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RESUMO

Estima-se, que somente no Brasil, 5 milhbes de pessoas padecam da Doenca de
Chagas. O agente etiolégico dessa doenca é o Trypanosoma cruzi, um organismo
unicelular que possui um complexo ciclo de vida passando por dois organismos
hospedeiros, um vertebrado e outro invertebrado, além de possuir quatro formas
celulares de desenvolvimento principais: amastigotas, epimastigotas, tripomastigotas
sanguineos e tripomastigotas metaciclicos. O Trypanosoma cruzi pode ser
classificado como um organismo eucarionte, da ordem Cinetoplastida, da familia
Tripanossomatideae. O genoma principal do T. cruzi se encontra no nucleo, que
apresenta uma organizacdo estrutural similar a encontrada em outras células
eucaridticas. Entretanto é possivel observar alteracées na forma nuclear e nos niveis
de compactacado da cromatina durante os diferentes estagios celulares do ciclo do
parasita. As associacbes observadas entre o envoltério nuclear e a cromatina
periférica sugerem que as proteinas da lamina nuclear sdo importantes para essa
interacao, fornecendo sitios de ancoragem para a cromatina na periferia nuclear e
dessa forma atuam regulando a expressdo de genes situados nesses /oci.
Tripanossomatideos ndao possuem laminas, mas apresentam proteinas distintas que
poderiam exercer as mesmas fungdes. Estudos preliminares realizados no
Laboratério de Biologia Molecular de Tripanossomatideos, do Instituto Carlos
Chagas — FIOCRUZ, levaram a caracterizacao da proteina TcNUP-1 como uma das
proteinas de lamina nuclear em T. cruzi. Nesse contexto com intuito de conhecer
melhor qual a fungédo da proteina TcNUP-1, foram realizadas tentativas de nocautear
ambos alelos do gene, bem como foi efetuado o sequenciamento do /ocus no qual o
gene alvo desse estudo esta inserido. Ao sequenciar 0 locus encontrou-se uma
cépia adicional do gene TcNUP-1 todavia, em uma forma “truncada” que ndao contém
todos os dominios do gene completo, tal fato ainda ndo havia sido relatado na
literatura. Apesar de ser uma cépia incompleta, foi possivel identificar um mRNA
correspondente a mesma sendo transcrito nas formas epimastigotas da cepa Dm28c
e alvo de trans-splicing. Nao obstante, mais estudos devem ser realizados a fim de
caracteriza-la. Ademais se conclui que no locus do gene TcNUP-1, diferente do
observado no banco de dados, existe outra cépia do gene PEPCK a jusante da
cépia truncada de TcNUP-1. Foi possivel confirmar a delecao de somente um dos
alelos. Por este motivo a transfeccdo para nocaute do segundo alelo deve ser
repetida para que haja delecao completa da proteina e assim possa ser observado o
fendtipo resultante. Nao foi possivel confirmar a caracterizagédo do gene como sendo
de copia Unica com duas formas alélicas, embora existam fortes evidéncias
corroborando essa hipotese.

Palavras chave: Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi. Arquitetura nuclear.
Proteinas ort6logas a laminas. TcNUP-1. Nocaute duplo.



ABSTRACT

It is estimated that in Brazil 5 million people suffer from Chagas disease. The
etiologic agent of this disease is the unicellular parasite Trypanosoma cruzi which
has a complex life cycle passing through two hosts, one vertebrate and another
invertebrate, besides the fact it possess four major cellular forms: amastigotes,
epimastigotes, blood trypomastigotes and metacyclic trypomastigotes. The
Trypanosoma cruzi can be classified as a eukaryotic organism belonging to the
kinetoplastid order and to the Tripanosomatideae family. The main genome of T.
cruzi is located at the nucleus, which has a structural organization similar to that
found in other eukaryotes. However it is possible to observe changes in nuclear
shape and chromatin compaction levels during different stages of the cell cycle from
the parasite. The associations observed between the peripheral chromatin and the
nuclear envelope proteins suggests that the nuclear lamina is important for this
interaction, providing anchoring sites for the chromatin at the nuclear periphery and
thus act regulating the expression of genes located in these loci. Trypanosomatids
lack lamin proteins, instead they possess different proteins that could perform the
same functions. Preliminary studies carried out in the Laboratory of Molecular
Biology of Trypanosomatids, from the Carlos Chagas Institute - FIOCRUZ, led to
characterization of the protein TcNUP-1 as a nuclear lamina protein in T. cruzi.
Within this context, pursuing a better understanding on the role of the protein TcNUP-
1, attempts to knock out both alleles of the gene were performed as well the
sequencing of the locus in which the target gene is inserted. By sequencing the locus
it was found an additional copy of TcNUP - 1 gene, however, in a " truncated " form
which does not contain all domains from the entire gene copy, this fact had not been
reported in the literature . Despite being an incomplete copy it was possible to
identify a corresponding mRNA being transcribed and target to trans-splicing, in the
epimastigote form of the strain of T. cruzi Dm28c, nevertheless further studies should
be conducted to featuring it. Besides this exists downstream of the “truncated” copy
of TcNUP-1 another copy of PEPCK gene. It was possible to confirm the deletion of
only one allele. For this reason transfection to knockout the second allele has to be
repeated, so that there will be complete deletion of the protein and thus the resulting
phenotype can be observed. Finaly it was not possible to confirm the characterization
of the TcNUP-1 gene as a single copy with two allelic forms, although there is strong
evidence supporting this hypothesis.

Keywords: Chagas Disease. Trypanosoma cruzi. Nuclear Architecture. Orthologous
lamins proteins. TcNUP-1. Double Knockout
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1 INTRODUCAO

Carlos Ribeiro Justiniano Chagas é considerado um dos mais brilhantes
cientistas brasileiros. Essa atribuicao foi alcancada devido aos méritos cientificos do
pesquisador que descreveu em seus trabalhos, publicados desde 1909, ndo s6 o
agente causador, o0 inseto transmissor e os animais reservatérios como também o
quadro clinico de uma doencga, que hoje leva seu nome como homenagem, a
Doenca de Chagas (CHAGAS, 1909). A descri¢ao de tantos aspectos relacionados a
uma mesma patologia, por um Unico cientista, parece ter sido feita somente uma vez
na histéria da ciéncia e da medicina (KATZ, 2009). A doenca ainda provoca espanto
nos especialistas que a estudam devido a sua complexidade, tanto em aspectos da
biologia do agente causador como em aspectos clinicos.

Pode-se dividir a manifestacdo da doenca em duas fases clinicas, uma
aguda e outra crénica. Durante a fase aguda € possivel observar os chagomas de
inoculagao, ja durante a fase crénica o quadro clinico inclui sintomas mais graves
como megaesbéfago, megacdlon e cardiopatias (WHO, 2013).

Estima-se que, somente no Brasil, 5 milhdes de pessoas padecam da
Doenca de Chagas (COURA, 2010). Nesse contexto é de grande relevancia o fato de
que a fase crénica pode levar o paciente a morte ou torna-lo inapto ao trabalho,
acarretando uma série de aposentadorias precoces e aumentando os gastos da
previdéncia social. Tal viés poderia ser evitado caso houvessem tratamentos mais
eficazes no combate a doenga, principalmente contra a forma crénica. Os
medicamentos disponiveis atualmente sdo eficazes somente nas horas seguintes a
contaminacao e nao existe vacina ou medicamento que atue na forma crénica da
doenca (ARAUJO et al., 2000; BASTOS et al., 2013; BEAUMIER et al., 2013).

O agente etiolégico da doenca de Chagas é o Trypanosoma cruzi, um
organismo unicelular que possui um complexo ciclo de vida passando por dois
organismos hospedeiros, um vertebrado e outro invertebrado, além de possuir
quatro formas celulares de desenvolvimento principais: amastigotas, epimastigotas,
tripomastigotas sanguineos e tripomastigotas metaciclicos (DE SOUZA, 2002).

A biologia do T. cruzi é bastante peculiar, principalmente no que se refere a
aspectos moleculares. Contrastando com outros eucariotos, no genoma do parasita

ainda nao foram observadas sequéncias promotoras classicas da transcricdo, nem



tampouco a presenca de introns nas sequéncias codificantes da maioria dos genes
(CLAYTON; SHAPIRA, 2007; MARTINEZ-CALVILLO, et al, 2010). O genoma
principal do T. cruzi se encontra no nucleo, que apresenta uma organizagao
estrutural similar a encontrada em outras células eucariéticas, o que inclui: unidade
de membrana dupla, formando o envoltério nuclear, presenca de complexos de poro,
nucléolo unico e regides eletrondensas de cromatina préximas a periferia nuclear
(BELLI, 2000; ELIAS, et al., 2001; ROUT; FIELD, 2001). E possivel observar
alteracdes na forma nuclear e nos niveis de compactagao da cromatina, durante os
diferentes estagios celulares do ciclo do parasita (DE SOUZA 2002; ELIAS et al.,
2001; SPADILIERO, et al., 2002).

As associacdes observadas entre o envoltério nuclear e a cromatina
periférica sugerem que as proteinas da |amina nuclear sdo importantes para essa
interacao (MANS, et al., 2004), fornecendo sitios de ancoragem para a cromatina na
periferia nuclear e dessa forma atuam regulando a expressao de genes situados
nesses loci (GRUENBAUM, et al., 2000; HUTCHISON, 2002; MARALDI; LATTANZI,
2005). Tripanossomatideos nao possuem laminas, mas apresentam proteinas
distintas que poderiam exercer as mesmas fung¢des (DUBOIS, et al., 2012; ROUT;
FIELD, 2001).

Estudos preliminares realizados no Laboratério de Biologia Molecular de
Tripanossomatideos, do Instituto Carlos Chagas — FIOCRUZ, no qual foi
desenvolvido o presente trabalho, levaram a caracterizacdo da proteina TcNUP-1
(PICCHI, et al., 2011) como uma das proteinas de lamina nuclear em T. cruzi. Os
dados obtidos suportam a hip6tese de que a proteina TcNUP-1 tenha um papel na
organizagdo da cromatina ancorando os cromossomos do parasita ao envelope
nuclear.

O estudo da estrutura nuclear vem se tornando uma nova disciplina
contribuindo para o entendimento de diversos eventos celulares e moleculares em
eucariotos. Colaborando para uma visao mais precisa do funcionamento das células
eucaridticas. A extensdo deste tipo de conhecimento para um parasito unicelular
como o T. cruzi, que se adapta a diferentes ambientes celulares para causar a
doenca, é crucial para o entendimento de mecanismos basicos da interacao parasita
/ hospedeiro. Ademais, a partir dessa visdo ampliada, poderao ser propostas novas
estratégias para o desenvolvimento de terapias e diagndsticos para a doenca de
Chagas (SCHENKMAN, 2011).



Em comparagdo com outros tripanossomas e até mesmo com outros
eucariotos, o conhecimento sobre o nucleo do T. cruzi ainda é limitado,
principalmente devido a sua complexidade e ao fato de ser uma area pouco
explorada (SCHENKMAN, 2011).

Visando contribuir com esses estudos, no presente trabalho investigou-se o
locus do gene TcNUP-1 e obteve-se um mutante de T. cruzi com a delegao de um
dos alelos do gene.

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e |nvestigar o locus do gene TcNUP-1 em Trypanosoma cruzi e construir
cassetes para o nocaute de ambos alelos do gene, com intuito de verificar
sua funcao através da observacao do fenétipo resultante.

2.2 ESPECIFICOS

e Amplificar por PCR (Polymerase Chain Reaction), as regides intergénicas do
locus génico de TcNUP-1;

e Clonar os fragmentos obtidos por PCR no plasmidio pGEM T-easy®;

e Sequenciar, pelo método convencional de Sénger, os clones obtidos;

e Construir, através de técnicas de clonagem classica, cassetes para o nocaute
de ambos alelos do gene TcNUP-1;

e Transfectar os cassetes em T. cruzi;

e Confirmar a correta insercdo dos cassetes no locus do gene TcNUP-1, por
PCR e

e (Caracterizacao do gene TcNUP-1.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas manifesta-se em duas fases, uma aguda e outra
cronica. A fase aguda dura cerca de dois meses apdés o contato inicial com o
parasita, sendo em geral assintomatica, mas pode evoluir para um quadro clinico de
febre, cefaléia, edema, linfadenopatia, miocardite, hepatoesplenomegalia,
meningoencefalite e cardiopatia aguda com parasitemia (WHO, 2013).

A manifestacdo dos sintomas durante a fase aguda varia de pessoa para
pessoa e também de acordo com a cepa do parasita. J& na fase crbnica, 0s
parasitas que alcancaram a circulacdo sanguinea durante a fase aguda se
depositam, principalmente, no coracdo ou na musculatura lisa do intestino. A forma
cardiaca da doencga gera complicacbes como arritmia, cardiomiopatia, insuficiéncia
cardiaca e tromboembolismo secundario. Ja na forma intestinal o quadro clinico é
caracterizado por aumento exarcebado do eséfago e do célon (megaesbéfago e
megacolon), (WHO, 2013).

Uma vez que a enfermidade acomete, em especial, a populacao rural de 21
paises majoritariamente da América Latina, € igualmente conhecida por
tripanossomiase americana. Ndo obstante, casos da doenga tém sido relatados na
América do Norte e Asia, sendo tais ocorréncias atribuidas a migracdes de pessoas
infectadas para essas regides (COURA; DIAS, 2009).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude, existem
aproximadamente de 7 a 8 milhdes de pessoas infectadas com T. cruzi no mundo,
vivendo a maioria em 18 paises do continente Americano, desde o México até a
Argentina e Chile (WHO, 2013). Nesse continente, 90 milhées de pessoas estao
expostas a infecgédo pelo T. cruzi (COURA; DIAS, 2009). Do total de casos cronicos
da doenca, uma fracao superior a 30% evolui para a forma cardiaca e uma parcela
maior do que 10% desenvolve a forma digestiva. Estima-se que, somente no Brasil,
5 milhdes de pessoas estejam infectadas (COURA, 2010).

Os principais vetores da doengca sao insetos da familia Reduviideae,

subfamilia Triatomineae, sendo que os géneros de maior interesse médico sao



Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma. A forma mais frequente de transmissdo do
Trypanossoma cruzi € o contato com as fezes contaminadas dos insetos vetores,
que concomitantemente ao repasto sanguineo acabam por defecar. Desta forma, os
parasitas presentes nas fezes do triatomineae infectado atingem a corrente
sanguinea do hospedeiro vertebrado através do local da picada ou de feridas na
pele.

Outras formas comuns de contaminacdo humana séo: a transfusao
sanguinea, a transmissao oral e a transmissao via placentaria ou durante o parto.
Formas de contagio menos usuais incluem: acidentes laboratoriais durante a
manipulagdo do parasita in vitro, manejo de animais infectados, transplante de
orgaos, transmissdo sexual e contato com esperma ou fluido menstrual contaminado
com o T. cruzi (SCHMUNIS; DIAS; COURA, 1997; COURA 2007).

Os medicamentos disponiveis para o tratamento da tripanossomiase
americana sao eficientes somente nas horas subsequentes ao contagio com o
parasita, diminuindo sua eficacia com o aumento do tempo da infeccdo aguda
(ARAUJO, et al., 2000). Até a presente data ndo existe vacina disponivel nem
mesmo tratamentos capazes de impedir a progressao da forma cronica (BASTOS, et
al., 2013; BEAUMIER, et al., 2013).

3.2 Trypanosoma cruzi

3.2.1 Classificacao e Ciclo Evolutivo

O Trypanosoma cruzi pode ser classificado como um organismo eucarionte,
da ordem Cinetoplastida, da familia Tripanossomatideae. Anélises de filogenia mais
aceitas atualmente, quanto as relagdes gerais da arvore da vida, incluem a ordem
Cinetoplastida no clado Discicristata, ou Excavatas mitocéndriados (SIMPSON;
ROGER, 2002; BALDAUF, 2003; BALDAUF, 2008; ADL. et al., 2005 e MASSANA et
al., 2006;).

O ciclo evolutivo do T. cruzi é heteroxénico. Nesse ciclo formas

tripomastigotas metaciclicas presentes nas excretas contaminadas dos triatomineos
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(insetos popularmente conhecidos como barbeiros), s&o liberadas durante o repasto
sanguineo e penetram no hospedeiro vertebrado através da lesdo causada pela
picada do inseto ou feridas na pele. Ao invadir as células do hospedeiro vertebrado,
os tripomastigotas metaciclicos se transformam em amastigotas, que se multiplicam
rapidamente e, por sua vez transformam-se em tripomastigotas sanguineos. Esses
rompem a célula e sao liberados na corrente sanguinea, meio pelo qual se
disseminam pelo organismo e atacam musculos e outros tecidos.

Os insetos triatomineos sao infectados ao sugar as formas presentes no
sangue do hospedeiro parasitado, as quais se transformam em epimastigotas no
intestino do inseto, multiplicam - se e sofrem modificagdes para tripomastigostas
metaciclicos (metaciclogénese) na ampola retal, de onde podem ser excretados e
infectar um novo hospedeiro vertebrado (DE SOUZA, 2002; TYLER; ENGMAN,
2001).

O T. cruzi, a semelhanca da maioria dos eucariotos, possui dois genomas
em compartimentos celulares diferentes, no ndcleo e na mitocéndria. A mitocondria
dos tripanossomas € Unica e ocupa grande espago no citoplasma, além de possuir
seu genoma concentrado em uma por¢ao proxima ao corpusculo basal, que leva o
nome de cinetoplasto. A organizacdo do material genético no cinetoplasto é
composta por uma rede de aproximadamente 20 a 30 mil moléculas chamadas de
minicirculos, que estao concatenados entre si e com moléculas lineares (DE
SOUZA, 2002).

O fato dos diferentes estagios de replicacao do parasita, no citosol da célula
do mamifero e no estomago do inseto vetor, requererem respostas celulares
especificas do parasita é bastante relevante e, neste contexto, o nucleo parece
desempenhar papel importante nessas respostas (SCHENKMAN, 2011).

3.2.2 Expressao Génica

A maioria dos organismos ajusta o nivel de expressdo de seus genes em
funcdo das alteracbes ambientais, sendo que o ponto principal de regulacdo é o
inicio da transcricao (CLAYTON; SHAPIRA, 2007). Aparentemente, alguns grupos
como os tripanossomatideos utilizam em baixos niveis, a capacidade de regulacao
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pré transcricional. Esta afirmacdo baseia-se no fato de ainda nao terem sido
encontradas sequéncias de ligacdo da RNA Pol Il para a maioria dos genes no
genoma desses organismos, que estejam regulando a transcricdo de genes ou de
clusters génicos (PALENCHAR; BELLOFATTO, 2006). Contudo o conhecimento
sobre a biologia molecular desse organismo particular ainda encontra-se em
construgao.

Embora seja um organismo eucarioto, o T. cruzi realiza a transcricdo de
seus genes de forma policistrénica, processo pelo qual varios genes sao transcritos
em um mesmo pré-mRNA sendo importante reportar que, a diferenca dos
organismos procariotos, os genes de um mesmo cistron ndo sdo necessariamente
relacionados a uma mesma via metabdlica (GL"JNZL, 2010; MARTINEZ-CALVILLO,
et al., 2010).

O pré-mRNA posteriormente € alvo de trans-splicing, mecanismo comum em
tripanossomatideos, onde ocorre a adicao de um “miniexon”, ou “sequéncia lider” na
extremidade 5 dos mRNAs que serdo traduzidos (GUNZL, 2010; MARTINEZ-
CALVILLO et al., 2010). Os genes dos pré RNAs mensageiros e do miniexon estao
dispostos em diferentes loci do genoma, razao pela qual esse sistema foi batizado
de trans-splicing. Esse processo difere da forma convencional cis-splicing, onde as
partes do mRNA unidos derivam de um mesmo co-transcrito, forma mais comum em
outros eucariotos (Di SEGNI, et al., 2008; LIANG et al., 2003). O miniexon apresenta
tamanho e sequéncia variaveis de acordo com a espécie de tripanossoma. No
Trypanossoma cruzi essa sequéncia é composta por 39 bases (CLAYTON;
SHAPIRA, 2007). Também ocorre, como em outros eucariotos, a adigdo de cauda
poli adenina na extremidade 3’ dos mRNAs. Esses dois mecanismos tem a fungéo
de estabilizar o mRNA maduro, evitando sua degradacdo por RNAases
intracelulares.

Outra caracteristica molecular intrigante no parasita é a existéncia de uma
base modificada na sequéncia de DNA, a base J (B-d-glucosil-hidroximetiluracil).
Essa base pode ser descrita como o esqueleto de uma timina com um residuo de
glicose adicional, que parece estar relacionada com mecanismos epigenéticos de
regulacao da expressao génica, podendo ser observada nas principais espécies da
familia Tripanossomatideae (BORST; SABATINI, 2008).

A razao de tantas particularidades relacionadas a biologia molecular e
expressao génica na linhagem dos Tripanossomatideae é corriqueiramente atribuida
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ao fato de serem considerados como um grupo que derivou das primeiras linhagens
eucaridticas. Por essa razao esta familia pode servir como sistema modelo para
inferir sobre uma possivel “caixa de ferramentas” (toolbox) contendo as principais
“ferramentas” moleculares necessarias a biologia eucariética, comum ao eucarioto
ancestral, mas também para o estudo de aspectos da biologia eucaribtica que se
desenvolveram independentemente nesses parasitas (DACKS, et al, 2008;
ERSFELD, 2011).

Portanto, os Tripanossomatideae sao organismos modelo de grande
importancia para a ciéncia devido a sua origem biolégica, aos processos
moleculares que neles atuam e aos impactos epidemiolégicos / patoldgicos
causados pelos membros dessa familia no homem e em toda a biota (ALSFORD, et
al., 2012; CATARINO, et al., 2001; LIOYD-SMITH, et al., 2009; STURM, et al., 2007).

3.2.3 Nucleo

Por fazer parte de uma linhagem eucariética que divergiu logo apds o
surgimento do ndcleo, o T. cruzi apresenta mecanismos distintos e ainda pouco
conhecidos de regulacdo da expressao génica, replicacdo e reparo do DNA.
Consequentemente a estrutura nuclear e a organizacdo da cromatina também
apresentam caracteristicas peculiares (SCHENKMAN, 2011).

A forma do nucleo de T. cruzi varia entre as fases do ciclo celular. Nas
formas replicativas, epimastigotas e amastigotas, o nucleo é ligeiramente esférico e
contém um grande nucléolo, enquanto nas formas nao replicativas, tripomastigostas,
0 nucléolo ndo é evidenciado e o nucleo, mais alongado, localiza-se na porcao
central da célula (DE SOUZA 2002; ELIAS, et al., 2001). O nivel de condensacao da
cromatina também é variavel (ELIAS, et al., 2001; SPADILIERO, et al., 2002).

Este remodelamento pode estar envolvido tanto no controle da expressao de
alguns genes, ou seja, silenciamento / transcrigdo (SPADILIERO, et al., 2002), como
na replicacdo dos cromossomos (ELIAS, et al., 2002). De fato existem evidéncias de
que a localizacdo da cromatina na periferia do nucleo é uma maneira de suprimir
completamente a expressdo de genes situados nestes loci (CHAVES, et al., 1998;
NAVARRO; GULL, 2001; PEREZ — MORGA, et al., 2001).
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Quando os nucleos das formas amastigotas e epimastigotas sao
comparados, percebe-se uma diferenca clara quanto ao tamanho dessa organela. A
razdo para essa diferenca ainda ndo é compreendida, mas pode estar relacionada a
mudanga na ploidia entre esses dois estagios, ou ainda, a diferentes niveis de
atividade celular (SCHENKMAN, 2011).

Na forma tripomastigota o tamanho celular é reduzido dramaticamente.
Ocorre uma alteracao drastica no formato e organizacao nuclear, o nucléolo nao é
evidenciado e o nucleo, mais alongado, localiza-se na porcao central da célula (DE
SOUZA 2002; ELIAS, et al., 2001). Tripomastigotas possuem baixa atividade de
transcricao (ELIAS, et al., 2001), nao replicam (ELIAS, et al., 2002), mas expressam
alguns componentes das vias de reparo de DNA (MACHADO, et al., 2006).

Diferente da maioria dos eucariotos o T. cruzi realiza a mitose fechada
(SOLARI, 1995), ou seja, nao ocorre a desorganizacdo da membrana nuclear e todo
processo ocorre dentro do nucleo. Centriolos ou corpo polar do fuso ainda ndo foram
identificados em T. brucei tampouco em T. cruzi (OGBADOYI, et al., 2000). Essas
peculiaridades demonstram a importancia de se compreender melhor a dinamica do
nucleo de T. cruzi (SCHENKMAN, 2011).

3.2.3 Cromatina

A cromatina é provavelmente um dos conjuntos moleculares mais complexos
que existem na célula, sendo formada pelo DNA genémico, em conjunto com varias
proteinas e moléculas de RNA associadas direta ou indiretamente. Essa grande
variedade de moléculas inclui histonas, fatores de ligacdo ao DNA, a maquinaria
basal de transcricdo com seus transcritos nascentes, as maquinarias de replicagao e
reparo que copiam e preservam o DNA e muitas outras moléculas que interagem
com alguns desses componentes. Todos esses processos acontecem
harmonicamente e, dessa forma, a estrutura da cromatina ndo pode ser totalmente
compreendida a menos que seja estudada no contexto completo (VAN STEENSEL,
2011).

A estrutura da cromatina em T. cruzi, assim como em outros organismos
eucariotos, € mantida por histonas (ERSFELD, 2011; ALSFORD; HORN, 2004).
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Todas as histonas canénicas foram encontradas no T. cruzi, entretanto a sequéncia
dessas proteinas mostrou diferencas substanciais em relacdo a seus homélogos em
outros eucariotos opistocontes (e.g. animais e fungos), principalmente nos dominios
encontrados na cauda N-terminal (ALSFORD; HORN, 2004).

A cromatina em T. cruzi é organizada em filamentos de nucleossomos
arranjados irregularmente, ndo formando a estrutura tipica encontrada em outros
organismos com fibras de 30 nm, o que pode fazer com que essa cromatina seja
mais sensivel a acdo de nucleases do que a cromatina de outros eucariotos
(HECKER; GANDER, 1985; SCHENKMAN, 2011). Durante a mitose a cromatina
ndo se condensa em cromossomos visivelmente distinguiveis (VICKERMAN;
PRESTON, 1970; ALSFORD; HORN, 2004). Ademais é possivel observar diferentes
niveis de compactagédo da cromatina entre as principais formas evolutivas do ciclo do
parasita. Nas formas replicativas existe pouca quantidade de heterocromatina,
localizada na regiao periférica, em contraste com a forma tripomastigota que possui
maiores quantidades de heterocromatina e esta se encontra dispersa pelo nucleo
(DE SOUZA 2002; ELIAS et al., 2001; SPADILIERO, et al., 2002).

Atualmente se sabe que a regulacdo dos processos relacionados a
cromatina pode ser influenciada também por sua propria organizagéo tridimensional
no espaco nuclear (HAKIM, et al., 2010). Por essa razao, proteinas que atuem
promovendo sitios de ancoragem para a cromatina desempenham um papel
protagonista nesse processo.

Regulacgao transcricional, recombinacao, replicacdo e condensacao de DNA
tém como pré-requisito inicial mudancgas na estrutura da cromatina (FIGUEIREDO, et
al., 2009). Essas modificacbes, conhecidas como alteragcdes epigenéticas, atuam em
um nivel acima do genoma e tém sido estudadas extensivamente nos ultimos anos,
trazendo conhecimento sobre fatores que agem como moduladores dessa
informacao (HAKIM, et al., 2010), aumentando o conhecimento sobre a estrutura da
cromatina e seu papel.

E digno de nota o fato de a dinamica cromossoémica no T. cruzi ser mantida
funcional mesmo em um genoma contendo varias regides repetitivas. A estabilidade
genbmica aparentemente esta relacionada a estabilidade da organizagdo da
cromatina e a um mecanismo eficiente de reparo de DNA. Esses processos devem
estar conectados ao controle da expressdo génica, principalmente durante a
diferenciacao celular (SCHENKMAN, 2011).
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Mecanismos epigenéticos exploram a organizacao geral do nucleo e do
proprio DNA, e estao relacionados a organizacdo da cromatina no tempo e espaco,

sugerindo que esse sistema tenha co-evoluido com o aparecimento do nucleo.

3.2.4 TcNUP-1

A membrana nuclear (MN) & uma estrutura altamente organizada, composta
de unidade de membrana dupla, presenca de complexos de poro nuclear (CPN), e
lamina nuclear (BELLI, 2000; ELIAS, et al., 2001; NAVARRO, et al., 2007; ROUT;
FIELD, 2001), que tem como funcao basica delimitar o espaco nuclear do citoplasma
e controlar o trafego de moléculas entre esses compartimentos.

A lamina nuclear € uma rede de fibras protéicas (filamentos intermediarios),
situada na face interna da membrana nuclear, composta por proteinas chamadas
laminas. Essa estrutura pode ser encontrada em organismos eucariotos vertebrados
e invertebrados (FAWCETT, 1966; WATSON, 1955). A lamina ndo somente
mantém a arquitetura do ndcleo, mas também esta envolvida em processos como:
controle do ciclo celular, desenvolvimento de células germinativas, manutencdo da
distancia correta entre os CPN e fornecimento de sitios para ancoragem da
cromatina a periferia nuclear e regulacao transcricional (GRUENBAUM, et al., 2000;
HUTCHISON, 2002; MANS, et al., 2004; WORMAN; COURVALIN, 2005; MARALDI;
LATTANZI, 2005; DECHAT, et al., 2010; MEKHAIL; MOAZED, 2010). A fosforilagao
reversivel de laminas é pré-requisito para a quebra e reorganizacao do envoltério
nuclear durante o ciclo celular (COHEN, et al., 2001).

Apesar de serem essenciais em metazodarios, organismos eucariotos como
plantas e outros unicelulares de vida livre e parasitas ndo possuem genes para
laminas nem para proteinas associadas a laminas (MANS, et al, 2004; COHEN et
al., 2001). Como essas proteinas sdo fundamentais em varios processos celulares
primordiais € provavel que, naqueles organismos nao dotados de laminas, outras
proteinas tenham se desenvolvido independentemente durante a selecdo natural
para exercer funcdées homodlogas as laminas (GINDULLIS, et al., 2002).
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Tripanossomatideos ndo possuem laminas, mas apresentam proteinas
distintas que poderiam exercer as mesmas fungdes (DUBOIS, et al., 2012; ROUT;
FIELD, 2001; PICCHI, et al., 2011).

Em 2011, Picchi et al., descreveram o gene TcNup-1 como um gene de
copia Unica com duas formas alélicas, o alelo TcNUP-1.1 (GenBank Accession No.
AY528743) com 7.7 kb de comprimento contendo 9 repeticdes de 450 bp, e o alelo
TcNUP-1.2 (GenBank Accession No. GQ401997) com 9.5 kb de extensdo total
contendo 13 regides repetitivas de 450 bp.

A proteina TcNUP-1, apresenta um comportamento similar as laminas e
parece interagir com regides especificas do genoma do T. cruzi, provavelmente
ancorando cromossomos a membrana nuclear. Em ensaios de imunofluorescéncia a
proteina se localiza na periferia do nucleo, além de possuir dominios “coiled-coil’
(PICCHI et al., 2011), estrutura também presente em outras proteinas recrutadas
durante a adaptacdo dos eucariotos para exercerem fungdes nucleoesqueléticas
(MANS et al., 2004).

A proteina TcNUP-1 é considerada uma proteina ortéloga a TbNUP-1 de
Trypanosoma brucei (PICCHI et al., 2011). A proteina ToNUP-1 tem ~ 450 kDa com
dominios coiled-coil, e esta associada a rede de fibras localizadas na face interna da
membrana nuclear (DUBOIS et al., 2012). A reducao da expressao dessa proteina,
pela técnica de RNA de interferéncia, em T. brucei, estd associada a falhas na
divisdo celular, anormalidades estruturais do nucleo e no posicionamento dos
Complexos de Poro Nuclear (NPC). As variagdes observadas sdo correlacionadas
aquelas encontradas com a reducdo da expressao dos genes para laminas em
metazoarios. Além disso, essa proteina parece atuar na organizacao da cromatina e
na regulacdo da expressdao de genes localizados nas regidbes proximas aos
teldmeros, como os genes para Proteinas Variaveis de Superficie (VSGs) (DUBOIS,
et al., 2012). Trata-se de fendmeno de extrema importancia bioldgica, visto que as
VSGs sao responsaveis pela evasao da resposta imune do hospedeiro pelo parasita.

Considerando-se a provavel origem do controle epigenético, juntamente ao
aparecimento do préprio nucleo, se faz importante o entendimento de como e em
que extensdao os tripanossomatideos lancam mao de mecanismos epigenéticos
(ALSFORD et al., 2012). Nesse viés, um melhor entendimento sobre o gene alvo
deste estudo é de importancia crucial para a melhor compreensao desses

mecanismos € suas origens.
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3.3 JUSTIFICATIVA

Com base nos dados da caracterizacao do gene TcNUP-1 (PICCHI et al.,
2011), FERREIRA (2011) realizou a delegdo do gene pela técnica de nocaute.
Porém, seus resultados questionam a organizagdo gendmica e localizacdo do gene
TcNUP-1, pois mesmo tendo obtido uma populacédo clonal que apresentava os dois
marcadores de selecdo, ainda era possivel observar, através de ensaios de western
blot, que a proteina estava sendo expressa (FERREIRA, 2011). Em acréscimo, a
confirmagao da insercao do cassete no locus nao resultou satisfatéria. Os primers
usados nos resultados positivos anelavam somente nas partes internas do cassete
indicando a insercdo dos mesmos, mas ndo necessariamente na posicao correta.

Dentro desse contexto propomos sequenciar a regiao genémica onde o gene
TcNUP-1 esta inserido e nocautear os alelos do gene para observagéao da funcao da

proteina com base no fendétipo mutante.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MEIOS, SOLUGOES E TAMPOES UTILIZADOS

Brometo de etidio: 0,5 ug/ml diluido em agua 18.2 Q, armazenado na
auséncia de luz.

Fenol - cloroférmio - alcool isoamilico: Fenol saturado 25 partes,
cloroférmio 24 partes, alcool isoamilico 1 parte, Tris-HClI 100 mM pH 8,0 10
partes.

Meio LB (Luria Bertani): 1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% de
NaCl. Autoclavado e mantido a 4°C.

Meio LIT (/iver infusion tryptose): 0,5 % infuso de figado, NaCl 75,3 mM,
KCl 5,4 mM, glicose 10 mM, 0,5 % bacto-triptose, Na2HPO4 56,4 mM,

0,0025% hemina, 10 % soro fetal bovino. Autoclavado e mantido a 4°C.
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Mix de dNTP: dATP, dCTP, dGTP e dTTP (Amersham Biosciences) foram
misturados e diluidos em Tris-HCI pH 7,5 10 mM para obter uma solucéo
estoque com concentracao final de 2,5 mM de cada nucleotideo. Mantido
em congelador — 20 °C.

PBS: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 4,3 mM, KH2PO4 1,5 mM.
Filtrado em membrana de 0,45 ym e armazenado a 4°C.

PBST: solucdo contendo PBS e Tween 20, 0.1%.

Solucao de bloqueio para western blot: solugao contendo PBST e de leite
em po6 desnatado 5 %.

Tampao de amostra para gel de agarose: 25% de Ficoll (tipo 400-Sigma),
0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xyleno cianol. Ficoll dissolvido em
TBE antes de adicionar os corantes.

Tampao de eletroporacao para T. cruzi: NaCl 150 mM, Hepes acido 25
mM, Na2HPO4 0,74 mM, pH 7,5.

Tampao de sonicacao: Tris HCI pH 8 20 mM, NaCl 500mM.

Tampao isotonico: Hepes pH 7,4 20 mM, KCI 100 mM, MgCI2 5 mM.
Tampao de amostra para proteina: solucdo contendo Tris-HCI pH 6,8 40
mM, SDS 1 %, -mercaptoethanol 2,5 %, glicerol 6 % e azul de bromofenol
0,005 %. Mantida em congelador - 20 °C.

Tampao para transferéncia (WESTERN BLOT) 1X: TRIS-BASE 25 MM;
GLICINA 192 MM; METANOL 20 %.

Tampao de eletroforese para SDS-PAGE 1X: Tris-base 25 mM; Glicina
192 mM; SDS 0,1%

Tampao da fosfatase alcalina: Tris-HCI pH 9,5 100 mM; NaCl 100 mM;
MgCI2 5 mM.

TBE: Tris base 89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA 2 mM.

TE: Tris-HCI pH 8 10 mM, EDTA 1mM

4.2 CLONAGEM DOS SEGMENTOS CORRESPONDENTES AO LOCUS DO GENE
TCNUP-1

4.2.1 Amplificagao das regides intergénicas através de PCR
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Com base na sequéncia do genoma do T. cruzi (cepa CL-Brenner),
disponibilizada no banco de dados TriTryp DB, foram desenhados oligonucleotideos
iniciadores (primers) que permitem a amplificagcdo das regides intergénicas que
flanqueiam o gene para a TcNUP-1 por PCR, dessa maneira observando o padrao
de amplificac6es gerado seria possivel confirmar a sequéncia dos genes no locus. A
posicao de anelamento dos primers esta ilustrada na Figura 1.

Os genes que antecedem e sucedem o gene para TcNUP-1 séao
respectivamente um gene que codifica para uma GTP-Binding Protein (ID:
Tc00.1047053509099.10), e um gene para uma proteina Glycosomal
Phosphoenolpyruvate Carboxykinase (ID: Tc00.1047053507547.90), que neste
trabalho, para facilitar o entendimento, serdo chamados respectivamente GTPbp e
PEPCK.

SFAPepENndF
CEPEPCKR
SFPEPCKF

PEPCKR
MUPCF
NupFﬂ

445R2
SFAGTRF  HURAR
SFAGTPENdF

SFAGTRINIR
SFAHypENndF

10,0001 1 15,0007 Z0,0007

: ‘
| [&TrEE, > [ NUPL-1 > EEEEEp

hypothetical

montagemGTP-NUP1_1-PEPCK
42,485 bp

Figura 1: Montagem da organizacdo gendmica para o locus da TcNUP-1 (dados disponiveis no
TriTryp DB), com a posigéo de anelamento dos oligonucleotidios iniciadores usados nas reagdes de
PCR para confirmar o posicionamento, listados na Tabela 1.

A reacdo de amplificacdo foi realizada em ftriplicata, utilizando-se 3
temperaturas de anelamento para buscar a melhor condicédo, ou seja, aquela mais
eficiente em produzir a maior quantidade de produto especifico. As trés temperaturas
de anelamento usadas foram 53°C, 56.4°C e 59°C.

Nas reagdes de PCR foram usados 100 ng de DNA gendmico de T. cruzi
selvagem cepa Dm28c, 10 pmol dos primers, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgClI2,
tampao comercial para Tag DNA polimerase e 2.5 Unidades da enzima Taq DNA
polimerase (volume final, 50 uL). As reacdes foram processadas em termociclador
modelo MJ96G+ (Biocycler), que tem a capacidade de manter cada coluna do
termobloco em uma temperatura especifica nas fases escolhidas do ciclo da PCR,
gerando assim um gradiente de temperatura.

A ciclagem das PCRs foi a seguinte: desnaturacao por 5’ a 94°C, seguida de

35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30”, usamos uma das 3 temperaturas de
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anelamento 53°C, 56.4°C e 59°C por 30” e extensao a 72°C com o tempo dessa
etapa variando conforme o esperado, tendo como base a processividade de 1kb por
minuto.

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores podem ser observadas na
Tabela 1.

Primer Sequéncia
SFAHypEndF 5" AGCCGGACGACCTCATCCTTGCG 3’
SFAGTPIiniR 5" AGAGGAGCAGGCACGCATGGAG 3’
SFAGTPENndF 5" AGGATGGCGATGTCATGATTGTTG 3’
SFAGTPF 5" GACATTGCGAGGAAGCACGCATGGA 3’
NUPAR 5" ACGCCTGTGAGAGTCCAAGA 3’
445R2 5" GTTCTGCATTTGGGCCACATCA 3’
NUPF3 5" ACACGGCACGAAGGAGCAC 3’

NUPCF 5" GCATCCACCCCAACACAG 37

PEPCKR 5" GTGACGATGCGCATGAACCCCAAG 3’
SFPEPCKF 5" ATGCCGCCGACCATTCACAGGAATCTG 3’
CtPEPCKR 5" GTCCCGCTCAGTCCAAAGAA 3’
SFAPepEndF 5" TCCCGCGCTACGTGGAATTTG 3’

Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados para amplificagdo das regides intergénicas.

4.2.2 Amplificacdo do gene TcNUP-1 por PCR

Nas solucdes foram usados 100 ng de DNA genbémico de T. cruzi selvagem
cepa Dm28c, 10 pmol dos primers, 0.3 mM de dNTPs, 2.5 uL do tampéao “A” e 2.5 yL
do tampéo “B” (kit Expand Long Template PCR System, Roche), 3.5 Unidades de
enzima (kit Expand Long Template PCR System, Roche), volume final de 50 yL. As
reagdes foram processadas em termociclador modelo MJ96G+, marca Biocycler,
com desnaturacao por 5 a 94°C, seguida de 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C por
30”, anelamento a 56°C por 30” e extensao a 68°C por 15’.
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Primer Sequéncia
GTPF 5 GACATTGCGAGGAAGCACGCATGGA 3
PEPCKR 5 GTGACGATGCGCATGAACCCCAAG 3
NUPR2 5 TCACGATGATGCGTCTATGGC 3
TcNUPCIR |5 GCACGTGGTCGCTTTGTG 3
SFANUP5CR [5° CACCTCAAATGTTTTAACGAGACTCGATGTC 3
TcNUPALF |5° CGTCGTTACCCGGGCTTCT 3
SFNNhF 5" GAGGAACTGACACGGGCACAGCATGTGATAC 3°

Tabela 2: Sequéncia dos primers usados na PCR long-range.

4.2.3 Clonagem dos fragmentos e transformacao de Escherichia coli

Os fragmentos obtidos foram clonados no sistema pGEM T-easy®
(Promega), de acordo com o protocolo especificado pelo fabricante, propagados em
células quimiocompetentes da linhagem de Escherichia coli, Top 10.

As bactérias armazenadas a -70°C foram descongeladas em gelo e logo
apos foram aplicados 3 uL de plasmidio em 50 yL da solucédo de células. Apos 30
minutos em banho de gelo, as bactérias foram incubadas a 42°C por 2 minutos e
incubadas novamente em gelo por 2 minutos. Adicionou-se 1000 pyL de meio LB
sobre as células, que foram entdo incubadas a 37°C com agitacao de 200 RPM por
1 hora. Apé6s esse periodo 100 uL da suspensao de células foi plagueado em meio
seletivo contendo: LB, antibiético ampicilina (100 ug/mL), IPTG (lsopropilp-D-1-
thiogalactopiranosidio) e X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside).

Em linhas gerais, as células transformadas com o plasmidio recombinante
geram colbnias brancas (positivas), ja células que tenham sido transformadas
somente com o plasmidio ndo recombinante (sem o inserto), produzem colbnias
azuis (negativas). Somente as colénias com fendtipo branco foram repicadas em
uma placa méae, sendo mais uma vez triadas através da técnica de Palitagem ou
“Toothpick” (SAMBROOK, 1989).

As colbnias positivas foram inoculadas em meio LB + Ampicilina (100ug/mL)
e incubadas a 37°C, com agitacéo de 200 rpm, por um periodo de 16 a 18 horas. Em
seguida as células foram precipitadas por centrifugacao (SAMBROOK, 1989). Os
plasmidios contendo o inserto foram extraidos usando kit para mini-preparagcéo de
plasmidios QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN), segundo protocolo recomendado pelo

fabricante. Para confirmar a eficiéncia da extracdo dos plasmidios o material
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purificado foi dosado com espectrofotometro, aplicado em gel de agarose e
submetido a eletroforese.

4.3 SEQUENCIAMENTO DOS CLONES OBTIDOS ATRAVES DO METODO
CONVENCIONAL DE SANGER

Os plasmidios, contendo o inserto a ser sequenciado, foram enviados para
uma empresa terceirizada (Macrogen Korea), para sequenciamento em
sequenciador automatico de DNA, modelo ABI 3100, Applied Biosystems.

Os dados do sequenciamento foram analisados usando o programa do
pacote DNAstar, SegMan, disponivel no Instituto Carlos Chagas.

4.4 CONSTRUGAO DOS CASSETES PARA NOCAUTE DE AMBOS ALELOS DO
GENE TCNUP-1

4.4.1 Amplificacao e clonagem dos genes npt e hph

O gene npt (Neo) codifica a enzima neomicina fosfotransferase que confere
resisténcia ao antibiético neomicina (G418), enquanto o gene hph (Higro), codifica a
enzima higromicina fosfotransferase que confere resisténcia ao antibibtico
higromicina B.

Para amplificar os genes Neo e Higro utilizou-se como moldes os plasmidios
pSV2-neo e pPGK-Hyg disponiveis no laboratério, e que foram gentilmente cedidos
pelo Dr. Gregory Buck, Virginia Commonwealth University, EUA. Foram usados nas
PCRs 30 ng de DNA plasmidial, 10 pmol dos primers, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de
MgCl2, tampao comercial para Taq DNA polimerase e 2.5 Unidades da enzima Taq
DNA polimerase (volume final, 50 pL). As reacbes foram processadas em
termociclador modelo MJ96G+ (Biocycler). A ciclagem das PCRs foi a seguinte:
desnaturacao por 5’ a 94°C, seguida de 35 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 30",
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anelamento a 55°C por 30” e extensao a 72°C, com o tempo dessa etapa variando
conforme o esperado (tendo como base a processividade de 1kb por minuto).

Os primers NeoHindF/HigHindF e NeoEcoR/HigEcoR (Tabela 3) contém,
respectivamente, os sitios Hind Ill e EcoRIl. Tanto os primers quanto o vetor
pBluescript 1l KS (Stratagene), foram digeridos com as enzimas escolhidas,
purificados com fenol / cloroférmio (SAMBROOK, 1989), e ligados com a enzima T4
DNA ligase (PROMEGA), empregando-se o protocolo especificado pelo fabricante.

Os plasmidios recombinantes foram denominados pKS/NEO e pKS/HIG.
Tais plasmidios foram usados para transformar células quimiocompetentes de E.

coli, linhagem Top 10, segundo o protocolo descrito no subitem 4.3.2.

Primer Sequéncia
NeoHindF 5" GGGGAAGCTTATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAG 3
NeoEcoR 5" GGGGGAATTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAA 3
HigHindF 5" GGGGGAAGCTTATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGAC 3°
HigEcoR 5 GGGTGAATTCTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTGCTG 3

Tabela 3: Sequéncia dos primers usados para amplificagdo das porgdes do cassete. Os sitios para as
enzimas de restricdo adicionadas estdo marcados em negrito.

4.4.2 Amplificacao e clonagem das regides intergénicas IntergENO e IntergGAPDH

A montante do gene de resisténcia foi clonada uma parte da regido
intergénica (350pb), entre os genes Enolase e Kap-3 (IntergENO) de T. cruzi e a
jusante, um fragmento correspondente a regido intergénica (500pb) entre as duas
copias de GAPDH (IntergGAPDH), de T. cruzi (Figura 2).

Nas reacdoes de PCR foram usados 100 ng de DNA genbmico da cepa
Dm28c de T. cruzi selvagem, 10 pmol dos primers, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de
MgCl2, tampao comercial para Taq DNA polimerase e 2.5 Unidades da enzima Taq
DNA polimerase. As reagdes foram processadas em termociclador modelo MJ96G+
(Biocycler). A ciclagem das PCRs foi a seguinte: desnaturagdo por 5 a 94°C,
seguida de 35 ciclos de desnaturacado a 94°C por 30”, anelamento a 55°C por 30” e
extensdo a 72°C, com o tempo dessa etapa variando conforme o esperado (tendo
como base a processividade de 1kb por minuto).
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Primer Sequéncia
IntENOSalF 5 TGATAGTCGACCGTCCATTTCTCTTTCCGCACTC 3
IntENOHindR 5 TCGTTAAGCTTTTTTTATTGCTGTTGGCTCTTCACTCCCCG 3
INtGAPDHEcoF |5 TGTACGAATTCTGGCCTCGAAGGATCGTTCGGCAAAGTT 3°
INtGAPDHBamR |5 GATAGGATCCTTGATGGGCATGTTAAATTCTGTTCAATGTAATTGTT &

Tabela 4: Sequéncia dos primers usados para amplificagdo das por¢des do cassete. Os sitios para as
enzimas de restricdo adicionadas estdo marcados em negrito.

Os primers IntergENOSalF e IntergENOHindR contém, respectivamente, os
sitios Sal I e Hind Ill. Os primers IntergGAPDHEcoF e IntergGAPDHBamR contém
os sitios EcoRI e BamHI respectivamente (Tabela 4). Tanto os primers quanto os
vetores pKS/NEO e pKS/HIG, foram digeridos com as enzimas escolhidas,
purificados com fenol / cloroférmio (SAMBROOK, 1989), e ligados com a enzima T4
DNA ligase (PROMEGA), usando-se o protocolo especificado pelo fabricante.

Os plasmidios recombinantes foram denominados pNEO-2 e pHIG-2 (Figura
2), tais plasmidios foram usados para transformar células quimiocompetentes de E.
coli, linhagem Top 10, segundo o protocolo descrito no subitem 4.3.2.

Kpnl Sall HindIII EcoRI BamHI Xbal

LN ] (N ]
T 30007 35007 4noal

[:'f | Inferg Eno | heoR intergGAPOH
T3 promoter T7 promoter

4655 bp

Figura 2 : Representagao do cassete contendo o gene Neo, indicando os sitios de restricdo usados
para a ligagao das regides intergénicas ao gene de resisténcia e os sitios para ligagao das regides de

recombinagéo.

4.4.3 Amplificacéao e clonagem das regides de recombinacao

Foram selecionadas regides de 599 pb (Ups) da regido intergénica a
montante do gene TcNUP-1 e uma regido de 638 pb (Down) que codifica parte da
porcao carboxi-terminal do gene TcNUP-1 (Figura 3). Cada regiao foi amplificada por
PCR, usando 100 ng de DNA gendmico da cepa Dm28c de T. cruzi selvagem, 10
pmol dos primers, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgClI2, tamp&o comercial para Taq
DNA polimerase e 2.5 Unidades da enzima Tag DNA polimerase. As reacdes foram
processadas em termociclador modelo MJ96G+ (Biocycler). A ciclagem das PCRs
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foi a seguinte: desnaturacao por 5’ a 94°C, seguida de 35 ciclos de desnaturagao a
94 °C por 30”, anelamento a 55°C por 30” e extenséo a 72°C por 2'.

Os primers IgGTPKoKpnF e IgGTPKoSalR contém, respectivamente, os
sitios Kpnl e Sall. Os primers NupNocBamF e NupNocXbaR contém os sitios
BamHI e Xbal respectivamente (Tabela 5). Tanto os primers quanto os vetores
pNEO-2 e pHIG-2, foram digeridos com as enzimas escolhidas, purificados com
fenol / cloroférmio (SAMBROOK, 1989) e ligados com a enzima T4 DNA ligase

(PROMEGA), usando-se o protocolo especificado pelo fabricante.

Primer Sequéncia
IgGTPKOKpnF 5 AGCGGTACCTCACATTGACATCAAATTTTTCAAACGAAGAA 3
IgGTPKOSalR 5" CCCGTCGACAACTTCGCCTTTGCTTGTTTGCCTCTCT 3
NUPNocCBamF |5° TTCGGATCCGGAAAACAATGATGGAGAGGAGCATG 3°
NUPNocCXbaR |5° GCCTCTAGATGTGCTCCAGAAACGTGATGC 3

Tabela 5: Sequéncia dos primers usados para amplificagdo das por¢des do cassete. Os sitios para as
enzimas de restricdo adicionadas estdo marcados em negrito.

Os plasmidios recombinantes foram denominados pUPS//NEO//DOWN e
pUPS//HIG/DOWN. Tais plasmidios foram usados para transformar células
quimiocompetentes de E. coli, linhagem Top 10, segundo o protocolo descrito no
subitem 4.3.2.

IQGTPKOKANF 1aGTPEDSaIR MUPNocCBamF MUPNocCxbaR.

L N ] L N ]
10,0007 1z,5007 15,0007 17,5001 ¥

[ MUP1-1 >

GTRhp

montagemGTP-NUP1_1-PEPCK
42,485 bp

Figura 3 : Representagdo do gene TcNUP-1, com o local de anelamento dos primers usados para
amplificar as regides Ups (599 pb, IgGTPKOKpnF + IgGTPKOSalR) e Down (638 pb, NupNocCBamF
+ NupNocCXbaR).

4.4.4 Amplificacao dos Cassetes por PCR e purificagdo

Os plasmidios recombinantes pUPS/NEO/DOWN e pUPS//HIG/DOWN,
foram purificados pelo método da lise alcalina, usando o kit para mini-preparacao de
plasmidios QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN) segundo protocolo recomendado pelo
fabricante.
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Para amplificar os cassetes foram usados 30 ng de DNA plasmidial, 10 pmol
dos primers e 1x do Master Mix (IBMP), para um volume final de 1 mL de reacéao
(fracionado em 20 tubos de 0.2 mL). A seguinte ciclagem foi empregada:
desnaturacao por 5’ a 94°C, seguida de 35 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 30",
anelamento 55°C 30” e extensdo a 72°C 5'.

Os cassetes resultantes da amplificacdo foram denominados
UPS//NEO//DOWN e UPS//HIG/DOWN, respectivamente. Uma vez confirmada a
amplificacdo dos cassetes, o produto de PCR foi aplicado em gel de agarose 1%,
submetido a eletroforese (25 volts, 16 horas) e corado em brometo de etidio. A
banda correspondente ao cassete foi visualizada com aparelho de trans-iluminagao
UV e retirada do gel com auxilio de um bisturi. O gel contendo o DNA do cassete foi
inserido em membrana de didlise (SnakeSkin Dialysis Tubing, Pierce) e novamente
submetido a eletroforese por uma hora a 100 volts em TBE. O DNA que estava
confinado no gel passou ao tampao, devido a eletroforese, o tampéao foi recuperado
e o DNA purificado com fenol / cloroférmio (SAMBROOK, 1989).

4.5 TRANSFECGAO DE T. cruzi

A transfeccao do parasita foi obtida usando formas epimastigotas de T. cruzi
cultivadas em meio LIT até 2 x 1077 células/mL. Os parasitas (1 x 10”8 células)
foram coletados por centrifugacdo a 6.000 x g por 10 min a 4 °C. O sedimento
celular foi lavado com PBS estéril e ressuspendido em 1 mL de solucdo de
eletroporacao (NaCl 140 mM, HEPES &cido 25 mM, Na2HPO4 0,74 mM).

A suspensdao de células (0,4 mL) foi transferida para cubetas de
eletroporacdo estéreis, pré-resfriadas em gelo, contendo 0,2 cm de GAP
(BioAgency). Em uma das cubetas foram adicionados 7 pg do cassete, enquanto
outra cubeta, contendo apenas a suspensao de parasitas, foi usada como controle.
Apbs 10’ em gelo, as amostras contidas nas cubetas foram expostas a 2 pulsos de
450 volts, 500 pF, com auxilio do eletroporador GenePulser® Il Apparatus (Bio-Rad).

As amostras foram incubadas novamente por 5’ a 10’ em gelo e transferidas
para garrafas de cultura de 25 cm?, contendo 10 mL de meio LIT (suplementado com
10.000U de penicilina e estreptomicina a 10 pg/mL).
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As culturas foram incubadas a 28 °C. Apdés 24 horas de incubagao
adicionou-se o antibiético higromicina em concentracao final de 500 pg/mL. As
culturas foram mantidas por sucessivas passagens (diluicao de 1:10), em meio LIT
suplementado com antibiético a cada 8-10 dias, até a auséncia de proliferacao

celular na cultura controle.

4.5.1 Confirmacao da insercao do cassete UPS//HIG//DOWN

A extracao e purificacdo do DNA da populacao simples nocaute foi realizada
conforme descrito por Medina-Acosta & Cross (1993). O DNA genbmico da
populagdo de parasitas foi utilizado para confirmagdo da insergdo do cassete
UPS//HIG//DOWN, atraves de PCR. Nas reacdes foram usados 100 ng do DNA
gendmico (simples nocaute), 10 pmol dos primers, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de
MgCl2, tampao comercial para Taq DNA polimerase e 2.5 Unidades da enzima Taq
DNA polimerase. O ciclo seguiu as seguintes condi¢des: desnaturacao por 5’ a
94°C, seguida de 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por 30”, anelamento a 55°C por
30” e extensdo a 72°C por 4.

Primer Sequéncia
GTPIIF 5" GTCAGGATCCGAGCGGCAGTGGCTGCAGCAGTATCA 3°
HigEcoR 5  GGGTGAATTCTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTGCTG 3°
NeoEcoR 5" GGGGGAATTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAA 3"

INtENOHindR  |5° TCGTTAAGCTTTTTTTATTGCTGTTGGCTCTTCACTCCCCG 3°
IgGTPKOSal R |5° CCCGTCGACAACTTCGCCTTTGCTTGTTTGCCTCTCT 3

Tabela 5: Sequéncia dos primers usados para confirmagdo da inser¢do do cassete
UPS//HIG//DOWN.

4.6 RT-PCR

O RNA total foi extraido de formas epimastigotas selvagens do T. cruzi de
acordo com o protocolo de KARLINSEY et al., (1989). A reacdo da transcriptase
reversa foi feita usando o kit ImProm-Il (Promega).

A solucéo, contendo 10 ug do RNA total, 0.5 pg de “random primer’ (RNAse
Free) e agua 18.2 Q (sem nucleases), foi aquecida a 70°C por 5’ e rapidamente
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resfriada em gelo por 5. Logo em seguida foram adicionados ao tubo 11.4 uL de
uma solucao previamente preparada contendo: 4uL do tampao 5X, 4 mM de MgClI2,
0.5 mM de dNTPs, 2 uL de DTT Rnase Free, 1 L de RNAse out e 1 yL da enzima
ImProm-1I™ Reverse Transcriptase. As solugdes foram incubadas na sequéncia a
25°C por 5, 42°C por 2 horas e 75°C por 15’.

Primer Sequéncia
TcMini_ ExonF |5 AACGCTATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTG 3
NupR2R 5' TCACGATGATGCGTCTATGGC 3'

Tabela 6 : Sequéncia dos primers usados na RT-PCR.

Um volume de 5 pL da reagao anterior, contendo cDNA, foi usado para as
reagdes de PCR. Além de 10 pmol dos primers, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de
MgClI2, tampao comercial para Taq DNA polimerase e 2.5 Unidades da enzima Taq
DNA polimerase. O ciclo seguiu as seguintes condi¢des: desnaturacao por 5’ a
94°C, seguida de 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por 30”, anelamento a 55°C por
30” e extensdo a 72°C por 5.

4.7 EXTRATO PROTEICO DE T. cruzi

As formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT até a
densidade de 1 x 10"7 células/mL e coletadas por centrifugacéo (4.000 x g, 15 min a
10 °C), lavados duas vezes em PBS pH 7.5. Apds as lavagens os parasitas foram
ressuspendidos em PBS (contendo solugéo de inibidores de proteases) e lisados em
tampao de amostra para proteina para uma densidade de 1x1076 células/L. Os
extratos foram fervidos a 100 °C por 5’ e armazenados a -70 °C.

4.8 WESTERN BLOT

O extrato protéico total do parasita selvagem, mutante simples nocaute e
mutante duplo nocaute, foram aplicados em gel SDS-PAGE (6%), submetidos a
eletroforese com corrente constante a 30mA. Em seguida as proteinas foram
transferidas a uma membrana de nitrocelulose (Hybond C, Amersham Bioscience),
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com uso do tampao de transferéncia segundo protocolo descrito por Towbin et al.,
1979.

Para evitar interagdes inespecificas dos anticorpos com a membrana, apés a
transferéncia, bloqueou-se a membrana em uma solucdo de PBST e leite 5%, por
40’ em agitacado constante. Logo ap6s o bloqueio a membrana foi incubada com o
anticorpo monoclonal, produzido em camundongos, contra a proteina TcNUP-1 em
uma diluicdo de 1:500 na solucdo de bloqueio por 60’ e agitacdo constante.
Decorrido este tempo a membrana foi lavada por 4x de 5’, para eliminar interacdes
inespecificas do anticorpo.

O anticorpo secundéario a-lgG de camundongos conjugado a enzima
fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich), foi utilizado na diluicao de 1:10.000 na solucao de
bloqueio e incubado por 40° em agitacdo constante. Decorrido este tempo a
membrana foi lavada por 4x de 5, para eliminar interacées inespecificas do
anticorpo.

Anteriormente a revelacdo a membrana foi lavada com o tampao da
fosfatase alcalina por 5 em agitacdo constante. A revelacao foi obtida adicionando-
se sobre a membrana uma solugdo contendo BCIP (5-Bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato) e NBT (Nitro Blue Tetrazolium), para uma concentracdo final de 0.165
mg/mL e 0.33 mg/mL, respectivamente, em um volume de 10 mL do tampéo da

fosfatase alcalina. A reagao ocorreu na auséncia de luz.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 LOCALIZAGAO GENOMICA DO GENE TCNUP-1

5.1.1 Locus do gene TcNUP-1

O padrao de amplificagdo gerado pelos primers desenhados possibilitou a
identificacdo do posicionamento dos genes que flanqueiam o gene TcNUP-1 na
cepa de T. cruzi Dm28c. Os pares de primers usados nas reagdes de PCR estao



30

listados na Tabela 7. Nessa mesma tabela, para facilitar o entendimento, estao
listadas as canaletas correspondentes aos produtos de PCR na Figura 4, onde
também é possivel observar o local de anelamento dos primers.

Os resultados obtidos com o padrao de amplificacdo demonstram que o
gene TcNUP-1 esteja a jusante do gene para GTP (ID: Tc00.1047053509099.10) e a
montante de uma cépia do gene PEPCK (ID: Tc00.1047053507547.90) (Figura 4:
canaletas 2, 3, 4 e 5), corroborando os dados obtidos no banco de dados TriTryp.

Cal_1aleta Primer F Primer R | Esperado (pb) | Observado ~ (pb)
(Fig. 4)
1 SFAHypENndF NUPAR 3195 3000
2 SFAGTPF NUPAR 863 850
3 SFAGTPEndF 445R2 1308 1300
4 NUPF3 CtPEPCKR 1676 1500
5 NUPCF CtPEPCKR 1485 1500
6 SFAPepENndF NUPAR > 255 1400
7 SFAPepEndF 445R2 > 465 1600
8 PEPCKF 445R2 > 1430 2600
10 NUPF3 NUPAR >513
11 NUPCF NUPAR >327
12 NUPCF SFAGTPiniR >100 Inespecifico
13 NUPF3 SFAGTPIniR >290 Inespecifico
14 SFAPepEndF PEPCKR ?
15 SFAPepENndF | CtPEPCKR >670

Tabela 7: Combinagdes de primers usados para amplificar as regides intergénicas e suas canaletas
correspondentes na Figura 4.

Foi possivel amplificar por PCR fragmentos de ~ 1300 pb, ~ 1500 pb e ~
2600 pb, (Figura 4: canaletas 6, 7 e 8), 0 que pela posicdo de anelamento dos
primers, indica haver outra cépia do gene TcNUP-1 apés PEPCK, diferente do
observado no banco de dados.

O T. cruzi ndao representa uma populacdo homogénea, mas um grupo
heterogéneo e complexo de populacées que diferem entre si segundo critérios
morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos e clinicos (DA SILVEIRA, 2000), o que é
refletido na organizacdo do genoma de cada uma das populagdes ou cepas do
parasita.

Além disso, é importante considerar que a cepa usada para realizar o
sequenciamento do genoma de T. cruzi (EL-SAYED, et al., 2005) foi a cepa CL
Brener considerada uma cepa hibrida (BRISSE, et al., 1998; MACHADO; AYALA,
2001; GAUNT, et al., 2003; BRISSE, et al., 2003). Ademais, a cepa CL Brener nao
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esta na mesma DTU (Discrete Typing Unit) da cepa Dm28c, usada para caracterizar
e nocautear o gene TcNUP-1 (PICCHI et al., 2011; FERREIRA, 2011).
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR obtidos para a localizagao
gendmica. Abaixo, montagem da organizagao genémica para o locus da TcNUP-1 (dados disponiveis
no TriTryp DB), com a posigdo de anelamento dos oligonucleotidios iniciadores usados nas reagdes
de PCR (Tabela 7). Nas canaletas de 7 a 8 podem ser observados resultados especificos, enquanto
nas canaletas de 70 a 15 observa-se os resultados inespecificos ou onde ndo houve amplificagéo.
Marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen), canaleta 9.

A grande variabilidade intra-especifica em T.cruzi é relatada com freqiiéncia
na literatura (HENRICKSSON; ASLUND; PETERSSON, 1996; AYMERICH,;
GOLDENBERG, 1989; VARGAS; PEDROSO; ZINGALES, 2004). O fato dos
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cromossomos de tripanossomatideos ndo se condensarem durante a mitose
aumenta a complexidade dificultando uma andlise precisa de seu caribtipo
(VICKERMAN; TETLEY, 1970). Estima-se que o numero de cromossomos em
Trypanosoma cruzi possa variar de 64 a 80 cromossomos, sendo relatada inclusive
variagdo cromossOmica entre diferentes cepas e clones (CANO, et al., 1995;
PORCILE, et al., 2003; BRANCHE, et al., 2006).

Outrossim, a montagem do gene TcNUP-1 ndo esta correta no banco de
dados. Nao é possivel observar o numero correto de repeticbes dentro da sequéncia
e nem mesmo a anotacdo da Open Reading Frame (ORF) para todo o gene esta
correta. Isso se deve ao fato de que o gene em questdo € bastante complexo,
TcNUP-1 possui uma sequéncia longa (7.7 Kb e 9.5 Kb) e dentro do gene existem
sequéncias repetitivas, que dificultam o processo de montagem apdés o
sequenciamento.

O panorama é complexo, existe uma grande variacdo entre as cepas do
Trypanosoma cruzi e a anotacdo do sequenciamento da regido onde o gene se
encontra é dificultada pelas particularidades do préprio gene, sendo que, esses
fatores se somam contribuindo para as diferencas encontradas nesse trabalho.

5.2 COPIA TRUNCADA DO GENE TcNUP-1

Objetivando amplificar o gene TcNUP-1 em sua totalidade foram realizadas
PCRs long range, utilizado o kit Expand Long Template PCR System (Roche), que
pode amplificar até 30kb segundo informacdes do fabricante. O uso do kit fez-se
necessario, pois o gene em questdao tem um alelo com 9.5kb e outro com 7.5kb
(PICCHI, 2011).

Em todas as reacdes realizadas (usando combinacgdes distintas de primers),
foi possivel observar a amplificacdo de um produto especifico, porém com tamanho
muito abaixo do esperado. Os primers usados nas reagcées podem ser observados
na Tabela 8 e os resultados se encontram na Figura 5.

O padrao de amplificagdo encontrado demonstra existir uma sequéncia

gendmica parcialmente similar ao gene TcNUP-1.
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Esperado para

Primer F | PrimerR | . alelo (pb)

Observado (pb)

TcNUPA1F NUPR2 9513 e 7713 ~ 1500

TcNUPA1F| TcNUPCIR 9494 e 7694 ~ 1500

TcNUPALF | SFANUP5CR | 8220e 6420 | Nao amplificou
SFNNhF PEPCKR 8967 e 7167 ~ 2900

Tabela 8 : Primers usados para amplificar o gene TcNUP-1. Os resultados e a posigao de anelamento
dos primers podem ser observados na Figura 5.

Ao usarmos os primers TcNUPA1F e NUPR2 na PCR espera-se a
amplificacao total do gene TcNUP-1 gerando um produto de 7713 pb e 9513 pb
(alelo de 7.7 Kb e alelo de 9.5 Kb, respectivamente), entretanto observou-se a
amplificacdo de um fragmento com apenas ~1500 pb. Utilizando os primers
TcNUPA1F e TcNUPC1R o produto esperado teria 7694 e 9494 pb (alelo de 7.7 Kb
e alelo de 9.5 Kb, respectivamente), todavia o encontrou-se uma banda
correspondente a ~1500 pb. Na amplificacdo usando os primers TcNUPA1F e
SFANUP5CR o esperado é de 6420 e 8220 (alelo de 7.7 Kb e alelo de 9.5 Kb,
respectivamente), mas nesse caso nao foi observada amplificacdo indicando a
inexisténcia da sequéncia para anelamento do primer reverse, visto que foi possivel
amplificar fragmentos usando o mesmo primer forward como descrito anteriormente
(Figura 5).

Ou seja, usando o primer TcCNUPA1F em conjunto com diferentes primers
reverse que anelam em porcdes distintas da regido proxima ao cédon de parada do
gene TcNUP-1 foi possivel inferir, usando PCR, o tamanho da sequéncia similar a
TcNUP-1. Isso porque ao menos um dos primers usados hibridiza dentro da
sequéncia do gene e em nenhuma reacgao foi possivel observar o tamanho esperado
para amplificagdo completa do gene. Sendo assim com base no padrdao observado
pode-se concluir que o tamanho da sequéncia “truncada” é de ~1500 (Figura 5).

Usando o primer SEFNNhF em conjunto com o primer PEPCKR, que anela na
sequéncia intergénica a jusante de TcNUP-1, o esperado seria de 7167 pb e 8967
pb (alelo de 7.7 Kb e alelo de 9.5 Kb, respectivamente) no entanto observou-se uma
amplificacdo correspondente a ~2900 pb. O que mostra, pela diferenca no tamanho,
que a sequéncia intergénica a jusante da copia truncada é a mesma para a copia
completa. Esses resultados juntamente com o que foi descrito anteriormente,
indicando haver outra cépia do gene TcNUP-1 apds PEPCK (subitem 5.1.2), admite
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 0.5%. Resultado das PCRs para amplificacdo do gene
TcNUP-1. Os primers correspondentes a cada canaleta estao listados na Tabela 8. Marcador de peso
molecular 1Kb plus da Invitrogen. Representagdo do gene completo TcNUP-1 juntamente com a
posicao de hibridizagao dos oligonucleotidios iniciadores usados nas reacdes de PCR Long Range.

Para confirmar tal hipétese, os fragmentos foram clonados no plasmideo
PGEM T-easy® vector (Promega) e enviados para sequenciamento (Macrogen
Korea), em sequenciador automatico de DNA modelo ABI 3100 (Applied

Biosystems).
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Os resultados obtidos atestam a existéncia de uma copia truncada do gene
TcNUP-1 ap6s o gene PEPCK, que para melhor compreensao sera chamada de
ANUP. Além disso, a jusante do gene ANUP foi encontrada outra copia do gene
PEPCK, como indicado na Figura 6.

Hyp, | GIFbo || NUP || PEPCK || ANUP || PEPCK || Kinase |

Figura 6: Posicionamento dos genes no locus segundo sequenciamento.

O gene ANUP nao é completo tendo apenas 1508 bp, diferente da copia
integra do gene TcNUP-1 (9.5kb e 7.5kb). A cépia truncada possui uma porcao
homdéloga a regiao inicial do gene TcNUP-1, contando a partir do ATG cerca de
1416pb. A ANUP ndo possui os dominios repetitivos em sua sequéncia e tem
somente 35bp homdélogos a regiao terminal da cépia completa. O alinhamento das
sequéncias esta representado na Figura 7.

I.ﬂ‘ 20 30 4B 50 &0 T(l a0 9l'l
1 ETIEGAGQCGLTGGGGIAGLGLCG IACACkL'TTTTIETfklhlElCGTGCEGlfGTGDCTGlCITG CGLGAJT!ELTCJG Cicltlﬂrf‘ulnohnul
BT <0 - e W W T A

J GAGCTTGATLC EIC(L'GAJlCrftlhllflETTETT':!GGRGEILETEGETFCTE(lllﬁl’ll.lh.l&CT CAATACGCCACGG FiPaminoFinal
i ACAGAGETTGATCTCACCEOAMAGAhACARAMRLCACTTCTITOAGEAGGAMCTEGLCGCC G|C ARRS === A T T CCRT RG FUrrzuncadalanal
35 ITECLCEEEllUIEJGGGTGIG(GGGAGGDGL’GTG ElEEITCCGE!TTGCCECGCGEIFCCJCIIJGCGL‘-A EC===ACETECCATAT NU/PcarboxiFinal

i) 200 210 ] 30 240 2540 260 &
178 l"tl.ﬁ.lntkk&h‘-hﬁﬁECGAGEIAGT:AT{l.‘- AAACTTCAATAGAALGGETTCACGGACCAGTTEOT O GACAAT TOAGGETECAGAALAGE ACAGA FPaninofinal
I =CGCATCATCGTGR WiPtruncadaFinsl
168 A-COGCATCATCGTGA WUPcacboxiFinal
T T
250 250 300 310 320 330 340 350 360
s i s i . H
266 TAGACCTCCTGOCCAACAAGAAGCAACAAGACCATC TETOGCAATCACAC CGTCCARAAGCAGCOCCTOTTAACAGTCGCLC CGOAAGEGAGGAA NPaninoFinal
g4 KUPtzuncadaFinal
181 WiPcarkooiFinal
370 g0 330 4090 410 420 430 440 450
3% ATGEAGACAAGGAAMCARAAAATGGAATGEC CCCECCGAMAMCGCCAGGLCGTAGCAGAAMRMCAACCATGOCGACGCAACACAAGGAGGC ACAGG NUPaminoFinal
164 RUPtruncadaFinal
18l RUPcacbox iFinal
460 a7 Ful] 480 500 510 520 530 540
44 CTETACCAGARACC G T T CAAGE GG TETCACGCGGAARAT T CARATCACAGOETCOCAAGACAGOC G GARAMGCEGCACAAAMRCAGAAGET GALRCG NPanineFinal
184 WPreuncada¥inal
181 WUPcarbooxiFinal
T T
5?0 560 530
536 TACCCCAATTTCCACAACAGCTGTCGGCGGCE KUPaninoFinal
1E4 RUPtzuncadaFinal
181 WUPcarboxiFinal

Figura 7: Alinhamento das seguinte regides: Terminal da ANUP (NUPTruncadaFinal); porgéo final da
sequéncia codificadora da extremidade N-terminal da proteina TcNUP-1 (NUPAminoFinal) e
sequéncia codificadora da por¢do C-terminal da proteina TcNUP-1 (NUPCarboxiFinal). E possivel
observar uma regido consenso entre as trés seqiéncias (seta vermelha). O algoritmo de alinhamento
foi o Clustal W.

5.2.1 Analise da transcricao do “gene” ANUP




36

O primer Forward usado anela no miniexon e o primer Reverse, anela no final
dos genes TcNUP-1 e ANUP, sendo que o produto esperado para TcNUP-1 é de
~9.5 kb e ~7.7 kb e para ANUP é de ~1500 pb. Como o fragmento observado tem
apenas ~ 1700 pb (Figura 8), conclui-se que este representa o mRNA do gene
ANUP. Mesmo existindo o cDNA para as duas copias a amplificacao pode ocorrer
em favor daquele segmento de menor tamanho, nesse caso a ANUP.

A adicao do Miniexon e da cauda poli A aos mRNAs processados estabiliza o
mRNA evitando sua degradacéo, favorece o transporte deste para o citoplasma e
facilita o inicio da traducao (LEWIS; IZAURFLDE, 1997; ISKEN; MAQUAT, 2007). Isto
posto, o fato do gene ANUP ter seu mRNA alvo de trans-splicing € um indicio de que
o mesmo seja funcional. Entretanto mais estudos devem ser realizados a fim de
caracterizar o gene.

1650 pb

Figura 8: Eletroforese, em gel de agarose (1%) do produto de PCR da reagdao com cDNA de T. cruzi.
A banda representa o cDNA correspondente ao mRNA do gene ANUP. Marcador de peso molecular
1Kb plus (Invitrogen).

5.3 NOCAUTE

5.3.1 Obtencgao dos cassetes e confirmacao do nocaute simples
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O primeiro alelo foi deletado com o cassete UPS//HIG//DOWN (3278 pb,
Figura 9) que contém como marcador de sele¢do o gene de resisténcia ao antibiético
higromicina B. Os parasitas transfectados foram selecionados ao adicionar ao meio
o antibiético mencionado, de forma que apenas os parasitas portando o cassete

sobreviveram.

3000 pb

Figura 9: Gel de agarose 1%. Cassete UPS//HIG//DOWN apés amplificagao e purificagao. Marcador
de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen).

O tamanho dos fragmentos gerados nas reacdes de PCR, para confirmar a
insercao do cassete UPS//HIG//DOWN no locus estudado, foi de acordo com o
esperado (Figura 10), confirmando o nocaute de uma das cépias do gene. Nessas
reagbes o primer forward usado hibridiza no gene GTP a montante do local de
recombinacao da construcao e os primers reverse anelam respectivamente, no gene
Higro, na IntergENO e na Regido de recombinacao Ups.

Para delecdo do segundo alelo a populacédo de parasitas selecionados com
o antibiético higromicina B, foi transfectada com o cassete UPS//NEO//DOWN (2982
pb, Figura 11). Tal cassete contém como marcador de sele¢do o gene de resisténcia
ao antibidtico G418, apds a segunda transfeccdo a populacdo de parasitas foi
selecionada com os antibiéticos higromicina B e G418, de forma que apenas 0s
parasitas portando os cassetes sobreviveram.

Entretanto ndo foi possivel confirmar a correta insergéo do cassete por PCR.
Nas reacdes foram usados o DNA gendmico da populacdo duplo nocaute
juntamente com o primer forward que hibridiza no gene GTP a montante do local de
recombinacao e os primers reverse que anelam respectivamente, no gene Neo, na

IntergENO e na Regiao de recombinacdo Ups.
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Figura 10 : Gel de agarose 1%. Resultado das PCRs para confirmagdo da insercdo do cassete
UPS//HIG//DOWN. Marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen).

Todavia os parasitas foram selecionados com os antibiéticos especificos, o
que demonstra que os genes de resisténcia que estavam nos cassetes foram
integrados no genoma conferindo resisténcia a higromicina B e G418, entretanto no

caso do gene Neo a insercao nao ocorreu no locus esperado.

3000 pb

Figura 11: Gel de agarose 1%. Cassete UPS//NEO//DOWN apds amplificacdo e purificagdo. Marcador
de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen).

Os alelos possuem tamanhos diferentes com 9.5kb e 7.5kb, da mesma
forma as proteinas expressas, que tem 350 kDa e 285 kDa respectivamente
(PICCHI et al., 2011). Sendo assim, caso existam somente duas formas alélicas, ao
nocautear um dos alelos em uma populacao clonal espera-se que uma das formas
da proteina ndo esteja mais presente em ensaios de Western Blot.
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Para confirmar a redugdo da expressdo protéica no nocaute o extrato
protéico das diferentes populagdes (selvagem, nocaute simples e nocaute duplo), foi
usado em um ensaio de Western blot, a fim de comparar o padrao das bandas
geradas com o uso de anticorpo monoclonal especifico contra a proteina TcNUP-1,
conforme indica Figura 12. E possivel perceber que realmente houve a delegdo de
um dos alelos do gene, evidenciado pela auséncia da banda de 285 KDa,
corroborando os dados obtidos com as reacdes de PCR. Ja no duplo nocaute a
banda correspondente ao segundo alelo ainda permanece presente, confirmando o

resultado das reacdes de PCR.

-y
©% =
-~ ef‘ 3N
‘en % 2.
'5{_'.? o‘%, oﬁo
S, ©.
%, % %
'?% ﬁfo o
% K X
220 kDa —
160 kDa —
120 kD2 —

Figura 12 : Western Blot da transferéncia do gel SDS-PAGE 6%, contendo o extrato protéico total de
T. cruzi tipo selvagem, T. cruzi nocaute simples e T. cruzi nocaute duplo. Anticorpo primério: anti-
TcNUP-1 monoclonal, diluicdo 1:500. Anticorpo secundario: a-IlgG de camundongos conjugado a
enzima fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich), diluigdo 1:10.000. Marcador de peso molecular
BenchMark™ Protein Ladder (Life).
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Esse padrdo observado gera um forte argumento em favor da caracterizagao
do gene como sendo de coOpia unica com duas formas alélicas de diferentes
tamanhos. Visto que ao obtermos o mutante simples nocaute foi observado a
auséncia de uma das bandas indicando que um dos alelos correspondente foi
eliminado. Entretanto nao foi possivel deletar o outro alelo, o que indica que existe

outra copia do gene ou que a recombinagédo nao ocorreu no local correto.

6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados alcancados foram obtidas as seguintes

conclusoes:

e Foi possivel amplificar por PCR as regides intergénicas do locus génico de
TcNUP-1;

e Os fragmentos gerados foram clonados com sucesso no plasmidio pGEM T-
easy®;

e O sequenciamento desses fragmentos indica que o locus do gene TcNUP-1,
na cepa Dm28C de T. cruzi, contém os seguintes genes: GTPpb; TcNUP-1;
PEPCK; ANUP e PEPCK;

e Existe um mRNA sendo transcrito, na forma epimastigota de T. cruzi (cepa
Dm28C), para o “gene” ANUP, todavia sdo necessarios estudos adicionais
para caracteriza-lo;

e Ambos os cassetes foram construidos e purificados conforme o esperado;

e A transfeccdo dos parasitas com os cassetes foi eficiente, visto que foram
selecionadas populacdes resistentes aos marcadores de selecdo inseridos
nos cassetes;

e Foi possivel confirmar a delecao de um dos alelos do gene TcNUP-1 usando
PCR, porém o segundo alelo ndo pode ser confirmado usando esse tipo de
ensaio, indicando que a recombinacao nao ocorreu conforme o esperado;

e Nao foi possivel confirmar a caracterizacdo do gene TcNUP-1, entretanto
existem fortes evidéncias em favor da hip6tese de que se trata de um gene

de cépia unica com duas formas alélicas.
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7. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para o nocaute, a transfecgéo de T. cruzi com o cassete
para o segundo alelo deve ser repetida, até que se possa confirmar a correta
insercdo do mesmo e a auséncia das bandas correspondentes as duas formas da
proteina.

Quanto ao possivel gene ANUP devem ser feitas construcdes a fim de
fusionar o produto protéico do gene a um peptidio marcador (Flag), para o qual
existem anticorpos monoclonais especificos. Dessa forma sera possivel a realizacao

de imunoensaios objetivando investigar a possivel funcao desse “gene”.
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