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RESUMO

A utilizacdo da biologia sisttmica como abordagem que integra anélise de dados
em escala gendmica com ferramentas de bioinforméatica permitiu, por exemplo, a
descoberta de diversas regides gendémicas codificadoras de pequenas proteinas e peptideos
(smORFs). Estas moléculas eram até entdo negligenciadas ou em alguns casos, chamadas
erroneamente de RNAs ndo codificantes (nCRNAs). Tais descobertas levaram a diversos
estudos sobre as funcbes biologicas destas proteinas, que possuem importantes papéis
regulatérios em todos os dominios da vida. Assim, o presente estudo visa a busca por
novas peguenas proteinas na haloarquea Halobacterium salinarum, um importante modelo
no estudo sistémico de organismos halofilos. Para tal, foram utilizadas ferramentas de
bioinformatica para analise de SmORFs codificantes de proteinas pequenas (MM<10kDa)
identificadas a partir de peptideos obtidos por LC-MS. Esta abordagem permitiu a
identificacdo de 5 possiveis proteinas codificadas por smORFs intergénicas ou antisenso, e
a identificacdo de regifes conservadas e motivos estruturais em comum que podem auxiliar
a sugerir funcdes para estas moléculas. Como consequéncia destas andlises, foi possivel
sugerir melhorias na anotacdo do genoma deste organismo. Além disso, foi realizada a
padronizacdo de técnicas de biologia molecular, como a marcacdo cromossémica e a
expressao por vetores a fim de validar a expressdo de proteinas com marcadores
moleculares adicionados na regido C-terminal, permitindo a identificacdo destas por

Western blot.



1. INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnologico permitiu que conceitos gerados a partir da ciéncia
reducionista pudessem ser analisados no contexto de sistemas integrados, ou seja, do
organismo como um todo. Desde entdo, grandes avangos como, por exemplo, 0
sequenciamento do genoma humano, vem impulsionando cientistas a terem uma nova
visdo da biologia, chamada de biologia sisttmica (Hood, 2003), com énfase em
estudos que procuram entender como o0s diversos componentes dos sistemas bioldgicos
interagem e sdo regulados (Aderem, 2005).

Os estudos em biologia sistémica envolvem a formulacdo de hipoteses que integram
dados oriundos de tecnologias em larga escala como transcriptdmica, protedmica e
metabolémica (Levesque & Benfey, 2004) com outras areas da ciéncia, como a
bioinformética e estatistica (Hood, 2003). Estas hipdteses sdo testadas em organismos
vivos selvagens ou mutantes, possibilitando o monitoramento de seus elementos
moleculares como genes, proteinas e vias metabodlicas. Os resultados obtidos sdo
analisados novamente com o auxilio de ferramentas de bioinformatica e estatistica,

gerando um estudo ciclico e integrado (Ideker, 2001).

1.1. Archaea: o terceiro dominio da vida

Organismos modelo unicelulares dos trés dominios da vida tém sido utilizados para
entender fendmenos bioldgicos complexos, utilizando tanto abordagens reducionistas
quanto abordagens sistémicas. A simplicidade dessa organizagdo unicelular fez com que
Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae tenham sido consagrados como organismos
modelos para bactérias e eucariotos, respectivamente (Davis, 2004). Organismos do
dominio Archaea apresentam tambem incrivel complexidade em sua maquinaria

molecular, fazendo deles um atrativo modelo para o estudo metabolico e de regulacéo



celular (Kletzin, 2007; Jenney, 2007). Apesar disso, ainda tem sido pouco estudados em
comparagao aos outros dominios.

A descoberta do grupo Archaea como um novo dominio da vida se deu por estudos
realizados na década de 1970 visando uma abordagem evolutiva dos organismos
unicelulares, na qual pesquisadores utilizaram sequenciamento de marcadores genéticos
como o RNA ribossdmico para definir relacGes filogenéticas (Woese et al., 1990);
Cavicchioli, 2011). A notavel diferenca encontrada no contetdo genético desses
organismos, que eram até entdo chamados de metanogénicos, estimulou os pesquisadores a
intensificar os estudos para esse grupo, 0 que aumentou a descoberta de novas
caracteristicas e argumentos para a criacdo de trés divisdes taxondmicas, formalmente
proposta por Woese na década de 1990, como sendo os dominios “Archaea”, “Bacteria” e
“Eucarya” (Figura 1) (Woese et al., 1990); Cavicchioli 2011).
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Figura 1. Representacdo esquematica da arvore evolutiva, construida a partir de anélises de rRNA,
mostrando a posicao filogenética dos trés grandes grupos Bacteria, Archaea e Eucarya (modificado de Brown
& Doolittle, 1997).

Dentre as novas caracteristicas descobertas para o grupo Archaea, 0 que mais

chama a atencédo sdo as semelhancas compartilhadas com os dominios Bacteria e Eucarya.
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Podemos destacar a maior similaridade com Bacteria na organizacdo celular, como a
auséncia de nucleo e organelas, genoma compacto em cromossomo circular e proteinas
relacionadas a vias metabdlicas. A maior semelhanca com Eucarya esta relacionada a
maquinaria de replicacdo, transcri¢do e traducdo (Kletzin, 2007).

Algumas caracteristicas tornam o grupo Archaea exclusivo, como a presenca de
membrana plasmatica com lipidios compostos por ligacdo do tipo glicerol-éter ao invés de
glicerol-éster; auséncia de peptidoglicanas na parede celular e presenca de organismos

metanogénicos (Tabela 1) (Kletzin, 2007; Cavicchioli, 2011).

Tabela 1: Principais caracteristicas que diferem organismos dos trés dominios da vida.

Caracteristica Bactéria Archaea Eucarioto
Ligacdo entre lipidios da membrana celular ~ Ester Eter Ester

Fosfatos dos lipidios da membrana celular Glicerol-3-fosfato  Glicerol-1-fosfato Glicerol-3-fosfato
Metabolismo Bacteriano Similar ao bacteriano  Eucaridtico
Aparato da transcricéo Bacteriano Similar ao eucariético  Eucaridtico
Fatores de elongacéo da tradugdo Bacteriano Similar ao eucariético  Eucaridtico
Nucleo Né&o Né&o Sim

Organelas Né&o Né&o Sim
Metanogénese Né&o Sim N&o

Patdgenos Sim Né&o Sim

(Modificado de Cavicchioli, 2011)

Outra caracteristica importante deste grupo € a presenca de varios organismos
extremofilos. Estes sdo tradicionalmente classificados em metanogénicos, termoacidéfilos
e halo6filos. Essa denominacdo se da por sua capacidade de sobreviver em habitats
anaerdbicos; ou habitats em condicdes extremas de temperatura, como aguas termais e
lagos vulcanico; extremas condicdes de pH, como em lagos acidos ou alcalinos; ou de
extremas condi¢Ges de osmolaridade, como em salinas e o mar morto (Kletzin, 2007;
Cavicchioli, 2011).

Os organismos extremdfilos para osmolaridade sdo denominados halofilos e

necessitam de habitats hipersalinos com concentragdes de sais que podem chegar a 5,2M.



Para isso, necessitam de adaptacbes que permitam manter concentracdes de moléculas
citoplasmaticas isosmotica ao ambiente, seja por acumulacdo de moléculas organicas ou
por acumulo de K* ou Na* (Kletzin, 2007). Esta segunda opgdo exige uma adaptagdo por
parte das proteinas, que possuem um predominio de aminoacidos acidos na regido C-
terminal (DasSarma et al., 2006; DasSarma et al., 2013). Esta propriedade proporciona a
estas um ponto isoelétrico acido variando de 3,5 a 5,5 (Figura 2), fazendo com que sejam
dependentes das altas concentracGes de sal para o adequado funcionamento (Kletzin,
2007). Essa especialidade permite que os organismos hal6filos também sejam utilizados na

biotecnologia, como para biorremediacdo de ambientes hipersalinos (Goo et al., 2003).
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Figura 2: Porcentagem de proteinas em relagcdo ao ponto isoelétrico para o proteoma de 6 organismos:
Halobacterium salinarum NRC-1 (linha continua sem marcacdo), Methanobacteriuum thermoautotrophicum
(linha com tridngulos), Methanococcus jannaschii (linhas com x), Escherichia coli (linhas com diamantes),
Bacillus subtilis (linha com quadrados), Saccharomyces cerevisae (linhas com circulos) (Kennedy et al.
2001).
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1.2. Maquinaria genetica em Archaeas

Além das caracteristicas descritas para Archaea anteriormente, é importante
ressaltar aspectos do funcionamento da sua maquinaria genética, que possui grande
semelhanca com Eukarya e em alguns aspectos com Bacteria (Brown & Doolittle, 1997;
Ng et al., 2000; Allers & Moshe, 2005).

A transcricdo em Archaea envolve a presenca de uma unica RNA polimerase,
semelhante @ RNA polimerase 11 de Eukarya, composta por subunidades codificadas por
12 genes (Ng et al., 2000, Soppa et al., 2005). Além disso, € conhecido na regido
promotora a presenca de sequéncias como TATA box e BRE (B recognition elements), que
funcionam como sitios de ligacdo para fatores de transcricdo TBP (TATA box binding
protein) e TFB (Transcription Factor B) responsaveis pelo recrutamento da RNA
polimerase (Wan et al. 2004). Surpreendentemente H. salinarum, Haloferax volcanii e
outros organismos haléfilos possuem diversas copias dos fatores de transcricdo TBP e
TFB, sugerindo o uso alternativo de pares TFB-TBP na regulacéo transcricional (Ng et al.,
2000; Soppa et al.,, 2005) Estes sitios de reconhecimento, quando presentes, estdo
geralmente localizados cerca de 30 nucleotideos upstream ao TSS (Transcription Start
Site) (Soppa et al., 2005).

Porém, assim como em Bacteria, organismos do dominio Archaea possuem RNAs
policistronicos e ndo possuem cap na extreminadade 5 e nem cauda poli-A na
extreminadade 3' terminal, ambas encontradas em Eukarya (Sartorius-Neef & Pfeifer ,
2004; Srinivasan et al. 2006).

Ja o processo de traducdo em Archaea € um mosaico de caracteristicas associadas
aos outros dois dominios. Ng et al. (2000), encontraram para a Archaea Halobacterium
salinarum NRC-1 um operon do rRNA semelhante a Bacteria em sua organizagéo.

Analises bioguimicas e gendmicas sugerem homologia entre alguns dos fatores de inicio de

13



traducédo entre Archaea e Eukarya (Srinivasan et al. 2006), porém assim como em Bateria,
0s mMRNAs possuem sequéncias Shine Dalgarno, que em Archaea estdo relacionadas a
sequéncia GGAGGUCA, onde o ribossomo se liga para a realizacdo da traducéo,
geralmente localizado 3-10 nucleotideos upstream ao codon de inicio (Sartorius-Neef &
Pfeifer). Entretanto, em alguns organismos esta sequéncia ndo é encontrada com
frequéncia, como por exemplo, Pyrobaculum aerophilum e Halobacterium salinarum, em
gue a maioria dos genes ndo possuem um padrdo regulatorio conhecido (Srinivasan et al.
2006).

O inicio da traducdo em Archaea ocorre frequentemente no cdédon AUG
(metionina), que é semelhante estruturalmente a metionina de Eukarya. J& em Bacteria o
cddon AUG ¢é representado pela isoforma formil-metionina (RajBhandary, 2000). Porém
em ambos o0s procariotos, codons de inicio alternativos GUG, UUG, CUG, AUU, AUC e
AUA também séo utilizados com menor frequéncia (Srinivasan et al. 2006, NCBI, tabela
11, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html/index.cgi?chapter=
tgencodes#SG11).

Um dos modelos bioldgicos para o estudo da maquinaria genética em Archaea é a
haléfila H. salinarum. Mais informac6es sobre este organismo serdo descritos no topico a

sequir.

1.3. Halobacterium salinarum como modelo de estudo de Archaea

Dentre os organismos pertencentes ao dominio Archaea, H. salinarum destaca-se
como importante modelo de estudo no grupo dos haléfilos. Esta é adaptada a extremas
concentragOes de salinidade (até 5,2 M), concentracdo que supera em 10 vezes a da agua
do mar (Ng et al., 2000). Este organismo foi descoberto e isolado a partir de peixe salgado

em 1922 por Harrison & Kennedy (Leigh et al., 2011), apresenta formato de bastonete com

14



flagelos (Figura 3a) e pode ser encontrado em salinas, lagos de 4gua salgada ou até mesmo,
alojado em cristais de sal, como apontado por estudos que identificaram H. salinarum e
outros hald6filos vivos dentro de rochas salinas (halites) datados em mais de 97.000 anos
(Figura 3c) (Mormile et al., 2003). Além do mais, sdo anaerobicos facultativos e
apresentam vesiculas de gas (Figura 3b), que os permitem flutuar em ambientes aquéticos e
em locais onde a disponibilidade de luz é 6tima para o seu crescimento (Kletzin, 2007,
DasSarma et al., 2013). Possuem coloracdo que varia de rosa a laranja, devido a presenca
de pigmentos como as bacterioruberinas (carotenoides) e proteinas de membrana
fotossensiveis como a bacteriorodopsina (Kletzin, 2007, Jenney, 2007). Devido ao
ambiente em que vivem, sofrem grande exposi¢do a luz solar, porém possuem tolerancia a
altos indices de radiacdo ultravioleta, devido a sua eficiente maquinaria de reparo de DNA
e de outros danos causados no citoplasma. Esta caracteristica impulsionou estudos a

utiliza-la como modelo para 0 melhor entendimento dessas propriedades de reparo celular

(McCready, 1996; McCready & Marcello, 2003; Baliga et al. 2004).

Figura 3. Microscopia eletrénica de H. salinarum. Foto em magnificacdo de 13.500 x, na qual é possivel
observar a  forma  bastonete e a presenca de  flagelos (A). Retirada  de

(https://www.biochem.mpg.de/522218/Org_Hasal). Corte transversal (B) evidenciando as vesiculas de gas

(barra preta — 325nm), (modificado de DasSarma et al., 2013). H. salinarum (seta) (C) encontrada em cristal
de sal datado em 97.000 anos. A barra preta inferior & direita representa um tamanho de 10um (Modificado
de Mormile et al., 2003).

H. salinarum tem sido 0 modelo mais utilizado dentro do grupo das Haloarqueas,

para diversos outros estudos na area da biologia sistémica e gendmica funcional, em
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pesquisas relacionadas ao metabolismo, fisiologia, regulacdo génica e interacOes
moleculares (DasSarma et al. 2006; Jenney, 2007; Leigh et al., 2011; DasSarma et al.,
2013).

O genoma deste organismo foi sequenciado no ano 2000, apresentando 2.571.010
pares de base, ricos em sequéncias GC (68%), distribuidos em um grande cromossomo
circular (2.014.239 pb) e dois mega plasmideos, pNRC100 (191.346 pb) e pNRC200
(365.425 pb) (Ng et al., 2000), com 2.629 genes anotados de acordo a Ultima reanotacéo
realizada pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI) em 2 de Agosto de
2015. Destes, 2540 sdo considerados CDS (Coding sequences - Sequéncias codificantes de
proteinas) e surpreendentemente 40 genes que codificam proteinas com func@es essenciais
para a célula como DNA polimerase, citocromo oxidase e fatores de transcricdo, estdo
localizados nos mega plasmideos (Ng et al., 2000). Uma comparacdo realizada entre as
duas principais linhagens de H. salinarum, NRC-1 (utilizada neste estudo) e R1, mostrou
que a segunda possui 4 plasmideos, onde ha 210 kb que ndo estdo presentes em NRC-1,
porém ambas sdo muito semelhantes em relacdo a composi¢cdo do DNA cromossdmico e
possuem grande quantidade de sequéncias repetidas entre 0 cromossomo e 0s plasmideos.
Esta caracteristica esta relacionada ao grande numero de inser¢fes de sequéncias de DNA
(91elementos de transposicdo) o que gera instabilidade ao genoma (Ng, et al., 2000;
Brugger, et al. 2002; Pfeiffer et al. 2008). ComparacGes realizadas entre sequéncias de
nucleotideos e elementos de transposicdo concluiram que ambas as linhagens séo
originadas do mesmo organismo isolado em 1922 e desde entdo tém divergido em
laboratorios (Pfeiffer et al. 2008).

Desde o sequenciamento do seu genoma, uma grande quantidade de dados
genéticos e moleculares tem sido gerados por meio de andlises sisttmicas para H.

salinarum a partir de tecnologias high throughput para analise do transcritoma (microarray,
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tiling microarrays, RNAseq), proteoma (espectrometria de massa, geis 2D), e predi¢des in
silico utilizando ferramentas de bioinformatica (Levesque & Benfey, 2004; DasSarmas et
al., 2006), em diversas condi¢cdes ambientais e backgrounds genéticos (Kaur et al, 2006,
Kaur et al, 2010, Koide et al, 2009, Bonneau et al, 2007). Este grande conjunto de dados
permitiu a formulacdo de um modelo global de regulacdo génica a partir de dados de
transcritoma focado em genes que codificam proteinas (Bonneau et al, 2007, Brooks et al,
2014).

Além disso, diversos estudos de protedbmica em H. salinarum tem sido realizados,
desde estudos in silico para predicdo de estruturas terciarias de proteinas ndo caracterizadas
(Bonneau et al, 2004), como abordagens experimentais utilizando géis bidimensionais e
espectrometria de massa para auxiliar na identificacdo de proteinas citoplasmaticas e
proteinas de membrana (Tebbe et al. 2005; Klein et al. 2005; Klein et al.2007). Outro
trabalho importante realizado com dados de protedmica foi a criacdo do banco de dados
Peptide Atlas (PA), administrado pelo Institute for Systems Biology, em Seattle, EUA
(Van et al., 2008). O objetivo inicial deste projeto foi 0 mapeamento do proteoma de
diversos organismos, (abrangendo diferentes tipos de células e tecidos), incluindo H.
salinarum, para a qual foi feita a integracdo de dados de uma variedade de experimentos de
espectrometria de massa utilizando peptideos identificados com um alto indice de
confianca. Para o organismo em questdo, foram compilados dados de 497 corridas de
espectrometria de massa para diversos experimentos diferentes, incluindo o fracionamento
de proteinas, enriquecimento por imunoprecipitacdo e analises quantitativas da variacdo do
proteoma em diferentes condi¢des ambientais, totalizando 16.163 peptideos distintos. (Van
et al., 2008). Estes dados representam a expressdo de 63% das proteinas preditas para H.
salinarum de acordo com a primeira anotacdo do genoma. Segundo Van et al. (2008), a

incapacidade de deteccdo de peptideos componentes das demais proteinas pode estar
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relacionada principalmente a baixa abundancia destas na célula.

Outros elementos regulatorios importantes como RNAs ndo codificantes foram
identificados em H. salinarum pela anélise de tiling microarrays (Koide et al, 2009) e RNA
seq (Zaramela & Veéncio et al, 2014, Gomes-Filho et al, 2015). A existéncia de uma
grande quantidade de pequenos transcritos expresssos e diferencialmente regulados aponta
para um papel funcional destas moléculas; a presenca de possiveis codons de inicio e
parada levanta também a possibilidade de que muitos desses transcritos, classificados
como nédo-codificantes possam de fato produzir pequenas proteinas.

A grande quantidade de dados produzidos para H. salinarum é um fator que facilita
0 estudo molecular deste organismo, assim como auxilia na correta anotacdo e
identificacdo de novos genes, permitindo uma visdo mais ampla e completa sobre as

capacidades funcionais deste organismo (Warren, et al. 2010).

1.4. Anotacdo de genes e dificuldades na identificacdo ORFs

Experimentos de sequenciamento e validacdo da expressdo de proteinas séo
extremamente importantes e contribuem significativamente para anotacdo mais precisa de
genes codificantes de um organismo. Quando um genoma € sequenciado, trabalhos de
anotacdo de genes sdo necessarios para compreender a informacdo e entender a ligagédo
entre a fisiologia e os genes identificados. Essas anotacfes sdo realizadas em sua maioria
através de predicdes de ORFs (Open Reading Frames) por softwares que utilizam modelos
matematicos, como modelos de Markov ocultos (HMMs, Hidden Markov Models),
utilizado por diversas ferramentas de anotagdes de genomas em busca por padrdes que
auxiliem no reconhecimento de possiveis sequéncias funcionais de nucleotideos (Delcher
et al. 2007, Kelley et al. 2015).

Muitos softwares podem apresentar precisoes elevadas, com alta percentagem de
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acertos na identificacdo de ORFs, (até 98% para alguns organismos) (Delcher et al. 2007),
porém essa precisao pode variar de acordo com os limiares estabelecidos para a selecédo de
ORFS menores, implicando a geracdo de muitos falsos positivos e negativos e
consequentemente, uma anotacdo pobre para essas sequéncias pequenas (Warren et al.,
2010). Além do problema em relacdo ao tamanho, softwares de anotacdo enfrentam
dificuldades em genomas extremamente compactos devido a grande proximidade entre os
genes, que muitas vezes se sobrepdem em frames diferentes. Um exemplo da problematica
em anotacdo de genes é a diferenca encontrada entre as linhagens NRC-1 e R1 de H.
salinarum, guanto aos numeros, posicdes e tamanho de genes anotados, mesmo estas
possuindo genomas praticamente idénticos. Essas variacdes acontecem principalmente na
posicdo do codon de inicio, evidenciando erros cometidos pelas ferramentas
computacionais (Pfeiffer et al. 2008).

Outra etapa importante na anotacdo de um gene é a identificacdo de CDS (coding
sequences — sequéncias codificantes), que podem ser geradas experimentalmente, por
sequenciamento e/ou validacdo da expressao, ou através de softwares de predicdes. Estes
softwares fazem comparagdes e buscas por homologias com genes ortdlogos de outros
organismos. Em geral, comparacGes com identidade superior a 50% podem ser usadas para
predicdes funcionais e evolutivas entre 0s genes e proteinas. Para proteinas com identidade
menor de 50%, analises em diferentes bancos de dados sdo necessarias (Vasconcelos &
Almeida, 2012). As proteinas identificadas através de CDS séo submetidas a um banco de
dados, como por exemplo, 0 EMBL-Bank/GenBank/DDB e ap6s checagem manual sdo
integradas a banco de dados ndo redundantes como UniProtKB/Swiss-Prot. A grande
maioria das proteinas anotadas em banco de dados é identificada somente por predicdes e
analises de bioinformatica e somente cerca de 5% sdo obtidas experimentalmente

(informacdo disponivel na pagina http://www.uniprot.org/help/sequence_origin). Este € um
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fato que diminui a precisdo das anotacdes e caracterizacfes in silico, devido a incerteza em
relacdo a existéncia da proteina. Muitas vezes comparacfes geram alinhamentos somente
com proteinas hipotéticas e dessa forma néo é possivel estabelecer legitimidade e funcéo.
Portanto, o aumento do numero de experimentos de protebmica pode contribuir com a
identificacdo de outras proteinas ainda ndo conhecidas.

Outro problema enfrentado em relacdo a anotacdo de genes é a identificacdo de
sSmORFs (small ORFs — pequenas ORFs menores de 300 nucleotideos), pois geralmente
sdo estabelecidos limiares para a selecdo de ORFs maiores que possuem menor chance de
gerarem resultados falso positivos. Este fato € compreensivel, pois se os softwares fossem
ajustados para encontrar ORFs de qualquer tamanho, haveria um resultado de milhares ou
milhGes destas dependendo do organismo em questdo. Isso diminui o indice de acerto e

consequentemente da qualidade dos dados gerados. (Samayoa, 2011; Storz et al, 2014).

1.5. smORFs e pequenas proteinas

Ao longo dos anos, as pequenas proteinas, definidas como menores que 50 ou até
mesmo 100 aminoacidos, foram mal compreendidas ou ignoradas (Hobbs et al., 2011,
Storz et al., 2014), devido aos desafios em idenfica-las em misturas complexas de
proteinas. Caracteristicas como pequena massa, tamanho e baixa abundancia na célula
(Ma et al., 2014) fazem com que geralmente sejam perdidas quando se utilizam técnicas
tradicionais de protedmica (Klein et al. 2007). Além disso, pequenas proteinas sdo dificeis
de serem identificadas e anotadas, devido as limitacbes e imprecisGes estatisticas de
softwares para analise de pequenos peptideos (Samayoa et al., 2011) e de smORFs que
muitas vezes ndo usam AUG como cédon iniciador (Ma et al., 2014; Stortz et al, 2014).

Um exemplo da complexidade das smORFs codificadoras de pequenas proteinas, é

a diversidade de posicGes em que estas podem ser encontradas no genoma, podendo ser
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originarias de posicbes em frames alternativos como upstream a regido codificante;
upstream a regido codificante porem com sobreposicéo; dentro da regido codificante em
frame de leitura alternativo; truncada em uma regido codificante; extendida a regido
codificante (Ingolia, 2014) (figura 4).

AUG  Stop
v o - .
WORF b Reqgiao codificadora de proteina

AUG AUG Stop

¥ v
. =
ROEC CUA ... ACC AUG GCG ... CUDNGHG ..

AUG AUG  Stop
Frame de leitura ¥y
alternativo e e T

Truncada

Extendido

BEE ccc ... Acc AUG cGoc L

Figura 4: Esquema dos diferentes tipos de ORFs alternativas. uORF: upstream ao coédon de inicio de um
gene (dentro da regido 5'UTR); UORF overlap: upstream ao cédon de inicio com sobreposi¢do a regido
codificante do gene; Frame de leitura alternativo: dentro da regido codificante de um gene, porém em frame
diferente; Truncada: truncada em uma regido codificante, com o mesmo cddon de parada mas com o cédon
de inicio downstream ao inicio do gene; Extendida: dentro da regido codificante, porém com tamanho
extendido, com o mesmo cédon de parada mas com cédon de inicio uptream ao inicio do gene. Figura
modificada de Ingolia, (2014).

Devido a variedade de smORFs que podem codificar pequenas proteinas, a maioria
destas sdo de dificil identificacdo e geralmente sdo encontradas por acaso, devido a
mutacdes em regiGes ndo anotadas do cromossomo ou por inspecdo de transcritos, genes
ou regiGes promotoras (Storz et al. 2014). Porém, avancos na sensibilidade de técnicas de
espectrometria de massa (Andrews & Rothnagel, 2014; Ma et al., 2014), tiling-arrays e
melhor integracdo de bioinformatica, genémica e protedmica tem contribuido para o

crescente descobrimento do nimero de genes codificadores de proteinas menores que 50
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aminoacidos (Hobbs et al., 2011; Andrews & Rothnagel, 2014). Os avancos dessas
técnicas também contribuiram para a identificacdo de pequenas proteinas e peptideos que
antes pensava-se ser ncCRNAs (Andrews & Rothnagel, 2014). Por exemplo Washietl et al.,
(2011) identificaram em Escherichia coli, um ncRNA que de fato codificava uma pequena
proteina.

As funcbes das pequenas proteinas sdo ainda muito inexploradas (Cheng et al.,
2011), porem diversos trabalhos recentes ja tem descrito a importancia e funcdo destas em
todos os dominios da vida (Samayoa et al., 2011). Peptideos ativos, codificados por
SmORFs tém sido identificados por possuir papéis regulatorios em células eucaridticas
(Andrews & Rothnagel, 2014). Por exemplo, 22 smORFs foram descobertas em
Saccharomyces cerevisiae codificando peptideos necessarios para o crescimento em altas
temperaturas, transporte, metabolismo intermediario, segregacdo de cromossomos,
estabilidade do genoma, dentre outras funcbes (Kastenmayer et al., 2006). Além destas,
pequenas proteinas que fazem parte de componentes da fotossintese em plantas também
foram descobertas (Shi & Schroder, 2002).

Em Bacillus subtilis, foi encontrado um pequeno gene (ComX) que codifica um
peptideo de 10 aminoacidos na sua forma ativa, atuando como feroménio (Hobbs et al.,
2011). Além disso, outros trabalhos também citam funcdes bioldgicas de pequenos
peptideos encontrados em eucariotos e bactérias, atuando como nucleases, proteinas de
membrana (Cheng et al., 2011), antibioticos, reguladores de transcricdo e de proteinas
maiores, e participantes do metabolismo energético e sinalizacdo celular (Hobbs et al.,
2011).

Pequenas proteinas também foram encontradas em Archaea, porém ainda ha poucos
trabalhos a respeito destas. Por exemplo, Humbard et al. (2010), identificaram 2 pequenas

proteinas relacionadas a atividade de ubiquitinase em Haloferax volcanii. Em outro estudo,
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Tarasov et al. (2008), relataram a funcdo de uma pequena proteina de apenas 60
aminoéacidos, codificada na regido intergénica entre 0os genes brp e bop e que estava
relacionada a regulacdo deste ultimo. Mais recentemente Prasse et al. (2015) descreveram
trés pequenas proteinas codificadas por small putative RNA (spRNA) em Methanosarcina
mazei.

Além disso, Klein et al., realizaram em 2007 um trabalho com enfoque nas
proteinas de baixo peso molecular (< 20 kDa) em H. salinarum, onde de 1105 proteinas
preditas teoricamente, somente 380 foram identificadas, sendo que destas, pouco sucesso
foi obtido para as realmente pequenas, menores que 5 kDa. Isso mostra que lacunas ainda
permanecem, sugerindo a necessidade de trabalhos em Archaea onde o enfoque seja a
identificacdo dessas pequenas proteinas.

Os exemplos acima mostram em diferentes espécies, as diversas funcdes das
pequenas proteinas e peptideos e seus importantes papéis bioldgicos na célula. Assim, o
aprofundamento dos estudos para identificacdo da existéncia e funcdo de novas proteinas
se mostra essencial, podendo trazer contribuicdes significativas tanto no estudo basico,

guanto no aplicado.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Como parte de um estudo na area da biologia sistémica, este trabalho visa a
identificacdo de pequenas ORFs com potencial para expressao de pequenas proteinas de
baixo peso molecular (até 100 residuos de aminoéacidos), incluindo proteinas expressas a
partir de ncRNAs identificados em Halobacterium salinarum NRC-1, utilizando dados de
identificacdo de peptideos por espectrometria de massa e analises de bioinformatica.

2.2 Objetivos especificos
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-ldentificacdo e caracterizacao in silico de pequenas proteinas
-Padronizacdo de técnicas utilizadas para a validacdo da expressdo de pequenas

proteinas

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Analises in silico de proteinas
Neste topico serd descrita a metodologia utilizada para a identificagdo e

caracterizagdo in silico de pequenas proteinas em H. salinarum NRC-1.

3.1.1. Obtencao dos dados por espectrometria de massa

Para o estudo das pequenas proteinas, um projeto conduzido em 2014 no
Laboratorio de Biologia Sistémica de Microrganismos (LaBiSisMi) pelo Dr. Gilvan Pessoa
Furtado (Processo Fapesp 2013/23712-6), realizou experimentos de LC-MS (cromatografia
liquida seguida por espectrometria de massas), onde as proteinas de H. salinarum NRC-1
foram extraidas e selecionadas através de um sistema de filtracdo Vivaspin 20 (GE
Healthcare) com filtros de separacdo de 10KDa, a fim de enriquecer as amostras de
proteinas pequenas. Essas amostras foram dessalinizadas, liofilizadas e enviadas para o
Mass Spectrometry and Proteomics Resource Laboratory, uma facility para servigos de
identificacdo e sequenciamento de peptideos em amostras complexas da Universidade de
Harvard, em Boston, EUA. Essa facility possui espectrémetros do tipo Orbitrap e o grupo
possui experiéncia com identificacdo de SEPs (small ORFs Encoded Polypeptides)
(Slavoff et al. 2013). Foram realizadas duas corridas e estas foram analisadas no software
MaxQuant e Proteome Discoverer (Thermo Fisher), utilizando o software percolator

como pacote estatistico. Ao todo, foram identificados 2441peptideos com alto score (-
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valor limiar < 0,01) em duas corridas de LC-MS, sendo que destes, 2339 se alinharam em
uma unica posi¢do no genoma, 2239 com o cromossomo, 16 com o pNRC100 e 84 com o
pPNRC200. Além disso, um script foi implementado em linguagem R para detectar os
peptideos que se alinham somente em posicdes sem genes anotados, ou seja, intergénicos
ou antisenso. Esta analise resultou na identificacdo de 159 peptideos no cromossomo, 7 no

PNRC200 e 3 no pNRC100.

3.1.2. Identificacdo de pequenas proteinas

A partir dos dados obtidos no estudo anterior, um total de 169 peptideos localizados
em posicdes sem genes anotados foram visualizados através do software GGB (Gaggle
Genome Browser, Bare et al., 2010), que permite a integracdo e visualizacdo de dados
oriundos de diversos tipos de experimentos produzidos em larga escala, com o intuito de
identificar as possiveis pequenas proteinas codificadas por smORFs menores de 300
nucleotideos. Foram consideradas as seguintes caracteristicas: (i) a presenca de cddon de
inicio e de parada no mesmo frame do peptideo detectado, (ii) presenca de sinal de
transcricdo por RNAseq e Tilling array (Koide et al., 2009; Zaramela et al. 2014) e (iii)
presenca de TSS (Transcription Start Site) identificados por experimentos de dRNAseq
(Zaramela et al. 2014; ten-Caten et al., em preparacdo). A obtencdo desses ultimos dados é
feita através de uma andlise seletiva de transcritos primarios, que sdo aqueles que
apresentam extremidades 5' trifosfato (5 PPP). Estes sdo enriquecidos devido ao
tratamento com a enzima TEX (Terminator 59 Phosphate-Dependent Exonuclease), que
degrada RNAs processados (extremidades 5 monofosfato). A comparacgédo entre amostras
tratadas e ndo tratadas com a enzima TEX permite a identificacdo dos inicios de cada
transcrito (Sharma et al, 2010).

Além disso, foram feitas analises dos peptideos localizados na mesma posicao de
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genes anotados, com o foco em genes hipotéticos menores que 300 nucleotideos; e

peptideos localizados em regides génicas em frames diferentes ao do gene anotado.

3.1.3. Caracterizacao in silico de pequenas proteinas

Para a caracterizacao in silico de pequenas proteinas encontradas em regides sem
genes anotados foram utilizadas diversas ferramentas disponiveis online e banco de dados
publicos.

Busca por similaridade de sequéncias e dominios conservados foram feitas através
da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), disponivel online no NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Estas analises foram realizadas através
de 2 tipos de BLAST. O BLASTp que faz buscas a partir de sequéncias de aminoacidos no
banco de dados de proteinas; BLASTX: que realiza buscas a partir de sequéncias de
nucleotideos traduzidas nos seis frames de leitura no banco de dados de proteinas (Altschul
et al. 1990). Além disso, estas ferramentas fazem buscas no CDD (Conserved Domain
Database), para a identificacdo de dominios conservados (Marchler-Bauer et al. 2015).

Também foram realizadas analises utilizando a ferramenta BLAST do banco de
dados Uniprot (Universal Protein Resource), que € um banco de dados ndo redundante de
sequéncias de proteinas e anota¢des funcionais. O Uniprot foi formado a partir da juncéo
do Swiss-Prot knowledge Database, TrEMBL e PIR (The UniProt Consortium, 2008).

Para andlises de conservacdo de dominios funcionais e estruturais foram utilizados
os softwares Phyre? (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) e MyHits
(http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan). O Phyre’ é a segunda versdo do software
desenvolvido por Kelley et al. (2015) e utiliza sequéncias de aminoacidos para escanear
banco de dados em busca por homologia. O alinhamento multiplo de sequéncias é utilizado

para predicdo de estruturas secundarias, tanto a sequéncia alinhada quanto a estrutura
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secundaria predita sdo combinadas e convertidas em um Hidden Markov Model (HMM),
que identifica padrdes de mutacdo em sequéncias de aminoacidos a fim de estabelecer uma
impressdo digital evolutiva da sequéncia. Esse resultado é escaneado contra um banco de
dados de HMM de proteinas ja conhecidas, gerando alinhamentos. Aqueles com maiores
escores sdo utilizados para a construcdo da estrutura da proteina de interesse. Ja 0 Myhits €
um banco de dados de dominios proteicos e motivos estruturais, cuja ferramenta "Motif
scan" procura por homologia de sequéncias, a fim de identificar motivos estruturais
conservados que permitem estabelecer relacdes de estrutura e funcdo de proteinas ndo
conhecidas (Pagni et al., 2004).

Além dos softwares descritos acima, foram usadas ferramentas online disponiveis
no EXPASy (Bioinformatics Resource Portal) para calcular o ponto isoelétrico e massa
molecular tedrica das proteinas estudas (http://web.expasy.org/compute_pi/) e no endmemo
para calcular a porcentagem de nucleotideos GC nas sequéncias das SmMORFs

(http://www.endmemo.com/bio/gc.php).

3.2. Construcdes moleculares

Nesta etapa do estudo, foram aplicadas técnicas de biologia molecular para a
construcdo de linhagens recombinantes de H. salinarum NRC-1, para a padronizacdo das
metodologias de validacdo da expressao de proteinas, 0 Chromosomal tagging (marcacao

cromossomal) e expressao de genes através de vetores.

3.2.1 Cultivo de H. salinarum NRC-1
As linhagens de Halobacterium salinarum NRC-1 e NRC-1 Aura3 (Knockout para
0 gene ura3) e demais linhagens recombinantes, foram cultivadas em meio completo (CM)

solido ou liquido, composto por NaCl 250 g/l, MgSQO,.7H,0 20 g/l, KCI 2 g¢/l, citrado de
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sodio 3 g/l, peptona 10 g/l e agua destilada. Dependendo da condicdo, o meio foi

suplementado com uracila 50 pg/mL, mevinolina 20 pug/ml ou 5-fluoroorotic acid (5-FOA)

300mg/ml. Para o meio sélido, houve adicdo de 15¢/l de agar. Estas cresceram em

laboratdrio em estufa a 37°C e sob condicgdes de alta luminosidade, por aproximadamente 7

a 10 dias em meio sélido para a formacéo de coldnias visiveis ou 3 dias em meio liquido,

sob agitacdo de 125 a 250 rpm, até chegar a fase exponencial crescimento (D.0.600,, =

0,5).

3.2.2. Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados neste trabalho foram sintetizados pelas empresas

Invitrogen ou IDT e estdo listados na Tabela 2.

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados neste estudo.

Nomes Sequéncias Aplicagdo
Chromosomal
F1 5’ — ATCTGAATTCGGCGACGGCCCCGTGGTGAT - 3' )
tagging
- 5’ —TTACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCTGGTTTGATGGTGACG Chromosomal
-3 tagging
Chromosomal
F2 5’ - GACGATGA CGACAAGTAACTGGCGCAGGAACCCCGA -3 -
agging
Chromosomal
R2 5’ — AGATAAGCTTTGGGCGACGATGCCCGCCGA - 3' ]
tagging
Chromosomal
F1' 5~ TTGGGTTCGACCTCGACGTG - 3' )
tagging
Chromosomal
FLAG rev 5’ -~ CTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTC - 3' )
tagging
Construcéo de
5' Pfer Pac | 5' - GCGCTTAATTAAGGCCGGCAGCACCTG - 3'
vetores
Construcdo de
F24 5' - CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC —3'
vetores
Construcdode
R24 5'— AGCGGATAACAATTTCACACAG - 3'

5' - GGACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCAT
GACATCGATTACAAGGATGACGATGACAAGTGAA -3
5 - AGCTTTCACTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCGATGTCATGA
TCTTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTCCTGCA - 3'

3XFLAG_pRMG._Pstl_HindlIl_F

3XFLAG_pRMG_Pstl_HindIll_R

cmyc-Pstl-F: 5 — ATGAGACTGCAGATGATCCCCGGGTTAATT -3

cmyc-HindllI-R 5'— GCGCGCAAGCTTTCACTAGTGATTGATTAA -3

vetores
Construcdo de
vetores
Construcéo de
vetores
Construcéo de
vetores
Construcéo de

vetores
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Construcéo de

Lsm-compromotor-EcoR1-F 5'— TATAGAATTCGGACGGCGGGTGGCG - 3' .
vetores
Construcdo de
Lsm-BamH1-R 5'- GGATCCTGGTTTGATGGTGACG - 3'
vetores
Construcdo de
Lsm-sempromotor-EcoR1-F 5 - ATGCGAATTCATGGATGCCACCACCG -3

vetores

3.2.3. Marcagédo cromossomica

Foi usado o marcador (epitope-tag) do tipo FLAG, composto por uma sequéncia de
oito aminoacidos (DYKDDDDK), para avaliar a expressdo génica através da técnica da
marcacdo cromossdmica (chromosomal tagging). Tal procedimento ja foi utilizado em H.
salinarum por Wilbanks (2012) e colaboradores, porém com o peptideo marcador HA

(Human influenza hemagglutinin).

3.2.4. Padronizacdo do Chromosomal tagging para o gene Ism

Com o intuito de padronizar o método utilizado para uma futura validacdo da
expressao de pequenas proteinas, um controle positivo foi utilizado. Para isso, foi
escolhido o gene Ism (VNG_RS05825, antiga VNG1496G ) de H. salinarum, pertencente a
grande familia das proteinas do tipo Hfg (Bacteria), Sm e Sm-like (LSm)(Eucariotos e
Arqueias) (Fischer et al., 2010). A proteina LSm esta relacionada ao metabolismo de RNA
e é considerada um componente chave da rede global pds-transcricional (Wilusz & Wilusz,
2005; Vogel & Luisi, 2011). A massa molecular desta proteina em H. salinarum é de
aproximadamente 7KDa, codificada por uma ORF de 210 pb. Além do tamanho pequeno,
a taxa de expressdo do gene também € considerada baixa (Fischer et al., 2010), o que faz
da LSm um controle semelhante as pequenas proteinas a serem estudadas.

A insercdo do marcador FLAG no DNA cromossémico foi feita atraves da
recombinacdo homologa, sem o uso de enzimas de restricdo, como sugerida por Horton e

colaboradores em 1989.
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3.2.5. Construcao do gene controle marcado com FLAG

A primeira etapa da técnica de recombinacdo consistiu na geracdo de um fragmento
de ~1000pb por PCR overlap (Heckman & Pease, 2007). Para isso, foram amplificados
dois fragmentos de ~500pb, um upstream, primers F1, R1 e outro downstream ao cddon de
parada do gene Ism, primers F2, R2, com a adi¢cdo da sequéncia codificadora do FLAG
(através dos primers F2 e R1) em uma das extremidades de cada fragmento, de forma que
ambos os fragmentos amplificados possuissem uma regido complementar entre eles
(Figura 5). Assim sendo, os fragmentos puderam se unir através de um PCR overlap
(Horton et al., 1989; Heckman & Pease, 2007), no formato 500pb::FLAG::500pb (Figura
5). A adicdo do FLAG implicou na troca de posi¢do do stop cddon nativo do gene Ism, que
foi substituido pela sequéncia de nucleotideos do FLAG com um stop cddon no final. O
fragmento final foi inserido por digestdo enzimatica no vetor pHsal-S (Figura 5), um vetor
suicida, construido para esta finalidade (Silva-Rocha et al., 2015), que possui origem de
replicacdo bacteriana, mas ndo para arqueia, além do gene ura3 e 0s genes de resisténcia a

mevinolina e ampicilina.

Fl. . T —

— R1 -— R2
PCR 1

Primers F1+R1, FZ+R2
—

\ / PCR 2
Primers Fl1+R2

Fl_-

Inserto AB
. no vetor
W PH=al-3

pH=al-5

Figura 5. Reacdo de PCR overlap para a construcdo do fragmento 500pb::FLAG::500pb, inserido no vetor.
Na reacdo de PCR 1, os primer F1 + R1 amplificam 500pb upstream ao gene LSM (fragmento A) e o0s

primers F2 + R2 amplificam os 500pb downstream ao gene LSM (fragmento B). Nota-se que a sequéncia
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overlap (correspondente ao FLAG) acompanha os primers F2 e R1. Na reacdo de PCR 2, ambos fragmentos
de 500pb (A e B) sdo unidos pela regido overlap e amplificados pelos primers F1 e R2, produzindo um
fragmento de ~ 1000pb (AB), que é inserido ao vetor pHsal-S por digestdo enzimatica. (Esquema modificado
de Heckman & Pease, 2007).

3.2.6. Transformacao

Antes da transformacdo em H. salinarum, o vetor pHsal-S contendo o fragmento
com o FLAG foi transformado em E. coli DH5a para replicacdo e posterior extragéo do
DNA plasmidial, que foi sequenciado, confirmando a construgé&o.

Os plasmideos foram inseridos em H. salinarum NRC-1 Aura3, seguindo o
protocolo de transformacdo quimica sugerido por Dyall-Smith, (2009), no qual utiliza
EDTA para a remocdo da parede celular, produzindo esferoplastos. Em seguida, 0s
transformantes foram cultivados em meio CM liquido até atingirem a fase exponencial de

crescimento, densidade 6ptica de 0,5 em 600nm.

3.2.7. Recombinacéo cromossémica (crossover)

Apos o crescimento, os transformantes foram plaqueados em meio CM sélido com
adicdo de mevinolina, agente seletor para arqueias, no qual somente os individuos
transformantes que possuem o plasmideo sobrevivem, devido ao gene de resisténcia mev®
presente neste. Uma segunda selecdo foi feita, visando a expulsdo do plasmideo. Nesta, as
arqueias foram plagueadas em meio sélido com adicdo de 5-fluoroorotic acid (5-FOA),
agente seletor negativo para a presenca do gene pyrF (presente exclusivamente no
plasmideo), de forma que a auséncia deste € necessaria para a sobrevivéncia, indicando a
perda do plasmideo nas col6nias sobreviventes e consequentemente a recombinacao
cromossémica concluida (Figura 6). Para checar se a recombinacdo foi bem sucedida, as
colbnias que cresceram foram analisadas, amplificando-se o fragmento upstream ao gene

Ism, com um novo primer F1’ que se liga a uma regido do DNA gendmico anterior aos
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500pb, eliminando a possibilidade de amplificacdo do fragmento contido no vetor (caso
esse nao tivesse sido eliminado) e R’, primer que se liga ao FLAG. Além disso, esta

construcdo foi confirmada por sequenciamento.

Figura 6. Marcacdo cromossdmica: Esquema simplificado representando um plasmideo (linha continua
preta) com um inserto portador do marcador FLAG (branco) e dois fragmentos de 500pb (quadrados cinza),
no qual um é homdélogo a regido terminal do gene Ism (verde) e outro € homélogo a uma regido do DNA
cromossdmico (linha ondulada cinza). Apds a recombinacdo, o inserto substitui a regido homdloga no
cromossomo e 0 DNA cromossdmico correspondente passa a fazer parte do plasmideo. O gene, agora ligado
ao marcador FLAG codificard uma proteina (azul) também marcada. Imagem modificada de Wilbanks et al.
(2012).

3.2.8. Construcao de vetores para a expressao do gene controle (Ism)

Além da marcacdo cromossémica com o peptideo FLAG, outros dois tipos de
construcdes foram idealizadas, visando-se a avaliacdo da expressdo do gene Ism a partir
dos vetores plasmidiais pHsal-C e pHsal-E (Silva-Rocha et al., 2015), ambos com origem
de replicacdo para bactéria e arqueia e genes de resisténcia a Carbenicilina e Mevinolina.
Porém o primeiro vetor ndo possui promotor e 0 segundo possui um promotor modificado

da ferredoxina (VNG_RS08265), adequado para superexpressao de genes (Figura 7).

Ao todo, quatro tipos de vetores foram panejados a fim de se testar em H.
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salinarum NRC-1 diferentes condicdes de expressdo com diferentes marcadores (epitope
tags), 3XFLAG e Cmyc. Os novos vetores construidos foram: pHsal-C-Cmyc-Lsm (com
promotor nativo), pHsal-C-3xFLAG-Lsm (com promotor nativo), pHsal-E-Cmyc-LSm e
pHsal-E-FLAG-LSm. O marcador 3XFLAG foi produzido sinteticamente por meio de 2
grandes primers complementares, F: 3XFLAG_pRMG Pstl Hindlll F e R:
3XFLAG_pRMG_Pstl_HindlIll_R, com sitios de restri¢cdo para Pstl e Hindlll e 0 marcador
Cmyc, amplificado a partir de uma outra constru¢do no vetor pHsal-S pelos primers F:
cmyc-Pstl-F e R: cmyc-HindllI-R, com sitios de restricdo para Pstl e Hindlll. O gene Ism
foi amplificado sem e com promotor nativo (~200pb upstream ao cédon de inicio do gene),
com os primers F: Lsm-sempromotor-EcoR1-F e R: Lsm-BamH1-R para o fragmento do
gene sem o0 promotor e os primers F: Lsm-compromotor-EcoR1-F e R: Lsm-BamH1-R
para o fragmento do gene com promotor. Devido ao acoplamento de um marcador ap6s o

gene, o primer reverse do Ism exclui o cédon de parada do mesmo.

1 Pacl (1)

186 Avrll (1)

194 Notl (2)
04 Ndel (1)

) 1 Pacl (1)
R24 9..32

1 Notl (2)
1 Ndel (1)
58 Ncol (1)
5 EcoRl (1)
39 BamHI (1) 1 Sacl (1)
7 Kpnl (1)
1 Xmal (1)
1 Smal (1)
6 BamHI (1)
2 Xbal (1)
04 Pstl (1)
69 Hindlll (1) 110 Sphl (1)
16 Hindlll (1)

rep 4952..4002 . rep 4799..3849

mevR 467..1678
pHsal-E R 620..1831
mevi L.

5479 bp

3881 Balll (1) 3728 Bglll (1)

7
Bla 3750..2890 2068 Ascl (1) Bla 3597..2737
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Figura 7. Vetor pHsal-E (esquerda), utilizado juntamente com o vetor pHsal-C (direita) como base para as
construgdes pHsal-C-Cmyc-Ism(com promotor nativo), pHsal-C-3xFLAG-Ism (com promotor nativo),
pHsal-E-Cmyc-Ism e pHsal-E-FLAG-Ism. A diferenca entre os dois vetores estd somente na presenca do
promotor Pzero (seta azul clara) (criado a partir do promotor da Ferredoxina de H. salinarum NRC-1) no
vetor pHsal-E. Nota-se o gene de resisténcia a mevinolina (mevR em verde), gene de resisténcia a

Carbenicilina (Bla, em marrom), origem de replicacéo (rep em cinza). Imagem modificada de Silva-Rocha et

al., (2015). R24: sitio de ligacdo do oligo reverse. F24: sitio de ligagdo do oligo forward.

3.2.9. Lise celular e quantificacao de proteinas

Os organismos recombinantes através da insercdo de vetores para a expressao
foram cultivados em 50mL de CM com adicdo do antibidtico mevinolina e o0s
recombinantes através da técnica da marcacdo cromossdmica foram cultivados em 50mL
de CM com adicdo de uracila. Apds atingir a D.O.s00nm=0.5, as culturas foram transferidas
para tubos de polipropileno e centrifugadas (centrifuga Eppendorf 5804 R) a 8.000g por 5
minutos a 4°C. O pellet foi lavado com 20mL de solugdo basal de sal (NaCl 250g/l,
MgS0,.7H,0 20 g/l; KCI 2g/L; citrato de sddio 3 g/L) e centrifugado novamente a 8000g
por 5 min a 4°C.

Para os recombinantes com vetores de expressdo, o pellet foi ressuspendido e
utilizado diretamente para a analise por Western blot. Para a linhagem recombinante por
marcagdo cromossomica, o pellet foi resuspendido em 1mL de TBS suplementado com
inibidor de protease (Sigma S8830-20TAB) e em seguida transferido para microtubos
plasticos de 1,5mL. As células foram lisadas por sonicacdo (Q125 Qsonica) em poténcia de
40% com pulsos de 15 segundos com intervalos de 15 segundos por 6 minutos. O produto
da lise foi centrifugado a 11.000g por 40 minutos a 4°C, o precipitado foi descartado e o
sobrenadante aspirado e transferido para outro microtubo de 1,5 mL. O produto da

extracdo de proteinas foi quantificado pelo teste de Bradford (Bradford, 1976).
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3.2.10. Imunoprecipitacao

Esta etapa foi realizada somente para 0s organismos recombinantes cromossomais.
Esta etapa consistiu no enriquecimento das amostras com proteinas marcadas por FLAG.
Para tal, um volume de 50 pL (por reacdo) de Beads magnéticas acopladas a Anti-mouse
IgG (Dynabeads Pan Mouse IgG: Invitrogen REF 11041) foi centrifugado a 2.000g por 2
minutos, o supernadante removido e o0 precipitado lavado com TBS; este procedimento foi
repetido 2 vezes. Para o acoplamento do anticorpo com as beads, estas foram centrifugadas
novamente a 2.000 g por 2 minutos e resuspendidas em 250 uL TBS com adicdo de 2 pL
de anticorpo Anti-FLAG M2 (Sigma: F1804) e incubadas por 3 horas a temperatura
ambiente. Em seguida estas foram lavadas 2x com TBS para eliminar os anticorpos nao
ligados. Apds a lavagem, foram centrifugadas e ressuspendidas em 30uL (6pg/uL) do
produto da lise celular, para que a proteina marcada com o FLAG se ligasse ao Anti-FLAG
acoplado as beads. E foram incubadas por 5 horas a 4°C sob agitacdo rotativa e em seguida
lavadas 5x em tampao de lise (TBS). As proteinas foram eluidas em 50 pL de TE + SDS
0,1% a 65°C por 10 minutos e centrifugadas em velocidade maxima por 30 minutos. O

sobrenadante foi aspirado e transferido para um microtubo de 1,5ml.

3.2.11. Western blot e Dot blot

Os pellets das culturas recombinantes com vetores e o0 produto da
imunoprecipitacdo das proteinas dos organismos recombinantes cromossomais foram
misturados ao tampdo de amostra (glicerol 30% (v/v), SDS 9,2% (p/v), Azul de
bromofenol 1% (p/v), B-mercaptoetanol 20% (v/v), tris-HCI 1M pH 7,0 (0,25M)), aquecido
a 95°C por 5 minutos e corrido em gel de poliacrilamida 12%, 1,5mm, em tampdo de
corrida (tris 0,25M, Glicina 1,9M, EDTA 10mM, SDS 35mM). As proteinas foram

transferidas para membrana de nitrocelulose de poro 0,22 pum umidecida em tampéo de
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amostra de sistema semi-seco (Tris 48mM, Glicina 39mM, Metanol 20%, SDS 0,04%, pH
8,5) por western blot semi-seco, a 25V por 30 minutos. A membrana foi bloqueada em
leite desnatado (molico) 5% em TBS-Tween (0,1% v/v Tween 20) durante 1 hora em
temperatura ambiente e lavada 2 vezes em TBS-Tween para eliminar o excesso de leite.
Em seguida esta foi incubada com anticorpo primario Anti-FLAG M2 em diluicdo de
1:500 em TBS-Tween, overnight a 4°C sob agitacédo rotativa e lavada 3 vezes com TBS-
Tween. Por fim, foi incubada com anticorpo secundario Anti-mouse 1gG (Sigma: A4416)
conjugado com peroxidase diluido em TBS-Tween na razdo 1:1000 por 1 hora. A atividade
da peroxidase foi estimulada com solu¢do quemiluminescente de ECL (Amersham™ ECL
Western Blotting Detection Reagentes, GE Healthcare) e a revelacdo foi feita em filme
fotografico (Amersham Hyperfilm ™ ECL GE Healthcare 28906836) e pelo
fotodocumentador (ImageQuant™ LAS 4000, GE Healthcare).

Além do western blot, testes de Dot blot foram realizados para verificar a presenca
da proteina de interesse na amostra de lisado celular. Para isso, 5L de cada amostra foram
aplicados diretamente a membrana de nitrocelulose umidificada previamente com Tampao
de transferéncia de sistema semi-seco. A membrana foi incubada a 4°C overnight para o
adequado secamento da amostra aplicada. Uma proteina controle, gentilmente cedida pelo
Prof. Dr. Marcelo Damario Gomes, FBXO025 de ~70KDa marcada com 3xFLAG
(sequéncia de 3 FLAGS) foi usada como controle positivo. Os procedimentos seguintes se

repetem aos descritos anteriormente para Western blot.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A secdo Resultados e Discussdo serd dividida em duas partes para facilitar a
organizacdo e compreensdo. Na primeira parte serdo apresentados os resultados referentes
as andlises de bioinformatica dos dados obtidos por espectrometria de massa, com o intuito
de identificar e caracterizar in silico as pequenas proteinas anotadas e ndao anotadas de H.
salinarum. Na segunda parte sera apresentada a padronizacao das técnicas moleculares de
marcacdo cromossomal e superexpressao através de vetores, que serdo utilizadas para a

validacao da expressdo de pequenas proteinas.

4.1. Resultados e Discussdo — Parte 1: ldentificacdo e caracterizacdo de pequenas
proteinas

O experimento de espectrometria de massa gerou 2441 peptideos com alto escore e

estes foram selecionados quanto ao nimero de vezes que se alinham ao genoma; quanto a

sua localizacdo (em regido com gene anotado ou regido sem gene anotado, Figura 8); e

quanto ao tamanho da possivel proteina codificada. Esta selecdo foi feita com o intuito de

identificar e caracterizar in silico pequenas proteinas em H. salinarum NRC-1.

4.1.1. Analise geral dos dados de espectrometria de massa

A analise dos 2339 peptideos que se alinham em uma Unica posicdo no genoma
resultou na identificacdo de 169 peptideos que se alinham em regides sem genes anotados e
2170 que se alinham em regiGes com genes anotados (Figura 8). Destes ultimos, alguns se

alinham a genes bem conhecidos e que sdo codificados por smORFs. Alguns exemplos
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desses genes podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3: Exemplos de genes conhecidos que apresentam SmORFs e possuem peptideos alinhados
identificados por LC-MS.

Gene Funcio Tamanho da N° de peptideos da N° peptideos do Peptide
¢ smORF LC-MS alinhados Atlas alinhados

VNG_RS10455, antiga . .

VNG2668G RNA polimerase subunidade H 226pb 2 4
VNG_RS03360, antiga . .

VNG0S60G RNA polimerase subunidade L 285pb 1 5
VNG_RS06625, antiga Proteina rlpossomal 30S 159pb 1 4

VNG1706G subunidade S14
VNG_RS08025 , antiga Proteina ribossomal 50S

VNG2076G subunidade L40 144pb ! !

A identificacdo de sSmORFs de genes conhecidos com peptideos alinhados € um
importante controle positivo para o0 experimento, mostrando que os dados obtidos por
espectrometria de massa corroboram com outros dados ja conhecidos. Apesar da
identificacdo de somente 1 ou 2 peptideos por LC-MS, também foram encontrados
peptideos do banco de dados Peptide Atlas (Van et al., 2008), fornecendo evidéncias
experimentais adicionais para identificacdo dessas SmMORFs.

Além de peptideos localizados em regibes de genes conhecidos, outros se alinharam
a genes anotados considerados hipotéticos. De acordo com a anotacdo do NCBI anterior a
02 de Agosto de 2015, (quando parte deste estudo foi realizado), H. salinarum NRC-1
possuia 2682 genes anotados, sendo que destes 530 eram SmORFs menores de 300
nucleotideos e destes, 313 eram considerados genes hipotéticos. Tendo em vista este fato,
foram identificados ao todo 75 genes hipotéticos menores de 300 nucleotideos alinhados

com 175 peptideos, representando uma cobertura de 23,96%.
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Figura 8: Fluxo das analises para a identificagdo das pequenas proteinas a partir de peptideos identificados
por espectrometria de massa.

Dos 75 genes hipotéticos pequenos, 39 possuem entre 2 e 7 peptideos alinhados
identificados pelo experimento de LC-MS (Tabela 4) e muitos desses genes ainda possuem
alinhamento de peptideos do banco de dados Peptide Atlas (Van et al., 2008). Esta

ocorréncia é sugestiva, indicando que esses genes podem ser de fato codificantes.

Tabela 4: Genes hipotéticos < 100aa com peptideos alinhados

NlGmero de NUmero de peptideos alinhados

= B B O
~N o o1~ Ww

Além disso, analises visuais no software GGB permitiram a visualizacdo de 33 genes
hipotéticos pequenos que possuem alinhamento exclusivamente com peptideos obtidos

pelo experimento de LC-MS (Figura 9 A). Porém, dos 175 peptideos analisados que se
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alinham a genes hipotéticos pequenos, 85 se alinham na mesma posicdo de peptideos

encontrados no Peptide Atlas (Figura 9 B).

®

Genes com peptidecsalinhados

Genes com peptidecsalinhados
tanto deste estudo quanto do

exclusivaments deste estudo :

33 genes

42 genes

Figura 9: Comparacdo dos dados deste estudo com os dados do banco Peptide atlas. A: Genes hipotéticos
gue possuem peptideos alinhados deste estudo (experimento de LC-MS na facility de Harvard) e do Peptide
atlas. B: 1: Numero de total de peptideos do banco Peptide Atlas para H. salinarum. 2: Peptideos deste estudo
alinhados a genes hipotéticos <300 nucleotideos. Na interseccdo ha 85 peptideos comuns entre este estudo e

0 Peptide Atlas que se alinham na mesma posicao em genes hipotéticos <300 nucleotideos.

Devido a reanotacdo de genes realizada pelo NCBI em agosto de 2015, o nimero
de genes hipotéticos menores de 100 aminoacidos presentes em H. salinarum NRC-1
passou de 313 para 227, e dos 75 genes alinhados a peptideos neste estudo, 14 foram
excluidos do banco de dados (Tabela 5), porém a maioria destes possuem diversas
evidéncias de que s@o expressos como, a presenca de sinal de transcricdo e presenca de
Transcription Start Site (TSS), obtidos por outros experimentos realizados no Laboratorio
onde este estudo foi conduzido e evidéncias de que codificam proteinas, como a presenca
de peptideos alinhados e presenca de codon de inicio e de parada (Figura 10). Este fato
mostra que anota¢Ges automaticas possuem problemas e estudos mais minuciosos precisam

ser levados em consideragao.
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Tabela 5: Genes que foram descontinuados do banco de dados NCBI, porém ha evidéncias de que sao
expressos e de que sdo codificantes de proteinas.

o
Ndmero Posicdo no genoma MUz Sé?&rgideos CE deziggiiﬂfezt%?dl
dRNAseq

1 VNGO0532Hd Reverse [409836, 409991] 1 Sim/ 4

2 VNG1292H Reverse [966430, 966543] 1 Sim/ 4

3 VNG1376H Reverse [1026595, 1026759] 1 Sim/ 4

4 VNG1960H Reverse [1447469, 1447639] 7 Sim/4

5 VNG2129H Reverse [1565967, 1566074] 1 Sim/4

6 VNGO069H Forward [1565967, 1566074] 5 Néo

7 VNG0287H Forward [230608, 230883] 1 Sim/3

8 VNGO0990H Forward [756010, 756183] 1 Néo

9 VNG1423H Forward [1060045, 1060191] 4 NZo

10 VNG1591H Forward [1189961, 1190134] 1 Sim/ 1

11 VNG2039Hd* Forward [1505330, 1505425] 2 Sim/ 4

12 VNG2385H Forward [1789808, 1789984] 4 Sim/ 2

13 VNG2451H Forward [1838406, 1838513] 3 Sim/ 4

14 VNG2626H Forward [1965732, 1965824] 1 Sim /4

* Este gene nunca foi anotado no banco de dados NCBI, porém esta presente em outros bancos de dados).
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Figura 10: Vizualizagdo no GGB de um exemplo de um gene anotado como proteina hipotética
(VNG1960H) que foi descontinuado na recente reanotagdo realizada pelo NCBI. Porém é possivel notar a
presenca de diversos elementos que o colocam como um gene funcional. Para esta regido (hachurado em
azul) ha 7 peptideos alinhados (tracos horizontais verdes, alguns sobrepostos), presenca de um alto sinal de
transcricdo (linhas laranjas), com inicio marcado pela presenca de TSS (sitio de inicio de transcricdo)
(tridngulos azuis) produzidos por quatro experimentos de dRNAseq. As barras laranjas representam os genes
anotados na fita reverse (Superior: anotacdo antiga. Inferior: anotacdo nova). As barras verticais verdes
representam os codons de inicio e as barras vermelhas, os codons de parada. Os frames estdo indicados no

canto direito inferior (-3,-2,-1).
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Outro dado interessante para peptideos alinhados a genes anotados e conhecidos,
foi a presenca de peptideos em frames diferentes aos das proteinas codificadas, o que pode
ser um indicio de traducdo alternativa, assim como relatado por Vanderperre et al. (2013)
em um estudo com células humanas. Uma analise visual da posi¢do de todos os peptideos
no software Gaggle Genome Browser permitiu a identificacdo de 9 peptideos em frames

diferente, como exemplificado na Figura 11.

I 1 | | | | I +3
| I I | 1 |

WHGDEIEE | WP _00I02588 1 | integrase

BIE000

Figura 11. Visualizagdo no GGB de um peptideo intragénico (traco amarelo indicado pela seta e hachurado
em azul), localizado na fita forward. Este peptideo é codificado no frame +3, enquanto que 0 gene
VNGO0838G (barra amarela) codifica a proteina integrase no frame +1. Os tracos cinza na posi¢do superior
representam peptideos do banco de dados Peptide atlas e assim como o gene, estes estdo no frame +1. As
linhas amarelas e azuis representam sinais de transcritos obtidos por experimentos de RNAseq, indicando a
ocorréncia de expressdo génica no local. As pequenas barras em verdes verticais indicam a presenca de
cédon de inicio para cada frame. As barras vermelhas indicam os codons de parada e as barras em verde

escuro representam o cédon de inicio candnico AUG.

Dos 9 peptideos intragénicos identificados, somente 4 possuem ORFs (Tabela 6).
As sequéncias de aminoacidos foram analisadas através do BLASTp no banco de dados

NCBI e no banco de dados Uniprot.
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Tabela 6: Identificacdo de peptideos intragénicos

Namero Posicéo do peptideo no Tamanho da ORF Identidade com
Cromossomo outra proteina
1 Forward [90120, 90233] 114 -
2 Forward [219692, 219905] 213 44,6%
3* Reverse [505852, 506227] 450* 31,4%
4 Forward [637972, 638125] 159 47,5%

*Apesar de o foco do estudo ser com smORFs (<300 nucleotideos), esta ORF foi considerada
para analise por ser uma caso interessante de possivel tradugdo alternativa intragénica.

A similaridade de sequéncia com proteinas de outros organismos para as ORFs
alternativas pode ser um indicativo de que a proteina encontrada € conservada. Porém neste
estudo, somente 3 ORFs alternativas apresentaram identidade com outras proteinas e essa
identidade foi baixa (<50%).

O fato de essas ORFs possuirem sinais de transcritos e presenca de peptideos
devem ser levados em consideracdo, mas evidéncias adicionais sao necessarias para provar
a sua existéncia, como por exemplo, dados adicionais de espectrometria de massa, dados
de Ribossomal profile, presenca de dominios conservados e validacdo in vivo. A soma de
evidéncias de que uma proteina pode estar sendo expressa contribui significativamente

para a qualidade do resultado.

4.1.2. Selecdo de possiveis SmMORFs intergénicas e antisenso

Com o intuito de identificar possiveis pequenas proteinas, 169 peptideos
localizados em regiGes sem genes anotados (regido intergénica e antisenso) foram
analisados quanto a presenca de sinais de transcricdo evidente e de codon de inicio e de
parada no mesmo frame do peptideo. O tamanho das sSmORFs foi delimitado pela presenca
de um cddon de inicio canbnico (metionina) upstream ao peptideo e de um codon de
parada downstream ao peptideo. Nos casos onde ndo havia uma metionina (ATG) presente,
foram considerados os codons de inicio alternativo (TTG, CTG, ATT, ATC, ATA e GTG)

localizados mais préximos do peptideo.

43



Essa analise resultou na selecdo de 75 smORFs menores de 300 nucleotideos, sendo
que 71 foram localizadas no cromossomo, 43 na fita forward e 28 na fita reverse e 4 foram
localizadas no plasmideo pNRC200, 3 na fita forward e 1 na fita reverse. Destes, somente
5 possiveis SmORFs situadas no cromossomo foram selecionadas por serem as mais
provaveis a codificar uma pequena proteina, devido a evidéncias de expressao do gene,
como a presenca de sinais de transcritos fortes, presenca de TSS e evidéncias de traducéo,
como a presenca de um ou mais peptideos identificado por espectrometria de massa,
localizados entre um codon de inicio e codon de parada. Também foram calculados o
ponto isoelétrico da possivel proteina e a porcentagem de nucleotideos GC da SmORF. Nas
tabelas 7 e 8 € possivel verificar as caracteristicas gerais das proteinas selecionadas. Um
exemplo de proteina que se encaixa em todos 0s critérios pode ser observado na figura 12.

Para facilitar a abordagem, foi criada uma identificacdo para cada peptideo: GPF1,
GPF2, GPF3, GPF4 e GPF5. As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos de cada SmORF

podem ser encontradas com mais detalhes nos materiais complementares, na tabela 10.

Tabela 7: Proteinas identificadas de acordo com os critérios de selecdo

Identificacdo da ; X Posicdo da smORF no Numero de aa %GC da
Peptideos alinhados , PI MM
SmORF Cromossomo da proteina ORF
ADIHAELDAR [1505330 — 1505425]
GPF1 31 67.70 4.65 3488.80
GADADVSR Forward frame 2
[882933 — 883085]
GPF2 ALVDTQPGLVR 50 66.01 4.12 5329.93
Reverse frame 2
[1187834 —1188115]
GPF3* DLPIQQIREMYRQAAR 93 56.02 4.69 10475.52
Reverse frame 3
[1332769 — 1333068]
GPF4 LTGDSAGGFEVVTTPSPVGR 99 70.66 12.53 11433.17
Forward frame 1
[752956 — 753141]
GPF5 QQQQQQITVSDNSSSKPK# 61 50.00 4.75 6569.22

Forward frame 1

P1: Ponto isoelétrico (tedrico). MM: Massa molecular (Da) (teérica). * Proteina hipotética anotada no NCBI em agosto de
2015. GPF1 e GPF2 estdo anotadas em H. salinarum R1, com a mesma sequéncia, mas com codon de inicio candnico
(Metionina). #Peptideo identificado duas vezes, em duas corridas de LC-MS.

44



Tabela 8: Possivel sequéncia de aminoacidos das pequenas proteinas putativas.

SmORF Sequéncia de aminoéacidos
GPF1 MTAWQTLFERGADADVSRADIHAELDARRGE
GPF2 VVLNRLRALVDTQPGLVRECRDCGTTLGEDSDDAT VCPTCGSSEIATYDL

GPF3 LGQTGSDQILLGHAHHEHLRDLPIQQIREMYRQAARRLLGQVSETEEFYRAGIVAIDVPESDPFTGDRAGDEDEIGTKENT

DESQYITKPLS
GPF4 LVASTRLTGDSAGGFEVVTTPSPVGRRCSTTRRTGCPRGRRRRVRRHRPSGCRRRFRRTRRPRSRRRRSRSRRRRASQGLP
GRPGCRRPAGTRPAGCRW
GPF5 MGVVGCCGSKQQQQAQQITVSDNSSSKPKRICPDCG MENPTEANHCGDCGFTFKSPEDTDDK

As smORFs GPF1 e GPF5 foram as Unicas a apresentar mais de um peptideo
alinhado. Na primeira foram identificados dois peptideos distintos, engquanto que na
segunda o mesmo peptideo foi identificado duas vezes. Este fato nos fornece uma
evidéncia maior de que pequenas proteinas sao codificadas por estas SMORFs.

Também foram identificados para a maioria das possiveis proteinas pontos
isoelétricos &cidos e sequéncia de nucleotideos com alta percentagem de GC. Estas
caracteristicas corroboram com o padrao descrito para H. salinarum, de alto contetdo GC
e baixo pl.

Um exemplo de proteina que se encaixa em todos os critérios pode ser observado na figura

12.
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Figura 12. Visualizagcdo no GGB da smORF GPF5 do peptideo QQQQQQITVSDNSSSKPK, (hachurado em
azul), localizado na fita forward no frame +1. Este se encontra em uma regido onde ha sinais de RNAseq
(linhas amarelas e azuis), indicando a ocorréncia de expressdo génica. Apesar de se encontrar em uma regido
intergénica uma parte da sua possivel proteina codificada no frame +1 (61aa, barra preta) sobrepde o inicio
do gene VNGO0987H (barra amarela), com inicio no frame +2. Os tridngulos azuis indicam os TSS. As
pequenas barras em verdes indicam a presenca de codon de inicio para cada frame. As barras vermelhas

indicam os codons de parada e as barras em verde escuro representam o codon de inicio canbnico ATG.

4.1.3. Analise funcional in silico das pequenas proteinas

As cinco smORFs localizadas em regides sem genes anotados selecionadas pelas
analises de bioinformatica foram caracterizadas in silico a partir de ferramentas disponiveis
online, com o intuito de fazer buscas por similaridade com outras espécies, identificacdo de
dominios conservados, e predicdo estrutural a partir das sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos. Somente os resultados com altos indices de confianca foram selecionados e

podem ser visualizados na tabela 9.
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Tabela 9: Caracterizacgdo in silico das 5 pequenas proteinas identificadas.

E-value ou

Software utilizado % ldentidade indice de Organismo
confianga

100% de identidade com
GPF1 BLASTp/BLASTxX |proteina ndo caracterizada 2e-12 H. salinarum R1
(OE_3859B1F) de 3laa

98% de identidade com
uma proteina CPxCG
relacionada a dedos de

BLASTp/BLASTX zinco.

47% de identidade com

uma proteina hipotética de 9e-06
48aa

39% de identidade com

Ribonucleotideo redutase 95% =

anaerdbica

Phyre2 31% de identidade com
Metal-binding protein
relacionada a familia

HypA
78% de identidade com
GPF3* BLASTpP/BLASTX |uma transposase (1S4-like) 4e-33
de 345aa
50% de identidade com
proteina ndo caracterizada
rica em sequéncias de

GPF4 arginina de 241aa

Motivo estrutural:

Myhits sequéncias ricas em 7,6e-17 -

arginina

52% de identidade com

BLASTp/BLASTx |uma proteina hipotética de 3e-08 Halorhabdus tiamatea

77aa

Dominio conservado: zinc
ribbon (folhas de zinco)

Dominio conservado:

BLASTp/BLASTX Double zinc ribbon,

GPF5 35% de identidade com

Phyre2 super fami!ia de prot_einas

ribossomais que se ligam
a fons zinco
Motivo estrutural de
proteinas ribossomais 50S
Motivo estrutural para
proteinas ribosomais 30S

* Proteina hipotética anotada no NCBI em agosto de 2015. #Apesar de um e-value alto, o software Myhits considera a

identificacdo desses motivos estruturais como confiaveis.

7e-26 H. salinarum R1

Halanaeroarchaeum
sulfurireducens

GPF2

93% =

Halorhabdus tiamatea
SARL4B

Uniprot 1,9e-07 Frankia sp. BMG5.23

BLASTp/BLASTX 2,56e-04 -

9,18e-04 -

95% -

Myhits 0,052# -

Myhits 0,35# -

A busca por similaridade para a SmMORF GPF1 encontrou uma proteina hipotética
(OE_3859B1F) de 31aa em H. salinarum R1 com 100% de identidade, indicando que pode

ter ocorrido um erro de anotacdo. Além disso, a SMORF GPF1 possui dois peptideos
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diferentes alinhados e TSSs identificados em quatro experimento de dRNAseq, sugerindo
que esta regido esta sendo transcrita e provavelmente, codificando uma proteina.

A smORF GPF2 possui alta identidade (98%) com uma proteina CPxCG
relacionada a dedos de zinco em H. salinarum R1, sugerindo mais uma vez um erro de
anotacdo. Além disso, essa pequena proteina possui identidade de 50% com outra proteina
CPxCG relacionada a dedos de zinco (OE_6112F) de 48aa em Halobacterium salinarum
R1 localizada em um dos plasmideos. A existéncia dessas sequéncias repetidas entre o
cromossomo e o0 plasmideo pode ser uma evidéncia da acdo de elementos de transposicao,
que sao abundantes em H. salinarum (Ng, et al., 2000).

A andlise feita no software Phyre? identificou dominios de ribonucleotideo redutase
anaerdbica com identidade de 39% e indice de confianca de 95% e metal-binding protein
relacionada a familia HypA, com identidade de 31% e indice de confianca de 93% (Figura
23, material complementar) A familia HypA, que em E. coli foi definida como uma
metaloproteina, possui capacidade de ligagdo com os metais zinco e niquel (Atanassova &
Zamble, 2005) e também possui capacidade de maturacdo de hidrogenases (Hube, et al.
2002). Além disso, foi descrito por Watanabe et al. (2009) a propriedade de chaperona de
hidrogenases de niquel/ferro na Archaea Thermococcus kodakaraensis KOD1, onde HypA
é responsavel pela insercdo do atomo de niquel na enzima hidrogenase. As proteinas do
tipo HypA podem apresentar diversidade functional (Watanabe et al. 2009), permitindo a
associacdo com 0s outros dominios encontrados, como o de ribonucleotideo redutase
anaerdbica, que é uma enzima catalizadora de deoxirribonucleotideo a partir de
ribonucleotideos em organismo anaerobicos facultativos. Em E. coli, essas enzima possui
sitio de ligacao de zinco (Luttringer et al., 2009).

Além do mais, a regido da smORF GPF2 possui TSS identificado em quatro

experimentos de dRNAseq e possui sinais de transcritos diferencialmente expressos ao
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longo da curva de crescimento, indicando que este gene € de fato expresso em H.
salinarum NRC-1.

Assim como apontado na tabela acima, a analise da SmMORF GPF3 mostrou que esta
foi anotada recentemente como proteina hipotética (VNG_RS06180) em H. salinarum
NRC-1 e possui identidade de 93% com uma proteina hipotética de H. salinarum R1
(OE_RS06170) de 120aa, indicando que sdo praticamente a mesma proteina, porém em R1
foi anotada em uma ORF com codon de inicio upstream. Além disso, as andlises de
BLASTp sugerem que esta proteina € uma transposase do tipo 1S4, devido a alta
identidade >70% e baixo e-value (4e-33) identificado para diversas proteinas de outros
organismos.

Um fato curioso observado no software GGB, foi a presenca de uma transposase
ISH3 de tamanho maior, localizada downstream a smORF, porém em frame diferente
(Figura 13), indicando que ambas podem ter sido uma Unica transposase, mas que durante

0 processo evolutivo foram separadas.
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Figura 13: Visualizagcdo no GGB da smORF GPF3, (barra laranja, hachurado em azul), localizada na fita

reverse no frame -3. Downstream a GPF3 é possivel observar a presenga de um gene anotado como
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transposase (barra laranja) localizado no frame -2. A barra em verde indica a regido identificada como
transposase através do banco de dados ISfinder. Sinais de RNAseq (linhas amarelas e azuis), indicando a
ocorréncia de expressdo génica. Os triangulos azuis indicam os TSS. As pequenas barras em verdes indicam
a presenca de cddon de inicio para cada frame. As barras vermelhas indicam os codons de parada e as barras

em verde escuro representam o cddon de inicio candnico ATG.

A smORF GPF4 apresenta similiaridade com uma proteina rica em aminoacidos
arginina da bactéria Frankia sp. BMG5.23 e a forte evidéncia da presenca de motivos
estruturais ricos em argininas sugere uma funcdo relacionada a presenca destes
aminoacidos para esta proteina. Motivos estruturais ricos em arginina podem estar
relacionados a proteinas que se ligam a diversos tipos de RNA, participando do
processamento destes (Bayer et a. 2005).

A smORF GPF5 apresentou similaridade com uma proteina hipotética de outro
hal6filo, além de alguns dominios conservados. Um deles é pertencente a uma familia de
proteinas ndo caracterizadas UPF0547, mas que possuem um motivo zinc ribbon (fitas de
zinco). O outro dominio é uma familia de Double zinc ribbon, que possuem um par de
motivos zinc ribbon (Figura 24, material complementar). Além disso, o software Phyre?
identificou com indice de confianca de 95% e identidade de 35% que essa proteina pode
possuir uma regido relacionada a uma super familia de proteinas ribossomais que se ligam
a ions zinco, além de indice de confianga >90% para outras proteinas ribossomais 40S e
50S (Figura 25, material complementar). Também foi identificado pelo software MyHits
motivos estruturais de proteinas ribossomais 50S (Figura 26, material complementar).

A relacdo destes dominios com dedos de zinco sugerem possiveis funcdes para
essa pequena proteina. Estes sdo pequenos dominios proteicos no qual o zinco auxilia na
estabilizacdo da molécula. Os dedos de zinco possuem uma variedade de estruturas e
funcbes podendo apresentar papeis na replicacdo, transcricdo e traducdo; metabolismo;

divisdo celular, nos quais se ligam a moléculas como DNA, proteinas e substratos lipidicos
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(Krishna et al. 2003). Dentre os subtipos de dedos de zinco, o zinc ribbon é um dos mais
abundantes e foi o mais encontrado nas analises funcionais realizadas neste estudo. Esse
motivo estrutural estd presente em proteinas da maquinaria de traducdo e transcricao,
fatores de transcricdo, RNAs polimerases, topoisomerases e proteinas ribossomais
(Krishna et al., 2003). Este fato € um indicativo quanto a possivel funcdo da proteina
codificada pela sSmORF GPF5, pois foram encontrados dominios e estruturas relacionadas
a proteinas ribossomais, indicando que uma das funcbes desempenhadas por essa proteina
pode estar relacionada a subunidades ribossémicas ou algum papel regulador em proteinas
ribossémicas. Além do mais, zinc ribbons sdo compostos estruturalmente por B —hairpin e
trés ou mais B-fitas (Krishna et al., 2003). A analise estrutural da SmORF revelou a
provavel formacdo de quatro B-fitas na proteina (Figura 14), portanto esta € mais uma

evidéncia que suporta a presenca de motivos zinc ribbons.

RSl MGC VYV GCCEEKQRQQQ QI TV S DNSSSKPK R I CPDCGMEMFTEANHCGDCGE T F KSPEDTDD
Secondary structure — o ————

S5 confidence Rttt - - - - - SRS A

Disorder 72 2 —2 2 2-7272 2 2 2 ? ——% ? 277?77 Py P ey

Dizorder confidence & - - -——— -—— - » s S -

Sequence |4
Secondary structure —
55 confidence &
Disorder ?

Disorder confidence

? Disordered { 54%)
"R Alpha helix { 0%g)
Beta strand { 33%)

Confidence Key
righ(@) | EIIN I Low @

Figura 14: Software Phyre? Predicdo de estrutura secundaria a partir de sequéncias de aminoécidos da
SmORF GPF5. E possivel observar a presenca de quatro p-fitas (seta em azul), presente em 33% da possivel

proteina.

Um fato curioso encontrado foi que ambos os genes localizados upstream
(VNGO0986H) e downstream (VNG0987H) a smORF GPF5 sdo hipotéticos, porem
possuem identidade com proteinas de outras arqueias com estruturas relacionadas aos

dedos de zincos. Isso pode ser uma evidéncia de uma familia de proteinas nesta regido do
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genoma, porém estas ndo possuem similaridade entre as sequéncias. Outro fato importante
foi a identificacdo de dois peptideos iguais para esta SmORF, identificados nas duas
corridas de LC-MS.

Analises no GGB, mostraram que a SmORF GPF5 possui transcritos
diferencialmente expressos ao longo da curva de crescimento de H. salinarum e ha TSS em
uma regido proxima encontrado em um experimento de RNAseq, fortalecendo a evidéncia
de que esta SMORF esta sendo transcrita.

Em geral, somente um ou dois peptideos foram encontrados para cada SmORF, o
que de certa forma é esperado, ja que a regido codificante é pequena. Esta caracteristica
também foi encontrada para as pequenas proteinas conhecidas, citadas na tabela 3. Porém,
existe muito debate em relacdo ao qudo confidvel € a identificacdo de uma proteina
baseada em somente um peptideo (“one-hit wonder”). Alguns dos peptideos identificados
posicionados em regides sem genes anotados ndo apresentam ORFs e alguns destes foram
localizados até mesmo entre dois cédons de parada. Estes fatos geram duavidas na
identificacdo destes peptideos. Portanto, apesar de este estudo ter identificado sSmORFs
possivelmente codificantes, futuros experimentos de validacdo in vivo devem ser

realizados para a comprovacdo da existéncia da proteina.

4.2 - Resultados e discussao — Parte 2: Construcfes moleculares

Nesta parte serdo apresentados os resultados referentes as construgdes
moleculares realizadas a fim da padronizacdo dos métodos chromossomal tagging e
expressdo através de vetores para o gene Ism, que foi escolhido devido as suas
caracteristicas de pequenas proteina, como baixo peso molecular e baixa abundancia na

celula. Estes métodos serdo utilizados para validar a expressdo de pequenas proteinas.
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4.2.1 Padronizagdo do chromosomal tagging com o gene controle Ism

A construgdo do fragmento referente ao segmento 500pb::FLAG::500pb, descrito
na secdo 3.2.5, com o gene Ism, resultou em uma sequéncia de 1111pb. Esta sequéncia é
resultante do fragmento upstream ao cddon de parada localizado apds o FLAG com 569pb
e do fragmento downstream ao codon de parada apds o FLAG com 539pb, com uma regido
de 18 nucleotideos de sobreposicdo entre ambos, necessaria para a unido dos fragmentos

por PCR overlap. O esquema a seguir ilustra tal construcdo (Figura 15).

GGCGACGGCCCCGTGGTGATGCGCGGCGGCACGAACCACCCCGTGGTGGTGTCCGCGCTTCGT
GACGCCGCAGCCGACGCCGGGGCGTCGCTGCAGGTCGCCGCCCACCGGATCTCGACTGGCACG
GACGCCGACGCGTTCGGGACGGCGGGTGGCGGGGTGCCGACCGCCGACCTGGGGATCCCGAA
CCGGTATATGCATACGCCGGCGGAGGTCGTTGATCTGGCGGACCTCGCTGCGGGGGCGGACGT
GCTCGCGGCGTTCGCCGCCCACGCCGGGGACCGGGACTCGTTTGGGGTCTCGGTCTGAGCGTC
GGGCGGGAGCGGTCCGGTACGCTTATGGATGCCACCACCGGCGGTAGGTACATGAGCGGCCG
ACCACTGGATGTGCTGGAGGAGTCACTCGAAGAAACCGTCACCGTCCGCCTGAAGGACGGCG
ACGAGTTCACCGGCGTGCTGACGGGCTACGACCAGCACATGAACGTCGTCATTGAGGGCGAAG
ACACAACGATTATCCGTGGCGATAACGTCGTCACCATCAAACCAGACTACAAAGACGATGAC
GACAAGTAACTGGCGCAGGAACCCCGAGCCAGGGGAAGAAGAACACCACGACGCACACGAA
GTGCCGACGCTGCGGTGAGAAGTCCTACCACACGAAGAAGAAGGTCTGCAGTTCCTGCGGCTT
CGGTGCTTCCGCCAAGCGCCGGGATTACGAGTGGCAGGGCAAGACCGGCGACAACTAAGCAG
TTCTTTCTCCGCGTTTCGTTCCGGTCCGGACAGCCACTGGTCCGTGATCGCGCCCGGTTCGCCG
AGTCGTCCGTCTCTACCCCCGGCCATGGGTGCTGAACACACCCCTCACTGCAGTGTTGTGCATA
CTTCACGGCTATCGGGGCGTGTATTCGACACGGTTGCGGAAGGTTTACCCTATGGTGTCCGCAA
GCGGGAGGTATGTCAGGCGGCCCCGCGGACGGACCCATGAGTGACCATCCAACCGAGAAATG
TGGGGTCGTCGGTGCCTCACTGTCGGCCCGTGACGCCGCGCTTCCGACGTACTACGCGCTGTAC
GCCCTCCAGCACCGCGGCCAGGAGTCGGCGGGCATCGTCGCCCA

Figura 15: Representagdo da sequéncia do fragmento 500pb::FLAG::500pb , com 1111pb, na qual a
sequéncia em azul representa o gene Ism e a sequéncia em vermelho representa 0 FLAG. A regido em negrito
e sublinhada é referente a sobreposicao entre os dois fragmentos.

Apbs a insercdo do plasmideo pHsal-S contendo o inserto 500pb::FLAG::500pb no
citoplasma da arqueia, esta foi plagueada em meio CM com mevinolina e em seguida em
meio CM com 5-FOA, como descrito na secdo 3.2.7. Apds ocorrida a recombinacao
seguida pela expulsdo do plasmideo da célula, 10 colénias foram selecionadas para a
confirmagdo por PCR, utilizando-se os primers descritos na se¢do 3.2.2. Como um dos
primers se liga ao genoma do organismo em uma regido externa ao fragmento upstream e
0 outro na sequéncia correspondente ao FLAG, o produto da amplificagdo por PCR gerou

um fragmento de 673pb (Figura 16). Ao todo, 7 colonias foram diagnosticadas positivas
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para a presenca do gene Ism marcado com o FLAG no cromossomo da arqueia, totalizando
70% de recombinacdo (Figura 16). Além da confirmacdo da recombinagdo por PCR, a
sequéncia esperada foi confirmada por sequenciamento.

1. 223 .4 5 6 7 8 9 10 11

700pb v - e ww

Figura 16. Eletroforese de DNA em gel de agarose 1% para o diagnostico das col6nias positivas para a
recombinacdo cromossdmica. A reacdo de PCR foi realizada com um primer que se liga no genoma do
organismo, em uma regido externa ao fragmento usptream ao gene Ism (Forward) e o outro primer gque se
liga na sequéncia correspondente ao FLAG (Reverse). O produto de amplificagdo resultante corresponde a
um fragmento de 673pb. Para a avaliacdo, 10 colénias foram selecionadas aleatoriamente e o produto da
reacdo de PCR aplicado nas canaletas 2-11. A presenga de bandas indica que a recombinagdo aconteceu
(canaletas 2,3,6,7,8,9,10,11), totalizando 70% de colénias positivas. 1 = Amostra ndo relacionada ao projeto.
M = Marcador de DNA: Gene Ruler™ 1Kb plus DNA Ladder 0.5ug/ul (Fermentas).

4.2.2 Deteccao da proteina marcada com FLAG (chromosomal tagging)

Apb6s o cultivo das colbnias recombinantes, o extrato proteico destas foi
imunoprecipitado e analisado por Western blot para a detec¢do da proteina de interesse
marcada com o peptideo FLAG. Outra proteina, FBX025, marcada com 3xFLAG foi
usada como controle positivo.

A revelacdo do western blot resultou em bandas no tamanho de ~25kDa e ~50kDa
para as quatro amostras testadas (Figura 17). A proteina controle de peso molecular 70kDa,
apesar de ter aparecido, formou um arraste na regido superior da membrana. Porém

nenhuma banda foi revelada na regido dos 7kDa, peso molecular da proteina expressa pelo
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gene Ism (Figura 17).

50KDa
40KDa
25KDa

15KDa

10KDa

Figura 17. Revelacdo de Western blot: extrato celular de culturas recombinantes para o gene LSM marcado
com FLAG. As amostras de 1 a 4 foram imunoprecipitadas e destas somente a 1 e 2 sdo de recombinantes do
gene Ism. As amostras 3 e 4 ndo sdo relacionadas ao projeto. Amostra 5 corresponde ao controle positivo
(70KDa). Nenhuma amostra gerou bandas na regido dos 7kDa, tamanho da proteina de interesse. Marcador

de proteinas: Spectra multicolor (Fermentas: #SM 1841).

Devido ao ndo aparecimento da banda correspondente ao tamanho da proteina de
interesse, um teste de Dotblot foi realizado para detectar a presenca da proteina marcada na
amostra. Para isso, amostras de quatro culturas da linhagem recombinantes de H.
salinarum NRC-1 foram analisadas, junto com um controle negativo (purificado proteico
do mesmo organismo, porém sem marcacao com FLAG) e um controle positivo (mesma
proteina utilizada como controle positivo no Western blot, Figura 17). Mais uma vez o

teste foi negativo para todas as amostras, exceto para o controle positivo (Figura 18).

Figura 18: Dotblot para checar a presenca da proteina marcada com FLAG expressa pelos organismos
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recombinantes. Foram aplicadas diretamente em membrana de nitrocelulose 4 amostras de culturas
recombinadas (1-4), 1 controle negativo (6) e um controle positivo (7). A amostra 5 ndo faz parte do projeto.
A revelacdo mostrou que somente o controle positivo emitiu luz, evidenciando a presenca do FLAG. Imagem
obtida pelo fotodocumentador ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare).

Para a primeira andlise, acredita-se que as bandas de 25KDa e 50KDa sejam
resultantes das cadeias leves e pesadas (Sigma, Catalogo Numero: A2220) do anti-FLAG
M2 desnaturado durante o processo de imunoprecipitacdo, ja que este anticorpo foi usado
nesta técnica, atuando como molécula intermedidria entre a ligacdo das proteinas marcadas
com o FLAG e o anticorpo Anti-mouse IgG acoplado as Beads. Além disso, a etapa de
eluicdo da amostra proteica durante a imunoprecipitacdo pode ser um dos fatores
responsaveis pela desnaturacdo do anticorpo, devido a alta temperatura do processo (65°C
por 10 minutos). Outro problema do western blot foi a proteina controle usada, pois devido
ao grande tamanho ela ndo correu propriamente em um gel concentrado para proteinas
menores, dessa forma fica dificil a comparacdo com proteinas de tamanho molecular
reduzido.

Ja a auséncia da proteina marcada com FLAG em ambas as analises pode estar
relacionada a alguns fatores como, a provavel baixa taxa de expressdo do gene Ism, que em
Haloferax volcanii, haloarchaea proxima filogeneticamente de H. salinarum, foi constatada
uma expressdo de somente 4000 proteinas LSm por célula, contrastando com mais de
50.000 proteinas Hfq (equivalente a LSm para bactéria) expressas por E. coli (Fischer et
al., 2010), implicando em um baixo niumero destas para a deteccdo por Western blot. Além
disso, a fase de crescimento em que 0 organismo se encontrava durante a extracdo proteica
(D.0.600ny, = 0.5) pode ndo coincidir com a fase de maior producgdo desta proteina pela
célula. O tamanho pequeno da proteina também pode ser um fator na dificuldade de
deteccdo, ja que esta poderia atravessar a membrana de nitrocelulose e ou se soltar

facilmente durante as lavagens com TBS-Tween.
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Além dos argumentos citados acima, a técnica de validacdo utilizada, o
chromosomal tagging, pode ser um fator limitante em alguns casos, pois como H.
salinarum possui um genoma muito compacto, qualquer modificacdo pode alterar a fungédo
de outros genes, pois € comum observar estes numa fita anti-senso a outro gene (Figura 19)

ou sobrepondo-se em frames diferentes ou até mesmo na mesma frame (Fischer et al.,
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Figura 19. Visualizagdo no Gaggle Genome Browser: gene na fita forward (barra amarela) codificante da
proteina Luciferase (VNG0281Gu) antisenso a um gene hipotético (VNGO0280H) na fita reverse (barra
laranja). A validacdo de uma proteina antisenso por chromossomal tagging € problematica, pois a insercao de
um marcador para um gene afetaria 0 outro na fita oposta. As pequenas barras verticais em verdes indicam a
presenca de codon de inicio para cada frame. As barras vermelhas indicam os cddons de parada e as barras
em verde escuro representam o cédon de inicio candnico AUG. As linhas amarelas (superior) e laranjas
(inferior) sdo dados de diversos experimentos de RNAseq.

Um dos maiores problemas dos peptideos identificados nas analises de
bioinformética é o fato de muitos se localizarem em sobreposicdo com outros genes tanto

na mesma fita quanto na fita anti-sense. Portanto, uso da expressao de proteinas através de
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vetores seria uma alternativa para o cromossomal tagging para esses €asos.

4.2.3 Construcdes de vetores para a expressao do gene controle Ism

Com a finalidade de amenizar os danos causados em outros genes pela técnica da
recombinacdo cromossémica, assim como o problema da baixa expressdo do gene de
interesse, a construcdo de vetores foi uma alternativa encontrada para suprimir esses
fatores, pois suas caracteristicas permitem tanto a superexpressao do gene Ism a partir de
um promotor bastante ativo, como o da ferredoxina, assim como a expressao do gene com
seu promotor nativo (localizado ~200pb upstream ao cédon de inicio de traducdo do gene),
visando uma analise mais préxima aos niveis de expressdo fisioldgicos. A escolha dos
marcadores (tags) foi feita pensando na maior eficiéncia de reconhecimento pelo anticorpo
e na contribuicdo para o problema de tamanho enfrentado em relacdo as pequenas
proteinas. Portanto dois marcadores foram utilizados, o 3XFLAG que além de ser melhor
em relacdo ao reconhecimento pelo anticorpo, devido ao maior nimero de FLAGs, é 3
vezes mais pesado que o FLAG utilizado para o cromossomal tagging, possuindo
~2.5KDa. O outro marcador € o Cmyc, de tamanho maior e peso molecular de cerca de

19KDa. Um esquema das quatro construcoes pode ser observado na Figura 20.

Triflag
i Lsm

Cmyc
)
Promotor . LN /N
Promotor
“".vo _— "e’o‘ P:.ro
B C

Figura 20. Esquema das quatro construcfes nos vetores pHsal-C e pHsal-E. A: Vetor pHsal-C com o inserto

Triflag

Promotor nativo + LSm + 3xFLAG. B: Vetor pHsal-C com o inserto Promotor nativo + LSM + Cmyc. C:
Vetor pHsal-E com o promotor Pzero e o inserto LSM + 3xFLAG. D: Vetor pHsal-E com o promotor Pzero e

0 inserto LSM + Cmyc. Pzero é o nome dado ao promotor da ferredoxina modificado e j& presente no vetor
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previamente as contrugoes.

A insercdo de cada fragmento (gene Ism com a regido promotora, gene Ism sem a
regido promotora, 3XFLAG, Cmyc) nos vetores foi feita separadamente através de digestdo
enzimatica e ligacdo do inserto no vetor. Cada insercdo foi confirmada separadamente
através de reacdes de PCR e digestdo enzimatica. Das quatro construcdes realizadas,
somente uma nao funcionou, a pHsal-E+Lsm+Cmyc, pois ndo foi possivel inserir o gene
Ism neste vetor. O resultado final das outras 3 contru¢des pode ser observado na Figura
19, que mostra as bandas do produto de PCR amplificado através dos oligos M13 do vetor.
O tamanho das bandas é correspondente ao tamanho dos insertos + tamanho do sitio de
recombinacédo do vetor + tamanho do promotor da ferredoxina (no caso do vetor pHsal-E):
pHsal-C+LSm+3xFLAG = 599pb; pHsal-C+LSm+Cmyc = 1085pb; pHsal-

E+LSm+3xFLAG=556pb (Figura 21).

1500pb
1000pb

700pb
500pb

300pb

Figura 21: Eletroforese em gel de agarose 1%: As bandas correspondem aos produtos da reacdo de PCR de
coldnia para a confirmagdo da presenca dos vetores construidos. 1-6:pHsal-C+LSm+3xFlag, fragmento de
tamanho 599pb. 7-14: pHsal-C+LSm+Cmyc, fragmento de tamanho: 1085pb. 15-21: pHsal-E+LSm+3xFlag,
fragmento de tamanho: 556pb. Somente a colénia nimero 4 ndo possui o vetor correto. M = Marcador de
DNA: Gene Ruler™ 1Kb plus DNA Ladder 0.5ug/ul (Fermentas).

A comparagdo entre 0s vetores em todas as etapas das constru¢des pode ser observada na
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Figura 22.
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Figura 22. Eletroforese em gel de agarose 1%. Comparagdo dos vetores de todas as etapas das construgdes.
Amplificagdo com os oligos M13 do vetor e oligo do promotor da ferredoxina (para o vetor pHsal-E). Vetor
pHsal-C (vazio) (8): tamanho de 145pb. Vetor pHsal-C+Cmyc (6): tamanho de 694pb. Vetor pHsal-
C+3XFLAG (4): tamanho de 208pb. Vetor pHsal-C+LSm+Cmyc (5): tamanho de 1085. Vetor pHsal-
C+LSm+3xFLAG (3): tamanho de 599pb. Vetor pHsal-E (vazio) (7): tamanho de 277pb. Vetor pHsal-
E+3xFLAG (2): tamanho de 385pb. Vetor pHsal-E+LSm+3xFLAG (1): 556. M = Marcador de DNA: Gene
Ruler™ 1Kb plus DNA Ladder 0.5pg/ul (Fermentas).

Apos finalizar as construcGes, os vetores foram inseridos em H. salinarum por
transformacdo quimica e estas foram cultivadas até atingirem a D.O = 0,5. As proteinas
foram extraidas para a realizacdo de analises de Western Blot e Dot blot. Mais uma vez a
proteina de interesse, LSm, marcada tanto com 3xFlag quanto com Cmyc ndo foi
identificada em nenhuma das analises.

Como ja discutido anteriormente, problemas em relacdo a baixos niveis de
expressao da proteina LSm e a fase de crescimento na qual foram extraidas as proteinas,
sdo fatores limitantes para essas analises. Infelizmente, ndo houve tempo para a repeti¢éo
dos experimentos e tentativas de melhorar as analises. Portanto outras tentativas devem ser
realizadas, como a extracdo de proteinas em diferentes pontos da curva de crescimento e o

enriquecimento das amostras através de técnicas da Imunoprecipitagéo.
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A padronizacdo destes métodos sdo importante para que as analises futuras de

validacao de expressdo das pequenas proteinas identificadas neste estudo sejam realizadas.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo de pequenas proteinas tem se demonstrado desafiador tanto na validagao
da expressao, quanto na identificacdo e estabelecimento de homologia e funcao.

De um total de 169 smORFs intergénicas ou antisenso com peptideos alinhados,
somente cinco foram selecionadas por possuir caracteristicas considerdveis para expressao
e codificacdo. Este baixo nimero pode estar relacionado ao fato de muitas regides do
genoma com potencial codificante serem consideradas pouco conservadas (ORFans —
Orphan ORFs, regides que ndo apresentam homologias com outros genomas) (Shmuely et
al., 2004). Em geral genomas recém anotados apresentam até 30% de ORFs que nao
possuem similaridade com genes codificantes de outros organismos (Fischer and
Eisenberg, 1999). Shmuely et al. (2004), encontraram em H. salinarum NRC-1 evidéncias
de expressdo em diversas ORFans maiores de 222 nucleotideos com paralogos no genoma
e sem homologia encontrada em banco de dados. Estas ORFans identificadas podem ser
interpretadas como regiGes que expressam NcRNA ou genes que de fato codificam
proteinas, mas ndo apresentam similaridade com proteinas encontradas em outros
organismos.

Ao longo dos anos, com a incorporacdo de novas sequéncias aos bancos de dados,
sequéncias similares podem ser encontradas, facilitando reanota¢fes do genoma (Pfeiffer &
Oesterhelt, 2015). Portanto, o fato de as SmORFs analisadas neste estudo ndo terem sido
anotadas até o momento, pode ser uma interpretacdo de que houveram erros de anotacdo
ou estes sdo genes que codificam proteinas pouco conservadas, exclusivas ou quase

exclusivas para o organismo de estudo.
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Outro fato interessante para este trabalho foi a relacdo entre transcritos e peptideo
alinhados. Estes transcritos podem ser resultado da chamada transcricdo pervasiva, que
abrange quase todo o genoma em algum momento da vida de um organismo. Estes
transcritos nem sempre estdo relacionados a funcdes na celula, porém muitos podem
desempenhar papéis regulatérios (Wade & Grainger, 2014). Neste estudo foi identificada a
presenca de transcritos para todos os 2441 peptideos detectados por LC-MS. Esta pode ser
uma evidéncia de que algumas regides do genoma que expressam RNAs considerados nao
codificantes, podem ser de fato codificar peptideos.

As funcbes de peptideos e pequenas proteinas na célula sdo ainda pouco
conhecidas, porém, como citado neste trabalho, muitas dessas proteinas possuem funcdes
redundantes com outras proteinas e estdo relacionados principalmente a regulacdes finas
do metabolismo e maquinaria genética (Storz et al., 2014). Proteinas com multiplas
isoformas e fungbes redundantes sdo conhecidas em H. salinarum (Ng et al., 2000; Leigh
et al., 2011), e as pequenas proteinas identificadas neste estudo podem ser mais uma
destas, resultantes de duplicacbes de genes ou inser¢bes causadas por elementos de
transposicao.

A origem das smORFs codificantes de pequenas proteina € ainda incerta, podendo
corresponder a novas proteinas com novas fungdes resultantes de um recente e rapido
processo evolutivo ou a partir proteinas antigas cujas funcbes ainda ndo foram
identificadas (Shmuely et al., 2004; Storz et al., 2014).

Portanto, o foco em estudos de pequenas proteinas ainda tem muito a nos revelar e
futuros estudos relacionados a validagdo da expressdo e ensaios fenotipicos in vivo, tém

grande potencial na descoberta de novas caracteristicas.

6. CONCLUSAO
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Os problemas referentes a anotacdo de genomas sdo evidentes e alguns destes
foram demonstrados neste estudo, como a presenca de genes hipotéticos com indicios de
traducdo que foram descontinuados nos bancos de dados e de genes anotados em H.
salinarum R1 que possuem a mesma ORF em H. salinarum NRC-1, porém ndo estdo
anotados neste organismo ou estdo anotados com codon de inicio diferentes.

Tendo em vista esta problematica, os resultados obtidos por este estudo
contribuiram para 0 melhoramento na anotacéo do genoma de H. salinarum NRC-1 atraves
da analise de dados obtidos por LC-MS integrados com dados de transcriptoma obtidos por
outros estudos no nosso laboratorio, contribuindo para o aumento de evidéncias que
provam a existéncia de 75 genes hipotéticos, 0os quais possuem peptideos detectados.
Também foram demonstradas evidéncias para a existéncia de 14 genes hipotéticos
descontinuados no banco de dados NCBI.

Além disso, este trabalho contribuiu para a identificacdo de 5 possiveis novos genes
codificantes de pequenas proteinas localizados em regides intergénicas ou antisenso, assim
como a sugestao de possiveis funcdes para algumas deste pequenas proteinas.

As proteinas codificadas pela sSmORF GPF2 podem estar relacionados a funcdes de
chaperonas de hidrogenases ou metalproteinas que se ligam a metais zinco e niquel. Ja a
SmORF GPF3 pode estar relacionada a codificacdo de transposases. Também foram
encontradas evidéncias na SmMORF GPF4 relacionadas a motivos estruturais ricos em
arginina, cuja funcgéo esta relacionada a regulacdo de RNAs. E por Gltimo, a smORF GPF5
apresenta evidéncias que relacionam sua funcdo a proteinas com dedos de zinco, que
podem desempenhar diferentes papéis como ligantes de moléculas de acidos nucleicos ou
outras proteinas, assim como possivel relagdo com proteinas ribossomais.

Neste estudo também contribuimos para o aprimoramento de técnicas de biologia

molecular importantes para a validacdo da expressdo de pequenas proteinas, que serao
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utilizadas em validacGes futuras das possiveis pequenas proteinas identificadas neste

trabalho.
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8. MATERIAL COMPLEMENTAR

Tabela 10: Sequéncias de aminoacidos e nucleotideos das SmMORFs GPF1, GPF2, GPF3, GPF4 e GPF5.

SmMORF GPF1

Peptideos identificados: GADADVSR e ADIHAELDAR

Sequéncia de aminoacidos: MTAWQTLFERGADADVSRADIHAELDARRGE
Sequéncia de nucleotideos:ATGACAGCCTGGCAGACCCTCTTCGAGCGCGGCGCC

GACGCCGACGTATCGCGCGCTGACATCCACGCGGAACTCGACGCACGCCGTGG
CGAGTAA

SMORF GPF2
Peptideo identificado: ALVDTQPGLVR

Sequéncia de aminoacidos: VVLNRLRALVDTQPGLVRECRDCGTTLGEDSDDAT
VCPTCGSSEIATYDL

Sequéncia de nucleotideos: GTGGTACTGAACCGTCTCCGAGCGCTCGTCGACAC
CCAGCCCGGACTCGTGCGCGAATGCCGGGACTGCGGGACAACCCTGGGTGAGG
ACAGCGACGACGCGACAGTGTGTCCGACCTGTGGCTCCAGCGAGATCGCGACC
TACGACCTCTGA

SMORF GPF3
Peptideo identificado: DLPIQQIREMYRQAAR

Sequéncia de aminoéacidos: LGQTGSDQILLGHAHHEHLRDLPIQQIREMYRQAAR
RLLGQVSETEEFYRAGIVAIDVPESDPFTGDRAGDEDEIIGTKENTDESQYITKPLS

Sequéncia de nucleotideos: TTGGGGCAAACTGGGTCAGATCAAATACTACTCG
GCCACGCGCATCACGAACATCTCCGCGACCTCCCCATCCAGCAGATACGCGAG
ATGTACCGACAGGCCGCACGTCGACTCTTAGGTCAGGTTTCGGAGACTGAGGA
GTTCTACCGGGCTGGCATCGTTGCTATCGACGTTCCCGAGTCCGACCCGTTCAC
TGGCGATCGAGCGGGCGATGAAGACGAGATTATTGGGACCAAAGAGAACACC
GACGAGTCTCAGTACATCACAAAGCCGCTTAGTTAG

sSmMORF GFP4
Peptideo identificado: LTGDSAGGFEVVTTPSPVGR

Sequéncia de aminoacidos: LVASTRLTGDSAGGFEVVTTPSPVGRRCSTTRRTG
CPRGRRRRVRRHRPSGCRRRFRRTRRPRSRRRRSRSRRRRASQGLPGRPGCRRPAG
TRPAGCRW

Sequéncia de nucleotideos: CTGGTGGCTTCGACACGGCTGACCGGCGACAGCG
CCGGTGGCTTCGAGGTCGTCACGACCCCCAGCCCGGTCGGGCGGCGGTGCTCG
ACTACTCGGCGAACGGGCTGTCCTCGGGGTCGACGTCGTCGGGTTCGTCGACA
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CCGCCCTTCTGGATGCCGTCGTCGGTTTCGACGTACACGTCGTCCTCGAAGCCG
GCGGCGGCGTTCTCGAAGTCGGCGTCGGCGAGCTTCTCAGGGGTTGCCGGGGCL
GTCCGGGATGCCGTCGGCCGGCTGGAACGCGCCCAGCGGGTTGTCGATGGTGA

sSmORF GPF5
Peptideo identificado: QQQQQQITVSDNSSSKPK

Sequéncia de aminoéacidos: MGVVGCCGSKQQQQQQITVSDNSSSKPKRICPDCG
MENPTEANHCGDCGFTFKSPEDTDDK

Sequéncia de nucleotideos: ATGGGGGTAGTTGGCTGTTGCGGGTCGAAACAGC
AACAGCAGCAACAGATTACGGTCTCCGACAACAGTAGTTCGAAGCCGAAGCG
GATTTGCCCAGATTGTGGAATGGAGAATCCGACGGAAGCGAATCACTGCGGAG
ACTGCGGTTTCACTTTTAAATCTCCTGAGGATACAGATGACAAATAG

8.1 Analises in silico para a caracterizacao de possiveis pequenas proteinas

i Template Alignment Coverage Template Information
PDB header:oxidoreductase
c4uded . Chain: A: PDB Molecule:ribonudleoside triphosphate reductase;
1 o0 39 PDBTitle: anaercbic ribonudeotide reductase
—‘f invest I
PDB header; 2
Chain: A: PDB ecule:hydrogenasefurease nickel incorporation protein

31 PDBTitle: solution structure of hypa protein

F'h-ﬂ.f_ Run Investigator

PDB header:oxidoreductase
Chain: A: PDB Molecule:anaerobic ribonudeotide-triphosphate reductase;
PDBTitle: structural basis for allosteric substrate spedficity2 regulation in

clhk8A -
3 o0 27 class iii ribonudeotide reductases:3 nrdd in complex with datp
pr._”?.. Fun Investigstor
Fold:PFL-like glycyl radical enzymes
Superfamily:PFL-like glycyl radical enzymes
4 % 27 Family:Class III anaerobic ribonudlectide reductase NRDD subunit

P"-”?__ Run Investigator

Figura 23: Software Phyre®: Predicdo de estrutura terciaria e identificacio homologia e dominios
conservados para a possivel proteina da SmORF GPF2. Nota-se a identificacdo de dominios
relacionados a ribonucleotideo redutase anaerdbica e metaloproteina (Metal biding protein)

relacionada a proteina HypA.
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Figura 24: BLASTx no NCBI: Identificacdo de dominios conservados para a sequéncia de
nucleotideos da SmMORF GPFb5.
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PDBTitle: crystal structure of the eukaryotic 40s ribosomal?2 subunit in
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Figura 25: Software Phyre? Predicdo de estrutura terciéria e identificacido homologia e dominios

conservados para a possivel proteina da SmMORF GPF5. Observa-se a identificagdo de dominios
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relacionados a proteinas ribossomais e proteinas ligantes de zinco.
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Figura 26: Ferramenta Motif scan: Myhits: Identificagdo de motivos estruturais para a possivel

proteina da smORF GPF5. Os simbolos "1?" significam que este resultado é muito improvavel que

seja um falso positivo, porém a determinacdo de sua familia requer evidéncias biol6gicas

adicionais; Ja o simbolo "?" significa que o pareamento entre as sequéncias é fraco ou questionavel.
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