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RESUMO

O Trypanosoma cruzi apresenta um ciclo complexo na natureza envolvendo pelo
menos quatro estagios distintos de desenvolvimento e dois hospedeiros
intermediarios. A alternancia de tipos funcionalmente e morfologicamente distintos
implica que genes distintos sdo expressos pelos diferentes estagios de diferenciacéo
durante o ciclo de vida do parasita. Os mecanismos envolvidos na regulagdo da
expressdo de genes em tripanossomatideos ainda permanecem desconhecidos em
sua extensao. O fato de que promotores para RNA polimerase Il ainda ndo tenham
sido funcionalmente caracterizados em tripanossomatideos e o fato da transcricao
de mRNAs ser essencialmente policistrOnica, com o posterior processamento dos
transcritos primarios por “trans-splicing”, indica que a regulacéo da expressao génica
ocorra principalmente, se ndo exclusivamente, por mecanismos pos-transcricionais.
Assim, 0s mecanismos de regulacdo podem ocorrer em nivel do processamento do
transcrito primario, em nivel do transporte dos transcritos processados do nucleo
para o citoplasma, em nivel da estabilidade dos transcritos ou ao nivel da sele¢céo
das sequéncias a serem traduzidas. Resultados descritos na literatura mostram que
proteinas com dedos de zinco tipo CCCH interagem especificamente com regides de
MRNAs podendo modular sua expresséo interferindo com a estabilidade dos
MRNAs. Diferentes proteinas com este dominio CCCH foram recentemente
evidenciadas através de analise do genoma de T. cruzi, dentre essas as proteinas
ZFP11l, ZFP29 e ZFPTTP que foram estudadas nesse projeto. Os genes
codificadores dessas trés proteinas foram amplificados a partir do DNA gendmico de
T. cruzi, clonados e expressos utilizando a plataforma Gateway® e sistema de
expressdo heterdloga, e as proteinas recombinantes obtidas foram purificadas e
inoculadas em camundongos para obtencdo de anticorpos policlonais especificos
para realizar os imunoensaios de localizacdo celular e analise do padrdo de
expressdo ao longo do ciclo de vida do parasita. Até o presente momento foram
obtidos anticorpos especificos contra as proteinas ZFP29 e ZFPTTP o que permitiu
realizar as andlises de imunolocalizacdo em epimastigotas e do padrdo de
expressao ao longo do ciclo de vida do parasita. Os resultados mostram que ZFP29
e ZFPTTP apresentam-se localizadas no citoplasma num padréo granular disperso e
possuem um padréo de expresséao diferenciado no decorrer do ciclo de vida, sendo
sua expressao aumentada em epimastigotas.

Palavras-Chave: Trypanosoma cruzi. Proteinas de ligacdo ao RNA. Dedo de zinco.
Dominio CCCH.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi has a complex cycle in nature involving at least four distinct
stages of development and two intermediate hosts. The alternation of functionally
and morphologically different types implies that different genes are expressed by
different differentiation stages during the life cycle of the parasite. The mechanisms
involved in regulation of gene expression in trypanosomes remain unknown extent.
The fact that promoters for RNA polymerase |1l have not yet been functionally
characterized in trypanosomatids and the fact that transcription of mMRNAs essentially
be polycistronic , with the further processing of primary transcripts by " trans-
splicing”, indicates that the regulation of gene expression occurs mainly if not
exclusively, by post-transcriptional mechanisms .

Thus, the regulatory mechanisms may occur in the processing of the primary
transcript level in transport of the processed transcripts from the nucleus to the
cytoplasm in terms of stability of the transcripts or at the selection of sequences to be
translated level. Results reported in the literature show that zinc finger proteins that
specifically interact with CCCH type regions of mMRNAs can modulate its expression
interfere with the stability of the mRNAs . Different proteins with CCCH this area have
recently been revealed by analysis of the genome of T. cruzi, among these the
ZFP11, ZFP29 ZFPTTP and proteins that have been studied in this project. The
genes encoding these three proteins were amplified from genomic DNA of T. cruzi,
cloned and expressed using the Gateway® platform and heterologous expression
system, the recombinant proteins obtained were purified and inoculated in mice to
obtain specific polyclonal antibodies used to perform immunoassays of the cellular
localization and the analysis of the pattern of expression throughout the parasite’s life
cycle. To date specific antibodies against proteins ZFP29 and ZFPTTP which allowed
the analysis of epimastigotes and immunolocalization pattern of expression
throughout the life cycle of the parasite were obtained. The results show that ZFP29
ZFPTTP and are shown located in the cytoplasm dispersed in a granular pattern and
have a different pattern of expression during the life cycle , and its expression
increased epimastigotes .

Keywords: Trypanosoma cruzi. RNA Binding Proteins. Zinc Finger. CCCH domain
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1. INTRODUCAO

1.1. O TRYPANOSOMA CRUZI E A DOENCA DE CHAGAS

O protozoario Trypanosoma cruzi foi primeiramente descrito por Carlos
Chagas, no inicio do século XX, que o detectou nos insetos hematofagos
transmissores da doenca de Chagas, patologia causada pelo parasita
(CHAGAS,1909)

A doenca de Chagas, apesar de ser conhecida também por tripanossomiase
americana, ndo é mais uma enfermidade restrita as Américas ja que nas Ultimas
décadas passou a ser detectada também em paises da Europa e do Oriente e,
atualmente, estima-se que entre 7 e 8 milhdes de pessoas estejam infectadas com o
Trypanosoma cruzi (WHO, 2009)

O Trypanosoma cruzi € um parasita pertencente a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae, e que apresenta um ciclo parasitario que envolve dois
hospedeiros distintos na natureza, um inseto hemato6fago triatomineo, popularmente
conhecido como barbeiro, e um vertebrado mamifero, e quatro estagios,
tripomastigotas sanguineos e tripomastigotas metaciclicos como sendo as formas
infectivas e amastigotas e epimastigotas como formas replicativas (CHAGAS, 1909;
CHAGAS, 1935; DE SOUZA, 2002).

O ciclo de vida o T. cruzi estd representada na figura 1.1 e pode ser
resumido nas etapas de 1 a 8 destacadas. Inicialmente o barbeiro contaminado com
0 parasita apresenta formas tripomastigotas metaciclicas (Etapa 1) na porc¢éo final
de seu intestino que séo liberados pelas fezes quando o inseto realiza o repasto
sanguineo. Durante o0 repasto sanguineo a lesdo do epitélio do hospedeiro
vertebrado provocada pela picada do barbeiro fornece uma abertura para a entrada
das formas metaciclicas para a corrente sanguinea do hospedeiro.

ApOs 0 acesso a corrente sanguinea as formas tripomastigotas metaciclicas
podem invadir diversas células nucleadas de diversos tecidos do mamifero (Etapa

2). A infeccdo da célula resulta num processo de diferenciacdo de tripomastigota
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metaciclico em amastigota (denominado amastigogénese) que € a forma replicativa
no interior das células do hospedeiro vertebrado (3). Quando a célula infectada
comeca a ficar saturada de amastigotas, inicia-se o processo de diferenciacao
desses amastigotas em tripomastigotas sanguineos (4) que sao capazes de romper
a célula, alcancar a corrente sanguinea e infectar outras células e/ou outros tecidos.
Na corrente sanguinea as formas tripomastigotas sanguineas podem ser ingeridos
pelo triatomineo (5).

No triatomineo os tripomastigotas ingeridos, ao alcancarem a porcao anterior
do estdmago, diferenciam-se em epimastigotas (6). Os parasitas que sobrevivem as
acbes enziméticas do estbmago do barbeiro conseguem, ja no intestino, se
multiplicar em altas taxas por divisdo binaria (7). Essa multiplicacdo dos
epimastigotas é reduzida apenas na por¢ao posterior do intestino onde os parasitas
comecam a se aderir & membrana do intestino e isso, aliado ao fato da condigédo de
escassez de alimentos promover um estresse celular grande para o parasita,
desencadeia o processo de diferenciacdo denominado de metaciclogénese. Nesse
processo entdo 0s epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos
gue podem ser eliminados pelo barbeiro a qualquer momento (8), reiniciando assim

o ciclo do T. cruzi.

Estagio no inseto vetor Estagios humanos
inseto ingere sangue, depositando

o tripomastigotas metaciclicos que entram @0 Tripomastigotas metaciclicos penetram vérios

pela ferida ou por membranas mucosas tipos celulares no local de entrada, Dentro das

> 4 células, se transformam em amastigotas
/ E =

tripomastigotas metaciclicos
no intestino posterior

muttiplicam no intestino @
% Inseto se nutre de sangue

epimastigotas no (tripomastigotas ingeridos)

elnteshno médio \e ’%}\—
/@;

o Amastigotas se multiplicam por
fizz8o hinéria dentro das células

Tripomastigotas
podem infectar outras dos tecidos infectados
celulas e se transformar em
amastiqotas intracelulares
em novos locais

Amastigotas intracelulares
se transformam em tripomastigotas,
gue entram no sangue ao
estourarem as células

FIGURA 1.1 CICLO DE VIDA DO Trypanosoma cruzi. (ADAPTADO DO SITE
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx)


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx
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1.2. REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA

A alternancia de tipos funcionalmente e morfologicamente distintos implica que
genes distintos sdo expressos pelos varios estagios de diferencia¢cdo durante o ciclo
de vida do parasita. Os mecanismos envolvidos na regulacdo da expressao génica
em tripanossomatideos ainda permanecem desconhecidos em sua grande extensao
(DAS ET AL, 2008; FERREIRA ET AL, 2008; PALENCHAR & BELLOFATTO, 2006).
Promotores para RNA polimerase Il ainda ndo foram funcionalmente caracterizados
em tripanossomatideos e a transcricdo de mRNAs é essencialmente policistronica,
com o posterior processamento dos transcritos primarios por “trans-splicing”. Os
MRNAS expressos co-transcricionalmente no policistron apresentam diferentes
niveis de mRNA maduro, indicando que a regulacdo da expressdo génica ocorre
principalmente (se ndo exclusivamente) por mecanismos pés-transcricionais (AVILA
ET AL, 2003; CLAYTON & SHAPIRA, 2007). Esta regulacdo pode ocorrer em
diferentes niveis: durante o processamento do transcrito primario, ou no transporte
dos transcritos processados do nucleo para o citoplasma ou ainda no citoplasma
tanto ao nivel da estabilidade dos transcritos como ao nivel da selecdo das
sequéncias traduzidas.

Grande parte dos estudos efetuados até o presente foram centrados na
determinacdo de sequéncias reguladoras presentes nas regides nao traduzidas dos
mRNAs (UTRs), notadamente a regido 3’ ndo codificadora (3’-UTR) (DA SILVA ET
AL, 2006). Assim, estudos com genes repdrteres e sequéncias derivadas de genes
estagio especificos indicam que estas regides tém efetivamente um papel modulador
na regulacdo da expressédo génica. Todavia a regulacdo ndo deve ocorrer apenas
pelas sequéncias nucleotidicas per se, mas sim pela associacdo de proteinas
especificas a estas regibes, modulando a estabilidade e a funcionalidade dos
MRNAs (D'ORSO ET AL, 2003; HOLETZ ET AL, 2007).

1.3. PROTEINAS DEDO DE ZINCO

Algumas proteinas que se ligam a RNA (RNA binding proteins ou RBPs) e que

podem regular a expressdo génica ja foram preliminarmente caracterizadas no
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modelo de diferenciacdo de T. cruzi (metaciclogénese) que foi desenvolvido em
nosso laboratério (CONTRERAS ET AL,1985; DALLAGIOVANNA ET AL, 2008;
HOLETZ ET AL, 2007; MORKING ET AL, 2004; NARDELLI ET AL, 2007). Um grupo
destas proteinas é formado por proteinas com dedos de zinco tipo CCCH
(MORKING ET AL, 2004; MORKING ET AL, 2012). Esse dominio tipo dedo de
zinco apresenta um arranjo bastante conservado de cisteinas e histidina, C-x(8)-C-
X(5)-C-x(3)-H, pertencente ao tipo C3H1 de dedos de zinco que é conservada em
eucariotos, sendo identificada desde leveduras até mamiferos. Esse tipo de dedos
de zinco interage com mMRNASs, preferencialmente na por¢do 3’ n&o traduzida
(revisado por HALL, 2005). Em 2004, Hudson e colaboradores determinaram a
estrutura da proteina TIS11d ligada ao mRNA alvo . Essa proteina possui dois
dominios dedo de zinco C3H1 e ambos se dobram formando dominios compactados
e independentes que sao mantidos unidos por uma sequéncia conectora (“linker”).
Em cada dominio, forma-se uma alfa hélice logo apds a primeira cisteina, seguida
de uma segunda hélice entre a segunda e terceira cisteinas, ficando sempre todas
expostas para a superficie onde fazem a ligacdo ao mRNA. Outros exemplos de
proteinas tipos dedo de zinco incluem a tristetraprolina (TTP), que em mamiferos
atua desestabilizando o mRNA do fator TNF-alfa e de outros 23 transcritos. No
MRNA de TNF-alfa, TTP reconhece a sequéncia UUAUUUAUU (ARE) na regigo 3’
nao traduzida (LAl ET AL., 2006). Uma proteina similar a TTP da familia TIS/CTH
denominada TIS11d, atua como reguladora de fatores de crescimento, também
possui dois dominios de dedo de zinco. Essa proteina se liga a elementos ricos em
AU (ARE) da regido 3’ ndo traduzida de mRNAs alvo e promove sua desadenilagdo
e degradacdo (HUDSON ET AL., 2004). Em T.cruzi foi clonado um gene que
codifica uma proteina da familia dedo de zinco denominada TcZFP1 homdloga a
TbZFP1 (67.6%) (MORKING ET AL, 2004). Resultados demonstraram que TcZFP1
se liga especificamente a oligorribonucleotideos contendo sequéncias ricas em C.
Este tipo de sequéncia esta presente nas regides ndo traduzidas de muitos mRNAs
de tripanosomatideos, aumentando a possibilidade de que TcZFP1 possa interagir
com RNAs ou complexos ribonucleoproteicos na célula via dominio CCCH,
regulando sua estabilidade ou traducdo. A andlise do genoma do T.cruzi (EL-
SAYED ET AL, 2005A; EL-SAYED ET AL, 2005B) mostra que ha varios genes que
codificam proteinas desta familia, sugerindo que as mesmas possam ter um papel

importante na modulagéo da expressdo génica no parasita.
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Ha de fato uma grande variedade de proteinas que se ligam a RNA (GLISOVIC ET
AL, 2008; PAQUIN & CHARTRAND, 2008), algumas especificamente associadas a
algumas sequéncias, definindo motivos de reconhecimento de RNA. Estas proteinas
podem atuar na estabilidade dos mRNAs positiva ou negativamente. E importante
mencionar que 0os RNAs estdo sempre associados a proteinas e o conjunto de
proteinas associado a um mRNA é que acaba definindo a sua funcionalidade. Assim
MRNAs relacionados podem associar-se a conjuntos especificos de proteinas
podendo ser coordenadamente expressos ou degradados em regides especificas do

citoplasma, definindo os denominados “operons funcionais” (KEENE, 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizacao de proteinas de Trypanosoma cruzi que possuem dominios de
ligacdo a RNA tipo dedo de zinco CCCH.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Andlises de bioinforméatica

a) Desenho de oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo dos genes
selecionados.

2.2.2. Amplificagédo e Clonagem no sistema Gateway®

a) Amplificacdo dos genes por Reacao em cadeia da polimerase (PCR) e purificacéo
dos amplicons.

b) Clonagem no vetor de entrada pDONR™221.

c) Confirmacéo das clonagens por toothpick, PCR de colénia e sequenciamento de
DNA.

d) Extracdo dos plasmideos dos clones positivos e subclonagem no vetor de
expressao pDEST™17.

e) Confirmacéo da subclonagem e selecdo do clone positivo para expressao

2.2.3. Expressao de proteinas

a) Testes para determinar as condicfes ideais de expressao para cada proteina.
b) Expressao em larga escala.
c) Purificacdo das proteinas obtidas por cromatografia de afinidade e eletroeluicao.

2.2.4. Obtencéo de anticorpos contra as proteinas recombinantes

a) Imunizagéo de coelhos e camundongos com as proteinas obtidas.

b) Analise da qualidade dos anticorpos por Western Blot .
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2.2.5. Imunoensaios
a) Imunolocalizacdo das proteinas em Trypanosoma cruzi por microscopia de
fluorescéncia.

b) Analise do padrédo de expressao das proteinas durante o ciclo de vida do parasita.
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3. METODOLOGIA

3.1. SOLUCOES UTILIZADAS

Azul de comassie R-250: Azul de comassie R-250 0,1%; metanol 45% ; acido
acético 10%

Ficoll Solucdo estoque 10x: azul de bromofenol 0,21%; xileno cianol FF 0,21%;
EDTA 0,2 M pH 8,0; glicerina 50%

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

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

Meio de cultura Luria —Bertani: Para 100 ml: Triptona - 1g; Extrato de Levedura -
0,5g; NaCl - 1g.

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

Solucéo de bloqueio: 5% de leite em pd desnatado em PBS-Tween 0,1%

Solucao de descoloracédo: metanol 4%; acido acético 7,5%.

Solucéo de lise para toothpick: NaOH 50 mM; glicerol 5%; SDS 0,5%; EDTA 5
mM; azul de bromofenol 0,025% e H,0 q.s.p.

Solucéo de purificacdo: Triton 2%; NaH,PO4 100mM; Tris - Hcl 10 mM; Uréia 2M;
Nacl 0,5M.

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

Tampéao de eluicdo (coluna de niquel): Uréia 8M; Nacl 300mM ; NaH,PO,4 50mM;
Imidazol 300 mM.

Tampéo de ligacdo (coluna de niquel): Uréia 8M; Nacl 300 mM; NaH,PO4 50mM;
Imidazol 10mM.

Tampéo de revelagdo com fosfatase alcalina (AP Buffer): Tris-HCI 100 mM pH
9,5; NaCl 100 mM; MgCl; 5 mM.

Tampéo de ressuspensédo de proteinas: NaH,PO4, 100mM; Tris-Hcl 10mM; Uréia
8M PH 8,0.
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Tampéo de SDS-page: Tris 255 mM, Glicina 192 mM, SDS 1%

Tampéo de sonicagao: NaCL 500 Mm, PH 8,0; Triton 2% PH 8,0; Tris-Hcl 20mM.
Tampdo TBE (Solucdo estoque 10X): Tris-base 89 mM; Acido bérico 89 mM;
EDTA 2 mM pH 8.0

Tampéo de transferéncia (Western Blot): Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol
20%

TE: Tris Hcl 10mM PH 7,5 e EDTA 1 mM

3.2. ANALISES DE BIOINFORMATICA

3.2.1. Desenho de oligonucleotideos para a amplificacdo dos genes selecionados

Para a amplificacdo dos genes de interesse atraves da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) é necessario um par de oligonucleotideos iniciadores para cada
gene (“Foward e Reverse”). As sequéncias nucleotidicas dos genes selecionados de
T. cruzi foram retiradas do banco de dados do site http://www.genedb.org, e a partir
delas os oligonucleotideos foram desenhados através da ferramenta PrimerSelect do
software Lasergene (DNASTAR, Inc.). O desenho dos oligonucleotideos foi feito de
modo a permitir a recombinacdo dos amplicons com o vetor de entrada
pDONR™221 da tecnologia Gateway® (Invitrogen) . Os oligonucleotideos a serem
utilizados nesta tecnologia de clonagem devem possuir regides codificadoras para
sitios AttB 1 e 2, necessarios para a recombinacdo do amplicon purificado com o
vetor pPDONR™221. Cédons de parada sado opcionais, € os oligonucleotideos para
os trés genes estudados foram desenhados sem codon de parada, de modo a
permitir uma posterior agregacdo de sequéncias codificadoras para tags na regiao

3’, como regides codificadoras para GFP (Green fluorescent protein).


http://www.genedb.org/
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Primer F | 5 3GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGEC] TG CTGGCAGTAAATAAACE 3

Primer R | 5 GGGGACCACTITGTACAAGAAAGCTGEEICGE CTTTAGGACGCAGAGT] 3

Atth1

START
Atth2
Sequéncia especifica para cada gene

FIGURA 4.1 - SITIOS NECESSARIOS A CONSTRUCAO DE OLIGONUCLEOTIDEOS
INICIADORES PARA USO NA PLATAFORMA GATEWAY®. ATTB1 E ATTB2: SEQUENCIAS QUE
PERMITEM A RECOMBINACAO ESPECIFICA ENTRE O AMPLICON PURIFICADO E O VETOR DE
ENTRADA DA PLATAFORMA GATEWAY® PDONR™221; SHINE DALGARNO: SEQUENCIA DE
LIGACAO A RIBOSOMOS; START: CODON NECESSARIO AO INICIO DA TRADUCAO;
SEQUENCIA ESPECIFICA: REGIAO DE ANELAMENTO ESPECIFICA PARA CADA GENE A SER
AMPLIFICADO.

3.3. AMPLIFICACAO DOS GENES DE INTERESSE E CLONAGEM NO SISTEMA
GATEWAY®

3.3.1. Reacado em cadeia da polimerase e purificacdo dos amplicons

Os genes foram amplificados utilizando-se a técnica de PCR (Reagdo em
cadeia da polimerase). As amplificacdes foram feitas utilizando-se 100 ng de DNA
gendmico de T. cruzi como molde. A enzima utilizada foi a Taq Polimerase
(Invitrogen), alem de 200 mM de DNTP, 10 mM de MgCI2, Tampao especifico para a
enzima utilizada, 10 pmol de cada um dos oligonucleotideos iniciadores e agua
ultrapura suficiente para completar o volume da reacédo. Os ciclos de amplificacao
foram montados da seguinte forma: 94° C por 3 minutos iniciais para desnaturagéo
do DNA seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94° C, 30 segundos de anelamento
(temperaturas especificas para cada gene, vide anexo), e por fim 72° C para
extensdo. O tempo de extensao foi variavel de acordo com o tamanho do gene, e a

regra de 1 minuto de extensao para cada mil pares de bases foi seguida.
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Os amplicons foram purificados com uma solucéo de 30% PEG 8000/30mM
MgCl,, fornecida pelo sistema de purificacdo da plataforma Gateway®. O DNA foi
ressuspenso em TE e adicionada a solucdo de PEG/MgCI, , em volume de 1:1. A
mistura foi agitada vigorosamente e centrifugada por 15 minutos a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi retirado cuidadosamente e o sedimento contendo o DNA foi seco a
60°C por 15 minutos. O sedimento foi ressuspenso em 10 yL de tampdo TE e as

amostras foram armazenadas a - 20°C.

3.3.2. Eletroforese de DNA

Aliquotas de 5 pl dos amplicons purificados foram misturadas ao tampao de
aplicacao Ficoll e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, na presenca de
Tampado TBE, a fim de se verificar seu perfil eletroforético. O marcador de peso
molecular utilizado como referéncia foi o 1kb Plus (Invitrogen).

O gel foi submetido a uma corrente constante de 100v, e posteriormente
corado em uma solugédo de brometo de etideo (0,5 pg/ml) por aproximadamente 20
minutos. Apdés o tratamento com este intercalante o DNA pode ser observado sob luz
UV (comprimento de onda na faixa de 260nm), e fotografado através do sistema de

captagéo de imagens UV White Darkroom (UVP Bioimaging Systems).

3.3.3. Clonagem dos amplicons no vetor de entrada pDONR™221

A reacédo de recombinacdo entre os amplicons flanqueados por sitios AttB e o
vetor de entrada da plataforma Gateway® pDONR™221, mediada pela enzima BP
clonase, foi feita de acordo com o manual do fabricante (Invitrogen - Catalog nos.
12535-019 e 12535-027). O vetor pPDONR™221 contém um gene de resisténcia a
canamicina utilizado para selecionar as col6nias bacterianas, e regides AttP1l e
AttP2, utilizadas na recombinacdo com os produtos de PCR flanqueados por regioes
AttB.
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affB aff afp affP affl affl aftR aftR

attB-flanked PCR by-product
product or attB

expression clone

FIGURA 4.2 — ESQUEMA DA REAGAO BP (MANUAL DO FABRICANTE). A ENZIMA BP CLONASE
UTILIZA OS SITIOS ATTB DO AMPLICON E ATTP DO VETOR PDONR PARA REALIZAR UMA
RECOMBINACAO ESPECIFICA QUE DARA ORIGEM AO VETOR DE ENTRADA CONTENDO O
GENE DE INTERESSE E A UM PRODUTO SECUNDARIO LINEAR.

3.3.4. Transformacao de bactérias calcio-competentes com os plasmideos e cultivo

em meio sélido

Os plasmideos recombinados foram incubados com bactérias Escherichia.
coli calcio-competentes (DH5a) por 30 minutos no gelo (0,1 ug de plasmideo para 50
ML de E.coli). Apos esse periodo, as bactérias foram submetidas a um choque
térmico para permitir a entrada dos plasmideos. Ap6s serem incubadas a 42 °C por
2 minutos as suspensdes bacterianas foram imediatamente colocadas no gelo por 2
minutos. ApoOs este tempo foi adicionado 1 ml de meio de cultura Luria-Bertani (LB)
sem antibidtico, e as células foram incubadas sob agitacdo constante a 37 °C por 45
minutos, para que pudessem se recuperar e comegassem a expressar 0s genes de
resisténcia aos antibidticos antes de serem colocadas em um meio seletivo. Apds
esse periodo as bactérias foram espalhadas em placas contendo 25 ml de meio
sélido LB + agar e antibiéticos especificos de acordo com a resisténcia que cada
vetor confere as bactérias transformadas (pDONR™221 — canamicina 50 ug/ml ,
pDEST™17 — ampicilina 100 ug/ml e cloranfenicol 34 ug/ml). As placas foram

incubadas por 18 horas a 37 °C para o crescimento das colonias.

3.3.5. Identificacédo das col6nias bacterianas

Apé6s 18 horas de incubagcdo as placas foram recolhidas e as col6nias

isoladas replagueadas em uma placa referéncia contendo meio LB + antibioticos.
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Cada colbnia foi riscada em uma regido numerada, de modo a realizar a

identificacdo das colonias. As placas foram incubadas por 18 horas a 37°C.
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FIGURA 4.3 — MODELO DE PLACA REFERENCIA. E COLOCADO NA PARTE DE BAIXO DA
PLACA CONTENDO MEIO DE CULTURA SOLIDO UM PAPEL COM REGIOES NUMERADAS. EM
CADA UMA DAS REGIOES SERA ADICIONADA UMA COLONIA BACTERIANA, QUE PODERA
SER IDENTIFICADA POSTERIORMENTE POR UM NUMERO.

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

A técnica de toothpick é feita a fim de se verificar o sucesso da recombinacgéo
e da transformacédo. Através desse ensaio pode-se checar se o0 vetor esta presente
na bactéria e se possui tamanho diferente do vetor controle (0 mesmo vetor utilizado
na recombinacgdo, porem sem inserto). Cerca de 15 colbnias foram coletadas da
placa referéncia com um palito estéril e transferidas para tubos de polipropileno. A
cada poco foram adicionados 15 pl de solucdo de lise. A solucdo foi agitada
vigorosamente e a mistura foi incubada a 65 °C por 10 minutos.

Apbs a incubacao as amostras foram submetidas a eletroforese em um gel de
agarose 0,8%, com uma corrente de 80 V, utilizando-se o plasmideo sem o inserto
como controle do gel. As coldénias com tamanho diferente do plasmideo controle
foram coletadas e os plasmideos purificados por minipreparacao (como descrito no
item 4.3.8). ApOs esta etapa, foi feita uma PCR convencional da minipreparacao
para se verificar a presenca de insertos.

Uma outra maneira de se verificar o sucesso da transformacéo é a PCR de
colénia, quando a amplificacdo é feita diretamente a partir de uma colbnia

bacteriana. Para isso foi feita uma PCR parecida com a convencional, porém em vez
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de DNA gendmico utilizou-se como base para a amplificagdo uma aliquota da
coldnia bacteriana transformada com o vetor de interesse. As amostras foram
incubadas por 10 minutos a 94° C no termociclador para lisar a parede bacteriana, e
o ciclo de PCR prosseguiu normalmente depois desta etapa. As outras etapas da
reagdo de PCR foram feitas de maneira convencional, assim como a eletroforese,
descritas em 4.3.1 e 4.3.2. Esta técnica pode gerar um resultado falso-negativo,
caso a lise ndo seja eficiente. Para genes em que nao conseguimos uma
amplificacdo por PCR de colbnia, utilizamos a abordagem de toothpick / PCR de

minipreparagao.

3.3.7. Sequenciamento de DNA

As amostras foram sequenciadas pela empresa Macrogen de modo a se
verificar se os insertos estavam posicionados corretamente nos vetores, bem como a

presenca de erros que podem prejudicar a expressao da proteina.

3.3.8. Mini preparacéo de plasmideos

A minipreparacéo foi feita a fim de se isolar das bactérias os plasmideos

contendo os insertos corretos e purifica-los. Foi utilizado o kit Qiaprep® Spin Miniprep
Kit (QIAGEN). As colbnias positivas selecionadas foram inoculadas em 2 ml de meio
LB liquido com o antibiético canamicina na concentracdo de 50 pg/ml (bactérias
contendo plasmideos pDONR™221 mais inserto de interesse) ou 100ug/ml de
ampicilina (bactérias contendo plasmideos pDEST ™17 mais inserto de interesse) .
As culturas foram incubadas a 37 © C durante 18 horas sob agitacdo constante de
200 rpm. Apds as culturas serem centrifugadas a 12.000 x g por 1 minuto os
plasmideos foram purificados utilizando-se o kit, segundo as recomendacdes do
fabricante, utilizando-se o protocolo para uso em microcentrifuga. ApOsS o0s
procedimentos de lavagem os plasmideos foram eluidos em H,0 ultrapura e

armazenados a -20°C.
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3.3.9. Subclonagem em vetor de expressao pDEST™17

A reagcdo de recombinacdo entre o vetor de entrada contendo o gene de
interesse e o vetor de destino pDEST™17 , mediada pela enzima LR clonase, foi
feita de acordo com o manual do fabricante (Invitrogen - Catalog nos. 12535-019 e
12535-027).

afil aflL aftfR atiR

destination
vector

LR Clonase ™

—_— expression
clone

by-product

FIGURA 3.4 — ESQUEMA DA REAGAO LR (MANUAL DO FABRICANTE). A ENZIMA LR CLONASE
UTILIZA OS SITIOS ATTL DO VETOR DE ENTRADA E ATTR DO VETOR pDEST™17 PARA
REALIZAR UMA RECOMBINACAO ESPECIFICA QUE DARA ORIGEM AO CLONE DE
EXPRESSAO E A UM PRODUTO SECUNDARIO CIRCULAR.

O vetor p DEST™17 é amplamente utilizado para a expressao de proteinas
recombinantes em E.coli. Possui um promotor para a polimerase T7, um sitio de
ligacdo a ribossomos e um codon de iniciacdo ATG, que permitem a expressao do
gene incluso no vetor. Possui ainda uma regido codificante para uma TAG de 6
histidinas (que pode ser utilizado posteriormente para a purificacdo das proteinas
recombinantes), um gene de resisténcia a ampicilina (utilizado para selecionar as
colbnias positivas através de meio seletivo), e regides attR1 e attR1, utilizadas para
a recombinacdo com o vetor de entrada pDONR ™ 221, além de regides para

contra-selecdo e manutencédo do plasmideo.



26

77 % ves (w16 owis [aimi| on® o a2
| |

Comments for pDEST™17
6354 nucleotides

T7 promoter: bases 21-40
Ribosome binding site (RBS): bases 88-92
Initiation ATG: bases 101-103
GxHis tag: bases 113-130
attR1: bases 140-264
Chloramphenicol resistance gene (CmR): bases 373-1032
ccdB gene: bases 1374-1679

altR2: bases 1720-1844

T7 transcription termination region: bases 1855-1883

bla promoter: bases 2471-2569

Ampicillin (bla) resistance gene: bases 2570-3430
pBR322 origin: bases 3575-4248

ROP ORF: bases 46184810 (C)

C=complementary strand

FIGURA 3.5 — MAPA ILUSTRATIVO DO VETOR DE EXPRESSAO pDEST™17. T7: PROMOTOR
PARA RNA POLIMERASE T7; RBS: SEQUENCIA DE LIGACAO A RIBOSOMOS; ATG: CODON DE
INICIO; 6XHIS: REGIAO CODIFICADORA PARA UM TAG DE SEIS HISTIDINAS; ATTR1 E ATTR2:
SEQUENCIAS QUE PERMITEM A RECOMBINAGAO COM O VETOR pDONR™221;CMR: GENE
DE RESISTENCIA AO CLORANFENICOL PARA CONTRA-SELEGAO DO PLASMIDEO; CCDB:
GENE LETAL QUE EVITA O CRESCIMENTO DE COLONIAS COM PLASMIDEO PDEST SEM O
GENE DE INTERESSE; T7 TERM: SEQUENCIA QUE PERMITE O TERMINO DA TRANSCRICAO;
AMPICILLIN: GENE DE RESISTENCIA AO ANTIBIOTICO AMPICILINA; PBR322 ORI: ORIGEM DA
REPLICACAO PARA DUPLICACAO DO DNA E MANUTENCAO DO PLASMIDEO;

3.4. EXPRESSAO DE PROTEINAS

3.4.1. Transformacéao de bactérias calcio competentes com o vetor de expressao

A transformacéo foi feita da maneira descrita em 4.3.4, porem as bactérias
utilizadas eram da cepa de expresséo E. coli BL21(DE3)pLysS. Esta bactéria contem
um gene codificante para a RNA polimerase T7 sob controle do promotor lacUV5. O

IPTG, um anélogo sintético da lactose, liga-se ao repressor do operon lacUV5 e
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permite que a RNA polimerase se ligue ao promotor lac, possibilitando a expressao
da polimerase T7. Esta enzima se liga ao promotor T7 presente no vetor
pDEST™17, possibilitando a expressao do inserto presente no vetor. O plasmideo
pLysS presente nesta cepa confere resisténcia ao antibiotico cloranafenicol e
codifica para a producdo da lisozima T7, que impede a expressao da RNA
polimerase T7 na auséncia do IPTG, o que inibe a expressdo basal da proteina

recombinante.

3.4.2. Testes de expresséao

Os testes de expresséo em pequenos volumes foram realizados para verificar
se o0s clones selecionados expressavam as proteinas de interesse, e sob quais
condicoes.

O pré-inéculo de uma colbnia bacteriana em meio de cultura LB contendo
antibiéticos (ampicilina 100 pg/ml e cloranfenicol 34 pg/ml), foi crescido em uma
estufa a 37°C por 18 horas, sob agitacdo constante de 200 rpm. Apds esse tempo
uma aliquota da cultura foi diluida em 3 ml (10 ml) de LB com antibiéticos, na
proporcao de 1:50, e incubada sob as mesmas condi¢des por 2 horas , para que as
bactérias atingissem crescimento exponencial até uma densidade optica em 600 nm
de 0,4 a 0,6. Foi adicionado IPTG a cultura em concentragéo final de 1 mM para a
inducdo da expressao das proteinas. A incubacao prosseguiu por mais 3 horas nas
mesmas condi¢cdes. Paralelamente foi realizado um cultivo sem adicdo de IPTG
como controle ndo induzido.

As bactérias foram sedimentadas por centrifugacédo a 5.000g por 5 minutos, e
0 sedimento bacteriano ressuspenso em PBS. Foi adicionado tamp&o de amostra 4x
a solucdo em quantidade suficiente para que a concentracao final de 1x. Os extratos
protéicos foram homogeneizados em um homogenizador compacto tipo vortex e
desnaturados por aquecimento a 100 °C por 5 minutos seguidos de centrifugacéo a
16.000g por 1 minuto e analisados em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-
PAGE — como descrito em 4.4.3).

Para verificar a eficacia da inducéo, deve-se observar no gel uma banda do
tamanho esperado da proteina (comparando-se ao marcador de peso molecular), e

que sO exista ou seja significantemente maior no extrato induzido, quando
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comparada ao controle ndo induzido. Se ainda houver davidas se a proteina
observada no gel € a de interesse, pode-se realizar um ensaio de Western Blot e
marcar a membrana com um anticorpo anti-histidina, o que evidencia somente a

proteina recombinante com sua cauda de histidina.

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

O gel desnaturante possui uma regido de corrida e uma regido de
empilhamento, e os tampdes e concentracdo de acrilamida séo diferentes em cada
uma destas partes. A concentracdo de poliacrilamida no gel de empilhamento é
sempre de 4,75%, e a do gel de corrida depende do peso molecular da proteina a
ser analisada. Géis com concentragcbes muito altas formam uma malha muito
fechada, o que pode prejudicar a mobilidade das proteinas maiores. As
concentracfes de géis utilizadas na analise dos extratos e das proteinas purificadas

estdo especificadas no quadro abaixo.

Peso molecular da Proteina Concentracéo do gel
Acima de 100 Kda 8%

Entre 100 e 50 Kda 10%

Entre 25 e 60 Kda 13%

Abaixo de 25 Kda 15%

QUADRO 3.1 — CONCENTRACOES UTILIZADAS PARA OS GEIS DESNATURANTES DE
POLIACRILAMIDA. A CONCENTRACAO UTILIZADA NO GEL VARIA INVERSAMENTE AO PESO
MOLECULAR DA PROTEINA A SER ANALISADA.

Os géis foram imersos em Tampao SDS-PAGE, e as amostras contendo Tampé&o de
amostra foram aplicadas. O controle de peso molecular utilizado foi o BenchMark™
Protein Ladder (Invitrogen), que possui marcadores de 10 a 220 Kda. As amostras
foram submetidas a eletroforese sob amperagem de 30 mA por gel. Apds a
eletroforese os geéis foram corados com Azul de comassie R-250 por cerca de 20
minutos, e em seguida o excesso de corante foi removido com uma solugdo de
descoloracéo. Através desta metodologia, somente as regides onde h& presenca de

proteinas se mantém coradas e a localizacdo das proteinas pode ser visualizada.
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3.4.4. Ensaio de Western Blot — Protocolo base

O ensaio de Western Blot foi utilizado para o teste das proteinas expressas
(Western Blot anti-histidina) e foi utilizado para o teste de qualidade dos antisoros e
avaliacdo do padrao de expressao das proteinas durante o ciclo de vida do parasita.
O protocolo utilizado em ambos os casos foi 0 mesmo, diferindo somente a amostra
aplicada no gel de poliacrilamida e os anticorpos utilizados na marcagdo da
membrana.

Foi feito inicialmente um gel de proteina desnaturante SDS-PAGE das
amostras e apos o término da eletroforese, o gel foi colocado sobre uma membrana
de nitrocelulose e submetido a uma corrente elétrica de 20 V por 18 horas, imerso
em tampdo de transferéncia. Desta forma as proteinas foram transferidas para a
membrana, mantendo a mesma disposicdo espacial que apresentavam no gel de

poliacrilamida.
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http://lwww.fermentas.com/techinfo/electrophoresis/img/blotting.qgif

FIGURA 3.6 — ESQUEMATIZACAO DO SISTEMA UTILIZADO NA TRANSFERENCIA DE
PROTEINAS PARA A MEMBRANA NA TECNICA DE WESTERN BLOT. UMA MEMBRANA DE
NITROCELULOSE E COLOCADA SOBRE O GEL DE POLIACRILAMIDA, E O SISTEMA E
CERCADO POR PAPEL FILTRO E ENCAIXADO EM UMA CUBA DE TRANSFERENCIA. A
DIRECAO DA CORRENTE FAZ COM QUE AS PROTEINAS SAIAM DO GEL E SE FIXEM A
MEMBRANA.


http://www.fermentas.com/techinfo/electrophoresis/img/blotting.gif
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A membrana foi entdo corada com Ponceau S por 10 minutos e lavada
delicadamente com agua destilada. Apés esta lavagem, pode-se observar as bandas
controle presentes na canaleta do marcador de peso molecular. As bandas foram
marcadas com um lapis e a canaleta correspondente ao marcador foi recortada da
membrana e guardada, para posterior comparacdo com a membrana marcada. A
parte restante da membrana foi entdo imersa em solucdo de bloqueio (5% de leite
em po desnatado em PBS-Tween 0,1%) por 1 hora.

Foram feitas 3 lavagens de 5 minutos com o tampdo PBS-Tween 0,1%, e a
partir desta etapa seguiu-se com a incubacdo dos anticorpos primario e secundario
de acordo com o objetivo pretendido (descrito em 4.4.4 e 4.4.7). Apés as incubacdes
foi preparada uma solucdo de revelacdo 10 ml de tampdo de revelacdo com
fosfatase alcalina, 33 ul BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine
Salt) e 66 pl NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Chloride). A membrana foi revelada no
escuro por um intervalo de 2 a 15 minutos. Apés este periodo a reacao de revelagcado
foi interrompida através da imersdo da membrana em uma solucdo de agua

destilada + EDTA. As membranas foram secas a temperatura ambiente.

3.4.5. Expresséao de proteinas em larga escala

A expressdo de proteinas para a inoculacdo em animais e obtencdo de
antisoro deve ser feita em grandes volumes, pois é necessaria uma quantidade
consideravel de proteina para a inoculacédo. O protocolo de inducéo foi 0 mesmo ja
padronizado no teste de expressao, porém o volume de cultura utilizado foi de 200
ml.

Apés as 2 horas de inducdo as culturas foram centrifugadas a 4°C por 10
minutos a 7.000 g. O sobrenadante foi descartado e o sedimento bacteriano
ressuspenso em Tampdo de sonicacdo. As células foram sonicadas
(Homogenizador 4710 - Cole Parmer) durante 15 segundos na poténcia 9 por 5
vezes, de modo a lisar as células bacterianas. A cultura foi novamente centrifugada
e o sobrenadante coletado e denominado “fragdo soluvel”. O sedimento restante foi
ressuspenso na solucdo de purificacdo, que contem uréia 2 M, e a mistura foi
agitada vigorosamente e centrifugada. O sobrenadante foi descartado e a lavagem
foi repetida. Apos a purificagdo o sedimento foi misturado ao tampéao de
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ressuspensdo de proteinas, contendo 8M de uréia, e a mistura sonicada hovamente
nas mesmas condi¢cBes anteriores. ApGs a centrifugacdo de 10 minutos a 7.000g o
sobrenadante foi coletado e denominado “fracdo insoluvel’. As amostras foram

armazenadas a - 20°C.

3.4.6. Purificacdo das proteinas obtidas por cromatografia de afinidade e

eletroeluicéo

As proteinas foram purificadas por cromatografia de afinidade com coluna de
Niquel-acido nitrilotriacético. A solucdo contendo a proteina recombinante a ser
purificada, equivalente a um volume de 5 ml, foi incubada com 1 mL de resina Ni-
NTA (Qiagen) em agitador orbital por 1 hora a 4°C. Apds esse tempo, o material ndo
ligado a resina foi coletado por gravidade e chamado de “flow through”. Foram feitas
trés lavagens de 5 ml com o tampao de ligacdo , sendo que foi coletada uma
amostra de 1 ml do primeiro lavado. Apés as lavagens foram feitas 6 eluicbes com
500 ul de tampao de eluicdo contendo imidazol. O imidazol compete com a histidina
na ligagcdo ao niquel e desta forma promove o desligamento das proteinas com
cauda de histidina da coluna de purificacdo. ApOs esse processo, foi feita uma
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (item 4.4.3).

Como podia haver um excesso de proteinas provenientes da célula
hospedeira E. coli durante a purificagcdo por cromatografia foi feita também uma
segunda etapa purificacdo por eletroeluicdo das proteinas de um gel preparativo. Foi
adicionado tampédo de amostra de proteinas 4X as fracGes eluidas pela coluna Ni-
NTA em volume final de 5 ml. As amostras foram misturadas e submetidas a
eletroforese por 16 h a 20 mA. O gel foi entdo corado em uma solucdo de KCI
100mM e a banda correspondente a proteina de interesse foi cortada do gel e
colocada em uma membrana de dialise contendo cerca de 1 ml de tampédo SDS-
PAGE. O sistema foi imerso em uma cuba de eletroforese contendo o mesmo
tampado e submetido a uma corrente de 60V por 2 horas. Apos esse periodo as
proteinas eluidas em SDS - PAGE foram coletadas da membrana de didlise e

quantificadas no espectrofotdmetro nanodrop ND- 1000 (Thermo scientific).
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3.4.7. Deteccdo da proteina recombinante através do ensaio de Western Blot com

anticorpos anti-histidina

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

Foram aplicados 10 pl da proteina recombinante diluida em tamp&o de
amostra e 5ul do marcador BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen) no gel de
poliacrilamida e as etapas de eletroforese, transferéncia e bloqueio da membrana
foram feitas como descrito anteriormente. Apds a lavagem da membrana esta foi
incubada com o anticorpo anti-histidina diluido em PBS-Tween 0,1% na proporc¢ao
1:3000, a temperatura ambiente. Apds 1 hora de incubacdo a membrana foi lavada
por 3 vezes de 5 minutos com PBS-Tween 0,1%, e incubada com o anticorpo
secundario anti-mouse conjugado a enzima fosfatase alcalina, diluido 1:10.000 em
PBS-Tween 0,1%. Apos a incubacdo de uma hora foram feitas mais 3 lavagens do

mesmo modo anterior, e revelacdo como descrita em 4.4.4.

3.5. OBTENCAO DE ANTICORPOS CONTRA AS PROTEINAS RECOMBINANTES

3.5.1. Teste do soro pré-imune

Antes das inoculacfes foi necessario verificar se no soro dos animais que
foram utilizados existia algum anticorpo que podia apresentar reacdo cruzada com
proteinas presentes no extrato de T. cruzi. Para realizar este teste foi retirada uma
aliquota de 100 a 200 ul de sangue da cauda de cada camundongo. O sangue foi
incubado a temperatura ambiente por 15 minutos e a 37°C por 15 minutos, e
posteriormente centrifugado a 5.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante (soro pré-
imune) foi coletado e transferido para um outro tubo, que foi armazenado a -20°C. O
antisoro foi testado por Western Blot contra extrato protéico de T. cruzi, como
descrito anteriormente. A diluicdo usada neste caso foi a menor diluicdo utilizada

para o teste do soro imune.
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3.5.2. Inoculagdes em animais para a obtencao de antisoro

Os animais utilizados para a inoculacdo foram camundongos da linhagem
Swiss, com mais de 40 dias de vida. A escolha do sexo foi de acordo com a
disponibilidade do biotério, mas foram todos do mesmo sexo, a0 menos para cada
uma das proteinas. Na primeira inoculacao foi preparada uma solucédo contendo 50
png de proteina para cada camundongo e o adjuvante completo de Freund. A
proporcdo adjuvante / solucdo de proteina foi de 1:1 e o volume da solucédo de
proteina foi completado com solucao salina a 0,9%. A partir da segunda inoculagéo
foram utilizados 20ug de proteina por camundongo e 77ul do adjuvante Alu-gel. As
inoculag@es intraperitoneais foram feitas de 10 em 10 dias. Uma semana apos a 4°
inoculacdo uma aliquota de 100 a 200pul de sangue foi retirada através da cauda e o
soro obtido como em 4.5.1. O soro foi testado por Western Blot, e caso ainda néo
houvesse producdo de anticorpos contra a proteina recombinante, foi feita uma
quinta inoculagdo nos mesmos moldes das anteriores. Ao se verificar a producao de
anticorpos os camundongos foram sedados com quetamina e anestesiados com

xilazina , e 0 sangue retirado por puncao cardiaca.

3.5.3. Teste dos antisoros

Para o teste de qualidade dos antisoros produzidos foi aplicado em um gel de
poliacrilamida o extrato protéico de T. cruzi (epimastigota com 3 ou 5 dias de cultivo),
de modo que haja extrato correspondente a 5x10° células por canaleta do gel. A
proteina recombinante purificada funcionou como um controle positivo adicional.
Também foi aplicado um marcador de peso molecular neste gel.

O gel de proteina SDS-PAGE e o Western Blot foram realizados como
descrito anteriormente. Antes de a membrana ter sido incubada com a solucao de
blogueio todas as regides da membrana correspondentes as canaletas do gel foram
cortadas individualmente e as diluicbes do soro a serem testadas foram escritas em

cada tira.
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A incubacdao foi feita em uma placa plastica onde cada diluicdo de antisoro foi
testada. Ap6s uma hora e meia de incubacdo a 37°C (este tempo foi otimizado
dependendo da eficiéncia do anticorpo), foram feitas as lavagens, incubacdo com o
anticorpo secundario conjugado a fosfatase e revelacdo, como descrito

anteriormente.

3.6. IMUNOENSAIOS COM OS ANTICORPOS OBTIDOS

3.6.1. Deteccgéo de proteinas em extratos protéicos de T. cruzi em diferentes etapas

do ciclo de vida

Foi realizado um ensaio de Western Blot da mesma forma descrita
anteriormente para o teste dos antisoros. Porém, cada antisoro foi testado contra
extratos de T. cruzi em varias etapas do ciclo de vida, bem como sob stress
nutricional para se verificar o padrdo de expressdo destas proteinas durante as

etapas do desenvolvimento do parasita.

3.6.2. Imunofluorescéncia

Os parasitas suspensos em PBS foram submetidos a adesdo sobre laminas
histolégicas, previamente tratadas com poli-L-lisina por 20 minutos. Em seguida, os
parasitas foram fixados com paraformaldeido a 4% em PBS, por 5 minutos a
temperatura ambiente, seguido de lavagens com PBS. Posteriormente, o parasita foi
permeabilizado pela incubagdo com 0,1% de Triton X-100 em PBS por 5 minutos,
seguido pelo bloqueio dos sitios de ligacdo inespecificos, que foi realizado pela
incubacdo com solucdo contendo BSA 1% em PBS, por 16 horas a 4°C em camara
umida. Apds o bloqueio, as laminas foram lavadas e incubadas por uma hora a 37°C
com o soro contendo anticorpo primario, anti-proteina recombinante. Os soros imune e
pré-imune foram diluidos em PBS contendo BSA 1%. ApoOs o periodo de incubacéo,
foram realizadas lavagens com PBS, para a retirada do excesso de anticorpos.

Posteriormente, as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario (anti-IgG de
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camundongo, conjugado com Alexa fluor 488), na diluicdo de 1:500 por uma hora a
37°C, seguido de lavagens com PBS.

O ndcleo celular foi evidenciado pela coloracdo com DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole, dihydrochloride), incubado na diluicdo 1:2000 em PBS, por 5 minutos, a
temperatura ambiente. Apés a incubagéo foram realizadas 3 lavagens de 5 minutos
com PBS. Ao final, foi colocada uma laminula sobre a lamina, utilizando o meio de
montagem n-propil-galato, sendo o material selado com esmalte.

As laminas foram observadas em microscopia de fluorescéncia, utilizando
microscopio Nikon, sendo que as imagens foram capturadas com a utilizacdo de
camara CoolSnap (Media Cybernetics) e analisadas com o programa Image Pro-
Plus v. 4.5.1.22 (Media Cybernetics).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. SELECAO DOS GENES CANDIDATOS

A selecdo dos genes para esse trabalho foi feita com base numa busca no
genoma do Trypanosoma cruzi utilizando a ferramenta
BLAST( Basic Local AlignmentSearch Tool) e a sequéncia do gene TcZC3H39 que
codifica para uma proteina com dominio CCCH que apresenta interacdo com RNAsS
(dados submetidos para publicagcéo Alves et al, 2013). Dos candidatos apresentados
foram selecionados os genes ZFP11, ZFP29 e ZFPTTP, com seus respectivos IDs
no banco de dados TritrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/): Tc00.1047053504929.5,
Tc00.1047053506885.204 e Tc00.1047053503453.20.

A nomenclatura dos genes foi baseada no estudo realizado por Kramer e
colaboradores em 2010, onde foi realizada uma andlise in silico no genoma de T.
cruzi buscando a identificacdo de proteinas com dominios dedo de zinco
convencionais ou ndo convencionais, conforme classificado pelos autores, os genes
selecionados para esse trabalho foram identificados e a presenca dos dominios
CCCH foram confirmadas por analises de sequéncias (Figura 4.1).

Como mostrado na figura 4.1, as trés proteinas apresentam os dominios na
porcdo amino terminal, porém existem diferencas entre elas. Enquanto que para a
proteina ZFP11 néo foi encontrado outro dominio sendo o CCCH, para ZFP29 foi
identificado, além do dominio convencional (C-X7-C-X5-C-X3-H), um dominio néo
convencional, tratado como sendo diferente da estrutura C-X7-8-C-X5-C-X3-H. J&
para a proteina ZFPTTP, além do dominio CCCH foi detectado o dominio DNAJ,
caracteristicos de proteinas chaperonas. (KRAMER ET AL, 2010).
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ZFP11 > [ |
ZFP29 > | |
ZFPTTP > i B DNAJ

B non-CCCH domain
g C-X7-C-X5-C-X3-H
B C-X8-C-X5-C-X3-H

J non-conventional CCCH motif

FIGURA 4.1 DOMINIOS ENCONTRADOS NAS SEQUENCIAS DAS PROTEINAS ZFP11, ZFP29 E
ZFPTTP. (ADAPTADO DE KRAMER et al ,2010)

4.2.  AMPLIFICACAO E CLONAGEM DOS GENES ZFP11, ZFP29 E ZFPTTP

Os oligonucleotideos desenhados para realizar as etapas de amplificacdo dos
genes estao representados no quadro 4.1. O resultado da amplificacdo dos trés
genes a partir do DNA gendmico do T. cruzi esta mostrado na figura 4.2 onde pode-
se observar que houve a amplificacdo de fragmentos especificos de DNA de
tamanho correspondente ao esperado para os genes de interesse.

Sendo assim partiu-se para as etapas de clonagem na plataforma Gateway®,
inicialmente no vetor de entrada pDONR™221, confirmadas por PCR de colonia e
de minipreparacdo plasmidial, conforme ilustrado na figura 4.3 e 4.4

respectivamente.

Gene Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores

ZFP11 F 5'- GGGG - ACA - AGT - TTG - TAC - AAA - AAA - GCA - GGC - TCC - ATGACGAGCATGCATTCA - 3

ZFP11 R 5'-GGGG -AC-CAC-TTT - GTA - CAA - GAA - AGC - TGG - GTC - TTACTGCAATGCCGCCTC - 3'

ZFP29 F 5'- GGGG - ACA - AGT - TTG - TAC - AAA - AAA - GCA - GGC - TCC - ATGACACAGATCATCACTGAGAAT - 3
ZFP29 R 5'-GGGG -AC-CAC-TTT - GTA - CAA - GAA - AGC - TGG - GTC - TTACCATTCCACATCCTGTACA - 3'
ZFPTTP F 5'- GGGG - ACA - AGT - TTG - TAC - AAA - AAA - GCA - GGC - TCC - ATGTCGCTTTCATTTATCGAGT - 3'
ZFPTTP R 5'-GGGG - AC-CAC-TTT - GTA - CAA - GAA - AGC - TGG - GTC - TCACCAGATGCTGTCCTCAG - 3'

QUADRO 4.1- SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES. EM NEGRITO
ESTAO AS REGIOES DE RECOMBINAGCAO PARA PLATAFORMA GATEWAY® E EM COLORIDO
AS REGIOES ESPECIFICAS PARA AMPLIFICACAO DE CADA GENE SENDO: VERDE - ZFP11;
AZUL - ZFP29 E VERMELHO - ZFPTTP.
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M TTP 11 29

2036-
1636-

-1080
1018-

-795

507-

FIGURA 4.2 — AMPLIFICACAO DOS GENES ZFP1l, ZFP29 E ZFPTTP A PARTIR DO DNA
GENOMICO DE T. cruzi. GEL DE ELETROFORESE DA PCR DOS GENES ZFPTTP, ZFP11 e
ZFP29. M — MARCADOR 1KB GIBCO; TTP - ZFPTTP (1080PB); 11 — ZFP11 (795PB); 29 — ZFP29
(948PB).

As colonias positivas, identificadas por PCR de colonia para a presenca do
pDONR™221 contendo o0s respectivos insertos génicos foram submetidas a
minipreparacdo plasmidial para posterior andalise dos plasmideos por PCR
convencional e sequenciamento dos mesmos. Com base nas analises dos clones e
dos vetores obtidos, somado aos dados do sequenciamento dos plasmideos,
constatou-se que o0s genes foram corretamente inseridos no vetor de entrada.

Dessa forma prosseguiu-se para a etapa de recombinacdo com o vetor de
expressao pDEST™17, a qual foi confirmada através de PCR de colbnia (figura 4.5)
e minipreparagéo plasmidial (figura 4.6) seguida de confirmagéo da recombinagéo

pelos dados do sequenciamento.

M1 23 -456 —-72829

2036-
1636-

-1080
-948
-795

1018-

507-

FIGURA 4.3 — CLONAGEM DOS GENES ZFP11, ZFP29 E ZFPTTP EM PDONR™221. GEL DE
ELETROFORESE DA PCR DE COLONIAS SELECIONADAS PARA OS GENES ZFPTTP, ZFP11 e
ZFP29 RECOMBINADOS EM PDONR™221 E TRANSFORMADOS EM DH5a. M - MARCADOR
1KB GIBCO; 1,2 E 3 - ZFP11 (795PB); 4,5 E 6 — ZFP29 (948PB); 7,8 E 9 — ZFPTTP (1080PB).
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2036-
1636-

1018-

507-

FIGURA 4.4 — CLONAGEM DOS GENES ZFP11, ZFP29 E ZFPTTP EM PDONR™221. GEL DE
ELETROFORESE DA PCR DA MINIPREPARACAO PLASMIDIAL DOS GENES ZFPTTP, ZFP11 E
ZFP29 EM PDONR™221. M — MARCADOR 1KB GIBCO, 1 E 2 — ZFP11 (795PB): 3 E 4 — ZFP29
(948PB); 5 E 6 — ZFPTTP (1080PB).

M1 2 3 45 6 78 9

-
2036- ® w
1636- . - =
' -1080
1018- ‘ -948
Y
507- |
- .

FIGURA 4.5 — CLONAGEM DOS GENES ZFP11, ZFP29 E ZFPTTP EM pDEST™17 GEL DE
ELETROFORESE DA PCR DE COLONIA SELECIONADAS PARA OS GENES ZFPTTP, ZFP11 e
ZFP29 RECOMBINADOS EM pDEST™17 E TRANSFORMADOS EM DH5a. M — MARCADOR 1KB
GIBCO; 1,2 E 3 - ZFP11 (795PB); 4,5 E 6 — ZFP29 (948PB); 7,8 E9 — ZFPTTP (1080 PB).

2036-
1636-
-1080
-948

1018-
-795

507-

FIGURA 4.6 — CLONAGEM DOS GENES ZFP11, ZFP29 E ZFPTTP EM pDEST™17. GEL DE
ELETROFORESE DA PCR DA MINIPREPARACAO PLASMIDIAL DOS GENES ZFPTTP, ZFP11,
ZFP29 EM PDEST™17. M — MARCADOR 1KB GIBCO; 1 — ZFPTTP (1080PB); 2 E 3 — ZFP29
(948PB), 4 E 5 — ZFP11 (795PB).
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4.3. EXPRESSAO E PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Depois de confirmada a correta inser¢cdo dos genes selecionados no vetor de
expressdo, foi realizada a transformacdo desses vetores contendo 0S genes
ZFPTTP, ZFP11 e ZFP29 na cepa de expressao E. coli BL21(DE3)pLysS e os testes
de expressao. O resultado da inducéo, realizada a 37°C sob agitacdo por 3 horas e

com 1 mM IPTG, desses trés genes encontra-se na figura 4.7.

FIGURA 4.7 — ANALISE DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES ZFP11, ZFP29 E
ZFPTTP. GEL DE POLIACRILAMIDA 15% CORADO COM COMASSIE BLUE COM TESTE DE
EXPRESSAO DOS GENE ZFPTTP, ZFP11 E ZFP29. M — MARCADOR BENCHMARK; 1 — ZFP11
(INDUZIDO); 3 — ZFP29 (INDUZIDO); 5 — ZFPTTP (INDUZIDO); 2,4 E 6 — NAO INDUZIDO DE 1,3 E
5 RESPECTIVAMENTE. A INDUCAO FOI FEITA UTILIZANDO OS PARAMETROS DE CULTIVO
DAS COLONIAS DE 1mM IPTG, 37°C POR 3 HORAS. O NAO INDUZIDO SOFREU AS MESMAS
CONDICOES EXCETO A PRESENCA DE IPTG. PESO MOLECULAR DAS PROTEINAS SEM
CONSIDERAR O PESO CORRESPONDENTE A CAUDA DE HISTIDINA ACRESCIDA PELO VETOR
PDEST™17. ZFP11 - 29,64kDa; ZFP29 — 35,01kDa; ZFPTTP — 39,28kDa .

Com base no resultado observado na eletroforese € possivel afirmar que o
sistema de inducdo funcionou (comparando induzido e ndo induzido) e o perfil de
migracdo eletroforético da superexpressdo € condizente com peso molecular
esperado para as proteinas ZFP11, ZFP29 e ZFPTTP, considerando a adicao de
6kDa referente a cauda de Histidina. Realizou-se um ensaio de Western Blot para
verificar a presenca da cauda de histidina (Figura 4.8).

Tendo em vista que as proteinas foram expressas com Ssucesso e
confirmadas como sendo as de interesse, 0 passo seguinte foi investigar em que
condicAo essas proteinas estavam sendo expressas, se na fracdo soluvel ou

insolavel. Para isso repetiu-se a expressao e separou-se a fracdo soluvel e insoltvel,
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utilizando protocolo descrito em 3.4.5. Essas fragdes foram entdo aplicadas em gel
de poliacrilamida para analise (figura 4.9).

50-

40- . .- —

30-

25-

- ‘
—

FIGURA 4.8 — CONFIRMAGAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES ZFP11,
ZFP29 E ZFPTTP. MEMBRANA DE WESTERN BLOT COM AS FRAGOES INDUZIDAS E NAO
INDUZIDAS DOS GENES ZFP11, ZFP29 E ZFPTTP, INCUBADA COM ANTICORPO a-HISTIDINA
(1:3000). M — MARCADOR BENCHMARK; 1 — ZFP11 (INDUZIDO); 3 — ZFP29 (INDUZIDO); 5 —
ZFPTTP (INDUZIDO); 2,4 E 6 — NAO INDUZIDO DE 1,3 E 5 RESPECTIVAMENTE. PESO
MOLECULAR DAS PROTEINAS SEM CONSIDERAR O PESO CORRESPONDENTE A CAUDA DE
HISTIDINA ACRESCIDA PELO VETOR PDEST™17. ZFP11 - 29,64kDa; ZFP29 - 35,01kDa;
ZFPTTP - 39,28kDa.

M 1S 2S5 35S M 1 2| 3l

60-

50-

25-

20-

FIGURA 4.9 — ANALISE DE SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS RECOMBINANTES ZFP11, ZFP29
E ZFPTTP. GEL POLIACRILAMIDA 15% CORADO COM COMASSIE BLUE CONTENDO FRACOES
SOLUVEIS E INSOLUVEIS DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS ZFP11, ZFP29 E ZFPTTP. M —
MARCADOR BENCHMARK, 1S E 11 — ZFP11; 2S E 2| — ZFP29; 3S E 3| -ZFPTTP. S — SOLUVEL E |
— INSOLUVEL. PESO MOLECULAR DAS PROTEINAS SEM CONSIDERAR O PESO
CORRESPONDENTE A CAUDA DE HISTIDINA ACRESCIDA PELO VETOR PDEST™17: ZFP11 -
29,64kDa; ZFP29 — 35,01kDa; ZFPTTP — 39,28kDa.
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Como resultado, observou-se que dentre todas as proteinas em estudo
apenas ZFP11 encontrou-se enriquecida na fracdo sollvel, enquanto que ZFP29 e
ZFPTTP concentraram-se na fracao insoluvel (solubilizada com 8M de Ureia).

O fato da proteina ZFP11 ter sido obtida com esse enriquecimento na fracédo
solivel € bem interessante, uma vez que em sistemas de expressao utilizando
procariotos para proteinas provenientes de organismos eucariotos geralmente
resulta em grandes niveis da proteina na fracao insoltvel, como consequéncia de
uma magquinaria de modificacdo pos-traducional primitiva, quando comparada com a
existente em eucariotos.

Na tentativa de se obter as proteinas ZFP29 e ZFPTTP nas fracGes
soltveis foram feitos testes com alteracBes no protocolo de inducdo. Esses testes
resumiram-se em mudancas no tempo e na temperatura de inducdo, na
concentracédo do agente indutor (IPTG) e nos tampdes de ressuspenséao e lise das
células (principalmente com modificacbes no pH das solucdes), porém até o
momento nao foi possivel alterar a solubilidade das proteinas ZFP29 e ZFPTTP.

No entanto, como o objetivo final da expresséo e purificacdo das proteinas
correspondia a imunizar camundongos e obter anticorpos policlonais especificos, foi
possivel realizar essas etapas com as proteinas obtidas nas fragdes insoluveis.

Portanto, com a padronizacdo da expressao dos genes ZFPTTP, ZFP11 e
ZFP29, foi dado continuidade para a proxima etapa de expressédo em larga escala e
purificacdo das proteinas, conforme descrito nos itens 4.45 e 4.4.6,
respectivamente.

O resultado da purificagdo por cromatografia de afinidade das proteinas
obtidas nas fracfes insolaveis ZFP11, ZFP29 e ZFPTTP encontram-se nas figuras
4.10, 4.11 e 4.12, respectivamente.

Apesar da proteina ZFP11 ter sido obtida na fracdo soluvel, ndo foi possivel
purifica-la uma vez que ndo houve a ligacdo da proteina com a coluna de niquel. A
hipotese levantada € a que a conformacgéo nativa da proteina pode ter escondido a
cauda de histidina, o que impediria a interacdo desta com o niquel presente na
resina da coluna e explicaria o fato da proteina ter sido identificada apenas na fracao
correspondente ao “flow through”.

Uma das abordagens possiveis para testar essa hipbtese seria trocar a
posicdo da cauda de histidina da por¢cao N-terminal para a por¢ao C-terminal (uma

troca de vetor seria necessaria para alterar a posicao das histidinas, ou mesmo
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alterar a cauda adicionada a proteina), no entanto, por questbes de tempo e
prioridade essa abordagem ainda néo foi realizada. Para as etapas futuras foi entao

utilizada a proteina ZFP11 na fracao insoluvel.

M FT L1 L5 E1 E2 E3 E4 E5 E6 - R

50- -

> .” B

25-

-

FIGURA 4.10 — ANALISE DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE DA
PROTEINA ZFP11. GEL POLIACRILAMIDA 15% CORADO COM COMASSIE BLUE CONTENDO
FRACOES DA CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE POR COLUNA DE NIQUEL DA PROTEINA
ZFP11. M — MARCADOR BENCHMARK; FT — FLOW THROUGH; L1 E L5 — PRIMEIRA E QUINTA
LAVAGEM (TAMPAO COM 10 mM IMIDAZOL); E1 A E6 — ELUIDOS (CONCENTRACOES DE
300mM A 500mM IMIDAZOL); R — RESINA. ZFP11 - 29,64 kDa MAIS ADICAO DE 6kDa
REFERENTE A CAUDA DE HISTIDINA.

L1 L5 E1 E2 E3 E4 E5 E6 - R

25-

FIGURA 4.11 — ANALISE DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE DA
PROTEINA ZFP29. GEL POLIACRILAMIDA 15% CORADO COM COMASSIE BLUE CONTENDO
FRACOES DA CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE POR COLUNA DE NIQUEL DA PROTEINA
ZFP29. M — MARCADOR BENCHMARK; FT — FLOW THROUGH; L1 E L5 — PRIMEIRA E QUINTA
LAVAGEM (TAMPAO COM 10 mM IMIDAZOL); E1 A E6 — ELUIDOS (CONCENTRACOES DE
300mM A 500mM IMIDAZOL); R — RESINA. ZFP29 — 3501 kDa MAIS ADICAO DE 6kDa
REFERENTE A CAUDA DE HISTIDINA.
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FIGURA 4.12 — ANALISE DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE DA
PROTEINA ZFPTTP. GEL POLIACRILAMIDA 15% CORADO COM COMASSIE BLUE CONTENDO
FRAGCOES DA CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE POR COLUNA DE NIQUEL DA PROTEINA
ZFPTTP. M — MARCADOR BENCHMARK; FT — FLOW THROUGH; L1 E L5 — PRIMEIRA E QUINTA
LAVAGEM (TAMPAO COM 10mM IMIDAZOL); E1 A E6 — ELUIDOS (CONCENTRAGCOES DE
300mM A 500mM IMIDAZOL); R — RESINA. ZFPTTP - 39,28kDa MAIS ADICAO DE 6kDa
REFERENTE A CAUDA DE HISTIDINA.

A analise da eletroforese realizada permite concluir que a purificacdo por
cromatografia de afinidade por coluna de niquel foi parcialmente eficiente, ja que
apesar das proteinas terem sido enriquecidas nas fracées eluidas, algumas outras
proteinas podem ter sido copurificadas com a proteinas de interesse.

Foi realizada entdo uma etapa posterior de purificacdo por eletroeluigcéo,
seguido de analise em gel de poliacrilamida e confirmacdo por ensaio de Western
Blot, novamente utilizando anticorpo anti-histidina como forma de identificacédo das

proteinas recombinantes (figura 4.13 e 4.14 respectivamente).

M 29 {1 TTF

50kDa mum—

40kDg e—

30kDa e

25kDa ————

20kDa NN

FIGURA 4.13 - ANALISE DA PURIFICACAO POR ELETROELUICAO DAS PROTEINAS
RECOMBINANTES ZFP11, ZFP29 E ZFPTTP. GEL POLIACRILAMIDA 15% CORADO COM
COMASSIE BLUE CONTENDO AS PROTEINAS ZFP11, ZFP29 E ZFPTTP PURIFICADAS POR
ELETROELUICAO. M — MARCADOR BENCHMARK; 29 — ZFP29 (35,01kDa); 11 - ZFP11
(29,64kDa); TTP - ZFPTTP ( 39,28kDa).
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FIGURA 4.14 - CONFIRMACAO DA PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES ZFP11,
ZFP29 E ZFPTTP. GEL POLIACRILAMIDA 15% CORADO COM COMASSIE BLUE CONTENDO AS
PROTEINAS ZFP11, ZFP29 E ZFPTTP PURIFICADAS. M — MARCADOR BENCHMARK; 29 —
ZFP29 (35,01kDa); 11 - ZFP11 (29,64kDa); TTP - ZFPTTP ( 39,28kDa).

4.4. OBTENCAO E ANALISE DE ANTICORPOS POLICLONAIS

Paralelamente as etapas de purificacdo, foi realizada a coleta e analise do
soro pré-imune de seis camundongos da linhagem Swiss por meio de Western Blot

(figura 4.15). 1 23 456

FIGURA 4.15 — ANALISE DO SORO PRE-IMUNE. MEMBRANA DE WESTERN BLOT INCUBADA
COM SORO PRE-IMUNIZADO DOS SEIS CAMUNDONGOS TESTADOS. DE 1 A 6 CADA NUMERO
REPRESENTA UM CAMUNDONGO DIFERENTE. O SORO FOI TESTADO NA TITULAGCAO DE
1:100, UTILIZANDO EXTRATO DE T. cruzi NA FORMA EPIMASTIGOTA 3 DIAS.

Com as proteinas ZFP1l, ZFP29 e ZFPTTP purificadas e com o0s
camundongos nao apresentando reacdo cruzada contra o extrato de T. cruzi, iniciou-
se o protocolo de obtencdo de anticorpos policlonais, primeiramente com as

inoculacdes das proteinas, conforme descrito em 4.5.2.
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ApGs a quarta e ultima inoculacdo os camundongos foram sacrificados e o
soros foram testados contra as proteinas recombinantes por meio da técnica de Dot
Blot (figura 4.16).

FIGURA 4.16 — ANALISE DO SORO OBTIDO CONTRA PROTEINAS RECOMBINANTES ZFP11,
ZFP29 E ZFPTTP. DOT BLOT COM SORO DOS CAMUNDONGOS IMUNIZADOS CONTRA AS
PROTEINAS RECOMBINANTES ZFP11, ZFP29 E ZFPTTP. DE 1 A 6 CADA NUMERO
REPRESENTA UM CAMUNDONGO DIFERENTE, SENDO 1 E 2 IMUNIZADOS COM ZFP11; 3 E 4
COM ZFP29; 5 E 6 COM ZFPTTP. A TECNICA DE DOT BLOT CONSISTE NUMA MODIFICACAO
DE UM WESTERN BLOT APENAS PELO FATO DE NAO SER NECESSARIO REALIZAR UMA
ELETROFORESE E TRNSFERENCIA PARA UMA MEMBRANA DE NITROCELULOSE. EM VEZ
DISSO APLICA-SE UMA QUANTIDADE MININIMA DA PROTEINA RECOMBINANTE DIRETO NA
MEMBRANA E COLOCA-SE PARA BLOQUEAR ESSA MEMBRANA, SEGUINDO COM AS ETAPAS
DE INCUBAGAO COM OS ANTICORPOS (NESSE CASO ANTI-HISTIDINA)

A andlise dos soros produzidos contra as proteinas recombinantes
demonstrou que as inoculagdes geraram uma resposta imune positiva que gerou
anticorpos capazes de reconhecer as proteinas recombinantes ZFP11, ZFP29 e
ZFPTTP.

A proxima etapa foi analisar se esses soros eram capazes de reconhecer a
proteina nativa do T. cruzi. Para isso 0s soros respectivos para cada uma das
proteinas foram testados contra o extrato de parasitas epimastigotas através de um
ensaio de Western Blot. Dos seis soros testados apenas dois apresentaram
anticorpos capazes de reconhecer a proteina nativa ZFP29 (figura 4.17) e ZFPTTP
(figura 4.18) de modo especifico a julgar pela Unica marcacdo obtida no peso

molecular esperado para ambas as proteinas.
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FIGURA 4.17 — ANALISE DO SORO ANTI-ZFP29. WESTERN BLOT COM EXTRATO DE
EPIMASTIGOTA 3 DIAS (5X10"6 PARASITAS/CANALETA) INCUBADO COM SORO ANTI-ZFP29
OU SORO DO CAMUNDONGO PRE-IMUNIZADO. M — MARCADOR BENCHMARK; 29 — ANTI-
ZFP29 (1:500); Pl — SORO PRE-IMUNE (1:500). ZFP29 — 35,01kDa
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FIGURA 4.18 — ANALISE DO SORO ANTI-ZFPTTP. WESTERN BLOT COM EXTRATO DE
EPIMASTIGOTA 3 DIAS (5X10"6 PARASITAS/CANALETA) INCUBADO COM SORO ANTI-ZFPTTP
OU SORO DO CAMUNDONGO PRE-IMUNIZADO. M — MARCADOR BENCHMARK; TTP — ANTI-
ZFPTTP (1:500); Pl - SORO PRE-IMUNE (1:500). ZFPTTP — 39,28kDa

4.5. IMUNOLOCALIZACAO DAS PROTEINAS ZFP29 E ZFPTTP

Sendo assim, enquanto a proteina ZFP11 voltou para as etapas de expressao e
purificacdo proteica, com o intuito de se obter mais proteinas para repetir as
inoculacdes, as proteinas ZFP29 e ZFPTTP avancaram para 0S ensaios de

imunolocalizacdo e andlise do padréo de expresséo ao longo do ciclo de vida.
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A imunofluorescéncia foi realizada em parasitas no estagio epimastigotas 3
dias utilizando os soros na titulacdo de 1:500 e como controle o soro pré-imune dos
camundongos correspondentes nas mesmas titulacbes. O resultado da
imunolocalizacdo para as proteinas ZFP29 e ZFPTTP encontram-se nas figuras 4.19

e 4.20, respectivamente.

DIC DAPI ALEXA488 MERGE

FIGURA 4.19 — IMUNOLOCALIZACAO DA PROTEINA ZFP29. IMUNOFLUORESCENCIA DE
EPIMASTIGOTA 3 DIAS COM SORO o-ZFP29 E CONTROLE PRE-IMUNE, AMBOS NUMA
TITULACAO DE 1:500. A LINHA SUPERIOR REFERE-SE AO SORO POS-IMUNIZACAO E A LINHA
INFERIOR AO PRE-IMUNE. DA ESQUERDA PARA DIREITA TEM-SE O DIC, O DAPI, O ALEXA488
(SECUNDARIO a-lgG DE CAMUNDONGO) E O MERGE (COM IMAGEM PROCESSADA POR
DECONVOLUCAO).

As marcacdes observadas sugerem que ambas as proteinas (ZFP29 e
ZFPTTP) apresentam uma localizagao citoplasmatica num padrao granular disperso.
E interessante notar que em alguns parasitas ha uma concentracdo da
marcacdo ao redor do ndcleo tanto para a proteina ZFP29 quanto para ZFPTTP,

indicando um acumulo dessas proteinas nessa regiao.
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FIGURA 4.19 — IMUNOLOCALIZACAO DA PROTEINA ZFPTTP. IMUNOFLUORESCENCIA DE
EPIMASTIGOTA 3 DIAS COM SORO a-ZFPTTP E CONTROLE PRE-IMUNE, AMBOS NUMA
TITULACAO DE 1:500. A LINHA SUPERIOR REFERE-SE AO SORO POS-IMUNIZAGAO E A LINHA
INFERIOR AO PRE-IMUNE. DA ESQUERDA PARA DIREITA TEM-SE O DIC, O DAPI, O ALEXA488
(SECUNDARIO a-IlgG DE CAMUNDONGO) E O MERGE.

4.6. PERFIL DE EXPRESSAO DAS PROTEINAS ZFP29 E ZFPTTP AO
LONGO DO CICLO DE VIDA DO Trypanosoma cruzi

Com o intuito de analisar o perfil de expressdo das proteinas ZFP29 e
ZFPTTP no decorrer do ciclo de vida do parasita, realizou-se um ensaio de Western
Blot com os principais estagios do parasita utilizando como anticorpo primario o soro
especifico contra as respectivas proteinas ZFP29 e ZFPTTP e como um
normalizador o anticorpo anti-GAPDH (figura 4.21) que reconhece a proteina
GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) que apresenta um padréao de
expressdo constitutivo, tipico de genes housekeeping (BARBER, 2005). A GAPDH
estd descrita na literatura como sendo uma enzima importante no metabolismo
energético e na producdo de ATP e piruvato através da glicolise anaerdbica no
citoplasma, além de desempenhar outras fungbes importantes em diferentes
processos celulares (NICHOLLS, 2012).
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FIGURA 4.21 — ANALISE DO PADRAO DE EXPRESSAO AO LONGO DO CICLO DE VIDA DO T.
cruzi DAS PROTEINAS ZFP29 E ZFPTTP. NO PAINEL ACIMA A MEMBRANA DE
NITROCELULOSE INCUBADA COM ANTICORPO PRIMARIO ANTI-ZFPTTP (1:500), NO PAINEL
NO MEIO UTILIZANDO UM ANTICORPO PRIMARIO ANTI-ZFP29 (1:500) E LOGO ABAIXO
INCUBADA COM O ANTICORPO ANTI-GAPDH (1:1000) QUE FOI UTILIZADO COMO CONTROLE.
E — EPIMASTIGOTAS 3 DIAS; M — TRIPOMASTIGOTAS METACICLICOS; A — AMASTIGOTAS; T —
TRIPOMASTIGOTAS DE CULTURA. PARA TODOS OS EXTRATOS FORAM APLICADOS A
QUANTIDADE EQUIVALENTE A 5X10"6 PARASITAS POR CANALETA.

O resultado da andlise do padrdo de expressdo das proteinas ZFP29 e
ZFPTTP mostram que ambas as proteinas tem sua expressao aumentada nas
formas epimastigotas em relacao as demais formas.

E importante ressaltar que ndo é possivel afirmar apenas por esse
experimento que as proteinas sdo exclusivamente expressas nesse estagio do ciclo
de vida, uma vez que existem alguns fatores que devem ser levados em conta, tais
como: o fato do modo de revelacdo do Western Blot ter sido por fosfatase alcalina
gue ndo é o modo mais sensivel disponivel; a normalizacdo dos extratos ter sido
feita por numero de parasitas e ndo quantidade de proteinas, pois € sabido que em
tripomastigotas metaciclicos a taxa de traducdo € reduzida em relacdo as demais
formas (ELIAS, 2001); ainda com relacdo a diferenca observada no aos extratos,
conforme mostra expressdo da GAPDH em amastigotas, pelo fato dessa estar
reduzida € um indicio de que o extrato possa ter sofrido uma degradagcédo em relacéo
aos demais; até que ponto é possivel comparar tripomastigotas de cultura
(diferenciados no cultivo) com os presentes no sangue do hospedeiro vertebrado.

Diante dessas questbes fica evidente a necessidade de confirmar esses
experimentos antes de se concluir a exclusividade da expressdo das proteinas

ZFP29 e ZFPTTP em formas epimastigotas e, caso essa observacdo se confirme,
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torna-se interessante analisar o padrdo de expressdo de ZFP29 e ZFPTTP nas
etapas de diferenciacdo entre as formas epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicos, de modo a acompanhar o momento e tentar descrever o fendbmeno
responsavel pela queda da expressdo de ambas as proteinas no decorrer da

metaciclogénese.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Para a proteina ZFP11 até o momento ndo foi possivel realizar os
imunoensaios propostos diante do fato do soro obtido n&o ter sido capaz de
reconhecer a proteina nativa em extrato do T. cruzi, porém novas etapas de
inoculacéo estdo sendo realizadas.

As andlises de imunolocalizacdo por imunofluorescéncia em epimastigotas
mostraram para as proteinas ZFP29 e ZFPTTP uma localizag&o citoplasmatica num
perfil granular disperso. O fato de alguns parasitas terem apresentado marcacoes
intensas préximas ao nucleo, provoca uma necessidade de investigar esse
fenbmeno observado.

Com relacdo as analises do perfil de expresséo das proteinas nos diferentes
estagios do ciclo de vida do parasita, notou-se que para ambas as proteinas ZFP29
e ZFPTTP foi observado um padréo de expressao diferenciado, com significativo
aumento de expressdo na forma epimastigotas em relacdo as demais. Novamente
gerou-se uma questao importante devido a alteracdo significativa no padrdo de
expressdo das proteinas ZFP29 e ZFPTTP entre as formas epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicas, tornando-se crucial uma analise da expressdo dessas

proteinas no decorrer do processo de metaciclogénese.
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6. CONCLUSAO

7

A partir dos resultados obtidos é possivel afirmar que a proteina ZFP29
apresenta uma localizacdo citoplasmatica num padrdo granular disperso e uma
expressao diferenciada ao longo dos estagios do ciclo de vida do parasita, sendo a
sua expressao aumentada nas formas epimastigotas.

Para a proteina ZFPTTP os resultados foram semelhantes tendo em vista que
foi detectada uma localizacdo também citoplasmatica num padréo granular por todo
o corpo do parasita e sua expressao mostrou-se diferenciada entre as formas do

ciclo de vida, sendo essa expressao também aumentada nas formas epimastigotas
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