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1. INTRODUCAO

1.1 PEPTIDIL-PROLIL CIS-TRANS ISOMERASES (PPIASES)

As enzimas com atividade de peptidil-prolil cis-trans isomerase (PPlase)
realizam a isomerizacao da ligacdo peptidica entre uma prolina € um aminoacido
precedente (ligacdo Xaa-Pro), como exemplificado na figura 1. Apesar da maioria
das ligacBes peptidicas serem encontradas na conformacdo trans e as proteinas
manterem este estado energeticamente favorecido, ha uma significativa minoria (5-
7% de proteinas) que se modificam para a conformacéo cis com o auxilio dessas
enzimas (Bell et al., 2006; Kang et al., 2008). Além de influenciar a conformacéo das
proteinas, esta isomerizacdo na extremidade N-terminal da prolina € essencial para
0 enovelamento da proteina nascente e esta relacionada com outros aspectos

importantes como interacao protéica, trafego, localizacao e atividade (Barik, 2006).

'::.'G—Pj
FPlase 0 -
SO 2 S8
L j Py
CO-P,
Cis Trans

FIGURA 1. Isomerizacao cis-trans de uma ligacéo peptidica Xaa-Pro. (Galat A,1993)

Enzimas PPlases séo divididas em trés familias: ciclofilinas, FKBPs e
parvulinas, as quais ja foram descritas em uma gama de organismos, desde
bactérias até seres humanos. As trés familias ndo sdo relacionadas nem na
sequéncia nucleotidica e nem estruturalmente, embora compartilhem a fungcédo de
peptidil-prolil isomerase. As ciclofilinas foram assim denominadas por interagirem
com a droga imunossupressora ciclosporina A (CsA) e as FKBPs por se ligarem com
o antibidtico FK506 (FK506 Binding Protein). Outras drogas também se ligam a
familia FKBP, como a rapamicina. A ligacdo destas drogas com as PPlases
bloqueiam o sitio de ligacdo com a prolina inibindo a atividade de isomerase, mas

nao € esta inibicdo que causa o efeito de imunossupressdao. Os complexos CsA-
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ciclofiina e FK506-FKBP inibem a calcineurina, uma fosfatase regulada por
calmodulina necesséria para uma variedade de mecanismos de transducéo de sinal
dependente de Ca*" (Liu et al., 1991). Um dos substratos da calcineurina é o fator
nuclear de células T ativadas (NF-AT) que, sem a remocéao dos residuos de fosfato,
nao € translocado para o nucleo e varios genes codificadores para citocinas
permanecem silenciados, suprimindo a resposta imune. O complexo rapamicina-
FKBP inibe a cinase TOR, essencial para uma variedade de processos. Devido a
essa propriedade, ciclofilinas e FKBP séo coletivamente chamadas de imunofilinas
(revisado por Barik, 2006).

O conjunto de proteinas hoje denominadas parvulinas (do latim parvulus,
pequeno, pois tém ~10 kDa) foi formalmente inserido dentro do conjunto de PPlases
em 1994 por Rahfeld et al. em um trabalho com Eschechiria coli. A ort6loga de
Saccharomyces cerevisiae (ESS1) (Hanes et al.,, 1989; Hani et al., 1995) e da
espécie humana (Pin-1) estdo envolvidas no controle do ciclo celular (Lu et al.,
1996). Estas parvulinas realizam a isomerizacdo de ligacdes fosfotreonina- ou
fosfoserina-prolina, em proteinas cuja conformacdo sera alterada apds sua
fosforilacéo.

Uma nova familia de imunofilinas foi recentemente estudada contendo ambas
as sequéncias de ciclofilina e FKBP. Devido a essa propriedade, essas proteinas
foram chamadas de FCBP (FK506 - CsA Binding Protein). As FCBPs foram
identificadas em trés géneros de protozoarios (Toxoplasma, Theileria e
Tetrahymena) e em duas bactérias (Flavobacterium johnsonae e Treponema
denticola). Adams et al. (2005) estudaram a proteina FCBP57 de Toxoplasma gondii
(TgFCBP57) e verificaram que os dominios FKBP e ciclofilina, quando expressos
separadamente, apresentam aproximadamente metade da atividade de PPlase da
proteina inteira mas séo sensiveis a droga especifica da familia. Ambas as drogas,
FK506 e CsA, inibem o crescimento do protozoario (Adams et al., 2005).

Algumas PPlases tém atividade de chaperona independente da atividade de
PPlase. Uma ciclofilina de Leishmania donovani consegue desagregar agregados
soluveis de adenosina cinase mesmo quando uma grande por¢cdo do dominio
PPlase esta deletado. Andlises de FKBP de Methanothermococcus
thermolithotrophicus indicam que a atividade de chaperona que elas possuem

independe da atividade de PPlase. De uma forma geral, ambas as atividades devem
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auxiliar no correto enovelamento de grandes polipeptideos contendo prolina (revisto
por Barik, 2006; Kang et al., 2008).

Todos os organismos estudados possuem pelo menos uma PPlase, indicando
qgue sua funcao é essencial para a sobrevivéncia de todas as células. Camundongos
knock-out para uma das ciclofilinas (CypA) sdo viaveis, mas espontaneamente
desenvolvem uma doencga alérgica, e a procura do mecanismo responsavel levou a
identificacdo de uma fosfatase alvo (entre alguns outros) crucial para o
direcionamento da resposta Th2. Camundongos knock-out para uma FKBP sao
estéreis e possuem anormalidades dos 6Orgados reprodutivos. Experimentos de
silenciamento de uma PPlase de Toxoplasma gondii através de RNAI indicam que
esta proteina parece ser essencial para a viabilidade celular (Adams et al., 2005).

Entretanto, Dolinski et al. (1997), deletaram todos os 12 genes codificadores
de imunofilinas de S. cerevisiae individual e conjuntamente e ndo observaram
nenhum defeito em um nimero de parametros fisiol6gicos estudados. A idéia atual é
a de que as imunofilinas tém um papel em vias bioquimicas necessarias em

determinados nichos ambientais e patogénicos que devem ser investigados.

1.1.1 PPIAses na interagdo patdégeno-hospedeiro

Ha varios relatos de que imunofilinas — tanto do patégeno quanto do
hospedeiro — contribuem de alguma forma para o estabelecimento da infeccao.

Hoerauf et al. (1997) analisaram 2 ciclofilinas de Leishmania major e a CypA
de macrofagos e perceberam, através de inibicdo da proteina, que a ciclofilina da
célula hospedeira é importante na replicacdo de amastigotas.

A proteina CyP18 de T. gondii liga-se ao receptor CCR5 em células
dendriticas e macrofagos, levando a inducéo da producéo de IL-12 e IFN-y, citocinas
criticas para a sobrevivéncia da célula hospedeira na fase aguda da infeccdo. Da
mesma maneira, uma ciclofilina de Neospora caninum tem um papel na estimulacao
de IFN-y pelas células mononucleares periféricas e CD4+ (Tuo et al., 2005).

Cianciotto et al. (1989) descreveram uma PPlase em Legionella pneumophila
que exerce um papel na sua sobrevivéncia dentro de macréfagos, portanto

denominada de MIP (macrophage infectivity potentiatior), posteriormente identificada
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em outros patdgenos intracelulares como Chlamydia (Lundemose et al., 1991). Moro
et al. em 1995 identificaram uma FKBP homologa em Trypanosoma cruzi, a Unica de
protozoario identificada até o momento. TcMip é secretada pelas formas infectivas
(tripomastigotas) mas o alvo da atividade de PPlase ainda nao foi identificado
(Pereira et al., 2002).

Estudos verificaram que a droga FK506 possui um efeito anti-malaria.
Entretanto, Monaghan e Bell (2005) demonstraram que a proteina PfFKBP35 inibe a
atividade da calcineurina na auséncia da droga. Este fendbmeno também foi
reportado na proteina humana FKBP38 (Monaghan e Bell, 2005).

A utilizagdo em camundongos de ciclosporina A para potencializar a infecgao
por Plasmodium, uma vez que a resposta imune seria suprimida, mostrou que a
droga, ao invés de facilitar a infeccdo, tem um efeito contrario — o de inibicdo. O
mesmo efeito ocorre com a administragao da droga em animais infestados por certos
helmintos. A infeccédo por T. cruzi, entretanto, € exacerbada apos a administracédo de
CsA, devido ao seu efeito imunossupressor (apud High e Handschumacher, 1992).
As drogas FK506 e/ou rapamicina inibem o crescimento de Plasmodium falciparum,
T. gondii e T. cruzi em cultura (revisto por Bell et al, 2006).

Tem se assumido que 0 mecanismo através do qual estas drogas
imunossupressoras tém um efeito de inibicdo da infeccdo é o mesmo que faz com
gue elas desencadeiem a imunossupressao, ou seja, a interacdo com a imunofilina e
a calcineurina e a sua consequente inibicdo. Algumas observacdes, entretanto, ndo
sdo condizentes com este modelo. Existe a hipétese de que os fendtipos séo
decorrentes da inibicdo de eventos de enovelamento catalisados pela funcdo de
PPlase.

1.1.2 Familia FKBPs

Os membros da familia das FKBPs existem em todos os organismos desde
archebacterias até primatas e ja foram identificadas proteinas de 12 a 135 kDa. Os
membros dessa familia com baixo peso molecular apresentam apenas o dominio de
ligacdo a FK506 (FKBD — FK506 Binding Domain) enquanto os com maiores pesos

moleculares possuem outros dominios e motivos de ligagdo como tetratricopeptideo



14

(TPR), dominio de ligacdo a calmodulina, transmembrana (TM), sinal de localizagédo
nuclear (NLS), EF Hand e leucina zipper (Galat, 2000; Kang et al., 2008).

O dominio FKBD apresenta 108 aminoacidos e é responsavel tanto pela
atividade de PPlase quanto de ligacdo a FK506 (Kang et al., 2008). As proteinas
FKBP51 e FKBP52 de humano apresentam dois dominios FKBD em tandem; o
dominio N-terminal possui a atividade de PPlase e pode se ligar as drogas FK506 e
rapamicina, enquanto o dominio C-terminal é responsavel pela interacdo com outras
proteinas como a chaperona HSP 90 e receptores esteroides. Ha fortes evidéncias
que a interacdo da FKBP52 com os receptores esterdides requer o dominio TPR
(Davies e Sanchez, 2005). O dominio de interacéo proteina - proteina (TPR) auxilia
na modulacdo da atividade das proteinas e serve como sitio de ligacdo para
chaperonas, como Hsp90 (Davies e Sanchez, 2005; Barik, 2006; Kang et al, 2008).

O genoma de E. coli apresenta quatro FKBPs cujas massas variam de 16 a
29 kDa (Galat, 2000). A extremidade N-terminal da EcCFKBP29 exibe atividade de
chaperona enquanto a extremidade C-terminal apresenta atividade de PPlase e se
liga a FK506 (Barik, 2006). O dominio FKBD de EcFKBP16 € altamente hidrofobico
sugerindo que esta proteina esta associada a membrana (Galat, 2000).

O numero de proteinas da familia FKBP presente em Arabidopsis thaliana &
muito maior em comparag¢ao a outros organismos. Enquanto S. cerevisiae possui
guatro FKBPs, Caenorhabditis elegans oito e Homo sapiens 11, A. thaliana
apresenta 23 FKBPs. Dentre as 23 proteinas, sete contém um dominio FKBD
flanqueado por um dominio N-terminal de ligagdo ao ribossomo e um C-terminal de
ligacdo a chaperona (Geisler e Bailly, 2007). As outras proteinas podem conter de
trés a quarto FKBDs seguidos de dominios TPRs e de ligacdo a calmodulina
(Breiman e Camus, 2002).

Recentemente, Brasseur et al. (2009) identificaram quatro FKBPs de
Trypanosoma brucei (FKBP11, FKBP12, FKBP21 e FKBP47), as quais foram
silenciadas através de RNAI. Apenas a proteina de 12 kDa (TbFKBP12) é essencial
para a sobrevivéncia do parasita. A supressao dessa proteina bloqueia a citocinese
impedindo o processo de mitose. Além disso, afeta severamente a motilidade
flagelar. Neste trabalho n&o foi possivel determinar a localizacdo da proteina
TbFKBP12, a qual é expressa em todas as formas de vida do parasita.

Muitas FKBPs possuem especifica localizacao intracelular como citoplasma,

nacleo e reticulo endoplasmatico (Barik, 2006). A proteina FKBP35 de Plasmodium
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falciparum, por exemplo, foi expressa predominantemente no citosol em todo o ciclo
de vida no eritrcito enquanto nas formas trofozoito e esquizonte foi observada
significativa quantidade da proteina no nucleo (Monaghan e Bell, 2005). A FKBP12
de S. cerevisiae é encontrada no citoplasma e a FKBP60 no nucleo (Dolinski et
al.,1997). Dados bioquimicos e de proteémica suportam que grande parte das 16
FKBPs de A. thaliana com simples dominio localizam-se no limen do tilacéide onde
apresentam funcgéo relacionada a fotossintese. Outras FKBPs de A. thaliana séo
encontradas no citoplasma, nucleo, reticulo endoplasmatico e mitocéndria (Breiman,
2002). A unica FKBP de T. cruzi identificada até o momento € secretada pelas
formas infectivas (tripomastigotas) (Pereira et al., 2002).

O fato das FKBPs se ligarem a diferentes proteinas na célula cria um amplo
espectro de alvos celulares para as drogas FK506 e rapamicina. As FKBPs
localizadas em diferentes compartimentos celulares podem estar sob o controle
dessas drogas que influenciam processos de crescimento e proliferacdo celular
(Galat, 2008).

O complexo formado entre FKBP e a droga reforca a estabilidade da proteina,
sendo mais resistente a clivagem proteolitica, e cria uma superficie para a ligacao
com a calcineurina e a cinase TOR. Estudos revelarem que na auséncia de FK506,
a FKBP12 liga-se a alvos celulares, tais como os receptores rianodina (RyRs), os
quais sdo um dos principais canais de liberacdo de Ca®" no reticulo sarcoplasmatico.
A ligacdo das FKBPs com FK506 ou rapamicina provoca um vazamento de Ca®" em
células endoteliais isoladas e induz a fuga de Ca* intracelular que pode contribuir
para a patogénese da disfuncéo endotelial e hipertenséo (Kang et al, 2008).

Recentes estudos tém demonstrado o papel das FKBPs na regeneracao do
nervo. FKBP12 e FKBP52 apresentam elevados niveis nos neurdnios. Um aumento
da FKBP12 é verificado nas areas de patologia em doencas neurodegenerativas.
Esses estudos podem fornecer importantes pistas terapéuticas para o tratamento de
doencas neurodegenerativas que atualmente afetam o envelhecimento da

populacdo humana, tais como Alzheimer e Parkinson (revisto por Barik, 2006).
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1.2 TRYPANOSOMA CRUZI

1.2.1 Trypanosoma cruzi e a doencga de Chagas

O Trypanosoma cruzi € o protozoario flagelado unicelular pertencente a
familia Trypanosomatidae da ordem Kinetoplastida. O género Trypanosoma é um
dos mais importantes em termos de saude publica, dentro da familia
Trypanosomatidae, por incluir uma série de espécies causadoras de importantes
doencas humanas, como o T. cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas, e o
Trypanosoma brucei rhodesiense e T. b. gambiense, ambos agentes da doenca do
sono (Hide, 1999).

A doenca de Chagas, descrita em 1909 por Carlos Chagas, constitui um
grave problema de saude publica na América Latina. Caracteriza-se por ser
debilitante e incapacitante e € uma das principais causas de aposentadoria
antecipada nas &reas de risco. Estima-se que existam entre 12 e 14 milhdes de
infectados na América Latina, com mais de 60 milhbes de pessoas sob risco de
transmissdo, em cerca de 18 paises endémicos (Dias, 2007). Estima-se que no
Brasil haja 5 milhdes de pessoas infectadas.

Atualmente ndo ha vacina desenvolvida e as drogas utilizadas, benzonidazol
e o nifurtimox, ndo séo satisfatérias. O tratamento apresenta melhores resultados na
fase aguda da doenca, em pacientes com infeccdo recente. Porém, ambos o0s
medicamentos causam varias reacdes colaterais indesejaveis que, por vezes,
obrigam a interrupcado do tratamento e as probabilidades de cura diminuem a medida
gue a doenca vai adquirindo a forma crénica (revisto por Cancado et al., 2000).

A doenca de Chagas compreende, basicamente, duas fases: a fase aguda e a
fase crbnica. A fase aguda da doenca € usualmente silenciosa, rapida e com
elevada parasitemia. Os sintomas podem ser febre, dor de cabeca, edema,
linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia, miocardite, meningoencefalite e cardiopatia
aguda. O conjunto e a intensidade dos sintomas é bastante varidvel de caso a caso.
A duracao desta fase € de aproximadamente 4 a 12 semanas. No final da fase
aguda o quadro febril e a parasitemia tendem a desaparecer e 0s niveis de

imunoglobulinas do tipo IgM decrescem enquanto as do tipo IgG sobem (revisto por
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Dias, 2000). Essas caracteristicas definem a transicdo para a fase crbnica da
doenca.

A evolucdo desta fase € lenta e ocorre anos apés a fase aguda, podendo
durar toda a vida do paciente. Esta fase pode ser representada por diversas formas
clinicas: a indeterminada, a cardiaca ou a digestiva. A forma indeterminada consiste
na auséncia de sintomatologia. A morbimortalidade da doenca de Chagas esta
associada as formas cardiaca e digestiva, que constituem evolu¢cdes da forma
indeterminada em 2 a 5% dos casos. A primeira se caracteriza por uma cardiopatia
cronica, cujo aspecto mais importante é a fibrose (Andrade et al., 1978). A forma

digestiva caracteriza-se por esofagopatia e colopatia (revisto por Dias, 2000).

1.2.2 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

Ha trés maneiras principais de transmissao da doenca de Chagas: a vetorial,
a transfusional e a congénita. De menor impacto, ha a contaminacdo através de
transplantes de 6rgdo e acidentes de laboratério (revisto por Schmufis, 2000).
Todavia a transmissdo por via oral também tem sido responsavel por um namero
significante dos casos agudos da doenca (Coura et al., 2002). Recentemente, por
exemplo, foram registrados varios casos de contracdo da doenca a partir da
ingestdo de cana-de-agUcar no estado de Santa Catarina e suco de acai nos
estados do Para e Bahia contaminados com formas infectivas do parasita (Dias et
al., 2008; Nobrega et al., 2009).

A via vetorial de transmisséo da doenca € a responsavel pela grande maioria
dos casos registrados. Acontece pelo contato do hospedeiro vertebrado com as
excretas contaminadas do inseto vetor. O inseto vetor pertence a ordem Hemiptera,
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Embora possuam habitos diversos,
todas as espécies de triatomineos sao potencialmente vetoras do T. cruzi, mas
poucas possuem importancia epidemiolégica. Os triatomineos sao conhecidos
popularmente como “barbeiros”, entre outros nomes vulgares (Sherlock, 2000).

O ciclo de vida do T. cruzi ocorre em dois hospedeiros. Geralmente, o
hospedeiro intermediario, ou vetor, € um invertebrado hematéfago e um vertebrado,

as vezes o homem, é o hospedeiro definitivo (Chagas, 1909).
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A interacdo parasita — hospedeiro é bastante dindmica, dependendo de
diversos fatores ligados ao T. cruzi - cepa, viruléncia, tamanho do inéculo -, ao
homem - idade, sexo e provavelmente raca - e ao ambiente (revisto por Dias, 2000).

O ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro vertebrado é iniciado quando o
inseto vetor libera as formas tripomastigotas metaciclicas, presentes nas excretas,
durante o repasto sanguineo. Esse estagio infectivo € capaz de alcancar o interior
da célula hospedeira e se diferenciar na forma replicativa amastigota. ApoOs intensa
divisdo binaria, os amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas sanguineos que
rompem as células hospedeiras e alcancam a corrente sanguinea do hospedeiro.
Estes, por sua vez, podem ser ingeridos por um novo inseto vetor. No tubo
digestorio do inseto, os tripomastigotas sanguineas transformam-se na forma
replicativa epimastigota. Apds sucessivas divisbes, migram para a porcado posterior
do intestino e se transformam nas formas tripomastigotas metaciclicas que sé&o
liberados nas excretas e podem atingir um novo hospedeiro vertebrado através de
uma ferida na pele ou por uma mucosa (ciclo de vida revisto por Tyler e Engman,

2001). O ciclo de vida do T. cruzi pode ser visualizado na figura 2.
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FIGURA 2 - Ciclo de vida do T. cruzi. Modificado de: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/
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1.2.3 Expresséao génica em Trypanosoma cruzi

O T. cruzi tem despertado grande interesse na biologia por ser o responsavel
por uma doenca grave de grande importancia em muitos paises da America Latina e
por apresentar algumas caracteristicas especiais, compartilhada pelos
tripanossomatideos, as quais o tornam um organismo modelo.

Os tripanossomatideos apresentam mecanismos genéticos peculiares, como
a organizacdo dos genes em unidades transcricionais policistronicas, o0
processamento dos transcritos através de trans — splicing e a editoracdo do RNA
(revisto por Silveira, 2000).

Existe uma tendéncia nos tripanossomas de agrupar os genes que codificam
proteinas, 0s quais, muitas vezes, organizam-se em tandem separados por
espacadores intergénicos curtos. Quando esses agrupamentos génicos estao sob
controle de um Unico promotor, a transcricdo gera um transcrito policistrénico (revisto
por Silveira, 2000). Este transcrito é processado através de um mecanismo
denominado trans — splicing, gerando RNAs monocistronicos. Neste processo ocorre
a adicdo de uma sequéncia conservada de 39 nucleotideos, denominada de
sequéncia lider, na sua extremidade 5’ e na extremidade 3’ é adicionada a cauda
poli-A (revisto em Teixeira, 1998).

A diferenciacdo das formas durante o ciclo de vida € consequéncia de uma
regulacdo da expressdo génica que ocorre em etapas pos-transcricionais. Varias
etapas podem estar potencialmente sujeitas a algum tipo de regulacdo em T. cruzi,
como etapas associadas ao RNA — splicing gerando os transcritos monocistronicos,
translocacdo do RNA para o citoplasma, estabilidade do mRNA e seu acesso aos
ribossomos — e associadas as proteinas — traducao, controle da estabilidade versus

degradacdo das proteinas e modificacbes pos-traducionais.

1.3 PPIASES DE T. CRUZI

O sequenciamento do genoma de Trypanosoma cruzi, disponivel em meados

de 2005 (El-Sayed et al., 2005), foi realizado com a cepa CL Brener, por ser uma
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das mais bem caracterizadas experimentalmente. Esse processo permitiu que se
identificasse o niumero de genes codificadores de PPlases deste organismo. T. cruzi
tem 14 genes codificadores de ciclofilinas, 5 genes codificadores de FKPBs e 2
genes que codificam parvulinas. Aléem dos dominios de PPlase que todas possuem,
duas delas possuem um dominio TPR, uma apresenta um dominio WD40, e uma um
dominio RRM; os dois primeiros dominios envolvidos com interacfes proteina-
proteina e o ultimo interagdo com RNA. Uma andlise de similaridade e de busca por
dominios enquadrou mais dois genes na familia das ciclofilinas e mais um com um
dominio de parvulina, anotados como proteinas hipotéticas. Alguns genes anotados
como codificadores de proteinas hipotéticas aparecem como FKBPs em T. cruzi,
porém com uma probabilidade pequena.

Potenza et al. (2006) descreveram a familia das ciclofilinas de T. cruzi e
identificaram algumas delas por espectrometria de massas. As trés parvulinas de T.
cruzi estdo sendo estudadas pelo grupo de Esteban Erben e Sergio Schenkman.
Uma das parvulinas foi caracterizada no trabalho de Erben et al. (2007). Até o
presente momento ndo ha relatos na literatura sobre a caracterizacdo da familia das
FKBPs em dois tripanossomatideos de relevancia para a saude humana (T. cruzi e
L. major). Recentemente, Brasseur et al. (2009) caracterizaram a FKBP12 de T.

brucei, como descrito anteriormente.

1.4. JUSTIFICATIVA

O papel que as PPlases exerce nas ceélulas de todos o0s organismos
estudados € extremamente interessante em um organismo como o T. cruzi, no qual
a regulacdo da expressdo génica ocorre predominantemente em eventos pos-
transcricionais e pode ter importantes implicacdes, pois mecanismos associados a
estabilidade, degradacdo e modificacdes poés-traducionais de proteinas podem ter
relevante papel na dinAmica do conjunto de proteinas do parasita. Além disto, a
importadncia que PPlases exercem na interacdo patdégeno-célula hospedeira e a
confirmacdo de que uma das FKBPs €& secretada pelas formas infectivas,
impulsionam o estudo destas proteinas na interacdo do T. cruzi com células de

mamiferos, contribuindo para um aprofundamento do evento complexo que é a
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infeccdo por T. cruzi. Aléem disso, um grande numero das FKBPs tem sua atividade
de isomerase inibida através de agentes imunossupressores como FK506 e
rapamicina, os quais constituem, simultaneamente, tanto uma ferramenta de estudo
através do bloqueio da funcdo protéica quanto uma perspectiva de medida

terapéutica.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto é aprofundar a caracterizagdo das FKBPs de

Trypanosoma cruzi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Produzir proteinas recombinantes;

2) Produzir anticorpos especificos contra a proteina recombinante;

3) Verificar a expressao protéica durante o ciclo de vida e etapas de
diferenciacao;

4) Determinar a localizacao celular;



3. MATERIAIS E METODO

3.1 PROCEDENCIA DE REAGENTES E MATERIAIS

AMERSHAM-PHARMACIA BIOTECH:
* Anticorpo monoclonal anti-histidina
* Anticorpo monoclonal anti-GST
« dNTPs
« Hybond membrana de nitrocelulose

BIORAD:
¢ Azul de bromofenol

FISHER SCIENTIFIC:
* Meio de cultura Luria Bertani

GIBCO:
« EDTA

INVITROGEN:
e 1 Kb Plus DNA Ladder
* Acrilamida
* Bis-acrilamida
* BP Clonase Il enzyme mix
* BenchMark™ Protein Ladder
* Glicerol
* LR Clonase Il enzyme mix
* Platinum Taqg High Fidelity
* Proteinase K
» PEG 8000;
» Taq DNA Polimerase
* Vetor pDEST™17
* Vetor pDEST™15
«  Vetor pDONR™221

MERCK:
» Acido acético
« Acido cloridrico
» Cloreto de calcio
* Cloreto de sédio
» Etanol absoluto
» Hidréxido de sédio
e SDS



PROMEGA:
« BCIP
* Fosfatase Alcalina
e« NBT

QIAGEN:
*  QIAprep Spin Miniprep Kit

SIGMA-ALDRICH:
» Anticorpo anti-IgG de cabra conjugado a fosfatase alcalina
* [B-mercaptoetanol
* Adjuvante completo de Freund
* Agarose
e Ampicilina
* Anti-mouse AP
* Azul de Coomassie R-250
* Brometo de etideo
* BSA
e Canamicina
* Cloranfenicol
+ (418
e HEPES
* Membrana de dialise
 Ponceau S
 TEMED
e Triton

STRATAGENE:
* Pfu Ultra DNA Polimerase
* PfuUltra HF Reaction Buffer.

USB:
e IPTG
* Persulfato de aménio
e Tris-base
* Uréia
VETEC:
* Metanol

3.2 MEIOS DE CULTURA, SOLUCOES E TAMPOES

» Brometo de etideo: solucdo 0,5 pg/ml

23
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Gel de corrida de poliacrilamida para eletroforese de proteinas: Acrilamida:
bisacrilamida 33%:0,9% na concentracao desejada, Tris-HCI 400mM pH 8,8,
SDS 0,1%, persulfato de aménio 0,075% e TEMED 0,07%

H,O ultra-pura: sistema de purificacdo de agua da Elga

Meio LB (Luria Bertani): triptona 10 g/l, extrato de levedura 5 g/I, NaCl 5 g/l
Meio 2YT: bacto-triptona 16 g/l, extrato de levedura 10 g/l, NaCl 10 g/l

PBS 10X: KCI 2,7 mM, KH,PO4 1,5 mM, Na;HPO,4.7H20 4,3 mM, NaCl 137
mM

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

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

Solucéo de acrilamida/bis-acrilamida (33/0,9%): 33 g de acrilamida; 0,9 g de
bis-acrilamida; H,O 100 ml.

Solucéo de azul de Coomassie: azul de coomassie R-250 0,1%, metanol
45%, acido acético 10%

Solucao de blogueio 5%: 5% leite em p6 desnatado em PBS-Tween 0,05%
Solucéo de descoloracéo para SDS - PAGE: metanol 4%, acido acético 7,5%
Solucéo de lavagem para Western blot: PBS 1X, tween 20 0,05%

Solugédo 30% PEG 8000/30 mM MgCl;

Tampéao de revelagao para fosfatase alcalina (AP-buffer): Tris-HCI 200 mM pH
9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM

Tampao com uréia 2 M: NaH,PO,4 100 mM, Tris 10 mM, uréia 2 M, NaCl 0,5M,
Triton 2%, pH 8,0

Tampao com uréia 8 M: NaH,PO,4 100 mM, Tris 10 mM, uréia 8 M, pH 8,0
Tampao de amostra 4X: Tris-HCI 160 mM pH 6,8, SDS 4%, 3-mercaptoetanol
1,47 M, glicerol 24%, azul de bromofenol ~ 0,02%

Tampao de corrida SDS - PAGE: Tris 255 mM, Glicina 192 mM, SDS 1%
Tampdo de eletroporagdo: NaCl 140 mM; HEPES (&cido) 25 mM e
Na;HPO,4 0,74 mM pH 7,5

Tampao de lise para toothpick: NaOH 50 mM, Glicerol 5%, SDS 0,5%, EDTA

5mM, &gua ultra-pura para completar 1 ml e 1,5 mg azul de bromofenol
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e Tampao de sonicacéo: Tris-HCI pH 8,0 20 mM, NaCl 0,5 M, Triton x-100 2%

« Tampd&o TBE 10X: Tris base 0,89 M; Acido bérico 0,89 M; EDTA 0,02 M; pH
8,3

e Tampao TE: Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0

« Tampao de transferéncia para Western blot 1X: Tris 25 mM, glicina 192 mM,

metanol 20%

3.3 SOFTWARES UTILIZADOS

« DNASTAR: EditSeq, MegAlign e PrimerSelect, do Software Lasergene
« UVP: LabWorks Analysis Software

3.4 AMPLIFICACAO DAS CDS (CODING SEQUENCE) PARA INSERCAO
EM VETORES

Oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo dos genes foram
desenhados (TABELA 2) e possuem uma sequéncia conservada a 5’ tanto no
iniciador forward como no reverse, responsavel pela recombinagéo do produto de
PCR ao vetor de entrada pDONR™221 da plataforma Gateway. Na extremidade
3’ desta sequéncia, esta a sequéncia especifica para cada gene, que permitiu a
amplificacdo da CDS completa. O DNA para as amplificacdes génicas foi extraido
segundo Fragoso e Goldenberg (1992) e as PCRs (reacdes em cadeia da
polimerase) foram realizadas utilizando-se uma DNA polimerase termoestavel de
alta fidelidade (Platinum Taq High Fidelity e Pfu Ultra DNA Polimerase ). As
condi¢gbes de amplificacao utilizando a enzima Platinum Taq High Fidelity foram
as seguintes:

* 94 T por dois minutos;
35 ciclos de 94 €T (30 segundos), 55 € (30 segun dos) e 68 T (1
minuto);

* 68 T por dez minutos;
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As condi¢cdes de amplificacdo utilizando a enzima Pfu Ultra DNA Polimerase

foram as seguintes:

* 94 <C por cinco minutos;
« 35 ciclos de 94 T (45 segundos), 55 € (45 segun dos) e 72 T (1

minuto);

* 72 T por dez minutos;

Para os genes com tamanho maior de 1.500 pares de bases, o tempo de

extensdo foi aumentado para 4 minutos. O produto dessas amplificacbes foi

analisado em eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo.

TABELA 1 - Iniciadores dos genes codificadores de FKPBs de T. cruzi selecionados neste

projeto.

Nomenclatura Primers ™
BO6F 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGGAGTCACGCGGCAAG 3 55 '
BOSR 5 gGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATTTATCTTAAGAAGTTCGATTTCAAAAATAA 3 56
BO7F 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGATTCAATGAACTGGGAAG 3 522 '
BO7R 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGATGTAAACATTTTTTTGTAAATAGCC 3 593 '
BO8F 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCCCGGCGAATGACTGCGTA 3 53? '
BO8R 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAGCAACGTCCAGTAGTGTCACC 3 523 '
BO9F 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAGCACGGACTCTGCAAAGTC 3 527 '
BO9R 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTAATGTTTTTGAGACCGGTAAATATGC 3 Sf '
B10OF 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAACATCGCCATTGCCGCATG 3 65' '
B10R 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTCCCCCCAGCTGGGCGAGC 3 62’
B11F 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCGCTCGACAACTCCACC 3 5; '
B11R 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGGTCGTTGGTACCTCAATTCGTTG 3 5?’
B12F 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCAGCAGAAGGTACTTATCG 3 580 '
B12R 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTCACTGTCACTGCTTTCAAAG 3 43 '
CO1F 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTACGACTCATGCTCTTCTGTC 3 5;' '
CO1R 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATTGCAGAGGTCCCCGTT 3 5é' '
AO3F 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCTCAGTGACAAAACACACATGCG 3 5:"
AO3R 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTTTATTGAGCCATCAGAGGAATC 3 53.

Nomenclatura corresponde ao nome interno, TM: temperatura de anelamento

1
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3.5 PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Para purificar os produtos de PCR foi utilizado o polietilenoglicol (PEG), o qual
remove pequenos fragmentos de DNA sintetizados e os iniciadores da reacdo. Ao
produto de PCR acrescentou-se quatro volumes de tampdo TE. Em seguida
acrescentou-se 1 volume de PEG para 2 volumes da solucdo TE com a PCR. As
solugbes foram completamente homogeneizadas e colocadas sob centrifugacéo a
10.000 g por 15 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi retirado
cuidadosamente e descartado, e o pellet ressuspenso em 10 ul de tampao TE. Apos
este processo de purificacdo, as amostras foram submetidas a dosagem utilizando

espectrofotdmetro.

3.6 CLONAGEM E VETORES

Os produtos de PCR dos genes selecionados, apds purificacdo, foram
clonados em vetores do sistema de clonagem comercial Gatewaye (Invitrogen), cuja
tecnologia € baseada em recombinacgdo utilizando seqiéncias sitio especificas do
bacteriéfago lambda (LANDY, 1989). A recombinacédo entre os sitios do bacteri6fago
lambda acontece tanto no ciclo lisogénico, entre os sitios attB e attP, resultando nos
sitios attL e attR, quanto no ciclo litico, entre os sitios attL e attR, resultando
novamente nos sitios attB e attP. A enzima utilizada na reacdo BP na verdade é
formada por uma integrase do bacteriéfago lambda (Int) e um fator de integracdo ao
hospedeiro de E. coli (IHF).

No presente trabalho foram utilizados o vetor de entrada pDONR™221 (figura
3) e os vetores de destino pDEST™17 (figura 4) e pDEST™15 (figura 5). O vetor
pDEST™17 promove a expressdo da proteina fusionada a uma cauda de 6
histidinas enquanto o pDEST™15 promove a expressdo da proteina fusionada a
enzima GST (glutationa S- transferase). Os vetores, de entrada e destino escolhidos,
possuem dois sitios de recombinacdo especificos (attP e attR, respectivamente)
flanqueando um cassete génico contendo um gene de resisténcia a cloranfenicol

(Cm®) e um gene para selecdo negativa (ccdB) do clone transformado. Apoés a
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reacdo de recombinacgdo, seus cassetes sdo substituidos pelo gene de interesse,
gerando os clones de entrada e de expressdo. A selecdo negativa dos vetores
ocorre devido a presenca do gene ccdB o qual codifica uma proteina (CcdB) que

interfere na enzima DNA girase da E. coli inibindo seu crescimento.

M13 M13

Forward R
(5 B TR

FIGURA 3 - Vetor de entrada pDONR™ 221. M13 Forward e Reverse = sitios para iniciador
M13; attPle attP2 = sitio de recombinagdo; ccdB = gene para selecdo negativa; CmR = gene de
resisténcia a cloranfenicol; Kanamycin = gene para resisténcia a canamicina; pUC ori = sitio de
origem de replicacdo; T1 e T2 = sequiéncia de terminacéo.
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FIGURA 4 - Vetor de expressao pDESTTM 17. T7 = sitio do promotor T7; RBS = sitios de
ligacdo de ribossomos; ATG = codon de iniciagdo ATG; 6xHis = seqiiéncia codificante de seis
histidinas; attR1 e attR2= sitio de recombinacdo especifica attR1; CmR = gene de resisténcia a
cloranfenicol; ccdB = gene para selecdo negativa; T7 term = regido de terminacdo de transcricdo T7;
Ampicillin = gene para resisténcia a ampicilina; pBR322 ori = sitio de origem de replicacao pBR322;
rop = interage com a origem pBR322.
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FIGURA 5 - Vetor de expressao pDESTTM 15. T7 = sitio do promotor T7; RBS = sitios de
ligacdo de ribossomos; ATG = cddon de iniciacdo ATG; GST = seqliéncia codificante da enzima
glutationa S- transferase; attR1 e attR2= sitio de recombinacao especifica attR1; CmR = gene de
resisténcia a cloranfenicol; ccdB = gene para selecao negativa; T7 term = regido de terminacédo de
transcricdo T7; Ampicillin = gene para resisténcia a ampicilina; pBR322 ori = sitio de origem de
replicacdo pBR322; rop = interage com a origem pBR322.

3.6.1 Clones de entrada

Os iniciadores para a amplificacdo dos genes foram desenhados com uma
sequéncia conservada responsavel pela recombinagédo do produto de PCR ao vetor
de entrada pDONR™221. A reacéo de recombinacdo BP consistiu em acrescentar
150 ng do produto de PCR contendo o sitio attB, 150 ng do plasmideo
pDONR™221, 2 pl de BP Clonase Il Enzyme Mix e completar até 8 micro litros com
TE. As reacdes foram incubadas a 25 € por duas horas ou mais. Apés, foi
adicionado 1 pl de proteinase K e a reagéo incubada por 10 minutos a 37 C.

ApOs a recombinacdo do gene para o vetor de entrada foi realizada a
transformacdo em células calcio-competente da linhagem de E. coli DH5a.
Acrescentou-se 1 ul da reacdo BP a 50 ul de células célcio-competentes. Estas
células permaneceram no gelo por 30 minutos e, em seguida, foram incubadas a 42
€ por 1 minuto, sendo colocadas novamente no gelo. Apds a transformacao, as

células cresceram em 1 ml de meio LB por uma hora a 37 T sob agitacdo de 220
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rom. Em seguida, a cultura foi plagueada em meio LB solidificado contendo
canamicina (25 pg/ml), onde permaneceram por 16 horas a 37 C.

Para verificar a presenca de clones com os insertos de interesse, as colénias
foram coletadas com o auxilio de palitos de dente (toothpick) estéreis e transferidas
para o fundo de tubos de micro centrifuga e para uma placa contendo LB solidificado
com canamicina (master plate) para a obtencédo de uma réplica das colonias. A cada
um dos tubos foram acrescentados 15 ul do tampéao de lise e incubados em banho-
maria a 65 °C por 10 min. A analise dessas amostras foi realizada por eletroforese
em gel de agarose utilizando o plasmideo original como controle. Ao fim da
eletroforese o gel foi corado com brometo de etideo.

A patrtir das colbnias positivas foi realizado um pré-indculo contendo 5 ml de
LB e canamicina, por 16 horas a 37 T sob agitacdo (220 rpm). ApGs o crescimento
em cultura do clone bacteriano, foi feita a purificagdo do plasmideo utilizando-se o
produto comercial QIlAprep Spin Miniprep (Qiagen) conforme orientagcbes do
fabricante. Apds a obtencado dos plasmideos, fez-se a mensuracao da concentracao
através do uso de espectrofotometro e PCRs utilizando a enzima Taq DNA
polimerase e os iniciadores especificos do gene. O programa utilizado foi:

- 94 por 5 minutos;

- 25 ciclos de 94T (45 segundos), 55T (45 segundo s) e 72T (1 minuto);

- 72T (10 minutos).

3.6.2 Clones de expressao

Com os genes de interesse inseridos no pDONR™221, prosseguiu-se com a
troca de insertos entre os plasmideos de entrada e destino, denominada de reagéo
LR. Foram utilizados 150 ng de pDONR contendo o gene de interesse, 150 ng do
plasmideo pDEST, 2 ul de LR Clonase Il Enzyme Mix, completando o volume até 8
ul com TE. A reacao foi incubada a 25 € por duas h oras ou mais. Apds esta etapa,
foi adicionado 1 pl de proteinase K e a reagéo incubada por 10 minutos a 37 C.

A transformacéo desta recombinacao foi feita em células calcio-competentes
da linhagem de E. coli DH5a, conforme descrito anteriormente. Apdés a

transformacao as células foram incubadas em 1 ml de meio LB por uma hora a 37
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C, e colocadas para crescer em placa de LB contend o ampicilina (100 mg/l) a 37 C
durante 16 horas.

A patrtir das colbnias positivas foi realizado um pré-indculo contendo 5 ml de
LB e ampicilina, por 16 horas a 37 T sob agitacdo (220 rpm). ApGs o crescimento
em cultura do clone bacteriano, foi feita a purificagdo do plasmideo como descrito
anteriormente. Ap0s a obtencdo dos plasmideos, fez-se a mensuracdo da
concentracdo através do uso de espectrofotdmetro e PCRs utilizando a enzima Taq
DNA polimerase e os iniciadores especificos do gene.

Os plasmideos com os insertos de interesse foram sequenciados usando 0s
iniciadores para o promotor e terminador T7, respectivamente, 5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3 e 5'- GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3..

3.7 EXPRESSAO DAS PROTEINAS

3.7.1 Teste de expressao

As células utilizadas para esta etapa foram da linhagem de E. coli BL21(DE3)
pLysS. A expressdo das proteinas teve inicio com a transformag¢do por choque
térmico das células. O plasmideo de expressao contendo o gene de interesse foi
adicionado em 50 pl de células e mantidas por 30 minutos no gelo. As células foram,
entdo, incubadas a 42 T por um minuto voltando ao gelo. Foi acrescentado ao tubo
1 ml de meio LB, com posterior incubacéo a 37 € por 1 hora, sob agitacado de 220
rom. As células foram, entdo, inoculadas em meio LB contendo cloranfenicol (25
mg/l) e ampicilina em uma diluicdo de 1/10 e deixadas sob agitacdo de 220 rpm a 37
C, durante 15 horas.

Um novo in6culo com uma diluigdo de 1/10 em um volume final de 10 ml foi
feito apos as 16 horas de incubacéo. A densidade Optica foi monitorada, até que se
obtivesse o valor de 0,6 - 0,8 a 600 nm, sendo entdo adicionado IPTG (1 mM)
visando a inducdo da expressdo da proteina desejada. Imediatamente antes desta
etapa, foi retirada uma aliquota de 2 ml, a qual foi denominada de amostra nao

induzida. Esta amostra, juntamente com a cultura induzida, foi colocada sob
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agitacdo a 37 € por duas horas. Apds duas horas de indugdo, a cultura foi
centrifugada a 5.000 g durante 10 minutos a 4 C, o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspenso em PBS 1X e novamente centrifugado nas mesmas condigdes.
Esse passo foi repetido mais uma vez e o pellet foi ressuspenso em tampéao de
amostra 4X e colocado em banho-maria a 90 T durant e dez minutos.

A verificacdo da expressédo foi realizada através da técnica de SDS-PAGE
com diferentes concentragcbes de acordo com o peso molecular das proteinas,
utilizando 30 mA de corrente elétrica por gel. Os géis foram corados com azul de

Coomassie.

3.7.2 Teste de expressao soluvel

Os testes de expressdo soluvel foram realizados com as cepas
Tuner(DE3)pLysS e Rosetta-gami 2. As células Tuner™ possuem uma mutagéo
(lacY1) no gene que codifica B-galactosideo permease, envolvida no transporte de
lactose para o interior celular. Essa mutagdo permite a entrada de IPTG,
independentemente das vias de permease, de maneira uniforme em todas as células
da cultura. Isso permite que a inducdo com IPTG ocorra de maneira dependente da
concentracdo. Ao ajustar a concentracao de IPTG, a expressao pode ser regulada a
partir de niveis de expressdo muito baixa, sendo que baixos niveis de expressao
podem aumentar a solubilidade de algumas proteinas.

As células Rosetta-gami 2 combinam caracteristicas das células Origami 2 e
Rosetta 2. Possuem mutac¢des na tireodoxina redutase e na glutationa redutase que
facilita a formacédo de pontes de dissulfeto no citoplasma e, consequentemente,
permitem um arranjo da proteina apropriada, aumentando a solubilidade da mesma.
Além disso, carregam pRAREZ2, que fornece tRNAs para sete cédons raros, AUA,
AGG, AGA, CUA, CCC, GGA, aprimorando a expressao de proteinas eucaridticas
que contém esses coédons raramente vistos em E. coli (Protocolo de células
competentes Novagen® - www.novagen.com).

A transformacao das células competentes foi realizada como descrita no item
3.7.1. Um ml de meio LB foi adicionado ao tubo e a cultura foi mantida por 1 hora a

37C, sob agitacdo. As células foram, entdo, inoculadas em 10 ml de meio LB
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contendo cloranfenicol (25 mg/l) e ampicilina para ambas as cepas bacterianas e,
ainda, tetraciclina (12,5 mg/l) para a cepa Rosetta-gami 2 e deixadas sob agitacéo
de 220 rpm a 37°C, durante 15 horas.

Um novo in6culo, com os antibioticos especificos para cada cepa bacteriana,
com uma diluicdo de 1/20 em um volume final de 25 ml foi feito apos as 16 horas de
incubacdo. A densidade Optica da cultura foi monitorada, até que se obtivesse o
valor de 0,3 - 0,4 a 600 nm. Antes da inducdo, as culturas foram centrifugadas por
10 minutos a 5.000 g e ressuspendidas em 25 mL de meio 2YT seletivo. Para a
inducéo da proteina desejada foi adicionado IPTG em menor concentracédo final que
nos outros testes (0,1 mM). Devido as propriedades de ajustar a concentracéo de
IPTG, foi testado duas concentracfes diferentes para as células Tuner(DE3)pLysS,
0,1 mM e 0,025 mM. Antes desta etapa, foi retirada uma aliquota de 2 ml, a qual foi
denominada de amostra nao induzida. Todas as amostras, induzidas e n&o
induzidas, foram colocadas sob agitacdo a 18 T por 20 horas. As culturas foram
centrifugadas e lavadas como descrito no item 3.7.1. As células induzidas foram
ressuspendidas em 500 ul de tampéo de sonicacdo e sonicadas 4 pulsos de 15
segundos a poténcia 4, com intervalo de 1 minuto entre cada pulso, seguido de
centrifugacéo a 10.000 g por 10 minutos a 4 €. Do sobrenadante, correspondente a
fracdo soluvel, foi retirado uma aliquota e o pellet foi ressuspendido em 500 pl de
PBS 1X e retirado uma aliquota. A verificacdo da expressao foi realizada em gel
SDS - PAGE e Western blot.

3.7.3 Western-blot para detecgéo da proteina recombinante usando revelagéo

por fosfatase alcalina

A confirmacdo da expressdo da proteina recombinante foi realizada atraves
de um Western blot utilizando-se um anticorpo primério contra a proteina
recombinante imobilizada em uma membrana de nitrocelulose. Para a deteccao das
proteinas codificadas no pDEST ™17 utilizou-se o anticorpo anti-histina, uma vez
que o vetor contém uma cauda de 6 histidinas em sua extremidade N-terminal.
Enquanto para as proteinas expressas no vetor pDEST ™15, as guais possuem a

enzima GST fusionada, utilizou-se o anticorpo anti-GST.
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Para esta etapa, preparou-se um gel de poliacrilamida e, em seguida, as
proteinas foram transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose. O sistema
para transferéncia foi preparado e imerso em tampdo de transferéncia. Apés
aproximadamente 2 horas de transferéncia a 50 - 60 V, a membrana foi retirada e
colocada em solucdo de Ponceau S para coloracdo reversivel das proteinas
transferidas. A canaleta com o marcador foi recortada e guardada para posterior
comparacao com o resultado do Western blot. A membrana foi lavada para remocéo
do Ponceau S e colocada em solucao de bloqueio 5% por 1 hora.

Foram feitas trés lavagens de 5 minutos com PBS-Tween 0,05%, em seguida
a membrana foi incubada com o anticorpo primario por 1 hora. Novamente, foram
feitas trés lavagens de 5 minutos com PBS-Tween 0,05% e a membrana foi
incubada com anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina (diluido
1:10.000), anti-histidina para as proteinas expressas no vetor pDEST ™17 e anti-
GST para as proteinas expressas no vetor pDEST'15. Apods 40-60 minutos, a
membrana foi lavada trés vezes com PBS-Tween 0,05%. Foi preparada a solucao
de revelacdo com 10 ml de AP-buffer, 33 ul BCIP e 66 pul NBT e a membrana
colocada para revelar, no escuro, por aproximadamente 5 minutos. Quando as
bandas apareceram, a membrana foi colocada em agua destilada para parar a
reacao.

3.7.4 Expressao em larga escala

Esta etapa visou a obtencdo da proteina recombinante em quantidade
suficiente para a inoculagdo em camundongos. O protocolo para a transformacgéo €
0 mesmo descrito no item 3.6.1. ApOs a transformacéo, foi acrescentado 1 ml de LB
as células, com posterior cultivo a 37 C, por 1 hora a 220 rpm. Um pré-inéculo foi
preparado a partir dessas células as quais foram cultivadas em 30 ml de meio LB
seletivo contendo ampicilina (100 mg/l) e cloranfenicol (25 mg/l), deixadas sob 220
rpm de agitacdo, a 37 C, durante 12 a 15 horas.

Um novo indculo com uma diluicdo de 1/10 em um volume final de 300 ml foi
feito apOs as 16 horas de incubacgdo. As células cresceram a 37 T sob rotacdo de

200 rpm até atingir a DOgy = 0,6 - 0,8 (aproximadamente 2 horas). Antes da



35

inducéo, foram retirados 2 ml de meio de cultura para ter o controle da proteina nao
induzida e foi, entdo, adicionado IPTG para concentragcdo final 1 mM. As células
cresceram a 37 T sob rotacdo de 200 rpm por mais 3 horas. A cultura foi
centrifugada a 5.000 g por 10 minutos a 4 T e o so brenadante foi descartado. As
células foram ressuspendidas em PBS no mesmo volume de cultura em que foi
expresso e foram novamente centrifugadas a 5.000 g por 10 minutos a 4 T e o
sobrenadante descartado (repetiu - se este procedimento por mais uma vez).

As células nao induzidas foram ressuspendidas em 120 pl de tampao de
amostra 4X. As células induzidas foram ressuspendidas em 9 ml de tampéao de
sonicacgdo e sonicadas 4 pulsos de 15 segundos a poténcia 8, com intervalo de 1
minuto entre cada pulso. Foram retirados 75 pl e, a essa aliquota, foi adicionado 25
Ml de tampdo de amostra 4X. Essa amostra corresponde ao ‘lisado total’, isto €,
possui todas as proteinas presentes na bactéria. O restante foi centrifugado a
10.000 g por 10 minutos a 4 C. O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo,
onde foi armazenado. Do sobrenadante, foram retirados 75 pl e adicionado 25 ul de
tampdo de amostra 4X. Essa amostra corresponde a ‘fracdo solavel’, isto €, possui
apenas as proteinas sollveis da bactéria. O sedimento foi ressuspendido em 9 ml de
tampdo com uréia 2 M, sonicado novamente com 4 pulsos de 15 segundos a
poténcia 8, com intervalo de 1 minuto entre cada pulso e centrifugado a 10.000 g por
10 minutos e teve o sobrenadante armazenado. A ressuspensao em tampao com
uréia 2 M foi repetido por mais duas vezes para eliminacdo das impurezas e
proteinas que nao estdo no corpusculo e, de cada sobrenadante, foram retirados 75
Ml e adicionado 25 pl de tampdo de amostra 4X, correspondentes as primeira,
segunda e terceira passagens por tampdo de uréia 2 M. O sedimento foi
ressuspendido em 9 ml de tampdo com uréia 8 M, sonicado 4 pulsos de 15
segundos a poténcia 8, com intervalo de 1 minuto entre cada pulso e centrifugado a
10.000 g por 10 minutos e o sobrenadante armazenado. Quando formou sedimento,
este foi descartado. Do sobrenadante, foram retirados 75 ul e adicionados 25 pl de

tampdao de amostra 4X, que corresponde a ‘fracéo insoluvel'.
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3.8 PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

3.8.1 Purificacdo das proteinas por gel preparativo

As proteinas foram submetidas ao processo de purificacdo através de gel
preparativo seguido de eletroelui¢cdo. Para tal proposito um gel de poliacrilamida com
volume de 50 ml foi preparado e colocado em uma cuba de eletroforese propria para
o gel preparativo. Foram aplicados 3 ml da proteina com 1 ml de tamp&o de amostra
4X. O gel foi submerso no tampéao de eletroforese SDS-PAGE e submetido a uma
amperagem de 30 mA por aproximadamente 15 horas. ApGs esse periodo, o gel foi
incubado em solugcéo de KCl 100 mM gelado. Na presenca de KCI gelado, o SDS
presente nas amostras (associado as proteinas) precipita e as bandas das proteinas
tornam-se visiveis, permitindo a excisdo da banda desejada do gel. A banda
correspondente foi cortada do gel e colocada em uma membrana de dialise,
juntamente com aproximadamente 1 ml de tampdo de corrida SDS-PAGE para
remover a proteina do gel.

A membrana foi colocada em uma cuba de eletroforese horizontal, em sentido
transversal, com tampao de corrida SDS-PAGE e submetida a uma tensao de 60 V
por 2 horas. Os pélos da cuba foram invertidos, permanecendo por mais 1 minuto
sob tensdo de 60 V. As proteinas, entdo, ficavam em solugcdo a qual foi coletada e

armazenada.

3.8.2 Purificacdo das proteinas em colunas contendo resina NiNTA-Agarose

(Qiagen)

Para a purificacdo da proteina em colunas contendo resina NiNTA-Agarose
(Qiagen), cerca de 1 ml de proteina recombinante foi incubado por 2 horas, a 4 °C
com 100 pul de resina NINTA-Ag previamente equilibrada com tampao de lise de
bactérias. Apds incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 600 g por 60

segundos e uma aliquota foi retirada do sobrenadante (ndo ligado). A resina foi
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lavada 3 vezes com 500 ul de tampao de lavagem com imidazol. Apés as lavagens,
500 ul de tampéo de eluicao foi adicionado nas amostras e incubadas sob agitacéo
por 30 minutos a 4 °C. As amostras foram centrifugadas a 600 g por 60 segundos,

uma aliquota foi retirada do sobrenadante (eluido) e a resina foi separada.

3.8.3 Quantificacao da proteina purificada

Para a quantificagdo das proteinas purificadas, foi utilizado o Qubit™
Fluorometer (Invitrogen), conforme orientacdes do fabricante. A plataforma de
quantificacdo do Qubit utiliza corantes fluorescentes especificos para DNA, RNA ou

proteinas, evitando a contaminag&o por outras macromoléculas.

3.9 PRODUCAO DE ANTICORPOS

3.9.1 Inocula¢des em camundongos

Para a producdo de anticorpos, as proteinas de interesse foram inoculadas
em camundongos da linhagem Swiss em duplicata. Antes de iniciar a inoculacao
foram coletados cerca de 100 pl de sangue de cada camundongo, para verificar se
0s camundongos ndo apresentavam anticorpos capazes de reconhecer a proteina
de interesse.

Para a primeira inoculagcéao foram utilizados, para cada camundongo, 50 ug de
proteina as quais foram diluidas em solucdo salina 0,9% e adjuvante de Freund
completo. As inoculagdes foram realizadas em intervalos de duas semanas e
aplicado pela via intraperitoneal. Para a segunda, terceira e quarta inoculacdes
foram preparados 20 pg de proteina, 75 pl de hidroxido de aluminio (Alu-Gel-S) e

quantidade suficiente de solucdo salina 0,9% para 200 pl. Sete dias apds a quarta
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inoculacdo, uma amostra de aproximadamente 100 pl de sangue da cauda de cada
camundongos foi coletada para verificar se houve producdo de anticorpos contra a
proteina inoculada. Caso a quantidade de anticorpos produzidos tivesse sido
pequena, mais duas inoculacdes seriam repetidas da mesma forma e no mesmo
intervalo de tempo.

Os camundongos foram sacrificados por puncao cardiaca 7 dias apdés a ultima
inoculacao. Para tal, eles foram sedados com uma solugcéo anestésica contendo 10
mg/ml de cetamina e 1 mg/ml de xilazina. O sangue retirado foi incubado por 10
minutos a 37 T seguido de uma incubacéo no gelo por 5 minutos, posteriormente
foi centrifugado a 3000 g por 5 minutos. O sobrenadante (soro) foi aliquotado e
armazenado a -20 TC.

A verificacdo da qualidade dos soros obtidos, ou seja, se 0s anticorpos
produzidos pelos camundongos eram especificos no reconhecimento tanto da
proteina recombinante inoculada, quanto da proteina presente no T. cruzi, foi
realizada através da técnica de Western blot, como descrito 3.7.3. utilizando como

substrato as proteinas recombinantes e as proteinas nativas do extrato de T. cruzi.

3.9.2 Purificagao dos anticorpos

Para a purificagdo dos anticorpos, foi realizada uma eletroforese em gel de
poliacrilamida 15% para as proteinas com 12 kDa e 10% para as proteinas com
cerca de 50 kDa, com 100 ug da proteina purificada, sendo transferido para uma
membrana de nitrocelulose. Apds ser corada com Ponceau S, a membrana foi
recortada de modo que apenas a regiao da membrana contendo a proteina fosse
colocada para bloquear em solugdo de bloqueio 5% por uma hora. Apds trés
lavagens de cinco minutos com PBS-Tween 0,05%, a membrana foi colocada para
incubar em solucdo contendo o soro do camundongo com aproximadamente 20 pl
do extrato de proteinas da bactéria E. coli BL21(DE3)pLysS. Apos duas horas sob
agitacdo, a membrana foi lavada e, entdo, colocada em um recipiente com 500 ul de
glicina 0,2 M pH 2,5, agitando-se manualmente por dois minutos. A solucdo de

glicina com os anticorpos eluidos foi retirada deste recipiente e colocada em outro,
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com 50yl de Tris base 1 M pH 9,5 para neutralizar a solu¢do. Para evitar a formacéo
de complexos entre os anticorpos, adiciou-se 5 ul de BSA.

3.10 TRANSFECCAO EM T. CRUZI COM O GENE INSERIDO NO VETOR
pTcPR-GFPN

3.10.1 Clonagem do gene para o vetor pTcPR-GFPN

O vetor pTcPR-GFPN (figura 6), desenvolvido pelo nosso grupo, permite a
expressao de proteinas recombinantes fusionadas a GFP, no T. cruzi, para ensaios
de localizagao celular. O vetor pTcPR-GFPN foi derivado do vetor pTcPRHisN, com
substituicdo da sequéncia N-terminal das seis histidinas pelo gene da proteina GFP
(BATISTA, 2008).

Por ter sido baseado na plataforma Gateway®, o vetor pTcPR-GFPN, assim
como o vetor de expressdo pDEST, contém os sitios attR1 e attR2 que permite a
recombinacdo com os sitios attL1 e attL2 presentes no vetor de entrada. Portanto a
recombinacdo do vetor de entrada para o vetor pTcPR-GFPN foi realizada da
mesma forma que a recombinacéo para o vetor pDEST (item 3.6.2). A transformacao
em célula calcio-competente e a confirmacao dos clones com o inserto de interesse

foram realizadas como descrito no item 3.6.1
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AmpR

Promotor Ribossomal

FIGURA 6 - Esquema do vetor de destino pTcPR-GFPN. A figura mostra o plasmideo com o
promotor ribossomal 18S de T. cruzi, o cassete RfA, o gene de resisténcia a ampicilina (AmpR),
neomicina fosfotranferase (NeoR), as regides intergénicas e a sequéncia codificadora para a GFP.
(modificado de BATISTA, 2008).

3.10.2 Transfecgdo em T. cruzi

Para a transfeccéo de cada gene foram utilizados 4 x 10’ parasitas. Esses
parasitas foram lavados com PBS 1X estéril, centrifugados por 5 minutos a 5.000 g e
ressuspensos em 400 pl de tampédo de eletroporacdo. Os parasitas foram
transferidos para uma cubeta pré-resfriada na qual foram adicionados 15 pg do
plasmideo. Para a transfeccdo foram realizados 2 pulsos de 450V, 500 pF e,
imediatamente depois, as cubetas foram novamente incubadas no gelo por 10
minutos. Para o controle, foi utilizada uma cultura sem a adi¢do dos plasmideos. Os
parasitas ja transfectados foram incubados a 28 € em 10 ml de meio LIT contendo
10.000 Ul de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. Vinte quatro horas apos a
transfeccdo, o antibidtico G418 (concentracéo final de 250 pg/ml) foi adicionado as
culturas para selecéo das células que receberam o vetor pTcPR-GFPN contendo o
gene de interesse. ApO0s 72 horas em cultura, a concentracdo de G418 foi
aumentada para 500 pug/ml. Apos a selecdo dos parasitas, a cada 3 a 5 dias foram
realizadas a contagem e a passagem das culturas, com a finalidade de manter a

densidade celular em torno de 1 x 10° parasitas/ml.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SELECAO DOS GENES

O objetivo geral deste projeto € aprofundar a caracterizacdo da familia das
FKBPs de Trypanosoma cruzi. Para tal propdsito, foram selecionados 9 genes de
FKBPs (Tabela 2) para o presente trabalho, dos 10 genes identificados. O gene
TcMip (macrophage infectivity potentiatior) faz parte de outro projeto do nosso grupo

que esta em andamento.

TABELA 2 - Listagem de genes codificadores de FKBPs de T. cruzi.

Tamanho Peso
Nomenclatura Gene (pares de  molecular Anotacdo no Genedb
interna base) (kDa)
B06 Tc00.1047053506581.14 330 12 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative
BO7 Tc00.1047053511301.70 1281 48,3 peptidyl-prolyl isomerase-like, putative
BO8 Tc00.1047053508323.84 339 12,1 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative
BO9 Tc00.1047053511295.10 960 35,7 FKBP'tYpe peptidyl'prOIYI cis-trans
isomerase, putative
B10 Tc00.1047053508209.39 726 27,7 hypothetical protein, conserved
B11 Tc00.1047053510593.40 1143 41,7 hypothetical protein, conserved
B12 Tc00.1047053511491.20 3351 124.8 hypothetical protein, conserved
Cco1 Tc00.1047053507629.39 2511 92,7 hypothetical protein, conserved
A03 Tc00.1047053511731.89 3027 113,7 hypothetical protein, conserved
612 - 00.1047053508897 110 £o1 211 macrophage infectiYity potentiator, precursol
putative PPlase,

NOTA: Nomenclatura corresponde ao nome interno, Gene corresponde ao home registrado no banco
de dados http://www.genedb.org.

A partir do sequenciamento do genoma de T. cruzi foi possivel identificar os
genes codificadores de FKPBs. Cinco genes estdo anotados como PPlase e
apresentam o dominios de FKBP (FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase).
Foi realizada uma analise de similaridade e busca por dominios através da qual foi
possivel enquadrar mais cinco genes na familia das FKBPs, anotados como

proteinas hipotéticas. Dentre essas proténas hipotéticas, apenas uma (C0O1) possui
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E-value baixo, comparavel a proteina B09 anotada como FKBP. No entanto, a
proteina B12, que possui um alto valor de E-value em T. cruzi, possui 0 dominio
FKPD em T. brucei. Diante disso, selecionamos todos 0s genes que apresentavam o
dominio FKBD, mesmo com altos valores de E- value. Esses valores séo
observados na tabela 3.

O gene BO7 possui 0 dominio TPR, de interacdo proteina-proteina, e o gene
B10, anotado como proteina hipotética, possui o dominio RRM, de interacdo com
RNA. Os dominios para cada proteina podem ser verificados na tabela abaixo, os

quais foram retirados do banco de familias protéicas PFAM.

TABELA 3 - Analise dos dominios das proteinas selecionadas neste projeto através do banco de
familias protéicas PFAM

Nome o Entry Envelope HMM Bit
] Description E-value
interno type Start End From To score

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-
B06 P I_Op yprol Domain 11 106 2 96 93.9 3.6e-27
trans isomerase

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-

) Domain 50 144 1 96 102.2 9e-30
trans isomerase
BO7 i i
Tetratricopeptide repeat Repeat 280 312 6 31 12.2 0.1
Tetratricopeptide repeat Repeat 362 395 1 33 16.4 0.0048

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-
BO8 yP Pp yrprowy Domain 15 109 1 96 98.4 1.4e-28
trans isomerase

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-

Domain 179 270 10 94 26.7 3.4e-06
B09 trans isomerase
RNA recognition motif (a.k.a. )
) Domain 25 95 4 68 19.8 0.00036
B10 RRM, RBD, or RNP domain)
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-
YPe PEPHAYPoly Domain 69 91 5.1 1.6

trans isomerase

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-
B11 yp Pp y-proly Domain 252 261 4.6 2.3
trans isomerase

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-
B12 yP p prCYFProl Domain | 126 227 -26.3 2.5
trans isomerase

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-
co1 yp Pp y-proly Domain 206 310 6 90 26.4 4.2e-06
trans isomerase

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-
A03 s p praYI-proly Domain 129 268 1 74 14.0 0.031
trans isomerase

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-
G12 yp Pp yi-proly Domain 76 168 1 96 84.6 2.8e-24
trans isomerase

NOTA: Nome corresponde ao nome interno; Description: descricdo do dominio; Entry type: tipo de
dominio encontrado; Envelope: tamanho das sequencias; HMM: regido modelo utilizado pelo
programa; Bit score e E-value: valores estatisticos que demonstram a chance do alinhamento ter
ocorrido ao acaso.
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Através de uma busca de FKBPs ortdlogos em T. brucei identificamos cinco
genes anotados como PPlase que possuem o dominio de FKPB e cinco genes

anotados como hipotéticos sendo que dois possuem o dominio de FKBP.

TABELA 4 - Listagem de genes codificadores de FKBPs de T. brucei.

Nome GeneemT
interno T. b . Anotacdo no Genedb PFAM
. rucei
cruzi
BO6 Tb10.70.2600* peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative FKBP-type peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans
BO7 Th10.61.0180* peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative isomerase/ Tetratricopeptide
repeat
BOS Th927.7.3420* peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative FKBP-type peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase
BO9 TH927.10.15600 FKBP-type peptidyl-prolyl us-trans FKBP-type peptldyl-prolyl cis-
isomerase, conserved/ putative trans isomerase
B10 Th927.7.1390 hypothetical protein, conserved
B11 Th927.4.5110 hypothetical protein, conserved
B12 Tb927.6.1730 hypothetical protein, conserved FKBP-type peptldyl-prgyl cis-
trans isomerase
co1 Tbh11.02.1000 hypothetical protein, conserved FKBP-type peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase
A03 Th927.6.4550 hypothetical protein, conserved
G12 Tb10.61.0760* FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans FKBP-type p_eptldyl-prolyl cis-
isomerase, conserved/putative trans isomerase

NOTA: Nomenclatura corresponde ao nome interno dos genes em T. cruzi. Gene corresponde ao
nome registrado no banco de dados http://www.genedb.org. * genes codificadores de FKBPs
identificados no trabalho de Brasseur (2009). **Dados retirados do banco de dados
http://www.genedb.org.

Na tabela 4 podemos verificar que o gene Th927.10.15600 esta anotado
como FKBP e possui o dominio de FKBP apesar de nao ter sido identificado no
trabalho de Brasseur (2009). Assim como em T. cruzi (gene BO07), o gene
Tb10.61.0180 possui o dominio de interacdo proteina - proteina (TPR). Varios
estudos tém demostrado que esse dominio serve como sitio de ligacdo para
chaperonas, como Hsp90, e auxilia na modulacdo da atividade das proteinas
(Davies e Sanchez, 2005; Barik, 2006; Kang et al, 2008). Os genes anotados como

hipotéticos possuem ortélogos igualmente hipotéticos. O gene AO03, proteina
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hipotética, apresenta o dominio de FKBP, porém seu ortélogo em T. brucei nao

apresenta esse dominio.

4.2 AMPLIFICACOES DOS GENES

As amplificacbes dos genes selecionados foram realizadas a partir do DNA
gendmico do parasita conforme descrito no item 3.4. Apés a amplificacdo, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, como mostra a figura
7.

1Kb B06 BO7 B08 B09 B10 B1

3000 p
2000 p

FIGURA 7 —Gel de agarose com resultado das amplificacbes. Genes: B06 (330pb), BO7 (1281pb),
B08 (339pb), BO9 (960pb), B10 (726pb), B11 (1143pb), B12 (3351pb), CO1 (2511pb) e A03 (3027pb).
Legenda: 1 Kb = marcador de DNA para comparacdo do tamanho das sequéncias amplificadas; pb =
pares de bases de nucleotideos.

4.3 OBTENCAO DE CLONES DE ENTRADA.

Apés a purificacdo das sequéncias amplificadas, os produtos de PCR foram
recombinados no vetor de entrada pDONR™221, como descrito anteriormente. Para
verificar a presenca de clones com os insertos de interesse, foi realizada a técnica
toothpick.

Cerca de 50 colbnias foram testadas, mas nenhuma positiva foi encontrada
para os genes C01 e B12. Os dois genes foram novamente recombinados no vetor
de entrada e cerca de 50 colbnias foram testadas, todas com resultado negativo na
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técnica toothpick. Verificou-se, entdo, que a amplificacdo dos genes através da PCR
ndo apresentou um resultado satisfatorio, uma vez que as bandas apresentaram
baixa intensidade (figura 7). Partiu-se para uma nova amplificacdo dos genes com
resultado satisfatorio, seguida da purificacdo dos produtos de PCR, como mostra a

figura 8, e recombinacédo para o vetor de entrada.

1KB Bl12 CO01

3000 pb
2000 pb

FIGURA 8 - Gel de agarose com resultado da purificagdo das amplificacfes dos genes B12 (3351pb)
e CO1 (2511pb). Legenda: 1 Kb = marcador de DNA para comparacao do tamanho das seqiiéncias
amplificadas; pb = pares de bases de nucleotideos.

Todos os nove genes foram inseridos no vetor de entrada pDONR™221.
Apés a purificacdo dos plasmideos, foi realizado uma PCR para confirmar a
presenca do inserto (figura 9).

BO7 BO08 B09 B10 Bl 1KB AO03

FIGURA 9 - Gel de agarose da amplificacdo dos genes de interesse apds inser¢cdo no vetor
pDONR™221. Genes: B06 (330pb), BO7 (1281pb), BO8 (339pb), BO9 (960pb), B10 (726pb), B11l
(1143pb), B12 (3351pb), CO1 (2511pb) e AO3 (3027pb). Legenda: 1 Kb = marcador de DNA para
comparacao do tamanho das seqiiéncias amplificadas; pb = pares de bases de nucleotideos.



46

Com o resultado da PCR positivo, partiu-se para a proxima etapa —
recombinacdo para o vetor de expressdao. Caso o0 resultado desse negativo, a
amostra da solucéo de plasmideo era descartada e uma nova miniprep era efetuada

a partir de outra colonia positiva.

4.4 OBTENCAO DE CLONES DE EXPRESSAO

A plataforma Gateway® permite, de maneira rapida e eficiente, mover
sequéncias de DNA entre multiplos sistemas vetoriais para caracterizacdo, analise
funcional e expressdo protéica. A partir da obtencdo dos clones de entrada
(PDONR™221), é possivel inseri-los em diversas plataformas. Um dos vetores de
expressdo utilizados neste projeto foi o pDEST™17 que é apropriado para a
expressdo heterdloga da proteina de interesse em E. coli, fusionada a uma
sequéncia de seis histidinas em sua extremidade N-terminal.

Todos os genes foram inseridos no vetor pDEST™17, como verificado na

figura 10 com o resultado da amplificacdo dos genes inseridos no vetor.

BO7 B08 B09 B10 Bill

43000 p

FIGURA 10 - Gel de agarose da amplificacdo dos genes de interesse apds insercdo no vetor
pDEST™17. Genes: B06 (330pb), BO7 (1281pb), BO8 (339pb), BO9 (960pb), B10 (726pb), Bl1l
(1143pb), B12 (3351pb), CO1 (2511pb) e A03 (3027pb). Legenda: 1 Kb = marcador de DNA para
comparacao do tamanho das seqiiéncias amplificadas; pb = pares de bases de nucleotideos.
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E possivel verificar, na figura acima, a presenca de duas bandas na
amplificacdo do gene B10 inserido no vetor pDEST ™™17. Devido a este fato, o vetor
pDONR™221 contendo o gene B10 foi sequenciado com a finalidade de identificar
possiveis erros que possam ter ocorrido de maneira tal que a recombinacéo para o
vetor pDEST™17 n&o ocorreu de maneira satisfatéria acarretando no aparecimento
dessas duas bandas. ApoOs a analise do sequenciamento, no qual verificamos que o
gene foi clonado corretamente, uma nova recombinagéo para o vetor pDEST™17 foi
realizada. A confirmacédo da purificacdo do plasmideo contendo o gene B10 foi
realizada por PCR, como mostra a figura 11 onde o gene B10 apresenta apenas

uma banda no tamanho esperado.

650 pb

300 pb

FIGURA 11 - Gel de agarose da amplificagcdo do gene B10 inserido no vetor pDESTTM17 purificado
por miniprep. Nesta amplificacdo o gene B10 (726pb) apresenta apenas uma banda com o tamanho
esperado.

A recombinagdo dos genes inseridos no vetor de entrada para o vetor
pDEST™15 foi realizada para todos os nove genes. A figura 12 mostra o resultado
da amplificacdo dos genes de interesse inseridos no vetor de expressao
pDEST™15.
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3000 pb
2000 pb

FIGURA 12 - Gel de agarose da amplificacdo dos genes de interesse apés inser¢cdo no vetor
pDEST™15. Genes: B06 (330pb), BO7 (1281pb), B08 (339pb), BO9 (960pb), B11 (1143pb), B12
(3351pb), CO1 (2511pb) e AO3 (3027pb). Legenda: 1 Kb = marcador de DNA para compara¢do do
tamanho das seqiiéncias amplificadas; pb = pares de bases de nucleotideos.

Para o vetor contendo o gene B10, apds duas tentativas, ndo houve
crescimento algum na placa contendo LB solidificado, onde a cultura foi plaqueada
apos a transformacdo. Uma nova recombinacdo foi efetuada e, apesar do
aparecimento de colénias na placa, nenhum clone positivo foi encontrado.

Todos os genes clonados no vetor pDEST™17 e pDEST™15 foram
submetidos ao sequenciamento. Os genes de maior tamanho n&o foram
sequenciados por completo, apenas suas extremidades, devido ao longo
comprimento. Apesar da alteracdo de alguns aminoacidos devido a mudanca de
algumas bases, essas modificacdes nao alteraram o quadro de leitura, que poderia
levar a formacéo de codons de parada impedindo a expressao protéica. A mudanca
de alguns nucleotideos ocasionou mutagfes sinbnimas e ndo sinbnimas, além da
mudanca de alguns aminoacidos com mesma funcéo protéica. A frequéncia dessas
modificacdes foi proporcional ao tamanho molecular das sequéncias.

Através da andlise dos resultados obtidos, observou-se que os fragmentos
clonados, amplificados da cepa Dm28c, compartilham 97-98% de identidade na sua

sequéncia nucleotidica com seus respectivos genes da cepa CL Brener.
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4.5 TESTE DE EXPRESSAO

Os nove genes inseridos no vetor de expressdo pDEST™17 foram
submetidos ao teste de expressdo com a cepa bacteriana BL21(DE3)pLysS. Os
genes B06, BO7, B11, C0O1 e AO3 expressaram a proteina correspondente no teste
realizado a 37 °C. Os genes B08 e B09 foram submetidos a novas condi¢bes de
expressao e expressaram a proteina correspondente apenas a 25 °C.

Como é possivel verificar na figura 13, com o resultado do teste de
expressao, as proteinas foram expressas na fragdo nédo induzida. Devido a cauda de
6 histidinas inserido na extremidade N-terminal do vetor pDEST ™17 ha um
acréscimo de 2,7 kDa no peso molecular das proteinas. Além disso, os primers
especificos para a amplificacdo dos genes ndo contém cddon de parada que leva a
um acréscimo 3,6 kDa no final do gene, totalizando mais de 6 kDa de adicdo no
peso molecular na proteina recombinante, como verificado no gel SDS — PAGE da
figura 13.

BOG
50 kDa
20 kDa 4—“

BM C0o1 A03
NI

120 kDa 4—".

1

iﬁ _4.

FIGURA 13 - Gel SDS - PAGE 13% do teste de expressao das proteinas recombinantes. Teste a 37
°C: B06(12 kDa), BO7 (48,3 kDa), B11 (41,7 kDa), C0O1 (92,7 kDa), A03 (113,7 kDa) e a 25 °C: B08
(12 kDa), B09 (35,7 kDa). Legenda: BM = perfil de corrida do padrdo de massa molecular BenchMark
(Invitrogen) a ser comparado ao esperado para as proteinas recombinantes. NI = fragdo n&o-induzida.
| = fracdo induzida.

As proteinas B08 e B09 foram expressas em baixos niveis e a confirmacao da
expressdo sO pode ser observada através de Western blot. A figura 14 mostra a

confirmacdo da expressédo de todas as proteinas recombinantes. Neste ensaio foi
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utilizado um anticorpo anti-histidina contra a proteina recombinante imobilizada em
uma membrana de nitrocelulose, j& que as proteinas codificadas no pDEST ™17

contém uma cauda de 6 histidinas em sua extremidade N-terminal.

BM  BO06 BO7 Bl1 BM BO8 B0O9 BM co1 AO3
NI | NI NI NI NI | NI | NI |
120 kDa €4—
50 kDa €— 50 kDa <¢— 90 kDa <
50 kDa €=
20 kDa €4—
20 kDa €—

FIGURA 14 — Western blot do teste de expressao com anti-histidina. Proteinas: B06(12 kDa), BO7
(48,3 kDa), B08 (12 kDa), B09 (35,7 kDa), B11 (41,7 kDa), C01 (92,7 kDa) e A03 (113,7 kDa).
Legenda: BM = marcador de massa molecular benchmark. NI = fracdo nao-induzida. | = fracéo
induzida.

As proteinas CO1 e A03 apresentaram um perfil de degradacgéo na figura 14.
Para evitar a degradacdo, um novo teste de expressao foi realizado, juntamente com
0 gene B12, utilizando o inibidores de proteases PMSF (1 mM) antes de acrescentar
o tampao de amostra 4X. Esse teste foi realizado com duas temperaturas de
inducao, 37 °C e 25 °C. O perfil de degradacao foi verificado nas fragdes induzidas
da proteina B12 para as duas temperaturas, figura 15. Entretanto, ndo houve a
aparecimento de bandas no Western blot para a confirmagdo de expressédo das
proteinas CO1 e A03.

BM 25°C 37°C

NI 1 NI |
120 kDa €—

50 kDa €—=*

FIGURA 15 — Western blot do teste de expresséo da proteina B12 com inibidor de protease PMSF.
Proteinas: B12 (124,8 kDa). Legenda: BM = marcador de massa molecular benchmark. NI = fracdo
nao-induzida. | = fracéo induzida.
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Véarias abordagens tém por objetivo aumentar a solubilidade de proteinas
como o uso de vetores fusionados a enzima GST, tal como o vetor pDEST™15,
mutacbes em cepas bacterianas, como Tuner(DE3)pLysS e Rosetta-gami 2, que
permitem o ajuste da concentracdo de IPTG regulando a expressao em niveis
baixos, mutagbes que facilitam a formacdo de pontes dissulfeto no citoplasma e
expressao de cédons raros.

Como parte da caracterizacdo das FKBPs, 0os ensaios bioquimicos visam
definir a existéncia de atividade de chaperona e os dominios envolvidos nesta
atividade bem como verificar a interacdo dessas proteinas com as drogas. Visando
obter a proteina na fracdo sollvel para tais experimentos, o teste de expressao
como descrito no item 3.7.1 foi realizado com os genes B06, BO8 e B09 inseridos no
vetor pDEST™15. E possivel verificar na figura 16 a expressdo das proteinas
fusionadas ao GST na fracdo solavel.

Como o vetor pDEST™15 promove a expressdo da proteina fusionada a
enzima GST (glutationa S- transferase) ha um acréscimo de aproximadamente 26
kDa de massa molecular. Portanto, o tamanho de ~40 kDa para as proteinas B06 e
BO8 e de ~64 kDa para a proteina B09 apresentadas na figura 16 esta de acordo
com a massa molecular prevista para a proteina fusionada a GST.

BO6 BO8 BO9 BO6 BO8 BO9
BV NI FS  .FL =N- Fs _FL_ 3 === BM FS FS FS
. 50 kDa €¢—==
50 kDa €= S = =
— =_ 40 kDa <4—
- i—-‘- - e a
20 kDa s - . 3 ==
- x5 R 20 kDa €=
A B

FIGURA 16 — Gel SDS — PAGE (A) e Western blot (B) anti-GST do teste de expressao soluvel das
proteinas fusionadas a GST (pDESTTM15). Proteinas: B06 (12 kDa), B08 (12 kDa) e B09 (35,7 kDa).
Legenda: BM = marcador de massa molecular benchmark. NI = fracdo ndo-induzida. FS: fracéo
soluvel. FI = fragao insolavel.

Na tentativa de expressar a proteina recombinante na forma nativa sem a
fusdo da enzima GST realizamos alguns testes com modificagcdes no protocolo com

os genes inseridos no vetor pDEST™™17. Os testes foram realizados com as cepas
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Tuner(DE3)pLysS e Rosetta-gami 2 como descrito no item 3.7.2. com 0s genes BO06,
BO7, BO9 e B10. Em nenhum deles houve a expressdo da proteina na fracdo
soltvel, como esperado. Este mesmo teste foi realizado com o gene BO7 inserido no
vetor pDEST™15. A proteina soltvel correspondente foi expressa no teste realizado

com as células Tuner(DE3)pLysS induzidas com 0,1 mM de IPTG, como mostra a

figura 17.
T1 T2 R T1 T2 R
BM FS FI NI FS FI NI FS FI BM FES ES FS
o n‘l
50 kDa¢—w» -
== 50 kDa €—==
-
20 kDag—m» .
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A B

FIGURA 17 - Gel SDS - PAGE (A) e Western blot (B? anti-GST do teste de expressédo soluvel da
proteinas BO7 (48,3 kDa) fusionada a GST (pDEST “15). Legenda: BM = marcador de massa
molecular benchmark. NI = fragdo ndo-induzida. FS: fracdo soluvel. FI = fragdo insollvel. T1 = Célula
Tuner(DE3)pLysS induzida com 0,025 mM de IPTG. T2 = Célula Tuner(DE3)pLysS induzida com 0,1
mM de IPTG. R = Célula Rosetta-gami 2.

Os resultados obtidos ndo foram como o esperado uma vez que a tentativa de
utilizar outras cepas bacterianas para expressao da proteina soltvel so foi verificado
para um dos cinco genes testados. Além disso, o gene foi expresso fusionada a
enzima GST. Esse resultado corrobora com outros trabalhos onde varias
abordagens séo utilizadas na tentativa de se obter a proteina na fracao soltvel (Park
et al., 2008, Hammarstrom et al., 2006). Para tanto, novas testes serdo realizados
com as cepas Tuner(DE3)pLysS e Rosetta-gami 2 para os genes inseridos no vetor
pDEST™17 que ndo foram testados. Caso o resultado obtido seje negativo, esses
genes serdo testados a partir do pDEST™15 com as cepas BL21(DE3) pLysS,
Tuner(DE3)pLysS e Rosetta-gami 2.
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4.6 EXPRESSAO EM LARGA ESCALA

Esta etapa tem por objetivo a obtencdo das proteinas que serdo inoculadas
em camundongos, para obtencédo de anticorpos policlonais. As cinco proteinas que
apresentaram resultado positivo no teste de expressédo foram expressas em larga
escala. Na figura 18 é possivel verificar as 6 fracdes, descritas no item 3.7.4, obtidas

nesta etapa.

BO6 (12 kDA) BO7 (48,3 kDA)

| =

FIGURA 18 - Gel SDS-PAGE da expressao em larga escala. Proteinas: B06(12 kDa), BO7 (48,3 kDa),
BO8 (12 kDa), B0O9 (35,7 kDa) e B11 (41,7 kDa) Legenda: BM = marcador de massa molecular
BenchMark. NI = fracdo ndo-induzida. LT = lisado total. L1 = lavado 1. L2 = lavado 2. FS = frac&o
solavel. FI = fragdo insolivel.
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A confirmacgéo da expressdo da proteina recombinante na fracdo soltvel ou
insoltvel foi realizada através de um Western blot utilizando-se um anticorpo anti-

histidina contra a proteina recombinante, como mostra a figura 19.

ApOs vérias lavagens realizadas durante a expressdao em larga escala, o
padrdo de bandas encontrado no gel SDS - PAGE foi muito semelhante ao
verificado no Western blot para as proteinas B06, BO7, BO8 e B11, figura 19. Nos
dois experimentos € possivel verificar apenas a proteina recombinante na fracéo
insoltvel. Diante desse resultado, o proximo passo realizado foi a inoculagcdo em

camundongos, a partir da fragéo insoluvel, para a producdo de anticorpos.

20 kDa ¢

B0O6 BO7 B11 BO8 B09
BM NI FI NI FI NI Fl BM NI Fl BM FS Fl
S0kDax 50 KDaqtn il
20 kDa ¢—
20 kDa ¢—
FIGURA 19 - Western blot anti-histidina para confirmacdo da expressdo das proteinas

recombinantes. B06(12 kDa), BO7 (48,3 kDa), BO8 (12 kDa) e B11 (41,7 kDa) na fracdo insoluvel e da
proteina B09 (35,7 kDa) na fracéo soluvel. Legenda: BM = marcador de massa molecular benchmark;
NI = fracdo ndo-induzida; | = fracdo induzida; FI = fracdo insoluvel; FS = fracéo solavel.

A figura 20 confirma a expressdo das proteinas B07, BO8 e B09 na fracao
soltvel a partir do pDEST ™17 na célula BL21(DE3) pLysS.
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FIGURA 20 — Western blot anti-histidina da expressdo das proteinas recombinantes na fracéo
solavel. Proteinas: B06 (12 kDa), BO7 (48,3 kDa), B08 (12 kDa) e B11 (41,7 kDa). Legenda: BM =
marcador de massa molecular benchmark.

A proteina B09, expressa apenas na fracdo sollvel, apresentou muitas
bandas inespecificas, que pode ser verificado no gel SDS — PAGE (figura 18). Na
tentativa de eliminar as diversas bandas, além da de interesse, foi realizado o
método de purificacdo em colunas contendo resina NiNTA-Agarose (Qiagen), como
descrito no item 3.8.2. A purificacdo foi realizada com as fra¢des solauvel e lavado 1,
as quais apresentaram resultado positivo no Western blot. Para verificar o resultado
da purificacao foi realizado um gel SDS — PAGE (figura 21) e um Western blot (figura

22) com todas as etapas.

Fracao soluvel Fragdo lavado 1

BM A NL L1 L2 L3 E R A NL L1 L2 L3 E R

50 kDa ¢—

-
.=
20kDa4_-a":_
=

FIGURA 21 - Gel SDS-PAGE com a purificacéo da proteina sollivel B09 das fracdes sollvel e lavado
1. Etapas da purificacdo: A = proteina antes da purificacdo; NL = fracdo nédo ligada a resina; L1 =
fracdo da primeira lavagem; L2 = fracdo da segunda lavagem; L3 = fracdo da terceira lavagem; e =
fracdo eluida; R = resina.
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Fragéo sollvel Fracao lavado 1
BM A NL L1 L2 L3 E R A NL L1 L2 L3 E R

50 kDa €¢—  =—— — s—

Wi |
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FIGURA 22 - Western blot com a purificacdo da proteina solivel B09 das frag8es soluvel e lavado 1.
Etapas da purificacdo: A = proteina antes da purificacdo; NL = fracdo nédo ligada a resina; L1 = fracéo
da primeira lavagem; L2 = fracdo da segunda lavagem; L3 = fracao da terceira lavagem; e = fracao
Heloisa; R = resina.

Porém, as bandas inespecificas permaneceram e, algumas delas, de maneira
mais intensa que a proteina B09 impossibilitando o emprego do método de
purificacdo por gel preparativo, uma vez que seria muito dificil saber qual a banda

correspondente a proteina de interesse.

Decidiu-se partir para uma nova estratégia e tentar aumentar a expressao da
proteina modificando alguns procedimentos do processo de expressdo. Para isso
testamos outras cepas bacterianas, como Tuner(DE3)pLysS e BL21(DE3), outras
temperaturas de indugdo (37 °C, 25 °C, 18 °C e 4 °C) e o0 meio de cultura 2YT.
Porém, ndo houve aumento da expressdao como esperado. Portanto novas
metodologias para a purificacdo da proteina deveréo ser realizadas no intuito

de realizar os ensaios bioquimicos.

4.7 PRODUCAO E PURIFICACAO DE ANTICORPOS

A producdo de anticorpos € uma etapa essencial para o desenvolvimento e
prosseguimento da caracterizagcdo funcional mais aprofundada das proteinas.
Portanto, apds a confirmacdo da expressdo em larga escala, as fracdes insolluveis
das proteinas B06, BO7, BO8 e B11 foram inoculadas em camundongos da linhagem

Swiss, que apresentaram resultado negativo para o teste pré — imune, em duplicata.



57

Sete dias ap0s a quarta inoculacao, foi realizada a verificagdo da producédo de
anticorpos contra a proteina inoculada através da técnica de Western blot, utilizando
como substrato as proteinas recombinantes e as proteinas nativas do extrato de T.
cruzi. Houve producdo de anticorpos em quantidade adequada apenas para a
proteina BO7. Para as outras proteinas foram realizadas duas novas inoculagdes,
sendo que a Ultima para as proteinas B06 e B11 foram injetadas na cauda e para a
proteina B0O8 injetada no peritdnio. Os camundongos foram sacrificados por puncao

cardiaca 7 dias ap0s a ultima inoculacao.

A verificagdo da qualidade dos soros obtidos, ou seja, se 0s anticorpos
produzidos pelos camundongos eram especificos no reconhecimento tanto da
proteina recombinante inoculada, quanto da proteina presente no T. cruzi, foi
realizada através da técnica de Western blot, como mostra a figura 23, utilizando

como substrato as proteinas recombinantes e as proteinas nativas do extrato de T.

cruzi.
BO6 BO7 B11 BO6 B07 B11
BM  Epi PR  Epi PR  Epi PR BM  Epi PR Epi PR Epi PR
e =%
50 kD
b, 8 50 kDa ¢—
20 kD2 g—mn
20 kDa g
A B
BO8 BOS

Camundongo 1, camundong2
BM Epi PR Epi PR

50 kDa €¢—

20 kDa

FIGURA 23 - Deteccdo das proteinas no extrato de T. cruzi utilizando os soros com anticorpos
produzidos em camundongos. Proteinas recombinantes: B0O6(12 kDa), BO7 (48,3 kDa), BO8 (12 kDa),
B09 (35,7 kDa) e B11 (41,7 kDa) Figura A: camundongo 1; Figura B: camundongo 2. Legenda: BM =
marcador de massa molecular benchmark. Epi= extratos protéicos de T. cruzi de epimastigotas néao
diferenciados. PR= proteina recombinante utilizada para as inoculacdes.
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Os anticorpos produzidos, de ambos os camundongos, para as proteinas B06
e B08, apesar de reconhecerem a proteina recombinante, ndo reconheceram a
proteina correspondente nos extratos protéicos de T. cruzi (figura 23). Os soros
obtidos para as proteinas BO7 e B11, no entanto, reconhecerem outras proteinas
além daquela de interesse, gerando a necessidade de purificacdo dos soros com o
intuito de eliminar as bandas inespecificas. Na figura 23 é possivel verificar que o
camundongo 1 (figura A) reconhece mais proteinas inespecificas do que o
camundongo 2 (figura B).

A purificagdo foi realizada com o soro de apenas um camundongo. O
protocolo utilizado para a purificacdo consiste em incubar o soro com o extrato
solavel de E. coli juntamente com a proteina recombinante aderida a membrana de
nitrocelulose. Deste modo, os anticorpos especificos contra a proteina recombinante
ligam-se a membrana enquanto 0s anticorpos responsaveis pelo reconhecimento
das demais proteinas se ligam ao extrato da bactéria. Com isso, 0s anticorpos
especificos para a proteina de interesse séo eluidos com solucéo a base de glicina
acida.

No entanto, nenhuma das purificagdes apresentou resultado satisfatorio uma
vez que houve uma reducdo da intensidade das bandas inespecificas, ao invés da
sua eliminagdo, como mostra a figura 24. Para o soro Bll, a intensidade das

bandas é tdo baixa que néo é possivel verificar a presenca das bandas na figura 24.

BO7 B11
BM Epi PR BM Epi PR

50 kDa¢—

50 kDa ¢—

20 kDa¢—

20 kDa¢—

FIGURA 24 - Deteccdo das proteinas BO7 (48,3 kDa) e B11 (41,7 kDa) no extrato de T. cruzi
utilizando os soros purificados. Legenda: BM = marcador de massa molecular benchmark. Epi=
extratos protéicos de T. cruzi de epimastigotas nao diferenciados. PR = proteina recombinante
utilizada para as inoculagdes.
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4.8 PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Os soros obtidos apresentaram baixa intensidade no reconhecimento da
proteina de interesse além de varias bandas inespecificas, as quais continuaram
presentes mesmo apods a purificacdo. Esse resultado pode ter sido gerado pelo fato
das proteinas terem sido inoculadas diretamente sem uma purificagdo prévia, uma
vez que, aparentemente, as proteinas estavam puras sendo que no gel SDS -
PAGE e no Western blot apenas a proteina de interesse foi detectada. Com o intuito
de obter um soro que reconheca a proteina de maneira mais especifica, as proteinas

foram purificadas antes de realizarmos novas inoculagdes.

Portanto, as proteinas B06, BO7, BO8 e B11, expressas na fracdo insoluvel
foram purificadas por gel preparativo, como mostra a figura 25 com o resultado das
eletroeluicbes. Os resultados obtidos permitiram purificar quantidade suficiente de

cada proteina para a inoculacdo em camundongos.

BM BO6 BOS BO7 BM B11
12 o 3 1 2a @@ 12 2a 3 - 12 2a 3@
50 kDa i —
« — 50 kDa< e WP =
20 kDagq— "
- e - 20 kD2 €

FIGURA 25 — Gel SDS-PAGE das proteinas purificadas por gel preparativo. Proteinas: B06(12 kDa),
BO7 (48,3 kDa), B08 (12 kDa) e B11 (41,7 kDa)Legendas: BM = marcador de massa molecular
Benchmark; 1° = primeira elui¢do; 2° = segunda eluicéo; 3° = terceira eluicéo.

Devido a baixa expressdo da proteina B08, é pouco visivel a purificacdo da
proteina no gel SDS — PAGE da figura 25. Apos a quantificacdo da proteina
purificada através do Qubit™ Fluorometer (Invitrogen) foi possivel confirmar a baixa

expressao (cerca de 100 pg/ml).

Novas inoculagfes estdo sendo realizadas para as proteinas B06, BO8 e BO7.
Até o momento, ndo houve camundongo com pré-imune negativo disponivel para as

inoculacdes da proteina B11.
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4.9 CLONAGEM DO GENE PARA O VETOR pTcPR-GFPN

Todos os genes foram corretamente inseridos no vetor pTcPR-GFPN, que
permite a expressao de proteinas recombinantes fusionadas a GFP, no T. cruzi,
para ensaios de localizag&o celular. A figura 26 mostra o resultado das amplificagbes
dos genes inseridos no vetor pTcPR-GFPN, comprovando que todos foram inseridos

corretamente.

iKb BO6 BO7 BOS BO9 B10 Bl Kb e B

3000 pk
2000 ph

FIGURA 26 - Gel de agarose da amplificagdo dos genes de interesse apoés inser¢ao no vetor pTcPR-
GFPN. Genes: B06 (330pb), BO7 (1281pb), BO8 (339pb), BO9 (960pb), B10 (726pb), B11 (1143pb),
B12 (3351pb), CO1 (2511pb) e A03 (3027pb). A identificacdo 1 Kb corresponde ao marcador de DNA.

As transfeccdes foram realizadas em colaboracdo com Andreia Dallabona.
Porém, os parasitas transfectados ndo apresentaram fluorescéncia quando
observados em microscopio Optico de fluorescéncia. Um novo teste foi realizado
onde foi observado um crescimento exacerbada dos parasitas, inclusive no controle.
Entdo, foram realizados testes para verificacdo da atividade do antibiotico utilizado e
testes de quantidade de DNA transfectado. Diante do resultado destes testes, novos

ensaios serao realizados.

A tabela 4 expbe os resultados obtidos para cada gene selecionado em cada
etapa deste projeto, como a amplificacdo por PCR, insercdo nos vetores
pDONR™221, pDEST™17, pDEST™15 e pTcPR-GFPN, testes de expressdo e

producéo de anticorpos. Os guadros pintados representam resultado positivo.
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TABELA 5 - Resumo dos resultados obtidos neste trabalho.

™ ™ Teste ™ Teste de Exp. | Expresséo
pDONR 221 | pDEST ™15 | solavel pDEST 17 ™ ™ Anticorpo
pDEST™15 pDEST™17 | pDEST™17

em
andamento

em
andamento

em
andamento

NOTA: Gene corresponde ao nome interno de cada gene; PCR = amplificacdo dos genes;
pDONR™221 = vetor de entrada; pDEST V15 = vetor de expressao; Teste sollvel pDEST 15 = teste
de expressdo das proteinas na fracdo solGvel a partir do pDEST'15; pDEST 17 = vetor de
expressdo; Teste de Exp. pDEST V17 = teste de expressdo das proteinas a partir do pDEST V17;
Expressdo pDEST V17 = expressdo em larga escala das proteinas a partir do pDEST'"17; Anticorpo
= produgdo de anticorpos; pTcPR-GFPN = vetor que permite a expressdo de proteinas
recombinantes fusionadas a GFP.
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5. CONCLUSOES

Em vista da importancia que as FKBPs apresentam em diferentes processos
celulares, além de apresentar um importante papel na interacdo patogeno-célula
hospedeira e ter sua atividade de isomerase inibida através da ligacdo com as
drogas imunossupressoras as quais constituem tanto uma ferramenta de estudo
quanto uma perspectiva de medida terapéutica, este projeto teve por objetivo
aprofundar a caracterizagéo das FKBPs em T. cruzi

Para que esta caracterizacdo possa ser realizada, os genes selecionados
foram amplificados com sucesso utilizando-se primers especificos. Todos os genes
foram inseridos nos diversos vetores utilizados neste projeto: vetores pPDONR™221,
pDEST™17 e pDEST ™15, com excessdo do gene B10, da plataforma Gateway®, e
o vetor pTcPR-GFPN.

Apbs a confirmacdo dos genes inseridos corretamente no vetor de expressao
pDEST™17, foram realizados os teste de expressdo e apenas os genes B06, B07,
B08, BO9 e B11l expressaram a proteina recombinante. Todas as proteinas, com
excegao da B09, foram inoculadas em camundongo. No entanto, os soros obtidos
apresentaram baixa intensidade no reconhecimento da proteina de interesse além
de varias bandas inespecificas, as quais continuaram presentes mesmo apos a
purificacdo. Diante disso, nossa estratégia foi realizar a purificacdo das proteinas por
gel preparativo e efetuar novas inoculacdes com o intuito de obter um soro que
reconheca a proteina de maneira mais especifica.

Para a obtencdo das proteinas na fracdo sollvel, vérios testes foram
realizados, inclusive com as cepas Tuner(DE3)pLysS e Rosetta-gami 2, dos genes
inseridos tanto no vetor pDEST'™™17 quanto no pDEST™15. Os genes B07, B08 e
B09 inseridos no vetor pDEST ™17 expressaram a proteina soltvel no teste com a
célula BL21(DE3)pLysS. Os genes inseridos no vetor pDEST ™15 que passaram
pelo teste de expressdo, B06, BO8 e B09, expressaram a proteina correspondente
na fracdo sollvel. Nos testes realizados com as células Tuner(DE3)pLysS e Rosetta-
gami 2, apenas o gene BO7 inserido no vetor pDEST ™15 expressou a proteina
soltvel nas células Tuner(DE3)pLysS induzidas a 1 mM de IPTG.

A proteina B09, expressa na fracdo soluvel, devido a baixa expresséo e a

presenca de diversas bandas nao foi possivel purificar a proteina de interesse por
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coluna de niquel, pois as bandas inespecificas continuaram presentes. Novos testes
de expressao foram realizados com objetivo de aumentar a expressar da proteina
B0O9 para facilitar sua posterior purificacdo. Porém ndo houve aumento da expressao

como esperado.

6. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, como a producado de proteinas
recombinantes, inser¢cdo dos genes no vetor pTcPR-GFPN e com resultado positivo
das inoculagcdes que estdo em andamento, sera possivel iniciar a caracterizacdo das
FKBPs, através da determinacdo da localizacdo celular destas proteinas e analisar
se o produto protéico sofre algum tipo de regulacdo ao longo da diferenciacdo nas
distintas formas. Além disso, com as proteinas na forma nativa sera possivel realizar
ensaios bioquimicos para definir a existéncia de atividade de chaperona e o0s
dominios importantes da molécula que sdo responsaveis por esta atividade bem
como verificar a interagdo dessas proteinas com as drogas.

Novos testes de expressao seréo realizados com os genes B12, CO1 e AO3
que apresentaram perfil de degradacédo no ensaio de Western blot e do gene B10
gque nado expressou a proteina correspondente para que anticorpos especiificos
contra a proteina recombinante possoam ser obtidos.

Além disso, novos testes de expressao serdo realizados com os genes B10,
B11, B12, CO1 e AO3 para a expressdo da proteina correspondente na sua forma
nativa. As proteinas B06, BO7, BO8 e B09 que foram expressas na fracdo soluvel
serdo purificadas para que os ensaios bioquimicos possam ser realizados.

Novas transfecgbes seram realizadas a partir dos resultados obtidos nos
testes para verificacdo da atividade do antibidtico e da quantidade de DNA
transfectado.

Para os genes que nao foram sequenciados por completo devido ao seu
extenso tamanho, novos primers serdo desenhados com o intuito de amplificar o

interior dos genes.
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