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RESUMO

Trypanosoma cruzi, o agente etiolégico da doenca de Chagas, € um organismo
amplamente estudado devido a sua importancia médica e também por possuir
caracteristicas peculiares que o tornam um bom modelo de estudo para questdes
bioldgicas basicas. A repressdo de RNAs mensageiros em granulos citoplasmaticos
compostos de complexos mRNA-proteina (MRNPs) é uma importante via de regulacao
pods transcricional em eucariotos e, recentemente, foi demonstrado que granulos de
RNA estao presentes em T. cruzi. Alguns ortélogos de proteinas humanas envolvidas
em mecanismos de regulacao foram encontrados nestas estruturas e caracterizados,
mas a funcdo e composicdo de granulos de mRNA neste modelo experimental
permanecem desconhecidas. Em humanos e outros eucariotos, condi¢cdes de estresse
como calor, radiacdo UV, presenca de agentes citotoxicos ou deficiéncia de glucose
podem induzir a formacao de granulos de estresse, um tipo de estrutura citoplasmatica
envolvida em repressdo, separacao e armazenamento de mRNA durante condicdes
adversas. Foram encontradas, em banco de dados de T. cruzi, trés sequéncias de
proteinas que possuem certa similaridade estrutural com as proteinas humanas TIA1 e
TIAR. Os genes correspondentes foram clonados utilizando-se a tecnologia Gateway®,
para a obtencao de proteinas recombinantes. As proteinas purificadas foram utilizadas
para produzir anticorpos policlonais em camundongos, os quais puderam elucidar a
localizagao celular e padroes de expressao destas proteinas durante o ciclo de vida do
parasita. A caracterizagcdo destas proteinas pode ajudar a elucidar melhor os

mecanismos de regulagcao pés transcricional em T. cruzi.

Palavras-chave: TIA1/TIAR. Trypanosoma cruzi. Regulagdo da expressao génica.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas’ disease, is an organism widely
studied due to its medical importance and particular features that make it an alternative
model for basic biological studies. Repression of messenger RNAs in cytoplasmic
granules composed of mRNA-protein (MRNP) complexes is an important pathway of
posttranscriptional regulation in eukaryotes, and recently was shown that mRNA
granules are present in T. cruzi. A few orthologs of human proteins involved in mRNA
metabolism were found and characterized on these structures, but the function and
composition of MRNA granules in this organism remain unknown. In humans and other
eukaryotes, stress conditions such as heat, UV radiation, presence of cytotoxic agents
or glucose starvation can induce the formation of stress granules, cytoplasmic structures
involved in mRNA repression, sorting and storage during adverse conditions. Three
protein sequences that have a certain structural similarity with the human TIA1/TIAR
proteins were found in the T. cruzi data bank. The genes encoding these three proteins
were cloned using the Gateway® technology and the recombinant proteins were
obtained. The purified proteins were used to produce polyclonal antibodies in mice and
the cellular localization and expression patterns of these proteins during the parasite’s
life cycle were performed. The characterization of these proteins can help to elucidate

the mechanisms of posttranscriptional regulation in T. cruzi.

Keywords: TIA1/TIAR. Trypanosoma cruzi. Regulation of gene expression.
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1. INTRODUCAO

Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado pertencente a ordem
kinetoplastida (LEVINE, 1980), familia tripanosomatidae (CHAGAS, 1909). Ao infectar o
homem, T. cruzi pode causar a doencga de Chagas, um mal que pode se tornar crénico
e ocasionar uma severa cardiomiopatia. Desde a descoberta da doenca por Carlos
Chagas ha 100 anos, T. cruzi vem sendo alvo de muitos estudos, porém , até hoje, ndo
h& vacina ou tratamento quimioterapico eficiente para a doenca de Chagas. O fato de
ser uma doenga bastante debilitante e que atinge milhares de pessoas, principalmente
na América latina, justifica o grande interesse no estudo deste parasita
(http://apps.who.int/tdr/svc/diseases/chagas). Além disso, T. cruzi possui muitos
aspectos peculiares em sua estrutura e funcionamento celular, sendo um modelo
alternativo para pesquisa basica de mecanismos biolégicos (DE SOUZA, 1984).

O controle pés-transcricional da expressao génica parece ter um papel muito
importante na biologia de T. cruzi e estudos recentes demonstram que estes parasitas
apresentam, em seu citoplasma, granulos de mRNA formados por complexos mRNP
(HOLETZ et al, 2007). Estes granulos apresentam grande importancia no controle pés-
transcricional de outros eucariotos, e dois tipos principais sdo estudados, os granulos
de estresse e 0s P-bodies (corpos de processamento). Granulos de estresse aparecem
como parte do processo de remodelamento traducional ocorrido nas células durante
condicoes de estresse e sdo provaveis sitios de repressao e triagem de mRNA,
enquanto os P-bodies possuem em sua composi¢ao proteinas indicadoras de que esta
seja uma estrutura de degradacdo de mRNAs. Esses granulos podem aparecer
simultaneamente nas células e ha evidéncias de que haja uma interacao entre eles
(ANDERSON & KEDERSHA, 2006).

Este projeto tem como objetivos a clonagem, expressao e produgao de antisoro
policlonal contra trés provaveis proteinas de ligacdo a mRNA de T. cruzi que possuem
similaridade de sequéncia priméaria com as proteinas TIA7 e TIAR de Homo sapiens.
Estas sdo importantes proteinas de regulagcdo de expressao génica em eucariotos
superiores, envolvidas na formacao de complexos mRNP e gréanulos de repressao de

MRNA sob condicées de estresse, e sdo consideradas marcadores de granulos de
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estresse, jA que nao sado observadas em outros tipos de granulos. Com os antisoros
produzidos, objetiva-se caracterizar os padroes de expressado génica e localizacao
celular destas proteinas e se possivel, verificar seu envolvimento com mecanismos de

regulacao da expressao génica neste parasita.

1.1 CICLO DE VIDA DO Trypanosoma cruzi

Em seu ciclo de vida na natureza, T. cruzi possui pelo menos quatro estagios
distintos de diferenciacdo: epimastigota, amastigota, tripomastigota metaciclico e
tripomastigota sanguineo, sendo o0s dois primeiros caracterizados como estagios
replicativos, e os outros como nao-replicativos (infectivos). Os estagios amastigota e
tripomastigota sanguineo sao encontrados em hospedeiros vertebrados, enquanto
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos se desenvolvem nos insetos vetores (DE
SOUZA, 1984).

Em ambiente natural, T. cruzi possui como hospedeiros vertebrados
mamiferos de pequeno porte (como roedores, marsupiais e carnivoros) e, em grande
parte dos casos, a infeccao pelo parasita ndo causa danos aos hospedeiros. A partir do
momento em que houve contato direto dos vetores com o homem, inicia-se uma nova
forma de ciclo incluindo o hospedeiro humano, para o qual a infec¢do por T. cruzi tem
diversas consequéncias fisioldégicas que, em conjunto, sdo denominadas “Doenca de
Chagas” (revisto por DIAS, 2000). Os vetores sao insetos hematéfagos que transmitem
0 parasita durante sua alimentacdo, conhecidos popularmente no Brasil como
“barbeiros”. Estes podem pertencer a distintas espécies dentro da subfamilia
Triatominae (pertencente a familia Reduviidae da ordem Hemiptera), sendo Triatoma
infestans, T. dimidiata, T. brasiliensis, T. sordida, Rhodnius prolixus e Panstrongylus
megistus as espécies de maior importancia epidemiolégica (SHERLOCK, 2000;
GARCIA e AZAMBUJA, 2000).

As principais formas de contaminagdo humana s&o a vetorial, a transfusional e
a congénita, e ha ainda uma pequena incidéncia de contaminagdo por acidentes
laboratoriais e transplantes de érgaos. Na forma classica de contaminagcédo ou vetorial,

os insetos vetores infectados alimentam-se do sangue do hospedeiro e eliminam fezes
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contendo tripomastigotas metaciclicos, que sao internalizados quando o hospedeiro
coca o local da picada (criando uma escoriagdo que facilita a entrada pela pele) ou
através de mucosas e membranas conjuntivas (revisto por TEIXEIRA, 2006). Ao atingir
a corrente sanguinea, os parasitas podem infectar os mais variados tipos de células e
sao internalizados em vesiculas que, apds a fusdo com lisossomos, se transformam em
vacuolos parasitéforos. Neste compartimento de pH acido, os parasitas se modificam
para o estagio amastigota e, apés o rompimento da membrana do vacuolo, passam a
se dividir no citoplasma da célula infectada. Apds sucessivas divisbes, os parasitas
transformam-se em tripomastigotas sanguineos, rompem a célula e sao liberados na
corrente sanguinea. A partir desta etapa, podem entado infectar novas células ou serem
ingeridos por um inseto que se alimente do sangue do hospedeiro. Quando o inseto
ingere o sangue, ja em seu estbmago grande parte dos tripomastigotas sanguineos se
transforma em epimastigotas, que migram e se aderem a porcao posterior do intestino.
Neste ambiente pobre em nutrientes os parasitas passam a sofrer estresse nutricional,
0 que desencadeia o processo da metaciclogénese (BONALDO,1988), ou seja, a
transformacao dos parasitas em tripomastigotas metaciclicos infectivos, completando
assim o ciclo (revisto por BRENER, 1973 e TYLER e ENGMAN, 2001), como
demonstrado na figura 1.
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FIGURA 1 — CICLO DE VIDA DO Trypanosoma cruzi
MODIFICADO DE: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/

1.2 REGULAGAO DA EXPRESSAO GENICA EM TRIPANOSOMATIDEOS

12

A variedade de formas e hospedeiros que o parasita apresenta durante seu

ciclo de vida envolve muitas alteracbes morfolégicas e funcionais que demandam

grandes mudancas no perfil de expressao génica desses organismos.

A regulacdo da expressdao génica em tripanosomatideos possui algumas

peculiaridades em relacdo a de outros eucariotos. Varios genes apresentam-se

organizados em repeticbes em tandem e sdao separados por regides intergénicas. A

ocorréncia de

introns ndo é comum e genes proximos fisicamente ndo sao

necessariamente relacionados em funcédo. Os pré-mRNAs sao transcritos de forma

policistrénica, e para originar mRNAs maduros sofrem trans-splicing, que consiste na

adicdo de uma sequéncia comum de nucleotideos a extremidade 5 do mMRNA,
denominada splice leader (SL) ou mini-exon (PALENCHAR e BELLOFATO, 2005;
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LIANG et al, 2003). O cap 5 também esta presente, apesar de bastante modificado em
relacdo aos de outros eucariotos, e a extremidade 3’ € poliadenilada. Os mRNAs
também apresentam regides 3’ e 5’ nado traduzidas (UTR), que parecem determinar a
abundancia do mRNA na célula por modular sua degradacdo (COUGHLIN et al, 2000;
QUIJADA et al, 2000; BRITTINGHAM et al, 2001). A transcricao policistrbnica permite
que sejam produzidos muitos mRNAs maduros em uma Unica sintese, o que torna o
processo mais agil em resposta as alteragcbes ambientais rapidas as quais o parasita
esta sujeito (PALENCHAR e BELLOFATO, 2005; LIANG et al, 2003)

A transcricdo policistronica e a auséncia de promotores classicos de RNA
polimerase || (PALENCHAR e BELLOFATO, 2005) indicam que o inicio da transcri¢cao
nao é uma etapa crucial para regulacédo da expressao génica em T. cruzi (CLAYTON,
2002). Acredita-se que a maior parte da regulacdo ocorra a nivel pos-transcricional,
através de processamento do transcrito primario, transporte dos transcritos do nucleo
para o citoplasma, estabilizacdo do mRNA e controle da traducéo. Para varios genes,
as sequéncias 3’ ndo traduzidas (3-UTR) do mRNA servem como sitio de ligacado a
proteinas relacionadas a repressao e processamento dos transcritos, funcionando como

alvos de regulacao por RBPs em varias destas etapas (COUGHLIN et al, 2000).

1.3 GRANULOS DE REPRESSAO DE mRNA EM EUCARIOTOS

Os mRNAs existem nas células eucariéticas em um equilibrio dinamico entre a
traducdo e estados de repressao traducional que ocorre nos P-bodies e granulos de
estresse. Os P-bodies servem como sitios de repressdao de mRNAs que ndo estao
sendo traduzidos em células submetidas a estresse ou ndo. Sdo também provaveis
sitios de degradacéo, ja que em sua composicao apresentam proteinas envolvidas com
o decapping do mRNA (COUGOT, BABAIKO e SERAPHIN, 2004). Fatores de iniciacao
da traducao estdo ausentes nos P-bodies, com excecdo da proteina ligante de cap
elF4E (FERRAIUOLO et al, 2005). Os mRNAs sao essenciais para a formagao dos P-
bodies, e tem sido demonstrado que o tamanho e nimero dos granulos citoplasmaticos
sao proporcionais a quantidade de mRNAs que nao estdo sendo traduzidos (TEIXEIRA
et al, 2005).
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Quando células eucariéticas sdo expostas a condi¢cdes adversas como calor,
radiacdo UV ou condi¢cdes oxidativas a traducdo € reprogramada para que a célula
possa resistir ao estresse de forma mais eficiente, e neste processo sdo formadas
estruturas citoplasmaticas denominadas granulos de estresse (ANDERSON e
KEDERSHA, 2002). Para o inicio da traducao, sob condicbes celulares normais, forma-
se um complexo de pré-iniciacdo na extremidade 5 de mRNAs que possuem cap.
Nesse complexo estdo presentes varios fatores de iniciacdo da traducao eucariéticos
(elF-1, elF-2, elF-3 e elF-5), além da subunidade ribossomal 40s. Durante a primeira
etapa da formacgao dos granulos de estresse ocorre a fosforilagdo do elF-2 por quinases
como PKR, GCN2 e HR1 , o que torna os complexos de pré-iniciacdo nao funcionais
(formando complexos de preiniciacao 48s), bloqueando o inicio da traducao e causando
dissociacao de polissomos (revisto por HOLCIK, 2005). Na segunda etapa ocorre entao
o inicio da nucleagcao dos granulos de estresse, quando proteinas como TIA1( T-cell
Intracellular Antigen 1), TTP (Tristetraprolin), FMRP (Fragile X Mental Retardation
Protein) e GBP3 (Guanylate Binding Protein 3) se ligam a RNAs presentes neste
complexo 48S formando pequenos granulos, caracterizando o inicio da nucleacao.
Apds a sua formacdo estes pequenos granulos sao unidos pela proteina PABP1,
formando estruturas macroscopicamente visiveis. Através de interacdo proteina-
proteina, os granulos de estresse vao se tornando maiores, e algumas proteinas que se
ligam as proteinas de nucleacao tém papéis importantes em outras funcdes celulares,
indicando que essa agregacao de proteinas nos granulos de estresse promove uma
integracdo de outras funcdes celulares com a via de resposta a estresse, como
demonstrado esquematicamente na figura 2.

Os mRNAs aprisionados nos granulos sao sujeitos a triagem dentro dessas
estruturas, pois se ligam a varias proteinas com afinidade por RNA. Uma das vias de
desestabilizacdo dos granulos ocorre quando a proteina Hsp70 se liga a dominios prion
like (ricos em glutamina) de algumas proteinas que estruturam os granulos de estresse
(incluindo a TIA-1), bloqueando a agregagcdo destas proteinas, o que promove a
desassociacao dos granulos (revisto por ANDERSON & KEDERSHA, 2007).
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Os granulos de estresse estao relacionados aos P-bodies tanto em composicao
como em funcgéo, e acredita-se que eles coordenem juntos os processos de repressao e
degradacao de mRNA nas células eucariéticas (ANDERSON e KEDERSHA, 2006).

1.4 AS PROTEINAS TIA1 E TIAR

TIA1 e TIAR sao proteinas de ligacdo a RNA de grande importancia em
eucariotos superiores, relacionadas a eventos de regulagao da expressao génica. Estas
proteinas possuem grandes semelhancas estruturais entre si e possuem dominios
conservados do tipo RRM (RNA Recognition Motifs), que conferem a elas a capacidade
de se ligar a RNA. TIA71 e TIAR se ligam preferencialmente a regides 3° UTR de varios
transcritos instaveis de mRNA, principalmente os que contem motivos ricos em Adenina
e Uridina (ARE’s) (STOECKLIN e ANDERSON, 2006) e sdo capazes de regular a
expressao de proteinas sem afetar os niveis de transcricao (PIECYK et al, 2000).

Sob condicées celulares normais apresentam-se com localizacao nuclear
envolvidas em outras funcées que nao a resposta a estresse, como splicing de pré-
mRNAs (LE GUINER et al, 2001). Ja em condicbes adversas TIA1 e TIAR séao
caracterizadas como proteinas promotoras de nucleacao de granulos de estresse, pois
sdo capazes de promover a agregacdo dos granulos. Quando superexpressas se
tornam parte dos granulos que ajudam a formar e necessitam dos complexos 48S para
que realizem uma agregacdo “espontanea” desses granulos. A necessidade de
movimentacao entre o nlcleo e o citoplasma torna o mecanismo de transporte um fator
critico na disponibilidade das proteinas para a formacado dos granulos de estresse,
sendo a via de transporte um possivel alvo de modulagdo quando ha a necessidade de
se alterar a velocidade da repressdo de mRNA (ANDERSON & KEDERSHA, 2007).

1.5 GRANULOS DE PROCESSAMENTO DE mRNA EM Trypanosoma cruzi

Dados obtidos ha mais de vinte anos demonstram a existéncia de mRNAs
estocados no citoplasma em regides diferentes dos polissomos em Trypanosoma cruzi
(GOLDENBERG et al, 1985). A recente identificagdo de granulos de mRNA tipo P-
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bodies ou granulos de estresse nesse organismo (HOLETZ et al, 2007) e as varias
lacunas existentes para o entendimento da regulacao da expressao génica, levantam a
hipdtese de que os granulos de mRNA sejam importantes sitios de estocagem e/ou
degradacao dos mRNAs nesse organismo. Ainda nao se sabe se os granulos de mRNA
em T. cruzi possuem a mesma composicao e fisiologia dos granulos de eucariotos
superiores. O estudo de proteinas de ligacdo a RNA em T. cruzi que possuam
semelhancas com proteinas formadoras de granulos de outros eucariotos pode ser Util
para elucidar melhor o papel dessas estruturas em nosso modelo experimental.

1.6 JUSTIFICATIVA

O entendimento da regulacdo da expressdo génica de Trypanosoma cruzi,
além de gerar novos conhecimentos, pode contribuir para a identificacdo de novos
alvos de drogas especificas e mais eficientes contra essa grave parasitose, que ainda
nao possui cura e afeta milhares de pessoas, principalmente na América latina.

Ha varias evidéncias de que a regulacdo pos—transcricional seja uma das
principais vias de regulacdo da expressao génica em T. cruzi. Neste contexto, € de
extrema importancia o estudo de proteinas de ligagdo a mRNA, ja que é grande o
envolvimento destes tipos de proteinas nos processos de degradacdo, triagem e
armazenamento de mRNAs, fungdes vitais em uma célula eucariética. Proteinas com
motivos RRM (motivo de ligacdo a RNA) sdo um alvo interessante de estudos,
principalmente aquelas que apresentam similaridade com proteinas de eucariotos
superiores que possuem funcdes conhecidas de regulacdo génica e formacdo de
granulos. A caracterizacdo de proteinas que possivelmente estejam envolvidas na
regulacdo da expressado génica pode ajudar a elucidar melhor os mecanismos pelo qual

esse parasita modula a expressao de seus genes.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar trés proteinas de Trypanosoma cruzi que possuem dominios de
ligacdo a RNA e similaridade com as proteinas TIA de Homo sapiens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Andlises de bioinformatica
- Busca de proteinas similares a TIA1 e TIAR de Homo sapiens.

- Andlise dos dominios das proteinas selecionadas.

Clonagem molecular utilizando o sistema Gateway®
- Amplificacao de genes e clonagem no vetor de entrada pDONR™221 .,
- Confirmacao das clonagens por PCR de colbnia e sequenciamento.

- Subclonagem no vetor de expressdao pDEST™17.

Expresséao de proteinas
- Padronizacao das condicoes de expressao para cada proteina.
- Expresséo de proteinas em larga escala.
- Purificagédo das proteinas obtidas.

Obtencgao de anticorpos contra as proteinas recombinantes
- Imunizacdo de camundongos com as proteinas obtidas.

- Andlise da qualidade dos anticorpos por Western blot .

Imunoensaios
- Imunolocalizacao das proteinas em Trypanosoma cruzi.

- Verificagdo do padrao de expressao durante o ciclo de vida do parasita.
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3. METODOLOGIA

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

3.1.1 Solucoes utilizadas

Azul de comassie - Comassie R-250 0,1% ; metanol 45% ; &cido acético 10%.
Ficoll (estoque 10x): azul de bromofenol 0,21%; xileno cianol FF 0,21%; EDTA
0,2 M pH 8,0; glicerina 50%.

Gel de empilhamento para proteinas: 4,75% de acrilamida 33/0,9%; Tris-HCI
120 mM pH 6,8; SDS 0,1%; persulfato de aménio 0,075%; TEMED 0,07 %.

Gel de corrida de proteinas: acrilamida:bisacriiamida 33%:0,9% na
concentracdo necessaria de acordo com o tamanho da proteina; Tris-HCI 400
mM pH 8,8; SDS 0,1%; persulfato de aménio 0,075% e TEMED 0,07%.

Ponceau S: Ponceau S Sigma P-3504 0,5%, acido acético 1%.

Solucao de bloqueio: 5% de leite em p6 desnatado em PBS 1X e Tween 0,1%.
Solucao de descoloracao: metanol 4%; acido acético 7,5%.

Solucao de lise para toothpick: NaOH 50 mM; glicerol 5%; SDS 0,5%; EDTA

5 mM e azul de bromofenol 0,025%

Solucao de purificacao: Triton 2%; NaH,PO4 100 mM; Tris - Hcl 10 mM; Uréia
2M; NaCl 0,5M.

Tampao de amostra 4x: Tris-HClI 40 mM pH 6,8; SDS 1%; B-mercaptoetanol
2,5%:; glicerol 6% e azul de bromofenol 0,005%.

Tampao de eluicao (coluna de niquel): Uréia 8M; NaCl 300mM ; NaH,PO4
50mM; Imidazol 300 mM.

Tampao de ligacao (coluna de niquel): Uréia 8M; NaCl 300 mM; NaH.PO,
50mM; Imidazol 10mM.
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e Tampao de revelacao com fosfatase alcalina (AP Buffer): Tris-HCI 100 mM
pH 9,5 ; NaCl 100 mM; MgCl, 5 mM.

e Tampao de ressuspensao de proteinas: NaH,PO, 100 mM; Tris-HCI 10 mM,;
Uréia 8M pH 8,0.

e Tampao de SDS-page : Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 1%.

e Tampao de sonicacao: NaCl 500 mM; Triton 2% ; Tris-HCI 20 mM pH 8,0.

e Tampido TBE (Solucdo estoque 10X): Tris-base 89 mM; Acido bérico 89 mM;
EDTA 2 mM pH 8.0

e Tampao de transferéncia (western blot) :Tris-base 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20%.

e TE: Tris HCI 10 MM pH 7,5 e EDTA 1 mM.

3.1.2 PROCEDENCIA DOS REAGENTES

e Amersham-Pharmacia Biotech: dNTPs.

e Amersham Biosciences: Membrana de nitrocelulose.

e Invitrogen: acrilamida, anticorpo secundario alexa 488, bis-acrilamida, BP
clonase enzyme mix, DAPI, LR clonase enzyme mix, marcadores de peso
molecular Benchmark Protein Ladder e 1Kb Plus DNA ladder, Platinum Taq DNA
polimerase, PEG/MgCl,, Proteinase K Taq DNA polimerase, vetores Gateway®
pDEST™17 e Gateway® pDONR™221.

e Merck: acido cloridrico, cloreto de aménio, cloreto de sddio, etanol absoluto,
fosfato de potassio monobasico, fosfato de sdédio dibasico, hidréxido de sodio,
SDS.

e Promega: Fosfatase alcalina, NBT, BCIP, anticorpo Goat Anti-Mouse IgG
Alkaline Phosphatase Conjugate

e Qiagen: Coluna Ni-NTA, QlAprep Spin Miniprep Kit

e Sigma-Aldrich: membranas de diélise.

e Sigma: adjuvante completo de freund, agarose ultra pura, ampicilina, azul de
comassie, B-mercaptoetanol, brometo de etideo, BSA, canamicina, cloranfenicol,
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ficoll, imidazol, IPTG, n-propil-galacto, paraformaldeido, poli-L-lisina, TEMED
(Tetramethylethylenediamine), triton x-100, tween 20.

e Syntec: cetamina.

e USB: sacarose, uréia, persulfato de amonio.

e Vetbrands: xilazina.

3.2 ANALISES DE BIOINFORMATICA

3.2.1 Analises de similaridade de sequéncia primaria

A escolha inicial de proteinas para este trabalho foi feita utilizando-se as
sequéncias das proteinas humanas TIA1 e TIAR como semente de busca (query) para
analise de conservacgao de sequéncia de aminoacidos em relagao a Trypanosoma cruzi.
A partir dessa busca, algumas seqUéncias de T. cruzi foram selecionadas e
comparadas contra 0 genoma de Homo sapiens para confirmacdo dos resultados.
Sequéncias de proteinas TIA presentes em outros eucariotos também foram
comparadas com aquelas existentes no banco de dados de T.cruzi, para se verificar a
conservacao das mesmas. As sequéncias referentes as proteinas estdo disponiveis no
banco de dados GenBank do National Center of Biotechnology Information - NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para as buscas foi utilizada a ferramenta de Blast P
(Basic alignment search tool), amplamente utilizadas para o alinhamento de sequéncias
de proteinas. Foi utilizado também o banco de dados www.genedb.org para a obtencao
das sequéncias de Trypanosoma cruzi.

A ferramenta BLAST x, também presente no NCBI, foi utilizada para o
alinhamento de fragmentos nucleotidicos (sequenciados durante o trabalho) com
proteinas de T. cruzi, e analise de similaridade entre estas sequéncias.

Através da ferramenta Conserved Domains presente na mesma pagina da
internet os dominios das proteinas selecionadas para estudo foram analisados, a fim de
identificar provaveis regides conservadas, preferencialmente de ligagcdo a RNA.

Foi utilizada ainda a ferramenta CLUSTAL W para a realizagdo de alinhamentos
de sequéncias de proteinas (www.ebi.ac.uk/clustalw/).
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3.2.2 Desenho de oligonucleotideos iniciadores para a amplificacao dos genes
selecionados

Para a amplificacdo dos genes de interesse através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foi necessaria a construcdo de um par de oligonucleotideos
iniciadores para cada gene (“Forward e Reverse”). As sequéncias génicas de T. cruzi
foram retiradas do banco de dados do site http://www.genedb.org, e a partir delas os
oligonucleotideos foram desenhados através da ferramenta PrimerSelect do software
Lasergene (DNASTAR, Inc.). O desenho foi feito de modo a permitir a recombinagao
dos amplicons com o vetor de entrada pDONR™221 da tecnologia Gateway®
(Invitrogen). Os oligonucleotideos a serem utilizados nesta tecnologia de clonagem
devem possuir regides codificadoras para sitios AftB 1 e 2, necessarios para a
recombinacao do amplicon purificado com o vetor pPDONR™221. Deve haver ainda uma
sequéncia de ligacao a ribossomos (Shine-Dalgarno). Cédons de parada sdo opcionais,
e os oligonucleotideos para os trés genes estudados foram desenhados sem cédon de
parada, de modo a permitir uma posterior agregacao de sequéncias codificadoras para
caudas na regiao 3’, como regides codificadoras para GFP (Green fluorescent protein).

PrimerF | & GoGGACAAGTITGTACAAAAAAGCAGGE TG GAAGGAGATA ATG CTGGCAGTAAATAAACC]E

PrimerR | 5 BGGEACCACTITETACAAGAAAGCTGGETCGC CTTTAGGACGCAGAGT] 3

Attb1
Atth2

Sequéncia especifica para cada gene

FIGURA 3 — SITIOS NECESSARIOS PARA A CONSTRUCAO DE OLIGONUCLEOTIDEOS
INICIADORES PARA O USO NO SISTEMA GATEWAY® .

ATTB1 E ATTB2: Sequéncias que permitem a recombinagéo especifica entre o amplicon purificado e o
vetor de entrada do sistema Gateway® pDONR™221; SEQUENCIA ESPECIFICA: Regido de
anelamento especifica para cada gene a ser amplificado.
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3.3 CLONAGEM MOLECULAR UTILIZANDO O SISTEMA GATEWAY®

3.3.1 Amplificacao dos genes através de Reacao em cadeia da polimerase (PCR) e
purificacao dos amplicons

Os genes foram amplificados utilizando-se a técnica de Reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). O volume total das reagdes foi de 20 uL e as amplificagdes foram
feitas utilizando-se 100 ng de DNA genbmico de T. cruzi como molde. A enzima
utilizada foi a Taq Polimerase (Invitrogen), 20 mM de dNTP, 10 mM de MgCl,, tampao
especifico para a enzima utilizada, 10 pmol dos oligonucleotideos iniciadores e agua
ultrapura suficiente para completar o volume para 20 pL. Os ciclos de amplificacao
foram montados da seguinte forma: 94° C por 3 minutos iniciais para desnaturacdo do
DNA seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94° C, 30 segundos de anelamento
(temperaturas especificas para cada gene, vide anexo), e por fim 72° C para extensao.
O tempo de extensao foi variavel de acordo com o tamanho do gene e foi seguida a
regra de 1 minuto de extensao para cada mil pares de base.

Os amplicons foram purificados com uma solucdo de 30% PEG 8000/30mM
MgCl,, fornecida pelo sistema de purificacdo da plataforma Gateway®. O DNA foi
diluido em quatro volumes de TE e adicionado a meio volume de solugcdo de
PEG/MgCl,. A mistura foi agitada vigorosamente e centrifugada por 15 minutos a
16.000 g. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente e o0 sedimento contendo o DNA
foi seco a 60°C por 15 minutos. O sedimento foi ressuspenso em 10 pL de tampéao TE e
as amostras foram dosadas em espectrofotdmetro, submetidas a eletroforese em gel de
agarose e armazenadas a - 20°C.



24

3.3.2 Eletroforese de DNA

O perfil eletroforético das amostras de DNA utilizadas neste trabalho foi
analisado utilizando-se géis de agarose 1% ou 0,8%. O marcador de peso molecular
utilizado como referéncia foi o 1kb Plus (Invitrogen).

Apés a aplicacdo das amostras, os géis foram submetidos a uma corrente
constante de 100 V, imersos em tampao TBE 1X. Posteriormente foram corados em
uma solucao de brometo de etideo (0,5 pg/mL) por aproximadamente 20 minutos. Apos
o tratamento com este agente intercalante, o0 DNA pbde ser observado sob luz UV
(comprimento de onda na faixa de 260nm) e fotografado através do sistema de
captacao de imagens UV White Darkroom (UVP Bioimaging Systems).

3.3.3 Clonagem dos amplicons no vetor de entrada pDONR™221

A reacdo de recombinacao entre os amplicons flanqueados por sitios AtiB e o
vetor de entrada da plataforma Gateway® pDONR™221, mediada pela enzima BP
clonase, foi feita de acordo com o manual do fabricante (Invitrogen - Catalog nos.
12535-019 e 12535-027). Foram utilizados de 20 a 50 fentomol dos produtos de PCR
purificados para a recombinacdo com 150 ng de vetor. O vetor pDONR™221 contém
um gene de resisténcia a canamicina utilizado para selecionar as colénias bacterianas e
regibes attP1 e attP2, utilizadas na recombinacdo com os produtos de PCR
flanqueados por regides attB. A enzima BP clonase utiliza os sitios AttB do amplicon e
AttP do vetor pDONR para realizar uma recombinacédo especifica que dara origem ao
vetor de entrada contendo o gene de interesse e a um produto secundario linear, como
demonstrado na figura 4.

afig allB alfL atil aff R afft R
n 3 = — 4 =] ]
—_— - a0
Produto de F'CR Clane de antrada F'mdut_u secundario
flangqueadao por sitios attB linear
\""--._,_____,_.-r-"/

FIGURA 4 —- ESQUEMA DA RECOMBINACAO MEDIADA PELA ENZIMA BP CLONASE
MODIFICADO DE: www.invitrogen.com
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3.3.4 Transformacao de bactérias calcio-competentes

Os plasmideos recombinados foram incubados com bactérias Escherichia coli
calcio-competentes (DH5a) por 30 minutos no gelo (0,1 ug de plasmideo para 50 pL de
E.coli). Apbs esse periodo, as bactérias foram submetidas a um choque térmico para
permitir a entrada dos plasmideos. Apds serem incubadas a 42 °C por 2 minutos, as
suspensoes bacterianas foram imediatamente colocadas no gelo por 1 minuto. Apds
este tempo, foi adicionado 1 mL de meio de cultura Luria-Bertani (LB) sem antibiético e
as células foram incubadas sob agitacdo constante a 37 °C por 45 minutos, para que
pudessem se recuperar e comegassem a expressar 0s genes de resisténcia aos
antibiéticos antes de serem colocadas em um meio seletivo. Apés esse periodo, as
bactérias foram espalhadas em placas contendo 25 mL de meio LB + agar e antibiéticos
especificos de acordo com a resisténcia que cada vetor confere as bactérias
transformadas (pDONR™221 — canamicina 50 ug/mL , pDEST™17 — ampicilina 100
ug/mL).

Para cada transformacgao foram plaqueados 100 uL e 900 uL da cultura, a fim
de obter colbnias isoladas. As placas foram incubadas por 18 horas a 37 °C para o

crescimento das colonias.

3.3.5 Identificacao das col6nias bacterianas

Apbs 18 horas de incubacgdao, as colbnias isoladas foram transferidas para uma
placa referéncia contendo meio LB + antibiéticos. Cada col6nia foi depositada em uma
regido numerada, para a identificacdo das mesmas. As placas foram incubadas por 18
horas a 37°C.
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FIGURA 5 — MODELO DE PLACA REFERENCIA, EVIDENCIANDO AS REGIOES NUMERADAS ONDE
SAO INOCULADAS AS COLONIAS
FONTE: www.fgsc.net/fgn48/Image9.gif

3.3.6. Busca de clones positivos através de PCR de colbnia ou Toothpick

A PCR colénia é uma técnica utilizada para se verificar o sucesso da
recombinacdo. A amplificagéo é feita diretamente a partir de uma colénia bacteriana.
Para isso foi feita uma PCR semelhante a convencional, porém utilizou-se como base
para a amplificagdo uma aliquota da colénia bacteriana transformada com o vetor de
interesse. As amostras foram incubadas por 10 minutos a 94° C no termociclador para
lisar a parede bacteriana, e o ciclo de PCR prosseguiu normalmente depois desta
etapa. Esta técnica pode gerar um resultado falso-negativo, caso a lise ndo seja
eficiente. Para genes em que nao se conseguiu uma amplificagédo por PCR de colbnia,
partiu-se para a abordagem de toothpick / PCR de minipreparacao.

Através do ensaio de toothpick pode-se checar se o0 vetor esta presente na
bactéria e se possui tamanho diferente do vetor controle (0 mesmo vetor utilizado na
recombinacao, porém sem inserto). Cerca de 15 colénias foram coletadas da placa
referéncia com um palito estéril e transferidas para tubos de polipropileno. A cada tubo
foram adicionados 15 pl de solugédo de lise. A solugéo foi agitada vigorosamente e a
mistura foi incubada a 65 °C por 10 minutos. Apds a incubacdo as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%, com uma corrente de 80 V,
utilizando-se o plasmideo sem o inserto como controle. As colénias cujos plasmideos

migraram de forma diferente do controle foram utilizadas no preparo de um inoculo em
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meio LB para posterior extracdo dos plasmideos por minipreparacdo (como descrito no
item 3.3.7). Apds esta etapa, foi feita uma PCR da minipreparacédo para confirmar a

presencga de insertos.
3.3.7 Mini preparacao de plasmideos

A minipreparacao foi feita a fim de se isolar das bactérias os plasmideos
contendo os insertos corretos e purifica-los. Foi utilizado o método da lise alcalina,

através do kit Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN). As colbnias positivas selecionadas
foram inoculadas em 2 mL de meio LB liquido com o antibiético canamicina na
concentracao de 50 pg/mL (bactérias contendo plasmideos pDONR™221 mais inserto
de interesse) ou 100 pg/mL de ampicilina (bactérias contendo plasmideos pDEST™17
mais inserto de interesse). As culturas foram incubadas a 37 ¢ C durante 18 horas sob
agitacao constante de 200 rpm. Apds as culturas serem centrifugadas a 12.000 x g por
1 minuto, os plasmideos foram purificados utilizando-se o kit, segundo as
recomendacgdes do fabricante, seguindo-se o protocolo para uso em microcentrifuga.
Ap6s os procedimentos de lavagem, os plasmideos foram eluidos em agua ultrapura,
dosados e armazenados a -20°C.

3.3.8 Sequenciamento

As amostras foram sequienciadas para checagem da sequéncia e a presenca
de mutacdes que pudessem prejudicar a expressao da proteina.

Os vetores de entrada contendo os insertos foram sequenciados de acordo com
as especificacées do kit BigDye™ terminator (Applied Biosystems), utilizando-se o

sequenciador Automatic sequencer 3730x! ( Applied Biosystems).
3.3.9 Subclonagem em vetor de expressao pDEST™17

A reacado de recombinacdo entre o vetor de entrada contendo o gene de
interesse e o vetor de destino pDEST™17 |, mediada pela enzima LR clonase, foi feita
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de acordo com o manual do fabricante (Invitrogen - Catalog nos. 12535-019 e 12535-
027). A enzima LR clonase utiliza os sitios atfL do vetor de entrada e attR do vetor
pDEST™17 para realizar uma recombinacao especifica que dara origem ao clone de

expressao e a um produto secundario circular, como demonstrado na figura 6.

atfL afL affR altf
LR Clonase ™

—_— clone de produta

clone de pDEST ] o
expressio secundario

entrada

FIGURA 6 — ESQUEMA DA RECOMBINAGAO MEDIADA PELA ENZIMA LR CLONASE
FONTE: MODIFICADO DE www.invitrogen.com

O vetor pDEST™17 é amplamente utilizado para a expressdo de proteinas
recombinantes em E.coli. Possui um promotor para a polimerase T7, um sitio de ligacao
a ribossomos e um cédon de iniciacao ATG, que permitem a expressao do gene incluso
no vetor. Possui ainda uma regido codificante para uma cauda de 6 histidinas (que
pode ser utilizado posteriormente para a purificacdo das proteinas recombinantes), um
gene de resisténcia a ampicilina (utilizado para selecionar as colénias positivas através
de meio seletivo), e regides attR1 e attR2, utilizadas para a recombinacdo com o vetor
de entrada pDONR™221, além de regibes para contra-selecdo e manutencdo do

plasmideo.
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FIGURA 7 — MAPA ILUSTRATIVO DO VETOR DE EXPRESSAQ pDEST™17.

FONTE: www.invitrogen.com

T7: promotor para a RNA polimerase T7; RBS: Sequéncia de ligagdo a ribossomos; ATG: Cddon de
inicio; 6XHIS: regido codificadora para seis histidinas; ATTR1 E ATTR2: sequéncias que permitem a
recombinag¢do com o vetor pPDONR™221;CMR: gene de resisténcia ao cloranfenicol para contra-selecao
do plasmideo CCDB: gene letal que evita o crescimento de colbnias com o plasmideo pDEST sem o
gene de interesse; T7 TERM: Sequéncia que permite o término da transcricdo; AMPICILLIN: gene de
resisténcia ao antibiético ampicilina; pBR322 ORI: Origem da replicagcdo do DNA para manutencao do
plasmideo;

3.3.10 Subclonagem em vetor contendo regiao codificante para Green fluorescent
protein (GFP).

Foi realizada a clonagem dos genes em estudo no vetor de superexpressao
pTcPR-GFPN, que possui uma regido codificadora para a Green Fluorescent Protein
(GFP). Este vetor foi construido no Instituto Carlos Chagas como parte de uma
dissertacdo de mestrado (BATISTA, 2008) e, através dele, é possivel expressar a
proteina de interesse fusionada a GFP, e realizar ensaios de localizagao celular. Assim
como o vetor pDEST, o pTcPR-GFPN possui regides de recombinagdo com o vetor de
entrada da plataforma Gafeway. Sua construcao foi baseada na estrutura do vetor
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pTcPRHisN (demonstrado esquematicamente na figura 8) com substituicdo da
sequéncia N-terminal das seis histidinas pelo gene da proteina GFP.

A recombinagdo nos vetores contendo GFP foi realizada de maneira
semelhante a recombinacao com pDEST17. Os vetores nao foram transfectados, pois
bons resultados de imunolocalizacao foram obtidos através do uso de antisoro, que
demonstra de forma mais fiel interacdes protéicas nas células, j& que ndo ha
necessidade de haver superexpressdo. Porém, os vetores poderdao ser futuramente
utilizados em ensaios de dinamica celular e para uso em questées que nao possam ser

respondidas através da utilizacao de anticorpos.

AmpR Sad (658)

___ Promotor Ribossomal

_ EcoRV (1279)
;,'::" - 15
f.f! 3.1
J
‘ __ SphI(1568)
I pTcPR-HisN Nry e e
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I'-I'n, Xbal (1588)
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35.1 RfA
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Xhol (3592) Spel (3305)
35.1

FIGURA 8 — MAPA ILUSTRATIVO DO VETOR DE EXPRESSAO pTcPR-HisN.

35.1: Regibes intergénicas; Sad, EcoRV, Sphl, Xbal, Spel, Xhol e Apal: Sitios alvo para as respectivas
enzimas de restricao;POLI-HIS: regido codificadora para seis histidinas; RfA: regiao de conversao para o
sistema GATEWAY® (contem as regides attR1 e atfR2); NeoR: gene de resisténcia a neomicina.

FONTE: BATISTA (2008)
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3.4 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES
3.4.1 Transformacao de bactérias calcio competentes com o vetor de expressao

A transformacédo foi feita da maneira descrita no item 3.3.4, porém foram
utilizadas bactérias da cepa de expressao E. coli BL21 (DE3) pLysS. Esta bactéria
contem um gene codificante para a RNA polimerase T7 sob controle do promotor
lacUV5. O IPTG, um analogo sintético da lactose, liga-se ao repressor do operon
lacUV5 e permite que a RNA polimerase se ligue ao promotor lac, possibilitando a
expressao da polimerase T7. Esta enzima se liga ao promotor T7 presente no vetor
pDEST™17, possibilitando a expressdao do inserto presente no vetor. O plasmideo
pLysS presente nesta cepa confere resisténcia ao antibidtico cloranfenicol e codifica
para a producao da lisozima T7, que impede a expressdao da RNA polimerase T7 na
auséncia do IPTG, o que inibe a expressao basal da proteina recombinante.

3.4.2 Testes de inducao e inducao em larga escala

Foram realizados alguns testes de inducao em pequenos volumes para verificar
se 0s clones selecionados expressavam as proteinas de interesse, e sob quais
condicdes. O pré-inéculo de uma colbénia bacteriana em meio de cultura LB contendo
antibiéticos (ampicilina 100ug/mL e cloranfenicol 34ug/mL), foi crescido a 37°C por 18
horas, sob agitacdo constante de 200 rpm. Apds esse tempo uma aliquota da cultura foi
incubada em 3mL de LB com antibiéticos, na proporcao de 1:50, e incubada sob as
mesmas condicdes por 2 horas, para que as bactérias atingissem crescimento
exponencial até uma densidade éptica de 0,6 a 0,8. Foi adicionado um analogo sintético
da lactose (IPTG) a cultura em concentracao final de 1 mM para a inducdo da
expressao das proteinas. A partir desta etapa os protocolos de indugéo foram diferentes
para as trés proteinas: a proteina 65.180 foi induzida por 3 horas e entdo extraida da
cultura. Para as proteinas 85.70 e 47.80 a inducédo foi feita por 2 horas.Todas as
inducbes ocorreram sob agitacdo de 200 rpm, a 37°C. Paralelamente foram realizados
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cultivos sem adicao de IPTG (controle ndo induzido), e foram feitos extratos com ambas
as culturas para o teste de expressao.

A expressao de proteinas para a inoculacdo em animais e obtencdo de antisoro
foi feita em um volume de 200 mL, sob as condicbes padronizadas anteriormente, e
neste caso a extracdo das proteinas da cultura foi feita como descrito em 3.4.5.

3.4.3 Producao de extratos de E. coli

Para a producdo de extratos foi coletado 1 mL das culturas bacterianas
induzidas e nado induzidas, e as bactérias foram sedimentadas por centrifugacao a
5.000g por 5 minutos. O sedimento foi ressuspenso em PBS e ap6s a adigcdo de
tampao de amostra a solucao foi agitada vigorosamente e aquecida a 100 °C por 5
minutos. Os extratos foram centrifugados a 16.000g por 1 minuto e analisados em gel
desnaturante de poliacrilamida (3.4.3).

3.4.3 Eletroforese de proteinas em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As proteinas recombinantes e extratos utilizados neste trabalho foram
analisados em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE). Este possui uma regiao
de empilhamento (com concentracao constante de acrilamida a 4,75%) e uma regiao de
analise que possui concentracao variavel, dependente do peso molecular da proteina a
ser estudada. Para a eletroforese de extratos (T. cruzi ou E. coli) foram utilizados géis
de concentracdo 13%. As concentracdes dos géis utilizados na andlise das proteinas
recombinantes foram estabelecidas variando inversamente ao peso molecular da

proteina utilizada, de acordo com o padrao abaixo.
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Peso molecular da Proteina Concentracao do gel
Acima de 100 Kda 8%
Entre 60 e 100 Kda 10%
Entre 25 e 60 Kda 13%
Abaixo de 25 Kda 15%

FIGURA 9 - QUADRO INDICATIVO DAS CONCENTRACOES UTILIZADAS PARA OS GEIS
DESNATURANTES DE POLIACRILAMIDA

As proteinas foram misturadas com tampao de amostra, aplicadas em gel e
submetidas a eletroforese com amperagem de 30 mA por gel . O marcador de peso
molecular utilizado foi o BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen). Os géis foram
corados com Azul de comassie R-250 por cerca de 20 minutos, e em seguida o excesso

de corante foi removido com solugéo de descoloragéao.

3.4.4 Técnica de Western Blot

O ensaio de Western Blot foi utilizado para o teste das proteinas expressas
(Western Blot anti-histidina), teste dos antisoros e avaliacdo do padrao de expressao
das proteinas durante o ciclo de vida do T. cruzi.

A eletroforese em gel de proteinas desnaturante em poliacrilamida foi feita
como descrito no item 3.4.3. O gel foi colocado sobre uma membrana de nitrocelulose,
e o sistema foi cercado por papel filtro e encaixado em uma cuba apropriada. As
amostras foram submetidas a uma corrente elétrica de 20 v por 18 horas, na presenca
de tampao de transferéncia. Desta forma as proteinas foram transferidas para a
membrana, mantendo a mesma disposicdo espacial que apresentavam no gel de

poliacrilamida, como demonstrado na figura 10.
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FIGURA 10 — EXEMPLO DO SISTEMA UTILIZADO NA TRANSFERENCIA DE PROTEINAS
FONTE: MODIFICADO DE http://www.fermentas.com/techinfo/electrophoresis/img/blotting.gif

A membrana foi entdo corada com Ponceau S por 5 minutos e lavada com agua
destilada. A canaleta correspondente ao marcador foi recortada da membrana e
guardada, para posterior analise dos resultados. A parte restante da membrana foi
entao imersa em solugéao de bloqueio por 1 hora. A membrana foi lavada por trés vezes
em PBS-Tween 0,1% e submetida a agitacao de 100 rpm por 5 minutos. A partir desta
etapa prosseguiu-se a incubacdo com os anticorpos primario e secundario de acordo
com o objetivo pretendido. Apds cada incubacao, foram feitas trés lavagens de 5
minutos com PBS-Tween 0,1%. A revelacao foi feita com uma solugdo de 10 mL de
tampéo de revelagdo, 33 pl BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine
Salt) e 66 pl NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Chloride). As membranas foram imersas na
solucdo e mantidas no escuro por um intervalo variavel de 2 a 15 minutos. Apds este
periodo, a reacdo de revelagao foi interrompida através da imersdao da membrana em
uma solugcéo de EDTA 10mM.

3.4.5 Extracao das proteinas expressas
Apés as 2 horas de inducado, as culturas foram centrifugadas a 4°C por 10

minutos a 7.000 g. O sobrenadante foi descartado e o sedimento bacteriano
ressuspenso em tampao de sonicacdo. As células foram sonicadas (Homogenizador
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4710 - Cole Parmer) durante 15 segundos na poténcia 9 por 5 vezes, de modo a lisar
as células bacterianas. A cultura foi novamente centrifugada e o sobrenadante coletado
e denominado “fracao soluvel”. O sedimento restante foi ressuspenso em uma solucao
de purificagdo, que contem uréia 2M e a mistura foi agitada vigorosamente e
centrifugada. O sobrenadante foi descartado e a lavagem foi repetida. Ap6s a
purificacdo o sedimento foi misturado ao tampao de ressuspensdao de proteinas,
contendo 8M de uréia, e a mistura foi sonicada novamente nas mesmas condi¢des
anteriores. Apdés a centrifugacéo de 10 minutos a 7.000xg o sobrenadante foi coletado e
denominado “fracéo insoluvel”. Uma aliquota de cada fracao foi retirada e misturada a
tampao de amostra, para analise em gel desnaturante de poliacrilamida. As amostras

foram armazenadas a - 20°C.

3.4.6 Purificacao das proteinas por cromatografia de afinidade e eletroeluicao

As proteinas foram purificadas por cromatografia de afinidade com coluna de
Niquel-acido nitrilotriacético. A fracdo contendo a proteina recombinante a ser
purificada, equivalente a um volume de 5 mL, foi incubada com 1 mL de resina Ni-NTA
(Qiagen) em agitador orbital por 1 hora a 4°C. Apds esse tempo, o material no ligado a
resina foi coletado por gravidade e chamado de “flow through’. Foram feitas trés
lavagens da coluna com 5 mL de tampao de ligacdo, e uma amostra de 1 mL do
primeiro lavado foi coletada. Apds as lavagens, foram feitas 5 eluicdes com 500 ul de
tampao de eluicdo contendo imidazol. O imidazol compete com a histidina na ligacdo ao
niquel e desta forma promove o desligamento das proteinas com cauda de histidina da
coluna de purificagcdo. Apos esse processo, foi feita uma eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante (item 3.4.3), onde foi analisada a qualidade da purificacéo.

Foi feita também uma segunda etapa de purificagcdo por eletroeluicdo das
proteinas de um gel preparativo. As fracdes eluidas da coluna foram misturadas a
tampao de ligagdo em volume final de 5 mL. A amostra foi submetida a eletroforese em
um gel desnaturante por 16 h a 20 mA. O gel foi entdo colocado em uma solugédo de
KCIl 100mM e a regido do gel onde se encontrava a proteina de interesse foi cortada e
colocada em uma membrana de dialise contendo cerca de 1 mL de tamp&o SDS-PAGE.
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O sistema foi imerso no mesmo tampao e submetido a uma corrente de 60V por 2
horas. ApoOs esse periodo, as proteinas eletroeluidas foram coletadas da membrana de
didlise e quantificadas utilizando-se o espectrofotdmetro nanodrop ND- 1000 (Thermo
scientific).

3.4.7 Deteccao da cauda de histidina nas proteinas recombinantes

Como um controle de que a proteina observada no gel de poliacrilamida era a
proteina recombinante de interesse, foi realizado um ensaio de Western Blot da
proteina recombinante e marcagcdo da membrana de nitrocelulose com um anticorpo
primario anti-histidina e um anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina.

Foram aplicados 10 uL da proteina recombinante diluida em tampao de
amostra e 5ul do marcador BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen) no gel de
poliacrilamida e as etapas de eletroforese, transferéncia e bloqueio da membrana foram
feitas como descrito anteriormente. Apds a lavagem da membrana, esta foi incubada
com o anticorpo anti-histidina diluido em PBS-Tween 0,1% na propor¢ao 1:10.000, a
temperatura ambiente. Ap6s 1 hora de incubacdo, a membrana foi lavada por 3 vezes
de 5 minutos com PBS-Tween 0,1%, e incubada com o anticorpo secundario anti-
mouse conjugado a enzima fosfatase alcalina, diluido 1:10.000 em PBS-Tween 0,1%.
Apés a incubacao de uma hora, foram feitas mais 3 lavagens do mesmo modo anterior,
€ prosseguiu-se com a revelacdo como descrita em 3.4.4.

3.5 OBTENCAO DE ANTICORPOS ANTI-PROTEINA RECOMBINANTE

As proteinas obtidas foram inoculadas em camundongos para a obtengédo de
anti-soros policlonais anti-proteina recombinante, posteriormente utilizados para
ensaios de imunolocalizacdo e verificacdo de padrdoes de expressao destas proteinas

em T.cruzi.
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3.5.1 Teste do soro pré-imune

Antes das inoculacdes, houve a necessidade de verificar se, no soro dos
animais utilizados, existia algum anticorpo que pudesse produzir uma reacao cruzada
com proteinas presentes no extrato de T. cruzi. Para realizar este teste foi retirada uma
aliquota de 100 a 200 pl de sangue da cauda de cada camundongo, que foi processado
conforme 3.5.3, para a obtencéo do soro.

O antisoro foi testado por Western Blot contra extrato protéico de T. cruzi, como
descrito anteriormente. A diluicdo usada neste caso foi de 1:200 e o tempo de

revelacdo das membranas foi padronizado para 5 minutos.

3.5.2 Inoculagc6es em camundongos e obtencao do antisoro policlonal

Foram utilizados para as inoculagées, camundongos machos da linhagem
Swiss, com mais de 40 dias de vida. Na primeira inoculacao foi preparada uma solugéao
contendo 50 pg de proteina para cada camundongo e o adjuvante completo de Freund,
na proporgdo 1:1 com a solugao de proteina diluida em PBS 1X. A partir da segunda
inoculacao, foram utilizados 20ug de proteina por camundongo, diluida em solugéo
salina 0,9% (NaCl 150 mM) e 77uL do adjuvante Alu-gel para cada proteina inoculada.
As inoculacgdes foram feitas de forma intraperitoneal, de 10 em 10 dias. Uma semana
apds a 4° inoculacdo, uma aliquota de 100ul de sangue foi retirada da cauda e o soro
obtido como descrito em 3.5.3. O soro foi testado por Western Blot, e nos casos em
que a producao de anticorpos foi insuficiente, uma quinta inoculagao foi realizada. Ao
se verificar a producdo de anticorpos, os animais foram sedados com quetamina e
anestesiados com xilazina e o sangue retirado por puncao cardiaca. Apés a retirada do

sangue, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.
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3.5.3 Obtencao de soro a partir do sangue dos animais

O sangue obtido dos animais foi incubado a temperatura ambiente por 15
minutos e em seguida a 37°C por 15 minutos, e posteriormente centrifugado a 5.000rpm
por 10 minutos. O sobrenadante (soro) foi coletado e transferido para um outro tubo,
que foi armazenado a -20°C.

3.5.4 Obtencao de anticorpos policlonais a partir do lavado peritoneal de

camundongos

Para um melhor aproveitamento dos animais utilizados no experimento foram
obtidos, para uma das proteinas, anticorpos policlonais provenientes do lavado
peritoneal dos camundongos. Ap6s o sacrificio do animal, foi realizada uma injecao
intraperitoneal de 3mL de PBS. O abdémen foi massageado por alguns segundos e 0
PBS recolhido novamente na seringa. A solucao contendo anticorpos foi testada da
mesma forma que os soros. Esta técnica foi testada pois possibilita um melhor
aproveitamento dos animais de experimentacao, e obtencdo de uma maior quantidade

de anticorpos a partir do mesmo animal.

3.5.5 Teste dos antisoros

Para o teste de qualidade dos antisoros produzidos, foi aplicado em um gel de
poliacrilamida extrato protéico de T. cruzi (epimastigota com 3 ou 5 dias de cultivo),
correspondente a 5x10° células por canaleta do gel. A proteina recombinante purificada
foi também aplicada como um controle positivo.

O gel de proteina SDS-PAGE e o Western Blot foram realizados como descrito
anteriormente. Antes da incubacdo com a solucdo de bloqueio, todas as regides da
membrana correspondentes as canaletas do gel foram cortadas individualmente e
identificadas. Varias diluicbes dos anti-soros foram testadas. Apdés uma hora de
incubacédo a 37°C foram feitas as lavagens, incubagcdo com o anticorpo secundario e
revelacdo, como descrito em 3.4.4.
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3.6 IMUNOENSAIOS COM OS ANTICORPOS OBTIDOS

3.6.1 Deteccao de proteinas em extratos protéicos de T. cruzi em diferentes
etapas do ciclo de vida

Um ensaio de Western Blot foi realizado com extratos de parasitas em diversas
etapas do ciclo de vida. O ciclo de vida foi feito com extratos de epimastigotas com 3 e
5 dias de cultivo, parasitas sobre estresse nutricional, tripomastigotas metaciclicos e
amastigotas. Foi utilizado extrato equivalente a 5x10° parasitas por canaleta do gel de
poliacrilamida aplicado para a transferéncia. Apdés a coloracdo da membrana com
ponceau, esta foi fotografada como um controle de que em todas as canaletas havia a
mesma quantidade de extrato. Para uma das proteinas, foi utilizado como controle um
western blot dos extratos utilizados com marcacao da proteina GAPDH, que nao sofre
modulacdes drasticas de expressao durante o ciclo de vida do T. cruzi.

As membranas foram incubadas com os anti-soros nas diluicdes padronizadas
anteriormente e com anticorpo secundario anti-mouse conjugado a fosfatase alcalina, e

reveladas segundo o protocolo padrao.
3.6.2 Verificacao da localizacao celular das proteinas

A localizacao celular das proteinas estudadas foi verificada através da realizacao
de ensaios de imunofluorescéncia, utilizando-se parasitas epimastigotas com 3 ou 5 dias
de cultivo e epimastigotas sob estresse nutricional.

As culturas foram centrifugadas a 5000g por 2 minutos, e os parasitas foram
lavados duas vezes e ressuspensos em PBS 1,5X. Foram entdo submetidos a adesao
sobre laminas histolégicas (previamente tratadas com poli-L-lisina por 30 minutos) numa
concentracdo de 2x 10° parasitas por campo da lamina. Os parasitas foram fixados com
paraformaldeido a 4% em PBS, por 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de
lavagens com PBS. Os radicais aldeidicos livres, provenientes do paraformaldeido, foram
bloqueados pela incubagdo com solucdo de 50 mM de cloreto de aménio em PBS.
Posteriormente, o parasita foi permeabilizado pela incubacdo com 0,1% de Triton X-100
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em PBS por 2 minutos, seguido pelo blogueio dos sitios de ligacdo inespecificos,
realizado pela incubagdo com solucao contendo PBS-BSA 1% por 16 horas a 4°C em
camara umida. Apés o bloqueio, as laminas foram incubadas por uma hora a 37°C com o
soro contendo anticorpo primario, anti-proteina recombinante, diluido em BSA 1%. Apés
a incubacéo as laminas foram lavadas por 3 vezes em PBS e incubadas com o anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo, conjugado com Alexa fluor 488, na diluicdo de
1:400. As condi¢cdes de incubagao foram as mesmas que para o anticorpo primario.

Apos as lavagens do anticorpo secundario, as laminas foram incubadas por 10
minutos com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) na diluigdo 1:1000 em
PBS, e a incubacao foi seguida de trés lavagens. Apds a adicdo do meio de montagem n-
propil-galato foi colocada uma laminula sobre a lamina, e o conjunto foi selado com
esmalte.

As laminas foram observadas em microscopio Nikon E600 e as imagens
capturadas com a utilizacado de camara CoolSnap (Media Cybernetics). As andlises e
aquisicao de imagens foram feitas com o programa Image Pro-Plus v. 4.5.1.22 (Media
Cybernetics).
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES DE BIOINFORMATICA

4.1.1 Alinhamentos de sequéncia primaria de proteinas (BLASTp)

Duas isoformas da proteina TIA1 (isoforma 1 - ref|[NP_071320.2|, isoforma 2
ref[INP_071505.2]) e duas da TIAR (isoforma 1 - ref[NP_003243.1|, isoforma 2 -
ref[NP_001029097.1|) de Homo sapiens foram utilizadas como sementes de busca para
verificagcdo da conservacao da sequéncia primaria em relacdo a T. cruzi. Algumas
proteinas foram identificadas e comparadas contra o banco de dados de Homo sapiens
para a confirmacdo dos resultados. Trés proteinas que possuiam similaridade
significativa com as proteinas humanas (tanto utilizando-se o alinhamento de proteinas
humanas contra o banco de dados de T. cruzi, quanto utilizando proteinas de T. cruzi
contra banco de dados de H. sapiens) foram utilizadas para o estudo.

- TIA1 Isoforma 1 de Homo sapiens x Banco de dados de T. cruzi Score P(N) N

Tc00.1047053506885.70 || |polyadenylate-binding protein 1,... 216 2.4e-16 1
Tc00.1047053509965.180 || |RNA-binding protein, putative|T... 169 4.3e-14 2
Tc00.1047053510747.80 || |hypothetical protein, conserved]|... 127 4.3e-08 2
- TIA1 Isoforma 2 de Homo sapiens x Banco de dados de T. cruzi

Tc00.1047053506885.70 || |polyadenylate-binding protein 1,... 216 2.4e-16 1
Tc00.1047053509965.180 || |RNA-binding protein, putativel|T... 169 4.3e-14 2
Tc00.1047053510747.80 || |hypothetical protein, conserved]|... 127 4.3e-08 2
TIAR isoforma 1 de Homo sapiens x Banco de dados de T. cruzi

Score P (N) N

Tc00.1047053506885.70 || |polyadenylate-binding protein 1,... 216 2.4e-16 1
Tc00.1047053509965.180 || |RNA-binding protein, putativel|T... 169 4.3e-14 2
Tc00.1047053510747.80 || |hypothetical protein, conserved|... 127 4.3e-08 2

TIAR Isoforma 2 de Homo sapiens x Banco de dados de T. cruzi
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Tc00.1047053506885.70 || |polyadenylate-binding protein 1,... 176 1.le-11 1
Tc00.1047053509965.180 || |RNA-binding protein, putative|T... 169 1.3e-11 2
Tc00.1047053510747.80 || |hypothetical protein, conserved]|... 159 5.2e-10 1
Tc00.1047053506885.70 x Banco de dados de Homo sapiens

ref |NP_071320.2| TIAl protein isoform 1 [Homo sapiens] 87.0 4e-17

ref |[NP_071505.2| TIAl protein isoform 2 [Homo sapiens] 85.9 le-16

ref |[NP_003243.1| TIA-1 related protein isoform 1 [Homo sapiens] 77.0 4de-14
Tc00.1047053510747.80 x Banco de dados de Homo sapiens

ref |[NP_001029097.1|] TIA-1 related protein isoform 2 [Homo sap... 57.8 2e-08

ref |[NP_003243.1| TIA-1 related protein isoform 1 [Homo sapiens] 51.2 2e-06

ref |NP_071320.2| TIAl protein isoform 1 [Homo sapiens] 45.4 9e-05

ref |[NP_071505.2| TIAl protein isoform 2 [Homo sapiens] 42.7 6e-04
Tc00.1047053509965.180 x Banco de dados de Homo sapiens

ref |[NP_071505.2]| TIAl protein isoform 2 [Homo sapiens] 82.8 le-15

ref [INP_071320.2]| TIAl protein isoform 1 [Homo sapiens] 81.6 2e-15

ref [INP_003243.1| TIA-1 related protein isoform 1 [Homo sapiens] 73.9 5e-13

ref |[NP_001029097.1| TIA-1 related protein isoform 2 [Homo sap... 68.2 3e-11

FIGURA 11 — ALINHAMENTOS DE PROTEINAS DE T. cruzie H. sapiens ATRAVES DE BLASTP

4.1.2 Analise dos dominios das proteinas

Apés a analise de similaridade de sequéncias de aminoacidos foi realizada uma
busca por dominios conservados, preferencialmente de ligacdo a RNA. Foi observado
que as trés proteinas selecionadas inicialmente possuiam dominios denominados RRM
(RNA Recognition motifs).



43

(A) Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.,
1 108 200 J0e &0 So00 570
Query seq. | =
RNA. A binding site 4 i FNADNA Binding site 4 =Y
RRM dimerization site J§ RNAAONR binding site § Y RRM dimerization site J4
RNADNA binding site 4 Y
Specific hits
superfanilies BRH suparfonily | | REM superfamily BRH suparfanily RRM suparfamily
(B) Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results,
1 125 20 178 LT 625 746
uery s
Query seq, FHRONA binding site
FNA/DNA binding site § i RRM dimerization site fj
Specific hits
Superfanilies 0 speran | BiN supertondl|  fRA sr |
(C) Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 s 150 226 200 ars az0
s Bl RNAONA binding site 4 o
RNAANA binding site I ' Y BRA direr izetion site j
RN dimerization site j

Specific hits
Superfanilies RRM superfamily RRH superfanily |

FIGURA 12 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS DOMINIOS PRESENTES NAS PROTEINAS
85.70 (A), 65.180 (B) e 47.80 (C)
FONTE: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Os dominios RRM, também chamados de RBD (RNA Binding Domains) ou
RNP (Ribonucleoprotein domains) sdo dominios muito abundantes em eucariotos. Sao
encontrados preferencialmente em proteinas que possuem funcbes relacionadas a
mecanismos de regulacdo pés-transcricional, como processamento e controle da
estabilidade de RNA mensageiro, processamento de RNA ribossomal e exportacdo de
RNA do nucleo. Podem ser ainda encontrados em proteinas nucleares envolvidas em
splicing alternativo, como as hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins). Os
dominios RRM costumam interagir com RNA simples fita, mas também podem interagir
com DNA simples fita e com proteinas. O sitio de ligacdo aos alvos tem tamanho
variavel para cada proteina (variando de 2 a 8 nucleotideos), e geralmente localizam-se
nos motivos RNP1 e RNP2, regides bastante conservadas presentes nos dominios
RRM (revisto por MARIS, DOMINGUEZ e ALLAIN, 2005).

As trés proteinas foram selecionadas para o prosseguimento dos estudos, pois
além da similaridade de sequéncia, possuem dominios RRM similares aqueles
presentes nas proteinas que foram utilizadas como semente de busca para os

alinhamentos.
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4.3 CLONAGEM MOLECULAR UTILIZANDO O SISTEMA GATEWAY®

4.3.1 Sintese de oligonucleotideos iniciadores e amplificacao dos genes por
Reacao em cadeia da Polimerase (PCR)

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificagao inicial dos genes
em estudo foram construidos de acordo com os requerimentos do sistema Gateway®

(3.2.2), e os genes foram amplificados por PCR (Figura 13).

85.70 F 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGAAGGAGATAATGCTGGCAGTAAATAAACC 3
85.70 R 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGCCTTTAGGACGCAGAGT 3

65.180 F 5 GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGAAGGAGATAATGAGTGGGCCACTGCAGAAACC 3’
65.180 R 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGCCTCTTCTTCGTAAGCAGCG 3

47.80 F 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGAAGGAGATAATGTCACTGACGGAAGAAT &
47.80 R 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTCCGGGTTTCGCATCTT 3’

FIGURA 13 — SEQUENCIAS DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS PARA A
AMPLIFICACAO DOS GENES EM ESTUDO

Aliquotas dos amplicons purificados foram misturadas ao tampao de aplicacao
Ficoll e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%. O tamanho dos amplicons
corresponde ao esperado para os 3 genes: 1713 pares de base (pb) para 85.70, 1266
pb para 47.80 e 2241pb para 65.180 , possibilitando a purificacéo e posterior clonagem
no vetor de entrada do sistema Gateway® pDONR™ 221 (Figura 14).
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FIGURA 14 — PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE PCR PURIFICADOS PARA OS
GENES 85.70, 47.80 E 65.180
BPs: marcador de peso molecular estipulado em pares de base.

4.3.2 Clonagem no vetor de entrada pDONR™ 221

Os amplicons de interesse foram clonados no vetor pPDONR™221 (3.3.3) e
utilizados para transformar bactérias E.coli calcio-competentes da cepa DH5a. As
bactérias transformadas foram crescidas em uma placa de meio sélido seletivo e as
colénias obtidas foram transferidas para uma placa referéncia onde foram numeradas.

Para identificar clones positivos, ou seja, que continham o gene de interesse, foi
realizada PCR de colbnia de 5 colénias para cada gene, e foi observado que para todos
os trés genes houve ao menos um clone positivo (Figura 15). Foram utilizados para
prosseguir os experimentos o clone 1 de 85.70, clone 1 de 47.80 e o clone 8 de 65.180.
Os plasmideos foram extraidos das bactérias selecionadas através da técnica de
minipreparagéo (3.3.7).
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65.180 85.70 47.80

| | |
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FIGURA 15 — PERFIL ELETROFORETICO DE AMPLICONS OBTIDOS A PARTIR DE PCR DE
COLONIA DE BACTERIAS TRANSFORMADAS COM OS CLONES DE ENTRADA

BPs: marcador de peso molecular (em pares de base); CL(1 a 10): numeragédo dos clones testados,
obtida através da distribuicdo das colbnias na placa referéncia; 85.70, 47.80 e 65.180: clones

correspondentes aos respectivos genes.

4.3.3 Sequenciamento

Apos a clonagem no vetor de entrada, cada gene foi sequenciado com seus
iniciadores especificos Forward e Reverse . As sequéncias nucleotidicas obtidas foram
traduzidas e alinhadas com sequéncias protéicas do banco de dados GenBank através
da ferramenta Blastx, disponivel para uso no site do National Center of Biotechnology
Information - NCBI (http.//www.ncbi.nlm.nih.gov) como demonstrado na figura 16.
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Score E

{A) Sequences producing signd Scant aligmments: (Bit=) TValue
ref |WP 871512 1| polyadenylate-hinding protein 1 [Trypaposoms .. E3. 85 Ze-07 E
ref |¥P 2F1609.1| polyid) -binding procein [Trypatnosoma cru=zi ... 28,1 0. 007
ref|MP 210251.1| hypothetical protein [Trypanosoma crazi stra. .. 220 0,49
Score E
l:B) Sequences producing signd Scant aligmments: (Bit=s) Taluwe
ref |¥P 321518.1| polyadernylate-binding protein 1 [Trypanosoms. - 157 =33 E
ref|¥P S819655_1| dispersed gene family protein 1 (DGF-1) [Try. .. 316 0.63
ref |¥P 207172.1| hypothetical protein [Trypatnosoma crazi stra. .. 31,6 0.&3 E
Score E
[C:l Sequences producing signd Scant aligmments: (Bit=s) Taluwe
ref |¥P 808732.1| helicase-like protein [Trypanosoma cruzi str... 32377 Ze-04 E
Score E
I:D) Sequences producing signd fcant aligements: (Bit=s) Talwe
ref |¥P SF0E35.1| BMA-binding protein [Trypanosoms crusi strai. .. 45,8 Ze-05 E
ref |¥P S06865.1| PFHMA-binding protein [Trypanosoms cru=i strai. .. 45,8 Ze-0&
ref |[¥P S508733.1] helicase-like protein [Trypapwsoma cru=i str. .. Z8.5 0.04z E
Score E
|:E:| Sequences producing signi ficant aligmments: (Bit=z) VTalue
ref |¥P 8317185.1| hypochetical protein [Trypanosoma crusi stra. .. 166 Fe-41 E
ref|¥P 815701.1]| hypothetical protein [Trypatosoma crazi stra. oo 163 l=-40
ref|xP S814427.1| hypothetical protein [Trypanosoma cruzi stra... 32000 1.8
Score E
{F} Sequences producing signd ficant aligmments: (Bitzg) Talue
ref |¥P 8317185.1| hypochetical protein [Trypanosoma crusi stra. . 133 Fe-33 E
ref |¥P S515F01.1| hypothetical protein [Trypatosoma crazi stra. oo 137 la-32
ref|xP 807EE.1| hypothetical protein [Trypanosoma cruzi stra... 30,4 1.4 E

FIGURA 16 — RESULTADOS DOS ALINHAMENTOS DO TIPO BLASTx ENTRE OS FRAGMENTOS
SEQUENCIADOS E PROTEINAS PROVENIENTES DE BANCO DE DADOS DE T.cruzi

Alinhamentos com os fragmentos sequenciados 85.70 forward (A); 85.70 reverse (B); 65.180 forward
(C); 65.180 reverse (D); 47.80 forward (E) e 47.80 reverse (F) .As proteinas de interesse estdo marcadas
em verde.

Cada gene foi sequenciado com os iniciadores forward e reverse. Para 85.70 a
proteina correta apareceu como primeiro hit no alinhamento, e as outras proteinas que

apareceram apresentaram um valor de E muito alto, o que torna o alinhamento das
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sequéncias pouco confiavel. Isso ocorreu tanto para o fragmento sequenciado com o
oligonucleotideo forward quando para o reverse.

Para o gene 65.180, o fragmento amplificado com forward reconheceu uma
proteina semelhante a uma helicase, que nao possui semelhancas significantes com a
proteina 65.180 de T. cruzi, o que foi verificado através de BLASTp utilizando-se as
sequéncias para as duas proteinas presentes no banco de dados do NCBI. Foi utilizada
entdo a ferramenta vecscreen do NCBI para localizar provaveis regides de vetor na

sequéncia, uma vez que a presenca destes fragmentos pode levar a um falso resultado.

Distribution of Yector Matches on the Query Sequence

1 242 424 TZE elam]

Match to Vector: . Strong . Moderate I:' Weak

Segment of suspect origin:

Segments matching vector:

Strong match: 154-963
Suspect origin: 969

FIGURA 17 — VERIFICACAO DA PRESENCA DE SEQUENCIAS DE VETOR NO AMPLICON
SUBMETIDO A ANALISES ANTERIORES
FONTE: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Uma grande parte da sequéncia apresentou similaridade forte com o vetor de
clonagem, e somente um fragmento de 154 nucleotideos correspondia ao inserto
(Figura 17). O pequeno tamanho da sequéncia alinhada pode ter levado a um resultado
pouco especifico. Para o fragmento 65.180 reverse, o primeiro hit do alinhamento foi a
proteina de interesse, porém no segundo hit também apareceu uma proteina bastante
similar ao fragmento (806865.1). Foi realizado entdo um alinhamento das sequéncias
das proteinas 65.180 e 806865.1, através da ferramenta CLUSTAL W

(www.ebi.ac.uk/clustalw/).
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CLIUSTAL 2.0.1F multiple sequence aliogqmernt

gi |T166EEES | ref|XP_8E0E25 1] 1 3GPLOKE GGF IPREF GMPPLPPGFK IPP GTEP SAFFEE G SMETHL 50
Qi 71405932  ref|XF_ 606565 1] .

Qi |TLEGESSE | e f|XP 820225 1) EWGAFE OPEI QWG HDE 34 CEAPPYPMERG 6Y TME PG EYF QPPAHLYEEEE 100
qi |7140599% | e f|XP_G0665 . 1] L I —

Qi |TLEGESSE | e f|XP 820225 1) G IV EHG FONH] (L LEP (LVEMEPHENY AR DDHEPVLLEG ADPHE YPAISE 150
Qi |7140599% | e §|XP_G0665 .1 5 5 OO E0 EE0 15 S0 S G0 S0 S5 50 S0 S S0 50 S CEECa s

gi |TLEGESSE | ref|XP_620235 1) P QGPYG G VGPES COHEG GHLYRG BRENELEERT NN GHLILEEHTEE £00
gl |7140599% | e §|XP_G06 565 .1 S S

gi |TLEGESSS | ref|XP_6E0225 1] LR SEF SEFGEVI RIARVPIK 390 FVHI B YV EEAENAVEAL AR GILEEA £50
gi |7140399% | re £ |XT_ 406465 .1 S S

@i [TLEEESES | re f|XD_5E0225 .11 EFHYGKMEEYT (EELEMPEIA TG HED SIE CREEDBHIMD DETEE SREEEE 200
@i [T1405992 | ref|XDP_S0E3E5.1] T T T e T i o e 0 S S e e i e e e

gi |T1EE 6555 | o £|XP_§20£25 1] EMEFTHYLULGILFPT ?3HEELNENF KVF BK IKT I3 FLD SEMAAFIHFET 250
gi 71405992 | oo £|XT_§06565 .1 o

gi |T166EEEE | ref|XP_8E0E25 1] 1 EDCTOALDLMED GFI 66 ARIVLNY G BAQENPTS TETELTPIGI FYHETE 400
Qi |7140593% | oo |XF_ 606 65.1] e T
%
gi |T166EEEE | ref|XP_8E0E25 1] THIVYL -OLAI IV TEG IVEDLFEPFE GEI NS KET 03 301AF GHEDS IEHA 450
Qi |7140593% | oo |XF_ 606 65.1] THIWYL FOLAI IV TEFIVEDLFEFFE GEI NI KFI 03 3GIAF GHEDS IEHA 51
PR EEE AR REE R AR AR AR AR R A A REL KRR R AL AR AL L
gi |T166EEES | ref|XP_8E0E25 1] PAARIALNHALLE GAPLEI SF XS HHTMTMA DEMER GKP AP LENID SHGD 500
Qi 71405932  ref|XF_ 606565 1] EAARIALNWALLE RATLE I 3F FK3 HHTUTMA: DEMEE GKEAPLENIDANGD 10l
FEREERREE REERE AL ZEEAE AR ERIRI L RRE AR RII L AR AR (2R E
Qi |T1666555 | ref|XF_ 620225 1] FTAMPPFALEL BE MG AL VAL PRAFAAIG FAMTE LPTHEMYEE (2ATFF 550
gi|7140590%| ref|XF_§06 565 1] FTAMPPPALGL CL VMG AL VAL PLATSADG GAMYE LETUE MVEE (BAFPF 151
EEE R R R E R T R R R R R R R R L R R R EE R E T E T R
Qi |T1666555 | ref|XF 680225 1] FTEFTRERFTFEMTLIAEL 03 LLGATYHNE G EADKS WEF 5% [0& ITILYD 600
gi|7140898%| ref|XF_ 806565 1] PTEFTRERFTPEMTLDARLOS LLGATYHS EEEADKE VEF 39 IR ICTLRD £0l

IR R RS R R RIS EE T EEE LSRRI R RS ER SRS SRS EE S N

gi |T1BEESSS | re £|XP_SE0E25 1] CYDEQ SMKELIDTIF LY TPLNE 3 H'F I LAKRI HD¥FHIDPHEKLLVLY 650

gi [T1405992 | e £|XP_S06565 .11 Y DEQ SMKELIDTIF LY TPLRE S WP I LAKRI HDYTHIDFHERLLVLY 251
AEREEERERAR AR ARE AR AR AR AR RRA KA AR KR KRR AR KRR AR RRE R

gi |TIBEESSS | re £|XP_SE0E25.1] AATRALLGAKTDY LLF THALLHAYIMMLE W& 3EF (TPEEMEMLT 31 IERY 00

gi [?1405992 | re£|XP_S0BS65 .1 22TRALLGAKTDY LLF THARL RAY LMMLE W2 SEF (TPEEMEMLT 31 IERY 201
AEREEEREEAR AR ARE AR AR AR AR RRA KA AR KA KRR KR KRR AR RRE X

gi |TIBEESSS | e £|XP_SE0E25 1] HENFFIER(FLDAEFI EWFEE QLDEI HERAKVEQILASLLTEKREER Y46

gi [?1405992 | re£|XP_S0BS65 .1 HERFFIER (RLD&EFI EWFEE QLDEI HERAKVEQILASLLTKKRER 247

IR R R R EETES IR EE T EEEEE R RN E TSNS

FIGURA 18 — ALINHAMENTO ENTRE AS PROTEINAS 65.180 (ACIMA) E 806865.1 (ABAIXO). O

Gk w

simbolo representa aminoacios idénticos entre as sequéndias comparadas, enquanto “.” representa

substituicdo semi-conservativa de aminoacidos.

FONTE: www.ebi.ac.uk/clustalw/

Através deste alinhamento observou-se que a proteina 806865.1 possui cerca
de metade do tamanho da proteina 65.180 e semelhanca quase total em seus
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aminoacidos, sugerindo que esta sequéncia presente no banco de dados seja
proveniente do sequenciamento de uma proteina truncada ou um sequienciamento
parcial, ja que nao ha no inicio da sequéncia um cédon ATG (Metionina), caracteristico
do inicio de proteinas. Portanto as sequéncias para 65.180 foram consideradas
corretas.

Os alinhamentos para os fragmentos forward e reverse de 47.80 indicaram a
proteina no segundo hit. A proteina identificada no primeiro hit, também com bastante
similaridade com o fragmento (817185.1), teve sua sequéncia comparada a da proteina
47.80, da mesma forma feita anteriormente com 65.180.

CLVETAL £.0.1% rmualtiple sequence aligrment

gi [TLES 211G | re £|XP_G15E01 .11 MELTEELF (LF GF §L& AL VTHERD VP EEMEPL SFAPTHEAAF TILFALAFQY 50

gi [PLES 7226 | re £|XP_S10185 1] MILTEELY LLP LGP 33220 IRNERDVPEMPL SFAPAKKA AP TLFALAPQY 50
AAEAEEEARARALE R AR . RAREEAL RARAAE R AREARARAREAAEES

gi [TLES 211G | re £|XP_G15501 .11 KKPTEKEK (ELEL (KT FAEKD (TQ 3 EFS DE (ES (L DFFRTVLLTEELRY 100
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FIGURA 19 — ALINHAMENTO ENTRE AS PROTEINAS 47.80 (ACIMA) E 817185.1(ABAIXO). O simbolo
“*” representa aminoacios idénticos entre as sequéndias comparadas, enquanto “.” representa

substituicdo semi-conservativa de aminoécidos, e “.” representa substituicdes conservativas.

FONTE: www.ebi.ac.uk/clustalw/

Foi observada uma grande quantidade de aminoacidos idénticos entre as duas
proteinas, levando a crer que 817185.1 seja uma copia de 47.80 presente no genoma.
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Portanto os trés vetores de entrada contendo os insertos sequenciados foram utilizados

para prosseguir o trabalho.

4.3.4 Subclonagem no vetor de expressao pDEST™17

Apoés a confirmacao, foi feita a recombinag&o dos vetores de entrada contendo
0s genes de interesse com o vetor de expressdao pDEST™17 e transformacédo de
bactérias E.coli DH5a caélcio-competentes com o vetor de expressdo, seguida de
crescimento em placa contendo meio de cultura seletivo sélido. Em seguida foi feito o
teste para a presenca de insertos através de PCR de colénia. Foi realizada a PCR de
18 colbnias, 9 testadas para o gene 47.80 e 9 para o gene 85.70. Foram encontradas
colénias positivas para ambos, e o clone 1 de 85.70 e o clone 12 de 47.80 foram
utilizados para prosseguir o trabalho.

85.70 47 80
E 7 &8 9 10 11 42 13 14|

FIGURA 20 — PERFIL ELETROFORETICO DOS AMPLICONS PROVENIENTES DE PCR DE COLONIA
DE BACTERIAS TRANSFORMADAS COM OS CLONES DE EXPRESSAO

BPs: Marcador de peso molecular, em pares de base; 1 a9 : Numeros dos clones utilizados para o gene
85.70; 6 a 14: Numeros dos clones utilizados para o gene 85.70; NUMEROS CIRCULADOS: Numeros
dos clones selecionados para minipreparagao.

Nao foram identificadas col6nias positivas para o gene 65.180 e foi entao
realizado um toothpick de 15 colénias da placa referéncia de 65.180, pois a técnica de
PCR de col6nia pode gerar resultados falso-negativos. Dois perfis de migracdo dos
plasmideos foram encontrados através da técnica de toothpick, portanto dois clones
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foram selecionados (2 e 7) e, com eles, foi realizada uma minipreparacdo de DNA
plasmidial.

FIGURA 21— PERFIL ELETROFORETICO DOS VETORES DE EXPRESSAO ISOLADOS DE
BACTERIAS TRANSFORMADAS COM PLASMIDEOS CONTENDO O GENE 65.180
C: vetor que ndo sofreu recombinagcdo com amplicons, utilizado como controle; 1 a 12: numeros dos
clones bacterianos testados por toothpick. NUmeros circulados: clones utilizados para isolamento de
plasmideos ( minipreparagcao

Foi realizada uma PCR dos plasmideos isolados obtidos por minipreparacao, e
observou-se que um dos clones apresentou o tamanho esperado de 2241 pares de
base. O clone 2, de tamanho correto, foi entdo utilizado para prosseguir 0s

experimentos.
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FIGURA 22 - PERFIL ELETROFORETICO DOS AMPLICONS PROVENIENTES DE PCR DA
MINIPREPARACAO DOS VETORES DE EXPRESSAO PARA O GENE 65.180
CL2 E CL7: amplicons provenientes dos clones bacterianos 2 e 7, respectivamente.
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4.3.5 Subclonagem em vetor contendo uma regiao codificante para GFP

Foi realizada outra subclonagem, em vetor que permite a expressao da proteina
de interesse fusionada a GFP (3.3.10), seguida de transformacdo em bactérias calcio
competentes, da mesma forma feita para selecao dos clones presentes nos vetores de
expressdo. Para confirmacao das clonagens de todos os genes foi utilizada a técnica
de toothpick seguida de minipreparacdo de dois clones com perfis eletroforéticos
diferentes do controle e PCR dos plasmideos purificados.

Foram obtidos dois clones positivos para 47.80 (28 e 29) e dois para 85.70
(22 e 26). Os plasmideos ndo chegaram a ser transfectados em T. cruzi para uso neste
trabalho, e foram armazenados a -20°C. Para a proteina 65.180 foram feitas duas
tentativas de recombinag&o, porém nenhuma delas gerou clones positivos.
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FIGURA 23 — SELECAO DE CLONES POSITIVOS PARA 47.80 — GFP ATRAVES DE TOOTHPICK (A) E
PCR DE MINIPREPARACAO (B)

C: plasmideo que néo sofreu recombinagéo, utilizado como controle; 25 a 31: ndmeros dos clones
bacterianos testados; Numeros circulados: clones selecionados para minipreparagéao.

B ¢ 23w @y B e 2 @

1000

FIGURA 24 — SELECAO DE CLONES POSITIVOS PARA 85.70 — GFP ATRAVES DE TOOTHPICK (A) E
PCR DE MINIPREPARACAO (B)

C: plasmideo que ndo sofreu recombinagéo, utilizado como controle. 22 a 27: ndmeros dos clones
bacterianos testados. Numeros circulados: clones selecionados para minipreparacao.
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4.4 EXPRESSAO E PURIFICAGAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

4.4.1 Testes de expressao das proteinas recombinantes

As bactérias transformadas com os vetores de expressao foram utilizadas para
a realizacdo de testes de indugcao (3.4.2). Os extratos bacterianos induzidos foram
analisados por SDS-PAGE e comparados a extratos bacterianos obtidos de culturas
nao-induzidas. As trés proteinas recombinantes foram obtidas com pequenas variacoes
no protocolo de inducédo utilizado para cada uma delas (3.4.2), e apresentaram cerca de
10 Kilodaltons (kDa) a mais do que a proteina original encontrada no parasita, devido a
cauda de histidina e a auséncia de cédons de parada nos oligonucleotideos iniciadores
utilizados para a amplificacdo dos genes, o que torna as proteinas ligeiramente
maiores. O tamanho final das recombinantes foi aproximadamente 93 kDa para 65.180,
57 kDa para 47.80 e cerca de 70 kDa para 85.70, quando seus tamanhos originais

deveriam ser 83kDa, 47kDa e 63kDa, respectivamente.
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FIGURA 25 — PERFIL ELETROFORETICO DE EXTRATOS DE BACTERIAS TRANSFORMADAS COM
VETORES DE EXPRESSAOQ, INDUZIDAS E NAO -INDUZIDAS

Andlise por SDS-PAGE dos extratos de bactérias induzidas para a proteina 85.70 (A), 65.180 (B) e 47.80
(C); Marcador de peso molecular; NI: controle negativo ndo — induzido; I: Extrato de bactérias induzidas.

Este teste permitiu a padronizacdo das condicées de inducdo, que foram
posteriormente utilizadas para a expressdo em maior escala das proteinas

recombinantes.
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4.4.2 Expressao em larga escala e extracao das proteinas recombinantes

Apbés a padronizacdo das condicoes de expressdo as proteinas foram
expressas em um volume de 200 mL de meio de cultura, utilizando-se as mesmas
condi¢cdes anteriores. Ap6s o cultivo as células foram lisadas e as proteinas extraidas
em duas fracoes distintas, soluvel e insoluvel (3.4.5).

KDa 475 471 555 a5l bS5 Bal

B0=—

FIGURA 26 —PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS EXTRAIDAS NA INDUCAO EM LARGA
ESCALA. As proteinas foram extraidas em fragoes distintas , soltvel e insoluvel. 47S : 47.80 soluvel; 471:
47.80 insoluvel: 85S: 85.70 sollvel; 85l: 85.70 insoluvel; 65S: 65.180 soluvel; 651: 65.180 insoluvel.

Grande parte das proteinas foi obtida na forma insoluvel, devido a formagéo de
corpos de inclusdo, caracteristicos quando se realiza expressao heterdloga de
proteinas recombinantes em E. coli . A extracdo dessas proteinas foi realizada sob
condicOes desnaturantes (tampao contendo alta concentracado de uréia). Uma pequena

parte foi obtida na forma soluvel, provavelmente mantendo sua estrutura nativa.

4.4.3 Purificacao por cromatografia de afinidade

As proteinas obtidas foram purificadas por cromatografia de afinidade (3.4.6),
através de incubagdo da fracdo insoluvel em coluna contendo niquel, que possui
afinidade pela cauda de histidina presente nas proteinas, induzindo a ligacdo a coluna.
Apés as lavagens com tampao de ligacao, cada coluna foi lavada por cinco vezes com

tampao contendo imidazol, provocando a eluicdo da proteina recombinante por
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competicdo. Foram coletadas as fragdes eluidas de 1 a 5, assim como uma aliquota da
primeira lavagem com tampao de ligacao, para analise por SDS-PAGE.
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FIGURA 27 — PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS PURIFICADAS POR CROMATOGRAFIA
DE AFINIDADE

L1: aliquota da primeira lavagem; E1 E2 E3 E4 e E5: 1° 2% 3% 4% ¢ 5% fragbes eluidas da coluna em
tampéao contendo imidazol para as proteinas 47.80 (A) ,85.70 (B) e 65.180(C).

Foram observadas, nos géis, outras proteinas além da recombinante de

interesse, portanto foi necesséria a utilizacao de outras estratégias de purificacao.
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4.4.4 Purificacao por gel preparativo

Como a etapa anterior ndo foi suficiente para a obtencdo da proteina
recombinante purificada, foi realizada uma segunda etapa de purificacdo. As fracdes
eluidas da coluna NI-NTA foram misturadas com tampao de amostra e submetidas a
eletroforese em um gel preparativo, e posteriormente a proteina do interesse foi
eletroeluida do gel (3.4.6). Os eletroeluidos foram analisados por SDS-PAGE, e
observou-se que as trés proteinas foram eficientemente purificadas através desta
técnica. Foram obtidos aproximadamente 2 mL de cada proteina. A proteina 47.80 foi
obtida na concentragao de 0,23 mg/mL, 85.70 na concentragdo de 0,19 mg/mL e
65.180 na concentracao de 0,09 mg/mL. A proteina 65.180 foi concentrada e dosagem
final foi 0,35 mg/mL.
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FIGURA 28 — PERFIL EI,_ETROFORETICO DE PROTEINAS RECOMBINANTES 47.80 (A); 85.70 (B) e
65.180 (C) ELETROELUIDAS DE GEL PREPARATIVO

M: marcador de peso molecular em kDa; EE47.80, EE85.70 e EE65.180: eletroeluidos referentes as
proteinas 47.80, 85.70 e 65.180, respectivamente.

4.4.5 Identificacao da cauda de histidina nas proteinas purificadas

Como uma ultima confirmacdo de que as proteinas purificadas eram as de
interesse, foi realizado um ensaio de western blot utilizando-se um anticorpo primario
anti-histidina produzido em camundongos (3.4.7). Para as trés proteinas estudadas foi

verificado um tamanho correto e reconhecimento da cauda de histidina.



58

@ B) (C) 90—
= 80— n
- E0=— B0 =
&= 50= a0=
50 e
40— 40—

FIGURA 29 — IMUNODETECCAO DA CAUDA DE HISTIDINA NAS PROTEINAS RECOMBINANTES
47.80 (A); 85.70 (B) e 65.180(C) PURIFICADAS

4.5 OBTENCAO DE ANTICORPOS ANTI-PROTEINA RECOMBINANTE
4.5.1 Inoculagcao em camundongos

Os soros pré-imunes foram analisados antes das inoculacbes e o0 soro de
nenhum dos camundongos utilizados reconheceu proteinas presentes no extrato de T.
cruzi em epimastigota 3 ou 5 dias.

Inicialmente, foram separados 5 camundongos para a inoculacado da proteina
47.80, dois para a inoculacédo de 65.180 e dois para 85.70. Porém, dois camundongos
morreram antes da obtencdo dos antisoros (um no qual estava sendo inoculada a
proteina 47.80, e outro imunizado com a proteina 85.70). Por esse motivo, foram
obtidos antisoros de quatro camundongos para 47.80, de dois animais para 65.180 e de
somente um camundongo para a proteina 85.70.

A proteina 47.80 foi inoculada na Universidade Estadual de Londrina UEL, em
parceria com o laboratério de Biologia Molecular de Microrganismos (NIP5), e a isso se
deve a quantidade diferente de camundongos utilizados. Para a inoculagao das outras 2
proteinas, feitas no proprio ICC, s6 houve a disponibilidade de 2 camundongos por

proteina.
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4.5.2 Teste dos antisoros

A especificidade dos antisoros obtidos foi testada através de western blot.
Foram utilizados extratos de parasitas epimastigotas com 3 ou 5 dias de cultivo,
aplicados nos géis de modo a se obter extrato equivalente a 5.10° células por canaleta.
Em algumas canaletas foi aplicada a proteina recombinante purificada, para teste de
reconhecimento pelos anticorpos presentes no soro. Foram testadas varias diluicoes
dos antisoros de modo a verificar a minima diluicdo necessaria para a obtencdo de um
bom resultado.

A proteina 65.180 apareceu com o tamanho esperado (cerca de 83 kDa), porém
em cerca de 65 kDa apareceu também uma outra banda de aspecto arrastado. Apesar
disso, experimentos com este antisoro foram continuados.

A proteina 47.80 nativa tem um peso molecular de cerca de 47 kDa, e foi
reconhecida no extrato aproximadamente do tamanho da proteina recombinante (com
cerca de 10 KDa a mais), apesar da grande especificidade de quase todos os soros. O
motivo desta provavel migracdo an6mala é desconhecido e sera posteriormente

investigado.
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FIGURA 30 — TESTE DOS ANTISOROS ANTI- PROTEINA RECOMBINANTE 65.180

M: marcador de peso molecular; C1 e C2: soros obtidos dos camundongos 1 e 2, respectivamente; PI:
soros pré-imunes,coletados dos camundongos antes das imunizacgoes; |: soros coletados apds as
imunizacdes; PR: canaleta na qual foi adicionada proteina recombinante; 100, 500, 1000, 2000, 3000:
diluicdes dos antisoros utilizados para o teste — 1:100, 1:500 e 1:1000, 1:2000 e 1:3000, respectivamente.
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FIGURA 31 — TESTE DOS ANTISOROS ANTI-PROTINA RECOMBINANTE 47.80

M: marcador de peso molecular. C1, C3, C4 e C5: soros obtidos dos camundongos, 1, 3, 4 e 5,
respectivamente; Pl: soros pré-imunes,coletados dos camundongos antes das imunizagbes; |: soros
coletados apds as imunizagbes; PR: canaletas nas quais foi adicionada proteina recombinante em vez de
extrato de parasitas; 100, 500 e 1000: diluicbes dos antisoros utilizados para o teste — 1:100, 1:500 e

1:1000, respectivamente

O soro anti 85.70 foi produzido para fins de colocalizagao, ja que esta proteina é
similar a proteina PABP1, que é também um importante marcador de granulos de
estresse em mamiferos, além da proteina TIA. No processo de produgao dos antisoros,
uma semana apds a ultima inoculacado de proteina nos camundongos, € realizado um
teste com a retirada de uma pequena quantidade de sangue do animal, para verificar se
a resposta de producdo de anticorpos esta satisfatoria. Este teste preliminar foi
realizado para a proteina 85.70 e o bom resultado possibilitou o sacrificio do animal e
obtencdo do soro total, além da solucdo proveniente de lavado peritoneal, que
provavelmente contém anticorpos. Nao houve tempo hébil para a inclusdo de
resultados do teste definitivo do soro e do lavado peritoneal neste trabalho, mas o teste
preliminar indicando a resposta do soro imune contra extrato de T. cruzi e a proteina

recombinante estd apresentado na figura abaixo.
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FIGURA 32 — TESTE PRELIMINAR DO ANTISORO ANTI-PROTEINA RECOMBINANTE 85.70

M: marcador de peso molecular. Pl 250: teste do soro pré-imune contra extrato de T cruzi na diluigéo 1:

250; | 250: teste do soro imune contra extrato de T cruzi na diluicdo 1: 250; PR 250: teste do antisoro na

diluicdo 1:250 contra proteina recombinante .

4.6 IMUNOENSAIOS COM OS ANTICORPOS OBTIDOS

4.6.1 Deteccao de proteinas em extratos protéicos de T. cruzi em diferentes

etapas do ciclo de vida

Ensaios de western blot com extratos de parasitas em diferentes etapas do ciclo

de vida foram realizados com os antisoros obtidos na diluicdo de 1:1000, para a

verificacdo dos padrdes de expressédo das proteinas em estudo durante o ciclo de vida

de T. cruzi.
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FIGURA 33 — ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA 47.80 (A) DURANTE O CICLO DE VIDA
Testes relizados com extratos de T. cruzi nas formas epimastigotas com 3 e 5 dias de cultivo (Epi3 e
Epi5); parasitas submetidos a estresse nutricional (Str); Tripomastigotas metaciclicos (Meta) e
amastigotas (Ama). No controle (B) € demonstrado o padrdo de expressdo da proteina GAPDH nos
extratos utilizados em A.
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FIGURA 34 — ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA 65.180 (A) DURANTE O CICLO DE VIDA
Testes relizados com extratos de T. cruzi nas formas epimastigotas com 3 e 5 dias de cultivo (Epi3 e
Epi5); parasitas submetidos a estresse nutricional (Str); Tripomastigotas metaciclicos (Meta) e
amastigotas (Ama). No controle (B) é demonstrada a presenca de quantidades semelhantes de extrato
nas canaletas, através de coloracao da membrana com Ponceau S antes da incubacao dos anticorpos.

A proteina 47. 80 nao foi expressa em formas amastigotas, porém, em todas as

outras etapas do ciclo de vida, os padrdes de expressao foram constantes, para ambas
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as proteinas analisadas. As duas proteinas foram expressas em epimastigotas
submetidos a estresse nutricional e os ensaios utilizando parasitas nesta fase de
diferenciacao puderam ser prosseguidos. A realizacdo de experimentos com parasitas
submetidos a condicbes de estresse é bastante interessante para este trabalho pelo
fato de que as proteinas utilizadas como semente de busca para a selegcdo das
proteinas de T. cruzi em estudo estdo envolvidas em mecanismos de resposta a
estresse. Além disso, os dominios RRM presentes nas proteinas sugerem envolvimento

nesses mecanismos.

4.6.2 Verificacao da localizacao celular das proteinas através da técnica de
imunofluorescéncia

Com os antisoros obtidos foram realizados ensaios de imunolocalizagdo por
microscopia de fluorescéncia, utilizando-se parasitas epimastigotas em crescimento
exponencial e sob estresse nutricional. Em paralelo foram realizados os mesmos
ensaios com 0S soros pré-imunes, que nao apresentaram sinal de fluorescéncia
significativo em comparacao aos soros imunes (Figuras 35 e 36).

A proteina 47.80 apresentou um padrdao disperso pelo citoplasma em
epimastigotas e foi observada uma marcagcao um pouco mais forte na regido anterior,
entre o flagelo e o cinetoplasto. A regido anterior em que esta proteina se encontra é
uma possivel regido de localizagdo da bolsa flagelar. Futuramente, serdo realizados
ensaios de imunolocalizacdo através de microscopia eletrbnica de transmissao, pois
através de uma técnica que permita a obtencdo de imagens com uma maior ampliacao
sera possivel analisar mais precisamente a localizacao celular desta proteina. Em
epimastigotas submetidos a estresse nutricional observa-se que a marcagao dispersa
torna-se mais fraca, enquanto a localizagdo na regido anterior parece mais intensa. Ja
foi descrita a presenca de uma proteina relacionada a regulagdo da expressao génica
na membrana da bolsa flagelar de Trypanosoma brucei (MORAES et al, 2007), e
sugere-se que possa haver um papel desta estrutura em mecanismos de regulacéao,
mas pouco ainda é conhecido sobre este assunto.
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A proteina 65.180 apresentou um padrdo de localizagcao nuclear em parasitas
epimastigotas, condizendo com a localizacao celular das proteinas TIAT e TIAR em
condicbes celulares normais. Porém, em parasitas sob estresse nutricional a
localizag@o nuclear foi mantida. Futuramente serdo testadas outras formas de estresse

para verificar o padréao de localizacao.
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Merge

DIC Pré Imune Merge

FIGURA 35 - IMUNOLOCALIZACAO DA PROTEINA 47.80 EM PARASITAS EPIMASTIGOTAS SOB
CONDICOES NORMAIS (A) E SUBMETIDOS A ESTRESSE NUTRICIONAL(B)

DIC: Imagens dos parasitas obtidas através de contraste por interferéncia diferencial; 47.80: visualiza¢do
da marcagéo obtida através da incubacdo dos parasitas com o soro imune anti - proteina 47.80; Pré
imune: marcacdo relativa aos anticorpos presentes no soro pré-imune; DAPI: marcacdo de DNA
presente no nicleo e no cinetoplasto; MERGE: sobreposicao das marcacdes provenientes dos soros com
a marcacao pelo DAPI. Na parte de cima das figuras estdo as imagens provenientes de parasitas
incubados com soro imune, enquanto as fotos abaixo sao referentes a parasitas incubados com soro
pré-imune.
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FIGURA 36 - IMUNOLOCALIZACAO DA PROTEINA 65.180 EM PARASITAS EPIMASTIGOTAS SOB
CONDIGOES NORMAIS (A) E SUBMETIDOS A ESTRESSE NUTRICIONAL(B)

DIC: Imagens dos parasitas obtidas através de contraste por interferéncia diferencial; 65.180:
visualizagdo da marcagéo obtida através da incubaga@o dos parasitas com o soro imune anti - proteina
65.180; Pré imune: marcacao relativa aos anticorpos presentes no soro pré-imune; DAPI: marcagao de
DNA presente no ndcleo e no cinetoplasto; MERGE: sobreposicdo das marcagdes provenientes dos
soros com a marcagédo pelo DAPI. Na parte de cima das figuras estdo as imagens provenientes de
parasitas incubados com soro imune, enquanto as fotos abaixo séo referentes a parasitas incubados
com soro pré-imune.
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5. CONCLUSAO

Os objetivos deste trabalho eram clonar, expressar proteinas recombinantes,
produzir antisoros policlonais e iniciar a caracterizacao de trés proteinas presentes no
genoma de T. cruzi que possuem similaridade de sequéncia primaria com as proteinas
TIA1 e TIAR de Homo sapiens. As etapas de clonagem e expressao das proteinas
foram cumpridas para os trés genes abordados neste estudo. Os antisoros produzidos
em camundongos reconheceram as proteinas recombinantes e proteinas em extrato de
T. cruzi.

O antisoro de uma delas (denominada 47.80 durante o trabalho) reconhece no
extrato de parasitas uma proteina ligeiramente maior do que o tamanho esperado. Os
antisoros obtidos de trés dos quatro camundongos utilizados reconheceram somente
uma proteina no ensaio de western blot com marcacao bastante especifica, mesmo
quando a membrana foi revelada por um periodo de tempo mais longo do que o
habitual. Além disso, 0 antisoro reconheceu esta proteina no extrato mesmo quando
relativamente diluido (diluicdo 1/3000), levando a crer que a ligagéo do anticorpo a essa
proteina seja especifica. O motivo deste maior tamanho podera ser posteriormente
investigado realizando-se uma imunoprecipitacao da proteina diretamente do extrato de
T. cruzi, seguida de andlise do material imunoprecipitado por espectrometria de
massas. A localizacdo celular desta proteina por imunofluorescéncia indireta retornou
um resultado curioso, com uma localizagao citoplasmatica, porém com um sinal de
fluorescéncia mais forte na regido anterior do parasita, que se reforcou durante a
condigcdo de estresse nutricional. Analises da localizacdo celular desta proteina por
microscopia eletrénica de transmissdo poderdo ser realizadas para verificar a exata
localizacdo desta proteina. Pela regido celular em que se encontra existe a
possibilidade que a localizacdo seja proxima a bolsa flagelar, uma estrutura ainda
pouco estudada. Um trabalho recente relaciona a bolsa flagelar a uma proteina de
Trypanosoma brucei semelhante a uma quinase de elF2alfa, que em mamiferos é uma
proteina-chave na regulacéo pdés transcricional em resposta a estresse.

Para a segunda proteina, denominada 65.180, as etapas de clonagem e
expressdao foram um pouco mais dificeis e demoradas, porém foi obtida proteina
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suficiente para a inoculagédo em dois camundongos. O antisoro obtido reconheceu uma
proteina de tamanho correto em extrato de T. cruzi, porem foi reconhecida também uma
outra proteina (ou resultado de degradagdo da mesma) que aparece sempre com
aspecto arrastado nas membranas de western blot. O aspecto da proteina de tamanho
correto € normal, apesar de a proteina ndo parecer muito abundante. Apesar disto, na
localizacdo por imunofluorescéncia pode-se observar um sinal nuclear extremamente
especifico, tanto em epimastigotas quanto sob condicdes de estresse nutricional. Em
outros organismos a localizacdo das proteinas TIA sob condicbes de estresse é
citoplasmatica, portanto poderdo ser testados outros tipos de estresse, induzidos por
agentes citotéxicos, para observar se a localizacao desta proteina de T. cruzi se altera
sob condicoes celulares desfavoraveis.

A proteina 85.70 foi produzida para fins de colocalizacao, e um teste preliminar
do antisoro revelou o reconhecimento da proteina recombinante e de uma proteina de
tamanho esperado no extrato.

Os objetivos propostos para o trabalho foram cumpridos e os resultados obtidos
abrem perspectivas para ensaios futuros visando uma melhor caracterizacao destas
proteinas, como ensaios de imunoprecipitacao, colocalizacdo com outras proteinas de
T. cruzi envolvidas em mecanismos de processamento de mRNA, imunolocalizacao por
microscopia eletrénica de transmissdo e verificacdo do padrao de localizacao sob

diferentes condi¢des celulares.
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