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RESUMO

Os tripanossomatideos sdo protozoarios parasitos ancestrais com caracteristicas
genéticas peculiares e muitos deles causam graves doencas em humanos, como a
doenca de Chagas, a doenca do sono e a leishmaniose. Uma das formas de
produzir farmacos para estas doencas depende da expressao de proteinas e da
manipulacdo genética nestes protozoarios. Pelo fato destes organismos serem
patogénicos aos humanos é necessario adotar procedimentos de biosseguranca, o
gue demanda um gasto maior de tempo para a manipulacdo. Para reduzir estas
dificuldades, o tripanossomatideo Angomonas deanei foi utilizado com o intuito de
desenvolver um sistema de expressdo heter6loga e de manipulagdo da expressao
génica eucaribtica. Este organismo nao apresenta risco de infeccdo a mamiferos, é
capaz de ser cultivado em meio minimo e produzir alta quantidade de biomassa e
também pode realizar modificacbes poés-traducionais de proteinas alvo, como
glicosilacdo. A possibilidade de usar A. deanei como ferramenta para manipulacdo
génica nos motivou a aprofundar na caracterizacdo, por meio de andlises in silico,
dos potenciais componentes da maquinaria de RNA de interferéncia (RNAI) deste
organismo. Duas provaveis proteinas dessa maquinaria foram encontradas: uma
Ago (AdAGO) e uma PIWI (AdPIWI). Em ambas as proteinas foram identificados
tanto o dominio PIWI quanto o PAZ, caracteristicos de proteinas da via de RNAi. O
dominio PAZ é bastante divergente em relacdo as proteinas AGO/PIWI de outros
eucariotos. Uma provavel triade catalitica caracteristica das proteinas argonautas foi
identificada na proteina AdPIWI. Dada sua presenca nos tripanossomatideos sem
RNAI funcional, é provavel que a proteina AdPIWI exerca outro papel regulatorio
importante neste organismo. Semelhante ao encontrado em T. brucei, em AdAGO
ndo foi encontrada a triade catalitica. E provavel que a AJAGO tenha um sitio
catalitico distinto ou que atue recrutando outras proteinas para clivar o RNA. Para
testar futuramente a funcionalidade da via de RNAi em A. deanei e também para
usar este organismo como sistema de expresséo, dois vetores utilizando sequéncias
de A. deanei foram criados. Um deles para integracdo no locus de o—tubulina
(pCDXTub) e outro para integracdo no locus do RNA ribossémico (pCDXRibo).
Dados de Southern blot de parasitos transfectados de forma estavel indicaram a
integracdo destes vetores no genoma. Contudo, os testes de expressao para 0s
genes repoérteres GFP e RLUC foram sem sucesso. Apesar de ndo detectar a
fluorescéncia, parasitos carregando o vetor pCDXTub GFP foram capazes de
produzir um transcrito compativel com o tamanho do mRNA de GFP e da resisténcia
a neomicina. As razdes para a nao expressdo dos genes repérteres sao
desconhecidas e necessitam de ensaios adicionais para elucidacdo desses
resultados. Apesar dos dados ndo apontarem A. deanei como um bom modelo para
expressao heterdloga, o vetor pCDXTub podera ser usado no estudo da via de
RNAI, devido a sua estabilidade e a capacidade de integracdo ao genoma desse
protozoario.

Palavras chave: Angomonas deanei. Expresséo heterdloga. RNA de interferéncia.



ABSTRACT

The Trypanosomatidae family comprises ancient parasitic protozoa with peculiar
genetic features and many of them cause severe human diseases, such as Chagas
disease, sleeping sickness, and leishmaniasis. One strategy to drug development
against these diseases depends on protein expression and genetic manipulation in
these protozoa. However, biosafety and time consuming methods are needed when
manipulating these parasites, since some of them are pathogenic to humans. In
order to reduce these difficulties, the trypanosomatid Angomonas deanei was used
with the intention of developing tools for heterologous expression and gene
manipulation. This protozoan grows in minimal medium (without fetal calf serum) to
high cell density and represents no risk of infection for mammals, and it is also able
to realize posttranslational modification of target proteins, such as glycosylation. The
possibility of using A. deanei as a model for genetic manipulation prompted us to
further characterization of the potential components of the RNA interference (RNAI)
machinery in this organism by in silico analysis. Two putative proteins of this
machinery were found: AGO (AdAGO) and PIWI (AdPIWI). The characteristic
domains of RNAI proteins such as PIWI and PAZ domains were identified, however
the PAZ domain in these proteins shares low homology with AGO/PIWI proteins from
other eukaryotes. A putative catalitic triad common in argonautes was identified only
in AdPIWI protein. Since AdPIWI orthologues are present in trypanosomatid protozoa
with no functional RNAi machinery, it's likely that the AdPIWI protein plays a role in
other regulatory process in this organism. As described for Trypanosoma brucei
ortholog, the catalytic triad wasn’t identified in AJAGO protein. It's possible that
AdAGO has a different catalytic site or is capable to recruit other proteins with RNA
slicer activity. For future experimental characterization of RNAi phenomenon, and
also to use this organism as a protein expression system, two expression vectors
were constructed. One of them for integration in the a-tubulin locus (pCDXTub) and
the other one to integrate into the rDNA locus. The southern blot data of stable
transfected parasites indicate that both vectors can integrate in A. deanei genome,
however, expression assays for the reporter genes GFP and luciferase failed to show
any activity. Despite the lack of fluorescence detection, cells carrying the pCDXTub
vector were able to express a transcript compatible with GFP and neomycin
resistance mature mRNAs. The reasons for the lack reporter genes expression are
unknown and require additional tests to elucidate these results. Although the data do
not suggest that A. deanei is a proper model for protein expression, it's possible that
pCDXTub vector can be used for the experimental test of RNAi pathway, because of
its stability and ability to integrate this protozoan’s genome.

Key words: Angomonas deanei. Heterologous expression. RNA interference.
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1. INTRODUCAO

Os tripanossomatideos sdo um grupo de protozoarios parasitos ancestrais,
alguns deles causadores de doengcas em humanos, tais como Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei e Leishmania sp., agentes causais da doenca de Chagas,
doenca do sono e leishmaniose, respectivamente. A ocorréncia dessas doencas é
endémica em algumas regiées do mundo, na América Latina e na Africa. Devido ao
fluxo migratorio e as condi¢des socio econdmicas de alguns paises, um aumento na
incidéncia de casos dessas doencas tem sido notificado nas ultimas décadas.
Embora muitos avancos em seu controle tenham sido alcancados, a terapéutica é
eficaz somente em alguns estagios dessas patologias ou é consideravelmente téxica
ao paciente.

Para o desenvolvimento de novos farmacos contra essas doengas, uma das
abordagens utilizadas € a superexpressdo de proteinas alvos de drogas
terapéuticas. Nesta abordagem, sdo determinadas a estrutura da proteina alvo e a
interferéncia de sua atividade na presenca de farmacos em potencial. Apesar de
diversos sistemas de superexpressdo estarem disponiveis, todos apresentam
limitacdes, como a seguranca bioldgica, a toxicidade para o microrganismo que a
superexpressa e a producdo de proteinas imperfeitas (sem modificacbes pos-
traducionais apropriadas). Dessa maneira, um sistema funcional de superexpresséo
em um parasito analogo que possua uma maquinaria de expressdo adequada seria
uma o6tima ferramenta na validacdo de novos farmacos. O protozoario Angomonas
deanei, um protozoario tripanossomatideo que carrega uma bactéria
endossimbionte, coloniza apenas insetos e pode ser cultivado com alta producédo de
biomassa. Por sua semelhanca morfolégica com outros tripanossomatideos
patogénicos, seria de grande utilidade estudar um modelo de superexpressédo de
proteinas exdégenas neste microrganismo.

A superexpressdo de genes exdgenos através de um vetor epissomal pode
ser suprimida devido a atividade da maquinaria de RNA de interferéncia (RNAI),
guando presente no microrganismo hospedeiro. Pela acédo desta maquinaria, 0 RNA
mensageiro € direcionado para a degradacdo através de sua identificagcdo por um
RNA complementar, resultando em baixos niveis do produto deste gene na célula
hospedeira. Devido a este mecanismo, um vetor epissomal dificiilmente sera

expresso ou mantido com sucesso, em virtude da transcrigdo nesses vetores ocorrer



18

em ambas as fitas. Dessa maneira, um RNA dupla fita podera ser produzido e ativar
seu silenciamento por meio do RNAI. Portanto, o vetor de superexpresséo deve ser
construido de modo a permitir também sua integracdo no genoma do organismo, 0
que reduz o efeito do silenciamento por meio do RNAI. Alguns tripanossomatideos
como Trypanosoma brucei, Leishmania baziliensis e Crithidia fasciculata possuem
essa maquinaria funcional. Para os dois primeiros, ja foi evidenciada a dificuldade de
selecéo desses protozoarios contendo vetores epissomais. O fendmeno do RNAI, no
entanto, ndo esta presente em Trypanosoma cruzi e em um grande numero de
espécies de Leishmania. Apenas a analise in silico ndo € capaz de afirmar se a
maquinaria de RNAi é ativa, sendo necessario, portanto, outras estratégias
experimentais que fornecam a evidéncia da atividade dessa via.

A manipulacdo da expressdo génica em um modelo compativel de
expressao pode contribuir com o entendimento da biologia destes parasitos por
permitir o estudo funcional de seus genes. A superexpressao de proteinas alvo pode
ser util no desenvolvimento de vacinas e novos farmacos para terapéutica das
patologias causadas por eles. A existéncia da maquinaria de RNAi em A. deanei e
sua caracterizacao pode fazer deste protozoario um modelo de estudo ndo apenas
para o desenvolvimento de sistemas de expressao recombinante, mas também para
sua utilizagdo como modelo no estudo de funcdo génica de tripanossomatideos,
através do silenciamento de genes de interesse e seu efeito sobre a fisiologia do

organismo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TRIPANOSSOMATIDEOS

A classe Kinetoplastida € formada por microrganismos eucariéticos
interessantes tanto do ponto de vista médico quanto evolucionério. Esta classe é
dividida em duas subclasses (Prokinetoplastina e Metakinetoplastina), as quais
compreendem uma série de protozodrios comensais de vida livre ou parasitas,
coletivamente nomeados bodonidas. Uma das ordens destas subclasses
(Tripanosomatida), € formada por protozoarios parasitos obrigatérios, alguns deles
responsaveis por graves doen¢cas em humanos, como Trypanosoma cruzi (doenca
de Chagas), Trypanosoma brucei (doenca do sono) e Leishmania sp.
(leishmanioses) (SIMPSON; STENENS; LUKES, 2006; MOREIRA; LOPEZ-GARCIA;
VICKERMAN, 2004).

Onze géneros identificados até agora compBem a subclasse dos
tripanossomatideos, sendo 7 delas de protozoarios de ciclo biolégico monoxénico,
ou seja, desenvolvem-se em apenas um hospedeiro (Angomonas, Crithidia,
Blastocrithidia, Strigomonas, Herpetomonas, Wallaceina, Leptomonas), e 4 de ciclo
biolégico heteroxénico (Trypanosoma, Leishmania, Endotrypanum e Phytomonas).
Sua classificacdo ocorre principalmente por aspectos morfoldgicos de sua interagcéo
com o0s hospedeiros: suas dimensfes, forma e posicdo do complexo cinetoplasto-
bolsa flagelar em relagdo ao nicleo (SVOBODOVA et al., 2007, TEIXEIRA et al.,
2012).

Os tripanossomatideos possuem caracteristicas bioquimicas e celulares
singulares, ou que foram primeiramente observadas nestes microrganismos e
posteriormente atribuidas a outros eucariotos (LOPES et al., 2010). Dentre elas,
estdo a variacdo antigénica programada de glicoproteinas de superficie que ocorre
com T. brucei; a transcricdo policistronica; a edicdo de RNA mitocondrial; a
baixissima frequéncia de introns; trans-splicing dos precursores de RNA e a
existéncia de organelas Unicas como o0 glicossomo e o0 cinetoplasto. Os
tripanossomatideos sdo organismos ancestrais, com linhagens que antecedem
aquelas de animais, plantas e inclusive fungos (DONELSON; GARDNER; EL-

SAYED, 1999). Estas caracteristicas justificam o interesse no extenso estudo destes
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protozoarios, buscando um entendimento maior da evolu¢cdo de microrganismos
unicelulares a seres multicelulares de alta complexidade.

Dentre as caracteristicas proprias da biologia celular dos
tripanossomatideos, estdo a estrutura peculiar do flagelo; a presenca de uma
invaginacdo na membrana responsavel pela endocitose (bolsa flagelar); uma
organela que comporta parte da via glicolitica (o glicossomo); uma unica mitocéndria
ramificada por toda célula com uma estrutura proeminente denominada cinetoplasto
(LOPES et al., 2010; LANDFEAR; IGNATUSHCHENKO, 2001). Os mecanismos de

expressao génica séo particulares e serdo descritos em sec¢éo propria.

2.1.1. Angomonas deanei

Angomonas deanei (anteriormente chamada de Crithidia deanei) € um
tripanossomatideo que parasita somente insetos, isolado do hemiptero Zelus
leucogrammus (CARVALHO; DEANE, 1974; MUNDIM et al., 1974). Sua forma
morfolégica é de coanomastigota (em forma de sino), sendo esta sua Unica forma
evolutiva durante seu ciclo monoxénico, que ocorre exclusivamente no hospedeiro
invertebrado (MOTTA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011). Sua disseminacdo é
através da alimentacdo por parte de Z. leucogrammus de insetos sapréfagos que
contém este protozoario (CARVALHO; DEANE, 1974). Estruturalmente, contém
todas as caracteristicas que sdo ditas usuais aos tripanossomatideos: flagelo
conectado a bolsa flagelar, citoesqueleto com microtibulos subpeliculares,
cinetoplasto, uma Unica mitocéndria, glicossomos e bastédo paraflagelar. Este € parte
de um complexo proteico flagelar responsavel pela motilidade do parasito. Em A.
deanei, ele é bastante reduzido, sendo considerado por muito tempo inexistente
neste microrganismo (GADELHA et al., 2005).

Todo ciclo biolégico de A. deanei ocorre no inseto, uma vez que esse
organismo nao necessita de hospedeiros vertebrados para seu desenvolvimento
(ciclo monoxénico). Os detalhes deste processo ainda ndo sao bem esclarecidos em
tripanossomatideos de ciclo monoxénico, mas acredita-se o ponto principal de
colonizagdo por estes protozoarios € o intestino médio dos insetos, embora ja
tenham sido isolados protozoarios de outras regides do hospedeiro invertebrado,

como da hemolinfa, hemocélula e dos tabulos de Malpighi (MOTTA et al., 2010). A.



21

deanei foi primeiramente isolada do intestino do inseto Z. leucogramus, sugerindo
este ser um provavel local da colonizacdo (CARVALHO; DEANE, 1974).

Ao contrario da maioria dos tripanossomatideos, A. deanei ndo é um
protozoario nutricionalmente exigente, apenas alguns aminoacidos e vitaminas
suplementados no meio de infusdo de figado e triptose (LIT) permitem crescimento
do protozoario in vitro. Nenhuma fonte de hemina, um analogo do grupo heme, ou
de purinas é necessario para 0 crescimento, ao contrario dos demais
tripanossomatideos que séo incapazes de sintetizar heme ou purinas (MUNDIM et
al., 1974; MOTTA, 2010). Essa caracteristica permitiu deduzir a existéncia de um
organismo endossimbionte, uma vez que Crithidia oncopelti era igualmente cultivada
em meio de cultura minimo e possuia em seu citoplasma corpos bipolares préoximos
ao nucleo do protozoario (NEWTON; HORNE, 1957). Posteriormente, descobriu-se
que estes corpos bipolares possuiam material genético e acompanhavam a divisao
celular do hospedeiro. Estas estruturas foram mais tarde identificadas como sendo
uma bactéria endossimbionte (MARMUR et al., 1963).

A endossimbiose € um evento comum na natureza, principalmente em
plantas e protozoarios. Sua relacéo de dependéncia com o hospedeiro, e dele com o
endossimbionte, tem levantado a questdo de que talvez esses organismos evoluiram
a organelas como a mitocondria e o cloroplasto (DU; McLAUGHLING; CHANG,
1994). Por essa razao, protozoarios que abrigam endossimbiontes tém sido usados
como modelo de estudo para a evolucdo de organelas (DU; McLAUGHLING,;
CHANG, 1994; MOTTA, 2010). Alguns tripanossomatideos apresentam
endossimbiose, como Angomonas deanei, Strigomonas oncopelti (anterior Crithidia
oncopelti), Angomonas desouzai (anterior Crithidia desouzai), Strigomonas culicis
(anterior Blastocrithidia culicis) e Herpetomonas roitmani. O endossimbionte de A.
deanei pertence a classe das [-proteobactérias, sendo nomeado
Kinetoplastibacterium crithidii e agrupado no género Bordetella. A presenca do
endossimbionte resultou em recente reclassificacdo taxonémica de diversos
protozoarios, devido a alteragdo morfologica causada pela endossimbiose (MOTTA,
2010; TEIXEIRA et al., 2011).

O endossimbionte é responsavel por algumas alteracfes morfoldgicas em A.
deanei. Os glicossomos e 0 nucleo celular encontram-se em intima associagdo com
0 endossimbionte (MOTTA et al., 1997). A mitocondria tem sua distribuicdo espacial

alterada, na qual regides dessa organela, que se assemelham a ramos, entram em
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contato com a parte interna da membrana celular. Os microtibulos subpeliculares
estdo ausentes nas regides em que 0s ramos mitocondriais estdo justapostos a
membrana plasmatica. O cinetoplasto também apresenta alteracdo morfologica: a
rede que forma o DNA desta organela (kDNA) é mais frouxa em relacdo aos
tripanossomatideos livres de endossimbionte (MOTTA, 2010). Acreditava-se que o
endossimbionte pudesse impedir a expressao dos genes que constituem o bastéo
paraflagelar (PFR), justificando a auséncia dessa estrutura no flagelo (MOTTA,
2010). Contudo, Gadelha et al. (2005) mostraram a existéncia do PFR em A. deanei
por microscopia eletrénica e de um unico gene codificador (PFR1) através de PCR
com iniciadores degenerados e técnicas de hibridiza¢éo. O produto do gene PFR1
mostrou ser funcional por recuperar mesmo que parcialmente a motilidade de
mutantes de Leishmania mexicana (GADELHA et al., 2005).

O tripanossomatideo hospedeiro compartilha diversas vias metabdlicas com
o endossimbionte. Hemina, hematina e hemoglobina sdo fatores de crescimento
essenciais e, aparentemente, os tripanossomatideos ndo possuem uma via para
sintese do heme (ROITMAN; ROITMAN; DE AZEVEDO, 1972; CHANG,; CHANG;
SASSA, 1975). O endossimbionte fornece enzimas dessa via e porfirina precursoras
para a sintese do heme, justificando a razdo pela qual A. deanei e outros
tripanossomatideos portadores de endossimbionte ndo necessitam de hemina para
seu crescimento (SALZMAN et al, 1985). De forma semelhante, enzimas para a
sintese de alguns aminoacidos também séo fornecidas pelo endossimbionte, como a
ornitina descarboxilase, a qual participa da sintese de ornitina, citrulina e arginina
(MOTTA, 2010). Ja a absorcéo de L-prolina a partir do meio de cultura € maior em A.
deanei que possui endossimbiose, em relagdo a cepas desse organismo sem
endossimbionte (ROJAS et al., 2008).

Para uma verdadeira simbiose, deve haver uma relacdo mutualistica entre a
célula hospedeira e o endossimbionte. Ja foi discutido o beneficio dessa relacédo
para o desenvolvimento do protozoario, o qual na perda desse microrganismo
através do tratamento com antibidticos torna-se um protozoario nutricionalmente
exigente. Naturalmente, deve haver algum beneficio para o endossimbionte abrigado
no tripanossomatideo para que exista a simbiose. Endossimbiontes isolados dos
seus hospedeiros ndo sédo capazes de sobreviver por si s6 (DU; McLAUGHLING;
CHANG, 1994). Ja foi demonstrado que o endossimbionte de A. deanei utiliza

fosfatidilcolina, um lipidio de membrana, sintetizado pelo hospedeiro (AZEVEDO-
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MARTINS et al., 2007). Algumas analises sugerem que a cadeia de transporte de
elétrons do endossimbionte de A. deanei ndo é ativa, pela inexisténcia ou inatividade
da succinato desidrogenase e da citocromo oxidase aas. Por essa razéo, é possivel
gue o endossimbionte utilize o ATP produzido pela célula hospedeira para criar um
gradiente de prétons em sua membrana, fazendo-o transportar para si compostos de
que precisa, como ions, adenosina e outros. Essa hipotese é reforcada pela intima
associacdo do endossimbionte com organelas produtoras de energia do protozoario:

a mitocondria e os glicossomos (MOTTA et al., 1997).

2.1.2. Expressao génica em tripanossomatideos

Os tripanossomatideos sdo microrganismos eucariéticos ancestrais que,
além da importancia médica, apresentam caracteristicas peculiares na expressao de
seus genes, as quais despertam o interesse no estudo do seu mecanismo. A
transcricdo ocorre em unidades policistronicas (PTU); o mRNA é processado
principalmente por trans-splicing e alguns genes codificadores de proteinas séo
transcritos pela RNA polimerase | (DONELSON; GARDNER; EL-SAYED, 1999). O
Unico promotor de RNA polimerase |l caracterizado até o momento é o que codifica
para o spliced leader (SL), apesar de outras PTUs apresentarem transcricdo por
esta polimerase, como mostram ensaios de sensibilidade a a-amanitina. Finalmente,
a existéncia de modificacdes de histonas e de proteinas modificadoras da cromatina
sugerem um importante mecanismo de regulacdo epigenética por esses
microrganismos (Figura 1) (ELIAS; FARIA, 2009; MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010;
EKANAYAKE et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2012).

O genoma é organizado em extensas unidades de transcri¢do policistronica,
como primeiramente mostrado para o cromossomo 1 de L. major (MYLER et al.,
1999) (Figura 1). Todos os genes de uma PTU s&o transcritos ao mesmo tempo, de
forma divergente ou convergente, sendo que cada cromossomo possui N0 Minimo
duas PTUs. Ao contrario do que se observa em operons de procariotos e de
nematodeos, os genes de uma PTU nédo estdo correlacionados entre si
(CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003). Entre as PTUs encontram-se genes
codificados pela RNA polimerase lll, incluindo os de tRNAs, 0s quais parecem ser
distribuidos de forma especifica e em determinados cromossomos (IVENS et al.,
2005; PADILLA-MEJIA et al., 2009). Diferentemente dos outros eucariotos, a
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presenca de introns no genoma é rara, sendo descrita até o momento para dois
genes apenas: poli(A) polimerase e para o tRNA de tirosina (MAIR et al., 2000; TAN
et al., 2002; PADILLA-MEJIA et al., 2009).

A transcricdo de uma unidade policistrébnica gera mRNAs igualmente
policistrénicos, ou seja, um unico RNA contém todos os transcritos dessa PTU
(Figura 1). Esses mRNAs séo posteriormente processados aos respectivos mRNAs
monocistrénicos, através de reag¢es de trans-splicing e de poliadenilacdo (ULLU;
MATTHEW; TSCHUDI, 1993). O trans-splicing adiciona uma pequena sequéncia de
RNA (cerca de 40 nt), chamada de spliced leader (SL) ou miniexon, a extremidade
5'UTR do RNA policistrénico. Sua insercdo é determinada pelos nucleotideos AG, o
sitio aceptor do SL. A poliadenilacdo adiciona uma sequéncia de adeninas a
extremidade 3’ UTR, em uma regido rica em pirimidinas. Essa regido encontra-se
cerca de 18 a 24 pares de base anteriores ao sitio aceptor do SL do gene seguinte,
variando entre as espécies (CAMPOS et al.,, 2008). A poliadenilacdo é precedida
pelo trans-splicing e determinada pela posicdo do sitio aceptor do SL do gene
adjacente. Ambas as reacOes sdo relacionadas e ocorrem paralelamente a
transcricdo (LeBOWITZ et al., 1993; ULLU; MATTHEW,; TSCHUDI, 1993).

Embora varios mRNAs sejam produzidos a partir de um mRNA
policistronico, as taxas de expressdo nao serdo necessariamente uniformes, estes
MRNAs poderdo sofrer controle da expressdo em niveis pos-transcricionais.
Elementos regulatorios presentes na regidao 3' UTR atuam como sitio de ligacdo de
proteinas, as quais promovem estabilizacdo ou desestabilizacdo do transcrito,
dependendo do estagio de vida do parasito (DE GAUDENZI; D’ORSO; FRASCH,
2003; ARAUJO; TEIXEIRA, 2011). Por exemplo, o mRNA de amastina, uma
glicoproteina de superficie do T. cruzi, é 50 vezes mais abundante nas formas
amastigotas do que em epimastigotas (TEIXEIRA et al., 1994). Especula-se que um
complexo de proteinas em maior quantidade nas formas amastigotas liga-se a uma
sequéncia regulatéria de cerca de 200 pares de base neste mMRNA. Esse complexo é
responsavel pela estabilizacgdo do mRNA de amastina nas formas amastigotas
(COUGHLIN et al., 2000). Os niveis de RNA mensageiro de mucina, uma
glicoproteina de superficie, sdo regulados em T. cruzi de maneira estagio especifica
através de um elemento regulatoério rico em AU, presente na regido 3’ nao traduzida
de seu gene. O RNA mensageiro de mucina € por essa razdo mais abundante na

forma epimastigota deste protozoario (DI NOIA et al., 2000). De maneira analoga, 0
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MRNA da fosfoglicerato quinase B (PGKB) de T. brucei também possui um elemento
regulatério rico em AU que promove a estabilizacdo deste mRNA na forma
prociclica, mas ndo na forma sanguinea do protozoario (QUIJADA et al., 2002). Por
esses fendmenos, e pela auséncia de promotores caracterizados de RNA
Polimerase Il e de seus fatores de regulacao, diz-se que a regulacao da transcrigao
nos tripanossomatideos é principalmente a nivel pés transcricional. Por conseguinte,
esses microrganismos sao capazes de alterar a expressédo génica de forma rapida,
em decorréncia das mudancas ambientais entre o hospedeiro inseto e o mamifero
(SANTUZA; DaROCHA, 2003).

Inicio da Transcricdo (TSS)

H4K10ac, H3K9,14ac Kd4me, Terminador
H2AZ,H2BV, BDF3, TRF4, e Transcricional (TTS
SNAP50 H3V and H4V
L wores m» v
Fita - \ J a “ u-
]/ \r Y tRNA
T PTU l Transcricdo
G% A’U: \
(G9'15"t) Unidade policistronica
D D dSSR e cSSR:
Regites de mudanca defita
divergente e convergente
GenessL D> D D WD iTss:
Inicio de transcrigdo interno
|_|:|) |_|:|) |_|:|) |_|:|) Processamento PolyPy:
- =" (trans-splicinge Sequéncia rica em polipirimidina
Transcri;ﬁo\ *D_ poliadenilagdo) Processament QD_ splice lider com CAP /
é .
*|:|_ 1 alternativo

*ILED anna. A) *[BED anna,

11 2 VYV B) [EE® _anna,

*0_BERD anan, € A1 EER Anaa.

DD nna. D) [ WD rnna.

FIGURA 1 — EXPRESSAO GENICA EM TRIPANOSSOMATIDEOS.

FONTE: Adaptado de Teixeira et al. (2012).

NOTA: Longos conjuntos de genes ndo relacionados sdo organizados por unidades policistrénicas
(PTU), as quais sdo separadas por regides de alteracdo de fita convergente e divergente. Sitios de
inicio de transcricdo (TSS") de RNA Pol Il sdo geralmente encontrados a montante do primeiro gene
da PTU ou como uma TSS interna (iTSS). Diversos tipos de histonas e alguns fatores de transcricédo
estdo associados as TSS e com menor frequéncia nas iTSS. Os RNA policistrénicos séo
individualizados em mRNAs monocistronicos apés a adicao do Spliced leader com CAP, através de
uma reacgédo de trans-splicing acoplada a poliadenilagdo. Estas rea¢des sao guiadas por regides de
polipirimidina que estdo presentes em cada regido intercodificadora. mMRNAs maduros sé&o
transportados para o citoplasma, onde a estabilidade e eficiéncia de traducdo sdo amplamente
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dependentes de elementos cis-acting, presentes nas regides ndo traduzidas (UTR). RNAs
policistronicos podem sofrer processamento alternativo que pode resultar em mudangas do cédon
AUG inicial, alterando entdo a traducéo da proteina (A), ou a marcacao/funcéo (B). O processamento
alternativo e a poliadenilacdo também podem resultar em inclusdo ou exclusdo de elementos
regulatérios presentes nas 5 UTRs (C) ou 3' UTRs (D).

2.2. SISTEMAS DE EXPRESSAO EM TRIPANOSSOMATIDEOS

A descoberta dos elementos necessarios para a transcricdo génica nos
tripanossomatideos surgiu de experimentos de transfeccdo com vetores contendo
fragmentos que continham esses elementos em potencial (LABAN; WIRTH, 1989;
BELLOFATTO; CROSS, 1989; ARAUJO; TEIXEIRA, 2011). No decorrer dos anos,
as técnicas foram aprimoradas, fornecendo uma visdo profunda da biologia
molecular desses protozoarios, através da expressao de proteinas para ensaios de
localizacdo celular e testes bioquimicos, da constru¢cdo de protozodrios nocautes
para o estudo da funcdo génica e também através da introducdo de marcas
genéticas para o estudo da regulacdo da expressdo génica. Nesse contexto, as
técnicas de transfeccdes nestes protozoarios sdo amplamente utilizadas para
alcancar tais objetivos (TEIXEIRA, 1998; TEIXEIRA; DaROCHA, 2003).

As transfec¢des podem ocorrer de duas maneiras: transiente ou estavel. Na
primeira, 0 vetor permanece na forma epissomal sua expressdo é avaliada em
algumas horas apos a transfeccdo, no entanto a taxa de expressao cai apds curto
periodo de tempo, como alguns dias. Nas transfeccdes estaveis, o vetor pode
recombinar-se com o genoma do parasito ou permanecer epissomal, podendo ser
mantido estavel pela manutencdo de pressdes seletivas. Neste caso, a expressao
do gene exdgeno leva mais tempo para ser evidenciada, mas permanece por
periodo mais longo de tempo, até alguns meses apos a transfeccao (TEIXEIRA,
1998).

As primeiras transfec¢fes em tripanossomatideos se iniciaram na década de
1980, utilizando-se sequéncias de Trypanosoma cruzi, Leptomonas, Leishmania e
genes reporteres bacterianos (cloranfenicol acetil transferase, ou CAT) (LABAN;
WIRTH, 1989; BELLOFATTO; CROSS, 1989; LU; BUCK, 1991). Nesses ensaios,
regides intercodificadoras dos genes de a-tubulina e do miniexon flanqueavam o
gene reporter de CAT. Esses fragmentos continham as sequéncias necessarias para

a adicado do SL e da cauda poli(A), garantindo desta maneira a expressédo do gene
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exogeno. Delecdes de parte desses fragmentos e inversdo da orientagdo nos
vetores forneceram o conhecimento da orientacdo e das sequéncias necessarias
para o processamento dos mRNAs (LABAN; WIRTH, 1989; BELLOFATTO; CROSS,
1989). Nesses experimentos, 0s parasitos transfectados com estes vetores
apresentaram certa estabilidade, com a expresséo transiente de CAT variando de
20h a 100h ap6s a transfeccao.

Kelly et al. (1992) construiram o vetor de expressdo estavel pTEX para T.
cruzi e Leishmania. Ele contém as sequéncias intercodificadoras de gGAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase glicossomal) flanqueando o gene repoérter
(CAT) e o marcador de resisténcia a neomicina, garantindo dessa maneira a trans-
splicing e a poliadenilacdo correta desses genes. Esse vetor foi posteriormente
modificado com a introdugéo do promotor do locus de rRNA no lugar da 3' UTR de
gGAPDH do gene repérter, resultando no pRIBOTEX (MARTINEZ-CALVILLO;
LOPEZ; HERNANDEZ, 1997). Este vetor apresentou atividade de CAT maior e
tempo de selecdo menor em comparacdo com o vetor parental, além de permitir a
integracdo no genoma do T. cruzi, ao contrario do pTEX. O pRIBOTEX foi em
seguida aperfeicoado através da insercdo da regido HX1 a jusante do promotor
ribossomal, resultando no vetor de expresséo estavel pTREX-n (VAZQUEZ; LEVIN,
1999). A regido HX1 é parte do gene TcP2B, uma proteina ribossomal de T. cruzi, e
funciona como potente regido para trans-splicing. Com essa modificacdo, o pTREX
apresentou atividade de CAT ainda maior que a do pRIBOTEX. Finalmente,
DaROCHA e outros (2004a) inseriram parte do gene de B—tubulina anterior ao
promotor ribossomal do pTREX-n, criando o vetor pPROCKNeo. O gene de B—tubulina
contém sitio Unico da endonuclease Notl, que apo6s digestdo com essa enzima
permite a integracdo do vetor no locus de B-tubulina, facilitando a recombinacéo
homologa deste vetor no genoma de T. cruzi.

Existem ainda vetores para expressao em demais tripanossomatideos. O
vetor pNUS é usado tanto para C. fasciculata como para Leishmania e € mantido
estavel na forma epissomal (TETAUD et al., 2002). Os vetores pLEW sao utilizados
para T. brucei para expresséao regulada (WIRTZ et al., 1999). O pLEXSY ¢é usado em
Leishmania tarantolae (BREITLING et al., 2002) como um sistema para producéo de
proteinas eucaridticas. Todos esses vetores, assim como os de T. cruzi, contém

regides intercodificadoras flanqueando os genes repérteres e os marcadores de
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selecdo, as quais possuem as sequéncias necessarias para o trans-splicing e a
poliadenilagdo adequados dos mRNAs transcritos. Regides intercodificadoras de
genes constitutivamente expressos sao as mais utilizadas, como as de a-/B-tubulina,
GAPDH ou actina. A escolha desses genes reside no fato de que, como séao de
expressdo constitutiva, os niveis de mRNA permanecerdo altos e constantes ao
longo do ciclo de vida dos protozoérios (DaROCHA et al., 2004a). A insercao de
uma regido promotora (como a do rRNA, a mais utilizada), possibilita o aumento da
expressdo do gene de interesse, no entanto, ela ndo € totalmente necessaria, como
observado nos vetores pNUS e pTEX, o qual garante niveis satisfatorios de
transcricdo apenas com as regides intercodificadoras de PGKA e PGKB (TETAUD et
al., 2002).

Uma nova geragao de vetores tem surgido, garantindo sistemas de
expressdo regulada de genes que apresentam alta toxicidade quando
superexpressos. Uma linhagem celular € construida coexpressando a T7 RNA
polimerase e o0 repressor bacteriano de tetraciclina. O promotor de T7 RNA
polimerase esta sujeito ao controle do operador de tetraciclina, o qual esta
bloqueado pelo repressor na auséncia de tetraciclina. Dessa forma, ocorre a
superexpressao do gene de interesse pela T7 RNA polimerase e sua regulacéo pelo
repressor de tetraciclina, de acordo com os niveis desse antibidtico adicionado ao
meio de cultura. Utilizando esta metodologia Wirtz et al. (1999) desenvolveram uma
linhagem de T. brucei (29:13) expressando o repressor de tetraciclina e a T7 RNA
polimerase. Segundo os autores, os transformantes foram rapidamente selecionados
e o sistema é adequado para a expressao de genes toxicos. Contudo, apesar das
modificacdes efetuadas, uma baixa expressdo do gene de interesse ocorre na
presenca do repressor (vazamento). Tentativas de superexpressar o repressor de
tetraciclina para reduzir este vazamento, mostraram-se téxicas as células de T.
brucei. Esse sistema também foi desenvolvido para T. cruzi (DaROCHA et al.,
2004b) a fim de testar a maquinaria de RNAI deste organismo, através da expressao
regulada de dsRNA para diversos genes. O sistema de expressao €& funcional,
porém o dsRNA produzido ndo é processado por esse protozoario, provavelmente
pela inexisténcia de um ou mais componentes da via de RNAI (secdo 2.3.4). De
forma semelhante, Kushnir et al. (2005) desenvolveram linhagens de Leishmania

tarentolae expressando T7 RNA polimerase e o repressor de tetraciclina. Nesse
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sistema, € possivel a coexpressao de mdultiplos genes através da integracdo em
diferentes regides do genoma do microrganismo.

A plataforma Gateway®, patenteada pela empresa Invitrogen (Carlsbad,
Estado Unidos), compreende um sistema de clonagem bastante rapido e eficiente.
Essa plataforma se baseia na capacidade de recombinagéo do bacteri6fago lambda.
A ligacdo dos fragmentos ocorre em uma reacao in vitro, mediada por sequéncias de
recombinacéo sitio especificas (HARTLEY; TEMPLE; BRASCH, 2000). Com base na
plataforma Gateway®, Batista et al. (2010) desenvolveram um vetor para T. cruzi
flexivel o suficiente para a clonagem em grande escala de diversos elementos, como
promotores marcadores de selecdo ou regides intercodificadoras. O vetor contém os
sitios de recombinacdo usado por essa plataforma, que garantem a mudanca de
elementos de maneira rapida e eficiente, além de possuir variantes que adicionam
diferentes tags na regido N-terminal, tais como proteinas fluorescentes e caudas de
polihistidina. O vetor resultante € Gtil para ensaios de localizacdo, colocalizacao e
expressao proteica, além de permitir a modificacdo de seus elementos de forma
bastante facil.

Para se analisar a efetividade de um vetor, € necessaria a inser¢do de um
gene repdrter que permita de maneira simples sua andlise. Além da CAT, utilizada
nos primeiros ensaios de transfeccdo, outros genes amplamente usados séo os das
proteinas fluorescentes, tais quais as proteinas verde (GFP) e vermelha (RFP)
fluorescentes, as enzimas superoxido dismutase, B-galactosidase e luciferase
(BELLOFATTO; CROSS, 1989; BUCKNER; WILSON; VAN VOORHIS, 1999;
DaROCHA et al.,, 2004a; TAYLOR; KELLY, 2006; ARAUJO et al., 2011). As
proteinas GFP e RFP sao originarias, respectivamente da &agua-viva Aequorea
victoria e da anémona do mar Discomona species (CHALFIE et al., 1994; MIZUNO
et al., 2001). Ambas apresentam a vantagem de ndo necessitarem de substratos
exdgenos para a emissdo de luz verde (GFP) e vermelha (RFP), necessitando
apenas de luz ultravioleta para excita-las e um microscopio de fluorescéncia para
observa-las. Dessa forma, essas proteinas sao utilizadas como marcadoras in vivo,
através de sua fusdo a outros genes para determinar a localizacdo e acompanhar a
dindmica da proteina na célula viva. Outra aplicacdo € no monitoramento da
expressdo génica de forma ndo invasiva. Através da expressdo de GFP controlada

por promotores ou sequéncias regulatérias em estudo, € possivel determinar
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diretamente o nivel de expressdo por parte dessas sequéncias (Revisado por
MISTELI; SPECTOR, 1997).

A enzima luciferase é um potente gene repérter e ideal para ser usada em
eucariotos, pois precisa de apenas uma proteina para producao de luz se todos os
substratos estiverem disponiveis na reacao (OW et al., 1986). Essa enzima € obtida
de organismos marinhos (Renilla) e terrestres (vaga lume [Photinus pyralis] e
besouro [Pyrophorus noctilucus]). A luciferase de vaga lume (FLUC) catalisa a
reacao de oxidacdo de luciferina em oxiluciferina e luz, utilizando oxigénio dissolvido
e ATP (WET et al.,, 1985; LORENZ et al., 1991). A luciferase de Renilla (RLUC)
catalisa a reacdo de descarboxilagdo oxidativa de coelenterazina na apenas
presenca de oxigénio dissolvido, produzindo oxiluciferina, gas carbbnico e luz. O
comprimento de onda maximo difere para a luz emitida por estas enzimas (562 nm
para FLUC e 489 nm para RLUC). A intensidade de luz decai rapidamente apos a
reacdo. Para FLUC, ela é reduzida a metade ap6s 12 a 15 min, enquanto que para
RLUC o tempo é ainda menor: 3 min para reducdo de 50% da luminescéncia (DE
ALMEIDA; RAPPARD; WU, 2011).

Apesar do rastreamento de proteinas in vivo ser mais limitado em
comparacao com GFP/RFP, uma vez que depende da difusdo dos substratos nas
células, a luciferase € um gene reporter mais sensivel, pois as células eucaribticas
nao emitem luz prépria. A luciferase permite a quantificacdo da expressao génica
relativa de maneira mais simples que GFP/RFP (MISTELI; SPECTOR, 1997; DE
ALMEIDA; RAPPARD; WU, 2011).

2.3. RNA DE INTERFERENCIA (RNAI)

O fenbmeno de RNAi € definido como o mecanismo especifico de
silenciamento génico desencadeado por um RNA dupla fita (dsRNA), sendo este
RNA produzido por fontes enddgenas ou exogenas (PECOT et al.,, 2011). Neste
mecanismo, um pequeno RNA simples fita, derivado do respectivo dsRNA, se pareia
a um mRNA de sequéncia homologa, marcando o mRNA para degradagcdo ou
induzindo o bloqueio da traducdo. Desde sua caracterizagdo molecular no
nematodeo Caenorhabditis elegans (FIRE et al., 1998), a manipulacéo desta via tem

sido usada no estudo da funcdo de varios genes e também como potencial
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abordagem terapéutica em algumas doencas (revisado por TEIXEIRA; DaROCHA,
2003; LIU; PAROO; 2010; EEKELS; BERKHOUT, 2011; PECOT et al., 2011).

De maneira genérica, a funcdo celular do RNAi é de protecdo contra o
material genético exdgeno (como o de virus, transposons e transgenes). O RNAI
também possui funcdo regulatéria da expressao de genes enddgenos, entre outras
mais diversas, como a montagem e manutencdo da cromatina (HANNON, 2002;
ULLU; TSCHUDI; CHAKRABORTY, 2004). Duas vias principais ja foram
caracterizadas em diversos organismos eucarioticos, desde mamiferos a
nematddeos: a dos siRNA (pequenos RNAI), e a dos miRNA (micro RNAI). Ambas
possuem dois conjuntos de proteinas comuns para seu funcionamento: a Dicer, uma
RNase do tipo Ill, e RISC (RNA-Induced Silencing Complex), um complexo de
nucleases que reconhecem e destroem o mRNA. Sua principal nuclease é a Ago, da
familia das argonautas (AGO) (HANNON, 2002). Essas proteinas possuem
isoformas distintas (Dicer 1 e Dicer 2, Agol a 4) e requerem determinados cofatores
para seu funcionamento, dependendo da via em questdo ou do organismo
(GOLDEN; GERBASI; SONTHEIMER, 2008; LIU; PAROO, 2010).

Tanto os siRNAs quanto os miRNAs reconhecem o mRNA alvo através da
interacdo entre pares de base. A diferenca basica entre ambas as vias é que o
mMiRNA n&o necessita do pareamento perfeito com o mRNA alvo, além de ser mais
provavel gue o silenciamento ocorra pelo bloqueio da traducdo do que pela clivagem
do mRNA. Ademais, a biogénese dos miRNAs é endbgena, a partir de introns no
genoma que sao tipicamente produzidos pela RNA polimerase Il e outras enzimas
nucleares (BARTEL, 2004; KIM, 2005). Como a presenca de introns no genoma dos
tripanossomatideos € muito pequena (PADILLA-MEJIA, et al., 2009) e
consequentemente a existéncia dessa via é improvavel nestes organismos, ela nao
ser& discutida nesta revisao.

Outra via independente de Dicer foi descrita, a do piRNA (RNA de interacao
com PIWI), cujo principal efetor € uma proteina tipo PIWI, uma subclasse especifica
de proteinas AGO. Essa via € caracteristica de mamiferos e ativa principalmente em
células germinativas (KETTING, 2011).
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2.3.1. Aribonuclease Dicer

A enzima Dicer é a responsavel por excisar os dsRNA menores de seus
precursores (dsRNA viral, de transposons, grampos de pareamento incompleto,
entre outros). E formada por um mondmero de dois dominios RNase lIl, os quais
reconhecem dsRNA e os cliva em dsRNA menores (21 a 25 nt). Outra caracteristica
marcante destas ribonucleases € a formacdo de 2 a 3 nt protundentes em cada
ponta do dsRNA resultante, devido a disposicdo espacial das RNases (Figura 2). A
Dicer também contém um dominio PAZ, que reconhece a porgao terminal do dsRNA,
uma regido de ligacdo ao dsRNA (dsRBD) e uma helicase. A distancia fisica entre
PAZ e o sitio catalitico das RNases é responsavel pelo comprimento singular dos
dsRNAs menores. Alteracdes estruturais da Dicer justificam a variacdo de tamanho
dos dsRNA produzidos por diferentes organismos (HANNON, 2002; LIU, PAROO,
2010). O dsRNA de comprimento menor produzido pela acdo catalitica desta enzima
(siRNA ou miRNA) serve de molde para a degradacdo sequéncia especifica pelo

complexo enzimatico RISC.
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FIGURA 2 — MECANISMO DE ACAO DA DICER.

FONTE: Adaptado de Liu e Paroo (2010)

NOTA: (a) Estrutura do dominio da Dicer de humanos, indicando os dominios ATPase/helicase,
domino (DUF)283 de funcado ainda desconhecida, PAZ, RNaselll (RIll) e os dominios de ligagdo ao
dsRNA (dsRBD). (b). Modelo molecular para catalise da Dicer: o dominio PAZ se liga a uma das
porcbes terminais do dsRNA. Os dominios RNase aproximam-se para formar o centro catalitico que
cliva o dsRNA de forma despareada, formando os 2-3 nucleotideos protundentes, caracteristicos do
produto desta enzima.
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2.3.2. Proteinas AGO e o complexo RISC

O complexo RISC é a nuclease efetora do silenciamento génico. A principal
proteina deste complexo € a ribonuclease Ago, da familia das argonautas. Essa
familia € formada por proteinas basicas muito conservadas, e possuem dois
dominios caracteristicos: (i) o dominio PAZ (PIWI/Argonaute/Zwille), também
presente na Dicer, e (ii) o caracteristico dominio PIWI. O primeiro possui cerca de
150 aminoéacidos de comprimento e € responsavel por ligar-se ao mRNA. O segundo
localiza-se na por¢do N-terminal, é relativamente conservado e possui cerca de 330
aminoécidos. O dominio PIWI assemelha-se a RNase H em estrutura, sendo
responsavel pela clivagem do mRNA, além de auxiliar na selecéo da fita guia a partir
do duplex de RNA fornecido pela Dicer (Figura 3). Dois residuos de aspartato e um
de histidina (DDH) sdo os aminoé&cidos criticos para atividade catalitica da Ago no
dominio PIWI (Figura 3a) (ULLU; TSCHUDI; CHAKRABORTY, 2004; PARKER,;
ROE; BARFORD, 2005; CZECH; HANNON, 2011). Esses aminoacidos formam um
motivo Unico a atividade da Ago, o chamado DDH (Aspartato-Aspartato-Histidina),
uma vez que outras RNases possuem motivo DDE (Aspartato-Aspartato-Glutamato).
O motivo DDH faz coordenagdo com um ion metélico e trés moléculas de agua,
envolvidos na clivagem do mRNA (RIVAS et al., 2005; FAEHNLE; JOSHUA-TOR,
2007).

Ainda ndo existe consenso de como ocorre a ativacdo da RISC. Em uma das
abordagens, supbem-se a atividade de algumas helicases de RNA, uma delas a
propria Dicer. No modelo helicase, essas enzimas podem auxiliar no
desenovelamento da fita guia de RNA, no processamento de dsRNA na via de
siRNA, no reconhecimento da fita de mMRNA e na liberacdo de produtos de clivagem.
No segundo modelo, de slicer, uma das fitas do duplex de RNA é clivada pela Ago e
excluida (fita passageira), enquanto que somente a outra é utilizada por ela como
fita guia (revisado por LIU, PAROO, 2010). A escolha da fita guia é possivelmente
determinada pela distorcdo em uma das fitas do duplex de RNA: a fita cuja porgéo 5’
€ menos estavel torna-se a fita guia (PARKER; ROE; BARFORD, 2005).
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FIGURA 3 - ESTRUTURA E MECANISMO DE A(;AO DO MODELO SLICER DA AGO.

FONTE: Adaptado de Liu e Paroo (2010) e Czech e Hannon (2011).

NOTA: (a) Dominios da proteina Ago de Pyrococcus furiosus, mostrando o motivo DDH (Aspartato-
Aspartato-Histidina) no dominio PIWI. (b) Representacdo esquematica da catalise da RISC pelo
modelo slicer. A por¢do 3’ do duplex de RNA é posicionado em uma fenda do dominio PAZ. O mRNA
se situa entre o dominio PAZ e a base formada pelos dominios N-terminal, Mid e PIWI. O sitio
catalitico (representado como um par de tesouras) cliva 0 mMRNA na posi¢cdo correspondente ao nono
e ao décimo nucleotideo do duplex de RNA (neste exemplo, o SiRNA).

2.3.3. siRNA

Os pequenos RNAs de interferéncia (siRNA) sdo definidos como longos
dsRNAs (maiores que 400 nucleotideos de comprimento) perfeitamente pareados.
Sua origem classica é pela introducdo de dsRNA exbégeno no citoplasma celular,
como os de virus de RNA, transposons ou transgenes (MELLO; CONTE, 2004). No
entando, o siRNA pode ser formado a partir de sequéncias enddgenas, tais quais
centrbmeros, transposons, transcritos de mRNA que se pareiam, duplex de
transcritos antissenso de pseudogenes que se anelam a um mRNA senso ou a partir
de grampos de RNA (hpRNA) (LIPPMAN; MARTIESSEN, 2004). Dessa forma, 0s
siRNAs produtos de fonte exdgena sdo denominados exo-siRNAs, enquanto que
agueles produzidos por fonte endégena sdo nomeados endo-siRNAs, estes diferindo
dos exo-siRNA por conter uma ou mais etapas de processamento nuclear
(GOLDEN; GERBASI; SONTHEIMER, 2008).

Os dsRNAs processados pela via do siRNA em Drosophila e humanos usam
preferencialmente a Dicer-2 e ATP (MATRANGA, et al., 2005). Os precursores

ligam-se a Dicer-2 e a outros cofatores ainda desconhecidos, para entdo se unirem
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ao complexo de iniciacdo da RISC (RLC), com o siRNA ainda como duplex
(TOMARI; ZAMORI, 2005; KIM; LEE; CARTHEW, 2007). O RLC é constituido pela
Dicer e pela Ago este complexo € capaz de ligar-se ao dsRNA, cliva-lo a siRNA
usando a Dicer, carregar o siRNA na Ago-2 para que esta clive a fita passageira e a
descarte (GREGORY et al., 2005). Na via classica do siRNA, ocorre o pareamento
completo da fita guia com a alvo, promovendo a clivagem precisa pela Ago. Os
produtos da clivagem sdo em seguida degradados por exonucleases ou utilizados
para oligouridilacdo. A RISC, possivelmente utilizando outros cofatores ou a hidrolise
de ATP, dissocia-se do mRNA alvo ap6s sua clivagem, estando pronta para
degradar outros mRNAs homdélogos (TOMARI; ZAMORI, 2005). De forma menos
comum, pode ocorrer 0 pareamento parcial das fitas, o que resulta na repressao da
traducdo, ao invés da degradacdo do RNA alvo. A amplificacdo da via também é
possivel pela acdo de uma RNA polimerase dependente de RNA (RARP), presente
em nematddeos e plantas. Alternativamente, o siRNA pode induzir a formacao de
heterocromatina em leveduras e em plantas (LIPPMAN; MARTIENSSEN, 2004).

Todos esses mecanismos sao mostrados na Figura 4.

Heterocromatina Inibigdo da tradugéo
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FIGURA 4 — MECANISMO DO SILENCIAMENTO POR siRNA.

FONTE: Adaptado de Carthew e Sontheimer (2009)

NOTA: (la) Pela via classica, Ago reconhece um mRNA alvo complementar ao seu siRNA guia,
levando & catalise do mRNA em um dnico sitio (1b). Os produtos de degradagdo séo posteriormente
clivados por exonucleases (1c) e a RISC é regenerada para uma nova catalise (1d). siRNA também
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podem parear-se com mMRNA parcialmente complementares (2a), inibindo a traducdo em um
mecanismo semelhante ao miRNA (2b) ou exonucleases podem degradar o mRNA (2c). Em plantas e
nematddeos, uma RARP pode sintetizar siRNAs secundarios (3a) simples (hnematddeos) ou dupla fita
plantas (3b) que sado incorporados a RISC ou a Dicer, respectivamente (3c). Por fim, siRNA pode
induzir a formacdo da heterocromatina por associar-se a transcritos nascentes (4a), por provocar,
entre outros, a metilacdo de histonas (4b e 4c) e a metilacdo do DNA (4d e 4e). Algumas polimerases
podem sintetizar siRNAs secundarios que amplificam a cascata (4f).

2.3.4. RNAIi em tripanossomatideos

O primeiro relato da existéncia de RNAi em tripanossomatideos foi em
Trypanosoma brucei. Os autores observaram a alteracdo morfologica de células
promastigotas apos a transfeccdo com dsRNA de a-tubulina. As células mudaram
sua morfologia tipicamente alongada para arredondada e multinucleada, chamada
FAT cell, ou fenotipo FAT. Embora os efeitos fossem transientes e com durabilidade
de um ciclo celular, a maquinaria mostrou-se muito potente no knockdown de a-
tubulina, reduzindo em 97% a quantidade de seu transcrito (NGO et al., 1998).
Desde entédo, sistemas que prolongassem a atividade dessa maquinaria em T.
brucei foram desenvolvidos (WIRTZ et al. 1999; LaCOUNT et al. 2000; WANG et al.
2000), e este é um dos métodos de escolha para o estudo da funcdo génica neste
organismo (KOLEV; TSCHUDI; ULLU, 2011).

A possibilidade de uma nova metodologia de estudos da funcéo génica dos
tripanossomatideos motivou em parte a identificacdo desta maquinaria em outras
espécies deste grupo. Curiosamente, descobriu-se que a suposi¢ao da existéncia do
RNAI em outros parasitos ndo poderia ser feita apenas por extrapolacao filogenética.
Por exemplo, em T. cruzi, filogeneticamente proximo de T. brucei, essa maquinaria é
inexistente, sendo incapaz de processar dsRNA de a-tubulina como ocorre em T.
brucei (DaROCHA et al.,, 2004b). Hoje se sabe que T. cruzi ndo possui genes
codificadores para Ago (também chamada de Ago-tryp) e para Dicer (RNase Ill). Em
compensacao, T. congolense possui a maquinaria de RNAIi ativa (INOUE et al.,
2002). De forma semelhante, Leishmania braziliensis possui uma potente
magquinaria de RNAI, enquanto que L. major ndo, assim como T. cruzi. Analises do
genoma sugerem que em espécies de Leishmania as copias génicas de Dicer foram
deletadas ao longo da evolucéo e que a Ago exista como pseudogenes (LYE et al.,
2010). Portanto, experimentos que quantifiquem o transcrito ou produto de um gene
marcado pela maquinaria de RNAI sao definitivos para demonstrar sua atividade.
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O RNAI em tripanossomatideos foi melhor caracterizado em T. brucei. A via
utilizada por este microrganismo € a de siRNA e o pequeno RNA produzido pela
Dicer tem 24 nucleotideos. Embora n&o tenham sido encontrados moléculas
similares aos miRNAs, a predicado por ferramentas de bioinformatica suportam sua
existéncia (MALLICK; GHOSH; CHAKRABARTI, 2008). Existem trés proteinas que
participam da via em T. brucei, a Agol (Ago-tryp) (GARCIA-SILVA et al., 2010),
Dicer 1 (DCL1) e a Dicer 2 (DCL2). A DCL1 encontra-se no citoplasma e é
responsavel por processar o dsRNA exogeno. A DCL2, em contrapartida, esta
presente no nucleo e processa dsRNA enddgenos, originarios de retroposons ou
transcritos repetidos. A Agol utiliza os siRNA gerados tanto no citoplasma quanto no
ndcleo como fita guia (SHI et al., 2004; PATRICK et al., 2009).

Uma caracteristica da TbhAgol/Ago-tryp de T. brucei é a presenca na regido
aminoterminal de sequéncias repetidas ricas em residuos RGG, o0s quais
pressupdem-se ligar-se aos polirribbossomos e, dessa maneira, aumentar a
capacidade de reconhecimento da RISC ao mRNA ou marca-lo para posterior
degradacdo. Em uma via alternativa, RISC pode associar-se diretamente a mRNA
livres dos ribossomos e a clivagem do RNA alvo pode ocorrer sem a interacao direta
entre as maquinarias de traducdo e de RNAI (SHI et al., 2009).

Outra familia de proteinas Ago foi encontrada nos tripanossomatideos,
nomeadas de PIWI-tryp. Diferentemente da Ago-tryp, a PIWI-tryp ndo possui o
caracteristico dominio PAZ, mas somente o dominio PIWI. Em contrapartida, existe
uma provavel regido de ligacdo a oligonucleotideos nessa proteina, com estrutura
semelhante ao do dominio PAZ, sugerindo complementacdo funcional por parte
desta regido (GARCIA-SILVA et al., 2010). Essa familia esta presente em todo ciclo
de vida do T. cruzi e é possivel que exerca regulacdo semelhante a via de RNAI de
piRNA, observada em animais. Nesse contexto, 0 RNAI seria ativado por RNA de fita
simples (ssRNA), possivelmente provenientes de pequenos RNA néo codificadores
(ncRNA) derivados de tRNAs (COUVILLION; SACHIDANANDAM; COLLINS, 2010;
GARCIA-SILVA et al., 2010). No entanto, ndo foram identificados muitos ncRNAs em
T. cruzi que fundamentassem essa hipGtese, permanecendo entdo a funcdo da
PIWI-tryp indeterminada.

Como mencionado anteriormente, o silenciamento de genes por RNAi é um
dos métodos de escolha na manipulacdo da expressdo génica em

tripanossomatideos. Duas abordagens sao utilizadas para a manipulacdo génica em
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T. brucei de maneira estavel através do RNAIi. A primeira € a utilizacdo de vetores
que contenham dois promotores de T7 RNA polimerase opostos, regulados por
tetraciclina (WIRTZ et al. 1999; LaCOUNT et al. 2000; WANG et al. 2000). Apesar de
ser um Otimo sistema que permite o controle da expressao de genes toxicos, existe
certa taxa de expressdo basal na auséncia do indutor (tetraciclina). A segunda
metodologia € a construcdo de vetores que formem grampos de RNA, clonando-se
segmentos do gene alvo um oposto ao outro, separados por um espacgador (LYE et
al., 2010). Essa estratégia, assim como a anterior, possui a desvantagem de
necessitar de algumas etapas extras de clonagens. Apesar de suas desvantagens,
esses vetores sdo adequados para a analise da funcdo de diversos genes (ULLU et
al, 2002).
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3. JUSTIFICATIVA

Os tripanossomatideos sdo protozoarios flagelados que podem parasitar
diversos organismos, incluindo plantas e animais. Alguns deles causam importantes
patologias humanas, como a leishmaniose, a doenca de Chagas e doenca do sono,
as quais acometem milhares de individuos. Estes parasitos expressam em sua
superficie importantes moléculas envolvidas em sobrevivéncia e escape do sistema
de defesa do hospedeiro. Grande parte dessas moléculas séo glicoproteinas, cujo
estudo torna-se limitado em parte, quanto a necessidade de expressar e purificar
essas proteinas em sistemas procarioticos. Aqui temos o interesse em desenvolver
ferramentas para manipulacdo da expressao génica em Angomonas deanei.

Algumas caracteristicas tornam esse organismo de excelente aplicacao para
este propésito. Por ser um tripanossomatideo, apresentard semelhancas nos
sistemas de modificacdo pos-traducionais de suas proteinas em relacdo a
Leishmania sp., Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei. A. deanei € um
protozoario ndo patogénico, pois apresenta um unico hospedeiro invertebrado
durante seu ciclo de vida (monoxénico). Este organismo possui alta taxa de
producdo de biomassa em curto espaco de tempo em relacdo aos demais
tripanossomatideos. Seu tempo de geracdo é de 6 horas (MOTTA et al., 2010),
enquanto T. brucei e T. cruzi apresentam 7 e 24 h, respectivamente. A. deanei
apresenta baixo requerimento nutricional do meio de cultivo, se comparado com 0s
demais tripanossomatideos. Finalmente, seu genoma estd sendo determinado por
um grupo de pesquisadores brasileiros que envolvem componentes de Nnosso grupo
de pesquisa.

Cabe ressaltar que, pela proximidade genética, A. deanei também podera
ser utilizada como modelo experimental para o estudo de genes compartilhados com
0os demais tripanossomatideos. Além disso, A. deanei € hospedeira para uma
bactéria intracelular obrigatéria. Assim, tem sido proposto que esses protozoarios
constituam excelente modelo para estudos de origem e evolugdo das organelas
celulares. Desta forma, ferramentas de manipulacdo genéticas desenvolvidas aqui
permitirdo grandes avan¢os em varias areas do conhecimento.

Como mencionado anteriormente, o fenébmeno de RNA de interferéncia
(RNAI) tem sido um dos métodos de escolha na manipulagdo génica em diversos

organismos, uma vez que é de simples conducédo, é gene especifico, pode ser



40

aplicado a familias multigénicas e € de rapida detec¢do. Logo, resolvemos testar a
presenca de tal fenbmeno uma vez que pretendemos utilizar A. deanei como
organismo modelo para demais tripanossomatideos. Recentemente, a maquinaria
de RNAI ja foi detectada em Crithidia fasciculata e Leishmania braziliensis, espécies
filogeneticamente relacionadas a A. deanei. Os dados de genoma parcial também
reforcam a presenca desse sistema em A. deanei (dados n&o publicados).
Juntamente com o sistema de expressao que sera desenvolvido, a detec¢ao
da maquinaria de RNAI podera auxiliar nos estudos de funcdo génica,
principalmente de genes multicopias de tripanossomatideos que nao possuem a
maquinaria de RNAI ativa, como é o caso de T.cruzi. Nestas situacfes, torna-se por
vezes inviavel o estudo da funcdo genética através do nocaute de cada coOpia
génica. Por essa razéo, tanto o silenciamento de genes de interesse em A. deanei
quanto a superexpressdo, podem auxiliar no maior entendimento da biologia

molecular dos tripanossomatideos.
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4. OBJETIVOS

4.1.

4.2.

OBJETIVO GERAL

Avaliar Angomonas deanei como modelo de expresséo heteréloga.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Construir vetores de expressdo com sequéncias regulatorias proprias de A.
deanei;

Criar linhagens de A. deanei expressando GFP e luciferase de forma estavel
e transiente

Avaliar por fluorescéncia de GFP e por atividade de luciferase a expressao do
sistema construido;

Identificar a existéncia da maquinaria de RNAi em A. deanei através de

analises in silico.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. ANALISE IN SILICO PARA AVERIGUAR A EXISTENCIA DA MAQUINARIA
DE RNAi EM Angomonas deanei

As sequéncias das proteinas Ago e PIWI de A. deanei foram gentilmente
cedidas pela Dra. Adriana Ludwig do Instituto Carlos Chagas (ICC) de Curitiba
(dados néo publicados). Estes dados séo parte do esfor¢co de sequenciamento do
DNA gendmico de A. deanei, ainda em andamento, realizado em colaboracdo com
varios pesquisadores brasileiros. Esta centralizado no laboratério de bioinformética
(Labinfo) do Laboratorio Nacional de Computacédo Cientifica (LNCC) em Petrépolis,
Rio de Janeiro, sob coordenacdo da pesquisadora Dra. Ana Tereza Vasconcelos. As
sequéncias usadas nas analises estdo agrupadas no Quadro 1.

Os alinhamentos multiplos entre as sequéncias de aminoacidos foram feitas
pelo programa PRANKSTER (<http://www.ebi.ac.uk/goldman-srv/iwebPRANK/>)
(LOYTYNOJA; GOLDMAN, 2008). A identificacdo dos dominios foi realizada pelo
programa SMART (<http://smart.embl-heidelberg.de/>) (LETUNIC; DOERKS; BORK,
2012). O programa HHpred (<http://hhpred.tuebingen.mpg.de/hhpred>) foi usado na
identificacdo de proteinas com maior homologia para serem usadas ha modelagem
molecular. A proteina com o melhor resultado foi a da Ago de Pyrococcus furiosus
(SONG et al., 2004) (Quadro 1). A sequéncia de aminoacidos desta foi usada como
guia para a modelagem molecular das proteinas Ago e PIWI. O molde para estas
proteinas de A. deanei foi obtido pelo programa SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org/). A modelagem molecular foi feita usando a proteina
completa de P. furiosus e as regides dos dominios PIWI das proteinas Ago e PIWI
de A. deanei. A visualizacdo e alinhamento das estruturas foi realizada pelo
programa PyMOL v. 1.3 (http://www.pymol.org/).

A arvore filogenética foi montada com as sequéncias de aminoacidos das
proteinas identificadas no Quadro 1, wusando o programa ClustalW.

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).


http://www.ebi.ac.uk/goldman-srv/webPRANK/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://hhpred.tuebingen.mpg.de/hhpred
http://swissmodel.expasy.org/
http://www.pymol.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

QUADRO 1 — IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS USADAS NAS ANALISES IN SILICO PARA

VERIFICAR A EXISTENCIA DA MAQUINARIA DE RNAi EM A. deanei.
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ORGANISMO PROTEINA IDENTIFICACAO BANCO DE DADOS
Arabidopsis thaliana Ago ref[NP_849784.1 GenBank
Caenorhabditis elegans Ago-2 ref[NP_871992.1 GenBank

PIWI-1 ref[NP_492121.1 GenBank
Drosophila PIWI gb|AAF53043.1 GenBank
melanogaster
Homo sapiens Ago-2 ref[NP_036286.2 GenBank
PIWI-1 ref[NP_004755.2 GenBank
Leishmania baziliensis PIWI—_Iike ref[XP_001564757.1 GenBank
Ago-like LbrM.11.0360 TriTryps DB
Mus musculus PIWI-1 ref[NP_067286.1 GenBank
Pyrococcus furiosus Ago-like pdbj1U04 Protein Data Bank
Schizosaccharomyces Ago emb|CAA19275.1 GenBank
pombe
Trypanosoma brucei Ago-like gbJAAR10810.1 GenBank
PIWI-like Tbh927.10.2220 TriTryps DB
Trypanosoma cruzi PIWI-like Tc00.1047053511367.240 TriTryps DB

5.2. MICRORGANISMOS E PLASMIDEOS

Os microrganismos e plasmideos utilizados estdo nomeados no Quadro 2 e
3. A cepa de A. deanei usada foi gentilmente cedida pela Dra. Maria Cristina
Machado Motta do Laboratério de Ultra-estrutura Hertha Meyer, do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ. O vetor pBlueScriptNeol foi fornecido

gentilmente pelo Dr. Stenio Perdigdo Fragoso, do ICC, Fiocruz, Parana.

QUADRO 2 — MICRORGANISMOS USADOS E SUAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS
(continua).
MICRORGANISMO FENOTIPO RESISTENCIA REFERENCIA
Angomonas deanei Cepa selvagem N&o documentada TEIXEIRA et al.,
TCCO36E, forma 2011
coanomastigota
Escherichia coli DH10B | F-; endAl; recAl; alE15; Estreptomicina Invitrogen
galK16; nupG; rpsL;
AlacX74; ®80lacZAM15;
araD139;A(ara,leu)7697;
mcrA ;A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) A-
E. coli TOP 10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS- Estreptomicina Invitrogen
mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 nupG recA1
araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(StrR)
endA1 A-
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GFP

contendo o vetor
PTREX, o qual expressa
GFP

E. coli XL1-Blue endA1; gyrA96(nal); Acido nalidixico e Stratagene
thi-1; recAl; relAl; lac; tetraciclina
ginV44 F'[ ::Tn10;
ProAB”;
lacl? A(lacZ)M15];
hsdR17(rk’ my")
Trypanosoma cruzi Cepa CL Brener Higromicina CAMBRI, 2011
pROCK RR4, forma contendo o vetor
epimastigota pROCK RR4
Trypanosoma cruzi Cepa selvagem _ YOSHIDA, 2006
cepa G, forma
epimastigota
Trypanosoma cruzi T. cruzi cepa G Neomicina Normanda Souza

Melo (comunicagéo
pessoal)

QUADRO 2 -
(concluséo).

MICRORGANISMOS USADOS E SUAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

QUADRO 3 — PLASMIDEOS USADOS E SUAS CARACTERISTICAS (continua).

PLASMIDEO CARACTERISTICAS RESISTENCIA | REFERENCIA/FONTE

pBlueScriptNeol Cassete de neomicina clonado Ampicilina e DE SOUZA et al.,
EcoRI/HindllI no vetor neomicina 2010
pBlueScript Il KS + (Stratagene)

pCDXRibo Vetor contendo  sequéncias Ampicilina e A autora (2012)
regulatérias de A. deanei, neomicina
construido a partir do vetor
pBlueScriptNeol. Integragdo no
locus do promotor de RNA
ribossomal.

pCDXRibo GFP Vetor com gene repoérter para Ampicilina e A autora (2012)
GFP clonado Xbal/Xhol no vetor neomicina
pCDXRibo

pCDXTub Vetor contendo  sequéncias Ampicilina e A autora (2012)
regulatérias de A. deanei, neomicina
construido a partir do vetor
pBlueScriptNeol. Integracdo no
locus de a-tubulina.

pCDXTub GFP Vetor com gene repoérter para Ampicilina e A autora (2012)
GFP clonado Xbal/Xhol no vetor neomicina
pCDXTub

pCDXTub HRLUC Contém regido HX1 de T. cruzi, Ampicilina e A autora (2012)
a montante do gene de RLUC, neomicina
fusionado a riboswitch inativo.
Clonada BamHl/Sall no vetor
pCDXTub

pCDXTub RLUC Gene de RLUC fusionada a Ampicilina e A autora (2012)
riboswitch  inativo.  Clonada neomicina
Xbal/Xhol no vetor pCDXTub.




pCDXRibo HRLUC

Contém regido HX1 de T. cruzi,
a montante do gene de RLUC,
fusionado a riboswitch inativo.
Clonada BamHl/Sall no vetor
pCDXRibo

Ampicilina e
neomicina

A autora (2012)
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pCDXRibo RLUC

Gene de RLUC fusionado a
riboswitch inativo. Clonada
Xbal/Xhol no vetor pPCDXTub.

Ampicilina e
neomicina

A autora (2012)

pGATO

Parte do gene de a-tubulina de
A. deanei clonado a montante
do promotor T7 do vetor pGEM
— T Easy

Ampicilina

A autora (2012)

pGEM —T Easy

Vetor comercial linearizado, com
timinas livres para aumentar a
capacidade de clonagem de
produtos de PCR

Ampicilina

Promega

pROCK Higro

Vetor com sequéncias
regulatérias de T. cruzi,
integrativo ou epissomal.
Integracio em locus de -
tubulina

Ampicilina e
higromicina

DaROCHA et al.,
2004a

pROCK RR4

Gene de RLUC fusionada a
riboswitch inativo. Clonada
Xbal/Xhol no vetor pROCK
Higro.

Ampicilina e
higromicina

CAMBRI, 2011

pTZ57R

Vetor comercial linearizado, com
timinas livres para aumentar a
capacidade de clonagem de
produtos de PCR

Ampicilina

Fermentas

QUADRO 3 — PLASMIDEOS USADOS E SUAS CARACTERISTICAS (conclus&o).

5.3. ANTIBIOTICOS

Os antibi6ticos foram preparados seguindo instrucdes de Sambrook, Fritsch

e Maniatis (1989) ou recomendacdes dos fabricantes. Suas concentracées estoque

e final estdo descritas no Quadro 4.

QUADRO 4 — ANTIBIOTICOS USADOS E SUAS CONCENTRAGCOES FINAL E ESTOQUE.

Antibiético Concentracéao Concentracéao Microrganismo
estogue (mg/mL) final (ug/mL)

Ampicilina 250 100 Todas as cepas de E. coli
Estreptomicina 80 63 A. deanei; T. cruzi

80 E. coli DH10B; E. coli TOP10
G418 (analogo 50 200; 300; 500 | A. deanei
a neomicina)
Higromicina 50 500 A. deanei .

100 Trypanosoma cruzi
Tetraciclina 20 20 E. coli XL-1 Blue
Penicilina 63 63 A. deanei; T. cruzi
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5.4. MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

Para o cultivo de E. coli foram usados os meios LB (triptona 1 %; extrato de
levedura 0,5 % e NaCl 1 %) e LA (meio LB suplementado com 15 g/L de agar). O
meio LB também foi usado para o preparo de células de E. coli competentes e na
sua recuperacdo apos a transformacgdo. As bactérias foram cultivadas em estufa a
37 °C (x1 °C) por no minimo 12 horas, ou por periodo menor de tempo, seguindo
protocolo especifico. Os meios usados para E. coli foram esterilizados por
autoclavagem.

Para o cultivo de epimastigotas de T. cruzi, o meio usado foi o meio LIT
completo (infuso de figado 0,5 %; NaCl 75,3 mM; KCI 5,4 mM; glicose 10 mM; bacto-
triptose 0;5 %; Na,HPO4 56,4 mM; hemina 0,0025 %; extrato de levedura 15 g/L e 10
% de SFB inativado) acrescido de penicilina/estreptomicina (Quadro 4). Antes da
adicdo dos antibiéticos, o meio foi esterilizado por filtracdo a vacuo (aparato
Millipore) em membrana de 0,22 um. Os parasitos foram cultivados em estufa a 28
°C (+1 °C) até atingirem 10 parasitos/mL e mantidos através de diluicbes de 100
vezes em novo meio de cultura.

As células de A. deanei foram cultivadas em meio LIT incompleto (sem
SFB). Os protozoarios foram cultivados em estufa a 28 °C (+1 °C) até atingirem 10°
parasitos/mL (aproximadamente 48 h), quando foram diluidos 1000 vezes em novo
meio de cultura. Para a curva de crescimento em higromicina, o meio usado foi o
M199 (CultiLab) suplementado com 10 % do meio LIT completo e
penicilina/estreptomicina (Quadro 4) As diluicbes dos parasitos seguiram 0 mesmo

critério utilizado para aqueles cultivados em meio LIT.

5.5. REAGENTES

A composicao dos reagentes e tampdes utilizados estd no quadro a seguir:

QUADRO 5 - COMPOSICAO DOS REAGENTES E TAMPOES USADOS (continua)

REAGENTE COMPOSICAO
Azul de Comassie (coloracdo de | Azul de Comassie R-250 0,3 % (p/v); metanol 45%;
proteina) acido acético glacial 10%
Cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) 24 partes de cloroférmio e 1 parte de alcool isoamilico




Fenol/cloroférmio
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25 partes de fenol saturado; 24 partes de cloroférmio e 1
parte de alcool isoamilico

PBS 1X NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na,HPO, 4,3 mM e KH,PO,
15mM;pH=7,4
Ponceau S Ponceau S 0,1% (p/v); acido acético 5%

Solucgdo de bloqueio para Western Blot

PBS 1x; Tween 100 a 0,05% e leite em pé desnatado
5%.

Solucéo de Denhardt 50x

Ficoll 40 1% (p/v); polivinilpirrolidona 1% (p/v); BSA 1%
(pV)

Solugdo de depurinacdo para Southern
blot

HCI 125 mM

Solugdo de desnaturacdo para Southern
blot

NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M

Solugdo de neutralizagdo para Southern
blot
Solucao de pré-hibridacao

Tris-HCI 0,5 M; NaCl 0,5 M

SSC 5x; solugéo de Denhardt 5X, SDS 1% (p/v); DNA
de esperma de salméo desnaturado por calor 100 pg/mL

SSC 10x

NaCl 1,5 M e citrato de sédio 0,15 M pH 7,0

Tampéao de amostra para DNA 10x

Ficoll 400 25%; azul de bromofenol 0,25% e xileno
cianol FF 0,25%

Tampao de amostra para proteina 4x

Tris-HCI 40 mM pH 6,8; SDS 1%; B-mercaptoetanol
2,5%; glicerol 6% e azul de bromofenol 0,005%;

Tampao de eletroforese para SDS-PAGE

Tris-HCI 25 mM; glicina 192 mM e SDS 0,1%.

Tampéo de eletroporacéo

120 mM KCI; 0,15 mM CacCl,; 10 mM K,;HPO,4; 25 mM
Hepes; 2 mM EDTA pH 8.0; e 5 mM MgCl,

Tampao de lise/digestéao

NaCl 100 mM; Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 25 mM pH
8,0; SDS 0,5%; proteinase K 100 pg/mL; RNase 70
pg/mL

Tampéao MOPS/EDTA 10x

MOPS 200 mM; acetato de sédio 20 mM e EDTA 10
mM; pH=7,0

Tampao para transferéncia (western blot)

Tris-HCI 25 mM; glicina 192 mM e metanol 20%.

TBE 10x

Tris-HCI 89 mM; acido borico 89 mM e EDTA 2 mM

TE

Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM

TSS’ solucéo estoque

Triptona 1%, extrato de levedura 0,5%; NaCl 1%; PEG
8000 10% (p/v); DMSO 5%; 50 mM de MgSOy; pH=6,5

Solugdo de lavagem para Southern e
Northern blot

SSC 2x; SDS 0,1%

QUADRO 5 - COMPOSICAO DOS REAGENTES E TAMPOES USADOS (conclus&o)

5.6.
G418 E HIGROMICINA

CURVA DE CRESCIMENTO PARA DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE A

A sensibilidade de A. deanei ao antibiético G418 foi avaliada inoculando-se

0,5 x 10° células/mL em meio LIT completo nas concentracées de 0 (controle),100,

250 e 500 pug/mL de G418. Num periodo de 6 em 6h, as células foram diluidos em

PBS 1x com formaldeido 4 % e contados em camara de Neubauer em duplicata nos

quadrantes menores. Quando o controle atingiu a densidade de 10® células/mL,
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todas as culturas foram diluidas a 0,5 x 10° células/mL. O experimento prosseguiu
até que nao fosse possivel observar células nas culturas com antibiéticos.

Para o antibidtico higromicina o procedimento foi o mesmo, no entanto
utilizando as concentracdes de 0 (controle), 100, 500 e 1000 pg/mL em meio M199

contendo 10 % de LIT completo.

5.7. CLONAGEM DAS SEQUENCIAS DE DNA PARA CONSTRUCAO DOS
VETORES DE EXPRESSAO

5.7.1. Extracdo do DNA gendmico de A. deanei

O DNA genémico de A. deanei foi extraido de 5 x 10° células em fase
exponencial de crescimento, utilizando tampéao de lise/digestéao, a noite toda a 37 °C.
O lisado foi submetido a uma extracdo de igual volume com fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1), homogeneizando por 10 min, e outra de igual volume com
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A fase aquosa foi separada por centrifugacdo a
14.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415C) por 5 min, removida e tratada com 1
volume de isopropanol. O DNA foi sedimentado por centrifugagdo a 14.000 rpm
(Eppendorf Centrifuge 5415c) por 20 min em TA. O sedimento foi lavado com 1 mL
de etanol 70 % (v/v), secado e solubilizado em 100 pL de TE. A integridade do DNA
obtido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1 % e o DNA quantificado por

espectrofotometria em aparelho NanoDrop ™(Thermoscientific).
5.7.2. Amplificacdo do DNA por PCR

Os iniciadores para amplificacdo dos fragmentos usados para a construgcao
do vetor de expressdo em A. deanei foram desenhados usando os sitios Primer
BLAST do NCBI (<http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/tools/primer-blast/>) e IDT Oligo
Design and Analysis Tools (<http://www.idtdna.com/SciTools/ >). Aproximadamente
100 ng de DNA gendmico foi amplificado em reagcéo contendo dNTP 0,2 mM; MgCl,
1,5 mM; tampao de Taq DNA polimerase 1x (Invitrogen); 0,5 uM dos pares de
iniciadores (Quadro 6) e 1 unidade de Taqg DNA polimerase (Invitrogen) em reagao

final de 100 pL. As condi¢cdes da reacdo foram: desnaturacdo a 92 °C por 2 min. (1


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.idtdna.com/SciTools/
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ciclo); desnaturagéo a 92 °C por 45 seg.; anelamento a 57 °C por 45 seg. e extensdo
a 72 °C por 1 min. (34 ciclos) e por fim 1 ciclo de 10 min. a 72 °C. Os produtos de
PCR foram purificados com o kit /llustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band

Purification Kit (GE Healthcare) e mantidos a - 20 °C.

QUADRO 6 - LISTA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES USADOS.

Ne PRODUTO SEQUENCIA (5'>3’) SITIOS PARA
DIGESTAO
ENZIMATICA

1 | a-Tubulina 3 GTGTGAATTCCGCCGATGATGGTGAGGATG EcoRl
Intergénica For

2 | a-Tubulina 3’ TGTGGAGCTCAGACTAGGGAGTGGCCATTTG Sacl
Intergénica Rev

3 | GAPDH Intergénica 3 | TACTGGATCCGTGTAGTCGACCTCGTCCGC BamHI/Sall
For

4 | GAPDH Intergénica 3’ | TTACAAGCTTACTGTTTCAACCTTTACTACT Hindlll
Rev

5 | Actina Intergénica 5’ TATTCTCGAGTTACCGTCGGTGTCTGTCGTG Xhol
For

6 | Actina Intergénica 5’ CGCAGGATCCGGTCTAGACCAAACCAGAGCCGTT BamHI/Xbal
Rev ATCG

7 | rRNAPromotor For TTTTGGTACCGGTTTTGGTCTCTGGGCTGG Kpnl

8 | rRNAPromotor Rev TTTTCTCGAGCCGTCGTCGTTTCACAC Xhol

9 | rRNAPromoter2Rev ATTTGAGCTCGGTACCAGCAGTGCACAGACGC Sacl/ Kpnl

10 | a-Tubulina For TACGATTTGACTCGACGCAG X

11 | a-Tubulina Rev GAGTTGGCAATCATGCACAC X

13 | NeoFor CGACCCTGCAGCCAATATGGGATCG X

14 | NeoRev TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG X

15 | Promotor T7 AATACGACTCACTATAG X

16 | Promotor T3 ATTAACCCTCACTAAAG X

17 | M13For-pUC(-40) GTTTTCCCAGTCACGAC X

NOTA: O destague na terceira coluna se refere aos sitios para digestdo por endonucleases. O x na
quarta coluna indica que ndo foram adicionados sitios extras nos iniciadores para se efetuar as
clonagens

Os iniciadores foram desenhados a partir de sequéncias do genoma de A.
deanei, que serd publicado futuramente, cedidas pelo Laboratorio Nacional de
Computacao Cientifica (LNCC).

5.7.3. Digestéo dos amplicons e dos vetores

Os produtos de PCR purificados foram submetidos a digestdao por
endonucleases utilizando as enzimas mostradas no Quadro 6. A reacao foi realizada
com todo o produto de PCR purificado, 1 unidade de enzima, BSA 1x (NEB) e o

tampéo recomendado pelo fabricante da enzima (Invitrogen, Promega, NEB ou
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Fermentas), a 37 °C por no minimo 4 horas. As enzimas foram inativadas a 72 °C
por 20 min. e o DNA foi purificado com o kit /llustra™ GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare). As digestbes foram feitas em sequéncia,
purificando a reacdo de um sistema enzimatico para sé entdo realizar a proxima
reacao.

Vinte pug de cada vetor foram digeridos com as enzimas apropriadas (Quadro
4), de acordo com as especificacbes dos fabricantes. As digestdes foram
confirmadas por eletroforese em gel de agarose 1% e o DNA foi purificado por
excisdo do gel de agarose 1%. A purificacao foi feita com o kit /llustra™ GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). As moléculas de DNA plasmidial
foram submetidas a etapas sequenciais de digestéo e purificacao (Figura 5). O vetor
foi digerido com uma das enzimas por vez, e purificado por excisdo do gel de

agarose apoés cada digestao.

5.7.4. Construcao dos vetores pPCDXTub e pCDXRibo

A quantidade de DNA usada para as ligacoes foi de 100 ng de vetor e 40 ng,
de inserto, independente do tamanho dos fragmentos. Para cada reacdo de 15 L, o
DNA do vetor e do inserto foram homogeneizados com agua ultrapura, aquecidos a
65 °C por 5 min para desanelamento parcial das duas fitas de DNA, e colocados em
banho de gelo logo em seguida. Apos breve centrifugacao para baixar as goticulas
de condensacao, o tampéao de reacdo da enzima ligase (Fermentas) foi adicionado
na concentracdo final de 1 x, seguido de 1 unidade Weiss de T4 DNA ligase
(Fermentas). A reacao prosseguiu por no minimo de 4h a 16 °C. Aliquotas de 1 a 5
puL desta reacdo foram usadas na transformacdo bacteriana para obtencdo dos
clones.

O fragmento de a-Tubulina 3 inter-CDS digerido sequencialmente
EcoRI/Sacl foi clonado no vetor pBlueScriptNeol EcoRI/Sacl, gerando o clone pBST
(figura 10). Em paralelo, o fragmento de Actina 5’ inter-CDS foi digerido com BamHl,
a enzima foi inativada a 80 °C por 20 min e o DNA foi desfosforilado em sua porcao
5’ utilizando a enzima SAP (1h a 37°C), no mesmos componentes de reagdo com
BamHI. Em seguida, este fragmento purificado e ligado (BamHI-BamHI) ao GAPDH
3’ inter-CDS previamente digerido e purificado com BamHI. Um pL dessa ligacéo foi

amplificada por PCR, e a identidade dos fragmentos foi confirmada por digestdo em
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sistemas distintos com Sall e Xbal. A fusdo Act:GAPDH foi subclonada no vetor
pPpGEM-T Easy. Este vetor foi digerido em separado com as enzimas Hindlll e Xhol
para liberar a fusdo Act:GAPDH, a qual foi purificada e ligada ao pBST previamente
digerido e purificado com Hindlll e Xhol. Todas estas etapas de clonagem
originaram o pBSTAG. A partir deste vetor criaram-se 0s dois vetores para
integracdo em locais distintos: (i) pCDXRibo, de integracédo no locus de rRNA e (ii) o
pCDXTub, para integragéo no locus de a—tubulina. Para criagéo do vetor pCDXRibo,
o provavel promotor de RNA ribossomal (IGR rRNA 28S), produto dos iniciadores 7
e 8 (Quadro 6), foi amplificado e digerido com as enzimas Kpnl/Xhol, purificado e
ligado ao vetor pBSTAG previamente digerido com as mesmas enzimas. O clone
resultante foi nomeado pBSR1. Em paralelo, o promotor de rRNA foi amplificado
com iniciadores distintos a partir do DNA gendmico de A. deanei (7 e 9 — Quadro 6),
a fim de produzir um fragmento maior. O amplicon foi subclonado no vetor pTZ57R e
o clone resultante foi digerido com Sacl para liberar um fragmento de cerca de 300
pb, pertencente ao provavel promotor rRNA. Esse fragmento, foi purificado e
finalmente clonado no pBSR1 previamente digerido com a mesma enzima e
desfosforilado com SAP, originando por fim o vetor pPCDXRibo (Figura 5).

O vetor pCDXTub foi gerado a partir do pBSTAG (Figura 5). Este ultimo foi
digerido com a enzima Xhol e desfosforilado com SAP. Em paralelo, o produto de
PCR de parte do gene de a—tubulina (iniciadores 10 e 11, Quadro 6) foi subclonado
no vetor pGEM-T Easy, resultando no vetor pGAT9. Este foi digerido com Sall. O
fragmento resultante, que compreendia uma regido do gene de a—tubulina, foi entdo
clonado no vetor pBSTAG digerido com Xhol. Os sitios de Sall e Xhol foram
perdidos neste processo. Desta ultima clonagem, o vetor pCDXTub foi criado (Figura
5).
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FIGURA 5 — DESENHO ESQUEMATICO MOSTRANDO AS ETAPAS DE CLONAGEM PARA A
CONSTRUCAO DOS VETORES pCDX.
NOTA: Alguns sitios de digestdo por endonucleases sdo mostrados. Os sitios em vermelho
correspondem ao sitio de policlonagem dos vetores, em amarelo € representada a a—tubulina 3’ inter-
CDS e parte do gene de a—tubulina, em azul, a regido de actina 5’ inter-CDS, em lilas, a regido de
GAPDH 3 inter-CDS, a seta azul indica o gene de resisténcia a neomicina (neomicina
fosfotransferase) e em vermelho, estd um espacador intergénico (IGS) a montante do rRNA 28S,
podendo ser um provavel promotor dessa regido. Inter-CDS = intercodificadora; SAP = fosfatase

alcalina de camarao.
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5.7.5. Clonagem dos genes repérter de GFP e RLUC

O gene reporter de GFP foi obtido a partir da digestdo do vetor pPROCK GFP
Neo (DaROCHA et al., 2004a) com as enzimas Xbal e Xhol. O gene de GFP
liberado foi purificado e clonado em ambos os vetores pCDX nos sitios de Xbal e
Sall (figura 5). Neste processo, tanto os sitios de Sall quanto de Xhol foram perdidos
(Figura 12, em Resultados e Discussao). Quanto a clonagem de RLUC, este gene
foi obtido de duas maneiras. A primeira foi através da digestdo do vetor pPROCK RR4
(CAMBRI, 2011) com as enzimas Xbal e Xhol, liberando o gene de RLUC. Este foi
entdo clonado nos vetores pCDX nos sitios de Xbal e Sall (Figura 5). A segunda
maneira de clonagem, foi pela digestdo do vetor pROCK RR4 com as enzimas
BamHI e Xhol. O fragmento liberado continha o gene RLUC e parte da regido de
HX1 de T. cruzi, a montante do gene reporter. Este fragmento foi clonado nos sitios
BamHI e Sall de ambos os vetores pCDX. Neste processo, os sitios de Xhol e Sall

foram eliminados (Figura 19, em Resultados e Discuss&o).

5.7.6. Preparacédo de células de Escherichia coli quimiocompetentes

O preparo das células foi adaptado de Chung, Niemela e Miller (1989). As
células de E. coli foram cultivadas a partir do estoque em glicerol 50 % em meio LA
com os antibiéticos adequados (Quadro 4). Uma col6nia foi selecionada e inoculada
em meio LB com o antibi6tico especifico e cultivada a 37 °C por cerca de 16 h sob
agitacdo constante (180 rpm). Este pré-inoculo foi diluido 100 vezes em meio LB
sem antibidtico e cultivado nas mesmas condicbes do pré-indculo, porém até a
cultura atingir a DOgoo de 0,4 a 0,6. A cultura foi mantida em banho de gelo por 20
min. e centrifugada a 5.000 rpm por 5 min., a 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5804R). O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspenso em TSS?, na quantidade de
10 % do volume inicial da cultura. As células foram separadas em aliquotas de 100
uL em tubos para microcentrifuga, previamente resfriados. As aliquotas foram
mantidas em banho de gelo por 15 min e entdo estocadas a — 80 °C ou usadas em

seguida.
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5.7.7. Transformagéao bacteriana e selegéo dos clones

Aliquotas 100 pL de bactérias E. coli preparadas como descrito na secéo
anterior foram misturadas com o produto de ligacdo ou plasmideo. A mistura foi
mantida em banho de gelo por 30 min. e transformada por choque térmico a 42 °C
por 1 min. 30 seg., seguidas de banho de gelo por 3 min. A este material foram
adicionados 1 mL de meio LB sendo incubado por 1 hora a 37 °C sem agitacdo. Em
seguida, 200 pL da cultura transformada foram plagueados em meio LA
suplementado com 100 pg /mL de ampicilina. No caso do pGEM-T Easy, o meio foi
suplementado ainda com 0,5 pM de IPTG e 40 pyg/mL de X-gal e as placas
incubadas por 16 horas a 37 °C. Os clones foram selecionados para PCR de colbnia,
utilizando os iniciadores do inserto ou do vetor e uma colénia em cada reacédo. Os
vetores que ndo continham os insertos foram usados como DNA molde na reagéo de
controle positivo. O controle negativo continha todos os componentes da reacao,
exceto o DNA molde. Apés as reacbes de PCR, o DNA das col6nias que tiveram 0s
insertos amplificados foi posteriormente extraido (secdo 5.7.9). A ligacdo dos

insertos foi confirmada adicionalmente através de digestdo por endonucleases.

5.7.8. Estoque em glicerol das células de Escherichia coli

Um mL da cultura crescida overnight de cada clone selecionado foi
centrifugada a 14.000 rpm por 30 seg. (Eppendorf Centrifuge 5415 C). O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 1 mL de solugéo de

glicerol 50 % gelada (aproximadamente 4 °C). As células foram mantidas a — 20 °C.

5.7.9. Extracdo do DNA plasmidial

As colbénias foram inoculadas em LB suplementado com o antibiético de
selecdo e crescidas sob agitacdo constante (180 rpm) por 16 horas. O DNA
plasmidial foi extraido pelo método de lise alcalina (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989), precipitado com 2 volumes de etanol absoluto, lavado com etanol
70 %, o etanol foi evaporado completamente e o DNA foi solubilizado em 30 uL de

agua ultrapura.
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No caso do DNA para transfeccao, este foi extraido por maxiprep, utilizando-
se o kit High Speed Plasmid Maxiprep Kit (Quiagen) de acordo com o protocolo do
fabricante. As células foram crescidas em 500 mL de meio LB. Em ambos os casos,
a qualidade do DNA foi determinada por eletroforese de agarose 1 % e quantificado

por espectrofotometria no aparelho NanoDrop ™(Thermoscientific).

5.7.10. Eletroforese de DNA em gel de agarose

As amostras de DNA foram misturadas ao tamp&o de amostra de DNA e
aplicadas em gel de agarose de 0,8 a 1,2% e TBE 1x (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989), utilizando como marcador molecular 1kb Gene Ruler (Fermentas).
A corrida eletroforética procedeu a 80 V por aproximadamente 1 hora. O gel foi
corado em solucao de brometo de etidio a 0,05%, visualizado sob luz ultravioleta em
transluminador (UVP Biolmaging Systems EPI Chemi Darkroom), e

fotodocumentado.

5.7.11. Sequenciamento dos clones

Os clones obtidos das construgcbes e os iniciadores foram enviados a
empresa Macrogen, (Seul, Coreia do Sul). Os clones sequenciados foram pBSTAG,
pCDXTub e pCDXRibo (Figura 5) com cada um dos iniciadores mostrados no
Quadro 6, com as seguintes numeracdes: 1 a 3; 6; 7a 11 e 15 ao 17. O método de
sequenciamento usado foi o Single Extention. Os resultados foram alinhados pelo

programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/).
5.8. TRANSFECCAO E ANALISE DA EXPRESSAO DOS VETORES
5.8.1. Contagem das células em camara de Neubauer
Os protozoarios foram diluidos em diluicbes seriadas de 100 vezes em PBS
1x contendo formaldeido a 4 %. Dez pL da diluicdo foram usados para preencher

ambos 0s compartimentos da camara de Neubauer. Todos 0s protozoarios do

quadrante central foram contados. Cada contagem foi feita em duplicata, e o valor


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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final (células/mL) foi determinado efetuando-se a média das contagens,
multiplicando-a pelo fator de diluicdo e pela ordem de grandeza da camara (1,0 x
10%.

5.8.2. Transfeccdo em A. deanei

Em torno de 1 x 10° protozoarios na densidade de 0,4 x 10® a 0,8 x 10°
células/mL foram coletados e centrifugados por 10 min a 3000 rpm (Eppendorf
Centrifuge 5804R). O meio foi descartado e as células foram lavadas uma vez com
PBS 1x gelado e uma vez com tampao de eletroporacdo gelado. Os protozoarios
foram ressuspensos em volume que garantisse 0,5 x 108 células/mL. De 80 a 100 pg
de DNA circular ou linearizado (para integracdo no genoma) foram utilizados em 400
uL de células (equivalente a 0,2 x 10 células), transfectadas por eletroporacéo (Bio-
RAD Gene Pulser Xcell) nas seguintes condi¢cdes: 2 pulsos com intervalo de 10
segundos, a 450 V e 500 uF em cubetas de 0,2 cm de espessura. O controle
negativo (mock) foi eletroporado nas mesmas condi¢cdes, porém sem DNA. As
células foram imediatamente inoculadas em 5 mL de LIT incompleto e recuperados a
28 °C por 4 horas.

5.8.3. Selecédo dos protozodarios transfectados

Seis horas apés a recuperacdo, 0os protozoarios foram inoculados em meio
M199 acrescido de 10 % de LIT completo, na densidade de 0,2 x 10" e contendo
antibiotico de selecédo (G418 ou higromicina). As células foram acompanhadas pela
visualizacdo em microscopio de luz invertido. Quando as culturas atingiram cerca de
10’ protozoarios/mL, elas foram diluidas a 10* células/mL em novo meio de cultura.
O periodo de selecao foi finalizado quando néo foi mais possivel observar células

vivas no mock.
5.8.4. Eletroporacao de A. deanei com FITC-dextrana 150 kDa
Este experimento foi adaptado do estudo de Graziadei, Burfeind e Bar-Sagi

(1991). O composto fluorescente FITC conjugado a dextrana 150 kDa (TdB
Consultancy, Uppsala, Suécia), gentilmente cedido pelo Dr. Erik Svensj6é (UFRJ), foi
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preparado em &gua ultrapura na concentracao estoque de 20 mg/mL. Em torno de
0,2 x 10® células de A. deanei ou de T. cruzi cepa G foram usadas em cada
eletroporacdo, como descrito no item 5.8.2. O modelo de cubetas usadas e 0s
parametros de eletroporacédo foram os mesmos descritos no 5.8.2. Cada cultura de
tripanossomatideo foi submetida a trés condicbes distintas: (i) + FITC/+
eletroporacdo = 400 pL da suspensdo de células misturadas a 840 pg de FITC-
dextrana 150 kDa e eletroporados em seguida; (i) —FITC/+ eletroporagédo = 400 pL
da suspensédo foram eletroporadas sem o composto fluorescente e (iii) + FITC/-
eletroporagcdo = 400 pL da suspensédo foram incubadas com 840 pg de FITC-
dextrana 150 kDa em gelo por 10 min., sem receber o pulso elétrico. Apos estes
tratamentos, as células foram lavadas uma vez com PBS 1x para remover o
composto fluorescente ndo incorporado. Apos centrifugacéo por 5 min. a 3.000 rpm
(Eppendorf Centrifuge 5415C), a células foram ressuspensas em 1 mL de PBS 1x. A

fluorescéncia celular foi avaliada por microscopia e por FACS.

5.8.5. Andlise por microscopia de fluorescéncia

Apos a selecdo das células de A. deanei contendo GFP ou aquelas
submetidas ao experimento com FITC-dextrana 150 kDa, uma aliquota de 4 pL de
cada amostra (=10° protozodarios) foi usada no preparo de lamina microscépica.
Apés selar a laminula com esmalte, cada amostra preparada a fresco foi visualizada
em aumento de 400 a 1000 x sob filtro para FITC (excitacdo em 465 a 495 e
emissdo em 515 a 555 nm), em microscopio Nikon Eclipse E400 Epi-Fluorescence.

Alternativamente, as células contendo GFP foram fixadas e coradas com
DAPI. Em torno de 10° células lavadas em PBS 1x foram fixadas em 500 pL de
metanol absoluto por 5 min., lavadas mais uma vez com PBS 1x e ressuspensas
neste tampdo. As células foram aderidas por 15 min em laminas previamente
cobertas com poli-lisina e entdo lavadas com PBS 1x para retirar as células nao
aderidas. Em seguida, 20 pL de Triton X-100 0,05% foram adicionados sobre elas,
reagindo por 1 min. 30 seg. As células foram lavadas mais uma vez com PBS 1x e
coradas com 20 pL DAPI por 5 min. Essa e as seguintes etapas foram realizadas ao
abrigo da luz. Apés este periodo, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1x

e secadas a 37 °C. Para reduzir a perda de fluorescéncia de DAPI, 2 pL de N-propil-
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galacto 2,5 % foram adicionados sobre as células. As laminas tiveram as laminulas
seladas com esmalte e foram submetidas a microscopia de fluorescéncia sob os
filtros de DAPI (excitagcdo em 325 a 375 nm e emissdo em 435 a 485 nm) e FITC.

5.8.6. Andlise de fluorescéncia por FACS

Em torno de 2 x 10° protozoarios foram lavados duas vezes com PBS 1x e
ressuspensos em 1 mL deste mesmo tampdo. As células foram analisadas pelo
citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson). As células selvagens
epimastigotas de T. cruzi e coanomastigotas de A. deanei foram usadas para
estabelecer valores de corte para os parametros analisados. A fluorescéncia foi
determinada em filtro FL1 (emisséo de 515 a 545 nm), no total de 100.000 eventos.
Os dados gerados pela citometria de fluxo foram analisados pelo programa Cyflogic
versao 1.2.1 (<http://www.cyflogic.com/index.php?link1=1&link2=4>).

5.8.7. Extracao de proteinas e analise por eletroforese em gel SDS-PAGE

Cerca de 1 x 10® protozoarios na densidade de 0,4 x 10%® a 0,8 x 10°
células/mL foram coletados e centrifugados a 5.000 rpm por 5 min a 4°C (Eppendorf
Centrifuge 5804R). O meio de cultivo foi descartado e o sedimento foi lavado duas
vezes em PBS 1x gelado. As células foram ressuspensas em 200 pL de tampéao de
amostra para SDS-PAGE e fervidas por 10 min. Vinte microlitros das amostras
(equivalente a 0,1 x 10® protozoarios) foram separados em géis de poliacrilamida 12
% (33 %/0,9 % acrilamida/bisacrilamida) preparados em Tris-HCI 400 mM pH 8,8;
contendo 3,3 % de acrilamida; 0,09 % de bisacrilamida; 0,1 % de SDS; 0,075 % de
APS e 0,07 % de TEMED. A corrida prosseguiu em tampéao de eletroforese para
SDS-PAGE a 200 V até o desaparecimento do corante azul de bromofenol. Dois
géis foram preparados, um foi corado com azul de Comassie por 10 min sob
agitacdo e descorado overnight com agua destilada. Este gel foi usado para
determinar a qualidade do extrato proteico antes de realizar a transferéncia para
membranas de nitrocelulose. O outro gel foi utilizado na deteccéo das proteinas pela
técnica de Western blot.


http://www.cyflogic.com/index.php?link1=1&link2=4
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5.8.8. Western blot

Apoés a separacdo das proteinas por SDS-PAGE, elas foram transferidas
para membranas de nitrocelulose Hybond-ECL (GE) a 100 V por 1 hora (no gelo) ou
a 50 V por 16 horas (4 °C) em tampéao de transferéncia utilizando o sistema de
transferéncia da marca Bio-Rad.

Depois da transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau S até o
surgimento das bandas proteicas. As membranas foram lavadas brevemente em
adgua destiladas e incubadas na solucdo de bloqueio por 1 hora em TA. As
membranas foram entdo incubadas com o anticorpo primario de a-GFP (diluido
1:3.000 na solucdo de bloqueio) [Anti-GFP (F56-6A1), monoclonal produzido em
camundongo anti-lgG2b — Santa Cruz Biotechnology], por 1 hora em TA ou
overnight a 4°C sob agitacdo constante. Em seguida, elas foram lavadas 3 vezes de
5 min. com PBS Tween 20 a 0,05 % e incubadas por 1 hora em TA com o anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase (diluido 1:5.000 na
solucdo de bloqueio). As membranas foram lavadas 3 vezes de 5 min com PBS
Tween 20 a 0,05 % e reveladas com o kit ECL™ Western Blotting Systems (GE
Healthcare), por quimioluminescéncia em filme radiografico Amersham Hyperfilm
ECL (GE Healthcare). O extrato de T. cruzi expressando GFP foi usado como

controle positivo (Normanda Souza Melo, comunicacdo pessoal).

5.8.9. Tratamento dos materiais e solucdes para eliminacdo de RNase

Os reagentes e materiais foram descontaminados segundo Sambrook,
Fritsch e Maniatis (1989). A vidraria foi lavada com agua destilada e etanol 70 % vl/v,
secadas e aquecidas a 150°C por 8 horas. Materiais de plastico, que ndo podiam ser
aquecidos como os aparatos de eletroforese, foram lavados com agua destilada e
etanol 70 %, secados e submersos em solucédo de H,O; 3 % por 10 min. Apds este
periodo, estes materiais foram lavados com agua ultrapura e secos a TA.

As solugdes foram tratadas com 0,1 % de DEPC por 1 hora a 37 °C. Para
eliminar o DEPC, as solugbes foram autoclavadas por 15 min. a 120 °C e 1 atm de
presséo. No caso de solugdes que ndo podiam ser autoclavadas, seus componentes
passaram por este tratamento em separado para s6 entdo a solugdo final ser

preparada.
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5.8.10. Extracdo de RNA de Angomonas deanei

O RNA total de A. deanei foi extraido de 5 x 10® protozoarios em fase
exponencial de crescimento. As células foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min.
a 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5804R) e lavadas duas vezes com PBS 1x gelado. O
RNA foi extraido utilizando-se o kit RNAspin Mini RNA Isolation Kit (Qiagen),
seguindo recomendacdes do fabricante. No final da purificacdo, aliquotas de 3 pL
foram separadas para quantificacdo em Nanodrop™ (Thermoscientific) e avaliagéo
da qualidade do RNA por eletroforese em gel de agarose desnaturante. As amostras
foram estocadas a — 80 °C até o momento do uso.

5.8.11. Eletroforese em gel de agarose desnaturante

As amostras de RNA foram preparadas adicionando-se 3 pL formamida
seguido de desnaturacdo a 65 °C por 10 min. Elas foram entdo separadas por
eletroforese em gel de agarose 1,2 % contendo 2 % de formaldeido. A corrida
procedeu em tampdo MOPS/EDTA 1x por 1 hora a 80 V, para o gel da analise da
qualidade da extracdo do RNA, ou por 1 h 40 min a 80 V, para o gel de transferéncia
para Northern blot. Os géis foram revelados em solucdo de brometo de etidio 0,05 %
preparada em agua tratada com DEPC (item 5.8.9). Ap6s 10 min., os géis foram
lavados brevemente com agua isenta de RNase e em seguida visualizados sob luz
ultravioleta em transluminador (UVP Biolmaging Systems EPI Chemi Darkroom),

para serem entdo fotodocumentados.
5.8.12. Northern blot

Os géis preparados como descrito no item anterior foram tratados com
solucéo e NaOH 50 mM isenta de RNase por 4 min sob agitacéo constante. O gel foi
preparado para transferéncia em membranas de nitrocelulose Hybond-N+ (GE
Health Care) por capilaridade em solucdo de SSC 10x. A transferéncia ocorreu por
15 horas. Em seguida, as membranas foram expostas a luz ultravioleta em
transluminador para efetuar o crosslink do RNA as membranas. Elas foram entéo
submetidas a hibridagdo com sondas raidiomarcadas (item 5.8.14) ou mantidas a -

20°C até o momento do uso.
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5.8.13. Southern blot

Em torno de 10 pg de DNA gendmico de A. deanei e 1 pug de DNA dos
vetores pCDXTub GFP e pCDXRibo GFP foram digeridos em sistemas distintos com
as enzimas Hindlll e Xbal overnight seguindo protocolo do fabricante (Fermentas).
Uma aliquota das amostras foi separada por eletroforese em gel de agarose 0,8 %
(item 5.7.10) para avaliacdo da qualidade do DNA. As amostras de DNA gendmico
foram purificadas por precipitacdo com etanol absoluto (item 5.7.9) e entdo
ressuspensas em 20 pL de &gua ultrapura. As quantias de 7 ug de DNA genbmico e
15 ng de DNA dos vetores digeridos foram separadas por eletroforese de agarose
0,8% (item 5.7.10) por 13 h a 25 V. ApoOs a corrida, os géis foram revelados como
descrito no item 5.7.10. Estes foram entéo tratados em solu¢éo de depurinagéo por
7 min. sob agitacdo leve e constante. Os géis foram entdo brevemente lavados em
agua ultrapura e tratados com a solucdo de desnaturacdo por 30 min. também sob
agitacdo. Apos este periodo, os géis foram lavados rapidamente em agua ultrapura
e tratado com a solucéo de neutralizacdo por 20 min., sob agitacéo leve e constante.
ApoOs esses procedimentos, o DNA dos géis foi transferido para membranas de
nitrocelulose Hybond-N+ (GE Health Care) como descrito no item 5.8.12. Apés a
transferéncia e crosslink do DNA as membranas, estas foram submetidas a
hibridacdo com sondas raidiomarcadas (item 5.8.14) ou estocadas a — 20 °C até o

momento do uso.

5.8.14. Marcacéao de sondas radioativas

O fragmento de Neo foi obtido por reacdo de PCR com os iniciadores
NeoFor e NeoRev (Quadro 6). O fragmento de GFP foi obtido pela digestédo do vetor
pROCK GFP Neo com as enzimas Xbal e Xhol. Em ambos os casos, os fragmentos
foram purificados por excisdo do gel de agarose (item 5.7.3) para eliminar a
contaminacdo com DNA gendmico ou plasmidial. Em reag¢ao de 50 pL, cerca de 80
ng desses fragmentos foram radioativamente marcados com 50uCi de [a-P%*3]dCTP,
utilizando 5 pL da solugcdo de hexanucleotideos randémicos como iniciadores, 10 uL
do tampéo da reacdo contendo os demais dNTPs ndo marcados e 2 unidades da

enzima Klenow (fragmento), disponivel no kit Megaprime DNA labelling System (GE
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Healthcare). Apés 1 hora de marcacao, as reacdes foram bloqueadas com 25 mM
de EDTA pH 8,0.

Apé6s a obtencdo das sondas, as membranas foram submetidas a pré-
hibridacdo em aproximadamente 20 mL de solucdo de pré-hibridacdo em frascos
apropriados mantidos a 65 °C por 3 horas. Apés prévia desnaturagdo por fervura a 5
min. com 200 mM de NaOH, as sondas marcadas foram adicionadas a solucéo de
pré-hibridacdo. A reacdo prosseguiu a 65 °C em forno giratério por
aproximadamente 18 horas (CHURCH; GILBERT, 1984). Apoés hibridacdo, as
membranas foram lavadas duas vezes com solucdo de lavagem a 65 °C. Apés a
lavagem, as membranas foram seladas e expostas em cassete com chapa
sensibilizadora (GE Healthcare) e reveladas pelo aparelho STORM860 (Biounit) e
em filme de raios X Amersham Hyperfiim ECL (GE Healthcare), e reveladas com
solucéo reveladora e fixadora em diferentes tempos de exposic¢ao.

Para nova marcagdo de uma mesma membrana, esta foi lavada com
solucéo de SDS 0,1 % fervente 3 vezes por 10 min. A terceira lavagem procedeu até
a solucao atingir TA, apés os 10 min. de fervura. A membrana foi entdo lavada
brevemente em SSC 2x e exposta por 16 horas em cassete com chapa
sensibilizadora para determinar se ainda havia algum sinal radioativo. A chapa foi
revelada pelo aparelho STORMS860 (Biounit).

5.8.15. Andlise da atividade de luciferase

A determinacdo da atividade de luciferase foi realizada utilizando-se o kit
Dual Glo® Luciferase Assay System (Promega), efetuando-se algumas modificacées.
Em torno de 1 x 10® células de A. deanei e de T. cruzi em fase de crescimento
exponencial foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min. (Eppendorf Centrifuge
5804R) e lavadas uma vez com PBS 1x. As células foram novamente centrifugadas
para remover o PBS 1x e o sedimento foi ressuspenso em tampao de lise passivo
1x. As células foram lisadas com 3 ciclos de congelamento e descongelamento em
nitrogénio liquido e agua a 65 °C, respectivamente. Apés breve centrifugacao para
sedimentar os restos celulares, 20 pL do sobrenadante foram transferidos para placa
preta de 96 pocos (Corning) e fundo chato. Sobre ele, foram adicionados 20 pL do
reagente Dual Glo® Luciferase, seguido de 20 pL do reagente Dual Glo® Stop Glo, o

qual contém coelenterazina, substrato para a reacdo de RLUC. Apos a adicao dos
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reagentes, a reacgao foi incubada por 10 min. em TA. Imediatamente depois, a
reacao foi lida em aparelho Tecan infinite 200, através do software i-control em
modo de luminescéncia por 15 seg. a 24 °C. O extrato de epimastigotas de T. cruzi

expressando RLUC foi usado como controle positivo.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.ANALISE IN SILICO PARA VERIFICAR A EXISTENCIA DA MAQUINARIA DE
RNAi EM Angomonas deanei

Para analisar a existéncia da maquinaria de RNAi em A. deanei, 0 que
facilitara a manipulacdo da expressao de genes neste organismo, 0 primeiro passo é
a identificacdo de genes codificadores das proteinas atuantes na via classica: a Ago
e a Dicer. Dados gendémicos de A. deanei juntamente com os tripanossomatideos
Trypanosoma cruzi cepa DM28, Trypanosoma cruzi clone CL-14, Trypanosoma
rangeli, e Blastocrithidia culicis foram gerados utilizando o sequenciamento de DNA
de nova geracdo (454 GS FLX Genome Analyzer — Roche). Este esforgo de
sequenciamento envolve a colaboragcdo de varios pesquisadores brasileiros e esta
centralizado no laboratério de bioinformética (Labinfo) do LNCC (Laboratério
Nacional de Computacdo Cientifica) sob coordenacdo da pesquisadora Dra Ana
Tereza Vasconcelos. No genoma de A. deanei, ainda em fase de anotagéo, foram
encontradas uma provavel proteina AGO, uma Dicer e também uma PIWI (Dra.
Adriana Ludwig, comunicac¢do pessoal). O gene que codifica uma provavel Dicer de
A. deanei foi identificado, mas esta incompleto. Por essa razdo, essa proteina foi
excluida das nossas analises, uma vez que nado seria possivel concluir se dominios
ausentes nesta proteina seriam verdadeiros ou nao.

El-Sayed et al. (2005) identificaram, através de analises in silico, a presenca
de uma provavel proteina PIWI no genoma de T. cruzi, o que foi corroborado
posteriormente por Garcia-Silva et al. (2010). Essa proteina, nomeada TcPIWI-Tryp,
possui um dominio PIWI, além de um subdominio OB, semelhante ao encontrado no
dominio PAZ das argonautas e responsavel pela ligacdo de acidos nucléicos de fita
simples. Essas caracteristicas foram determinadas por andlises que utilizam
algoritmos mais complexos que as usuais, devido a baixa conservacdo do dominio
PAZ nestas proteinas AGO/PIWI de eucariotos inferiores (MAKAROVA et al., 2009).
Sendo assim, utilizamos a mesma metodologia para determinar se as provaveis
proteinas AGO e PIWI de A. deanei preenchiam os requisitos dessa familia de
proteinas.

Andlises in silico com as provaveis proteinas AGO (aqui nomeada AdAGO) e

PIWI (aqui nomeada de AdPIWI) de A. deanei mostram que essas proteinas
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possuem cerca de 90 e 116 kDa, respectivamente, apresentando carater basico (pl =
9), o que também é observado em outras proteinas dessa classe (Revisado por
CERUTTI, CASAS-MOLLANO, 2009; GARCIA-SILVA et al.; 2010), que interagem
com &cidos nucléicos. A anéalise com o software SMART (Figura 6) mostrou a
existéncia de um dominio PIWI, que se estende do aminoacido 727 ao 1.024
(AdPIWI) e do 526 ao 866 para a AdAGO. Entre outros dominios com baixa
probabilidade, o dominio PAZ também €& encontrado em ambas as proteinas
(aminoacidos 286 ao 423 para AJAGO, e 409 a 604 para AdPIWI). Para a provavel
proteina PIWI de A. deanei, o valor esperado para o dominio PAZ foi
consideravelmente alto (e-value 3,72 x 10%), fora dos parametros aceitaveis para a
predicdo (o e-value deve ser muito menor que 1 para apresentar significancia
estatistica). Como comparacéo, as proteinas AGO e PIWI de T. brucei apresentam
para o dominio PAZ e-value da ordem de 10 (dados do sitio SMART). E possivel
que, tal como descrito para a TcPIWI-Tryp (GARCIA-SILVA et al.; 2010). o dominio
PAZ da AdPIWI tenha sido perdido ao longo da evolugcdo, ou que esse organismo
tenha uma forma divergente deste dominio, justificando a ndo deteccdo deste
dominio em analises iniciais.

A analise pelo HHpred da AJAGO e da AdPIWI mostrou homologia com
varias estruturas de argonautas de diferentes organismos, na regido préxima ao C-
terminal, onde se localiza o dominio PIWI (Figura 6). Um subdominio OB-fold
também foi encontrado para AAAGO, com menor probabilidade (e-value 1,2 x 10°
para). O OB-fold (OB = ligante de oligonucleotido/oligossacarideo), € um motivo
compacto envolvido no reconhecimento de &cidos nucléicos (THEOBALD; MITTON-
FRY; WUTTKE, 2003). Esse subdominio ja foi descrito como parte do dominio PAZ
das argonautas (SONG et al., 2004), corroborando a ideia de que a AdAGO e a
AdPIWI possuam um dominio PAZ degenerado mas com possivel capacidade de
ligagdo a RNA de fita simples (SSRNA) ou DNA de fita simples (ssDNA). Outras
regides, como as repeticbes RGG no dominio N-terminal, responsaveis pela
associagdo da proteina TbAGO a polirribossomos (SHI; ULLU; TSCHUDI, 2004; SHI
et al., 2009) ndo foram identificadas por estas analises em nenhuma das duas

proteinas de A. deanei estudadas.



E=2,4x10°

E=1,4x10+

66

AdAGO SMART
(EEZ | ( PIWI ]
[ I l T T T T [ I ]
1 100 200 300 400 500 600 700 800 866
AGO P furiosus | Jleorpieel [ s | [ e | RIWI ]
| | | | | |
E=9,4 x10® 4pg 297 399 480 603 875
Escore =1.004
so | I )
T. thermophilus 106 546 868
E=3,8 x 101
Escore = 952
AGO A. aeolicus [ [ ] HHpred
| | 1
E=1,9 x 10%¢ 108 547 868
Escore =910  p|wl-like 2 H. sapiens
E=3,4x 10% 295 421
Escore =210
PIWI-like 1 H. sapiens [:]
E=7.4x 108 296 404 [: g :
Escore = 195 AGO-2 H. sapiens
492 601 E=2,5 x 10"°
AGO-2 D. melanogaster [:] Escore =173
E=2,0 x 10 g5 395
Escore =150
0)2=fe)le Quimera PAZ-MBP D. melanogaster
Probabilidade 0% jold
287 498 E=1,3 x 103
Escore =103
AdPIWI E=3,7 x 10* E=2,3 x 10-1¢ SMART
| PAZIN PIWI I
[ I I I I [ | I | [ |
1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1045
QDE-2 N. crassa I ]
Probabilidade - : | I
E=11x 107 59 727 1024
Escore =674
AGO P. furiosus MIE) [ ]
| 1
E=1,4 x 1078 593 655 789 1044
Escore =707
AGO A. aeolicus I ] HHpred
| 1
E=5,2 x 1072 593 727 1024
Escore =651
AGO-2 H. sapiens WVIILD;
E=3,0x 107 = g59 785
Escore=173

FIGURA 6 — REPRESENTACAO DAS PROTEINAS COM MAIOR HOMOLOGIA AS PROTEINAS

AGO E PIWI DE A

. deanei (continua).

NOTA: Em A estdo os resultados para AAGO e em B, para a AdPIWI. Os colchetes a direita indicam
os dominios e seus respectivos E-values encontrados pelo SMART e pelo HHpred, como indicado. E-
value: fornece nimero médio de falsos positivos e representa a confiabilidade do resultado. Se
proximo de zero, o resultado é confiavel. Escore: somatério dos escores especificados para cada par
de letra alinhado, e letras com gaps sao tidas como penalidades. Quanto maior seu valor, melhor é o
alinhamento. Probabilidade: mostra em porcentagem a probabilidade do resultado ser um verdadeiro
positivo, em relacdo a sequéncia em analise. Em azul estd o dominio N-terminal; em vermelho, o
dominio PAZ; em verde, o MID; em marrom, o dominio conector; em roxo o PIWI e em laranja, o
subdominio OB-fold. Os dominios foram identificados pelo sitio SMART, ou pela literatura. Em cinza
estao os dominios das proteinas que ndo puderam ser identificados nestas analises. Os niumeros sob
0s dominios indicam as posi¢ces em relacdo a AJAGOI (A) e a AdPIWI (B). Desenhado em escala
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aproximada. AGO, argonauta; MBP, proteina ligante de manose; ssDNABP, proteina ligante de
ssDNA; NABP, proteina ligante de acidos nucleicos. P. furiosus = Pyrococcus furiosus; T.
thermophilus = Thermus thermophilus; A. aeolicus = Aquifex aeolicus; H. sapiens = Homo sapiens; D.
melanogaster = Drosophila melanogaster; N. crassa, = Neurospora crassa.

O alinhamento entre as sequéncias primarias de outras proteinas AGO e
PIWI de tripanossomatideos mostrou conservacdo de aminoacidos préxima
daqueles que supostamente fazem parte da triade catalitica (Asp-Asp-His) para as
proteinas PIWI de A. deanei, T. brucei, T. cruzi e L. braziliensis (Figura 7). Essas
proteinas parecem conter o motivo DDH, comum nas argonautas ativas de
eucariotos. As proteinas Ago parecem nao ter esse motivo usual, como também

observado por Garcia-Silva et al. (2010).

AdaGO 6l% LVIIGLDVSTSMETVGEGE (le) VEGEEWQPYCHH (7) REVQG-- (27) SEVANEQ
Lh&G0o 612 LLIVGAVVGTAMNTMLEEY (16) ANGESWEPYCMH (7) HOVEGEE (27) NEVLNNE
ThaGo 626 ILIIAADVGRDQRSVATES (16) VEGTQWSTIYCHH (7) YOQVNGEE (27) SEVISEE
AAPIWI 804 VLVIGVE-SCHTHNVISTGA (16) IVGILIAPEENH (7) HDARGRE (27) TSHNMAEH
LbPIWI 948 ?L:LG?H—SCHTNTHS?GA (16) IVGILSTPAGNS (7) HDARGRE (27) AQHVAEH
ThPIWI 860 ?LL?G?H—SCHTPT?STGS (16) VVGILCTAERNH (7) HERRGQE (27) WVELVSEH
TcPIWI 4868 ?L??G?E—HCHTTTFSTGS (16) VVGILCAPERNH (7) HEMRGQE (27) ADRVIEH
*
AdaGO 697 FDAFLEE (14) TALLYERA (3) CSGEGEVIS (4) AP-MIERALP-T (3) WEYAVL
Lh&G0o 700 FPDFLEE (14) TMVLYRG (5) AMTDAEVGFE (4) DL-VMEQVLP-N (3) WDTATV
ThaGo T10 MGEFVQE (14) AYLVLRG (5) CASEGELLD (4) DVDVLSEVLE-G (3) S5WAVV

AdPIWI 855 FGNLMIQ (14) AEMALYGG (5) ZLGEGE‘JFS (4) ELNAIKERIZAS (3) CGLTFM

LbhPIWI 595%% FRGILAN (14) AVALSGR (3) ?FGHGE?FS (4) ELVGLEEVLITQ (3) CGLTEM
ThPIWI 511 FEVLISE (14) AMELYDG (3) ?FGHGE?YS (4) EMS2MOAHLPVG (3) CGFTFA

TcPIWI 915 FRLVLQR (14) ACELYDG (5) VLOWGDVSS (4) EARQMQOPHLPAG (3) CGFTFM
o
2dRGO 753 SAQVRETGTRLLW (53) NAPRGFASPE (4) MG--IDAIHN (4) NSAHAFLLSGSFCEL
LLAGO 757 VVHPRSHFEMAW (53) NVPRGFSTT (4) IL--ADSDEY (4) TEVDSFYLSARNCTL
ThAGO 767 AGQR-———————— [53) ————————— [4) —————————— [4) ———mmmmm
A4PIWI 904 CLHERTNIRFVH (53) NVVEGIVIE (4) RARTEVGLDYE (4) VVABSFYLOTHESHM
LLPIWNI 1048 CLHERCNVRFMHE (53) NIVEGVVIE (4) ALTTVELDHQ (4) PARNSFYLQTHESCM
ThEIWI 957 CLHERSDVREVH (53) NVVEGTVVQ (4) ALTIQRASED (4) NAVNSFYLOWHDCET
TcPIWI 965 CLHERINVREVHE (53) NVVEGAVVO (4) ALTPISLODD (4) SVVESFYLONHDCHM

2ARGO 806 GNSANTCYVVLDLTAKVDEAELETFTYALCFLYPNEADALPLELEMECAS (3] EYREEFL
LLAGO 823 GHARNTYYLVQERAASISLMDLOELTYNMCYMYENEPDALELPLEIKCAY (3) EYARKEYG
ThAGO e (3) ———————
AAPIWI 966 STSRTVLYTVHHVSPTLEIGDIQLLVNEMCSILS—--PQATELEMSTRCAEE (3) DIRERL-
LLPIWI 1132 STTRIVQYTVHHVSPESLDVADVOHIANIMANVLA--PQATELEMARRCAEE (3) DQAERL-
TLEIWI 1023 STARTVQYTLYCTSPTLDVSDVOQLSHVLAHAMA--TRATELEMBTRCREE (3) SIVERL-

TcPIWI 1025 STARTVOYTVHSTSPTLEVSDVOQLSHVLSHVLS--TOQATHLPMATRCAS (3) SVAERL-
-

FIGURA 7 — ALINHAMENTO MULTIPLO ENTRE PARTE DO DOMINIO PIWI DAS PROVAVEIS
PROTEINAS AGO E PIWI DE ALGUNS TRIPANOSSOMATIDEOS.

NOTA: Alinhamento realizado pelo programa Prankster Graphical Aligner. No destaque (cinza) sé&o
mostrados os provaveis residuos que constituem a triade catalitica. Os niUmeros entre parénteses
indicam residuos omitidos para fins didaticos. Ad, Angomonas deanei; Lb, Leishmania braziliensis;
Th, Trypanosoma brucei; Tc, Trypanosoma cruzi.
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A modelagem molecular fornece importantes indicios da estrutura
tridimensional da proteina em andlise. A comparacdo de sequéncias pelo HHpred
mostrou o menor E-value e maior escore com a AGO de P. furiosus (PfAGO) (Figura
5). Por isso, essa proteina foi escolhida como molde para a estrutura tridimensional
das proteinas AdAGO e AdPIWI. Através do alinhamento das estruturas no
programa PyMOL (Figura 8), foi possivel observar a proximidade dos aminoacidos
que constituem a provavel triade catalitica Asp®°-Asp®’’-His'®*® para a AdPIWI. A
distancia dos carboxilatos do aspartato em relacdo ao anel imidazdlico € cerca de
0,4 a 0,5 nm; o mesmo resultado encontrado para a TcPIWI-tryp em analise
semelhante realizada por Garcia-Silva et al. (2010). Apesar do molde obtido para
AdPIWI nao ter a estrutura completa, o modelo de superficie é capaz de indicar que
a provavel triade se encontra na regidao central do dominio PIWI, o que poderia
constituir um bolsdo catalitico. Esse modelo também se assemelha em estrutura ao
da PfAGO. Apesar da baixa qualidade do modelo obtido, esse foi o0 melhor molde
construido pelo programa SWISS MODEL e permitiu mostrar que os aminoacidos da
triade catalitica da PfAGO, Asp®®-Asp-°8-His-"*°, estdo préximos aqueles da
AdPIWI, encontrados pelo alinhamento da sequéncia primaria das proteinas AGO e
PIWI de alguns tripanossomatideos. Essas informacfes sdo apenas especulacdes
gue necessitam de abordagens experimentais para serem comprovadas, tais como a
cristalografia da proteina para determinar sua estrutura, bem como ensaios
bioquimicos com versées mutantes para caracterizar sua atividade catalitica.

Para a AdAGO, assim como a estrutura primaria, a modelagem molecular
também né&o permitiu determinar a possivel triade catalitica dessa proteina (dados
nao mostrados). Apenas um residuo de aspartato (625) se encontra prOximo aos
aspartatos criticos da PfAGO. Néao foi encontrado outro residuo caracteristico (Asp,
His, Glu) nesta regido que possa atuar na triade, baseado em sua vizinhanca. Este
dado, contudo, ndo exclui a identidade desta proteina como argonauta, bem como
sua funcdo na via de RNAI, se existente em A. deanei. Garcia-Silva et al. (2010),
também nédo identificaram o0s supostos aminoacidos da triade catalitica nas
proteinas AGO analisadas em seu estudo, sendo estes possivelmente distintos para
essa classe, uma vez que ja foi descrita degeneracdo da sequéncia para outras
proteinas (Revisado por TOLIA; JOSHUA-TOR, 2007). Outro aspecto a ser
considerado, é a caréncia de evidéncias experimentais da existéncia de uma triade

catalitica para as proteinas AGO de T. brucei e L. braziliensis. A existéncia e
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FIGURA 8 — MODELAGEM TRIDIMENSIONAL DO DOMINIO PIWI DE AdPIWI. O molde de AdPIWI
foi gerado pelo sitio SWISS MODEL. As estruturas foram visualizadas pelo programa PyMOL. (A)
Alinhamento entre os moldes de AdPIWI (verde) e PfAGO (azul claro). Em azul escuro estdo os
aminodcidos que constituem a triade catalitica da PFAGO. Em laranja, estdo os provaveis residuos
gue constituem o sitio catalitico da AdPIWI. (B) Estrutura de superficie para parte de AdPIWI,
mostrando provavel bolséo catalitico. Em roxo esta o dominio PIWI e em azul, o restante do molde.
Em laranja esta a localizacdo do provavel sitio catalitico. A direita € mostrada a imagem ampliada do
suposto sitio catalitico, com os provaveis residuos criticos para catalise de AdPIWI (As;p8 0—Asp877—
His'%).
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participacdo destas proteinas na via de RNAI ja foi descrita (PATRICK et al., 2009;
LYE et al., 2010), no entanto, estudos que mostrem a atividade de slicer das
proteinas Argonautas € escasso. Um residuo de arginina na posi¢cao 735 no dominio
PIWI de TbAGO, parece ser critico para a clivagem do mRNA alvo por esta proteina
(SHI, ULLU, TSCHUDI, 2004). E possivel que a triade catalitica seja degenerada
nestes organismos. E valido mencionar que proteinas com atividade nucleésica
poderiam ser recrutadas pela AGO como uma alternativa para a clivagem do mRNA
(MAKAROVA et al., 2009).

= Angomonas_deanei_AGO: 0.35049
| Leishmania_brasiliensis_AGO: 0.34042  AGO-tryp
Trypanosoma_brucei_AGO: 0.37551
l_l Angomonas_deanei_PMWi: 0.27684
Leishmania_brasiliensis_PNVI: 0.28967
I Tryp _brucei_PII: 0.23647 } PIWI-tryp
Tryy 1a_cruzi_PMV: 0.22723
Pyrococcus_furiosus_AGO: 0.48109 pAGO
F Caenorhahditis_elegans_AGO-2: 0.17428
L Homo_sapiens_AGO-2: 0.16798 AGO-
Arabidopsis_thaliana_AGO: 0.28499 like
Schizosaccharomyces_pombe_AGO: 0.35021
Drosophila_melanogaster_PII: 0.32881 PIWI

b Mus_musculus_PM-1: 0.02483
Caenorhabditis_elegans_PIWI1-1: 0.34512

= ——————— Homo_sapiens_PIWI-1: 0.02511
I like

FIGURA 9 — ANALISE FILOGENETICA DAS PROTEINAS AGO E PIWI DE ALGUNS
TRIPANOSSOMATIDEOS.

NOTA: As sequéncias usadas sdo aquelas descritas em Material e Métodos. Os numeros a direita
séo as distancias genéticas. Os colchetes separam as familias dessas proteinas, como sugerido por
GARCIA-SILVA et al., 2010. pAGO: argonautas procarioticas.

A analise filogenética dessas proteinas posiciona tanto as proteinas AGO
quanto as PIWI em um ramo diferenciado das proteinas AGO/PIWI de outros
eucariotos (Figura 9). Assim como descrito por Garcia-Silva et al. (2010), essas
proteinas de A. deanei encontram-se no mesmo ramo que as AGO/PIWI de outros
tripanossomatideos, alocadas nas familias AGO-tryp e PIWI-tryp, especificas destes
protozoarios. A AGO-tryp compreende as proteinas AGO com dominio PAZ-PIWI
com atividade na maquinaria de RNAi. A PIWI-tryp engloba as proteinas PIWI com
dominio PAZ bastante divergente e de funcdo desconhecida. Especulamos que as
PIWI-tryp n&o participem na via de RNAI que promove a degradacdo do mRNA alvo,
uma vez que estdo presentes em tripanossomatideos sem RNAI funcional, como T.
cruzi e L. major. E provavel que estas proteinas tenham papel regulatério importante
nestes protozoarios, ainda a ser investigado. De acordo com a teoria evolutiva das
proteinas Ago (Revisado por CERUTTI; CASAS-MOLLANO, 2006), as proteinas da

familia PIWI podem ter herdado um dominio PAZ pouco conservado, apés um
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evento de duplicacdo génica das proteinas AGO/PIWI que antecedeu ao surgimento
dos géneros Trypanosoma e Leishmania.

Estas analises de in silico fortalecem a hipotese que € possivel a existéncia
da maquinaria de RNAi em A. deanei. Sua confirmacdo, no entanto, se dara pelo
estudo experimental dessa via, pois somente a presenca destes genes com estes
atributos ndo comprova a funcionalidade deste mecanismo, uma vez que pode se
tratar de pseudogenes (LYE et al., 2010). O estudo experimental da maquinaria de
RNAI envolve diversas abordagens, dentre elas: (i) transfeccdo de dsRNA e andlise
de fenotipo; (i) transfeccdo com  vetor expressando grampo com
complementariedade de bases ao gene alvo e (iii) transfeccdo com vetor
expressando dsRNA por dois promotores de T7 RNA pol. em orientacdes opostas
(NGC) et al., 1998; DaROCHA et al., 2004b; ROBINSON; BEVERLEY, 2003; LYE et
al., 2010). Em todas elas sera produzido o dsRNA que ativarA a maquinaria de
RNAI, se existente. As evidéncias experimentais serdo determinadas por técnicas
especificas que detectem a reducdo do mRNA e da proteina codificada pelo gene
alvo e a formacéao dos siRNAs de 20 a 24 nucleotideos.

Uma vez que nosso grupo de pesquisa tem interesse em utilizar A. deanei
para a superexpressdo de genes heterdlogos, e utilizar em estudos de genémica
funcional, decidimos gerar vetores integrativos com sequéncias proprias de A.
deanei para expressao estavel. Estes vetores também poderdo ser utilizados para
avaliar experimentalmente a funcionalidade da via de RNAi em A. deanei, pois
poderdo ser utilizados para expressao de RNAs fita dupla (grampo) para disparar a

via.

6.2. CONSTRUCAO DO SISTEMA DE EXPRESSAO GENICA EM A. deanei

6.2.1. Teste de sensibilidade a G418 e higromicina

Pesquisas em bancos de dados apontam a inexisténcia de trabalhos
modificando A. deanei geneticamente. Logo, resolvemos testar a capacidade de
inibicdo do crescimento de culturas de coanomastigotas com os antibidticos G418
(um analogo da neomicina) e higromicina, que sdo amplamente utilizados em outros

tripanossomatideos.
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Em ensaios preliminares, mesmo em concentragdes de higromicina
superiores a 500 pg/mL, ndo promoveram alteracdes de crescimento nas culturas de
A. deanei selvagens em meio de cultivo LIT completo (Liver Infusion Tryptose + 10
% de soro fetal bovino) (dados ndo mostrados). Estas concentracdes utilizadas em
coanomastigotas sdo por volta de 10 vezes maiores do que as utilizadas para outros
tripanossomatideos (BIEBINGER; CLAYTON, 1996; WIRTZ et al., 1999; DaROCHA
et al.,, 2004a). Na tentativa de reduzir a concentragéo de higromicina utilizada, uma
vez que este antibiotico é de alto custo, um novo ensaio foi realizado, mas em meio
M199 suplementado com 10 % de LIT completo. Em observacdes anteriores, a
sensibilidade de células epimastigotas de T. cruzi a antibidticos aumenta nesse meio
de cultivo, possivelmente pela baixa concentracdo de nutrientes se comparado ao
LIT completo (DaROCHA et al., 2004a). Com esta abordagem, o tratamento das
culturas com higromicina 500 a 1000 pg/mL mostrou maior efeito nas taxas de
crescimento de A. deanei. A andlise destes dados sugere que durante o processo
seletivo as doses de higromicina poderdo ser utilizadas até 500 ug/mL (Figura 10).
Embora ndo tenhamos construido um vetor que conferisse a A. deanei resisténcia a
higromicina, este organismo € sensivel a este antibibtico, possibilitando seu uso em

estudos futuros em A. deanei.
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FIGURA 10 — PERFIL DE SENSIBILIDADE DE A. deanei A HIGROMICINA EM MEIO M199

NOTA: O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos. Células coanomastigotas de A.
deanei foram cultivadas em meio LIT sem higromicina para comparar o efeito do meio M199 no
crescimento deste protozoario. Quando o controle (sem antibidtico) atingiu a fase estacionaria (=108
par./mL), todos os parasitos foram diluidos a 0,5 x10° células/mL, a fim de manté-los sempre na fase
logaritmica de crescimento. As concentragdes testadas foram de 100, 500 e 1000 pg/mL. Esta figura
representa os dados de um Unico experimento.
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Para o antibidtico G418, a menor concentracdo efetiva na morte de A.
deanei foi de 250 pg/mL em meio LIT completo, ou seja, de 5 a 15 vezes mais G418
que o solicitado para C. fasciculata (50 pg/mL) e T. brucei (15 pg/mL), mas
semelhante a usada para T. cruzi (200 pg/mL) (Figura 11). Esta faixa de
concentracdo € aceitavel, ndo comprometendo a utilizacdo deste marcador de
selecdo. Dessa maneira, a concentragcdo minima de G418 a ser usada na selecéo
de células de A. deanei transfectadas seria por volta de 250 pg/mL de G418. No
entanto, por motivos ainda ndo compreendidos, a concentracdo de G418 que

permitiu a selegao foi de 500 pg/mL.
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FIGURA 11 — PERFIL DE SENSIBILIDADE DE A. deanei A G418 EM MEIO LIT COMPLETO.
NOTA: O experimento foi realizado como descrito em Material e Métodos. Quando o controle (sem
antibiético) atingiu a fase estacionaria (z‘IO8 par./mL), todos os parasitos foram diluidos a 0,5 x10°

células/mL, a fim de manté-los sempre na fase logaritmica de crescimento. As concentracdes
testadas foram de 250 e 500 pg/mL. Esta figura representa os dados de um dnico experimento.

6.2.2. Construcao dos vetores de expressao pCDXTub e pCDXRibo

Como mencionado anteriormente, desejamos a obtencdo de um sistema de
expressao eficiente em A. deanei, logo vetores contendo regifes regulatorias de
genes do proprio organismo s&o ideais para esta abordagem. Entretanto, n&o
obtivemos sucesso em algumas tentativas preliminares de transfeccao em A. deanei
com vetores integrativos no locus de B-tubulina, como pLEW13, desenvolvido para
transfeccdo em T. brucei (WIRTZ et al.,, 1999), e pROCK GFP, criado para
transfeccdo em T. cruzi (DaROCHA et al.,, 2004a). Este resultado poderia ser
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explicado por serem vetores heterélogos contendo sequéncias regulatorias do
respectivo organismo controlando a expressao dos genes de resisténcia. Contudo,
cabe ressaltar que a utilizacdo do vetor epissomal pTEX desenvolvidos com
sequéncias regulatérias de gGAPDH de T. cruzi ja foram eficientemente transferidos
para Leishmania (KELLY et al., 1992), assim como para o0 vetor pTREX-n
(VAZQUEZ; LEVIN, 1999), também desenhado com sequéncias regulatérias de T.
cruzi mas que é capaz de ser expresso em T. rangeli (GUEVARA et al., 2005).0
vetor pLEW13 desenvolvido com sequéncias regulatorias de T. brucei também j& foi
eficientemente transfectado em T. cruzi e T. rangeli permitindo selecdo (INOUE et
al., 2002; DaROCHA et al. 2004a).

Devido a este resultado e ao fato de ndo haver evidéncias de que vetores
epissomais para transfeccdo estavel seriam expressos eficientemente, devido a
provavel presenca da maquinaria de RNAI (LYE et al., 2010) resolvemos criar dois
vetores integrativos contendo sequéncias regulatorias da propria A. deanei: um
permitindo integracdo no locus de a-tubulina e o outro para integracdo no locus de
rRNA 28S. Para isto, obtivemos por PCR utilizando iniciadores especificos (Quadro
6, em Material e Métodos) as regiées do genoma de A. deanei correspondentes as
regides intergénicas de a-tubulina, actina e GAPDH e a regido a montante do rRNA
da subunidade 28S (Figura 12 A). A escolha destas regidbes se fundamentou na
utilizacdo destas em diversos trabalhos em tripanossomatideos (LABAN; WIRTH,
1989; KELLY et al., 1992; MARTINEZ-CALVILLO; LOPEZ; HERNANDEZ, 1997,
WIRTZ et al., 1999; VAZQUEZ; LEVIN, 1999; DaROCHA et al., 2004a; YAO et al.,
2007).

A construcdo dos vetores, nomeado pCDXTube pCDXRibo, foi realizada
com sucesso. A Figura 12 A o mapa de ambos o0s vetores contendo o gene reporter
da proteina verde fluorescente (GFP), a qual foi adicionada para testar a eficiéncia
de expresséao dos vetores obtidos neste trabalho.

Para a confirmacao dos clones, os vetores pCDXTub e pCDXRibo obtidos
das bactérias transformadas e selecionadas, foram submetidas a digestdo por
endonucleases de restricdo (Figura 12 B) e rea¢do de sequenciamento (Apéndice 1).
Esta ultima cobriu desde o gene de tubulina a regido 3’ inter-CDS (pCDXTub), bem
como do provavel promotor de rRNA até a sequéncia de rDNA (pCDXRibo) (Figura
12 A). A qualidade das sequéncias produzidas foi satisfatoria, com baixa frequéncia

de gaps e de mutacdes, quando comparadas a sequéncia teorica (Apéndice 1).
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FIGURA 12 — MAPA DOS VETORES pCDXTub E pCDXRibo MOSTRANDO A LOCALIZACAO DOS
GENES CLONADOS E OS SITIOS DE RESTRICAO.

NOTA: A clonagem foi realizada como descrito em material e métodos. (A) Alguns dos sitios de
endonucleases sdo mostrados. (B) Perfil de digestdo com EcoRIl (pCDXTub GFP) e Hindlll
(pCDXRibo GFP). Gel de agarose 1%. ApoOs a digestdo de pCDXTub com EcoRI, os fragmentos
preditos por andlises in silico foram liberados para pCDXTub GFP (2714 pb e 3321 pb). O mesmo
ocorreu para pCDXRibo GFP com Hindlll (1621 pb e 5102pb). MM= marcador molecular 1kb DNA
Ladder (Fermentas); Cl = clone; kb = kilobases.

6.2.3. Transfeccdo de Angomonas deanei com os vetores pCDX

O protocolo de eletroporacéo para T. cruzi (adaptado de DaROCHA et al.,
2004a) foi usado para testar a eficacia da permeabilidade celular em A. deanei.
Realizamos, portanto, ensaios de transfec¢ao substituindo o DNA pelo composto
fluorescente FITC-dextrana 150 (GRAZIADEI; BURFEIND; BAR-SAGI, 1990). As
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células tanto de A. deanei quanto do controle positivo, T. cruzi, foram analisadas por
citometria de fluxo imediatamente apds a transfeccdo. Como pode ser visto na
Figura 13, o protocolo de eletroporacdo permitiu a permeabilizacdo de ambas as
células para a mesma quantidade de FITC-dextrana 150, como mostrado pelo
deslocamento de fluorescéncia (linha verde). A quantidade de células fluorescentes
foi notavelmente diferente, sendo que em T. cruzi a eficiéncia de permeabilizacao foi
em torno de 75 %, enquanto que para A. deanei foi proximo a 60 %. Para excluir a
possibilidade de captacdo de FITC-Dextrana 150 por parte dos protozoarios por
outra via que ndo a de permeabilizacdo pela eletroporacdo, as células foram
incubadas com o composto, sem sofrer o choque elétrico (linha azul, Figura 13 A e
B). A porcentagem de fluorescéncia foi muito inferior a produzida pela eletroporacéo.
Logo, o aumento da fluorescéncia foi em decorréncia da perturbacdo celular
causada pela eletroporacao, e nao pela captacdo do composto pelas células.
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+ FITC/ — eletroporagéo
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FIGURA 13 — EFICIENCIA DO PROTOCOLO DE ELETROPORAQAO USADO EM A. deanei.

NOTA: Cerca de 2 x 10’ protozodrios em fase log foram eletroporados sem e com 0,84 mg de FITC-
dextrana, ou somente incubados com o composto. T. cruzi (A) foi usado para comparacdo da
eficiéncia de eletroporacdo. — FITC/ — eletroporacdo: célula selvagem sem tratamento; —
FITC/+eletroporagéo: células eletroporadas sem FITC-dextrana 150; +FITC/+eletroporacdo: células
eletroporadas com FITC-dextrana 150: +FITC/+eletroporacdo: células incubadas com FITC-dextrana
150 em gelo, sem eletroporacéo.
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Cabe ressaltar que os dados da eletroporacdo usando FITC-dextrana foram
superestimados, uma vez que o composto usado possui massa molecular (150 kDa)
muito inferior a dos vetores testados (entre 4.000 e 5.000 kDa, estimando o valor de
350 Da para cada nucleotideo). Por essa razao, a eficiéncia de eletroporacdo com
as moléculas de DNA é consideravelmente menor do que a observada para o FITC-
dextrana 150 (RAMIREZ et al., 2000; DaROCHA, et al., 2004). Além da massa
molecular, outras caracteristicas fisico-quimicas podem reduzir sua insercdo na
célula, tais como a conformacédo do DNA e a carga negativa dos grupos fosforil.

Apesar de ter sido possivel a introdu¢cdo de moléculas de FITC-dextrana 150
em cerca de 50 % das coanomastigotas de A. deanei, esse protocolo de transfeccao
pode ndo ser o ideal para este organismo. Outras condi¢cdes de eletroporacéo
deverdo ser testadas para aumentar a eficiéncia de transfeccdo, tais como 0s
protocolos utilizados em outros tripanossomatideos como T. brucei ou Leishmania
(ROBINSON; BEVERLEY, 2003; RINGPIS; LATHROP; APHASIZHEV, 2011).

Tendo os vetores proprios para A. deanei, as concentracdes de antibidticos
estabelecidas, e a demonstracdo de permeabilizacdo das células, as transfeccbes
com estes vetores foram realizadas. Estas construcdes foram transfectadas tanto na
forma circular, quanto linearizado com as enzimas Sacl/Kpnl (pCDXTub) ou somente
Kpnl (pCDXRibo). ApGs as etapas de transfeccdo e selecdo obtivemos populacdes
resistentes a G418 (500 pug/mL) transfectadas apenas com o vetor pPCDXRibo GFP D
(digerido) e com o vetor pCDXTub ND (circular). Nos ensaios de transfeccdo, a

selecdo ocorreu a partir da terceira semana.

6.2.4. Andlise das populacfes de A. deanei resistentes a G418

Para confirmar a transfeccdo dos vetores em A. deanei, foram realizadas
PCR (Resultados ndo mostrados) e Southern blot, utilizando como sondas a regido
codificadora das proteinas GFP e de resisténcia a neomicina raidiomarcadas, como
descrita no item 5.8.14 em Material e Métodos. Nesta analise, o0 DNA total dos
parasitos selvagens ou resistentes a G418 eletroporados com DNA de pCDXTub
GFP néao digerido e DNA de pCDXRibo GFP digerido foram extraidos. Os DNAs
gendmicos foram digeridos (Hindlll ou Xbal) submetidos a separacdo em gel de
agarose transferidos para membranas de nylon. O resultado da hibridacdo destas

membranas pode ser visualizado na Figura 14 A e B. Como esperado, apenas 0s
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parasitos transfectados apresentaram sinal de hibridag&do. Parasitos transfectados
com pCDXTub GFP apresentaram o mesmo perfil de hibridagcdo para ambas as
sondas. Este dado seria compativel com manutencdo do plasmideo na forma
circular (epissomal), contudo os sinais de hibridacdo para ambas as sondas do DNA
digerido com Hindlll sdo superiores ao tamanho do vetor linearizado (~6035 pb),
usado como controle (dado ndo mostrado), o que sugere a integragdo do vetor no
genoma. Portanto, os fragmentos maiores sao provenientes da digestdo pelas
enzimas Xbal e Hindlll em um sitio do vetor e em outro sitio em alguma regido do

genoma do protozoario.
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FIGURA 14 — CONFIRMACAO DA INTEGRACAO DOS VETORES pCDX NO GENOMA DE A.
deanei POR SOUTHERN BLOT.

NOTA: Em (A), o resultado da hibridacdo utilizando sonda para o gene de resisténcia a heomicina
radiomarcada com C[P*], como descrito em Material e Métodos. O painel superior representa o gel
de agarose 0,8% usado para a transferéncia. O painel inferior mostra o padrdo de bandas da
hibridagcdo, em imagem gerada pelo escaner STORMS860 (Biounit). Apos a exposi¢cao, a membrana foi
lavada e exposta a nova hibridacé@o, desta vez com sonda para o gene de GFP radiomarcada com
C[P*] (B). MM = marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Fermentas); D = digerido; ND = nao
dlgerido.
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A interpretacdo dos dados de Southern blot para as culturas de A. deanei
transfectadas com o vetor pCDXRibo GFP €& um pouco mais complexa. Como
representado na Figura 15, espera-se que apos transfeccdo com pCDXRibo GFP
digerido com Kpnl/Sacl ocorra recombinagdo homologa de ambas as extremidades.
Na digestdo com Xbal do DNA gendmico total obtido das culturas de A. deanei
transfectadas com o vetor pCDXRibo GFP, esperava-se a identificagdo de uma
banda de ~4,0 Kb para a hibridacdo com ambas as sondas (Figura 15). Estas
bandas foram satisfatoriamente identificadas, como mostrado na Figura 14 A e B. Ja
para a digestdo com a enzima Hindlll (dois sitios no vetor, mostrado na Figura 15),
esperava-se 0 sinal de hibridagdo para duas bandas de tamanhos distintos dos
genes de resisténcia a Neo (> 2.300) e de GFP (> 1.600 pb) (Figuras 14 e 15).
Esses resultados de Southern blot sugerem a integragéo da constru¢cdo no genoma.
Outras bandas com massa molecular elevada (> 10 kb) foram detectadas (de menor
intensidade), que nao foram previstas pela analise in silico. Uma hipétese levantada
seria a integracdo em mais de um locus ribossomal ou o polimorfismo para esse
gene. Outra explicacdo seria de que a amostra analisada era formada por uma

populacdo heterogénea, portanto seria provavel a existéncia de perfis distintos de

hibridacao.
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FIGURA 15 — POSSIBILIDADE DE INTEGRACAO DO VETOR pCDXRibo GFP DIGERIDO Kpnl NA
REGIAO DO DNA RIBOSSOMAL 18S DE A. deanei.

NOTA: Os numeros entre parénteses representam as posicdes no DNA, em pares de base, onde se
encontram os sitios das enzimas Hindlll e Xbal. Os nimeros abaixo dos produtos de digestao
representam seu comprimento em pares de base. Na regido apés a integracéo, a porcdo a jusante da
subunidade 5,8S foi omitida para fins didaticos.
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Esses resultados indicam que ambos os vetores sdo mantidos de forma
estavel em A. deanei, embora ndo haja a certeza do local da integracdo no genoma
do protozoario. A integracdo do vetor pCDXTub GFP pode ocorrer mesmo na forma
circular como descrito para os vetores pTEX, pRIBOTEX e pTREX (KELLY et al.,
1992; MARTINEZ-CALVILLO et al., 1997; VAZQUEZ; LEVIN, 1999), uma vez que ha
regibes de recombinacdo homadloga flanqueando os genes repoérter e o do marcador

de selecéo, bem como suas regides intercodificadoras.

6.2.5. Andlise da expressdo do gene reporter GFP nas populagfes resistentes a
G418

Apos a selecdo dos protozoarios transfectados com os vetores pCDX, as
culturas foram preparadas para a analise por microscopia de fluorescéncia e por
FACS. A analise microscopica nao revelou protozoarios fluorescentes para nenhuma
das populacdes obtidas (pCDXTub GFP e pCDXRibo GFP). E possivel que a taxa
de expressdo de GFP fosse menor do que a sensibilidade da técnica de
microscopia. A andlise por FACS (Figura 16 B) mostrou um leve deslocamento de
fluorescéncia da populacdo contendo o vetor pCDXRibo GFP (2,7 % de células
fluorescentes), em relacdo a populacdo selvagem. Para o vetor pCDXTub GFP
(Figura 16 A), a média da fluorescéncia foi ainda menor (0,7 % de células
fluorescentes). As analises foram repetidas mais duas vezes e em todas elas nao
houve alteracdo do padréo de fluorescéncia.

Os dados de FACS sugerem baixissima ou inexisténcia de expressao do
gene reporter. Apesar da duvidosa expressdo de GFP, as populacfes analisadas
foram selecionadas e a presenca das construcdes foi confirmada por Southern blot
(Figura 14). Isto indica que as construcdes sdo adequadas para ao menos permitir a
expressdo do gene de resisténcia a neomicina em quantidade suficiente para a

selecéo.
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FIGURA 16 — AVALIACAO DA EMISSAO DE FLUORESCENCIA DE GFP DAS POPULAGOES
SELECIONADAS CONTENDO OS VETORES pCDXTub GFP e pCDXRibo GFP.

NOTA: Resultados da analise por FACS para (A) pCDXTub GFP e (B) pCDXRibo GFP. Em cinza é
representado o pico de fluorescéncia 6para a populagdo selvagem e, em verde, para as populacdes
contendo os vetores. Em torno de 10° células foram usadas na analise, representadas em 100.000
eventos.

Para determinar a razdo da baixa expressdo dos vetores construidos,
fizemos a identificacdo dos transcritos de GFP e de resisténcia a neomicina, e
também da expressédo da proteina GFP. Pela técnica de Western blot (resultados
ndo mostrados) ndo foi possivel identificar a presenca da proteina GFP nos extratos
contendo pCDXTub GFP e pCDXRibo GFP. Em vista do observado pela anélise por
FACS, a quantidade de proteina podia ser tdo pequena a ponto de ndo ser

detectada por esta técnica.
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Outra analise realizada foi a da identificacdo dos transcritos para os genes
repérter e de resisténcia por Northern blot (Figura 16). O transcrito de GFP e de
neomicina so foram detectados na populacdo carregando o vetor pCDXTub GFP.
Considerando o comprimento dos genes (800 pb para neomicina e 700 pb para
GFP), do SL (cerca de 40 nt), da calda poli(A) (até 200 nt) e parte das regides
intercodificadoras (cerca de 230 nt) (BENZ et al., 2005; CAMPOS et al., 2008), os
transcritos deveriam ter em teoria cerca de 1,2 kb. As bandas detectadas pela
hibridacdo encontram-se abaixo de 1,5 kb; sendo entdo possivel que tenham o
comprimento correto. Mas por questfes técnicas, ndo foi possivel determinar com
exatiddo o comprimento do transcrito. Logo, apenas com os dados de Northern blot
nado € possivel concluir se o transcrito de GFP possui todas as sequéncias
necessarias para sua traducdo. Para tal, outras técnicas, RT-PCR seguido de

sequenciamento, PCR em tempo real, devem ser aplicadas.

A WT pCDXRibo pCDXTub B

GFP GFP pCDXRibo pCDXTub

wT GFP GFP

&

FIGURA 17 - DETEC(;AO DOS TRANSCRITOS DE NEOMICINA E GFP PARA A. deanei
CONTENDO OS VETORES pCDXRibo GFP E pCDXTub GFP.

NOTA: Northern blot usando sonda para neomicina (A) ou GFP (B) raidiomarcada com [P32]. O painel
superior mostra o resultado da hibridagédo, enquanto que o inferior mostra o0 RNA ribossémico em gel
desnaturante de agarose 1,2%. O RNA total foi extraido de 5 x 10 células em fase log. Os resultados
de (A) e (B) foram obtidos da mesma amostra, porém de géis e membranas distintos. Os nimeros
indicam os tamanhos em kb.

Nos tripanossomatideos, os genes de RNA ribossomal da subunidade 28S
sdo organizados em unidades fragmentadas e que sdo multicépia. Apresenta alta
taxa de expressdo e € regulado pela taxa de crescimento (ULIANA et al., 1996).
Cabe ressaltar que a sequéncia de A. deanei usada no vetor pCDXRibo foi obtida
por homologia com a sequéncia do DNA ribossomal 28S de C. fasciculata. A regido

clonada corresponde a um segmento a montante da subunidade 18S do cluster
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(Figura 15). Ela foi escolhida pela sua localizagao, no entanto, sua efetividade como
promotor ainda nao foi testada.

DaROCHA et al. (2004a) desenvolveram para T. cruzi um vetor integrativo
(PROCK GFP Neo) no locus de B-tubulina, um gene multicopia, como uma
alternativa para transfeccdo estavel neste parasito. A transfec¢cdo com este vetor
permitiu a selecdo de parasitos expressando altos niveis de GFP de forma estavel
por longos periodos. Com base nisso, criamos além do vetor de integracdo no locus
de rDNA (pCDXRibo) outro vetor para integragdao em a-tubulina (pCDXTub). Pelos
resultados das hibridagbes, pCDXTub mostrou-se mais promissor do que o
pCDXRibo, uma vez que permitiu a transcricdo de ambos os genes de resisténcia e
repérter. Conclui-se entdo que o vetor pCDXTub seja mais adequado para a
integracao e expressao do que o vetor pPCDXRibo em A. deanei.

De forma surpreendente, os dados de Northern blot contradizem os do
FACS (Figura 16 A e 17). A populacdo contendo o vetor pCDXTub GFP apresentou
fluorescéncia préxima a da selvagem. No entanto, a hibridagdo com sonda
especifica para GFP identificou seu transcrito, diferentemente do observado para a
populacdo que carrega o vetor pCDXRibo GFP. As andlises de hibridacdo ndo foram
realizadas com a mesma amostra que foi submetida a analise de FACS aqui
mostrada. Em situagcdo semelhante para T. cruzi, Pires et al. (2008) descreveram
que as populacdes selecionadas expressando GFP ou RFP nunca atingiram 100%
de parasitos fluorescentes, mesmo ap0ls repetidas diluicbes para selecao de
populacdo monoclonal. Neste estudo, os autores consideraram a possibilidade da
ocorréncia de nova recombinacdo apds a selecdo com G418. Como consequéncia,
diferentes regides do genoma podem exercer regulacao diferenciada, justificando a
reducdo da expressdo de GFP. Um evento semelhante pode ter ocorrido em A.
deanei, recombinado as constru¢cdes em uma regiao de baixa expressao.

Para descartar a possibilidade de alguma inconsisténcia na sequéncia dos
vetores construidos, analisamos as regides intercodificadoras de actina 5’; GAPDH
3’ e ao—tubulina 3’ apds té-las sequenciado (Figura 18 e Apéndice 1). Toda regido
com potencial para ser uma intercodificadora foi clonada, carregando ainda parte
das sequéncias codificadoras (marcadas em cinza). Utilizando como base os dados
de Campos et al. (2008), identificamos as provaveis sequéncias usadas para a
adicdo do SL e da cauda poli(A) para A. deanei. A distancia entre os nucleotideos

AG e a sequéncia de poli(Y) é de 18 a 24 nt (em T. cruzi e em T. brucei,
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7z

respectivamente). A sequéncia de poli(Y) possui extensdo de 14 - 15 nt e é
constituida em sua maioria por timinas (59 %) e citosinas (33 a 38 %). As regides
destacadas na Figura 18 foram selecionadas com base nesses dados, sendo que
para a regido rica em poli(Y) foi admitido sequéncias 12 a 24 pirimidinas contendo
no maximo uma purina. As trés regides intercodificadoras nos vetores pCDX
possuem pelo menos duas poli(Y) com multiplos sitios aceptores de splice leader
(dinucleotideo AG) para processamento adequado dos transcristos. Cabe ressaltar
que as distancias destas regides sdo variaveis entre as espécies (CAMPOS et al.,
2008) e em A. deanei elas ndo foram estudadas até o momento. Mesmo assim,
consideramos ser pouco provavel que a baixa expressdo de GFP seja em

decorréncia da integridade das regides intercodificadoras.

... TAAatgtccagacccctcGACCTCGTCCGCTACATGGCCTCCAA
GGAEEECTCTGCGTCCAAGATCEéégccccaaagactttatcgaaaa
atatcaaaagttttaatttcatgttttatttattttcggattttttt
tgtttttattatatttccctaaccctatattgatatAGeatttaatg
ttatacactgaaatgttttgtgctgtgttgctgata&&tgtgaatgt
ttttcacaataagcgaattgtgtttgttgtcctatggaaaatattgg
tectectttcttectecttgtttttatgattctctAGgaAGgattctataa
atatttatatacagtatttatttgaactagtagtaaaggTTGARACA

GTAAGCTAATG. . .
Actina 5 UTR a-tubulina 3’ UTR
Y - —
GAPDH 3’ UTR
TTACCGTCGGTGTCTGTCGTGAATGGCATCAATGGATGAgtgata . . . TGAattcCGCCGATGATGGTGAGGATGAGATCGAGGAGTACTAAgtacce
cgattgttattattattgcagcgtaagcatgcagtctttttatta actcggaaaagaagagaaaaatgaactcatttacggctaagtaaatgaactag
ttattattattatttttcaactccgectgecttctecttgtgaageg ttttttttttatttttcatccctgttttetetttttatttttgaatgtaatag
tttgtaaattacaagaaaaaatctttatttagtatgttgcgtatt acgaacaahGaaaaattcaaataaacacttcaccagatgttttttttctttca
tgctttattcgacagatcattttattttgctgtttgecttcgtgte ttccecggagtttgAGegatggtttttettetggectgaaccaaaatttecttttt
ttaccccatetecacteccctetteegeccacccattetttttaAGt ttttttecceccctectttegeccgecggegegegetecectgttggecacAGggeyg
tatcaaatecgctttttttttecttgaacgtacttetttttegact ttctttgcttecteccectcatctectgegecttegtttcateccttetetetet
aAGctaccatgtctgaAGaatccacctctatcgtttgegataacyg ctctetectetetecaccctetetotgtecAGttttettegeecttettteccaaa
gctctggtttggtctagatttaataaggagatatacatATG. . . cttccacacccccaaATGGCCACTCCCTAGTCT. . .

FIGURA 18 — SEQUENCIAS DAS REGIOES INTERCODIFICADORAS PRESENTES NO VETOR
pCDX.

NOTA: Os quadros mostram a sequéncia completa para actina 5’ inter-CDS, GAPDH 3’ inter-CDS e
a—tubulina 3’ inter-CDS. Em vermelho estéo regides ricas em pirimidina que podem ser usadas como
sitio de poliadenilacdo. Em letras mailsculas estdo potenciais AG aceptores de SL. Outros provaveis
AG também séo destacados em negrito.Em roxo estdo sequéncias residuais do vetor parental de
GFP (pROCK GFP Neo0). Sequéncias codificadoras residuais estdo destacadas em cinza.

Outra justificativa para a baixa expressao de GFP seria uma mutagdo no
gene de GFP, resultando em uma proteina nao funcional que poderia ser degradada
(revisado por HARTL; BRACHER; HAYER-HARTL, 2011). Para comprovar esta
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hipotese, o vetor pCDXTub GFP teve a regido do gene repérter sequenciada usando
oligonucleotideos iniciadores de actina inter-CDS (inter-codificadoras) 5’ forward e
GAPDH inter-CDS 3’ reverse. Em torno de 350 nt na regido central da proteina (em
torno de 50 % da codificadora) ndo tiveram discrepancias com a sequéncia molde
gque comprometesse a regiao codificadora (Apéndice 2). As sequéncias das
extremidades do gene apresentaram baixa qualidade no sequenciamento, mas
mesmo assim foi possivel identificar as bases através das sequéncias em separado.
Esta andlise indica que o gene de GFP estaria integro.

Apesar do amplo uso de GFP como gene reporter, essa proteina também é
capaz de exercer certa toxicidade em células de mamiferos, dificultando a obtencéo
de linhagens com expressao estavel dessa proteina. Liu et al. (1999) observaram
que diversas variantes de GFP expressas por células de mamiferos causaram
alteracdes morfologicas que resultaram em morte por apoptose, por mecanismo
desconhecido. A fluorescéncia destas células péde ser observada por no maximo
cinco dias apos a transfeccdo. Baseado neste relato, seria possivel que a proteina
GFP exercesse algum efeito toxico as células de A. deanei e, por mecanismos
protetores, tenha sido rapidamente degradada.

Perante as dificuldades encontradas para analisar as constru¢cdes contendo
GFP, optamos por testar outro gene repérter. O gene escolhido foi a luciferase de
Renilla reniformis. A clonagem e andlise da expresséo serdo discutidas na secéo

seguinte.

6.2.6. Avaliacdo da expressao heter6loga de RLUC em Angomonas deanei

A nao deteccao de fluorescéncia atribuida a expressdo de GFP nos motivou
a trocar esse gene reporter por outro com maior sensibilidade. Escolhemos entdo a
enzima luciferase de Renilla reniformis (RLUC). A quantificacdo da atividade desta
enzima apresenta maior acuracia, uma vez que as células eucaridticas possuem
luminescéncia propria desprezivel (DE ALMEIDA; RAPPARD; WU, 2011).

O gene de RLUC foi clonado nos vetores pCDXTub e pCDXRibo. Quatro
novos vetores foram gerados: pCDXTub RLUC; pCDXRibo RLUC; pCDXTub
HRLUC e pCDXRibo HRLUC (Figura 19 A). Estes dois ultimos, além da RLUC,
contém a regido aceptora de Spliced leader HX1 do gene TcP2B de T. cruzi. A

insercao desta regiao foi uma tentativa de adicionar sitios extras para trans-splicing,
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uma vez que sua presenca no vetor pTREX aumentou consideravelmente a

expresséo do gene reporter em relacéo ao vetor parental (VAZQUEZ; LEVIN, 1999).

A identidade das construcdes foi realizada por perfil de digestdo com endonucleases

de restricao (Figura 19 B).
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FIGURA 19 — VETORES pCDX COM GENE REPORTER RLUC.
NOTA: (A) Mapa dos vetores pCDX contendo RLUC. Os genes RLUC e RLUC contendo HX1 foram

obtidos do vetor pPROCK RR4 como descrito em Material e Métodos. A sequéncia em cinza a jusante
do gene de RLUC corresponde a um riboswitch inativo. (B) Perfil de digestdo dos vetores com as
enzimas Hindlll/Xbal (pCDXTub), Hindlll (pCDXRibo) e revelado por eletroforese em gel de agarose

1%. MM = Marcador molecular 1kb DNA Ladder (Fermentas).
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Os vetores de integracdo em o-tubulina foram usados em transfeccéo
estavel, enquanto que os de integracdo no locus ribossomal, em transfeccdo
transiente. Apds uma Unica tentativa de transfec¢éo, somente a populacéo contendo
pCDXTub HRLUC foi selecionada. A analise de luminescéncia da cultura de A.
deanei carregando de forma estavel ndo apresentou atividade de luciferase superior
a populacdo selvagem, gerando valores absolutos préximos de zero (Figura 20),
contrariamente ao observado em culturas de T. cruzi expressando RLUC de forma
estavel. Em virtude do tempo, a presenca da construcdo na transfeccao estavel ndo
foi determinada nesse ensaio. Também é possivel que a regido regulatoria de T.
cruzi tenha afetado negativamente o processamento pela maquinaria de A. deanei.
No caso da transfeccéo transiente com os vetores contendo a provavel sequéncia do
promotor ribossomal foram analisados 24 horas apds a transfeccdo. A atividade de

luciferase também foi proxima de zero (dados ndo mostrados).
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0 e—— - nee——
pROCK RR4 Selvagem pCDXTub HRLUC

T. cruzi

(Controle positivo) A. deanei

FIGURA 20 — ANALISE DA ATIVIDADE DE LUCIFERASE EM A. deanei CARREGANDO O VETOR
pCDXTub HRLUC.

NOTA: A atividade é referente ao extrato total de 2 x 10 células em fase exponencial de crescimento.
Epimastigotas de T. cruzi contendo o vetor pPROCK RR4 foram usadas como controle positivo. A.
deanei selvagem foi usada como controle negativo. Os valores do eixo y estdo em unidades de
luminescéncia. Os dados representam os resultados de trés experimentos independentes.
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Mesmo substituindo o gene repérter, a expressao pelos vetores pCDX em A.
deanei continuou baixa. Isso torna remota a possibilidade de toxicidade por GFP
anteriormente levantada. Em dado momento, cogitamos que a baixa expressao
fosse resultado da preferéncia por determinados codons durante a traducdo, como ja
descrito para outros tripanossomatideos (HORN, 2008). Pouca informacdo a
respeito da preferéncia por codons em A. deanei esta disponivel. Aproximadamente
600 cddons foram tabulados a partir de sequéncias do NCBI, segundo o sitio Codon
Usage Database (http://www.kazusa.or.jp/codon/) Pela baixa representatividade
deste valor, ndo levamos a comprovacdo desta hipGtese adiante. Mesmo assim,
seria pouco provavel que a preferéncia de cdédons seja a responsavel pela
expressao indetectavel de dois genes reporteres de organismos diferentes.

Em vista do observado pela atividade de luciferase, voltamos a nos
questionar sobre a eficacia das regides intercodificadoras usadas nos vetores.
Apesar de proveniente de genes housekeeping e da fidelidade de sua sequéncia ter
sido confirmada, € provavel que algum destes genes apresente baixa expressao
devido a algum mecanismo regulatério. Situacdo semelhante foi descrita para o— e
B—tubulina de T. cruzi, na qual os transcritos destes genes sdo de 3 a 6 vezes
menores em tripomastigotas e amastigotas, do que o observado em epimastigotas.
O nivel elevado de subunidades nao polimerizadas a— e pB—tubulina seriam
responsaveis pela autorregulacdo negativa dos transcritos de tubulina em
tripomastigotas e amastigotas (BARTHOLOMEU et al., 2002; DA SILVA;
BARTHOLOMEU; TEIXEIRA, 2006). No caso da A. deanei, abordagens
experimentais adicionais serdo necessarias para confirmar alguma correlagdo. Uma
alternativa seria trocar as regides intercodificadoras por outras, como as dos genes
PGKA e PGKB, usadas no vetor pNUS de Leishmania e C. fasciculata (TETAUD et
al., 2002).

Embora os vetores pCDX construidos neste estudo ndo realizem expressao
proteica em niveis detectaveis, é possivel que o vetor pCDXTub possa ser usado
para estudar experimentalmente a via de RNAi em A. deanei. Como discutido na
secdo 6.1, é provavel a existéncia de genes que participem desta via. O vetor de
integracdo em tubulina permitiu a sintese do transcrito de Neo e GFP (Figura 17),
por iSso especula-se que esse vetor seja capaz de sintetizar dsRNA em niveis que

possam ativar a maquinaria de RNAI, se existente.


http://www.kazusa.or.jp/codon/
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7. CONCLUSAO

As andlises de bioinformatica sugerem em A. deanei a existéncia do gene
para a proteina Ago, a nuclease efetora da via de RNAIi. Uma provavel proteina PIWI
também foi identificada. Esta proteina est4 presente em tripanossomatideos com e
sem RNAI funcional, sugerindo papel regulatério importante nesses organismos.
Com base nos dados mostrados, propdem-se o estudo experimental da via de RNAI
para a determinacdo de sua existéncia e niveis de atividade, além do estudo
funcional da provéavel proteina PIWI.

O ensaio de eletroporagdo com FITC-dextrana 150 demonstram a
permeabilizacdo da membrana de A. deanei pelo protocolo testado, o de T. cruzi. No
entanto, em comparacao com este Ultimo, a quantidade de células fluorescentes foi
20 % menor. Este protocolo permitiu a transfeccédo e selecdo dos vetores criados
para A. deanei, mas otimizacfes ainda sdo necessarias para este organismo.

Os vetores construidos com sequéncias préprias de A. deanei séo
integrados no genoma deste protozoario, no entanto ndo sdo capazes de expressar
0S genes reporter testados em quantidades detectaveis pelas técnicas usadas.
ModificagOes nas regides intercodificadoras podem ser realizadas na tentativa de
promover a expressdo. Devido a capacidade de integracdo e transcricdo, o vetor
pCDXTub pode ser usado na identificacdo experimental da via de RNAIi em A.

deanei através da sintese de dsRNA enddgeno.
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8. PERSPECTIVAS

Os resultados deste estudo revelaram alguns aspectos moleculares sobre
Angomonas deanei. Contudo, alguns ensaios precisam ser realizados para a
solucéo de algumas questdes: Sao eles:

o Teste experimental da maquinaria de RNAI através da transfec¢cdo com
dsRNA exogeno e enddgeno;

o Ensaios de Northern blot e Western blot para os genes de Dicer, Ago e
PIWI de A. deanei;

. Otimizacéao do protocolo de transfeccao;

o Alteracéo das regides inter-CDS dos vetores de expressao;

. Transfeccdo e analise da expressao destes vetores.
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APENDICE 1 — VETORES pCDX SEQUENCIADOS (continua)
NOTA: PROMOTOR rRNA O clone sequenciado foi pCDXRibo. Os alinhamentos foram agrupados
por regido do vetor. A regido em negro corresponde ao promotor de rRNA. Gaps sdo mostrados em
cinza. As regides nao destacadas fazem parte de regides a monte e a do promotor de rRNA.

Template
pCDXRibo-T7
pPCDXRibo-PRNA 7
PCDXRibo-PRNA 8inv

Template
PCDXRibo-T7
pPCDXRibo-PRNA 7
pPCDXRibo-PRNA 8inv

Template
PCDXRibo-T7
PCDXRibo-PRNA 7
pPCDXRibo-PRNA 8inv

Template
PCDXRibo-T7
PCDXRibo-PRNA 7
PCDXRibo-PRNA 8inv

Template
pCDXRibo-T7
PCDXRibo-PRNA 7
pPCDXRibo-PRNA 8inv

Template
PCDXRibo-T7
PCDXRibo-PRNA 7
PCDXRibo-PRNA 8inv

Template
PCDXRibo-T7
PCDXRibo-PRNA 7
pCDXRibo-PRNA 8inv

Template
PCDXRibo-T7
pCDXRibo-PRNA 7
pCDXRibo-PRNA 8inv

Template
PCDXRibo-T7
PCDXRibo-PRNA 7
pPCDXRibo-PRNA 8inv

Template
PCDXRibo-T7
pCDXRibo-PRNA 7
pCDXRibo-PRNA 8inv

Template
PCDXRibo-T7
PCDXRibo-PRNA 7
pPCDXRibo-PRNA 8inv

[eleavXSlolciciNNNNE(ENNe T C T GG GouNe[EiNNele CGCCGAT TMRE®CCCTCGGGGTGTGGGAGG
R NEiNelcuieleiNele/EiNe T C T CCCONE[EiNNEe CCCCGCATTINMNE®CCCTCGGGGTGTGGGAGH]
———————— GGCGGATTERERCCCTCGGGGTGTGGGAGG
GGTACCGGTTTTGGTCpysx€ele[e CTGGT TGGele[olE[exNgy T T G Cle{eleyNeieleie[eyeyye(eierNe(e

*hkkkkkkkkkkkkkkkkk

* ok ok ok ok ok ok k

GGGGCGCGGCCGGTTTGACCGTGAAAAGTAATTTTTTGgRGATAAACGATGTGGGGCAATT
GGGGCGCGGCCGGTTTGACCGTGAAAAGTAATTTTTTIMNGATAAACGATGTGGGGCAATT

GGGGCGCGGCCGGTTTGACCGTGAAAAGTAATTTTTTIMNGATAAACGATGTGGGGCAATT
GGGGCGCGGCCGGTTTGACCGTGAAAAGTAATTTTTTIMNGATAAACGATGTGGGGCAATT

R R R R R R R R R KhkkhkKkhkkhkhkkhkxhkhkkhkkh*xKk*

GGTTAAAAACAGTGTTATACATACGTTACAGTAGCGTGTTTTTCIRATTTTGAGCATCAGAT
GGTTAAAAACAGTGTTATACATACGTTACAGTAGCGTGTTTTTCETTTTGAGCATCAGAT
GGTTAAAAACAGTGTTATACATACGTTACAGTAGCGTGTTTTTCETTTTGAGCATCAGAT
GGTTAAAAACAGTGTTATACATACGTTACAGTAGCGTGTTTTTCETTTTGAGCATCAGAT)

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhk khkkkkkkkkhkkhkkkkkk

GACCGTTTTTTAGGGGTTGACTTTTTTCTTGGACATGGCCGT T T GgadaCI®@TTTTTCCGGG
GACCGTTTTTTAGGGGTTGACTTTTTTINCTTGGACATGGCCGTTTING®CINT TTTTCCGGG
GACCGTTTTTTAGGGGTTGACTTTTTTINCTTGGACATGGCCGTTTINS®CINT TTTTCCGGG
GACCGTTTTTTAGGGGTTGACTTTTTTINCTTGGACATGGCCGTTTING®CINT TTTTCCGGG

R R R R I R R S S S I S S S Kk kkkk Kk Kk kKKK

GGgCCCATGGGGGGGAGGGCCAAAAACCCCCTCGCCGAGGGACAGAGCGATTTCCAGTG
GG[E[CCCATGGGGGGGAGGGCCAAAAACCCCCTCGCCGAGGGACAGAGCGATTTCCAGTG
GGECCCATGGGGGGGAGGGCCAAAAACCCCCTCGCCGAGGGACAGAGCGATTTCCAGTG

GClE@CCCATGGGGGGGAGGGCCAAAAACCCCCTCGCCGAGGGACAGAGCGATTTCCAGT(
Kok kokok ok ok kK X K K Kk ok ok ok ok ok ok ok k kK X K K kK ok ok ok ok ok k ok k kK X K K kK ok ok ok ok ok ok Kk ok Kk

G
*
TAATATTTGCTAGGGCGGGGGCTTCGAAGAAATCCTCTGCAGAGGGGTCAGGGGTGACGA|
TAATATTTGCTAGGGCGGGGGCTTCGAAGAAATCCTCTGCAGAGGGGTCAGGGGTGACGA|
TAATATTTGCTAGGGCGGGGGCTTCGAAGAAATCCTCTGCAGAGGGGTCAGGGGTGACGA|
TAATATTTGCTAGGGCGGGGGCTTCGAAGAAATCCTCTGCAGAGGGGTCAGGGGTGACGA|

B R R R R R I R I I I S S e S

[AAAGCCTATTTCTTACCCGGGCTGCACAAAATATCTGGCGCGAATCGTGTTTTTGAGAAA
[AAAGCCTATTTCTTACCCGGGCTGCACAAAATATCTGGCGCGAATCGTGTTTTTGAGAAA
[AAAGCCTATTTCTTACCCGGGCTGCACAAAATATCTGGCGCGAATCGTGTTTTTGAGAAA

[ AAAGCCTATTTCTTACCCGGGCTGCACAAAATATCTGGCGCGAATCGTGTTTTTGAGAAR)
kK K ok kK ok ok kK ok ok kK ok k ok ok ok kK ok ok kK ok k ok ok ok kK ok ok kK ok k ok ok ok kK ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok kK ok ok

[AGGGGAAAACAGGAAGGAATTCCTGCGACTACGCTTTTCCGCCACACTTCTTTGTTGTGG
[ AGGGGAAAACAGGAAGGAATTCCTGCGACTACGCTTTTCCGCCACACTTCTTTGTTGTGG
[ AGGGGAAAACAGGAAGGAATTCCTGCGACTACGCTTTTCCGCCACACTTCTTTGTTGTGG
[ AGGGGAAAACAGGAAGGAATTCCTGCGACTACGCTTTTCCGCCACACTTCTTTGTTGTGG

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkk

CGCGTCTTTCACCGGATGCGCTGCGAATTTTCAGAAGGGGAGTCGAAACGCCGTGCGGAT
CGCGTCTTTCACCGGATGCGCTGCGAATTTTCAGAAGGGGAGTCGAAACGCCGTGCGGAT
CGCGTCTTTCACCGGATGCGCTGCGAATTTTCAGAAGGGGAGTCGAAACGCCGTGCGGAT

CGCGTCTTTCACCGGATGCGCTGCGAATTTTCAGAAGGGGAGTCGAAACGCCGTGCGGAT
Kk kK k k& & K Kk ko ok ok ok ok ok ok ok k k& kK kK ko ok ok ok ok ok ok ok k ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k kK K kK K

GCCGAGTTTGTGCGAATCAAACCAAAAGGCAACGAAGCACGGCGACAAGACGAAACCACC
GCCGAGTTTGTGCGAATCAAACCAAAAGGCAACGAAGCACGGCGACAAGACGAAACCACC
GCCGAGTTTGTGCGAATCAAACCAAAAGGCAACGAAGCACGGCGACAAGACGAAACCACC
GCCGAGTTTGTGCGAATCAAACCAAAAGGCAACGAAGCACGGCGACAAGACGAAACCACC

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkhkkkkk

CACATCACATGAGAGTGTGCGTCTTTACEGACGCCACCACTGACCAGCTCTCTATTCATT
CACATCACATGAGAGTGTGCGTCTTTACIGACGCCACCACTGACCAGCTCTCTATTCATT

CACATCACATGAGAGTGTGCGTCTTTACINGACGCCACCACTGACCAGCTCTCTATTCATT
CACATCACATGAGAGTGTGCGTCTTTACINGACGCCACCACTGACCAGCTCTCTATTCATT

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkh hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkk

118
118
93

120

178
178
153
180

234
238
213
240

292
298
273
300

352
358
333
360

412
418
393
420

472
478
453
480

532
538
513
540

592
598
573
600

652
658
633
660
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APENDICE 1 — VETORES pCDX SEQUENCIADOS (conclus&o)
NOTA: PROMOTOR rRNA. O clone sequenciado foi pCDXRibo. Os alinhamentos foram agrupados
por regido do vetor. A regido em negro corresponde ao promotor de rRNA. Gaps sdo mostrados em
cinza. As regides nao destacadas fazem parte de regides a monte e a do promotor de rRNA.

Template
PCDXRibo-T7
pPCDXRibo-PRNA 7
pPCDXRibo-PRNA 8inv

Template
pCDXRibo-T7
pPCDXRibo-PRNA 7
PCDXRibo-PRNA 8inv

Template
PCDXRibo-T7

CCACCCCAGCTATGCTGCTCCCGCGTTGGACGGCGTGTGCGTTCCCTGCTCGCTTCACTG
CCACCCCAGCTATGCTGCTCCCGCGTTGGACGGCGTGTGCGTTCCCTGCTCGCTTCACTG

CCACCCCAGCTATGCTGCTCCCGCGTTGGACGGCGTGTGCGTTCCCTGCTCGCTTCACTG
CCACCCCAGCTATGCTGCTCCCGCGTTGGACGGCGTGTGCGTTCCCTGCTCGCTTCACTG

R R R R R R R R R R R R 3

CGTTCGGGGAAGCTTCTGCCCGTGTCTGCCTGCGTCCGCTTCACCGCGGCGCHMNGIMNGAC
CGTTCGGGGAAGCTTCTGCCCGTGTCTGCCTGCGTCCGCTTCACCGCGGCGCEEGEEGAC]
CGTTCGGGGAAGCTTCTGCCCGTGTCTGCCTGCGTCCGCTTCACCGCGGCGCEEGEEGAC]
CGTTCGGGGAAGCTTCTGCCCGTGTCTGCCTGCGTCCGCTTCACCGCGGCGCHECEO®GAC

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkkkkkhkkhkkhkkkkkkk * * % %

GTCGGAAGCGATGCTACCACAAGCAC

jeleler:veienNele CC T TINEGOGTGTGAAA

PCDXRibo-PRNA 7

pPCDXRibo-PRNA 8inv GTCGGAAGCGATGCTACCACAAGCACCCCTCIRATGCGAACGACGgialal®T GIiC(®

R R I AR I e ** ok

Template
pCDXRibo-T7
PCDXRibo-PRNA 7

CGATGCTACCACAAGCACCCCTCEATGCGAACGACGE[SHNNT G(€/C EHYEUNEV-V:N
GTCGGA"CGATGCTACCACAAGCACFFCTC;iTGCGAACGACGGCTTTGGCGTGTGAAA
A

elONSeNe- - CTCGAG 844
Cl&NeI&INOCCCTCGAG 853
ClONSIONOCCCTCGAG 827

pCDXRibo-PRNA 8inv ~  —————————————-—-

APENDICE 1 — VETORES pCDX SEQUENCIADOS

NOTA: TUBULINA O clone sequenciados foi pPCDXTub. O alinhamento foi agrupado por regido do

712
718
693
720

772
778
753
780

831
838
812

103

vetor. A regido em negro corresponde ao gene de tubulina. Gaps sdo mostrados em cinza. As regites
ndo destacadas fazem parte de regibes a monte e a jusante do gene de tubulina.

Tub_Teo ATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCCTCGACATCACTAGTGAATTCGCG 60
Tub dsTUB ~ ————— =~ ==~ -~ -~ — oo

Tub_Teo GCCGCCTGCAGTACGATTTGACTCGACGCAGCCTCGACATTGAGCGCCCCAuevNeNson 120

Tub dsTUB ~  =—=======-=-- GCGATG-----— GACGCA-———————————————————- CGTACACCAREHE
* ok koK Kk ok ok k% Kk ok ok ok ok ok ok ok

Tub_Teo [ACGTGAACCGTCTCTGCGCGCAGGTGGTGTCCGCCCTCACCGCGTCTCTCCGCTTCGATGNRE

Tub_dsTUB [ACGTGAACCGTCTCTGCGCGCAGGTGGTGTCCGCCCTCACCGCGTCTCTCCGCTTCGATGREHN
Khkhkhkkkhkhkhkkhkhkhkhhhhkkhhhkhkhkhhkhhhhkhhkhhkhkhhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkkhkhkdkkkhkkkkk*x

Tub_Teo GTGCCCTCAACGTTGATCTGACCGAGTTCCAGACCAACCTCGTGCCCTACCCCCGTATCC ey

Tub_dsTUB GTGCCCTCAACGTTGATCTGACCGAGTTCCAGACCAACCTCGTGCCCTACCCCCGTAT CC i
Khkhkhkkkhkhkhkhhkhkhhhhkkhhhkhkhkhhkhhhhkhhhhkkhkhkhkhhkhkhdkhhkhkhkhhkhkdkdhkhkdkkhx

Tub_Teo [ACTTCGTGCTCACCTCCTACGCCCCCGTCATCTCCGCCGAGAAGGCCTACCACGAACAGCESINY

Tub_dsTUB [ACTTCGTGCTCACCTCCTACGCCCCCGTCATCTCCGCCGAGAAGGCCTACCACGAACAG AN
KA A h kA Ak Ak A Ak kA Ak kb Ak ko hk Ak khk Ak Ak hkhk A hkhkhkrhkhkhkhhkhkhkhhdkhkhkrkhkhkrkkhhx*k

Tub_Teo TCTCCGTCTCCGAGATCACCAACTCCGTCTTCGAGCCCGCTGGCATGCTCACCAAGTGCCEIYNY

Tub_dsTUB TCTCCGTCTCCGAGATCACCAACTCCGTCTTCGAGCCCGCTGGCATGCTCACCAAGT GCGEAE
KA A Ik Ak Ak h Ak A Ak kA Ak hk kA hkhkhk Ak ko hk Ak hkhkhkh A hkhkhk Ak ko hkhhkhkhkhhhkhkhkrkhkhkrkhhhx*k

Tub_Teo [ACCCTCGCCACGGTAAGTACATGTCTTGCTGCCTCATGTACCGCGGTGATGTCGTCCCCA )

Tub_dsTUB [ACCCTCGCCACGGTAAGTACATGTCTTGCTGCCTCATGTACCGCGGTGATGTCGTCCCCANCEAN
- Kk kkhkhkhkhkhhkhhkhhkhhkhkhkhhhkhhhrhkhhhhkhkhkhhhkhhrhkhhhhkhkhkhhhhhkrhkhhkrhkkkhkhxk

Tub_Teo [AGGACGTCAACGCCGCCATCGCCACCATCAAGACGAAGCGCACCATCCAGTTCGTCGAG Y]

Tub_dsTUB [AGGACGTCAACGCCGCCATCGCCACCATCAAGACGAAGCGCACCATCCAGTTCGTCGAGHNECEA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A h kK k



APENDICE 1 — VETORES pCDX SEQUENCIADOS (continua)
NOTA: ACTINA 5’ inter-CDS Os clones sequenciados foram pCDXTub e pCDXRibo. Os alinhamentos
foram agrupados por regido do vetor. A regido em negro corresponde a actina 5’ inter-CDS. Gaps séo
mostrados em cinza. As regides nao destacadas fazem parte de regides a monte e a jusante de

actina 5’ inter-CDS

ACT_Teo
PCDXRiboGFP_ActF
pCDXRibo—T7§romoter
pPCDXRibo-PRNA 7

ACT Teo

PCDXRiboGFP AcCtF
pCDXRibo-T7promoter
pPCDXRibo-PRNA 7

ACT Teo
pCDXRibOGFP_ACtF
pPCDXRibo-T7promoter
PCDXRibo-PRNA 7

ACT_Teo

PCDXRiboGFP AcCtF
pCDXRibo-T7promoter
PCDXRibo-PRNA 7

ACT_Teo
pCDXRibOGFP_ACtF
pPCDXRibo-T7promoter
PCDXRibo-PRNA 7

ACT_Teo
PCDXRiboGFP_ActF
pCDXRibo-T7promoter
PCDXRibo-PRNA 7

ACT_Teo

PCDXRiboGFP ActF
PCDXRibo-T7promoter
pCDXRibo-PRNA 7

CTCGAGTTACCGTCGGTGTCTGTCGTGAATGGCATCAATGGATGAET GA TENCe NN

* % % * Kk kkkkkkkk

TTATTATTGCAGCGTAAGCATGCAGTCTTTTTATTATTATTATTATTATTTTTCAACTCC
TTATTATTGCAGCGTAAGCATGCAGTCTTTTTATTATTATTATTATTATTTTTCAACTCC
TTATTATTGCAGCGTAAGCATGCAGTCTTTTTATTATTATTATTATTATTTTTCAACTCC

TTATTATTGCAGCGTAAGCATGCAGTCTTTTTATTATTATTATTATTATTTTTCAACTCC
ok ok ok ok ok kK kK kX K K K K K ok ok ok ok ok k kK kK K K kK ok ok ok ok ok Kk k kK X K ok kK ok ok ok ok ok ok Kk ok Kk

GCTGCTTCTCCTTGTGAAGCGTTTGTAAATTACARGAAAAAATCTTTATTTAGTATGTT(
GCTGCTTCTCCTTGTGAAGCGTTTGTAAATTACARNGAAAAAATCTTTATTTAGTATGTTG
GCTGCTTCTCCTTGTGAAGCGTTTGTAAATTACARGAAAAAATCTTTATTTAGTATGTTG
GCTGCTTCTCCTTGTGAAGCGTTTGTAAATTACAEGAAAAAATCTTTATTTAGTATGTT(

B R R R R R R R I R e e R e I e S e S S S e S

CGTATTTGCTTTATICGACAGATCATTTTATTTTGCTGTTTGCTICGTGT SN TACCCCA|
CGTATTTGCTTTATCGACAGATCATTTTATTTTGCTGTTTGCTINCGTGTGHGINTACCCCA
CGTATTTGCTTTATCGACAGATCATTTTATTTTGCTGTTTGCTINCGTGTIRGINTACCCCA

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhk hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkk kkkkk * ok ok ok ok ok ok

KAk khkhkhkhkhkhkhkhhhk Khkk K hkkk k)% K hkkhkhkkhkhkkhkhkhk k), K hkkk )k *% Kk kkKk Kk kK

€TACTTCTTTTheREterCTANGCT ARSI TGIReC T GARIEA AT C ClgNelCEl
TACTTCTTT ThMeREIerC TANGCTAZEISOA TGIREC T GARNIEA A TC CgNeCEl
a7 GARYNeA A TCCONeC e
U\ TGAEINA A TCCRERCde

*k ok kkkkokkokkokkk *kkk  kkkk * k% * k k% * Kk ok k k *
G| - - TCTAGACCGGAT-CCGTGT-AGT
Gl - - TCTAGATTTAARAAGGAGATAT-

== TTCTAAACCGGATTCCGTGTTATT
TGTCTAGACCGGAT--CGTGTAATT

kKK KAk kKKK KkkkKkKk K* K

120
73

120
120

180
133
180
179

239
192
240
235

297
250
299
289

347
300
359
336

399
353
416
390
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APENDICE 1 — VETORES pCDX SEQUENCIADOS (continua)
NOTA: GAPDH 3’ INTER-CDS. Os clones sequenciados foram pBSTAG e pCDXRibo. Os

alinhamentos foram agrupados por regido do vetor. A regiao em negro corresponde a GAPDH 3

inter-CDS. Gaps sdo mostrados em cinza. As regides ndo destacadas fazem parte de regides a
monte e a jusante de GAPDH 3’ inter-CDS

GAPDH Teo
PCDXRiboGFP GAPDHRev
PBSTAG_GAPDHFor

GAPDH Teo
PCDXRibOGFP GAPDHRev
PBSTAG_GAPDHFor

GAPDH Teo
PCDXRiboGFP GAPDHRev
PBSTAG_GAPDHFor

GAPDH_Teo
PCDXRiboGFP_ GAPDHRev
PBSTAG_GAPDHFor

GAPDH_ Teo
PCDXRiboGFP_GAPDHRev
PBSTAG_GAPDHFor

GAPDH_Teo
PCDXRiboGFP_GAPDHRev
PBSTAG GAPDHFor

GAPDH_Teo
PCDXRiboGFP_GAPDHRev
PBSTAG GAPDHFor

jNelerXe(e T C G T{ele GO C AT ClejolouNelorvNele,\ CCGCCTCTGCGTCCAAGATCTAAGCCCCAA|

—————— CCGT{ENGENSIICAT G ACCGCTCTGCGTCCAAGATCTAAGCCCCAA

* kK Kk

TCGACCCCCT CATCleleloliNeler:¥Neler CCGCTCTGCGTCCAAGATCTAAGCCCCAA

Kk khkkhkkhkhk Ak hkhkkhkhk Ak kA hkkhkhk Ak kkk k%

*k* *

AGACTTTATCGAAAAATATCAAAAGTTTTAATTTCATGTTTTATTTATTTTCGGATTTTT)

AGACTTTATCGAAAAATATCAAAAGTTTTAATTTCATGTTTTATTTATTTTCGGATTTTT
AGACTTTATCGAAAAATATCAAAAGTTTTAATTTCATGTTTTATTTATTTTCGGATTTTT

R R R R R R R R R R R R 3

TTTGTTTTTATTATATTTCCCTAACCCTATATTGATATAGCATTTAATGTTATACACTGA|
TTTGTTTTTATTATATTTCCCTAACCCTATATTGATATAGCATTTAATGTTATACACTGA]
TTTGTTTTTATTATATTTCCCTAACCCTATATTGATATAGCATTTAATGTTATACACTGA

dhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkhkkhkkkhkkhkkkkk

AATGTTTTGTGCTGTGTTGCTGATAGGTGTGAATGTTTTTCACAATAAGCGAATTGTGTT
AATGTTTTGTGCTGTGTTGCTGATAGGTGTGAATGTTTTTCACAATAAGCGAATTGTGTT
AATGTTTTGTGCTGTGTTGCTGATAGGTGTGAATGTTTTTCACAATAAGCGAATTGTGTT)

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkkkkhkkhkkhkkkkkkk

TGTTGTCCTATGGAAAATATTGGTCTCTTTCTTCTCTTGTTTTTATGATTCTCTAGGAAG
TGTTGTCCTATGGAAAATATTGGTCTCTTTCTTCTCTTGTTTTTATGATTCTCTAGGAAG
TGTTGTCCTATGGAAAATATTGGTCTCTTTCTTCTCTTGTTTTTATGATTCTCTAGGAAG

B R R R R R I I R S S S S

GATTCTATAAATATTWATATACAGTATTTATTTGAACTAGTAGTAAAGGTTGAAACAGTA|

ey TGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGC

60
60
44

120
120
104

180
180
164

240
240
224

300
300
284

360
316
344

365

404

105



APENDICE 1 — VETORES pCDX SEQUENCIADOS (conclus&o)

NOTA: TUBULINA 3’ INTER-CDS. Os clones sequenciados foram pCDXTub e pCDXRibo. Os

106

alinhamentos foram agrupados por regido do vetor. A regidao em negro corresponde a tubulina 3’ inter-
CDS. Gaps sao mostrados em cinza. As regides ndo destacadas fazem parte de regides a monte e a
jusante de tubulina 3’ inter-CDS

TUB Teo

Ribo T3
PBSTAGTubIgRev
Ribo pRNARev9

TUB Teo

Ribo T3
PBSTAGTubIgRev
Ribo_ pRNARev9

TUB_Teo

Ribo T3
PBSTAGTubIgRev
Ribo pRNARev9

TUB_Teo

Ribo T3
PBSTAGTubIgRev
Ribo pRNARev9

TUB Teo

Ribo T3
PBSTAGTubIgRev
Ribo pRNARev9

TUB_Teo

Ribo T3
PBSTAGTubIgRev
Ribo pRNARev9

TUB_Teo

Ribo T3
PBSTAGTubIgRev
Ribo_ pRNARev9

TUB Teo

Ribo T3
PBSTAGTubIgRev
Ribo pRNARev9

TUB_Teo

Ribo T3
PBSTAGTubIgRev
Ribo_ pRNARev9

————————————————————————————————— &7 TTCCGCCGATGATGGTGAGGATGA
TCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGCARNMNeolelololelUyelielel el Yelel-Uyel:
TCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTTTCARNMNeelelololel-Uiel-ielel el Nelel-Uyel:
TCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGT TCTTTTGANiielelelelolerNielNelelierNelel-Ue

khkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkkk

GATCGAGGAGTACTAAGTACCCACTCGGAAAAGAAGAGAAAAATGAAGMTCATTTACGGCT
GATCGAGGAGTACTAAGTA ACTCGGAAAAGAAGAGAAAAATGAAMTCATTTACGGCT
GATCGAGGAGTACTAAGTA

AAGTAARTGAACTINGMTTTTTTTTTATTTTTCATCCCTGTTTTCTCTTTTTATTTTTGAA
AAGTAARTGAACTINGMTTTTTTTTTATTTTTCATCCCTGTTTTCTCTTTTTATTTTTGAA)
AAGTAARTGAACTINGTTTTTTTTTATTTTTCATCCCTGTTTTCTCTTTTTATTTTTGAA)

*kkkkk  kkkkkk khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

TGTAATAGACGAACAAAGAAAAATTCAAATAAACACTTCACCAGATGTTTTTTTECTTTC
TGTAATAGACGAACAAAGAAAAATTCAAATAAACACTTCACCAGATGTTTTTTTICTTTC
TGTAATAGACGAACAAAGAAAAATTCAAATAAACACTTCACCAGATGTTTTTTTICTTTC
TGTAATAGACGAACAAAGAAAAATTCAAATAAACACTTCACCAGATGTTTTTTTICTTTC

R R R T R I L R

ATTCCCGGAGTTTGAGCGATGGTTTTTCTTCTGGCTGAACCAAAATTTCTTTTTTT T gkt
ATTCCCGGAGTTTGAGCGATGGTTTTTCTTCTGGCTGAACCAAAATTTCTTTTTTT TNy
ATTCCCGGAGTTTGAGCGATGGTTTTTCTTCTGGCTGAACCAAAATTTCTTTTTTT TN

I ATTCCCGGAGTTTGAGCGATGGTTTTTCTTCTGGCTGAACCAAAATTTCTTTTTTT TN
K%k ok ok ok ok Kk Kk kK K K K K K K Kk ok ok ok ok ok Kk kK K K K K K Kk ok ok ok ok ok ok ok kK K X K K Kk ok ok ok ok ok

CCCCCTCCTTTCGCCGCCGGCGCGCGCTCCCCTGTTGGCACAGGGCGTTCTTTGCTTCTC
CCCCCTCCTTTCGCCGCCGGC CTCCCCTGTTGGCACAGGGCGTTCTTTGCTTCTC
CCCCCTCCTTTCGCCGCCGGC CTCCCCTGTTGGCACAGGGCGTTCTTTGCTTCTC

CCTTTCGCCGCCGGC CTCCCCTGTTGGCACAGGGCGTTCTTTGCTTCTC
Kk ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok k ok k ke khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

GCGCG
GCGCG
GCGCG
* k k k k

CCCTC®TCTCCTGCGCCTTCGTTTCATWCCTTCTCTCTCTCTCTC

CCCTCRTCTCCTGCGCCTTCGTTTCAT@CCTTCTCTCTCTCTCTCNCUNGUNOUNGACCCTCT
CCCTCRTCTCCTGCGCCTTCGTTTCAT@CCTTCTCTCTCTCTCTCNCUNGUNOUNGACCCTCT
CCCTCRTCTCCTGCGCCTTCGTTTCAT@CCTTCTCTCTCTCTCTCNCUNGUNGUNGACCCTCT

R R R R R R S S S S

Kk kKKK K

TGGCCACTCCC
TGGCCACTCCC

* Kk ok k ok ok ok ok ok ok ok

* ok ok ok kkk ok ok ok *khkkkk kk kkkkk Kk *

TAGTCT——— == ===~~~ —— -
TAGTCTGAGCTCTGCGTTGGTGCGTGCCGAACTACTCGTGTGCGCCGCGTTTGTGCGGCA
______________ CG____________________________________________
______________ CG____________________________________________

27

517
840
840

87

5717
900
900

147
637
960
960

206
697
1020
1020

263
757
1080
1080

323
817
1140
1140

375
877
1200
1200

435
937
1240
1240



APENDICE 2 — SEQUENCIAMENTO DE GFP

NOTA: Em preto, esta o gene de GFP. Gaps sdo mostrados em cinza. As regiées ndo destacadas

fazem parte de regides a monte e a jusante do gene de GFP

Tebdrico
TubGFP GAPDH
TubGFP_ActF

Tedrico
TubGFP GAPDH
TubGFP_ActF

Tedbrico
TubGFP GAPDH
TubGFP_ActF

Tedrico
TUbGFP_GAPDH
TubGFP_ActF

Tebrico
TubGFP_GAPDH
TubGFP_ ActF

Tedbrico
TubGFP GAPDH
TubGFP ActF

Tedbrico
TubGFP GAPDH
TubGFP ActF

Tebrico
TubGFP GAPDH
TubGFP_ActF

Tebrico
TubGFP GAPDH
TubGFP_ActF

Tebrico
TubGFPiGAPDH
TubGFP_ActF

Tedbrico
TubGFPiGAPDH
TubGFP_ActF

Tedbrico
TubGFP_GAPDH
TUbGFP ActF

Tebrico
TubGFP GAPDH
TubGFP_AcCtF

A
---ATGGCT---GTTTA-—--—--— ATTGAAGAGGC-—-———-—-—— T
ATAACGGCTCTGGTTTGGTCTAGATTTAARAAGGAGATATACATR

* kK kK * ok kK *kk kK K K * ok kK

VST TTTCACHN BGTCCCAATT®TTGTIGAATINAGANEGTGATGTTAR
e T TTTCACES —GTCCCAATT—TTGT—GAAT—‘G‘——GTGATGTTAE

*kk kKA Kk KKk K

VST TTTCACHN IGTCCCAATT@TTGCTINGAATINAGANEGTGATGTTAR

* Kk Kk kK kK KAk Kkk KAk kA kA hkkk Kkhkkk Kkhkkk Kkk%k kA Ak kKA Ak Ak k *kk K*kkKk

TN T TGCA@TACINEGAAAACTAC®TGTINCCATGGCCAACAMTTGTCAMTACTTTCGGTT

*kkkk  kkk * kkkkkkk kkk kkkkkkkkkkkk kkkkkk kkkkkkkkkkk

ATGGTGTTCAATGCTTTGCGAGATACCCAGATCATATGAAACAGCATGACTTTTINCAAGA
ATGGTGTTCAATGCTTTGCGAGATACCCAGATCATATGAAACAGCATGACTTTTECAAGA
ATGGTGTTCAATGCTTTGCGAGATACCCAGATCATATGAAACAGCATGACTTTTINCAAGA)

R R R T R I e R

GTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACT
GTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACT
GTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACT

R R T T R R R

C
C

[ACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAA
I ACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAA)
I ACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAA)

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkhkkkhkkhkkkhkkkhkkkkkk

AAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATA)
I AAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATA)
AAGGTATTGATTTTAAAGAASATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATA

dhkkhkhkhkkhhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkh hhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

I ACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTCA|
I ACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTCA|
[ACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTCA

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

CICCAATTGGCGATGGCCEOTGTCCHN
CICCAATTGGCGATGGCCETGTCCITTINACCAGACAACCATTACCTGYCI®A
CINCCAATTGGCGATGGCCTGTCC] A ACCAGACAACCATTACCTGMC|

K KKK KAKAAAAKAAAAAAAK, K Ak hk, Kk K,k kh kh khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk k), *xk* * *%

IACCAGACAACCATTACCTGHCI®A

Kk kK

CCCTTTCGAARGATCCCAACGAAAAGHKEA OACATGGTCCHTGINT GAET TING T AACIAG]
CCCTTTCGAARGATCCCAACGAAAAGIGA MACATGGTCCINTIN®T GASIT TIRGTAAC

khkkkkhkkhkkhkkhkk khkkkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk * kk kkkkkkkkk Kk

CCCTTTCGAARGATCCCAACGAAAAGKEA® ACATGGTCCTTGAGTAAC G

*khkk kk kkkkk K

TGTCCAGACCCCTCGACC
TGTCCAGACCCCTCGACC
CKTCCR-ACCCCTC-ASC

khkkkkkhkkhkkhkkhkk Kk kkkkkkkk * * * kK% *kkhkkkkkk Kk Kk

*kkkkkkkkkkkk

420
82
373

480
130
433

540
185
493

600
236
553

660
295
613

720
355
673

780
415
733

840
475
793

900
535
853

960
595
911

1020
655
967

1080
715
1024

1140
775
1078



