proteina TrDCL2 na cepa Choachi de T. rangeli
tanto na forma epimastigota quanto na tripomastigota, assim
como a presenca de uma populacdo de pequenos RNA.
Entretanto uma possivel relacdo entre a proteina TrDCL2 e o0s
pequenos RNA ainda precisa ser investigada. Os resultados
obtidos neste trabalho nos indica que essa proteina possa ter
alguma funcéo bioldgica no T. rangeli, apesar desse parasito ndo
apresentar o mecanismo de RNAI.
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8. PERSPECTIVAS

Embora o mecanismo de RNAi ndo esteja ativo no T.
rangeli, a caracterizacdo molecular realizada neste trabalho da
proteina DCL2, que é remanescente desse mecanismo,
possibilitard novos estudos sobre a sua atividade enzimatica e o
possivel papel que desempenha neste parasito.

Com esse intuito, podera ser feita a avaliacdo da
atividade da proteina recombinante TrDCL2 obtida neste
trabalho, assim como da proteina enddégena dos extratos
proteicos totais de T. rangeli, avaliando a sua capacidade de
gerar pequenos RNA.

Além disso, abre a possibilidade de explorar os siRNA
existentes nesse parasito e talvez correlacionar a funcdo da
TrDCL2 com a biossintese dos siRNA. Para tal, continuaremos
com os ensaios de identificacdo dos siRNA e além disso, ja
enviamos amostras de RNA total de T. rangeli para a realizacéo
do RNAseq em colaboragdo com o prof. Jodo Marques na
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e em Cambridge,
UK.

Por fim, esses estudos poderdo auxiliar uma melhor
compreensédo do comportamento do mecanismo de RNAI durante
a evolucéo dos tripanosomatideos.
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Transsulfuration is an active pathway for cysteine
biosynthesis in Trypanosoma rangeli
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Methods: We doned and characierised genes coding for a cystathionine B-synthase (CBS) and cysteine synthase
{CS), key enzymes of the Trarssulfuration and assimilatory pathways, respectively, from the hemoflagellate protozoan
parasite Trypanosomna rangek.
Results: Our results show that T. rangef CSS (TrCAS), similar to its homologs in 7. cruzi, containg the catalytic
dormain essential for enzymatic activity. Unike the enzymes in bacteria, plants, and other parasites, T. rangef CS
Lacks two of the four lysine residues (Lys™ and Lys'™) required for activity. Enzymatic studies using 7. rangel
extracts corfirmead the absence of CS activity but confirmed the expression of an active CAS. Mareover, CAS
biochemical assays revealed that the T. rangel CBS erzyme also has sexine subfhydrylase activity.
Condusion: These findings demornstrate that the RTS patfhwvay is active in 7. rangef, suggesting that this may
be the ealy pathway for cysteine biosynthesis in this paraite. In this sense, the RTS pathway appears 1o have an
mportant funcrional role during the insect stage of the life cycle of this protazean parasite.
Keywords: Cysteine biosynthesis, Cystathionine B-synthase, Cysteine synthase, 7. rangef, Thiol metabolism,
Antioxidant defence
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Received 6 November 2012 Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas’ disease, often incur in misdiagnosis and
Accepted 13 February 2013 improper epidemiological inferences. Many secreted and surface proteins (SP) have been
described as important antigens shared by these species. This work describes the T. rangeli
Keywords: surfaceome obtained by gel-free (LC-ESI-MS/MS) and gel-based (GeL.C-ESI-MS/MS) proteomic
Trypanasoma rangeli approaches, and immunablotting analyses and the comparison of these SPwith T. cruzi. A total
Proteomic of 138 T. rangeli proteins and 343 T. cruzi proteins were obtained, among which, 42 and 157
Surface proteins proteins were exclusively identified in T. rangeli or T. cruzi trypomastigotes, respectively.
Antigens Immunoblotting assays using sera from experimentally infected mice revealed a distinct band
GPl-anchored proteins pattern for each species. M5/MS analysis of T. rangeli exclusive bands revealed two unique

GP&3-related proteins and flagellar calcium-binding protein. Also, a ~32 kDa band composed
of 12 distinet proteins was exclusively recognized by anti-T. cruzi serum. This highly sensitive
proteomic assessment of surface proteins characterized the T. rangeli surfaceome, revealing
several differences and similarities between these two parasites. The study reports new
T. rangeli-specific proteins with promising use in differential diagnosis from T. cruzi.
Biological significance

In this manuscript, we report the first proteomic analysis of the T. rangeli surface
(surfacecme), a non-pathogenic parasite occurring in sympatry with T. cruzi, the etiological
agent of Chagas disease. This comparative proteomic analysis was performed using
high-throughput in-gel and gel-free proteomic approaches combined with immunoblotting,
allowing us to identify new T. rangeli-specific proteins with promising use in differential
serodiagnosis, among several other protein not previously reported for this taxon.
Additionally, cross-recognition assays showed that T. cruzi surface proteins were recognized
by heterologous serum (anti-T. rangel)) that strengthens the possibility of misdiagnosis of
Chagas disease in humans and other mammals. Thus, this work provides new insights to

understand the serclogical cross-reactivity between T. cruzi and T. rangeli, as well as, the
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