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RESUMO

Em Trypanosoma cruzi, as informagdes provenientes do projeto genoma, o
grande numero de proteinas hipotéticas, as limitagbes da expressado protéica
heter6loga em bactérias e a baixa quantidade de genes caracterizados constituem o
cenario atual deste organismo. Esses fatores demonstram a necessidade da
obtencao de ferramentas que permitam a caracterizacdo em larga escala de genes
deste organismo. Entre estas ferramentas, estdo os vetores para expressédo de
proteinas em tripanossomatideos, que, através da genética reversa, combinada com
eficiéncia, plasticidade e compatibilidade permitem a caracterizacdo de genes de
forma rapida. Diante desta necessidade, foram construidos vetores para expressao
de proteinas em Trypanosoma cruzi e Crithidia fasciculata que permitem a rapida
clonagem de genes através do sistema Gateway® (Invitrogen). As construgdes para
T. cruzi possuem a regido 35.1 como intergénica, além de diferentes etiquetas
(hexamero de histidinas, c-myc, GFP, CFP, YFP e TAP), promotores (ribossomal de
T. cruzi Dm28c e do bacteriéfago T7) e resisténcias a antibidticos (higromicina e
G418), permitindo a caracterizagdo de genes por diversas abordagens. Além disso,
a utilizacado de C. fasciculata como sistema de expressao protéica heterdloga tem
como vantagens a sua proximidade evolutiva com T. cruzi e o fato de ndo parasitar
seres humanos. Tal sistema é baseado nos vetores pNUS, com a adigcdo do
promotor do bacteriéfago T7 e regido operadora de tetraciclina. A validagdo desta
plataforma foi realizada com 3 genes de T. cruzi, utilizando anticorpos contra as
proteinas recombinantes para a confirmagao da expresséao, localizagdo e obtengao
de complexos protéicos. Os resultados obtidos demonstraram a funcionalidade e
plasticidade dos vetores gerados, tornando factiveis as caracterizagdes génicas em

larga escala.



ABSTRACT

The availability of the Trypanosoma cruzi genome is only a small piece of the
puzzle of this parasite’s biology. A high percentage of hypothetical proteins, few
genes characterized and limitations on heterologous protein expression are the
present scenario for this biological model. Thus, the need for development of a high-
throughput gene characterization platform becomes evident. Ideally, such platform
should allow efficient cloning and disponibility of different applications. In this context,
the goal of this study was to use the Gateway® technology (Invitrogen) to construct
plasmid vectors suitable for different uses. Our constructs contained 35.1 intergenic
regions, T. cruzi Dm28c 18S ribosome or the T7 bacteriophage promoters, antibiotic
resistance genes, and several tags for multiple purposes. Besides T. cruzi vectors, a
Crithidia fasciculata heterologous protein expression system was created based on
pNUS-H1 and modified for use of the bacteriophage T7 RNA polymerase. The
advantages of the C. fasciculata system are that it is related to T. cruzi but it is not
pathogenic for humans. Three T. cruzi genes were used to validate our strategy.
Antibodies against the products of these genes were used to detect the presence of
the recombinant proteins in T. cruzi and C. fasciculata extracts, and to compare the
localization of the native proteins with that of the recombinant proteins tagged with c-
myc epitope or fluorescent proteins GFP, CFP and YFP in T. cruzi. The results
obtained with these antibodies corroborated the results obtained with our system.
TAP tag protein complex purification was also used for strategy validation. Our
results show that this platform is a fast and efficient cloning system that allows the
characterization of Trypanosoma cruzi genes by different biological approaches. The
development of this high-throughput platform is a step further to large scale

applications such as the T. cruzi ORFeome.
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1 INTRODUGAO

1.1 Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909)

Descrito no inicio do século XX pelo cientista Carlos Ribeiro Justiniano das
Chagas, Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Sua interagdo com o homem pode resultar
na doenca de Chagas, que acomete 15 milhdes de pessoas na América
(Organizagcdo Mundial da Saude, 2006). Sua transmissédo ocorre através das fezes
de insetos vetores hematéfagos contaminados, da ordem Hemiptera, familia
Reduviidae, conhecidos popularmente como barbeiros.

O género Trypanosoma pode ser dividido em dois grupos, conforme o seu
desenvolvimento no inseto hospedeiro:

Stercoraria — os parasitas se desenvolvem no tubo digestivo do hospedeiro e
sao liberados pela excregao intestinal, como por exemplo o Trypanosoma cruzi.

Salivaria — os parasitas se desenvolvem no tubo digestivo do hospedeiro e
migram paras as gléndulas salivares, sendo entdo transmitidos através da

inoculagao, como por exemplo Trypanosoma brucei e Trypanosoma rangeli.
1.1.1 Ciclo de Vida de Trypanosoma cruzi

T. cruzi possui um ciclo de vida complexo contendo um hospedeiro
intermediario inseto e um hospedeiro definitivo mamifero. No tubo digestivo do
inseto, as formas evolutivas epimastigotas (ndo-infectivas e replicativas) se replicam
por fissdo binaria. Durante a migracdo ao longo do tubo digestivo, os parasitas se
diferenciam nas formas infectivas tripomastigotas metaciclicas (ndo-replicativas e
infectivas). As formas tripomastigotas metaciclicas podem ser liberadas junto com as
fezes do inseto durante o repasto alimentar podendo penetrar no hospedeiro
vertebrado através de descontinuidades da pele ou mucosas. No hospedeiro
vertebrado, os tripomastigotas metaciclicos invadem diversos tipos celulares e se
diferenciam nas formas amastigotas (replicativas e infectivas), as quais se replicam e
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se diferenciam nas formas tripomastigotas sanguiineas (ndo-replicativas e infectivas),
que, apos liberadas, infectam novas células ou podem ser ingeridas pelo inseto
fechando o ciclo (DE SOUZA, 1984) (Figura 1.1.1.1).

Estagio no inseto vetor Estagios humanos
inzeto ingere zangue, depositanda

@ tripomastiootas metaciclicos gue entram @9 Tripomastigotas metaciclicos penetram vérios

pels fetida ou por membranss MUCOSES tipnz celulares no local de entrada. Dentro das

células, se tranaformam em amastigotas

tripomastigotas metaciclicas
no |rdest|nu:u posterior

Amaztigotas ze multiplicam por
Tripomastigotas fizzdo bindtia dentro das células

podem infectar outras dos tecidos infectados
celulas e =e tranzformar em

amastigotas intracelulares
em novos locais

murtlpllcam na intesting

°1

% Inzeto 2e nutre de sangue

epimastigotas no [tripomastigotas ingeridos)

Gintestincl médio \6. |%T
I:;}_'._

Amastigotas intracelulares
ze transformam em tripomastigatas,
gue ertram no sangue ao
eztourarem as célulaz

Figura 1.1.1.1: Desenho esquematico do ciclo de vida de T. cruzi. (adaptado de
www.dpd.cdc.gov/dpdx).

A descri¢do classica do ciclo de vida de T. cruzi feita por DE SOUZA (1984),
considera quatro formas evolutivas morfologicamente distintas: epimastigota,
amastigota, tripomastigota metaciclica e tripomastigota sanguinea. Alguns autores,
no entanto, consideram formas evolutivas intermediarias. No sangue periférico do
mamifero pode existir uma populagao pleomorfica de tripomastigotas, constituida de
uma mistura de duas morfologias basicas descritas como slender e broad (TYLER &
ENGMAN, 2001). Além disso, no intestino médio do inseto, as formas
tripomastigotas sanguineas, durante sua diferenciacdo a epimastigotas, passam por
uma forma intermediaria descrita como esferomastigota (BRACK, 1968) (Figura
1.1.1.2).
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Epimastigota
Epimastiguta late-log
mid-log nim
(n/+) \
Tnpumastlguta

Esferumastlg ta Metariclico
o \ / e

@ Amastlguta

X1

Tnpumastlguta Formas
Broad mtracelulares
{if-) \\\ mtermediér‘ias
{?7/M
Tripomastigota
Slender

{i/-)
Figura 1.1.1.2: Ciclo de vida do T. cruzi considerando-se as formas evolutivas intermediarias.
(i) forma infectiva, (n) ndo-infectiva, (+) forma proliferativa, (-) ndo-proliferativa (adaptado de TYLER &
ENGMAN, 2001).

1.1.2 Doenca de Chagas

A doengca de Chagas apresenta uma fase aguda, iniciada logo apos a
infeccdo caracterizada por parasitemia alta e colonizagdo de tecidos, a qual
apresenta apenas sintomas leves. Entretanto, criangas e, menos frequentemente,
adultos podem desenvolver sintomas severos apos um periodo de incubacgao de 7 a
14 dias (TANOWITZ et al., 1992). A fase aguda evolui para a fase crbénica na qual a
grande maioria dos casos nao apresenta sintomas ou exames clinicos alterados,
sendo denominada de forma crénica indeterminada. Todavia, cerca de 20 a 30% dos
casos podem evoluir para as formas cronicas determinadas: forma cardiaca,
apresentando arritmias cardiacas, eventos de tromboembolia ou insuficiéncia
cardiaca congestiva (TANOWITZ et al., 1992), ou forma digestiva, apresentando

desordens gastrointestinais (Revisto por TEIXEIRA et al., 2006).
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Outras formas de contagio pelo Trypanosoma cruzi incluem a oral,
transplacentaria, por acidentes de laboratério e a sanguinea, entre outras. Na
infeccdo por via oral, as formas tripomastigotas metaciclicas penetram no epitélio
das mucosas, se transformam em amastigotas e se replicam intracelularmente
(HOFT et al.,, 1996). Mais da metade dos casos agudos da doenga de Chagas,
registrados na Amazobnia brasileira entre 1968 e 2000, pode ser atribuido a
transmissao por via oral através de alimentos contaminados (COURA et al., 2002).

Também € importante salientar a forma de transmissdo que ocorre por
transfusao sanguinea. O controle desta forma de transmissao tem sido realizado por
testes laboratoriais empregando metodologias, tais como, ELISA e hemagluitinagao.

Vérias pesquisas sao realizadas no intuito de gerar novos alvos para
quimioterapicos, no entanto, até 0 momento ndo existem medicamentos capazes de
curar ou impedir a evolugdo da doenga, assim como também n&o se dispde de

vacina para sua prevengao.
1.1.3 Caracteristicas Celulares de Trypanosoma cruzi

T. cruzi € uma célula eucariética que apresenta algumas particularidades.
Nesta secao serdo descritas estruturas peculiares com papel importante na biologia
deste parasita. T. cruzi possui um unico flagelo, o qual pode variar em tamanho
desde menos de 2 ym a mais de 20 ym durante o seu ciclo de vida. O axonema é
formado por microtubulos na conformagao 9 + 2. Ao seu lado existe uma estrutura
semi-cristalina caracteristica chamada estrutura paraflagelar (Paraflagelar rod —
PFR). Estudos por RNA antisenso demonstraram o requerimento desta estrutura
para a motilidade normal em Trypanosoma brucei (BASTIN et al., 1998).

Em relagdo ao seu citoesqueleto, uma caracteristica dos tripanossomatideos
€ a presenga de uma camada de microtubulos localizada abaixo da membrana
plasmatica, designados microtubulos sub-peliculares (DE SOUZA, 2003).
Adicionalmente, T. cruzi possui genes que codificam para formas distintas de actina,
embora nao haja evidéncias da presenga de microfilamentos e filamentos
intermediarios. Em estudos com RNA de interferéncia (RNAI) foi possivel verificar a
participacdo de actina nos processos de endocitose em Trypanosoma brucei
(GARCIA-SALCEDO et al., 2004).
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Na regido anterior da célula, de onde emerge o flagelo, existe uma
invaginagao na jungao entre as membranas plasmatica e flagelar chamada de bolsa
flagelar (SOUTO-PADRON & DE SOUZA, 1979). Esta € a unica regido da célula
onde nao existem microtubulos associados a membrana (OVERATH et al., 1997).
Devido a localizagao especifica de varios receptores nesta area, acredita-se que a
maior parte do trafego vesicular e entrada de nutrientes ocorram nesta regiao. Outra
invaginagdo menor, localizada préxima a bolsa flagelar, o citéstomo, também esta
envolvida com a absorcao de nutrientes (TYLER et al., 2003).

Principalmente na parte posterior da célula, existem organelas usualmente
esféricas denominadas reservossomos. Os reservossomos sao organelas acidas
que possuem em seu interior proteinases principalmente a cruzipaina (uma cisteino-
proteinase) e proteinas ingeridas, que chegam dentro de vesiculas endociticas,
oriundas da bolsa flagelar e do citéstomo. Com base nisso foi proposto que os
reservossomos seriam compartimentos pré-lisossomais (SOARES et al., 1992).
Também tem sido proposta a participacdo dos reservossomos no processo de
metaciclogénese, como principal fonte de energia para esta atividade (SOARES,
1999).

Distribuidas pelo citoplasma da célula, existem organelas de
aproximadamente 0,7 pm denominadas glicossomos. Estas estruturas sao
responsaveis por armazenar enzimas da via glicolitica em tripanossomatideos, além
de compartimentalizar vias metabdlicas como a de fixacdo de didxido de carbono e a
de sintese de pirimidina de novo (DE SOUZA, 2003).

Outra particularidade dos tripanossomatideos esta na estocagem intracelular
de calcio. Este ion, importante nos processos de sinalizacido celular, € estocado em
organelas denominadas acidocalcissomos. Além da importancia destas organelas na
estocagem de calcio, o que garante o aporte de calcio em ambientes com baixa
concentragao deste ion, os acidocalcissomos também podem participar de outros
processos, tais como estocagem de energia na forma de pirofosfato, regulagdo do
pH citoplasmatico através de uma H*-ATPase presente na membrana da organela e
controle da osmoregulagdo, assim como faz outra organela conhecida como
acidossomos presentes em Dictyostelium discoideum (DOCAMPO & MORENO,
1999, 2001).

O DNA em T. cruzi esta presente no nucleo e no cinetoplasto. O cinetoplasto

€ uma estrutura caracteristica da ordem Kinetoplastida, localizado em uma porgao
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da mitocdndria unica deste organismo, formado por moléculas de DNA circulares
catenadas (RIOU & DELAIN, 1969; Revisto por SHAPIRO & ENGLUND, 1995).
Estas moléculas constituem os maxicirculos e minicirculos e podem representar até
30% do DNA total (Revisto por SILVEIRA, 2000). Enquanto os maxicirculos
codificam RNAs ribossomais (rRNAs) e algumas das proteinas mitocondriais
necessarias para os processos bioenergéticos, os minicirculos codificam RNAs guias
que atuam na edig&o de alguns transcritos dos maxicirculos (MORRIS, 2001).

A replicacao celular do T. cruzi parece ser predominantemente clonal, embora
ocorram ocasionalmente eventos de recombinagdo génica. O T. cruzi pode ser
dividido em duas grandes linhagens, denominadas | e I, sendo que a linhagem Il
possui cinco subdivisdes (lla-lle). A linhagem | esta associada ao ciclo silvestre e a
linhagem Il ao ciclo doméstico (BRISSE et al., 2000).

1.1.4 Genoma de Trypanosoma cruzi

O T. cruzi possui um genoma nuclear com grande variabilidade intra-
especifica, onde o numero de cromossomos pode variar de 30 a 40, com tamanhos
entre 0,45 e 4 Megabases cada (CANO et al.,1995). Embora ainda incerto, estudos
indicam diploidia neste parasita. Analises de polimorfismos em sitios de restricdo em
genes housekeeping apoiam esta hipotese (BOGLIOLO et al., 1986; 1996).

Em T. cruzi, os cromossomos homélogos podem diferir no tamanho devido
principalmente a alteragdes associadas ao numero de elementos repetitivos que
apresentam (Revisto por SILVEIRA, 2000).

Os genes que codificam proteinas podem aparecer em cépia Unica ou como
repeticdes em tandem contendo o mesmo (ou similar) quadro aberto de leitura
(ORF) e regides espacadoras nao relacionadas (VANHAMME e PAYS, 1995).

Em 2005, um consoércio formado pelos Institutos The Institute for Genomic
Research (TIGR), Seattle Biomedical Research Institute (SBRI) e Karolinska
Institutet (KI), concluiu o projeto de sequenciamento do genoma de Trypanosoma
cruzi. Este projeto consolidou muitas informagdes sobre T. cruzi, como por exemplo,
o tamanho do genoma dipldide de T. cruzi estimado em aproximadamente 110
megabases, cada haplétipo contendo cerca de 12.000 genes e as sequéncias
repetitivas representando mais de 50% do genoma para a cepa sequenciada CL
Brener (EL-SAYED et al., 2005).
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1.1.5 Caracteristicas da Metaciclogénese

O processo de diferenciagao do T. cruzi, da forma epimastigota para a forma
tripomastigota metaciclica, que ocorre no intestino do inseto vetor, € conhecido como
metaciclogénese. Neste processo ocorrem diversas alteragbes morfoldgicas,
metabdlicas e de expresséo génica (GOLDENBERG et al., 1985).

Para o melhor entendimento do processo de metaciclogénese, foram
desenvolvidos sistemas de diferenciacao in vitro, dentre os quais pode-se citar os
métodos elaborados por Sullivan (1982) e Contreras e colaboradores (1985). Neste
trabalho foi elaborado um meio de cultura denominado Triatomine Atrtificial Urine
suplementado com prolina (TAUP), mais tarde acrescido de glutamato, aspartato e
glicose sendo denominado TAU3AAG (GOLDENBERG et al., 1987). Esta
metodologia reprodutivel utiliza condigbes quimicas definidas que mimetizam as
condigdes de estresse nutricional encontradas na urina do triatomineo, onde formas

intermediarias podem ser obtidas.
1.1.6 Expressao Génica em Trypanosoma cruzi

Na maioria dos eucariotos, o principal ponto de controle da expressao génica
€ o inicio da transcricdo, que normalmente € monocistrénica, ou seja, cada RNA
mensageiro (MRNA) é transcrito separadamente. Durante a transcricdo ocorre a
remogao dos introns por um processo chamado cis-splicing, uma vez que 0s introns
se encontram na mesma molécula que os éxons.

Os tripanossomatideos apresentam transcricdo policistrénica (JOHNSON et
al., 1987; KOOTER et al., 1987) e a presenca de introns foi descrita apenas em
alguns casos, como para a proteina poli-A polimerase (PAP) (MAIR et al., 2000).
Como caracteristica desta familia, os transcritos de mMRNA s&o processados por
trans-splicing (VAN DER PLOEG et al., 1982). Neste processo, uma sequéncia lider
denominada spliced leader ou mini-éxon, composta por 39 nucleotideos (seqténcia
espécie-especifica) e localizada em outra molécula de RNA, é adicionada a regidao 5’
do mRNA (LUO et al.,, 1999), que também recebe poliadenilagdo na regido 3’. A
sequéncia lider recebe capeamento e tal evento precede o trans-splicing (LAIRD et
al., 1985).

Além das peculiaridades descritas acima, em T. cruzi foram caracterizados

apenas promotores ribossomais e para o gene do mini-éxon (DIETRICH et al., 1993;
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NUNES et al., 1997), desconhecendo-se promotores para genes que codificam
proteinas. Isto fornece indicios para a ocorréncia de transcricdo ubiqua
(VANHAMME e PAYS, 1995; CLAYTON, 2002). A ocorréncia de transcricao
policistrénica, associada a auséncia de operons e a presenca de niveis distintos de
mMRNA originados de uma mesma unidade policistrénica, sugerem que a regulagao

da expressao génica seja pos-transcricional.

1.2 Crithidia fasciculata (LEGER, 1902)

Este protozoario, assim como T. cruzi, pertence a familia Tripanosomatidae.
C. fasciculata € um organismo tripanossomatideo que parasita uma variedade de
insetos, mas nao é patogénico para humanos (WALLACE, 1966, apud: TASANOR et
al., 2006).

C. fasciculata ocorre no intestino de insetos em dois estagios de
desenvolvimento, um estagio sem motilidade aderido a parede do intestino e outro
com uma forma mais alongada livre na luz do intestino (BROOKER, 1971).

Além de nado ser patogénico para humanos, este parasita é facilmente
cultivavel em grandes quantidades e constitui um importante modelo de estudo dos
processos bioquimicos, celulares e genéticos exclusivos dos tripanossomatideos. Na
tentativa de desenvolver terapias para doencas causadas por tripanossomatideos
patogénicos, tais estudos visam descobrir moléculas ou processos celulares que
possam ser explorados (TASANOR et al., 2006).

1.3 Genética Classica versus Reversa

A genética classica ou forward tem como abordagem central o estudo de um
gene, ou grupo de genes, a partir da analise de fendtipos mutantes. Tais fendtipos
sdo obtidos por mutagdes no DNA, que podem ser espontadneas ou provocadas por
agentes quimicos (ADAMS & SEKELSKY, 2002). Apos a identificagdo dos fendtipos
alterados, busca-se identificar o gene ou genes responsaveis.

A genética reversa € caracterizada por estudar a fungdo dos genes, partindo-
se da informacao da sequéncia dos mesmos, obtida através do genoma ou de uma

proteina de interesse isolada da célula. Diversas metodologias podem ser utilizadas
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nas analises por genética reversa, por exemplo, silenciamento, super expresséo ou
nocaute génico e RNAIi. Atualmente a genética reversa utilizando vetores para
expressao génica tem sido largamente empregada na caracterizacdo de varios

genes de fungdo desconhecida.

1.4 Analises Génicas Através de Vetores

Os vetores em biologia molecular séo utilizados como veiculos na
transferéncia de material genético exdégeno para dentro das células. Possuem uma
grande variedade de destinagdes a partir da clonagem de genes ou sequéncias de
DNA, entre elas: sequenciamento de DNA, produg¢ao de moléculas de RNA in vitro,
expressao de proteinas, construgéo de bibliotecas genémica e de cDNA.

Os vetores de clonagem tém como exemplos mais difundidos os plasmideos,
cosmideos, virus, cromossomos artificiais de levedura (YACs) e de bactéria (BACs).
Este ultimo é derivado do plasmideo F, que ocorre naturalmente em Escherichia coli.
O desenvolvimento deste projeto é baseado em vetores plasmidiais, cuja estrutura
sera descrita a seguir.

O termo plasmideo foi proposto em 1952 por Joshua Lederberg, inicialmente
para designar qualquer particula genética extracromossomal (LEDERBERG, 1997).
Os plasmideos sdo moléculas dupla fita de DNA circular que ocorrem naturalmente
em bactérias, se replicam dentro delas e podem ser purificados através de métodos
que evitam a contaminacdo com DNA gendmico. Os vetores plasmidiais séo
construidos a partir de plasmideos naturais, contendo uma origem de replicagao,
uma regido promotora, um sitio multiplo de clonagem (MCS) e carregam genes de
resisténcia a antibidticos para selecdo. O MCS ¢é formado por varios sitios para
endonucleases de restricdo, o que fornece varias alternativas para clonagem. Os
antibioticos comumente utilizados na engenharia genética sao ampicilina,
kanamicina, tetraciclina e cloranfenicol.

Os genes podem ser clonados em plasmideos apos digestdo com
endonucleases de restricdo, e posteriormente selecionados ao serem inseridos em
bactérias, em um procedimento denominado transformacdo. Antes disso, as
bactérias passam por um tratamento e sdo chamadas competentes, podendo ser
eletrocompetentes ou quimiocompetentes (calcio-competentes). Estas células
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contendo os plasmideos com o gene de interesse se multiplicam carregando este
clone, em seguida pode-se purificar este DNA plasmidial para diferentes fins.

Alguns exemplos de plasmideos utilizados em Escherichia coli sdo os da série
pUC, pBluescript Il, pQE-30, pGEM, entre outros. Os plasmideos também podem ser
utilizados em outros organismos, como eucariotos por exemplo. Para isso, é
necessaria a adicao de elementos distintos, entre eles sinais para processamento de
RNA e promotores especificos para os organismos estudados. Em
tripanossomatideos, a aplicagdo de vetores na caracterizacdo de genes pode ser
feita através de varios mecanismos, tais como regulagéo transcricional induzivel e

fusao com etiquetas para localizagao e purificacdo dos produtos génicos.
1.4.1 Vetores para Expressao Protéica em Tripanossomatideos

Diferentemente dos vetores utilizados em procariotos, os vetores para
tripanossomatideos possuem elementos adicionais ou diferenciados, que permitem a
sua utilizagdo nestes organismos. Com a intencdo de intensificar a expresséo
génica, os vetores podem possuir regides promotoras, sendo comum o emprego de
promotores ribossomais de tripanossomatideos (TYLER-CROSS et al, 1995;
BIEBINGER & CLAYTON, 1996; MARTINEZ-CALVILLO et al., 1997). Outro
promotor comumente utilizado em T. brucei € o do gene que codifica a proteina
procyclic acidic repetitive protein (PARP) (WIRTZ & CLAYTON, 1995).

Nos casos onde é necessaria a regulagao da expressao génica promovida por
vetores, dispbe-se de mecanismos baseados nos operons bacterianos. Em
tripanossomatideos, a regulagédo da expresséo génica de forma induzivel em vetores
utiliza frequentemente o sistema baseado no mecanismo bacteriano de resisténcia a
tetraciclina (WIRTZ & CLAYTON, 1995; BIEBINGER et al., 1997; RAMAKRISHNAN
et al., 1997; WIRTZ et al., 1998, 1999; WEN et al., 2001; TAYLOR & KELLY, 2006;
YAO et al., 2007).

Devido a presenca de frans-splicing nos tripanossomatideos, € necessaria a
presenga de sequUéncias sinalizadoras para tal evento. Tais sequéncias também
fornecem sinal para poliadenilacédo dos transcritos e podem ser encontradas em
regides intergénicas (RIs). Dentre estas regides, pode-se destacar as RlIs dos genes
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (KELLY et al.,, 1992; TAYLOR &
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KELLY, 2006), actina e aldolase (WIRTZ et al., 1994; WIRTZ & CLAYTON, 1995;
WIRTZ et al., 1999) e ubiquitina (WEN et al., 2001).

Os genes para selegcdo conferem resisténcia aos antibidticos com atividade
em eucariotos. Alguns antibidticos interferem na tradugao protéica, como é o caso
dos aminoglicosideos neomicina e higromicina. Outros possuem atividade de
clivagem do DNA, como é o caso da zeocina, membro da familia
bleomicina/fleomicina.

De maneira semelhante aos vetores utilizados em outros organismos, 0s
vetores de expressao protéica para tripanossomatideos podem dispor de sequéncias
codificadoras de etiquetas que serdo fusionadas aos genes analisados. Diversos
vetores tém sido construidos, auxiliando na caracterizagdo de genes de
tripanossomatideos (Tabela 1.4.1.1).

Tabela 1.4.1.1: Exemplos de vetores utilizados em ensaios de transfecgio em
tripanossomatideos.

VETOR ORGANISMO REFERENCIA

pAL5 Leptomonas seymouri BELLOFATTO & CROSS, 1989
pEX Leishmania LEBOWITZ et al., 1990

pTcSL Trypanosoma cruzi LU & BUCK, 1991

pTEX T. cruzi e Leishmania KELLY ET al., 1992
pHD330/308 Trypanosoma brucei WIRTZ ET al., 1994

pHD360 Trypanosoma brucei WIRTZ & CLAYTON, 1995
pTc-pa Trypanosoma cruzi TYLER-CROSS et al., 1995
pHD299 Crithidia fasciculata BIEBINGER & CLAYTON, 1996
pHD437 Trypanosoma brucei BIEBINGER et al., 1997
pRIBOTEX Trypanosoma cruzi MARTINEZ-CALVILLO et al., 1997
pTREX-n Trypanosoma cruzi VAZQUEZ & LEVIN, 1999
pLEW13/20 Trypanosoma brucei WIRTZ ET al., 1999

pPATAN Trypanosoma cruzi WEN et al., 2001

pNUS C. fasciculata e Leishmania TETAUD et al., 2002
pTcINDEX Trypanosoma cruzi TAYLOR & KELLY, 2006
pTuT7RpolHyg Leishmania chagasi YAO et al., 2007

1.4.2 Vetores com Expressdo Regulada

Um sistema de regulagdo da expressdo génica que permite expressao
controlada de genes constitui uma importante ferramenta para o estudo funcional de
genes (WEN et al., 2001). Este tipo de controle é importante para a analise de genes
pouco expressos ou cujo produto é téxico (WEN et al., 2001).
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O controle da transcricao em vetores pode ser feito baseando-se nos modelos
bacterianos de operon. Dentre os sistemas mais utilizados, pode-se destacar o
operon lac e o operon tet. Este ultimo possui regulagcdo baseada no sistema
bacteriano de resisténcia a tetraciclina, no qual a expressao do gene de resisténcia
(TetA) é blogueada pelo repressor de tetraciclina (TetR). Na auséncia de tetraciclina,
TetR se liga ao operador de 19 pares de bases (TetO) e bloqueia o inicio da
transcricdo (HILLEN et al., 1984). A expressao de TetA ocorre quando TetR se
dissocia do operador para se ligar preferencialmente a tetraciclina (Figura 1.4.2.1).
Com diferentes concentracdes de tetraciclina é possivel alcangar diferentes niveis de
controle. Em variagdes deste sistema, com a alteragdo de alguns aminoacidos em
TelR, este se liga ao operador somente na presenga de tetraciclina, inibindo a
transcricao de tetA.

O primeiro sistema regulado desenvolvido para uso em células de mamiferos
foi elaborado fusionando-se o repressor de tetraciclina com o dominio de ativagao
transcricional VP16 do virus herpes simplex (tTA). Neste sistema, o gene cuja
transcricdo sera regulada se encontra sob o controle do promotor para
citomegalovirus, precedido por sete copias de TetO (GOSSEN & BUJARD, 1992).
Na presenca de tetraciclina ocorre a repressao da expresséo do gene regulado, pois
neste sistema é necessario que o repressor, fusionado com VP16, se ligue a regiao

promotora para que ocorra a expressdo génica.
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Figura 1.4.2.1: Modelo esquematico da regulagdo da expressdo génica por tetraciclina. A
esquerda, na presencga de tetraciclina (Tc), que se liga ao repressor TetR (circulos azuis), ocorre a
transcricdo de TetA (indicada pela seta). A direita, na auséncia de tetraciclina, o repressor TetR se
liga ao operador TetO reprimindo a ftranscricdo de TetA. (Adaptado  de
http://nfs.unipv.it/nfs/minf/dispense/immuno logy/trgen.html).

1.4.3 Localizacao Celular de Proteinas

Na caracterizagdo de genes, um importante dado a ser considerado é a
localizagdo das proteinas por eles codificadas. O emprego de moléculas
fluorescentes na microscopia permite tal abordagem. As moléculas fluorescentes

absorvem luz em um determinado comprimento de onda e emitem em outro.
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Utilizando-se um fundo escuro e através de filtros é possivel visualizar somente a luz
emitida. As moléculas fluorescentes podem ser conjugadas com anticorpos, a fim de
localizar proteinas de forma especifica na célula. Estes anticorpos podem ser
direcionados contra as proprias proteinas ou contra etiquetas fusionadas a estas. As
moléculas fluorescentes também podem ocorrer naturalmente em alguns
organismos, sendo que o isolamento destas e a possibilidade de fusdao das suas
regides codificadoras com genes permitiram a localizagdo de proteinas sem a
necessidade de obtencdo de anticorpos. Uma proteina fluorescente amplamente
utilizada em ensaios de localizagdo celular € a proteina fluorescente verde (Green
Fluorescent protein — GFP), purificada e estudada pela primeira vez na década de
1960 (SHIMOMURA et al., 1962). A GFP ¢é isolada do organismo invertebrado
marinho Aequorea victoria (agua viva) e o seu emprego como ferramenta molecular
tem sido de grande utilidade em diversos experimentos biolégicos (TSIEN, 1998).

A GFP é composta por 238 aminoacidos (26,9 kDa), sendo formada por 11
folhas B em estrutura de barrii com um croméforo em seu interior. Diversas
mutagbes na sequéncia génica da GFP foram estudadas, algumas mudando
comprimento de onda excitatério, outras favorecendo o dobramento desta proteina e
finalmente mutagbes que causam mudanca no comprimento de onda emitido,
alterando a cor detectada, por exemplo, para a faixa do amarelo (Yellow Fluorescent
Protein — YFP) ou para a faixa do ciano (Cyan Fluorescent Protein — CFP).

A GFP, YFP e CFP podem ser fusionadas as proteinas de interesse por
técnicas de engenharia genética utilizando vetores de expressdo protéica,
permitindo assim, através da detecgao de fluorescéncia, a localizagdo celular das
proteinas estudadas.

Outra abordagem para localizagao celular de proteinas € a fusao destas com
epitopos, cujos anticorpos sejam comercialmente disponiveis. Um exemplo € o
epitopo c-myc, que faz parte do proto-oncogene humano c-myc. Sua expresséo
aberrante tem sido implicada com neoplasias em varias espécies de aves e
mamiferos (EVAN et al., 1985). O epitopo c-myc utilizado neste projeto possui 11
aminoacidos (EQKLISEFELN) modificados em relagdo ao original, resultando em
melhor ligagdo com o anti-c-myc (HILPERT et al., 2001). Através de um anticorpo
monoclonal contra este epitopo, pode-se realizar varios tipos de ensaios com a
proteina de interesse fusionada ao mesmo. Além da localizagao celular da proteina,

€ possivel a realizacdo de ensaios como western blot, imunoprecipitagcao e ELISA.
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1.4.4 Purificagao de Proteinas Contendo Etiqueta de Poli-Histidina

O sistema IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) foi introduzido
em 1975, sendo descrito como uma técnica para separacao de proteinas através de
afinidade grupo-especifica (PORATH et al., 1975). Esta técnica consiste na interagéo
reversivel entre as cadeias laterais de aminoacidos (histidina, cisteina e triptofano)
com ions metalicos de transicdo e Zn?" imobilizados. A purificacdo ocorre por
afinidade das histidinas a um ion metalico, como por exemplo, o cobalto, fixado a
uma resina.

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, o desenho e produgao
de proteinas recombinantes contendo uma etiqueta de poli-histidina tornaram-se
mais simples (HOCHULI et al., 1987; 1988), consistindo na fusdo de 6 aminoacidos
histidina (6xHis) a proteina de interesse. Esta fusao, carbdxi ou amino-terminal, pode

ocorrer no DNA por PCR ou por clonagem em vetores contendo esta etiqueta.
1.4.5 Purificagdo de Complexos Protéicos por TAP tag

O entendimento dos sistemas biolégicos depende da andlise das redes de
regulacdo génica, além da determinagdo da identidade, modificacdo e nivel de
expressao das proteinas codificadas, bem como a definicdo das interagdes entre
elas (PUIG et al., 2001). Alguns métodos foram desenvolvidos para atender a esta
ultima proposta, dentre eles pode-se destacar um protocolo genérico de purificacao
denominado tandem affinity purification (TAP tag) (RIGAUT et al, 1999). Este
protocolo compreende um sistema de alta afinidade para purificacdo de complexos
protéicos realizado em duas etapas. Uma das suas caracteristicas é a de permitir a
purificacdo de complexos protéicos com niveis de expressao protéica proximos aos
naturais, ou seja, sem ocorrer super expressao, o que pode levar a formagao de
complexos nao-fisiologicos (RIGAUT et al., 1999).

Esta etiqueta de purificagdo pode ser fusionada a proteina de interesse e é
composta por duas unidades de Proteina A (da bactéria Staphylococcus aureus)
com afinidade por IgG, um sitio de clivagem para a protease TEV (do virus Tobacco
Etch Virus) e um peptideo de ligagdo a calmodulina (calmodulin-binding peptide,
CBP). Na primeira etapa, as unidades de Proteina A se ligardo especificamente a
uma matriz contendo IgG, sendo este complexo clivado com a adicédo de TEV e

posteriormente eluido. Entdo, uma segunda purificagdo com granulos cobertos por
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calmodulina é realizada para retirar TEV e contaminantes da etapa anterior. A
segunda etapa ocorre na presenca de calcio e a eluicao final é feita na presenca de

um agente quelante de célcio (EGTA).

1.5 Sistemas de Clonagem: Gateway® versus Clonagem Classica

Os métodos de clonagem classica envolvem enzimas de restricdo para
insercdo de segmentos de DNA em vetores. Estas enzimas clivam ou digerem
especificamente regides dentro da sequéncia de DNA, podendo produzir
extremidades coesivas. Isso permite a ligacdo de segmentos de DNA como a
insercdo de genes em vetores. Para isso, € necessaria a digestao tanto do vetor
quanto do gene a ser clonado com enzimas que gerem extremidades compativeis.
Os sitios para estas enzimas podem ser inseridos nos genes por PCR, através de
iniciadores desenhados para esta finalidade. No entanto, nos vetores comerciais
estes sitios geralmente ja estao presentes.

O processo de clonagem classica apresenta algumas dificuldades, dentre as
quais: (i) baixa eficiéncia na obtengcdo de clones, causada pela ineficiéncia da
digestdo das moléculas e/ ou proporgcao do vetor : inserto; (ii) baixa eficiéncia na
digestao de produtos de PCR,; (iii) disponibilidade limitada de sitios de restricdo para
alguns genes; (iv) pouca adaptabilidade na transferéncia de genes entre vetores
com aplicabilidades distintas.

Na tentativa de facilitar o processo de clonagem, foi desenvolvida uma
plataforma de clonagem chamada Gateway® (Invitrogen) baseada nas propriedades
de recombinac¢do do bacteriofago lambda (LANDY, 1989). O bacteridfago lambda se
integra no cromossomo da bactéria Escherichia coli alternando entre os ciclos
lisogénico (integracgao) e litico (excisao) (PTASHNE, 1992). A integragcdo ocorre com
a participacdo das proteinas Integrase do bacteriofago lambda e Fatores de
Integracdo do Hospedeiro de E. coli, que no sistema Gateway® sdo combinados na
producdo da BP clonase® Enzyme mix. A excisdo utiliza estas mesmas proteinas
acrescidas da Excisionase do bacteriéfago lambda, reunidas no sistema Gateway®
formando a LR clonase® Enzyme mix. Esta recombinagdo ocorre através de
sequéncias especificas chamadas attachment (att) sites, presentes na bactéria e no

bacteriéfago, sendo esta reagao direcional e especifica.
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No sistema Gateway® a clonagem é realizada em duas reagdes. Na primeira
reagdo (Figura 1.5.1), chamada de reagdo BP, ocorre a recombinagéo entre os
sitios attB1/attB2, inseridos por PCR no gene a ser clonado, e os sitios attP1/attP2,
presentes no vetor de entrada (pDONR), gerando um clone de entrada no sistema.
Na segunda reacédo (Figura 1.5.2), chamada de reacao LR, pode-se verificar como
ocorre a recombinacao entre os sitios attlL1/attL2, presentes no clone de entrada, e
os sitios attR1/attR2, presentes no vetor de destinagdo escolhido, gerando um clone

de destinagao.

Produto de PCR - azfB GGGGACARGTTTETACARAARAGEAGECT AT ACCCAGETTICT TG TACARAGTGGTCLEC
uto de:

CCCCTGTTCAAACATGT T TR TEGTCEGA= === Sus tuntacls o TGGGICGAALGAACATGT TTCACCAG GGG
L J L ]

atiB1 atiB2
vector---Nq5-CCARCTTTGTACARAARAGCTGAAC - ng==-~=~=-=-~ Ny 4o~ GTTCAGCTTTC TTG TACARAGTTGG-Ny5 - - vector
pDONR® 221 - ccdB-Cm®
vector=--Ny 5—GGTTGAM:MGTTﬂITTcGACTIE-N1 go-——--—--—=-N1  0~CAAGTCGAARGAAC ATHITTCAACC-N7 5~ —-vector
L 1 L ]
atfP1 atiP2

BP Clonase™

vector=-=Nq5-CCAACTT I‘G’TMMWGT- e e H—.—.----AGQCiGC.ﬂTCTTGT;‘&CI\MG TTGG-Nqg-~-vector

vector---N75-GETTGAAACA TG T T TR T CGTCEGA= —m == mmm e m e e e e e TG GET CEAAAGARCATE T TTCANCC- N g -~ ~vector
L ] L ]

Clone de Entrada

atiL1 afiL2
Produte Secundario CﬁGGJ\CMGTTTFTAC APRAAAGCTGANC =Ny g~~~ ~HTE:6—- E!W_ﬁl 0 o~CGTTCAGCTTTCTTGTACAARGTGGTCCCC
i 1
CCCCTGTTCMA’CJ\TGTTT‘:T’I‘TCSRCTTG—N] T N4 5o ~CAAGTCGAAAGAACATET TTCACCAGGEG
L ] L |
aftR1 attR2

Figura 1.5.1: Diagrama esquematico mostrando a recombinagao entre os sitios attB e attP,
para a obtencao do clone de entrada. pPDONR 221 é um dos vetores disponiveis para entrada no
sistema (Adaptado de Manual Gateway® Technology).

Pela eficiéncia, adaptabilidade e compatibilidade apresentadas pelo sistema
Gateway® (HARTLEY et al., 2000; WALHOUT et al., 2000a,b; CHEO et al., 2004;
DUPUY et al., 2004), torna-se extremamente favoravel a utilizacdo desta plataforma
na construgdo de vetores de expressdo, pois a possibilidade de realizar a
transferéncia dos genes de interesse para diferentes vetores de destinacdo com
aplicagbes distintas (Figura 1.5.3) acelera sobremaneira os estudos de

caracterizagao de genes.
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-ACCCAGCTTIC TTGTACAAAG TTGG-Ny 5~~~ vector

== =TGEETCCAAAGARCATGT TTCARCC-Ny g -~ vector
L ]
attLi atiL2
vector---ACAAGTTHGTACAAAAAAGCTGAAC ~N 1 gg= === ===-===N; g9 -G TTCAGCT TTCT TG TACARAGTGG T- -~ vect or
pDEST®17 L codB-CmP
vector---TGTTCAAACAT GE{TT:CGA CTTG-Nygg==-== ===~ N1go-CAMGTCGAAAGAACATGT TTCACCA---vector
L ] L
altR1 attR2
LR Clonase™
ACCCAGEITTCT TGTACAAAGTGGT

Clone de Expressio

vector---ACRAGTT TETACAARAAAGCAGEET -~ - e

vector---TGITCAAACATGT TTETPCGTCCEA=-
L |

TGGGECGARRGARCATG T T TCACCA - - ~vector
| I

atfB1 atB2
Produto wzc:m:—-—:sx—;s--CCA;\CTT.';TACMM\GCNMC-m T e é—ﬁ-—:\h00—GTTC?\GCTT!‘X.":‘TE;':‘ACAM(;T':GG--NT 5---vector
1 : . ccdB-Cm = e g
Secundario vector---Ng5- GGTTGE;MCATGTT?{I TCGACTTG-Ny gg=-——=-=~-~=N; gy ~CRAGTCGAARGARCATGT TTCARCC-Ny 5 - ~-vactor
L ] 1
attP1 altP2

Figura 1.5.2: Diagrama esquematico mostrando a recombinagao entre os sitios attL e attR, para
a obtencao do clone de expressadao. pDEST17 foi usado como exemplo de vetor de destinagdo

(Adaptado de Manual Gateway® Technology).

DNA genomico / cDNA

|

PCR

ait

Seu Vetor

Figura 1.5.3: Representacdo esquematica da plataforma Gateway® demonstrando as suas
diversas aplicabilidades a partir de um clone de entrada. (Adaptado de Manual Gateway®

Technology).
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A conversao de vetores para a plataforma Gateway® é realizada através da
insercdo do cassete de conversdo RfA (Figura 1.5.4), gerando um vetor de
destinacdo. Este cassete possui os sitios aftR1 e aftR2, cada um contendo 125
pares de base. A recombinacao destes sitios com os sitios attL1 e attL2 (clone de
entrada) é unidirecional e especifica.

Para selecao negativa, o RfA possui o gene ccdB (ccd=control of cell death).
O gene ccdB (101 aminoacidos) esta localizado no locus ccd, onde também esta
localizado o gene ccdA (72 aminoacidos). Este locus participa na manutencao do
plasmideo F, matando as células que n&o o contém (Jaffe et al., 1985). A proteina
ccdA atua inibindo a proteina ccdB que, na auséncia de ccdA, torna-se toxica para a
célula por interferir com a DNA girase bacteriana. Esta enzima auxilia a diminuigéo
da tensao sofrida pelo DNA nos processos de replicacao e transcrigcao, por exemplo,
e com a sua inibicdo ocorrem quebras no DNA e morte celular.

Também esta presente no cassete RfA o gene que confere resisténcia ao
cloranfenicol (Cm®). O cloranfenicol inibe a tradugao protéica atuando na subunidade
ribossomal 50S, mais especificamente impedindo a elongacdo. A resisténcia a este
antibiético permite a selecdo dos plasmideos de destinagdo contendo RfA (pDEST,

por exemplo) em meio de cultura com cloranfenicol.

attR1 CmPR ccaB attR2

N —
> —

Figura 1.5.4: Representagcdo esquematica do cassete RfA. As setas indicam a orientacdo dos
genes CmR e ccdB, a area em cor rosa representa os nucleotideos que serdo conservados apés a
recombinagao LR. (Manual Gateway® Technology).

1.6 Desenvolvendo um Sistema para Caracterizacdo de Genes de

Trypanosoma cruzi em Larga Escala

Técnicas de transformacgao estavel aplicaveis aos tripanossomatideos tém
sido disponibilizadas ha varios anos. Tais técnicas tém sido essenciais nas analises
funcionais dos genes destes parasitas, tendo importante papel na caracterizagao de
genes cruciais para o desenvolvimento e viruléncia dos parasitas, na analise das
interagbes parasita-hospedeiro, no estudo dos mecanismos de expressdo génica,
entre outros (TAYLOR & KELLY, 2003).
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Em Trypanosoma cruzi, fatores como a disponibilidade do genoma
sequenciado, o grande numero de proteinas com funcdo desconhecida e as
dificuldades encontradas na aplicacdo de genética forward nos estimularam a
desenvolver um sistema para expressao protéica, combinando eficiéncia,
adaptabilidade e compatibilidade e proporcionando assim uma ferramenta que

permite analises por genética reversa em uma plataforma em larga escala.
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2 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar vetores para expressdao de proteinas em
Trypanosoma cruzi e Crithidia fasciculata, utilizando diferentes promotores e
resisténcias a antibidticos, etiquetas para purificacdo e localizacdo intracelular
destas proteinas em ensaios de transfeccdo em um sistema para clonagem em alta

demanda.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Organismos

Escherichia coli:

e cepa DH5a: (F recA1 endA1 hsdR17(ri’, mi') supE44 X thi-1 gyrA96 relA1);

e cepa ccdB resistente: (F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74
recA1 araA139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrY) endA1 nupG tonA::Pi.-
ccdA);

e cepa XL1-Blue: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac (F" proAB
laclgZAM15 Tn10 (Tetr)).

Crithidia fasciculata: |solado de Anopheles quadrimaculatus, como descrito por
Noguchi & Tilden (1926) e cedido pelo laboratério da Dra. Maria Cristina Machado
Motta, UFRJ.

Trypanosoma cruzi: Formas epimastigotas do clone Dm28c (GOLDENBERG et al.,
1984).

3.2 Meios de Cultura

LB (Luria Bertani): triptona 10 g/l, extrato de levedura 5 g/l, NaCl 5 g/I.

LIT B (Liver Infusion Tryptose) acrescido de penicilina: extrato de levedura 15
g/l, fosfato dibasico de sodio 11,56 g/l, glicose 2,2 g/l, hemina 0,02 g/l, infuso de
figado 5 g/l, KCI 0,4 g/l, NaCl 4,4 g/l, soro fetal bovino 10 % (v/v), triptose 5 g/,
penicilina 63 mg/l, pH ajustado para 7,2 com HCI.

3.3 Reagentes e Genes Sintéticos

Amersham-Pharmacia Biotech:
e Anticorpo monoclonal anti-histidina 1,4 — 2,8 mg/ml;
e Calmoduline Sepharose;
e dCTP Phosphorus-32;
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Endonucleases de restricado Sall, Hindlll e Ndel,
Ficoll 400;

Hybond membrana de nailon e nitrocelulose;
Hyperfilm MP;

IgG Sepharose.

Becton Dickinson:

Extrato de levedura;

Tripticase.

Boehringer Mannheim:

Endonucleases de restricado Sacl e Xbal,
SuRE/Cut buffers.

Clontech Laboratories, Inc.:

TALON Metal Affinity Resins.

Difco:

Infuso de figado;

Triptose.

Eppendorf:

Triple Master DNA Polimerase.

Fisher Scientific:

Meio de cultura Luria Bertani.

GenScript:

GSNEO (gene sintético da neomicina fosfotransferase, inserido entre as
regides intergénicas 35.1);

GSPDM28c (gene sintético do promotor ribossomal 18S do clone Dm28c de
Trypanosoma cruzi, seguido da regido intergénica 35.1 e da regiao
codificadora para 6 histidinas);

GSPT7 (gene sintético do promotor do bacteriéfago T7, seguido de 3 copias
do operador de tetraciclina, da intergénica 35.1 e da regido codificadora para 6
histidinas);

Oligonucleotideos.

Gibco:

PBS estéril;
RNA 0,24-9,5 kb Ladder.



Invitrogen:

1 Kb Plus DNA Ladder,

Alexa Fluor 488 anti-camundongo 2 mg/ml;
BenchMark Ladder,

Cassete RfA (Gateway®);

Enzima TEV;

LR Clonase Il enzyme mix;

Nick Translation System;

Proteinase K;

Tag DNA Polimerase.

Millipore:

Colunas microcon 30 (Microcon® Amicon Bioseparations).

Molecular Probes:

Anticorpo monoclonal anti-GFP mAB 3E6 1 mg/ml.

New England Biolabs:

Endonucleases de restricao Apal, BamHI, EcoRI, Kpnl, Spel, Sphl e Xhol,
NEBuffers;

BSA (albumina sérica bovina).

Promega:

pGEM T — easy Vector System;

BCIP (Bromo-Chloro-Indolyl Phosphate);,
NBT (NitroBlue Tetrazolium);

Fosfatase Alcalina de Camarao;

Wizard PCR Preps DNA Purification System.

Qiagen:

QIAprep Spin Miniprep Kit,
HiSpeed Plasmid Midi Kit.

RDI-Fitzgerald:

Anticorpo monoclonal anti-c-myc 1 mg/ml, clone 9E10.

Roche:

High Pure PCR Product Purification Kit.

Sigma-Aldrich:

Agarose;

35
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e Albumina Sérica Bovina Fragao V;,
e Ampicilina;
e Anticorpo anti-camundongo IgA conjugado a fosfatase alcalina;
e Cloranfenicol;
e (418;
e Higromicina B;
e Ponceau S;
e Tampao de amostra para RNA.
Stratagene:
e pBluescript Il KS(-);
e Pfu Ultra DNA Polimerase.
The Mid Land:
e Oligonucleotideos.
USB:
e pUC 18;
e T4 DNA ligase.
Virginia Commonwealth University:

e Oligonucleotideos.

3.4 Solugdes e Tampoes

AP Buffer (tampao para fosfatase alcalina): tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100
mM, MgCl, 5 mM;

Brometo de Etidio: solugéo 2,5 yg/ml;

Coomassie: azul de Coomassie R-250 0,1%, metanol 4,5%, acido acético 10%, H,O
45%;

Denhardt’s 50x: Ficoll tipo 400 10 g/I, polivinilpirrolidone 10 g/I, albumina de soro
bovina (BSA) fragédo V 10 g/l;

Fenol/cloroférmio/alcool isoamilico: fenol saturado 25 partes, cloroférmio 24
partes, alcool isoamilico 1 parte, tris-HCI 100 mM pH 8,0 10 partes;

Gel de agarose desnaturante: agarose 0,75% em MOPS, formaldeido 2,2 M;
MOPS (acido 3-morfolinopropanosulfénico): acetato de soédio 5 mM, EDTA 2 mM
pH 7,5, MOPS 20 mM;
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PBS (solugdo salina de fosfato) 10x: KCI 2,7 mM, KH,PO, 1,5 mM,
Na;HPO4.7H,0 4,3 mM, NaCl 137 mM;

Solugao de descoloragado para SDS-PAGE: metanol 30%, acido acético 10%, H>O
60%;

Solucgao de eletroporagao: NaCl 140 mM, HEPES acido 25 mM, Na2HPO4 0,74
mM;

Solugcao de pré-hibridizagao para northern blot: formamida desionizada 50%,
SSC 5x, Denhardt’'s 5x, SDS 0,5%, DNA fita simples de esperma de salmao 100
ug/ml;

Solugao de hibridizagao para northern blot: formamida desionizada 50%, SSC 5x,
Denhardt’s 5x, SDS 0,5%;

Solucao de hibridizagao para Southern-blot: SSC 6x, Denhardt’'s 5x, SDS 0,1%,
DNA fita simples de esperma de salmao 100 pg/ml;

SSC (solugao salina de citrato) 20x: citrato de sédio 0,3 M pH 7,0, cloreto de sddio
3 M;

Tampao de amostra para eletroforese de DNA 6x: azul de bromofenol 0,25%,
xileno cianol 0,25%, glicerol em H,O 30%;

Tampao de amostra para SDS-PAGE 4x: tris-HClI 160 mM pH 6,8, SDS 4%, -
mercaptoetanol 10%, glicerol 24%, azul de bromofenol 0,02%;

Tampao de eluigdao C: tris-HCI 10 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, NP-40 0,1%, B-
mercaptoetanol 10 mM, acetato de magnésio 1 mM, imidazol 1 mM, EGTA 20 mM;
Tampao de ligagao C: tris-HCI 10 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, NP-40 0,1%, [3-
mercaptoetanol 10 mM, acetato de magnésio 1 mM, imidazol 1 mM, CaCl; 4 mM,;
Tampao de ligagao IgG: tris-HCI 10 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, NP-40 0,1%;
Tampao de lise celular para TAP tag: tris-HCI 10 mM pH 8,0, MgCl, 5 mM, NP-40
0,5%, DTT 0,5 mM, EDTA 1 mM, KCI 0,1 M, glicerol 17%, PMSF 1 mM, E64 10 uM;
Tampao de lise celular para técnica da palitagem: glicerol 5%, SDS 0,5%, EDTA
5 mM, NaOH 50 mM, azul de bromofenol;

Tampao para SDS-PAGE: tris-base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%;

Tampao TEV: tris-HCI 10 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, NP-40 0,1%, DTT 1 mM, EDTA
0,5 mM;

Tampao TMK: tris-HCI 20 mM pH 8,0, MgCI2 10 mM, KCI 50 mM;

Tampao TMK, RNase, inibidores de proteases e imidazol: tampado TMK, heparina
10 pg/ml, E 64 10 uM, PMSF 1 mM, RNase A 100 pg/ml, imidazol 10 mM;
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Tampao TMK para lise celular 10x: tampao TMK, sacarose 2 M, NP-40 10%.
TBE 1x: tris-base 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2 mM;

TE: tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0;

TELT: tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 62,5 mM pH 9,0, LiCl 2,5 M, Triton X-100 4%.

3.5 Composicao SDS-PAGE

Gel 13 %: acrilamida (33/0,9%) 3,8 ml, H,O 4,6 ml, tris-HCI 2,5 M pH 8,0 1,6 ml,
SDS 100 pl, persulfato de aménio 70 pl, TEMED 7 ul;

Gel 15 %: acrilamida (33/0,9%) 4,4 ml, H,O 4,0 ml, tris-HCI 2,5 M pH 8,0 1,6 ml,
SDS 100 pl, persulfato de aménio 70 pl, TEMED 7 ul;

Gel de empilhamento (stacking): acrilamida (33/0,9%) 0,7 ml, H,O 3,7 ml, tris-HCI
1 MpH 6,8 0,6 ml, SDS 50 pl, persulfato de aménio 35 yl, TEMED 7 pl.

3.6 Equipamentos e Acessorios

Amersham-Pharmacia Biotech:

e Cuba de eletroforese vertical — EPS 301;

e Espectrofotdmetro GeneQuant pro.
Applied Biosystems:

e Gene Amp PCR System 9700;

e ABI Prism 3100 Analisador Genético.
Axygen:

e Ponteiras 1-10 pl, 2-200 pl, 200-1000 pl;

e Tubosde0,2e 1,5ml.
Bio-Rad:

e Eletroporador Gene Pulser Il.
Biocycler:

e Peltier Thermal Cycler MJ96G.
Casplast:

e Capela de exaustao de gases / CPE.
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ELGA:
e Sistema de ultrapurificagdo de agua modelo MLB 186487 .
Eppendorf:
e Centrifugas modelos 5415 D, 5417 R e 5810 R;
e Thermomixer Comfort;
e Termociclador Mastercycler.
Fanem:
e Banho-Maria modelos 102R e 100;
e Estufa incubadora para B.O.D. modelo 347;
Gilson:
e Micropipetas pipetman P2, P10, P200 e P1000.
Hitachi:
e Himac CR 21G - High-Speed Refrigerated Centrifuge.
Hoefer Scientific Instruments:
e Sistema para eletroforese vertical mighty small |l SE 250;
e Sistema para eletroforese horizontal mini horizontal submarine unit;
e Sistema para transferéncia de proteinas gel-membrana mighty small transphor
TE 22;
e Estufa para hibridizagdo (northern, Southern blot) Red Roller Il hybridization
oven.
Jouan-Precision:
e Incubadora 37 TC.
Mini-Instruments:
e Mini-monitor Geiger-Muller tube.
National Labnet:
e Vortex mixer S 1000.
New Brunswick Scientific:
e Agitador orbital;
e Incubador agitador Innova 4080.
Nikon:
e Microscopios Eclipse TS 100, Eclipse E 400 e Eclipse E 600.
Ohaus Corporation:
e Balanga modelo NOB110.



Orion:
e pHmetro modelo 520A.
Roper Scientific Photomertics:
e Camera CCD CoolSNAP-Pro cf Color

Scie-Plas:

e Sistema para eletroforese horizontal modelos HU 6, HU 10 e HU 13.

Sorvall:

e Centrifuga refrigerada modelo RC 5B Plus.
Spectromics Corporation:

o Spectrolinker XL-1500 UV crosslinker.
Techne:

e Hybridiser HB-1D.
TPP:

e Frascos de 25 cm? para cultura celular;

o Pipetas estéreisde 1, 2,5, 10 e 25 ml.
UVP:

e UV White Darkroom.
Veco:

e Fluxo laminar VLFS 12 classe 2.

3.7 Softwares

DNASTAR:
o EditSeq, MapDraw, MegAlign, PrimerSelect, SeqMan.
Invitrogen:
e Vector NTI 10.3.0.
Laboratério do Dr. Phil Green:
e Phred, Phrap, Consed.
Media Cybernetics:
e Image-Pro Plus.
NCBI:
e Blast.
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UVP:

e LabWorks Analysis Software.

3.8 Desenho dos Oligonucleotideos (Iniciadores)

Os oligonucleotideos foram desenhados através do programa PrimerSelect,
buscando-se, quando possivel, condigdes de baixa energia para formagdo de
dimeros e grampos nas reagdes de PCR. Os oligonucleotideos apresentaram tm
(temperature melting) entre 60 e 75 T ( Tabela 3.8.1 eTabela 3.8.2).

Dentre os oligonucleotideos, aos quais foram incorporados sitios de restrigéo,
a maior parte teve a extremidade 5’ determinada em funcdo de melhorar a eficiéncia
da digestao dos produtos de PCR. Para tal, seguiram-se as especificagdes contidas
no site da empresa New England Biolabs. Os oligonucleotideos empregados nas
amplificagdes durante a construgdo dos vetores estdo especificados na Tabela
3.8.1.

Tabela 3.8.1: Oligonucleotideos empregados nas amplificagcdes das diversas ORFs e cassetes
utilizados na construgao dos vetores.

CDS/CASSETE DNAMOLDE tm(T) OLIGONUCLEOTIDEOS 5— 3’

T7RNApol pGEM-T easy 62,1 A1-CGgaattcATGAACACGATTAACATC

70,7 R1-CGgaattcTTACGCGAACGCGAAGTCCG
RfA (1) pCR-Blunt 65,5 A2-GGAATTCcatatgATCACAAGTTTGTACAAAAAAG

68,8 R2-GGggtaccCATCACCACTTTGTACAAGAAAG
RfA (2) pCR-Blunt 63,1 A3-GCtctagaATCACAAGTTTGTACAAAAAAG

64,3 R3-GGactagtATCACCACTTTGTACAAGAAAG
RfA (3) pCR-Blunt 63,1 A4-GCtctagaATCACAAGTTTGTACAAAAAAG

67,6 R4-GGggtaccATCACCACTTTGTACAAGAAAG
GFP pEGFP-3 75,2 A5-GGgcatgcATGAGCAAGGGCGAGGAGCTG

66,6 R5-GGtctagaCTTGTACAGCTCGTCCATG
CFP/YFP pDH3/5 66,4 AB-GGgcatgcATGAGTAAAGGAGAAGAAC

60,7 R6-GGtctagaTTTGTATAGTTCATCCATG
TAP-tag pwW9 71,2 A7-GGgcatgcATGAAAGCTGATGCGCAAC

59,7 R7-GGtctagaTATAAATATGTAGATAGGGAC

(1) - Cassete clonado no vetor pNUS-PT7H. (2) - Cassete clonado no vetor pTcPR-HisN. (3) -
Cassete clonado no vetor pTcPT7-HisN-HisN. A = anterégrado, R = retrégrado. tm = temperature
melting. Em caixa baixa estao representados os sitios de restricdo para EcoRI (gaattc), Ndel (catatg),
Kpnl (ggtacc), Xbal (tctaga), Spel (actagt) e Sphl (gcatgc).
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Os oligonucleotideos utilizados no sequenciamento (Tabela 3.8.2) foram

desenhados de acordo com as duas seguintes regras: (i) O local de anelamento dos

oligonucleotideos deveria estar, no minimo, 100 pares de bases a montante do inicio

do segmento de DNA analisado; (ii) Os sitios de anelamento dos oligonucleotideos

internos deveriam possuir entre eles um intervalo entre 400 e 500 pares de bases.

Estas

regras foram adotadas com base nos dados obtidos em outros

sequenciamentos realizados pelo mesmo equipamento, de modo a obter uma boa

qualidade em toda regiao sequenciada.

Tabela 3.8.2: Oligonucleotideos utilizados no seqiienciamento dos vetores construidos.

REGIAO SEQUENCIADA  tm(C) OLIGONUCLEOTIDEOS 5’ —»3
pBluescript/ GSNEO 59,6 R*-CACAGGAAACAGCTATGACC
GSNEO 67,6 A8-CCGCTCGAGATGATTGAACAAGATGGATT
69,5 R8-CCGCTCGAGTCAGAAGAACTCGTCAAGAA
62,1 R9-CAGTTCATTCAGGGCACCG
RfA/GSNEO 63,2 A9-CAGCCACCGCGAAAATGAC
RfA 63,1 A10-GCTCTAGAATCACAAGTTTGTACAAAAAAG
65,5 A11-GGAATTCCATATGATCACAAGTTTGTACAAAAAAG
62,4 A12-TATCCCAATGGCATCGTAAAGAAC
61 A13-CAGGTTCATCATGCCGTTTG
64,3 R10-GGACTAGTATCACCACTTTGTACAAGAAAG
67,6 R11-GGGGTACCATCACCACTTTGTACAAGAAAG
68,8 R12-GGGGTACCCATCACCACTTTGTACAAGAAAG
RfA/GSPT7 ou GSPDm28¢c
ou Etiquetas 62,1 R13-CTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCG
GSPDm28c/RfA ou
RI 35.1/Etiquetas 62,6 A14-GTGTGGGTCGCAAAATGTCA
GSPDm28c/pBluescript 66,1 R14-CACGCACAGCACGCAAATAAACAT
pBluescript/ GSPDm28c 62,3 A*-GTTGTAAAACGACGGCCAGT
TcExp02A01/6 Histidinas 77,2 R15-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT...
...CATCTACACGGCGATCATTGCG
CFP ou YFP/RfA 66,4 A15-GGGCATGCATGAGTAAAGGAGAAGAAC
GFP/RfA 75,2 A16-GGGCATGCATGAGCAAGGGCGAGGAGCTG
TAP-tag/RfA 71,2 A17-GGGCATGCATGAAAGCTGATGCGCAAC
T7RNApol 64,1 A18-CTGCCGCCAAGCCTCTC
62,5 A19-CAAAATGCTGGCGTAGTAGGTC
64,5 A20-CAAGGCTCGCAAGTCTCGC
64,1 A21-CTCCGAGATGAGGTAGGTGGTC
62,5 A22-GCTGCTGAGGTCAAAGATAAGAAG
63,1 A23-CTTTTGCACTGATTCACGACTCC
T7/PGKB5’ 63,7 R16-GGGAGTAGGGTAGTGATGAGAGG
PGKA3'/T7 61,9 R17-GATGAAGGAGTGCCCAAGAAG

As regides separadas por barra correspondem as fusGes destas. Etiquetas = GFP, CFP, YFP, TAP-
tag, c-myc. * = iniciadores universais M13. A10 foi utilizado para os vetores pTcPT7-HisN e pTcPR-
HisN. A11 e R12 foram utilizados para pNUS-PT7-RfAH. R10 foi utilizado para pTcPR-HisN. R11 foi
utilizado para pTcPT7-HisN. tm = temperature melting. A = anterdgrado, R = retrégrado.
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Tabela 3.8.3: Oligonucleotideos utilizados exclusivamente nas PCRs para caracterizagdo
molecular dos vetores.

VETOR OU CLONE tm(C) OLIGONUCLEOTIDEOS 5'—» 3

pNUS-T7N 69,5 R18-CCGCTCGAGTCAGAAGAACTCGTCAAGAA

pNUS-PT7-RfAH 71,6 R19-GGCTCGAGCTATTCCTTTGCCCTCGGAC
68 A24-GGCTCGAGATGAAAAAGCCTGAACTCAC

pTcPR-HisN e derivados 65 R20-TCTAGAGTGATGGTGATGGTGATGC

tm = temperature melting. A = anterogrado, R = retrégrado.

3.9 Reagoes de PCR

Para as reacgdes realizadas a partir de plasmideos como molde, foram
utilizados 2 a 10 ng de DNA e, partindo-se de DNA gendmico, 50 ng. Para a
amplificagdo dos insertos aplicados nas clonagens foi utilizada enzima de alta
fidelidade (Pfu Ultra DNA Polimerase) e para as reagbes de PCR de colbnia e
confirmacgédo das clonagens utilizou-se enzima de alta processividade (Tag DNA
Polimerase).

A maioria das reac¢des de PCR foi realizada com a seguinte programacao: 94
°C por 4 min, (94 °C por 30 s/ Y °C por 30 s/ 72 °C por X min) durante 30 ciclos, 72
°C por 7 min, onde X variou de acordo com o tamanho da seqiéncia, sendo usada a
relagdo de 1 min para cada 1.000 pares de base de DNA. A letra Y é relativa a
temperatura de anelamento selecionada que foi de aproximadamente 5 T abaixo da
tm de cada par de iniciadores (Tabela 3.8.1). Os reagentes utilizados nas reagdes
de PCR e suas respectivas concentracdes finais foram: dNTPs (0,1 a 0,25 mM
cada), cloreto de magnésio (1,5 mM, somente para as reagdes com Taq DNA
Polimerase), iniciadores (0,2 a 0,4 yM), Taq ou Pfu DNA Polimerase (0,5 U/10 pl de
reagao) e tampao 1x para as enzimas.

As PCRs feitas para caracterizagdo molecular dos vetores foram realizadas
com Taq DNA Polimerase e seguiram as seguintes condi¢gbes para anelamento e
extensdo: temperatura de anelamento de 55 T e 3 diferentes tempos de extenséo,
sendo de 2 min para os produtos de até 2 kb, 4 min para os produtos entre 2 e 4,6
kb e 6 min para os produtos com tamanho a partir de 4,6 kb.

ApoOs a avaliagdo da PCR por eletroforese em gel de agarose, fez-se a
purificacdo dos produtos de PCR através de kits comerciais da Promega e Roche,
que utilizam isotiocianato de guanidina e colunas de fibra de vidro para purificagéo
do DNA amplificado.



44

As PCRs de colbnia seguiram as mesmas condi¢cdes descritas acima, no
entanto, o DNA molde estava contido nas colénias bacterianas transformadas. Para
cada reacao utilizou-se uma colbnia, a qual foi transferida da placa de cultura para o
tubo de PCR ou placa de 96 pocos e posteriormente para outra placa de cultura
(placa-mestre), através de um palito de madeira. Este processo foi realizado antes

da adigao da mistura de reagentes ao tubo de PCR.

3.10 Reacoes de Digestao

As reacbes de digestao foram realizadas a partir de 2 a 5 uyg de DNA e 10 a
20 U de endonuclease de restricdo, num volume final de 30 a 60 ul. Conforme
especificacao do fabricante fez-se ou ndo a suplementacdo com BSA. O tempo de
incubacédo foi de 3 horas, para digestdo de vetores, e de 16 a 20 horas, para
digestao de produtos de PCR. As incubagdes ocorreram a uma temperatura de 37
°C (exceto para Apal, a 25 °C).

Para digestdes com duas enzimas, fez-se apenas uma reagdo nos casos em
que houve compatibilidade dos tampdes de reagdo, caso contrario, as digestdes
foram feitas separadamente. A inativacdo das digestdes foi feita pelo calor (65 °C
por 20 min), quando possivel, ou através de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, para
o qual seguiu-se o seguinte protocolo: aumentou-se o volume da reagdao com H,O
para 100 pyl e fez-se a adicdo do mesmo volume de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico. Entdo a amostra foi submetida a agitagcdo em vortex e centrifugada por 3
min a 13.000 rpm e, a seguir, fez-se a coleta da fase superior e precipitacdo do
material com 1/10 do volume de acetato de sédio 3 M e 2 a 3 vezes o volume de
etanol 100%. Esta mistura foi incubada em gelo seco por 20 min, centrifugada por 20
min a 13.000 rpm, a seguir descartou-se o sobrenadante e lavou-se 3 vezes com 1
ml de etanol 70% centrifugando por 5 min a 13.000 rpm para cada lavagem. O
sedimento obtido foi seco a temperatura ambiente ou a 50 T por 10 min e
ressuspenso em 10 a 20 ul de H,0.

Nas digestdes duplas feitas separadamente, nos casos em que a inativagao
da primeira enzima pudesse ser feita pelo calor, fez-se 0 uso de colunas microcon
30 para a lavagem e troca de tampdes. Este procedimento foi realizado adicionando-
se a coluna o volume da reacdo e H,O, para 500 pl e, entdo centrifugando-se esta
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durante aproximadamente 12 min a 14.000 g. Em seguida, fez-se a inversao da
coluna em outro tubo, centrifugando-se por 3 min a 1.000 g, obtendo-se a amostra
de DNA. As digestdes de vetores foram confirmadas através de eletroforese em gel
de agarose, corado com brometo de etidio e visualizado com exposigdo a luz
ultravioleta, fazendo-se comparagédo com a amostra nao-digerida.

As digestdbes de pUC57, contendo os cassetes GSNEO, GSPT7 e
GSPDm28c, foram submetidas a eletroforese em gel de agarose para purificagao
das bandas correspondentes a estes cassetes. Estas bandas foram preservadas do
contato com brometo de etidio e luz UV, utilizando-se como guias para os cortes
uma pequena quantidade das mesmas digestbes, aplicadas nas canaletas
adjacentes do gel. Os géis foram cortados, corando-se apenas as amostras guias,
entdo fez-se a excisdo das bandas de interesse com bisturi. O DNA foi separado da
agarose através de purificagdo em ponteiras com filtro, centrifugando-se a 6.000 rpm
por 5 min. Finalmente estas amostras foram concentradas por precipitagdo com

etanol ou microcon, como descrito neste item.

3.11 Reacoes de Ligacao

Apos a digestao dos insertos e dos plasmideos, procedeu-se a ligagado dos
mesmos catalisada pela enzima T4 DNA ligase. As reagdes foram realizadas com 30
a 50 ng de vetor, excesso molar de 3 a 10 vezes do inserto (exceto para c-myc, onde
usou-se um excesso de 100 vezes), 1 U de ligase, tampao para ligase 10x e H,O
para 10 a 50 pl. A incubacgao foi realizada a 16 °C em banho seco durante 16 horas.
O excesso molar diferencial para c-myc foi usado devido a baixa eficiéncia na
hibridizagao das fitas dos seus oligonucleotideos.

Para se determinar a quantidade de inserto a ser utilizada, fez-se a relagao
entre a massa e o numero de moléculas do vetor e do inserto. Este célculo foi
realizado da mesma maneira para todas as clonagens, diferindo apenas no excesso
de inserto usado.

A determinacdo da concentracdo das amostras foi realizada em
espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 260 nm. Para as ligagdes
realizadas a partir de digestdo com duas enzimas, foram realizados controles, como

ligacdo sem o inserto e ligagado sem o inserto e sem a DNA ligase. Para as ligagdes
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entre vetor e inserto, digeridos com apenas uma enzima ou com Xbal/Spel, pois
estas geram extremidades coesivas idénticas, realizou-se tratamento prévio do vetor
com fosfatase alcalina de camarao através do seguinte protocolo: 200 a 500 ng do
vetor digerido, purificado com etanol ou microcon, 1 U de fosfatase alcalina de
camarao, tampao 10x para a fosfatase e H,O para um volume final de 30 a 50 pl.
Esta reacao foi incubada em banho-maria a 37 C dur ante 1 hora e inativada a 65 C

por 15 min. Em seguida, procedeu-se a ligacédo como descrito.

3.12 Validagao dos Resultados

Para validar os resultados com os vetores construidos durante este trabalho,
os vetores de destinacdo pTcPR-HisN e seus derivados contendo GFP, CFP, YFP,
TAP tag e c-myc e o vetor pNUS-PT7-RfAH foram recombinados, através da reacao
LR Gateway®, com 3 genes de T. cruzi originando 21 clones de destinacao (Tabela
3.12.1). Estes genes foram estudados em outro projeto desenvolvido no IBMP
(PRETI, 2007), sendo que ja estavam inseridos na plataforma Gateway® através da
clonagem em pDONR 221. O primeiro gene, Tc00.1047053510877.30 (A1), possui
693 pb e codifica uma proteina hipotética de 25 kDa. O segundo gene,
Tc00.1047053507001.70 (C1), possui 909 pb e codifica uma proteina de 35,5 kDa,
anotada como uma suposta sintaxina. Por ultimo, o terceiro gene,
Tc00.1047053506559.380 (C4), contém 546 pb e codifica uma proteina de 21 kDa,
supostamente fazendo parte do grupo das centrinas.

Para cada reacao foram utilizados 120 ng do clone de entrada e 120 ng do
vetor de destinacgéo, 2 pl da enzima LR Clonase Il e o volume foi completado para 10
pl com TE pH 8,0. As reacgdes foram incubadas por 2 horas em banho seco a 25 °C
e inativadas com 1 pl de proteinase K por 10 min em banho-maria a 37 °C,
totalizando 21 recombinagdes. As transformagdes com estas reagdes seguiram o

protocolo conforme o item 3.13.
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Tabela 3.12.1: Recombinagdes com genes de T. cruzi para validagao dos vetores.

VETOR GENE
A1 C1 C4
pTcPR-HisN pTcPR-HisN(A1) pTcPR-HisN(C1) pTcPR-HisN(C4)
pTcPR-GFPN pTcPR-GFPN(A1) pTcPR-GFPN(C1) pTcPR-GFPN(C4)
pTcPR-CFPN pTcPR-CFPN(A1) pTcPR-CFPN(C1) pTcPR-CFPN(C4)
pTcPR-YFPN pTcPR-YFPN(A1) pTcPR-YFPN(C1) pTcPR-YFPN(C4)
pTcPR-TAPN pTcPR-TAPN(A1) pTcPR-TAPN(C1) pTcPR-TAPN(C4)
pTcPR-mycN pTcPR-mycN(A1) pTcPR-mycN(C1) pTcPR-mycN(C4)

pNUS-PT7-RfAH  pNUS-PT7-RfAH(A1) pNUS-PT7-RfAH(C1) pNUS-PT7-RfAH(C4)

3.13 Transformagao em Escherichia coli

Apos as reagdes de ligagcdo, ou simplesmente para propagagao de algum
plasmideo, realizou-se a transformagdo em E. coli, utilizando-se tanto bactérias
quimiocompetentes quanto eletrocompetentes. Para a transformagao, um volume de
2 ul (clonagens classicas) ou 5 a 10 pl (recombinacdes Gateway®) das ligacdes foi
misturado com aproximadamente 50 ul de células. As clonagens classicas e
propagacoes de plasmideos utilizaram cepas DH5a, XL1-Blue e ccdB resistentes
(plasmideos contendo RfA) quimio ou eletro-competentes. As recombinagdes
Gateway® utilizaram exclusivamente a cepa DH5a.

Para as células quimiocompetentes, seguiu-se o seguinte protocolo de
transformacao: 30 min no gelo, 2 min em banho-maria a 42 °C, 5 min no gelo. Para
as células eletrocompetentes, fez-se a eletroporacdo em cubetas de 0,2 cm, a 2,5
kV, 25 uF e 200 a 500 Q. Em seguida, adicionou-se 1 ml de meio LB e incubou-se a
37 °C durante 1 hora com agitagcao de aproximadamente 220 rpm. Em seguida, fez-
se o0 plaqueamento de 5 a 100 ul das culturas ou reduziu-se o volume por
centrifugagcédo durante 2 min a 6.000 rpm para o plaqueamento de toda a amostra.
Foram utilizadas placas contendo meio LB e antibiéticos especificos para as
selegdes, sendo eles ampicilina 100 ug/ml e/ou cloranfenicol 34 ug/ml ou kanamicina
50 pyg/ml. Apds crescimento de 16 a 20 horas em estufa a 37 °C, fez-se a selegéo

dos clones.
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3.14 Selecdao e Confirmacao dos Clones e Preparacao dos

Plasmideos

Para a selecdo dos clones nos processos de clonagem classica, cujos
insertos possuiam mais de 300 pb, foi utilizada a técnica de palitagem, tendo-se
como controle de tamanho o vetor sem o inserto (em bactéria). Esta técnica foi
realizada transferindo-se coldnias, resultantes das transformacdes em E. coli, para
tubos de 1,5 ml ou placa de 96 pogcos com o auxilio de palitos de madeira (uma
colénia por tubo ou pogo). Uma porgcédo destas coldnias foi concomitantemente
transferida para a placa mestre, a fim de se recuperar os clones encontrados. Em
seguida, adicionou-se 20 ul de tampao de lise aos tubos ou pogos contendo as
colénias e incubou-se a 65 °C por 10 min. Estas amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 0,8%.

Para a selegdo dos clones a partir das clonagens do adaptador PT7 e das
recombinacbes Gateway® foi realizada PCR de colbnia, cujos iniciadores estao
especificados na Tabela 3.14.1. O numero de col6nias analisadas variou de acordo
com a dificuldade na obteng¢ao dos clones, no entanto, geralmente iniciou-se com 30
colénias para as clonagens classicas e 5 colbnias para as recombinagdes
Gateway®.

Apos a selegcado dos clones, a partir da placa mestre, fez-se o inéculo das
colénias em meio LB liquido (5 a 50 ml), contendo o antibiético apropriado. Estas
culturas cresceram a 37 °C com agitagao de 220 rpm durante 16 a 18 horas. Apos
centrifugacédo a 6.800 g por 3 min (culturas de 5 ml) ou 10 min (culturas de 50 ml),
obteve-se o sedimento, o qual foi submetido a lise alcalina segundo o protocolo do
kit comercial QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), que utiliza colunas de silica para
purificacdo do DNA plasmidial em pequena e média escalas.

Independente da maneira de selegao dos clones, todas as clonagens foram
confirmadas por digestdo das miniprepara¢des dos clones com as mesmas enzimas
utilizadas nos processos de clonagem (exceto para a clonagem do epitopo c-myc e
para as recombinac¢des Gateway®). A orientagcdo do gene da T7 RNA Polimerase foi
verificada apos digestdo com Xbal e Kpnl ou Xbal e Ndel. Também foi realizado

sequenciamento a cada etapa de clonagem (exceto para a maioria das
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recombinagbes Gateway®), o qual foi realizado pelo método de Sanger através do
analisador ABI Prism 3100.

Tabela 3.14.1: Oligonucleotideos utilizados nas PCRs de coldénia para confirmag¢ao das
recombinacées Gateway® e clonagem do adaptador PT7.

Clonagem tm () Oligonucleotideos 5—» 3’

A1 77,3 A25-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCCTGCGTATCCGTCCC
77,2 R21-

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATCTACACGGCGATCATTGCG
“ " 22(3665GACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCGTCACGGGATCGTAC
e 2%3265GACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCGTCACCGCCTTCAAAAAGAG

o e éé?éGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCTCGACAACACGCGCTGCTG

771 R23-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTAATCCTCATCCTCTAGCA...
...TGATGGC
Adaptador 59,6 A28-TCAGTGATAGCGGGATAGTC
PT7 61,8 R24-GAAGTGGACAGAGCGGAATG

A = anterdgrado, R = retrogrado.

3.15 Construcao dos Vetores para Transfeccao em Crithidia

fasciculata

Os plasmideos base escolhidos na construcédo dos vetores para C. fasciculata
foram pNUS-HcN e pNUS-HcH (TETAUD et al., 2002). Estes vetores possuem as
seguintes regides intergénicas (RIl) de Crithidia fasciculata: 3'UTR fosfoglicerato
quinase A (PGKA), 5UTR fosfoglicerato quinase B (PGKB) e 3'UTR
glutationilespermidine sintetase (GspS). Tais vetores ndo possuem promotor, no
entanto as RIs dirigem a transcricdo, além de permitirem os processos de frans-
splicing e poliadenilagdo dos genes clonados. Outras caracteristicas destes vetores
€ a presencga de um sitio de clonagem multipla (MCS), uma etiqueta C-terminal para
6 histidinas e resisténcia aos antibiéticos neomicina ou higromicina.

A estratégia do sistema desenvolvido neste trabalho consiste na utilizagdo
conjunta de dois vetores. Um deles expressando a RNA Polimerase do bacteriéfago
T7 (T7TRNP), que promove a transcricdo no vetor contendo promotor de T7RNP.
Neste outro vetor foi clonado o promotor para a T7RNP (PT7), seguido de 3 copias
do operador de tetraciclina (TetO), arranjo que permite a regulagdo da expresséo

génica induzivel por tetraciclina. Para tornar este sistema compativel com a



50

plataforma de clonagem Gateway®, também foi clonado o cassete reading frame A
(RfA) neste vetor.

No vetor pNUS-HcN foi clonada a regido codificadora (CDS) da T7RNP (2.652
pares de base), a qual estava originalmente clonada no vetor pGEM-T easy. Esta foi
amplificada (conforme o item 3.9) inserindo-se nas suas extremidades o sitio para
endonuclease de restricdo (ER) EcoRI (oligonucleotideos iniciadores demonstrados
na Tabela 3.8.1). A escolha desta enzima é explicada pela disponibilidade do sitio
de restricdo no vetor e possibilidade de retirar o MCS juntamente com a sequéncia
para 6 histidinas. Apds digestdo com EcoRI (conforme o item 3.10), foi realizada
ligacao através da T4 DNA ligase (conforme o item 3.11) originando-se o clone
pNUS-T7N (Figura 3.15.1). O clone com a orientagcdo correta foi identificado apos
digestdo com endonucleases de restricdo. Tais digestdes deveriam produzir

fragmentos de tamanhos diferentes conforme a orientagcao do clone.
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Figura 3.15.1: Desenho esquematico do clone pNUS-T7N. Em A, vetor pNUS-HcN original. Em B,
clone pNUS-T7N, originado pela substituicdo do MCS e poli-histidina pela T7RNP em pNUS-HcN.
PGK = fosfoglicerato quinase, GspS = glutationilespermidine sintetase, T7TRNP = RNA Polimerase do
bacteriofago T7 (figura A adaptada de TETAUD et al., 2002).

Com a finalidade de regular a expressao pela T7RNP, foram desenhados
oligonucleotideos que, ao serem hibridizados, formariam um adaptador (62 pares de
bases) contendo as sequéncias do PT7 e 3 repeti¢cdes de TetO. As extremidades do
adaptador foram desenhadas a fim de serem coesivas para Hindlll, no entanto, ao
ser clonado em pNUS-HcH, nao formaria sitios para esta, pois foi realizada uma

alteracao nucleotidica na regido de dupla fita do adaptador. Isto permitiu a selecéo,



51

buscando-se os clones resistentes a digestdo com Hindlll. A hibridizagdo do
adaptador foi feita misturando-se as fitas senso e anti-senso em uma solucéo de
NaCl 10 mM. A seguir, esta mistura foi colocada a 95 T por 10 min em banho seco,
seguida por um lento decréscimo da temperatura. A hibridizacéo foi confirmada por
eletroforese de DNA fazendo-se comparagdo com a mistura das fitas de DNA sem
tratamento por temperatura.

O adaptador foi clonado no sitio Hindlll do vetor pNUS-HcH, originando o
vetor pNUS-PT7H. Em seguida, foi clonado neste mesmo vetor o cassete Gateway®
RfA (1.711 pares de bases), o qual encontrava-se clonado no vetor pCR-Blunt
(Invitrogen). Para isso, incorporou-se ao RfA os sitios de restrigdo para clonagem em
Ndel e Kpnl, tomando-se o cuidado de verificar a fase de leitura. Estes sitios de
clonagem, presentes no vetor, foram escolhidos pelo fato das respectivas enzimas
nao clivarem nenhum dos elementos. Esta clonagem deu origem ao vetor pNUS-
PT7-RfAH (Figura 3.15.2). A etiqueta C-terminal de histidinas, presente
originalmente no vetor, foi mantida para que ocorresse a fusdo do gene clonado com

a etiqueta de histidinas.

Promotor T7
HindTIT(1) |§9 PGKRS
AmpR Ndal (635)
L~

N,

AmpR

XbaI{1155)

PE&KBS'

PNUS-PT7-RfAH
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Kprn1{2356)
. Poli-His

Hygromycin PGKAY
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BamHI(2749) GspS PGKBS

\
II

A B HigR
Figura 3.15.2: Desenho esquematico do vetor pNUS-PT7-RfAH. Em A, vetor pNUS-HcH original.
Em B, vetor pNUS-PT7-RfAH, originado apos a clonagem do PT7, TetO e RfA em pNUS-HcH. PGK =
fosfoglicerato quinase, GspS = glutationilespermidine sintetase (figura A adaptada de TETAUD et al.,

2002).
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3.16 Construcao dos Vetores para Transfeccao em Trypanosoma

cruzi

A construcdo dos vetores para Trypanosoma cruzi foi fundamentada na
estratégia de obtencéo de vetores com as seguintes aplicabilidades: possibilidade de
super expressdo génica e purificagdo dos produtos, regulagcdo induzivel da
expressao génica, localizacdo celular de proteinas e identificacdo de interagdes
protéicas. Para isso, foram construidos dois sistemas, cuja principal diferenca esta
no tipo de promotor utilizado. A escolha dos plasmideos a serem utilizados como
base foi feita com o auxilio do programa MapDraw (DNASTAR). Foram analisados
os sitios de restricao presentes nos plasmideos pBluescript 1| KS(-), pGem 4z e
pUC18. Através desta analise, verificaram-se quais endonucleases de restricao
poderiam ser utilizadas, pois néo clivariam os cassetes que fariam parte dos vetores.
Pelo fato de disporem de sitios de restricdo adequados paras as clonagens
pretendidas, fez-se a opgao pela utilizagao de pBluescript Il KS(-) (pBS) e pUC18
(pPUC).

A fim de se obter os elementos necessarios para os vetores, como resisténcia
a antibidticos, regides intergénicas e promotores, foram desenhados 3 cassetes
contendo genes sintéticos (Figura 3.16.3). O cassete do gene sintético de
resisténcia a neomicina (GSNEO) possui 1.381 pares de bases e é constituido pelo
gene sintético da neomicina fosfotransferase, flanqueado pelas regides intergénicas
35.1 (SWINDLE et al. 1988), e acrescido de um terminador T7 na extremidade 3’.
Estas intergénicas, devido ao tamanho relativamente pequeno (278 pb) sé&o
convenientes para a utilizagcdo em vetores. Os cassetes sintéticos contendo os
promotores T7 (GSPT7) e ribossomal 18S de T. cruzi Dm28c (GSPDm28c) possuem
384 e 940 pb, respectivamente. Além do promotor, possuem também uma regiao
intergénica 35.1 e uma etiqueta que codifica 6 histidinas. No cassete GSPT7, logo
apo6s o promotor, foram incluidas 3 copias do operador de tetraciclina (TetO).

O desenho destes cassetes e dos iniciadores empregados nestas
construgdes foi analisado, a fim de manter a fase de leitura correta, permitindo a
funcionalidade dos vetores. Os cassetes foram encomendados para a empresa

GenScript, que os sintetizou e clonou no plasmideo pUC57.
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Para a construgcao do vetor com expressao regulada, o plasmideo pUC18 foi
definido como base. Sendo assim, este plasmideo carregaria o promotor e o
terminador T7, pois ndo possui este promotor originalmente, como € o caso de
pBluescript Il KS(-).

O cassete GSNEO foi utilizado para as duas construgdes, por isso possui 4
sitios de restricao, 2 para utilizagdo em pBluescript || KS(-) (Apal e Spel) e 2 para
pUC18 (Kpnl e Sacl). A digestdo de GSNEO com Apal, ao contrario de Sacl, exclui o
terminador T7 do cassete. O emprego de sitios de restricao distintos, Kpnl e Spel, na
extremidade 5 do cassete foi justificado pela presenca ou nédo destes sitios nos
plasmideos base.

O desenho dos vetores foi realizado objetivando plasticidade na troca dos
elementos, como a resisténcia a antibidticos, as regides intergénicas, a etiqueta a
ser fusionada e o promotor, todos estes podendo ser prontamente substituidos.

A primeira clonagem, realizada para os dois vetores, foi a do cassete sintético
GSNEO. Neste processo de clonagem foram utilizadas as ERs Spel e Apal ou Kpnl
e Sacl, originando os vetores pBS-GSNEO e pUC-GSNEO, respectivamente. A
segunda clonagem, também realizada para os dois vetores, foi a do cassete RfA,
originalmente clonado em pCRBlunt (Invitrogen). O RfA foi amplificado por PCR, em
2 reacgdes distintas, cada uma incorporando os sitios de restricdo Xbal e Spel ou
Xbal e Kpnl (iniciadores demonstrados na Tabela 3.8.1). Nesta etapa de clonagem,
apo6s digestdao com Xbal e Spel ou Xbal e Kpnl, foram originados os vetores pBS-
RfA-GSNEO e pUC-RfA-GSNEO, respectivamente.

A clonagem das sequéncias contendo os promotores foi realizada a partir dos
cassetes GSPDm28c e GSPT7. Nestas clonagens foram utilizadas as ERs Sacl e
Xbal ou Hindlll e Xbal, originando, respectivamente, os vetores pBS-GSPDm28c-
RfA-GSNEO, identificado como pTcPR-HisN (Figura 3.16.1), e pUC-GSPT7-RfA-
GSNEO, identificado como pTcPT7-HisN (Figura 3.16.2).
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Figura 3.16.1: Desenho esquematico do vetor pTcPR-HisN. Em A, vetor pBluescript [l KS(-). Em B,
vetor pTcPR-HisN. 35.1 = regibes intergénicas. (Figura A, manual de instru¢cdes pBluescript Il —

Stratagene).

Somente no caso do vetor pTcPR-HisN, a etiqueta N-terminal de histidinas foi
substituida pelas regides codificadoras de GFP (Green Fluorescent Protein), CFP
(Cyan Fluorescent Protein), YFP (Yellow Fluorescent Protein), TAP tag (tandem
affinity purification) e c-myc, originalmente clonados, exceto o ultimo, em pEGFP-3,
pDH3, pDH5 e pW9, respectivamente. A regiao codificadora destas etiquetas, exceto
c-myc, foram amplificadas por PCR, recebendo sitios para Sphl e Xbal (iniciadores
especificados na Tabela 3.8.1). Apds digestdo com estas enzimas, foi realizada a
clonagem destes segmentos de DNA no vetor pTcPR-HisN, fazendo-se assim a
substituicdo da sequéncia N-terminal de 6 histidinas. Estas clonagens deram origem
aos vetores pTcPR-GFPN, pTcPR-CFPN, pTcPR-YFPN e pTcPR-TAPN.

Hondlll (400)
A B Promotor T7

Hind 111
Sphl
Pst1

Sphi (758)
Poli-His
Yool (775)

pTcPT7-HisN

Sacl (4009)

Terminador T7
35.1 Konl (2499
Xhol (2586 35.1
NeoR Xnol (2785)
Figura 3.16.2: Desenho esquematico do vetor pTcPT7-HisN. Em A, vetor pUC18. Em B, vetor
pTcPT-HisN. 35.1 = regides intergénicas. (Figura A, www.invitrogen.com).
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A
Sense-5'agetgTAATACGACTCACTATAGGETCTATCAGTGATAGTCTATCAGTGATAGTCTATCAGTGATAGS

Anti-sense-S'agetc CTATCACT GATAGaCTAT CACTGATAGaCTATCACT GATAGACCCTATAGTGAGTCGTATTACY

B
Sense-S'cATGEAACAASAGTTGATTTCTGAATTTGEAAT TGAATIS

Anti-sense-S'ctagasT TCAAT TCAAAT TCAGAAATCAACTTTTGTT CCAT geatg3’

C
S'ggtacc TCTGUGATGCTGTGGACTGACGEATTGAAATACACACCETCTTTGGCGTTCCTTTTTTTTTTTTITGATTTGTTT
TTTTTATTGAGATGTTTTGTTTTGTTTT T TTCAGTTTTTAT TATATCAGCAGTTTGTCCGCUT GCATTCATGTAGTGTTTGETAA

TTCTTTCTATTTTTTGGAATTATGGCGATAATATTCTTGTCT T TAAACT TCTTATAACCAATT GTGCTTTAGAGT TTCCTGCTTA

GTTGCTATTAACACACTGTTAGGAACGTGAAACCctegagh T GAT TGAACAAGATGEATT GCACGCAGGTTCTCCGGLCGET TG
GETGGAGAGGCTATTCGGETATGACT GEECACAAMCAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGLCGTGTTCCGEETGTCAGCGE
AGGEECECCCEETTCTTTTTGTCAAGACCGACCTETCCGETGLCCTGAAT GAALT GLAGGACGAGGLAGCGLGGEITATCE
TGECTGECCACGACGEEUETTCCTTGCGCAGCTETGCTCRACGTTGTCACTGAAGCGEGEAAGECACTGECTGECTATTGEGE
CEAAGTGCCGEEECAGEATCTCCTGTCATCTCAZCTTGCTCCTGLCEAGAAAGTAT COATCAT GGLTEAT GCAATGCGEEG
GCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCT GCCCATTCGACZCAZCAAGLEAAACATCGUAT CEAGCGAGCACGTACTCGEATGGEA
AGCCGETCTTGTCGATCAGEATGATCTGGACGAAGAGTATCAGGGELT CECGLCAGCCGAACTGTTCGLCAGGLTCAAGE
CGECGECATGCCCGACGGEEGATEATCTOGET CET GACCCAT GGLEAT GCCTGCTTGRCEAATAT CATGETGEAAAAT GGLCOGE

TTTTCTGEATTCATCGACTETGECCEEETEEETET GEEGEGEACCEETATCAGEACATAGCGTTGGCTACCCETGATATTGET
GAAGAGCTTGGECGECEAATGEGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGLAGCGUAT CGRCTT

CTATCGCCTTCTTGACZGAGT TCTTCTGACtcgagT CTGLGAT GCT GTGEACCGACGEATT GAAATACACACCETCTTTGGCGETT
CCTTTTTTTTIT T T T GATTTGT T T T T T T TAT TGAGATGTTTTGTTTTGTTTTT TTCAGTTTTTATTATATCAGCAGTTTGTCCGCCT
GUATTCATGCAGTGTTTGETAATTCTTTCTATTTI TTGGAAT TATGGCGAT AATATTCTTGTCTTTAAACT TCTTATAACCAATT

GTGCTTTAGAGTTTCCTGCTTAGTTGCTATTAMCZACACT GTTAGGAACGT GAAACCYggeccCT GUTAADAAAG L L GAAAGEA,
AGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGTAATAACT AGCATAACCCCTTGEEELCTCTAAACGEETCT TGAGGGETTTTTT

GUTGEAAAGGAGGAACTATATCCGEAT gagete

D

S'aaget TAATACGACT CACTAT AGGECCCTATCAGTGATAGC GEGATAGTCACTATC GCCCTATCAGTGATAGTCTGCGATGT
TGTGGACCGACGTATTGAAATACACACCGTCTTTGGCGTTCCTTTITTTITIT T I TGAT T TGTTTTTTTTATTGAGATGTTTTGETT
TTGTTTTTTTCAGTTTTTAT TATATCAGCAGTTTGTCCGLCTGEATTCATGCAGTGTTTGETAATTCTTTCTATTTT T TGGEAATT
ATGECGATAATATTCTTGTCTTTAAACT TCT TATAACCAATTGTGUTTTAGAGT TTCCTGCT TAGT TGO TAT TAACATACTETTA
GEAACGTGAAACCATGCatgcCATCATCATCAZCAT CACtctagal”

E
5'gagetcCACCAGTTTCCTTGCGGGGCTTATTTGG TG TG TIGGATTTITAATTTTTTGATGATICGGAGGAATTTTTTGCAATTT
TTGGGTACCCCTAAAAAMATTTITGGAGTTTCCGGGGTTCGATCCAACTTIGTGCTTTTTTAACCGTCCATTTGTGTCTAGTAC
ATCATGGAGCGGTATTCTCTCCGGTGGCCCAGGTGGCGTCOGAAGGAATTGGTGTCCCTCAGGATGTTTGGTTTTTCGTTT
TTTTTTTTGCGGTCTTTTGTTTCGCATCGCCGTATCGTETECGGCGCEACCTTCTTTITGGCTCATTGGTCAGTGAGGTTTAT
AATARAGTGGATCATTTGGGTTTITGGCCCTITGCGGCGCACCCGCGEAATGEGEGAGGGATTTTCATATAATGTAGTGTA
CATTGTGTGTGGGETCGCAAMATGTCATGCCGTGTGCAATGTTTATTTGCGTGCTGTGCGTGTCCTTTTGTGATTCCACCACT
TETGTGTATTTTACCTTATCGTCTCTCCCTGCCGTTGGCTGTECGTGAATTGTGCTTCGCATTICGTGGGAAATCAAAAGGGG
AATCAACGTGTTCTTTTTTITTCAGAAGGGGAGTCAAAGCGCCGTGTGYatate TCTGCGATGC TG TGGACCGACGCATTGAAAT
ACACACCGTCTTTGECGTTCCTTTITTTTTTITTTTGATTTGTTITTTTTATTGAGATGTTTTGTTTTGTTTTTTTCAGTITTTATTA
TATCAGCAGTTTGTCCGCCTGCATTCATGCAGTGTTTGGTAATTCTTTCTATTTTTTGGAATTATGGCGATAATATTCTTGTCT
TTAAACTTCTTATAACCAATTGTGCTTTAGAGTTTCCTGCTTAGTTGCTATTAACACACTGTTAGGAACGTGAAACCATG Al
cCATCACCATCACCATCACttagad'

Figura 3.16.3: Seqiiéncia nucleotidica dos adaptadores e cassetes sintéticos utilizados. A -
Adaptador contendo o promotor T7 (vermelho) e 3 repeticdes do operador de tetraciclina (negrito), as
mutacoes nos sitios para Hindlll (caixa baixa) estdo indicadas em verde. B - Adaptador contendo a
seqUéncia para o epitopo c-myc e as extremidades coesivas para Sphl e Xbal (caixa baixa), 5’ e 3,
respectivamente. C - Cassete GSNEO contendo as regides intergénicas 35.1 (azul) flanqueando a
resisténcia a neomicina (vermelho) e o terminador T7 (verde). De 5’ para 3’ estdo representados os
sitios para Kpnl, Spel (amarelo), Xhol, Xhol, Apal e Sacl (todos em caixa baixa). D - Cassete GSPT7
contendo promotor T7 (vermelho), 3 repeticdes do operador de tetraciclina (negrito), a regido
intergénica 35.1 (azul), a seqléncia para 6 histidinas e os sitios para Hindlll, Sphl e Xbal (caixa
baixa), representados de 5’ para 3’. E - Cassete GSPDm28c contendo o promotor ribossomal 18S da
cepa Dm28c de T. cruzi, a regido intergénica 35.1 (azul) e a seqliiéncia para 6 histidinas. De 5’ para 3’
estéo representados os sitios para Sacl, EcoRV, Sphl e Xbal (caixa baixa). Em D e E, o primeiro ATG

apos o sitio para trans-splicing esta representado em verde.

O epitopo c-myc foi sintetizado como oligonucleotideos simples fita, as quais

foram transformadas em dupla fita por hibridizacdo, apresentando extremidades
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coesivas compativeis com Sphl e Xbal (Figura 3.16.3). A hibridizagao foi realizada a
partir de 1,28 ug da fita sense mais 1,5 ug da fita anti-sense, através do protocolo
descrito no item 3.15. Diferentemente das outras etiquetas, a clonagem do epitopo c-
myc foi realizada a partir do vetor pTcPR-YFPN, substituindo-se a etiqueta YFP e

gerando o vetor pTcPR-mycN.

3.17 Determinacao das Dosagens de Higromicina e G418 Utilizados

na Seleg¢ao dos Transfectantes

Foram realizadas curvas de crescimento dos parasitas utilizando-se diferentes
concentragbes de antibidtico. Neste experimento foram utilizadas culturas em fase
exponencial de crescimento, iniciando-se com 1 x 10° células por ml, em um volume
de cultura entre 10 e 15 ml. As concentragdes de G418 utilizadas para Crithidia
fasciculata foram 10, 50, 250 e 1.250 ug/ml e para Trypanosoma cruzi foram 250,
500 e 1.000 pg/ml. No caso da avaliagdo com higromicina foram utilizadas as
seguintes concentrag¢des: 50, 150 e 300 ug/ml, para Crithidia fasciculata e 250, 500
e 750 pg/ml, para Trypanosoma cruzi. Para as 4 avaliagdes realizadas foram feitos
controles, através de culturas sem a adigdo de antibidtico. As contagens foram

realizadas a cada 24 horas, num periodo que variou entre 47 e 144 horas.

3.18 Transfecgao dos Parasitas

Foram utilizadas culturas de C. fasciculata e T. cruzi, cultivadas em meio LIT
B acrescido de penicilina, em fase logaritmica de crescimento. Destas culturas foram
utilizadas 4 x 107 células para cada transfeccgdo, as quais foram centrifugadas por 5
min a 6.000 rpm. O sedimento formado foi lavado com PBS estéril, novamente
centrifugado por 5 min a 6.000 rpm e ressuspenso com solugédo de eletroporagéo
(0,4 ml para cada 4 x 10’ células). Foram transferidos 0,4 ml desta suspensédo de
células para cubeta de eletroporacéo de 0,2 cm pré-resfriada e em seguida foram
adicionados de 40 a 150 pg de DNA.

Para cada tipo de antibiotico utilizado, por exemplo, G418 ou higromicina, fez-
se um controle, ao qual ndo foi adicionado DNA. Apd6s 10 minutos no gelo, estas

cubetas foram submetidas a eletroporacdo com 2 pulsos de 450 V e 500 pF,
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incubadas novamente por 5 a 10 minutos no gelo. Em seguida, as células foram
transferidas para garrafas de cultura de 25 c¢cm? contendo 10 ml de meio LIT B
acrescido de penicilina e incubadas a 28 C.

Baseado nos dados dos experimentos descritos no item 3.17, apds 24 horas
de incubagao adicionou-se antibidtico as culturas nas seguintes concentragdes
iniciais: G418 — 100 pg/ml para C. fasciculata e 250 pg/ml para T. cruzi, higromicina
— 100 pg/ml para C. fasciculata e 250 pg/ml para T. cruzi. Apés 72 horas de
incubagao, a concentragao de G418 foi aumentada para 500 ug/ml, para T. cruzi e
285 pg/ml, para C. fasciculata; da mesma forma higromicina foi aumentada para 500
Mg/ml, para T. cruzi e 150 ug/ml, para C. fasciculata. Num intervalo entre 10 e 20
dias foram selecionadas células resistentes. Foi realizado acompanhamento das
culturas contando-se o numero de células através de camara de Neubauer, num
intervalo aproximado de 5 dias, fazendo-se diluigdes destas culturas a fim de se

manter a concentracgdo celular em torno de 1 x 10° células/ml.

3.19 Deteccao do Vetor pNUS-T7N em Crithidia fasciculata

Apos selecdo dos transfectantes de C. fasciculata, contendo o vetor pNUS-
T7N, realizou-se procedimento para recuperagdo deste vetor. A partir de 10 ml de
cultura em fase exponencial de crescimento, realizou-se lise alcalina através de kit
comercial da Qiagen, segundo protocolo do fabricante. A solugdo de DNA obtida foi
concentrada através de precipitagcdo com etanol, seguindo protocolo descrito no item
3.10. Foram transformados 2 ul deste DNA em E. coli XL1-Blue eletrocompetente
para recuperacao do vetor. Através das col6nias obtidas, fez-se a selecdo do clone
por palitagem. Para confirmacéo, o clone isolado foi digerido com EcoRI e submetido
a PCR para amplificacdo da T7RNApol, conforme os itens 3.10 e 3.9,

respectivamente.

3.20 Procedimento para Obtencdao de Populagdao Clonal em

Crithidia fasciculata Transfectante

Foi cultivado C. fasciculata em meio sélido para isolamento de uma populacao

clonal. O meio teve a seguinte composicao: agarose de baixo ponto de fusdo 0,65%



58

(peso/vol.) em LIT B, HEPES 0,5% (peso/vol.), glutamato de sédio 2 mM, piruvato de
sédio 2 mM e G418 250 ug/ml. Foram plaqueadas 5 x 10° células num volume de
500 pl. Das colbnias obtidas, 5 foram analisadas por PCR de colénia com iniciadores
para T7RNApol (iniciadores especificados na Tabela 3.8.1) e ao mesmo tempo
foram inoculadas e cultivadas a 28 T em 2 ml de LI T B. Apds analise, prosseguiu-
se o cultivo da cultura selecionada mantendo-se a concentragéo de G418. Com esta

cultura foram realizados ensaios de Southern e northern blot.

3.21 Visualizagao das Proteinas Fluorescentes e

Imunofluorescéncia

As células de T. cruzi transfectadas com os vetores pTcPR-GFPN(A1),
pTcPR-GFPN(C1), pTcPR-GFPN(C4), pTcPR-CFPN(A1), pTcPR-CFPN(C1),
pTcPR-CFPN(C4), pTcPR-YFPN(A1), pTcPR-YFPN(C1) e pTcPR-YFPN(C4) foram
visualizadas ao microscopio de fluorescéncia apds o seguinte procedimento: fez-se o
preparo das laminulas adicionando-se 10 a 20 ul de poli-L-lisina e deixando-se a 37
T por 20 min, em seguida lavou-se as laminulas com H,O e deixou-se secar a 37
€. Um volume de cultura contendo 5 x 10° células em fase logaritmica de
crescimento foi centrifugado por 1 min a 6.000 rpm e lavado 2 vezes com PBS 1x
nas mesmas condicdes de centrifugacdo. O sedimento de células lavadas foi
ressuspenso em 50 pyl de PBS 1x e 10 ul destes foram adicionados as laminulas e
incubados por 2 a 3 min e, em seguida, fez-se a lavagem deixando-se escorrer PBS
1x pelas laminulas. Estas laminulas foram colocadas sobre laminas de vidro, de
maneira que as células ficassem entre elas, seladas com esmalte e visualizadas ao
microscoépio de fluorescéncia Nikon Eclipse E 600.

Para a realizacdo da imunofluorescéncia, utilizou-se lamina contendo 10
pocos, a qual recebeu 0 mesmo tratamento descrito acima para laminula. As células
foram processadas como descrito acima e da suspensdo de células lavadas foram
adicionados 20 pl por poco (2 x 10° células) e, a seguir, a lamina foi deixada a
temperatura ambiente por 30 min em camara umida. Nos ultimos 10 min da
incubacgéo foram adicionados 20 pl de paraformaldeido 4%, logo apdés, a lamina foi
lavada com PBS 1x e a cada pogo acrescentou-se 50 ul de cloreto de aménio 50

mM por 10 min e, em seguida, lavou-se com PBS 1x. A permeabilizagdo das células
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foi feita com Triton X-100 0,1% por 2 min, entédo, lavou-se a lamina com PBS 1x e
fez-se o bloqueio durante a noite a 4 T com 50 pl de PBS 1x contendo soro de
cabra 25%, em camara umida. Apds o tratamento da lamina com cada reagente, fez-
se a verificagcao das células ao microscopio de contraste de fase.

No dia seguinte, fez-se a incubagao por 1 hora a 37 T com 20 ul do anticorpo
primario anti-c-myc (40 pg/ml, diluido em PBS 1x contendo soro de cabra 25%),
lavou-se 3 vezes por 5 min com PBS 1x, a seguir, a partir deste ponto protegendo-se
da luz, incubou-se por 1 hora a 37 T com 20 pl do anticorpo secundario anti-
camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 (5 pg/ml diluido em PBS 1x contendo
soro de cabra 25 %). Logo apds, retirou-se o excesso e incubou-se por 10 min com
20 ul de DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole), na concentragdo de 1 pg/ml diluido
com PBS 1x contendo soro de cabra 25%. As lavagens finais foram realizadas com
PBS 1x por 5 min, repetindo-se 6 vezes. A lamina foi seca, entdo, adicionou-se 1
gota de N-propil-galato a cada pogo e cobriu-se com laminula. Utilizou-se esmalte
para selar e em seguida a lamina foi visualizada ao microscépio de fluorescéncia
Nikon Eclipse E 600.

Os tempos de exposigao para captura das imagens utilizando fluorescéncia

variou entre 1,2 s e 4,2 s, enquanto que para campo claro a exposicao foi de 0,2 s.

3.22 Preparacao dos Extratos Protéicos em Tampao Desnaturante

Neste procedimento foram utilizadas culturas de C. fasciculata e T. cruzi em
fase logaritmica de crescimento. Os extratos foram preparados a partir de 5 ml das
culturas, cuja concentragéo celular foi previamente avaliada, centrifugados 3 min a
6.000 rpm e lavados 2 vezes com PBS 1x nas mesmas condi¢des de centrifugagao.
Ao sedimento celular obtido foi adicionado tampao de amostra para SDS-PAGE até
o volume de 100 pl (culturas com menor densidade celular) ou 250 ul (culturas com
maior densidade celular).

As amostras foram, entdo, submetidas a agitagcdo em vortex, incubadas a 99
T em banho seco por 5 min, incubadas em gelo por 2 min, submetidas novamente
a agitagao, centrifugadas 2 min a 13.200 rpm e o sobrenadante transferido para
outro tubo. Os extratos foram armazenados a -20 T até a utilizacdo. Desta forma
foram obtidos extratos com diferentes concentragdes (numero de células por pl). Tal
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caracteristica foi levada em consideragao para o calculo do volume a ser aplicado no

gel de poliacrilamida, normalizando assim os extratos, através do numero de células.

3.23 Ensaios de Western Blot

Os ensaios de western blot foram realizados a partir de SDS-PAGE com
concentragdes de acrilamida que variaram de 13 a 15 %. Os géis foram carregados
com extratos protéicos equivalentes a 1 x 10 células. A transferéncia das proteinas
do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em sistema Hoefer durante 2
horas a 50 V, envolvendo-se a cuba em gelo ou durante a noite a 20 Va4 TC. Em
seguida fez-se o bloqueio da membrana com PBS 1x, tween 20 0,1%, leite em pd
5% por 1 hora e, entdo, lavou-se a membrana por imerséo e agitacdo com PBS 1x e
tween 20 0,1% por 5 minutos. A seguir, incubou-se com anticorpo primario diluido
com PBS 1x e tween 20 0,1% nas seguintes titula¢gdes: monoclonal anti-histidina 1,4
a 2,8 yg/ml, anti-A1 1:400, anti-C1 1:250, anti-C4 1:300, monoclonal anti-c-myc 10
Mg/ml ou monoclonal anti-GFP 10 pg/ml. Esta incubacgéo foi de 1 hora a 37 C com
agitacédo de 100 rpm e, entao, lavou-se com PBS 1x e tween 20 0,1 % por 5 minutos
3 vezes. Logo apos, fez-se a incubacgado por 1 hora agitando-se a 100 rpm com
anticorpo secundario anti-camundongo conjugado a fosfatase alcalina e diluido
1:10.000 com PBS 1x e tween 20 0,1%. A lavagem final da membrana foi com PBS
1x e tween 20 0,1% por 5 min repetido 3 vezes. A revelagao foi realizada em solugao
contendo 33 ul de BCIP (Bromo-Chloro-Indolyl Phosphate), 66 ul de NBT (NitroBlue

Tetrazolium) e 10 ml de tampao para fosfatase alcalina.

3.24 Ensaios de Southern Blot

As extragdes de DNA foram realizadas a partir de C. fasciculata, transfectado
com pNUS-T7N; T. cruzi, transfectado com pTcPR-HisN(A1) e de culturas n&o
transfectadas destes parasitas.

Foram utilizados 5 x 10° parasitas, no caso de C. fasciculata e 1 X 10°
parasitas, no caso de T. cruzi. As extragdes foram feitas segundo MEDINA-ACOSTA
& CROSS (1993), com as seguintes alteragbes: fez-se a centrifugagao das culturas

por 10 min a 5.000 g a 4 T e ao sedimento de célul as adicionaram-se 1,5 ml de
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solugao TELT. A seguir, cada extragdo foi dividida em 3 tubos de 1,5 ml e procedeu-
se a purificaggo com 500 uyl (mesmo volume a ser purificado) de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico. A mistura foi homogeneizada e centrifugada por 5
min a 13.000 g, entdo, coletou-se a fase superior, a qual foi submetida ao processo
de purificagdo mais 2 vezes, alterando-se o volume de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico adicionado, de acordo com o volume da fase coletada. A precipitacao do
material foi realizada com 2 volumes de etanol 100%, incubacao durante a noite a 4
C, centrifugagéo por 10 min a 16.100 g, seguida de 4 lavagens por 5 min na mesma
rotagdo com 1 ml de etanol 70%. Logo apds, o sedimento foi seco a temperatura
ambiente ou a 50 T por 10 min e ressuspenso em 100 a 200 ul de tampao TE pH
8,0. Apos a solubilizagdo do material, adicionou-se 10 ug de RNase A e incubou-se
em banho-maria a 37 T por 1 hora.

A partir de 5 uyg do DNA extraido dos parasitas transfectados e nao
transfectados, foi realizada digestdo durante a noite com 45 U da endonuclease de
restricdo Sall (para DNA de C. fasciculata) e 15 U de Pstl (para DNA de T. cruzi),
num volume final de 50 pl. Para C. fasciculata, foram utilizadas como controle
amostras de DNA extraidas do parasita ndo-transfectado (5 ug), misturadas ao vetor
pNUS-T7N (100 ng), digeridas e n&o digeridas com Sall, além de amostras formadas
apenas pelo vetor pNUS-T7N nao digerido (10 ng) e digerido (100 ng). O controle
utilizado no ensaio com T. cruzi foi o vetor pTcPR-HisN(A1) digerido e n&o digerido
(aproximadamente 500 ng).

As amostras de DNA extraidas de C. fasciculata e T. cruzi, digeridas e nao
digeridas, mais os controles citados acima, foram misturadas com tampao de
amostra para DNA, na propor¢ao de 5:1, e submetidas a eletroforese em gel de
agarose 0,8%. A corrida foi de aproximadamente 3 horas a 100 V. Em seguida, o gel
foi corado com brometo de etidio e exposto a luz UV para visualizagao e captura das
imagens. No momento da captura das imagens, utilizou-se uma régua excitavel por
luz UV, colocada ao lado do gel para correlacionar o marcador de peso molecular do
gel com as bandas obtidas nos filmes, ao final do processo.

Apos a eletroforese, o gel de DNA foi tratado com HCI 0,25 M por 15 min,
NaOH 0,5 M/ NaCl 1,5 M por 30 min com 2 repeti¢des e tris-HCI 0,5 M pH 7.5/NaCl
1,5 M por 30 min. A transferéncia do DNA para as membranas de nailon (Hybond-
Amershan) foi realizada durante a noite por capilaridade com tamp&do SSC 20X

(cloreto de sdédio/citrato de sodio). Apos a transferéncia, o DNA foi fixado nas
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membranas com luz ultravioleta (302 nm) e, em seguida, foi realizada pré-
hibridizagao por 1 hora a 65 € com solugéo de hibridizagao.

As sondas para a hibridizacdo foram preparadas por PCR e marcadas
radioativamente pela técnica de nick translation (nick translation system-Invitrogen).
Estas reagdes continham 100 ng de DNA, 2,5 U DNA Polimerase |, 2 mU DNase |,
dNTPs exceto dCTP 0,1 mM cada, 20 a 80 pCi de adCTP *?P e H,O para completar
50 ul. Em seguida, incubou-se a 16 T por 1 hora em banho seco e fez-se a
purificagdo centrifugando-se por 2 min a 2.000 g em colunas G-50 (Invitrogen). A
seguir, as amostras foram incubadas a 99 T por 5 min e deixadas no gelo por mais
5 min, estando assim prontas para hibridizagdo. Foram utilizados como sondas os
genes de resisténcia a neomicina e de T7 RNA Polimerase (C. fasciculata) e os
genes de resisténcia a neomicina e A1 (T. cruzi). A hibridizacdo com as sondas foi
realizada durante a noite nas mesmas condi¢des da pré-hibridizacao.

Apos a hibridizagcdo, as membranas foram lavadas 6 vezes por 15 min na
mesma temperatura de hibridizacdo com SSC e SDS 0,1%, decrescendo-se a
concentragdo de SSC a cada 2 lavagens (2x, 1x, 0,1x). A exposigao foi feita em filme
Kodak durante 1 hora a temperatura ambiente, para as amostras de C. fasciculata, e
durante até 5 dias em gelo seco, para as amostras de T. cruzi. A revelagao foi obtida
na auséncia de luz, incubando-se os filmes por 2 min em solugéo de revelagao, por 2

min em H,O e por 2 min em solucao de fixagao.

3.25 Ensaios de Northern Blot

As extracdes de RNA foram realizadas a partir de C. fasciculata, transfectado
com pNUS-T7N, e de uma cultura ndo transfectada deste parasita. Foram utilizados
1 x 10’ parasitas e as extracdes foram realizadas através do kit comercial RNeasy
(Qiagen), que utiliza colunas de silica para purificagdo, segundo protocolo do
fabricante.

A eletroforese do RNA (5 a 10 pg) foi realizada em gel de agarose
desnaturante 0,75%. Todo o material utilizado na eletroforese foi previamente
tratado com etanol 70% e H,O 18,2 MQ.cm. Antes de serem aplicadas no gel, as
amostras foram misturadas com tampao de amostra de RNA na proporcéo de 1:2,
incubadas a 65 T por 5 min e resfriadas em gelo. O gel foi corado e visualizado da
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mesma maneira descrita no item 3.24. Apos ser fotografado, o gel foi submetido a
transferéncia do RNA para uma membrana de nailon durante a noite com solugéo de
SSC 10x. O RNA foi fixado da mesma maneira que o DNA (item 3.24).

As sondas utilizadas foram as mesmas descritas para C. fasciculata nos
ensaios de Southern blot. A pré-hibridizagéao foi a 42 T por 1 hora e a hibridizagao
ocorreu durante a noite, na mesma temperatura. As lavagens foram idénticas as
realizadas nos ensaios de Southern blot. A exposi¢cao ocorreu durante 24 horas em

gelo seco e a revelagao procedeu da mesma forma que no item 3.24.

3.26 Obtencao de Extrato Citoplasmatico e Purificagcao Protéica em

Resina de Cobalto

Para obtencao de extrato citoplasmatico, foram utilizadas células de T. cruzi
transfectadas com pTcPR-HisN(A1) em fase logaritmica de crescimento. 6 x 10°
células foram centrifugadas a 6.500 g a 4 € por 5 min e lavadas 3 vezes com PBS
1x nas mesmas condicbes de centrifugacdo. O sedimento celular obtido foi
ressuspenso em 3 ml de tampéao TMK, RNase, inibidores de proteases e imidazol. A
lise celular foi realizada adicionando-se lentamente a esta suspensdo 330 ul de
tampédo TMK para lise celular 10x, mantendo-se os tubos de reagdo em gelo. Esta
mistura foi brevemente agitada e submetida a centrifugagdo durante 10 min a 4 C
na velocidade de 16.000 rpm. Entdo, o sobrenadante foi transferido para outro tubo
e a centrifugacao foi repetida.

Para purificagdo do extrato citoplasmatico, utilizaram-se 100 a 400 ul de
resina de cobalto (TALON-Clontech), equilibrada com tampdo TMK, RNase,
inibidores de proteases e imidazol (concentragdes descritas no item 3.4). O extrato
foi incubado com a resina em tubo de 1,5 ml ou coluna de purificagdo durante 2
horas a 4 T com leve agitacdo e, logo apds, fez-se a coleta do sobrenadante
(fracdo ndo ligante). A seguir, lavou-se a resina 2 a 4 vezes com 50 a 500 pl da
solugao utilizada para equilibra-la, contendo 20 mM de imidazol. Entéo, fez-se 2 a 4
eluicdbes com 50 ul desta mesma solugao contendo 300 mM de imidazol. As coletas
das fragdes néo ligantes, lavagens e eluidos foram realizadas ou por centrifugagéo a
700 g por 30 segundos ou pela coluna de purificagdo, dependendo da quantidade de

resina utilizada. As fracdes obtidas foram submetidas a SDS-PAGE e western blot.
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3.27 Obtencao de Extrato Protéico e Purificacao de Complexos por
TAP tag

Na obtengao de extrato protéico foram utilizados 50 ml de cultura de parasitas
(aproximadamente 2 x 10° células). As células foram coletadas por centrifugacdo e
lavadas 2 vezes com PBS 1x. O precipitado de células foi ressuspenso em 10 ml de
tampdo de lise, brevemente agitado em vortex e submetido a 2 ciclos de
congelamento e descongelamento rapidos (incubagao em gelo seco com etanol por
30 segundos, seguido de incubagdo em banho-maria a 37 °C por 10 segundos).
Apos a lise, o extrato foi clareado por centrifugagdo a 10.000 g durante 20 min e o
sobrenadante, contendo complexos protéicos, foi recuperado.

A primeira etapa de purificagdo envolve a ligacao da etiqueta de proteina A a
uma coluna de esferas de IgG (IgG Sepharose, Amersham), através da incubagao
de 10 ml do extrato total de proteinas do parasita com 150 uL de esferas,
previamente lavadas com 10 ml de tampao de ligacédo IgG. A ligagao ocorreu por 3
horas a 4 °C e com leve agitagao. Posteriormente, a coluna foi lavada com 30 ml de
tampéo de ligacéo IgG para remogéo de contaminantes e 10 ml de tamp&o TEV para
equilibrio pré-digestdo. A digestao do sitio TEV foi feita incubando-se as esferas de
Sepharose IgG com 1 ml de tampao TEV e 100 unidades da enzima TEV
(Invitrogen). O tubo foi mantido sob leve agitagao por 16 horas a 4 °C. Todo o eluido
resultante da digestao foi transferido para a coluna de calmodulina.

A segunda etapa de purificagdo envolve a ligagdo da etiqueta de proteina de
ligacdo a calmodulina a uma coluna de calmodulina, por incubagdo de 1 ml do
produto da digestdo por TEV com 150 uL de esferas de calmodulina (Calmoduline
Sepharose) e 3 yL de CaCl, 1 M. As esferas da coluna foram previamente lavadas
com tampéo de ligagdo C, sem [(-mercaptoetanol. A ligagdo foi conduzida por 2
horas a 4 °C e com leve agitacdo. Os contaminantes foram lavados da coluna com
30 ml de tampao de ligacdo C. Entdo, o complexo foi eluido da coluna de
calmodulina com 800 uL de tampao de eluigao C.

As proteinas do eluido foram precipitadas com 10 % de TCA por 1 hora no
gelo e centrifugagdo a 10.000 g por 15 min. O precipitado foi lavado 2 vezes com
acetona 100% e uma vez com acetona 80% e ressuspenso em 20 uL de tampao de

amostra para SDS-PAGE. Todas as proteinas recuperadas foram separadas por
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SDS-PAGE e visualizadas por coloracdo com prata baseada no método de BLUM et
al., 1987.
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4 RESULTADOS

4.1 Construcao e Caracterizacao dos Vetores pNUS-T7N e pNUS-
PT7-RfAH

4.1.1 Processos de Clonagem

No processo de construcdo do vetor pNUS-T7N, a selegcdo dos clones foi
realizada comparando-se o tamanho do vetor sem inserto com os possiveis clones,
que deveriam possuir um tamanho maior, por possuirem o inserto. Através de
palitagem e eletroforese de DNA, foi possivel identificar 4 clones. Dentre estes
clones, foi necessario identificar qual possuia a orientacao correta da T7RNP, isto foi
verificado por digestdo das mini-preparacdes dos clones. Fazendo-se a digestéao
com Xbal e Kpnl ou Xbal e Ndel, no caso da orientagdo estar correta, seriam
liberados fragmentos de aproximadamente 700 pb. Apenas o clone 69 apresentou a
orientacao correta (Figura 4.1.1.1). Uma aliquota da cultura contendo este clone foi
estocada em glicerol a -70 TC.

A construgdo do vetor pNUS-PT7-RfAH foi iniciada com a clonagem em
pNUS-HcH do adaptador PT7, seguida pela clonagem do cassete RfA. Os clones
foram selecionados por PCR de colbnia, no caso da primeira clonagem, ou por
palitagem, no caso da segunda clonagem. A selecao dos clones contendo RfA foi
facilitada através da utilizacdo de 2 antibidticos, um para o vetor (ampicilina 100
Mg/ml) e outro para o inserto (cloranfenicol 34 ug/ml). Durante a sele¢cdo dos clones
contendo RfA, foram visualizados 6 possiveis clones, comparando-se com o
tamanho do controle (vetor sem inserto). Dentre estes, os clones 5 e 11 foram
submetidos a digestdo para confirmacdo da clonagem. Digerindo-se os clones
somente com Ndel, observou-se, somente para o clone 5, um tamanho
correspondente ao vetor pNUS-PT7-RfAH linearizado (aproximadamente 8
kilobases-kb). A digestdo com Ndel e Kpnl gerou bandas de aproximadamente 1,7
kb, compativeis com o tamanho do RfA, para os dois clones digeridos. No entanto,
foram visualizadas 3 bandas para o clone 11 (Figura 4.1.1.2). Estes resultados

confirmam previamente a clonagem do RfA somente para o clone 5, pois o clone 11,
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apesar de apresentar uma banda correspondente ao tamanho do inserto, nao
demonstrou tamanho compativel com o esperado para o vetor, além de possuir
provavelmente mais de um sitio para Kpnl, o que explica o aparecimento de 3
bandas, quando digerido com as duas enzimas. Este evento pode ter sido gerado

durante o processo de clonagem do RfA.

» s &3 et

- ] L= B ] s aw __ic
“«BUBVHNUNUHNUMNEW LY

llt -~ Lu L]

| ._701pb
=640 pb

Figura 4.1.1.1: Selecido dos clones e avaliagao da orientagdo do gene da T7 RNA Polimerase. A
- Selecéo dos clones por palitagem visualizada através de eletroforese em gel de agarose 0,8%.
Canaletas C = controle (vetor sem inserto), 6 e 16 = clones a serem confirmados, demais canaletas
sem numeragao = plasmideos ndo compativeis com o tamanho esperado para o clone. Os clones 42
e 69 nao estdo demonstrados. B - Avaliagao da orientagdo do gene da T7 RNA Polimerase através
de eletroforese dos produtos de digestdo dos clones em gel de agarose 0,8%. Canaletas 1 = 1 kb
Plus (Invitrogen), 2 e 3 = clone 6, 4 e 5 = clone 16, 6 e 7 = clone 42, 8 e 9 = clone 69. As canaletas
identificadas com numeragéo impar correspondem as digestdes com Xbal e Ndel e as identificadas
com numeragao par correspondem as digestdes com Xbal e Kpnl. As setas indicam os fragmentos
liberados a partir do clone 69, que confirmam a orientagéo desejada.
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Figura 4.1.1.2: Selecdo e confirmacado dos clones contendo RfA. A — Selegédo dos clones por
palitagem visualizada em gel de agarose 0,8%. Canaletas 1-4 e 6 = plasmideos ndo compativeis com
o tamanho esperado para o clone, 5 e 7-11 = clones a serem confirmados, C = controle (vetor sem
inserto). B — Visualizagdo em gel de agarose 0,8% da digestdo dos clones 5 e 11 com Ndel e/ou
Kpnl. Canaletas 1 = 1 kb Plus (Invitrogen), 2 = clone 5, 3 = clone 5 com Ndel, 4 = clone 5 com Ndel e
Kpnl, 5 = clone 11, 6 = clone 11 com Ndel, 7 = clone 11 com Ndel e Kpnl. A canaleta 6 apresenta
mais de uma banda, indicando possivel digestdo incompleta do clone 11.
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4.1.2 Seqiienciamento do DNA

Foram sequenciadas as regides correspondentes aos insertos clonados,
incluindo as insergcdes entre vetor e inserto. No caso do clone pNUS-T7N, o
sequenciamento cobriu aproximadamente 75% da sequéncia do gene da T7 RNA
Polimerase. Foram verificadas duas mutagbes, das quais apenas uma causou
alteragcado do aminoacido. Uma glutamina, na posigao 143, foi alterada para arginina.
A origem desta mutagdo nao foi analisada, podendo estar presente no DNA molde
usado na amplificacdo da T7 RNA Polimerase, ou ter sido gerada nos processos
durante a clonagem. Para avaliar estas possibilidades, sdo necessarios outros
sequenciamentos. Apesar da cobertura parcial do sequenciamento, as regides de
inser¢cao do gene com o vetor ndo apresentaram alteragdes de sequéncia.

O vetor pNUS-PT7-RfAH teve toda a regido do promotor T7 e operador de
tetraciclina sequenciada. O cassete RfA teve uma cobertura de seqlienciamento de
aproximadamente 10%, compreendendo as regides proximas as suas extremidades.
A regido entre o RfA e a etiqueta de histidinas foi sequenciada evidenciando a

correta fase de leitura.

4.1.3 Avaliagdo do Crescimento de Crithidia fasciculata em

Diferentes Concentragcées de G418 e Higromicina

Os dados deste experimento auxiliaram a escolha das concentracdes
utilizadas nos ensaios de transfeccao, pois foi possivel avaliar a taxa de crescimento
dos parasitas nao transfectados na presenca de antibidtico. No ensaio com 250
Mg/ml de G418 observou-se no final da fase exponencial uma taxa de divisao celular
aproximadamente 100 vezes inferior ao controle (Figura 4.1.3.1). As curvas de
crescimento realizadas com higromicina demonstraram que com uma concentragéo

de 150 pg/ml ocorreu inibicdo semelhante a descrita para G418 (Figura 4.1.3.2).



69

—_ 9 _
[e]
< 85 —
E /
= 8 Controle
875 P ——10 pg/ml
=} 3
2 /*/ 50 pg/ml
© / —— 250 pg/ml
© 65 —=—1.250 ug/ml
o R {_/I 200 pg/m
E 6 L
-}
Z 55

0 18 24 29 35 43 47

Tempo (horas)

Figura 4.1.3.1: Curvas de crescimento de Crithidia fasciculata na presenca de diferentes
concentragées de G418. As barras verticais indicam o desvio padréo.
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Figura 4.1.3.2: Curvas de crescimento de Crithidia fasciculata na presengca de diferentes
concentragdes de higromicina.

4.1.4 Ensaios de Transfeccao e Obtencdo de Populacao Clonal em

Crithidia fasciculata

A primeira transfecgao foi realizada com aproximadamente 50 ug do vetor
PNUS-T7N. A selecao dos transfectantes procedeu de acordo como descrito (item
3.18), exceto pelo fato de que o acompanhamento da selecdo foi feito por
visualizagdo ao microscopio invertido, sem contagem das células. Apés um periodo
de 15 dias, ndo foram detectados parasitas vivos na cultura controle, enquanto a
cultura de células transfectadas permanecia crescendo.

Na tentativa de se obter uma populagdo clonal, o procedimento descrito no
item 3.20 foi realizado. Em aproximadamente 5 dias observou-se o crescimento de
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colonias, dentre as quais 5 foram selecionadas aleatoriamente. A partir destas
colénias realizou-se PCR para amplificacdo dos genes de resisténcia a neomicina e
da T7 RNA Polimerase. Uma das col6nias apresentou resultado positivo para as 2
PCRs (Figura 4.1.5.1-D), sendo entdo cultivada em meio liquido, nas mesmas
condi¢cbes anteriores ao cultivo em meio sdlido. Esta cultura, nomeada de clone 1, foi
utilizada para extragao de DNA plasmidial e DNA total, utilizados na caracterizacéo
molecular do vetor (item 4.1.5).

O vetor pNUS-PT7-RfAH foi recombinado, pela plataforma Gateway®
(Invitrogen), com os genes Tc00.1047053510877.30 (A1), Tc00.1047053507001.70
(C1) e Tc00.1047053506559.380 (C4), originando os clones pNUS-PT7H-A1, pNUS-
PT7H-C1 e pNUS-PT7H-C4, respectivamente. Estes foram transfectados em
Crithidia fasciculata selvagem e Crithidia fasciculata clone 1. Foram utilizados para
cada transfecg¢ao 45 ug, 70 ug e 100 uyg dos clones A1, C1 e C4, respectivamente.
As culturas de Crithidia fasciculata clone 1 transfectadas e uma cultura de Crithidia
fasciculata clone 1 sem a transfeccao, servindo como controle, foram selecionadas
com G418 e/ou higromicina. Neste caso, a concentracédo de G418 utilizada desde o
inicio da selecao foi de 285 pg/ml, pois a populagao celular do clone 1 ja havia sido
previamente selecionada. As culturas de Crithidia fasciculata transfectadas apenas
com pNUS-PT7-RfAH e o respectivo controle foram selecionados somente com
higromicina. O acompanhamento destas selegdes foi realizado por contagem do
numero de ceélulas, num intervalo de 4 a 6 dias (Figura 4.1.4.1 a Figura 4.1.4.4).
Apds um periodo de 11 a 15 dias, o numero de parasitas nas culturas controles foi

inferior a 1 x 10° células/ml.
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Figura 4.1.4.1: Selecdo das culturas de C. fasciculata selvagem transfectado com pNUS-PT7-
RfAH. Legenda: C = controle (ndo transfectado), A1, C1, C4 = genes transfectados através do vetor
pNUS-PT7-RfAH. No eixo das abscissas, D1 e D2 correspondem as diluigdes das culturas, realizadas
durante a selegdo no 6° e 11° dias, respectivamente. D1 = 1:14,28, D2 = 1:20. Apds a transfeccao
(Tempo 0), a taxa de morte celular devido a este procedimento nio foi avaliada.
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Figura 4.1.4.2: Relagdo entre as culturas de C. fasciculata selvagem transfectado e a cultura
controle. Legenda: C = controle (ndo transfectado), A1, C1, C4 = genes transfectados através do
vetor pNUS-PT7-RfAH.
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Figura 4.1.4.3: Selegcao das culturas de C. fasciculata clone 1 transfectado com pNUS-PT7-
RfAH. Legenda: C-T7 = controle (clone 1), A1-T7, C1-T7, C4-T7 = genes transfectados através do
vetor pNUS-PT7-RfAH em parasitas previamente transfectados com o gene da T7 RNA Polimerase.
No eixo das abscissas, D1 e D2 correspondem as dilui¢des das culturas, realizadas durante a selegéo
no 6° e 11° dias, respectivamente. D1 = 1:10, D2 = 1:20. Apds a transfecgédo (Tempo 0), a taxa de
morte celular devido a este procedimento nao foi avaliada.

2,3 -
g > -
c )
31 ——C-T7
e 17 7 = A1-T7
§ 15 C1-T7
‘-lg 1,3 C4'T7
C
©
= 1,1

DA A L 4

0,9 1 : ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 4.1.4.4: Relacédo entre as culturas de C. fasciculata clone 1 transfectado e a cultura
controle. Legenda: C-T7 = controle (clone 1), A1-T7, C1-T7, C4-T7 = genes transfectados através do
vetor pNUS-PT7-RfAH em parasitas previamente transfectados com o gene da T7 RNA Polimerase.

4.1.5 Caracterizagcao Molecular e Deteccao dos Transcritos em
Crithidia fasciculata Transfectada com pNUS-T7N e pNUS-
PT7-RfAH

Para detectar a presenca de formas epissomais, verificando a estrutura dos
clones pNUS-T7N, utilizou-se o procedimento descrito no item 3.19, empregando
DNA dos parasitas pré-cultivo em meio soélido. Foram analisadas 12 coldnias

bacterianas e apenas uma apresentou tamanho do plasmideo compativel com o
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vetor pNUS-T7N (Figura 4.1.5.1-A). A partir desta colbénia realizou-se extracdo do
DNA plasmidial, com o qual foi realizada uma digestdo com a endonuclease de
restricdo EcoRI para liberagao do inserto e uma PCR para amplificagao do gene da
T7 RNA Polimerase. O fragmento liberado pela digestdo e o produto de PCR
demonstraram tamanho compativel com o gene da T7 RNA Polimerase (Figura
41.51-BeC).

Também se realizou este procedimento a partir do DNA do clone 1. Foram
analisadas 30 colénias por palitagem, dentre as quais 12 apresentaram tamanhos
compativeis com o vetor em questdo. As colbnias contendo plasmideos de
tamanhos menores n&do foram analisadas (Figura 4.1.5.1-E). O DNA total foi

utilizado para ensaios de Southern blot.

2 34 56 7 8 9 1011
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1 2 34567 C38 9101112131415

Figura 4.1.5.1: Recuperagdo do vetor pNUS-T7N, a partir de Crithidia fasciculata, pré e pos
cultivo em meio sélido. A — Visualizacdo de palitagem para 12 coldnias de Escherichia coli.
Canaletas C = controle (pNUS-T7N), 1-6 = colbnias analisadas (2 por canaleta), o plasmideo com
tamanho compativel com o controle foi detectado apenas na canaleta 2. B — Digestdo com EcoRI do
plasmideo com tamanho correto, visualizado em A. Canaletas 1 = 1 kb Plus (Invitrogen), 2 =
plasmideo nao digerido, 3 = plasmideo digerido. C — PCR para T7 RNA Polimerase a partir do mesmo
plasmideo utilizado em B. Canaletas 1 = 1 kb Plus, 2 = controle positivo, 3 = plasmideo utilizado em
B. D — PCR a partir de 5 colbnias de Crithidia fasciculata. Canaletas 1 = 1 kb Plus, 2-6 = colbnias 1 a
5 com iniciadores para resisténcia a neomicina, 7-11 = colénias 1 a 5 com iniciadores para T7 RNA
Polimerase. E — Palitagem de 30 colénias de Escherichia coli, obtidas por transformacao do DNA
plasmidial isolado a partir do clone 1. Canaletas C = controle (pPNUS-T7N), 1, 2, 4, 6, 8, 13, 15, 16, 17,
20, 23 e 25 = plasmideos com tamanhos compativeis com o controle. Em A, B, C e D utilizou-se gel
de agarose 0,8%.
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A fim de se fazer a caracterizacdo molecular dos vetores pNUS-T7N e pNUS-
PT7-RfAH em Crithidia fasciculata, foram realizados ensaios de Southern-blot (item
3.24) e PCR. O ensaio de Southern-blot foi realizado somente a partir da cultura de
Crithidia fasciculata transfectada com pNUS-T7N, identificada como clone 1 (item
3.20). A enzima escolhida para digestdo do DNA foi Sall, por clivar o vetor pNUS-
T7N somente uma vez, fornecendo informacdes sobre o tamanho total do vetor
linearizado. No Southern-blot foram utilizados alguns controles a fim de se obter
comparagdes com o perfil eletroforético do DNA do parasita transfectado. Em um
dos controles, misturou-se DNA do parasita ndo transfectado com DNA plasmidial de
pNUS-T7N (controle 1), submetidos ou ndo a digestdo com Sall. Também foram
utilizadas como controle amostras de DNA plasmidial digeridas (controle 2) e nao
digeridas (controle 3), além de DNA de parasita ndo transfectado digerido com Sall
(controle 4).

Na Figura 4.1.5.2, as bandas visualizadas a partir de DNA do parasita
transfectado digerido apresentaram tamanhos compativeis com as bandas presentes
nos controles 1 digerido e 2, sugerindo a presenca de plasmideos nas formas
epissomais nos parasitas transfectados. As bandas visualizadas no controle 1 néo
digerido e na canaleta 7B (banda superior) apresentaram tamanhos similares. Este
dado pode justificar a presenga desta banda, que pode ser devido a digestao
insuficiente do material. Esta banda nao aparece na canaleta 7A, mas uma possivel
explicacdo pode ser embasada no fato da digestdo do material presente na canaleta
7B ter sido realizada separadamente da digestdo do material presente na canaleta
7A, no entanto, tal constatacao necessita de novos ensaios. A banda detectada na
canaleta com DNA n&o digerido do parasita transfectado pode representar a forma
concatenada do plasmideo, conforme ja descrito (TETAUD et al., 2002). A auséncia
de sinal no controle 3 possivelmente se deve a quantidade de material aplicado no
gel.

A fim de complementar a caracterizagao por Southern blot, foram avaliadas a
presenca e a manutencdo da disposicdo dos cassetes que compde os vetores
PNUS-T7N e pNUS-PT7H-A1. Para isso, foram realizadas PCRs utilizando-se como
molde DNA dos parasitas transfectados com pNUS-T7N (clone 1), pNUS-PT7-
RfA(A1) e com ambos vetores. As reacgdes foram feitas de acordo com o item 3.9,
sendo utilizados iniciadores para a amplificacdo de alguns cassetes que formam os

vetores, de maneira que os tamanhos dos produtos obtidos fossem comparados com
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controles positivos, cujas reacdes foram realizadas a partir de DNA plasmidial como
molde.

Figura 4.1.5.2: Analise por Southern blot de Crithidia fasciculata transfectado com pNUS-T7N.
Utilizaram-se as sondas (A) NEO e (B) T7. Canaletas 1 = controle 1 (5 ug de DNA do parasita néo
transfectado misturado com 100 ng de pNUS-T7N), 2 = controle 1 digerido com Sall, 3 = controle 2
(100 ng de pNUS-T7N digerido com Sall), 4 = controle 3 (10 ng de pNUS-T7N), 5 = 5 ug de DNA do
parasita transfectado, 6 = controle 4 (5 pg de DNA do parasita néo transfectado digerido com Sall), 7
=5 ug de DNA do parasita transfectado digerido com Sall), M = 1 kb Plus (Invitrogen).

A fim de facilitar a apresentacao dos dados, os conjuntos de iniciadores foram
enumerados e se destinam a amplificar as seguintes sequéncias de DNA: (i)
iniciadores A1 e R17, amplificando o gene da T7 RNA Polimerase + PKGA3'(2,9 kb);
(ii) iniciadores A1 e R8, cassete contendo T7RNAPol + PGKA3 + PGKB5' +
Neomicina (4,5 kb); (iii) iniciadores A8 e R17, extensao de aproximadamente 7,8 kb
do vetor pNUS-T7N; (iv) iniciadores A19 e R16, extensdo de aproximadamente 8,8
kb do vetor pNUS-T7N; (v) iniciadores A25 e R19 , cassete contendo A1-PGKA3’ +
PGKB5’ + higromicina (2,8 kb); (vi) iniciadores fita senso do adaptador PT7 (Figura
3.16.3) e R19, cassete contendo adaptador PT7 + PGKB5 + A1 + PGKA3 +
PGKB5' + higromicina (3,5 kb); (vii) iniciadores e A24 e R17, extensdo de
aproximadamente 6,1 kb do vetor pNUS-PT7H-A1.

Na avaliacdo do vetor pNUS-T7N (Figura 4.1.5.3-A), detectaram-se produtos
de PCR nos tamanhos esperados para os iniciadores (i), (ii) e (iii), no entanto com
algumas ressalvas: (1?) O controle positivo para o iniciador (i) (canaleta 3-A) nao foi
aplicado no gel devido a uma falha na montagem das reagdes na placa de 96 pogos
e (2?%) nas reagbes com os iniciadores (iii) também foram observados produtos de

tamanhos inespecificos (aproximadamente 0,7 kb), no controle positivo mais



76

intensamente e na amostra avaliada de maneira mais discreta. As reagdes com os
iniciadores (iv) apresentaram produtos de tamanhos inespecificos (um pouco acima
de 3 kb).

A B C
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Figura 4.1.5.3: Avaliagdo da presenca e estrutura dos vetores em Crithidia fasciculata apés
transfeccgdo. Através de reacgdes de PCR, foram analisados os vetores (A) pNUS-T7N e (B,C) pNUS-
PT7H-A1. Nas reacgbes foram utilizados 50 ng de DNA total dos parasitas ou 2 ng dos plasmideos
(controles positivos). Ao lado da identificagéo dos iniciadores esta o tamanho em kb esperado para o
produto de PCR. Em A, canaletas 1 = 1 kb Plus (Invitrogen), 2 = DNA do parasita ndo transfectado
(controle negativo 1) + iniciadores para o gene da T7 RNA Polimerase (iniciadores (i) — 2,8 kb), 3 =
pNUS-T7N + iniciadores (i), 4 = DNA do parasita transfectado com pNUS-T7N (Cf-T7) + iniciadores
(i), 5 = controle negativo 1 + iniciadores para o cassete contendo T7TRNAPol-PGKA3’-PGKB5-NEO
(iniciadores (ii) — 4,5 kb), 6 = pNUS-T7N + iniciadores (ii), 7 = Cf-T7 + iniciadores (ii), 8 = controle
negativo 1 + iniciadores para a extens&o de 7,8 kb do vetor (iniciadores (iii) — 7,8 kb), 9 = pNUS-T7N
+ iniciadores (iii), 10 = Cf-T7 + iniciadores (iii), 11 = controle negativo 1 + iniciadores para a extenséo
de 8,8 kb do vetor (iniciadores (iv) — 8,8 kb), 12 = pNUS-T7N + iniciadores (iv), 13 = Cf-T7 +
iniciadores (iv). Em B, canaletas 1 = 1 kb Plus, 2 = controle negativo 1 + iniciadores para o cassete
contendo A1-PGKA3'-PGKB5'-HIGRO (iniciadores (v)- 2,8 kb), 3 = pNUS-PT7-RfA(A1) + iniciadores
(v), 4 = DNA do parasita transfectado com pNUS-PT7-RfA(A1) (Cf-A1) + iniciadores (v), 5 = controle
negativo 1 + iniciadores para o cassete contendo adaptadorPT7-PGKB5-A1-PGKA3-PGKB5’-HIGRO
(iniciadores (vi) — 3,5 kb), 6 = pNUS-PT7-RfA(A1) + iniciadores (vi), 7 = Cf-A1 + iniciadores (vi), 8 =
controle negativo + iniciadores para a extensao de 6,1 kb do vetor (iniciadores (vii) — 6,1 kb), 9 =
pNUS-PT7-RfA(A1) + iniciadores (vii), 10 = Cf-A1 + iniciadores (vii). Em C, canaletas 1 = 1 kb Plus, 2
= Cf-T7 + iniciadores (v), 3 = DNA do parasita transfectado com pNUS-T7N e pNUS-PT7-RfA(A1) (Cf-
T7-A1) + iniciadores (v), 4 = Cf-T7 + iniciadores (vi), 5 = Cf-T7-A1 + iniciadores (vi), 6 = Cf-T7 +
iniciadores (vii), 7 = Cf-T7-A1 + iniciadores (vii).

As PCRs para avaliacdo do vetor pNUS-PT7H-A1 em Crithidia fasciculata
transfectado ou ndo com pNUS-T7N (Figura 4.1.5.3-C e B, respectivamente) nao

apresentaram produtos com os tamanhos esperados, tanto para os controles

positivos, como para as amostras avaliadas. Na canaleta 3-C observaram-se 2
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bandas entre 2 e 3 kb, no entanto o controle positivo para esta reacdo, presente na
canaleta 3-B, ndo apresentou a banda com o tamanho esperado.

Com a intencdo de verificar a presenca de mRNAs correspondentes aos
genes da T7 RNA Polimerase e resisténcia a neomicina, realizou-se northern blot
utilizando-se o0 mesmo clone e sondas utilizados para Southern blot. Como controle
foi utilizado RNA do parasita nao transfectado. Na Figura 4.1.5.4, foram visualizadas
bandas nas canaletas contendo RNA do parasita transfectado, detectadas com

ambas as sondas, indicando a ocorréncia de transcrigao dos genes transfectados.
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Figura 4.1.5.4: Anadlise por northern blot de Crithidia fasciculata transfectado com pNUS-T7N.
Utilizaram-se as sondas (A) T7 e (B) NEO. Canaletas 1 = controle (5 yg de RNA do parasita ndo
transfectado), 2 = 5 ug de RNA do parasita transfectado, M = 0,24-9,5 kb RNA ladder (Gibco).

4.1.6 Ensaios de Western Blot

Os extratos protéicos, obtidos a partir das culturas transfectadas e nao
transfectadas de Crithidia fasciculata, foram submetidos a metodologia descrita no
item 3.23. Os tempos de revelagao variaram entre 8 min 30 s e 10 min 30 s,
utilizando anti-histidina e entre 1 min 30 s e 3 min 30 s, utilizando anticorpos contra
as proteinas recombinantes. Os controles utilizados foram extratos de Crithidia
fasciculata nao tranfectado, transfectado apenas com pNUS-T7N e proteinas
recombinantes purificadas A1, C1 e C4, obtidas por expressao em Escherichia coli.

Estas proteinas recombinantes, por possuirem etiqueta de histidinas e sitios
attB fusionados, contém um tamanho adicional de aproximadamente 4 kDa. Através
de SDS-PAGE né&o foram observadas diferencas entre os extratos das culturas

transfectadas e nao transfectadas, possivelmente devido ao nivel de expressao
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protéica obtido. As analises por western blot com anticorpo anti-histidina nao
detectaram a presenga das proteinas recombinantes nos parasitas transfectados
(Figura 4.1.6.1), mesmo utilizando uma concentragédo de anti-histidina trés vezes
maior que a recomendada pelo fabricante. Este resultado demonstra que, ou a
quantidade de proteina recombinante nos extratos esta abaixo da sensibilidade do

anticorpo, ou estas proteinas nao foram expressas.

50kDa_>

30kDa_)
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Figura 4.1.6.1: Analise por western blot de C. fasciculata transfectado utilizando anticorpo anti-
histidina. Extratos de 1 x 10" células e 0,5 pl de proteinas recombinantes, produzidas em Escherichia
coli, foram analisados com anticorpo monoclonal anti-histidina. Canaletas 1 = Crithidia fasciculata ndo
transfectado (Cf), 2 = Crithidia fasciculata transfectado com pNUS-T7N (Cf-T7), 3 = A1 produzida em
Escherichia coli, 4 = Cf transfectado com pNUS-PT7-RfA(A1), 5 = Cf-T7 transfectado com pNUS-PT7-
RfA(A1), 6 = C1 produzida em Escherichia coli, 7 = Cf transfectado com pNUS-PT7-RfA(C1), 8 = Cf-
T7 transfectado com pNUS-PT7-RfA(C1), 9 = C4 produzida em Escherichia coli, 10 = Cf transfectado
com pNUS-PT7-RfA(C4), 11 = Cf-T7 transfectado com pNUS-PT7-RfA(C4). Utilizou-se Bench Mark
(Invitrogen) como marcador de peso molecular.

Através de analise por western blot com anticorpos contra as proteinas
recombinantes, foi possivel a detec¢cdo de bandas correspondentes as proteinas
recombinantes, exceto para C4 (Figura 4.1.6.2), reforgando a hipdtese de
sensibilidade insuficiente no ensaio com anticorpo anti-histidina. A proteina
recombinante A1 apresentou migracao eletroforética ndo condizente com o tamanho
determinado in silico (Figura 4.1.6.1 e Figura 4.1.6.2), sendo que este fato ja havia
sido observado em estudo prévio envolvendo esta proteina. Visualmente nao foi
possivel detectar diferengas entre os niveis de expressdo das proteinas
recombinantes em sistemas com e sem T7 RNA Polimerase. Somente para C4

foram detectadas bandas correspondentes ao tamanho da proteina nativa detectada
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em extrato de Trypanosoma cruzi (aproximadamente 20 kDa). Estas bandas foram
visualizadas nas membranas, tanto nos extratos dos controles quanto nos dos
transfectados, no entanto, ndo foram detectadas na Figura 4.1.6.2 devido a perda

de sinal na imagem digitalizada.
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Figura 4.1.6.2: Andlise por western blot de C. fasciculata transfectado utilizando anticorpos
contra as proteinas recombinantes. Extratos de 1 x 10’ células e 0,5 ul de proteinas
recombinantes, produzidas em Escherichia coli, foram analisados com (1-5) anticorpo policlonal anti-
A1, (6-10) anticorpo policlonal anti-C1, (11-15) anticorpo policlonal anti-C4. Canaletas 1, 6 e 11 =
Crithidia fasciculata nao transfectada (Cf), 2, 7 e 12 = Crithidia fasciculata transfectada com pNUS-
T7N (Cf-T7), 3 = Cf transfectado com pNUS-PT7-RfA(A1), 4 = Cf-T7 transfectado com pNUS-PT7-
RfA(A1), 5 = A1 produzida em Escherichia coli, 8 = Cf transfectado com pNUS-PT7-RfA(C1), 9 = Cf-
T7 transfectado com pNUS-PT7-RfA(C1), 10 = C1 produzida em Escherichia coli, 13 Cf
transfectado com pNUS-PT7-RfA(C4), 14 = Cf-T7 transfectado com pNUS-PT7-RfA(C4), 15 = C4
produzida em Escherichia coli. Utilizou-se Bench Mark (Invitrogen) como marcador de peso
molecular.

4.2 Construcao e Caracterizacao dos Vetores pTcPR-HisN e
Derivados e pTcPT7-HisN

4.2.1 Processos de Clonagem

As etapas de clonagem na construgao dos vetores pTcPR-HisN e pTcPT7-
HisN ocorreram conforme descrito no item 3.16, no entanto, algumas etapas foram
modificadas a fim de contornar alguns problemas encontrados. A clonagem do
cassete RfA foi a etapa mais prolongada do trabalho, pois este cassete possui uma
particularidade, suas extremidades 5 e 3’ sdo muito parecidas, fato que dificulta a
insercao por PCR de sitios de restrigdo especificos para cada extremidade. Outro
fator complicante, no caso da clonagem do RfA em pBluescript Il KS(-), foi a escolha
das enzimas de restricdo utilizadas nesta clonagem. Os sitios para estas enzimas,

Xbal e Spel, além de estarem localizados de forma adjacente em pBluescript || KS
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(-), apresentam extremidades compativeis apés digestdo, contribuindo para
possibilidade de clonagem do cassete com a orientacao invertida ou re-ligagédo do
vetor sem que ocorra a clonagem.

A maioria dos clones selecionados apds a clonagem do RfA, no momento da
confirmacgéo, ndo digeriam com Xbal. Diante deste fato, a seguinte estratégia foi
seguida: O vetor foi digerido somente com Spel e tratado com a enzima fosfatase
alcalina de camardo para prevenir a re-ligacao do vetor. O inserto foi digerido
normalmente com Xbal e Spel, sendo que, apds a sua clonagem, a orientagao
deveria ser verificada. Para selegcao da orientacado correta, fez-se a digestdao dos
clones obtidos com Xbal e Spel. A liberacdo do RfA, apds digestdo, confirmaria a
orientagao correta do inserto, pois como o vetor foi digerido somente com Spel e o
sitio Xbal presente originalmente no vetor foi conservado, na insergdo 5’ do cassete
iria se formar um sitio inativo, oriundo de extremidades Xbal e Spel, e na insercéo 3’
do cassete iria se reconstituir o sitio para Spel. Na orientacao invertida, o sitio inativo
seria formado na insercdo 3’' do RfA, impedindo a sua liberagdo quando fosse
realizada a digestdo. Desta forma, selecionou-se um clone, com o qual se
prosseguiu a construgéo clonando o cassete contendo o promotor.

Apos o sequenciamento verificou-se entre as 6 histidinas e o cassete RfA
uma insergao de 27 nucleotideos, provenientes do vetor de onde foi extraido o
cassete contendo promotor. Esta insergdo originou um cédon de parada (TAG).
Inicialmente tentou-se resolver este problema apenas clonando novamente o RfA,
no entanto ndo se obteve sucesso. Devido aos problemas verificados anteriormente
na amplificacdo do RfA, adotaram-se as seguintes estratégias: Como estava sendo
observado anteriormente que apos a clonagem do RfA em pBluescript || KS(-) n&o
era possivel a digestdo do vetor com Xbal e devido a similaridade entre as
extremidades 5’ e 3’ do RfA e, consequentemente, dos iniciadores anterdgrado e
retrogrado, suspeitou-se da ocorréncia de um anelamento preferencial do iniciador
retrogrado no lugar do anterégrado na amplificagdo do RfA. Esta hipotese foi testada
realizando-se a amplificagdo do RfA somente com iniciador anterégrado ou somente
com iniciador retrégrado. Foi verificada amplificagéao nas duas condi¢des, no entanto,
a amplificacdo na presenga apenas do iniciador anteréogrado sé foi conseguida
baixando-se a temperatura de anelamento de 60 para 50 T nos 10 primeiros ciclos.
Além disso, foi verificada a concentracdo da solugcdo contendo os iniciadores e
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verificou-se uma concentracdo aproximadamente 5 vezes maior na solugao
contendo o iniciador retrogrado.

ApoOs a equiparagao na concentragado dos iniciadores, foram realizadas novas
PCRs para amplificar o RfA utilizando-se temperaturas de anelamento de até 65 TC,
a fim de favorecer o anelamento especifico dos iniciadores. Além dos iniciadores
utilizados anteriormente, foram empregados novos iniciadores anterdgrados: 5'-
GGactagtATCACAAGTTTGTACAAAAAAG-3’, contendo o sitio Spel (caixa baixa) e
5-GCgagctcATCTAAtctagaATCACAAGTTTGTACAAAAAAG-3’, contendo os sitios
Sacl e Xbal (caixa baixa), no entanto mantendo-se o mesmo iniciador retrogrado
com sitio Spel. Foram entdo realizadas ligagdes do vetor com o RfA, possuindo
sitios de restricao variados. No processo de selecdo dos clones, identificou-se um
clone, cujo RfA era proveniente da amplificagdo com o iniciador anterégrado
contendo os sitios Sacl e Xbal. Nesta clonagem, o RfA foi clonado nos sitios Sacl e
Spel, retirando o antigo RfA e o promotor, e em seguida o cassete contendo o
promotor foi novamente clonado nos sitios Sacl e Xbal.

Na construgdo do vetor pTcPT7-HisN, a clonagem do RfA em pUC18 também
exigiu atencao especial. A concentragdo da solugdo contendo os iniciadores foi
avaliada e verificou-se uma concentragao 2 vezes maior da solugao contendo o
iniciador retrogrado em relacdo a contendo o iniciador anterogrado. As
concentracdes foram equiparadas e uma nova amplificacdo do RfA foi realizada,
com temperatura de anelamento de 65 T. Apds a ligagao foi selecionado e
confirmado um clone contendo o RfA, além do cassete clonado anteriormente, o qual
contém o gene para resisténcia.

Apds estas clonagens, foi verificado um erro no desenho dos cassetes
sintéticos, mais especificamente nas regides intergénicas. Ao invés de terem o
desenho baseado na sequéncia genémica, foram desenhadas a partir de um clone
de cDNA, contendo o mini-éxon e a 5’UTR do gene de ubiquitina. A fim de corrigir
este erro, foi realizado novo desenho e encomenda dos novos cassetes. Com isso
foi necessaria somente a substituicdo dos cassetes clonados anteriormente pelos
cassetes novos (Figura 4.2.1.1), com exceg¢ao do RfA, o qual ndo necessitou
substituicdo. Os cassetes substituidos possuiam a mesma nomenclatura dos novos
cassetes (GSPT7 e GSPDm28c), exceto o cassete contendo a resisténcia a
antibidtico, que era identificado como GSHYG. As clonagens para substituicdo dos

cassetes foram feitas apos digestéo e purificagdo em gel de agarose dos mesmos. A
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selecao e confirmacgao dos clones contendo os novos cassetes foram feitas por PCR
de colbnia, exceto para a clonagem do cassete GSPT7 no vetor pTcPT7-HisN, onde
nao houve a troca de cassete, pois este ainda nao havia sido clonado. Neste caso a
selegao foi realizada por palitagem, tendo como controle o vetor sem o inserto. Na
Figura 4.2.1.1-H, pode-se observar a confirmagao do clone 7 (selegao demonstrada
na Figura 4.2.1.1) pela liberagdo do cassete de aproximadamente 0,4 kb apods
digestao com Hindlll e Xbal.

Para a confirmagao dos clones contendo o novo cassete GSNEO, foram
utilizados 0s iniciadores anterégrado 5'-
CCGCTCGAGATGATTGAACAAGATGGATT-3’ e retrogrado 5-
CCGCTCGAGTCAGAAGAACTCGTCAAGAA-3’ para amplificacdo do gene de
resisténcia a neomicina (aproximadamente 0,8 kb). Como controles negativos,
utilizaram-se colbénias possuindo o vetor contendo o cassete GSHYG, que conferia
resisténcia a higromicina. Na Figura 4.2.1.1 A e C, pode-se observar que os
controles negativos amplificaram produtos com tamanhos correspondentes ao gene
de resisténcia a neomicina, no entanto com bandas mais fracas que a maioria das
colénias analisadas. Apesar da baixa especificidade destas selegdes, prosseguiu-se
com a confirmacgao dos clones. Os clones avaliados na canaleta 7 (Figura 4.2.1.1-A
e C) foram confirmados por digestdo com Apal e Spel (pTcPR-HisN) ou Apal e Kpnl
(pTcPT7-HisN) para liberagdo do cassete de aproximadamente 1,3 kb.

A selecdo dos clones contendo o novo cassete GSPDm28c utilizou os
iniciadores  anterégrado  5’-GTGTGGGTCGCAAAATGTCA3 e  retrogrado
5CTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCG3’ para amplificacdo de um segmento de
aproximadamente 0,7 kb. Nestas PCRs utilizou-se o mesmo controle descrito acima,
0 qual produziria um fragmento de aproximadamente 0,5 kb. Na Figura 4.2.1.1
pode-se verificar a selecao dos clones (E) e a confirmagao do clone 10 (F) por
liberagdo do cassete de aproximadamente 0,9 kb apods digestdo com Hindlll e Xbal.

A substituicdo da etiqueta de 6 histidinas foi realizada através de digestdes
com Sphl e Xbal, somente para o vetor pTcPR-HisN. Com isso, foram obtidos
vetores contendo o epitopo c-myc ou as proteinas fluorescentes GFP, CFP ou YFP
para localizagdo celular. Outra etiqueta incorporada foi o cassete TAP tag para

purificacédo de complexos protéicos.
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Figura 4.2.1.1: Selecdo e confirmacdo dos clones obtidos durante a troca dos cassetes.
Substituicdo do cassete GSNEO e GSPDm28c e clonagem do cassete GSPT7 em (A, B, E, F)
pTcPR-HisN e (C, D, G, H), pTcPT7-HisN. A e C — Selecdo dos clones contendo o novo cassete
GSNEO através de PCR de colénia com iniciadores para amplificacdo da resisténcia a neomicina (0,8
kb). Canaletas 1 = controle negativo, 2-8 = coldnias analisadas, 9 = 1 kb Plus (Invitrogen). B e D -
Confirmagéao dos clones 7 (A e C) por digestdo com Apal e Spel (B) ou Apal e Kpnl.(D) Canaletas 1 =
1 kb Plus, 2 = clones néo digeridos, 3 = clones digeridos. E - Selegdo dos clones contendo o novo
cassete GSPDm28c através de PCR de coldnia com iniciadores para amplificacdo de um segmento
deste cassete (0,7 kb). Canaletas 1 = 1 kb Plus, 2-13 = coldnias analisadas, 14 = controle. G —
analise por palitagem para sele¢&o do clone contendo o novo cassete GSPT7. Canaletas 1-7 e 9-14 =
colénias analisadas, 8 = controle (clone 7 selecionado em C). F e H = Respectivamente a
confirmacgéo dos clones 10 (E) e 7 (G) por digestdo com Sacl e Xbal (F) ou Hindlll e Xbal.(H).
Canaletas 1 = 1 kb Plus, 2 = clones nao digeridos, 3 = clones digeridos. Os controles utilizados em A,
C e E foram obtidos a partir do vetor pTcPR-HisN contendo os cassetes GSPDm28c antigo e
GSHYG. Todos os géis foram elaborados com agarose 0,8%.

4.2.2 Seqiienciamento do DNA

O desenho dos iniciadores empregados no sequienciamento ocorreu como
descrito no item 3.8. Os dados demonstraram auséncia de mutagées nas regides de
insergcdo dos cassetes e genes nos vetores. O seqlenciamento completo dos
cassetes sintéticos foi realizado pela GenScript, ndo sendo observadas alteragdes.
O RfA e as etiquetas nao tiveram sequenciamento completo, devido a baixa
eficiéncia obtida com alguns oligonucleotideos. Novos oligonucleotideos sao

necessarios para o fechamento do sequenciamento destes segmentos.
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4.2.3 Avaliagdo do Crescimento de Trypanosoma cruzi em

Diferentes Concentragcées de G418

As curvas de crescimento foram realizadas na presenca de G418 nas
concentragbes de 250, 500 e 1.000 pg/ml. Como controle, utilizou-se uma cultura
sem a adigdo de antibiético. Os dados obtidos (Figura 4.2.3.1) demonstraram que
com a concentracdo de 500 pg/ml, o numero de células apoés 120 horas foi
aproximadamente 15 vezes menor comparando-se com o controle. Com isso, esta

concentracao foi escolhida para realizar a selegcao das células de Trypanosoma cruzi

transfectadas.
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Figura 4.2.3.1: Curvas de crescimento de Trypanosoma cruzi na presenca de diferentes
concentragoes de G418.

4.2.4 Transfec¢ées em Trypanosoma cruzi

Da mesma forma que para os vetores de Crithidia fasciculata, os vetores de
Trypanosoma cruzi pTcPR-HisN, pTcPR-GFPN, pTcPR-CFPN, pTcPR-YFPN,
pTcPR-mycN e pTcPR-TAPN foram recombinados com os mesmo trés genes de
Trypanosoma cruzi (A1, C1 e C4). As transfec¢des foram realizadas com 65 a 110
Mg de DNA. O acompanhamento da selegao foi através da contagem do numero de
células em cadmara de Neubauer, mantendo-se o numero de células em torno de 1 x
10° células/ml através de diluicdes (Figura 4.2.4.1 a Figura 4.2.4.7). Num periodo
entre 18 e 24 dias foram obtidas populacdes resistentes ao antibiético, apresentando
uma taxa de multiplicacédo celular préxima as das culturas nao transfectadas e sem

antibiotico. As transfecgbes foram realizadas em 4 grupos para facilitar o



85

gerenciamento das culturas. Em alguns casos, como na transfecgdo com pTcPR-
HisN-A1 (grupo 1), a contagem do numero de células da cultura controle no décimo

dia de selecao foi inferior a 2,5 x 10° células/ml (Figura 4.2.4.1).
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Figura 4.2.4.1: Acompanhamento da sele¢cdo de T. cruzi transfectado com pTcPR-HisN-A1.
Legenda: His-A1 = pTcPR-HisN-A1. Diluigdes das culturas: D1 = 1:3,33 no 3° dia. D2 = 1:1,92 no 10°
dia, somente para His-A1. D3 = 1:5 no 14° dia, somente para His-A1. No 10° dia o controle
apresentou numero de células inferior a 2,5 x 103/ml.
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Figura 4.2.4.2: Relagdo entre a cultura de T. cruzi transfectado com pTcPR-HisN-A1 e a cultura
controle. Legenda: His-A1 = pTcPR-HisN-A1.

No segundo grupo de transfecgdes (Figura 4.2.4.3), a segunda diluicado nao
foi efetuada para o controle e para 4 das 12 culturas, CFP-C1, TAP-C1, GFP-C1 e
GFP-C4, pois apresentavam contagem de células inferior as demais. Vale ressaltar
que, dentre estas, 3 haviam sido transfectadas com C1, com quantidades de DNA

semelhantes as demais.
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Figura 4.2.4.3: Acompanhamento das selegbes de T. cruzi transfectado com diversos vetores.
Legenda: CFP-A1 = pTcPR-CFPN-A1, TAP-A1 = pTcPR-TAPN-A1, CFP-C1 = pTcPR-CFPN(C1),
TAP-C1 = pTcPR-TAPN-C1, CFP-C4 = pTcPR-CFPN(C4), TAP-C4 = pTcPR-TAPN-C4, GFP-A1 =
pTcPR-GFPN-A1, His-C1 = pTcPR-HisN-C1, GFP-C1 = pTcPR-GFPN-C1, His-C4 = pTcPR-HisN-C4,
GFP-C4 = pTcPR-GFPN-C4. Diluigées das culturas: D1 = 1:10 no 7° dia. D2 = 1:10 no 17° dia,
somente para CFP-A1, TAP-A1, CFP-C4, TAP-C4, GFP-A1, His-C1 e His-C4.
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Figura 4.2.4.4: Relagdo entre as culturas de T. cruzi transfectado com diversos vetores e a
cultura controle. Legenda: CFP-A1 = pTcPR-CFPN-A1, TAP-A1 = pTcPR-TAPN-A1, CFP-C1 =
pTcPR-CFPN(C1), TAP-C1 = pTcPR-TAPN-C1, CFP-C4 = pTcPR-CFPN(C4), TAP-C4 = pTcPR-
TAPN-C4, GFP-A1 = pTcPR-GFPN-A1, His-C1 = pTcPR-HisN-C1, GFP-C1 = pTcPR-GFPN-C1, His-
C4 = pTcPR-HisN-C4, GFP-C4 = pTcPR-GFPN-C4.



87

Caso semelhante ao ocorrido no grupo 2, também pode ser observado no

terceiro grupo de transfecgdes (Figura 4.2.4.5), evolvendo as culturas Myc-C1 e

YFP-C1.
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Figura 4.2.4.5: Acompanhamento das selegdes de T. cruzi transfectado com pTcPR-mycN
pTcPR-YFPN-C1. Legenda: YFP-C1 = pTcPR-YFPN-C1, Myc-A1 = pTcPR-mycN-A1, Myc-C1
pTcPR-mycN-C1, Myc-C4 = pTcPR-mycN-C4. Diluigbes das culturas: D1 = 1:14,28 no 6°dia. D2

1:10 no 15°ia, somente para Myc-A1 e Myc-C4.
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Figura 4.2.4.6: Relacao entre as culturas de T. cruzi transfectado com pTcPR-mycN ou pTcPR-
YFPN-C1 e a cultura controle. . Legenda: YFP-C1 = pTcPR-YFPN-C1, Myc-A1 = pTcPR-mycN-A1,

Myc-C1 = pTcPR-mycN-C1, Myc-C4 = pTcPR-mycN-C4.

Na Figura 4.2.4.7 pode-se avaliar o desenvolvimento das culturas do grupo 4

em um intervalo de 10 dias, sem intervencao de diluicdes. A diferenca entre o

controle e os transfectados foi na grandeza de 10%, apos 10 dias de selecao.
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Figura 4.2.4.7: Acompanhamento das sele¢does de T. cruzi transfectado com pTcPR-YFP.
Legenda: YFP-A1 = pTcPR-YFPN-A1, YFP-C4 = pTcPR-YFPN(C4). Diluigdes das culturas: D1 = 1:20
no 10° dia, menos para o controle. D2 = 1:14,28 para YFP-A1 e 1:4 para YFP-C4 no 15° dia.
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Figura 4.2.4.8: Relagao entre as culturas de T. cruzi transfectado com pTcPR-YFP e a cultura
controle. Legenda: YFP-A1 = pTcPR-YFPN-A1, YFP-C4 = pTcPR-YFPN(C4).

O vetor pTcPT7-HisN nao foi caracterizado, pois ainda ndo dispde-se de um
sistema para expressdo da T7 RNA Polimerase e do repressor de tetraciclina em

Trypanosoma cruzi.
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4.2.5 Caracterizagcao Molecular de pTcPR-HisN e Derivados

Alguns vetores possuem a caracteristica de integragcdo cromossdémica, como
por exemplo, o vetor pLEW13 (WIRTZ et al., 1999) em Trypanosoma brucei,
enquanto outros permanecem epissomais, como pTEX (KELLY et al., 1992) em
Trypanosoma cruzi. Alguns testes foram realizados a fim de verificar a ocorréncia ou
nao de integragdo, além da manutencdo da estrutura dos vetores. A estratégia
consiste no uso de conjuntos de oligonucleotideos, anelando em cassetes proximos,
0 que resultaria na amplificacdo por PCR de produtos com tamanhos conhecidos.
Outra possibilidade, no caso de existirem formas epissomais no parasita, € a
amplificagdo do vetor inteiro. Utilizando-se DNA dos parasitas transfectados, foram
realizadas PCRs para amplificacdo de diversos segmentos que constituem os
vetores. Os vetores analisados foram pTcPR-HisN e derivados, recombinados com o
gene A1.

Nas PCRs foram utilizados iniciadores para os seguintes segmentos dos
vetores: (i) iniciadores A* e R14, amplificando o promotor (0,4 kb); (ii) iniciadores A14
e R5/R6/R7/R20/fita anti-senso do adaptador c-myc (Figura 3.16.3), (promotor +
intergénica + etiquetas - 0,5 a 1,2 kb); (iii) iniciadores A5/A6/AT7/fita senso do
adaptador c-myc e R21, (etiqueta + A1 - 0,7 a 1,4 kb) ou, no caso do vetor contendo
etiqueta de histidinas, iniciadores A14 e R20, (promotor + intergénica + etiqueta + A1
- 1,2 kb); (iv) iniciadores A25 e R8, (A1 + intergénica + neomicina - 1,8 kb); (v)
iniciadores A8 e R*, (neomicina + intergénica - 1,1 kb); (vi) iniciadores A* e R*,
(GSPDm28c + RfA + GSNEO - 3,1 a 3,8 kb); (vii) iniciadores A14 e R14, (vetor
inteiro - 5,8 a 6,5 kb). Os iniciadores estado especificados na Tabela 3.8.1,Tabela
3.8.2 e Tabela 3.8.3.

Na Figura 4.2.5.1, foi possivel verificar amplificagdo para a maioria dos
segmentos de DNA, em seis vetores analisados. As amplificagdes ndo ocorreram ou
resultaram em bandas de tamanhos inespecificos apenas para os segmentos
compreendendo o vetor inteiro e o cassete GSPDm28c + RfA + GSNEO. Os
controles positivos, onde se utilizou DNA plasmidial como molde, também n&o
demonstraram amplificagdo para os dois maiores produtos, segmentos (vi) e (vii),
além das bandas observadas para o segmento (i) apresentarem tamanhos
superiores aos esperados. Os controles negativos ndo apresentaram bandas em

nenhuma das amplificacdes.
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Figura 4.2.5.1: Avaliagdo da presenga e estrutura dos vetores em Trypanosoma cruzi. Através
de reacgdes de PCR foram analisados os vetores (A) pTcPR-CFPN-A1, (B) pTcPR-TAPN-A1, (C)
pTcPR-GFPN-A1, (D) pTcPR-HisN-A1, (E) pTcPR-mycN-A1 e (F) pTcPR-YFPN-A1. Nas reacdes
foram utilizados 50 ng de DNA total dos parasitas ou 2 ng dos plasmideos (controles positivos). DNA
molde utilizado: Canaletas 1, 4, 7, 9, 11, 13, e 15 = controles positivos, 2, 5, 8, 10, 12, 14 e 16 = DNA
dos parasitas transfectados, 3 e 6* = DNA dos parasitas n&do transfectados (controles negativos).
Iniciadores utilizados para amplificagdo dos seguintes segmentos: Canaletas 1 e 2 = promotor (0,4
kb), 3-5 = promotor + intergénica + etiquetas (0,5 a 1,2 kb), 6-8** = etiqueta + A1 (0,7 a 1,4 kb),9 e 10
= A1 + intergénica + neomicina (1,8 kb), 11 e 12 = neomicina + intergénica (1,1 kb), 13 e 14 =
GSPDm28c + RfA + GSNEO (3,1 a 3,8 kb), 15 e 16 = vetor inteiro (5,8 a 6,5 kb). Canaletas M = 1 kb
Plus (Invitrogen). * = Foram apresentados controles negativos apenas para dois segmentos
(canaletas 3 e 6). ** = em A foi amplificado promotor + intergénica + etiqueta + A1 (1,2 kb).
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Complementando os testes acima, um segmento de aproximadamente 4 kb
foi analisado por PCR, apenas para o vetor pTcPR-HisN-A1. O iniciador retrogrado
(R14, Tabela 3.8.2) deveria anelar na regido promotora e o iniciador anterégrado
(A8, Tabela 3.8.2), na resisténcia a neomicina. Foi amplificado um fragmento de

aproximadamente 4 kb (Figura 4.2.5.2), estando de acordo com a analise in silico.

Figura 4.2.5.2: Avaliagao complementar do vetor pTcPR-HisN-A1 em Trypanosoma cruzi. PCR
realizada com 100 ng de DNA e visualizada em gel de agarose 0,8%. Canaletas 1 = 1 kb Plus
(Invitrogen), 2 = DNA do parasita transfectado, 3 = DNA do parasita ndo transfectado. Foram
utilizados iniciadores para amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 4 kb.

4.2.6 Avaliacdo da Expressao e Localizacao das Proteinas

Recombinantes

Nesta etapa, através da analise do gel SDS-PAGE, corado com Coomassie,
nao foram observadas diferengas entre os extratos das culturas de T. cruzi
transfectadas e nao transfectadas. Apos transferéncia dos extratos para membrana
de nitrocelulose, fez-se a incubagdo com anticorpo monoclonal anti-histidina (Figura
4.2.6.1). Nesta anadlise, além de se observar a presengca das proteinas
recombinantes nos extratos, fez-se a comparacdo de tamanho com as proteinas
produzidas em Escherichia coli. Foram detectadas bandas de intensidade fraca para
os extratos e com tamanhos similares aos das proteinas produzidas em E. coli,

exceto para C4, a qual apresentou uma diferenca de aproximadamente 5 kDa.
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Figura 4.2.6.1: Analise dos extratos de T. cruzi transfectado com pTcPR-HisN por western blot
com anticorpo monoclonal anti-histidina. Extratos de 1 x 10" células e 0,5 Ml de proteinas
recombinantes, produzidas em Escherichia coli, foram analisados. O tempo de revelagao para cada
canaleta esta entre parénteses. Canaletas 1 = T. cruzi n&o transfectado (9 min), 2 = A1 produzida em
E. coli (5 min), 3 = T. cruzi transfectado com pTcPR-HisN-A1 (9 min), 4 = C1 produzida em E. coli (9
min), 5 = T. cruzi transfectado com pTcPR-HisN-C1 (9 min), 6 = C4 produzida em E. coli (5 min), 7 =
T. cruzi transfectado com pTcPR-HisN-C4 (9 min). As setas em 3, 5 e 7 indicam as proteinas
recombinantes nos extratos. Utilizou-se Bench Mark (Invitrogen) como marcador de peso molecular.

Os extratos analisados acima também foram incubados com anticorpos contra
as proteinas recombinantes (Figura 4.2.6.2). Diferentemente do anticorpo anti-
histina, estes anticorpos possuem especificidade para as proteinas nativas de T.
cruzi, além das proteinas recombinantes. Nos extratos foram verificadas bandas
correspondentes aos dois tipos de proteinas, com diferencas de tamanhos de
aproximadamente 5 kilodaltons. Neste ensaio também foram adicionadas proteinas
produzidas em E. coli e como visto no ensaio com anti-histidina, a proteina
recombinante C4 presente no extrato apresentou tamanho diferente da proteina
produzida em E. coli.

A expressao protéica nos parasitas transfectados com pTcPR-GFPN foi
avaliada com anticorpo monoclonal anti-GFP, além de anticorpos contra as proteinas
recombinantes (Figura 4.2.6.3). A diferenga de tamanho entre as proteinas
recombinantes e as proteinas nativas foi de aproximadamente 30 kilodaltons. A
banda correspondente a proteina recombinante C1 com anti-GFP foi visualizada

somente na membrana, devido a perda de sinal na imagem digitalizada.
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Figura 4.2.6.2: Anadlise dos extratos de T. cruzi transfectado com pTcPR-HisN por western blot
com anticorpos contra as proteinas recombinantes. Extratos de 1 x 10" células e 0,5 pl de
proteinas recombinantes, produzidas em Escherichia coli, foram analisados com anticorpos contra (1-
3) A1, (4-6) C1 e (7-9) C4. O tempo de revelacdo para cada canaleta estd entre parénteses.
Canaletas 1 = A1 produzida em E. coli (1 min e 30 s), 2 = T. cruzi nao transfectado (1 mine 30 s), 3 =
T. cruzi transfectado com pTcPR-HisN-A1 (1 min e 30 s), 4 = C1 produzida em E. coli (3 min e 30 s),
5 =T. cruzi ndo transfectado (3 min e 30 s), 6 = T. cruzi transfectado com pTcPR-HisN-C1 (3 min e 30
s), 7 = C4 produzida em E. coli (1 min e 30 s), 8 = T. cruzi nao transfectado (1 min e 30s), 9 = T. cruzi
transfectado com pTcPR-HisN-C4 (1 min e 30 s). As setas em 3, 6 e 9 indicam as proteinas
recombinantes nos extratos. Utilizou-se Bench Mark (Invitrogen) como marcador de peso molecular.
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Figura 4.2.6.3: Analise dos extratos de T. cruzi transfectado com pTcPR-GFPN por western blot
com anticorpos contra as proteinas recombinantes e contra GFP. Extratos de 1 x 10" células
foram analisados com anticorpos contra A1 (A-1e2),C1(A-4¢e5),C4(A-6e7)e GFP (B). Em
A, canaletas 1, 3 e 5 = T. cruzi ndo transfectado, 2 = T. cruzi transfectado com pTcPR-GFPN-A1, 4 =
T. cruzi transfectado com pTcPR-GFPN-C1, 6 = T. cruzi transfectado com pTcPR-GFPN-C4. As setas
em 2, 4 e 6 indicam as proteinas recombinantes. Em B, canaletas 1 = T. cruzi nao transfectado, 2 = T.
cruzi transfectado com pTcPR-GFPN-A1, 3 = T. cruzi transfectado com pTcPR-GFPN-C1, 4 = T. cruzi
transfectado com pTcPR-GFPN-C4. O tempo de revelacao para cada canaleta em A foi igual ao da
Figura 4.2.6.2, em B foi de 4 min (2) e 11 min (1, 3 e 4). Utilizou-se Bench Mark (Invitrogen) como
marcador de peso molecular.
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A avaliacdo dos extratos dos parasitas transfectados com pTcPR-CFPN e
pTcPR-YFPN foi feita somente com anticorpos contra as proteinas recombinantes
(Figura 4.2.6.4 e Figura 4.2.6.5). O resultado foi semelhante ao obtido na avaliagao
do vetor pTcPR-GFPN, no entanto a intensidade da banda correspondente a
proteina recombinante C1 na Figura 4.2.6.4 foi mais forte. Na Figura 4.2.6.5,
canaleta 5, referente ao extrato do parasita nao transfectado incubado com anticorpo
contra C4, foi observada uma banda adicional entre 30 e 40 kilodaltons. Esta banda
pode ser detectada nas outras figuras, utilizando o mesmo extrato e anticorpo, no

entanto, com intensidade mais fraca.
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Figura 4.2.6.4: Analise dos extratos de T. cruzi transfectado com pTcPR-CFPN através de
western blot com anticorpos contra as proteinas recombinantes. Extratos de 1 x 10" células
foram analisados com anticorpos contra (1 e 2) A1, (4 e 5) C1, (6 e 7) C4. Canaletas 1,3 e 5=T.
cruzi nao transfectado, 2 = T. cruzi transfectado com pTcPR-CFPN-A1, 4 = T. cruzi transfectado com
pTcPR-CFPN(C1), 6 = T. cruzi transfectado com pTcPR-CFPN(C4). As setas em 2, 4 e 6 indicam as
proteinas recombinantes. O tempo de revelagdo para cada canaleta foi igual ao da Figura 4.2.6.2.
Utilizou-se Bench Mark (Invitrogen) como marcador de peso molecular.

A expressao protéica nos parasitas transfectados com pTcPR-mycN e pTcPR-
TAPN foi avaliada com anticorpos contra as proteinas recombinantes. No caso de
pTcPR-mycN, também utilizou-se anticorpo monoclonal anti-c-myc (Figura 4.2.6.6 e
Figura 4.2.6.7). A analise com anticorpo anti-c-myc, semelhante a com anti-GFP,
apresentou para a proteina recombinante C1 uma banda com intensidade mais

fraca, comparando-se com as demais proteinas recombinantes.
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Figura 4.2.6.5: Analise dos extratos de T. cruzi transfectado com pTcPR-YFPN através de
western blot com anticorpos contra as proteinas recombinantes. Extratos de 1 x 10" células
foram analisados com anticorpos contra (1 e 2) A1, (4 e 5) C1, (6 e 7) C4. O tempo de revelagdo para
cada canaleta esta entre parénteses. Canaletas 1 = T. cruzi ndo transfectado (1 mine 30s), 2 =T.
cruzi transfectado com pTcPR-YFPN-A1 (1 min e 30 s), 3 = T. cruzi nao transfectado (8 min e 50 s) 4
= T. cruzi transfectado com pTcPR-YFPN-C1 (8 min € 50 s), 5 = T. cruzi ndo transfectado (6 min e 20
s) 6 = T. cruzi transfectado com pTcPR-YFPN(C4) (6 min e 20 s). As setas em 2, 4 e 6 indicam as
proteinas recombinantes. Bench Mark (Invitrogen) como marcador de peso molecular.
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Figura 4.2.6.6: Analise dos extratos de T. cruzi transfectado com pTcPR-mycN por western blot
com anticorpos contra as proteinas recombinantes e contra c-myc. Extratos de 1 x 107 células
foram analisados com anticorpos contra (A-1e2)A1, (A-4e5)C1,(A-6e7)C4e (B)cmyc. Em
A, canaletas 1, 3 e 5 = T. cruzi ndo transfectado, 2 = T. cruzi transfectado com pTcPR-mycN-A1, 4 =
T. cruzi transfectado com pTcPR-mycN-C1, 6 = T. cruzi transfectado com pTcPR-mycN-C4. As setas
em 2, 4 e 6 indicam as proteinas recombinantes. Em B, canaletas 1 = T. cruzi ndo transfectado, 2 = T.
cruzi transfectado com pTcPR-mycN-A1, 3 = T. cruzi transfectado com pTcPR-mycN-C1, 4 = T. cruzi
transfectado com pTcPR-mycN-C4. O tempo de revelagédo para cada canaleta em A foi igual ao da
Figura 4.2.6.2, em B foi de 6 min (1 e 2) e 12 min (3 e 4). Utilizou-se Bench Mark (Invitrogen) como
marcador de peso molecular.

O ensaio com os extratos dos transfectantes contendo etiqueta TAP tag,
apresentou bandas para as 3 proteinas recombinantes (A1, C1 e C4) (Figura
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4.2.6.7). Tais bandas possuem tamanhos compativeis com as proteinas
recombinantes fusionadas com TAP tag.
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Figura 4.2.6.7: Analise dos extratos de T. cruzi transfectado com pTcPR-TAPN por western blot
com anticorpos contra as proteinas recombinantes. Extratos de 1 x 10’ células foram analisados
com anticorpos contra A1 (A-1e2),C1(A-4e5)eC4 (A—-6e7). Canaletas 1,3 e5=T. cruzinao
transfectado, 2 = T. cruzi transfectado com pTcPR-TAPN-A1, 4 = T. cruzi transfectado com pTcPR-
TAPN-C1, 6 = T. cruzi transfectado com pTcPR-TAPN-C4. As setas em 2, 4 e 6 indicam as proteinas
recombinantes. O tempo de revelagdo para cada canaleta foi igual ao da Figura 4.2.6.2. Utilizou-se
Bench Mark (Invitrogen) como marcador de peso molecular.

Os ensaios de localizagao celular através das proteinas fluorescentes GFP,
CFP e YFP demonstraram correlacdo com o padrdo de localizagao obtido com os
anticorpos, para pelo menos duas das trés proteinas utilizadas no processo de
validacao destes vetores. Além dos parasitas transfectados, também foram utilizados
parasitas nao transfectados, servindo como controle negativo (Figura 4.2.6.8).

O gene A1 codifica uma proteina hipotética conservada, a qual possui um
dominio PFAM denominado ALBA (Acetylation Lowers Binding Affinity). Acredita-se
que esta proteina tenha capacidade de ligar-se ao RNA, podendo estar associada
com metabolismo e estabilidade do mesmo (ARAVIND et al., 2003; MARSH et al.,
2005). A localizagao realizada em outro projeto (PRETI, 2007), obtida com anticorpo,
apresentou um padrdo de distribuicdo pelo citoplasma na forma de grénulos. As
proteinas recombinantes apresentaram um padréo de localizagdo similar (Figura
4.2.6.9).
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Flgura 4.2.6.8: Controle negatlvo da localizagao celular, utilizando parasntas nao transfectados
1 = contraste diferencial de fase, 2 = microscopia utilizando os filtros (A) para GFP, (B) CFP, (C) YFP.
Em D utilizou-se anticorpo anti-c-myc.

Figura 4.2.6.9: Localizacao celular da proteina A1. A = imunofluorescéncia usando anticorpo anti-
A1, B = GFP, C = CFP, D = YFP e E = imunofluorescéncia usando anticorpo anti-c-myc. 1 =
sobreposicdo da imagem 2 com a imagem do contraste diferencial de fase, 2 = deteccdo da
fluorescéncia. Em A (vermelho) e E (azul), utilizou-se corante para DNA.

A proteina codificada pelo gene C1 esta anotada como sintaxina e possui um
dominio PFAM denominado SNARE. Este dominio possui relacdo com trafego de
vesiculas dentro da célula. A localizagao obtida com anticorpo contra esta proteina

demonstrou sua presenga numa regido proxima ao cinetoplasto, estando entre este
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e o flagelo. As proteinas recombinantes apresentaram localizacdo divergente, ou

distribuida pelo citoplasma ou posterior ao nucleo (Figura 4.2.6.10).

2 2 2 2

Figura 4.2.6.10: Localizagao celular da proteina C1. A = imunofluorescéncia usando anticorpo anti-
C1, B = GFP, C = CFP, D = YFP e E = imunofluorescéncia usando anticorpo anti-c-myc. 1 =
sobreposicdo da imagem 2 com a imagem do contraste diferencial de fase, 2 = detecgdo da
fluorescéncia. Em A (vermelho) e E (azul), utilizou-se corante para DNA.

A terceira proteina utilizada na validagao, codificada pelo gene C4, apresenta
trés dominios denominados EF-hand, sendo uma suposta centrina. As centrinas sao
proteinas pertencentes a grande familia das proteinas ligadoras de calcio e fazem
parte do centrossomo, que esta associado aos centriolos. Na imunofluorescéncia,
apresentou co-localizagdo com o cinetoplasto. Um resultado aparentemente similar
foi encontrado na localizagao das proteinas recombinantes (Figura 4.2.6.11).

As localizagdes por imunofluorescéncia com anticorpo anti-c-myc foram mais
evidentes apenas para a proteina codificada pelo gene A1, onde a localizagao foi
similar a obtida com anticorpo contra a proteina recombinante (Figura 4.2.6.9). As
outras duas proteinas utilizadas na validacdo foram fracamente detectadas,
sugerindo talvez uma questdo de baixo sinal, relacionada a disponibilidade de

epitopos.
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Figura 4.2.6.11: Localizacao celular da proteina C4. A = imunofluorescéncia usando anticorpo anti-
C4, B = GFP, C = CFP, D = YFP e E = imunofluorescéncia usando anticorpo anti-c-myc. 1 =
sobreposigcdo da imagem 2 com a imagem do contraste diferencial de fase, 2 = detecgcdo da
fluorescéncia. Em A (vermelho) e E (azul), utilizou-se corante para DNA.

4.2.7 Purificacdo de Complexos Protéicos (TAP tag) e Proteinas

Contendo Cauda de Histidinas

A validacdo do vetor pTcPR-TAPN foi feita utilizando-se os genes A1 e C4.
Os extratos obtidos em condigdes nao desnaturantes foram purificados
sequencialmente em duas colunas. Os eluidos contendo os complexos protéicos
foram concentrados e avaliados por SDS-PAGE. Na Figura 4.2.7.1, foi possivel
observar padroes eletroforéticos distintos entre os eluidos, sugerindo a presencga de

proteinas especificas para os complexos analisados.
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Figura 4.2.7.1: Avaliacido dos complexos protéicos eluidos apés purificagdo por TAP tag. 20 pl
dos concentrados dos eluidos foram submetidos a SDS-PAGE, posteriormente corado por prata.
Canaletas 1 = Bench Mark (Invitrogen), 2 = eluido correspondente ao parasita transfectado com
pTcPR-TAPN-A1, 3 = eluido correspondente ao parasita transfectado com pTcPR-TAPN-C4.
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A purificacao protéica por IMAC foi realizada somente para a proteina A1.
Com os resultados obtidos nao foi possivel a detec¢cao da proteina no eluido. Este
ensaio devera ser otimizado, trabalhando-se com o numero de células utilizadas, a

quantidade de resina e os diferentes protocolos para eluicao.
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5 DISCUSSAO

Informacdes crescentes sobre as sequéncias génicas de diferentes
organismos, com a execugao de projetos de sequenciamento de genomas, marcam
uma nova era na pesquisa biolégica. Ferramentas tém sido desenvolvidas para
permitir tanto a manipulacdo da nova informacao gerada quanto para permitir a
avaliacao funcional deste conjunto de dados genémicos disponibilizados. Gragas a
este conjunto de ferramentas, torna-se possivel investigar uma célula pelo conjunto
de genes expressos frente a uma condicdo em particular. Assim, & possivel
identificar os genes que sao expressos ou reprimidos em determinadas situacbes
bioldgicas, fazendo com que o estudo dos fendbmenos bioldgicos seja possivel de ser
feito de forma global.

Entre as ferramentas desenvolvidas nos ultimos anos, estdo os microarranjos
(biochips) de DNA (SCHENA et al., 1995). O Instituto de Biologia Molecular do
Parana (IBMP) trabalha com microarranjos de DNA desde o ano 2000 e a versao
atual do biochip conta com aproximadamente 10.000 sondas. Com este recurso, o
IBMP emprega esforgos na selecdo de genes diferencialmente expressos nos
processos de diferenciagao do T. cruzi, sendo estes candidatos a serem estudados.

Uma importante forma para o estudo de genes € a caracterizagdo por
genética reversa, que utiliza ferramentas, tais como plasmideos, cosmideos e
cromossomos artificiais (BACs ou YACs). Neste trabalho foram desenvolvidos
vetores que permitem a rapida e eficiente clonagem para expressao protéica nos
tripanossomatideos Crithidia fasciculata e Trypanosoma cruzi.

Estas construcbes sado formadas por elementos, tais como promotores,
regides intergénicas e resisténcias a antibidticos. Na escolha destes elementos,
alguns fatores foram levados em conta. Iniciando-se pela avaliagdo dos promotores
disponiveis, pode-se considerar que em tripanossomatideos poucos promotores
foram caracterizados (VANHAMME e PAYS, 1995). Dentre estes, estdo os
promotores para as glicoproteinas variantes de superficie (VSGs) e prociclinas em T.
brucei e para a sequéncia lider e RNA ribossomal em T. cruzi (SHEA et al., 1987;
MCCARTHY-BURKE et al. 1989; CLAYTON et al., 1990; TYLER-CROSS et al.,
1995).
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A ocorréncia independente do capeamento e da transcricdo de mRNAs em
tripanossomatideos torna possivel a transcricdo de genes codificadores de proteinas
por promotores para RNA Polimerase | (RUDENKO et al. 1991; ZOMERDIJK et al.,
1991; SHERMAN et al., 1991; RUDENKO et al. 1992; BROWN et al., 1992; JANZ e
CLAYTON, 1994). Isto permite a utilizagdo de promotores ribossomais em vetores
para expressao protéica nestes organismos (TYLER-CROSS et al., 1995;
BIEBINGER & CLAYTON, 1996; MARTINEZ-CALVILLO et al., 1997).

Os promotores para RNA ribossomal tém demonstrado serem espécie-
especificos para varios eucariotos (GRUMMT et al., 1982; MISHIMA et al., 1982;
LEARNED et al., 1985; BELL et al., 1990). Além disso, em ensaios de transfecg¢ao
em T. cruzi com vetor carregando este promotor, foi observada a existéncia de
especificidade intra-espécie (NUNES et al., 1997).

Outro promotor comumente empregado em vetores € o do bacteriéfago T7,
que também tem sido usado em vetores para tripanossomatideos (WIRTZ et al.,
1994; 1998; 1999; WEN et al., 2001). Este promotor pode ser combinado com
operadores bacterianos, a fim de possibilitar a regulacdo da expressdo génica pela
T7 RNA Polimerase (T7RNP). Em T. cruzi, o uso deste sistema tem demonstrado
aumento de mais de 100 vezes no nivel do mRNA analisado e o nivel de expressao
génica basal na auséncia de indugdo apresentou-se baixo (TAYLOR & KELLY,
2006).

Entre as possibilidades de aplicagdo da expressao génica regulada, estdo as
situacdes experimentais onde a expressao de produtos génicos toxicos € bastante
informativa. Pode-se citar como exemplos a expressdo dominante negativa de
subunidades inativas de complexos protéicos. Outras situagdes que requerem o uso
de expressao génica regulada s&o os casos onde a expressao de um produto génico
€ inapropriada em determinado estagio do ciclo de vida, ou quando a super
expressao nao € requerida, nos casos de genes pouco expressos na célula
(BIEBINGER et al., 1997).

Diante dos dados apresentados, foram escolhidos os promotores do
bacteriéfago T7 e ribossomal 18S de T. cruzi clone Dm28c para as construgdes aqui
demonstradas. Embora freqlentemente utilizada em tripanossomatideos, a
expressao exdgena regulada tem sido pouco empregada em Crithidia fasciculata. O
sistema para C. fasciculata apresentado neste trabalho é baseado em vetores ja

descritos, nos quais a expressdo génica ocorre sem a presenga de promotor
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(TETAUD et al., 2002). A fim de incrementar este sistema, foi utilizada a transcri¢cao
dirigida por T7RNP, combinando a utilizacdo concomitante de dois vetores. Um
deles expressando a T7RNP (pNUS-T7N) e outro contendo o gene de interesse sob
controle do promotor T7 (pNUS-PT7-RfAH). Este sistema ainda ndo apresenta a
possibilidade de regulagcdo da expressao génica, pois, apesar de possuir 3 copias do
operador de tetraciclina imediatamente apds o promotor T7, ainda nao foi introduzido
o repressor de tetraciclina. Este se liga ao operador prevenindo a ligagdo da T7RNP.

Este sistema combinando promotor T7 e operador de tetraciclina também foi
utilizado na construgédo de um dos vetores para T. cruzi (pTcPT7-HisN), mas ainda
nao conta com a expressao do repressor de tetraciclina e da T7RNP. Os outros
vetores construidos, pTcPR-HisN e seus derivados, apresentam o promotor
ribossomal 18S de T. cruzi clone Dm28c.

Outro elemento bastante importante empregado em vetores sdo as regides
que fornecem sinal para o processamento do RNA transcrito. Tais regides de
eucariotos superiores nao sao funcionais em tripanossomatideos. O processamento
e a expressdo sao mais eficientes quando sdo empregados segmentos 5’ e 3’ de
espécies homologas (CLAYTON, 2000). Nas construgbes dos vetores para T. cruzi
foram empregados segmentos contendo sinal para trans-splicing e poliadenilagéo,
denominados de regides intergénicas (RIs). As Rls usadas nos vetores para T. cruzi
pertencem a regidao gendmica dos genes de ubiquitina de T. cruzi, sendo descritas
por SWINDLE et al. (1988). A denominacgao 35.1 para as RIs utilizadas aqui segue a
designacao feita para um clone contendo a regido codificadora do gene de
ubiquitina, isolado de uma biblioteca de cDNA (MCCARTHY-BURKE et al., 1989).
Estas regides, por conterem os sinais necessarios para o processamento do RNA
transcrito e por serem pequenas (278 pares de bases), tém sido utilizadas em
vetores para tripanossomatideos (WEN et al., 2001).

Os vetores pNUS-T7N e pNUS-PT7-RfAH possuem regides intergénicas do
gene fosfoglicerato quinase (PGK) A e B e do gene glutationilespermidine sintetase
(GspS) (SWINKELS et al., 1988; TETAUD et al., 1998). Essas regides intergénicas
permitem o processamento dos RNAs transcritos a partir dos genes clonados nestes
vetores (TETAUD et al., 2002).

ApOs a determinacdo das RIs a serem utilizadas, foram avaliadas as
modalidades de antibidticos para selecao dos transfectantes. Dentre as modalidades

existentes esta a classe dos antibiéticos aminoglicosideos. Estes antibiéticos séo
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inibidores bem caracterizados do crescimento e da sintese protéica em procariotos e
eucariotos (VAZQUEZ, 1978). Exemplos desta classe sdo geneticina (G418),
higromicina, paromicina e kanamicina. Levando em consideragdo a estratégia de
utilizacdo concomitante de pelo menos dois vetores, os antibidticos a serem
escolhidos deveriam apresentar mecanismos de acgdo distintos. Isto pode ser
observado em relagdo aos antibidticos G418 e higromicina, que interferem na
sintese protéica de eucariotos em diferentes etapas da tradugdo (EUSTICE &
WILHELM, 1984). Isto favoreceu a escolha das resisténcias a estes dois antibidticos
como elementos de selegdo. Outro antibidtico com potencialidade de uso
concomitante, pertencente a familia bleomicina/fleomicina, € a zeocina, cujo
mecanismo de ac¢do envolve clivagem de DNA.

Os elementos descritos foram organizados em cassetes, os quais foram
sinteticamente produzidos. Apds as clonagens destes cassetes e do cassete RfA de
conversao para o sistema Gateway® nos plasmideos base, realizou-se as analises
para validagcdo dos vetores. O processo de validacdo destes vetores inclui a
caracterizagao molecular, deteccdo da expressao protéica, ensaios de localizacao
celular e obtencdo de complexos protéicos purificados. Para isso, trés genes de T.
cruzi, previamente inseridos na plataforma Gateway®, foram utilizados. A selecdo de
populagdes resistentes ocorreu num intervalo entre 11 e 24 dias, sendo
normalmente mais rapida para C. fasciculata. Algumas explicagées para isso seriam
o tempo menor para divisdo celular em C. fasciculata, permitindo a multiplicagéo
mais rapida da populagao celular resistente e/ou a presenca maior em T. cruzi de
resisténcia natural ao antibiotico.

A caracterizagdao molecular prévia do vetor para C. fasciculata pNUS-H1
(PNUS-HcH sem os sitios de clonagem), feita por TETAUD et al. (2002), nao
detectou integracédo cromossdémica no parasita. A caracterizagdo molecular do vetor
pNUS-T7N demonstrou a presenga de formas plasmidiais epissomais no parasita.
Os dados de Southern blot detectaram a forma linear do vetor pNUS-T7N, apds
digestdo do DNA do parasita (Figura 4.1.5.2). No entanto, sem a digestdo do DNA,
nao foi evidenciada migragdo das moléculas do vetor como copias unicas circulares.
Ao invés disso foram detectadas bandas que co-migraram com DNA gendmico de
alto peso molecular (Figura 4.1.5.2). Isto tem sido observado na caracterizacdo de
outros vetores, incluindo pNUS-H1, onde as moléculas parecem formar grandes
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concatameros (KELLY et al., 1992; BIEBINGER & CLAYTON, 1996, TETAUD et al.,
2002).

Outros dados sobre a caracterizacdo molecular do vetor pNUS-T7N foram
obtidos com a recuperacao deste em bactéria. Foi possivel isolar plasmideos com
tamanhos compativeis com o vetor em questao, apesar da presenca de plasmideos
com tamanhos variados. O sequlenciamento destes plasmideos com tamanhos
variados pode auxiliar na determinagdo da origem desta ocorréncia. Além dos
ensaios citados, reagdes de PCR sugerem a manutengdo da estrutura do vetor
pNUS-T7N, com a amplificacdo de alguns cassetes componentes deste vetor (Figura
4.1.5.3). Esta estratégia ndo obteve sucesso na avaliacdo de pNUS-PT7-RfAH. A
caracterizagao molecular completa do sistema depende de avaliagdes envolvendo o
vetor pNUS-PT7-RfAH.

As tentativas iniciais de caracterizagdo molecular do sistema para T. cruzi,
através de Southern blot, ndo foram conclusivas. Uma estratégia similar a descrita,
através de reacdes de PCR, foi entdo usada (Figura 4.2.5.1 e Figura 4.2.5.2). Com
excecao do vetor pTcPT7-HisN, todos os outros vetores, contendo as diferentes
etiquetas e o gene A1 de T. cruzi clonado, foram avaliados. Uma analise global dos
resultados destas PCRs sugere a manutencdo da estrutura dos vetores apoés
transfeccdo em T. cruzi. Os dados obtidos aqui ndo fornecem base para discussao
sobre a possibilidade de integracéo, no entanto, € importante salientar alguns dados
existentes na literatura. Em construgdes utilizando promotor ribossomal de T. cruzi,
realizadas em outros trabalhos, foi observada integracdo cromossémica dos vetores
no locus ribossomal, através de recombinagdo (MARTINEZ-CALVILLO et al., 1997;
VAZQUEZ & LEVIN, 1999; LORENZI et al., 2003). Igualmente ao sistema para C.
fasciculata, analises adicionais como Southern blot, eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE), entre outras, sdo necessarias para a completa caracterizagao
molecular deste sistema.

O passo seguinte no processo de validacdo foi a deteccdo da expressao
protéica. Em C. fasciculata, o sistema foi avaliado na presenga e auséncia da
T7RNP. Na avaliacdo dos extratos dos parasitas por SDS-PAGE nao foram
evidenciadas diferencas, comparando-se os parasitas transfectados com os nao
transfectados. A deteccdo da expressdo foi entdo realizada por western blot
utilizando anticorpos contra as diversas etiquetas e contra as proteinas utilizadas na

validagao. Dos 24 extratos analisados, em 22 foi possivel a deteccdo da proteina
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recombinante, com pelo menos um dos anticorpos utilizados. As uUnicas excegdes
foram os produtos do gene C4 de T. cruzi em C. fasciculata.

Concomitantemente a deteccdo das proteinas, foram realizados ensaios de
localizacéo celular em T. cruzi através da fusdo N-terminal com o epitopo c-myc e
com as proteinas fluorescentes GFP, CFP e YFP. As localizagdes das proteinas
recombinantes foram comparadas aos padrées de localizagdo das proteinas nativas,
obtidos por imunofluorescéncia com anticorpos contra estas proteinas. Os resultados
foram satisfatorios em 2 das 3 localizagdes realizadas. A proteina, cuja localizagéo
nao corroborou os dados obtidos com anticorpos, tem funcdo suposta de sintaxina.
Nos ensaios com esta proteina contendo as etiquetas GFP, CFP, YFP e c-myc,
detectou-se poucas células emitindo fluorescéncia. A sua localizagdo através das
etiquetas indicou distribuicdo inespecifica pelo citoplasma ou concentragao na regiao
posterior da célula (Figura 4.2.6.10). No entanto, a imunofluorescéncia com
anticorpo localizou esta proteina na regido entre o flagelo e o cinetoplasto,
corroborando o seu possivel envolvimento no trafego vesicular.

A possibilidade de obtencdo de localizagdo celular incorreta para algumas
proteinas vem sendo alvo de debate ha varios anos. Alguns trabalhos tém
demonstrado localizagdo incorreta a partir de fusdo com proteinas fluorescentes
(SIMPSON et al., 2000; KUMAR et al., 2002; MATSUYAMA et al., 2006). Etiquetas
repérteres rotineiramente sdo fusionadas N- ou C-terminal a genes alvos. Esta
escolha pode ser critica na obtengdo de dados corretos de localizagdo (KUMAR et
al., 2002). Por exemplo, sinais de enderegcamento organela-especificos para
mitocdndria e nucleo estdo frequentemente localizados na porgdo N-terminal
(SILVER, 1991, apud: KUMAR et al., 2002). Um estudo empregando proteinas
fluorescentes demonstrou localizagdo correta para cinco proteinas mitocondriais
humanas apenas para as construgcées contendo fusdo C-terminal. As construgdes
com fusdo N-terminal indicaram localizag&o citosdlica ou nuclear (SIMPSON et al.,
2000). Além disso, dados incorretos de localizagdo podem estar associados ao alto
nivel de expressao protéica (MATSUYAMA et al., 2006).

Diante dos dados descritos, fica clara a necessidade da flexibilidade na fusao
de genes com etiquetas para localizagdo. Recentemente, varios projetos de
ORFeoma produziram clones que permitem fusdo N- ou C-terminal de etiquetas
(LABAER et al., 2004). Apesar da possibilidade da obten¢do de dados incorretos, a

localizacdo celular por proteinas fluorescentes € uma importante técnica, podendo
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ser empregada nos estudos em larga escala. Num estudo envolvendo a localizagao
celular de 100 proteinas humanas através de etiquetas fluorescentes, para os
cDNAs onde as analises bioinformaticas foram capazes de predizer a suposta
identidade, os dados de localizagao das proteinas corroboraram tais predicoes em
75% dos casos (SIMPSON et al., 2000). Além disso, a integragdo de outros dados,
como por exemplo os de interagcdes protéicas por analises de duplo-hibrido e TAP
tag, pode fornecer maior acuracia na caracterizagdo de genes. Outro dado obtido
aqui nos ensaios de localizagao diz respeito ao fraco sinal observado para o epitopo
c-myc. Apenas a proteina A1 foi claramente detectada, apesar dos ensaios de
western blot demonstrarem a presenca das outras duas proteinas recombinantes.
Uma estratégia para aumentar o sinal emitido € a utilizagdo de varias cépias do
epitopo, fornecendo sitio de ligagado para mais moléculas de anticorpo.

O ultimo ensaio para validagdo do sistema envolveu a purificacdo de
complexos protéicos por TAP tag. Esta metodologia possui aplicacdo similar a
analise por duplo-hibrido. Uma vantagem sobre tal sistema é a possibilidade da
deteccao de interagdes diretas e indiretas em um unico experimento (RIGAUT et al.,
1999). Além disso, também permite o isolamento de complexos protéicos a partir dos
seus ambientes nativos. Alguns problemas podem ser encontrados no uso do TAP
tag, tais como a exposicao insuficiente da etiqueta a fim de permitir a ligagao aos
granulos de afinidade, a alteragdo da funcéo protéica pela fusdo com a etiqueta e,
apesar de bastante incomum, a presenca de sitios para TEV nas proteinas do
complexo alvo (PUIG et al., 2001). Aqui neste trabalho, foram obtidos complexos
protéicos distintos, analisados por SDS-PAGE, para duas proteinas de T. cruzi. A
ocorréncia de proteinas com padrdes eletroforéticos distintos entre as duas analises
sugere a presenca de proteinas especificas em cada complexo. Uma validagdo mais
abrangente do sistema pode ser alcangada empregando-se espectrometria de
massa e comparagdo com dados obtidos por outras metodologias, como
imunoprecipitagdo e duplo-hibrido.

ApOs os procedimentos para validagdo do sistema, algumas consideragdes
podem ser feitas a respeito desta plataforma. A tentativa de isolamento de uma
populagdo clonal, a partir do cultivo de C. fasciculata em meio soélido, n&o
apresentou dados relevantes, pois ndo foram realizados ensaios comparando a
expressao génica entre as populagdes pré e pos-isolamento. Os niveis de expresséo
génica observados em C. fasciculata nao apresentaram diferenga na presenga ou
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auséncia da T7RNP, nos ensaios por western blot. A esta constatagdo, podem ser
adicionadas algumas observagdes: (i) no sequenciamento do clone pNUS-T7N,
detectou-se a mutacdo de um nucleotideo, resultando na alteracdo de um
aminoacido da T7RNP. (ii)) a analise por northern blot detectou transcricdo da
T7RNP em C. fasciculata. (iii) ndo foram realizados ensaios para deteccdo da
expressao da T7TRNP em C. fasciculata.

As evidéncias apresentadas apoiam as seguintes hipoteses excludentes em
relagdo ao sistema: (a) a expressao protéica da T7RNP n&o esta ocorrendo. (b)
ocorreu a perda de funcdo da T7RNP, devido a mutacdo observada aqui neste
trabalho. (c) a transcricdo dirigida por T7RNP esta sendo regulada pos-
transcricionalmente.

Numa avaliagdo da hipotese (b), analisando-se dados sobre os mecanismos
moleculares da T7RNP, obtidos com experimentos de mutagénese (Revistos por
KOCHETKOV et al., 1998), ndo se observou relato sobre a mutagdo encontrada na
T7RNP do clone pNUS-T7N. Para a determinacdo da hipotese correta sao
necessarios ensaios adicionais, permitindo a detec¢do da T7RNP e a quantificacédo
dos mRNAs referentes as regides codificadoras testadas neste sistema na presenca
e auséncia da T7RNP.

Em T. cruzi, os niveis de expressdo observados por western blot foram
variaveis entre as proteinas e as etiquetas avaliadas. Além disso, diferentes
intensidades de fluorescéncia foram observadas entre as células e também entre as
proteinas avaliadas. Diferengas nos niveis de expressao entre individuos
pertencentes a uma mesma populagdo tém sido alvo de estudos. Trabalhos
demonstram este fato como uma caracteristica inerente ao processo de regulagéo
génica em eucariotos (MCADAMS & ARKIN, 1997). Apesar destes dados, a
eficiéncia dos processos de selegdo dos parasitas transfectantes deve ser melhor
avaliada. Em relagdo aos baixos niveis de expressao, verificados principalmente
para o gene C1 de T. cruzi, uma explicagdo seria a presenga marcante do controle
pos-transcricional em T. cruzi, associada a natureza das proteinas analisadas. Uma
das estratégias para tentar otimizar a expressao génica através de vetores é a
utilizacado de diferentes elementos visando aumentar a estabilidade do mRNA na
célula. Um exemplo sdo as regides 3’ nao traduzidas (3’'UTRs) dos mRNAs, cujo
papel na regulacdo pos-transcricional das VSGs foi demonstrado em T. brucei
(BERBEROF et al., 1995).
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Uma caracteristica marcante de todos os vetores aqui apresentados € a
facilidade de clonagem, resultante da conversao destes para a plataforma Gateway®
(Invitrogen). Diversos trabalhos tém utilizado tal plataforma em projetos de clonagem
em larga escala para varios organismos, como os projetos de ORFeoma (PARRISH
et al., 2004; GELPERIN et al., 2005; MATSUYAMA et al., 2006; LAMESCH et al.,
2007). Tais projetos, além da construgdo do ORFeoma, empregam esforgos na
obtencao de sistemas para caracterizagbes génicas em larga escala, sendo que os
vetores de destinagdo contendo aplicabilidades distintas fazem parte destes
sistemas. O sistema apresentado aqui fornece caracteristicas importantes, nao
observadas em grande parte das construgdes existentes. Além das vantagens ja
descritas do sistema Gateway® em relagdo as clonagens tradicionais, outros
aspectos merecem destaque neste sistema. Um destes aspectos € a plasticidade
oferecida, através da possibilidade de substituicdo de todos os elementos
componentes dos vetores, principalmente observada nos vetores para T. cruzi.
Dentro desta caracteristica, diferentes regides intergénicas contendo elementos
reguladores, etiquetas e resisténcias a antibidticos podem ser avaliadas, nao
descartando a hipotese de utilizacdo de cassetes Gateway® adicionais, outros RfAs
por exemplo, para tal finalidade.

Outra caracteristica é relacionada a estabilidade do sistema utilizado em
Trypanosoma cruzi, a qual vem sendo testada. Niveis de expressao génica foram
detectados durante pelo menos dois meses na auséncia de antibidtico. Outro
aspecto relevante do sistema é a possibilidade da expresséo heterdloga de
proteinas de T. cruzi em C. fasciculata, que além de n&o ser patogénico para
humanos, representa um importante modelo nos estudos envolvendo
tripanossomatideos.

Finalizando o conjunto de caracteristicas, o processo de validagao utilizado
aqui emprega a utilizacdo de genes de T. cruzi, o que fornece dados reais sobre as
vantagens do sistema, mas principalmente demonstra os pontos que ainda sao alvo
de melhorias. Em varios trabalhos, as aplicabilidades dos vetores sdo demonstradas
apenas como projetos pilotos, utilizando genes reporteres na avaliagao do sistema.

Algumas etapas ainda sado necessarias na construgdo dos sistemas
apresentados neste trabalho, como a conclusdo do processo de validacdo, o
estabelecimento de linhagens de T. cruzi e C. fasciculata expressando ambos

T7RNP e repressor de tetraciclina e a avaliagao dos transcritos gerados.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho apresentou o desenvolvimento de um sistema para analise por
genética reversa, através da construcdo de vetores para expressao protéica em
tripanossomatideos. Estes vetores foram caracterizados utilizando genes de
Trypanosoma cruzi, através das diferentes fusdes proporcionadas pelo sistema,
possibilitando a deteccédo das proteinas recombinantes, suas localizagbes celulares,
bem como a purificacdo de complexos protéicos. Estes dados demonstraram a
funcionalidade dos vetores, que, com a utilizagdo da plataforma Gateway® de
clonagem (Invitrogen), constituem importantes ferramentas de grande utilidade na
caracterizagao de genes de Trypanosoma cruzi.

As perspectivas deste trabalho estdo concentradas na adaptagcédo e
plasticidade dos vetores, de modo a permitir: fusdes C-terminal, utilizacdo em outros
tripanossomatideos, otimizacdo da expressao génica através da troca das regides
intergénicas, ensaios de co-transfecgéo, incremento do sinal obtido com o epitopo c-
myec, utilizagdo de outras etiquetas que permitam métodos eficientes de purificagéo

protéica, entre outros.

Tabela 6.1: Progresso na construgao e caracterizagao dos vetores.
ETAPAS

VETORES

pTcPR-HisN

pTcPR-CFPN

pTcPR-GFPN

pTcPR-YFPN

pTcPR-MycN

pTePR-TAPN

pTcPT7-HisN

pNUSPT7-
RFAH

pNUS-T7N

= concluido [ = avaliacéo parcial ou = falhou [ =n3o realizado = nao aplicavel
preliminar
1 = construgao, 2 = sequenciamento, 3 = caracterizagdo molecular, 4 = western blot, 5 = localizagao
celular de proteinas, 6 = purificacdo de complexos protéicos, 7 = purificagao protéica.
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