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RESUMO

A doenca de Chagas tem como agente etioldégico o protozoario Trypanosoma
cruzi e é considerada um dos principais problemas de saude publica na
América Latina. O Trypanosoma cruzi apresenta quatro estagios ja bem
caracterizados durante o ciclo de vida, alternando-se entre um hospedeiro
invertebrado, o barbeiro, e o hospedeiro vertebrado, um mamifero. Como os
tripanosomatideos ndo possuem promotores tipicos para a regulacao individual
dos genes, acredita-se que a regulacdo de sua expressdo génica ocorra
majoritariamente por mecanismos pdés-transcricionais, permitindo uma rapida
adaptacdo dos parasitas a diferentes condicbes. Os mecanismos poés-
transcricionais de regulacdo da expressdo génica sdo mediados por proteinas
de ligagdo ao RNA, as RBPs (RNA Binding Proteins). Algumas RBPs foram
caracterizadas em T. cruzi e demonstraram a mobilizagao diferencial de RNAs
e participacdo na regulacdo pos-transcricional destes organismos. Em
eucariotos superiores, o dominio mais abundante em proteinas de ligacdo ao
RNA é o dominio RRM (RNA Recognition Motif), sendo que as proteinas que
apresentam este dominio estdo relacionadas com grande parte dos processos
pés-transcricionais responsaveis pela regulacdo da expressao génica, como a
exportacdo de RNAs, processamento de mRNA, estabilidade dos transcritos e
mobilizacdo para a traducédo. Nosso grupo identificou previamente 81 proteinas
contendo o dominio RRM em T. cruzi. Dentre elas encontra-se a TcDRBDS,
que possui dois dominios RRM, é anotada como hipotética e € exclusiva de T.
cruzi. Ainda, analises de perfil ribossomal sugerem fortemente que a TcDRBD8
seja expressa em maior quantidade na forma metaciclica de T. cruzi quando
comparada a forma epimastigota, o que reforca o interesse em estudar o papel
desta proteina. Assim, propomos neste projeto, construir ferramentas de
genética reversa que permitam a posterior caracterizacado funcional da proteina
TcDRBD8, que é uma RBP com dois dominios RRM, diferencialmente
expressa no ciclo de vida do parasita e exclusiva de T. cruzi. A caracterizacéo
de proteinas que possam estar envolvidas na regulacdo da expressao génica
de T. cruzi podem auxiliar na compreensdo dos mecanismos moleculares de
diferenciacao e infeccédo do parasita bem como desta importante patologia.

Palavras-chave: RBP, Trypanosoma cruzi, regulacao da expressao génica.



ABSTRACT

Chagas disease has as etiological agent the protozoan Trypanosoma
cruzi and is considered one of the main public health issues in Latin America.
T.cruzi has four well-characterized life cycle stages, alternating between an
invertebrate host, a triatomine insect, and a vertebrate host, a mammal. Since
trypanosomatids lack typical promoters for individual gene expression
regulation, it is assumed that these events occurs mainly by post-transcriptional
mechanisms, allowing for a rapid adaptation of the parasites when exposed to
different conditions. RNA Binding Proteins (RBPs) are important kind of protein
that regulate post-transcriptional mechanisms in gene expression of the T.
cruzi. Some RBPs were characterized in T. cruzi and demonstrated differential
mobilization of RNAs, and were indeed involved on post-transcriptional
regulation in these organisms. In higher eukaryotes, the most abundant motif in
RBPs is the RNA Recognition Motif (RRM). These proteins exhibit this domain
are associated with the majority of post-transcriptional processes involved in the
gene expression regulation, such as nucleocytoplasmic export, MRNA
processing, regulation of transcripts stability and translation mobilization. Our
group previously identified 81 proteins with RRM domain in T. cruzi. Among
them is TcDRBDS8, which contains two RRM domains, is annotated as a
hypothetical protein and is T.cruzi exclusive. Furthermore, large-scale ribosome
profiling analysis suggest that TcDRBD8 is more expressed in metacyclic
tripomastigotes than in epimastigotes forms, which reinforces the interest in
studying the role of this protein. Hence, we propose development a reverse
genetic tool for functional characterization of TcDRBD8 protein, the RBP with
two RRM domain, differentially expressed in the parasite life cycle and
exclusive of T. cruzi. Characterizing the proteins involved in gene expression
regulation in T. cruzi may help to elucidate the molecular mechanisms of
parasite differentiation and infection.

Keywords: RBP, Trypanosoma cruzi, gene expression regulation.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 A Doencga de Chagas

Em 1909 Carlos Chagas comunicou a “tripla descoberta” (vetor, patégeno e
infeccdo humana) de uma doenca moérbida que acometia a regido de Minas
Gerais. A doenca, denominada doencga de Chagas, tem como agente etioldgico
0 protozodrio Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909; revisado em KROPF, 2009).

No que diz respeito a morbidade e mortalidade, a doenca é considerada um
dos principais problemas de saude publica da América Latina, sendo
preocupante também para o Brasil (OLIVEIRA et al.,, 2008). Estimativas
revelam que, no continente, existem entre 16 a 18 milhdes de pessoas
infectadas e cerca de 120 milhdes de individuos expostos ao risco de contrai-la
(PORTELA-LINDOSO et al., 2003). Chagas afirmou em varios trabalhos que a
doenca prejudicava o progresso do Brasil, por gerar decadéncia mental e fisica,
principalmente nas areas do interior do pais, tendo também importancia médica
e veterinaria apoiada por programas especiais da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) (DE SOUZA, 2002).

Os vetores da doenca sdao comumente conhecidos por “barbeiros”,
hemipteros hematofagos pertencentes a familia Reduviidae (REY, 2008).
Insetos da familia Reduviidae sdo percevejos com cabeca fina e alongada e
pescoco bem marcado. A subfamilia Triatominae é representada por 137
espécies ja descritas (GALVAO et al, 2003) e possui sete espécies
consideradas os principais vetores da doenca de Chagas: Triatoma infestans,
T. dimidiata, T. sordida, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, Panstrongylus

megistus e Rhodnius prolixus (Revisado em ARGOLO et al., 2008).

A transmissédo da doenca pode ocorrer também por outras vias, como a
congénita, a via oral (pela ingestado de alimentos contaminados), via transfuséo
sanguinea ou, até mesmo por acidente laboratorial. Gragcas ao maior controle
do sangue utilizado nas transfusdes sanguineas, esta forma comum de
transmissao se tornou menos expressiva nos ultimos anos (TARLETON et al.,
2007; WHO, 2012).
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A doenca de Chagas possui duas fases clinicas. A fase aguda, caso néao
seja tratada, pode evoluir para a fase cronica. Ambas as fases podem se
apresentar tanto na forma sintomética quanto assintomatica (REY, 2008).

Durante a fase aguda, a doenca pode passar desapercebida devido a
semelhanca com outras enfermidades. Os sintomas incluem febre, cefaléia,
dores pelo corpo e anorexia. Ainda, durante esta fase, podem ser gerados
nédulos inflamatoérios subcutdneos conhecidos como chagomas de inoculacao,
que ocorrem devido a penetracdo dos parasitas na pele. Quando esta
penetracdo ocorre na regido ocular, um edema bipalpebral e unilaterial &€ capaz
de originar o sinal de Romafia, amplamente conhecido na doenca de Chagas
(REY, 2008). Os sintomas da fase aguda desaparecem apds 4 a 8 semanas,
de maneira espontdnea, mesmo se né&o tratada adequadamente. Em
decorréncia do fim da fase aguda, o nivel de parasitemia diminui, porém, a

doenca evolui para a fase cronica (WHO, 2002).

Na fase cronica a doenca pode se apresentar de trés formas clinicas
diferentes. A mais comum é a forma indeterminada, que é assintomatica e
apresenta diagnéstico incorreto (REY, 2008). Pode ocorrer, em 10% dos casos,
a forma digestiva, na qual os pacientes apresentam alteragcbes no aparelho
digestivo, principalmente o megaesdfago e o megacolon. Por fim, a forma
cardiaca, também conhecida como cardiopatia chagésica crénica, € a principal
responsavel por 6bitos durante a fase cronica, representando 30% dos casos
(BRASIL, 2009).

Os principais métodos para o diagnostico da doenca de Chagas sdo os
testes sorologicos e o0s parasitologicos (WHO, 2012). Ja o tratamento
especifico para a doenca € direcionado para a fase aguda, utilizando-se os
medicamentos benzonidazol e nifurtimox (BRASIL, 2009). Estes medicamentos
visam o alivio dos sintomas, combate a parasitemia e prevencdo das
complicagBes. O tratamento dura cerca de 60 a 90 dias, porém, 0 sucesso
terapéutico depende da susceptibilidade da cepa de T. cruzi a droga utilizada
(WHO, 2002).
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1.2 Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado, pertencente a ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae (HOARE, 1971), podendo
apresentar cepas com diferentes variabilidades genéticas, inclusive em sua
viruléncia e patogenicidade (BRENER, 1997; REY, 2008).

1.2.1 Ciclo de vida

O Trypanosoma cruzi apresenta quatro estagios distintos durante o ciclo de
vida, alternando-se entre um hospedeiro invertebrado, o barbeiro, e um
hospedeiro vertebrado mamifero (DE SOUZA, 2002).

Barbeiros como Triatoma infestans, T. brasiliensis e T. pseudomaculata
habitam ambientes aridos e, devido a preferéncia por ambientes quentes e
pouco iluminados, costumam se esconder em frestas, palhas do telhado ou
entulhos, sendo comumente encontrados em casas de pau-a-pique
(FORATTINI, 1980). A noite, os insetos costumam se alimentar por succ¢éo, por
meio de uma picada pouco dolorosa. A picada em si ndo € responséavel pela
transmissdo da doenca, visto que as formas diferenciadas do parasita é que
sdo capazes de infectar o mamifero. Neste caso, ap0s a alimentacdo, o
barbeiro defeca e elimina os protozoarios em suas fezes. Como ocorre uma
coceira ou leve ardéncia no local da picada, a pessoa acaba introduzindo os
parasitas em sua corrente sanguinea por descontinuidades na pele, gerando a
infeccdo (Revisado em ARGOLO et al., 2008). Além do processo de infecgado
ocorrer durante o repasto sanguineo do inseto, pode ocorrer inoculacdo das
formas tripomastigotas sanguineas na mucosa ocular (DE SOUZA et al., 2010).

O ciclo de vida do T. cruzi pode ser observado na figura 1.
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Estagio no inseto vetor Estagios humanos
inseto ingere sangue, depositando
@ !rivomastigotas metaciciicos gque entram @9 Tripomastigotas metaciclicos penetram véarios

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

@’: \ células, se transtformam em amastigotas
4@“ / = A \
cper 1 \\ K -;f‘/
tripomastiootas metacicicos ,\ o=,
no intestino posterior (.« v (

Amastigotas se muliphicam por
fissdo binaria dertro das céluas
podem infectar outras dos teciios infectados
células e se transformar em

amastigotas intracelulares

em novos locals

é ; @ Trinomastiaotas
multipbcam no intestino \
% inseto se nuire de sangue / )

epimastigotas no (tripomastigotas ingeridos) /

NN e

Amastigotas intracelulares
s& transtormam em tripomastigotas,
que entram no sangue a0
estourarem as células

FIGURA 1 - CICLO DE VIDA DE Trypanosoma cruzi — O Trypanosoma cruzi apresenta
diferentes formas durante o seu ciclo de vida, alternando entre um hospedeiro invertebrado e
um vertebrado. ADAPTADO DE CDC (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx).

FONTE: ROMAGNOLI, 2013.

Uma vez nos tecidos do hospedeiro, o parasita € endocitado pelo sistema
fagocitico. Ap6s a penetracdo do parasita nas células do hospedeiro, ha a
formacéo do vacuolo endocitico, também conhecido como vacuolo parasitoforo.
Em seguida, ocorrem mudancas morfolégicas que permitem a transicdo para a
forma amastigota e a liberacdo de fatores proteicos que geram a lise do
vacuolo, liberando os parasitas para o citoplasma da célula, permitindo, assim,
0 contato com as organelas do hospedeiro (BRENER, 1997; FIELD et al., 2009;
DE CARVALHO et al., 1989; MARTINS et al., 2012).

As formas amastigotas sofrem divisdo binaria e, posteriormente, se
diferenciam em tripomastigotas sanguineos, que lisam a célula infectada e se
espalham pela corrente sanguinea, podendo penetrar em diferentes tipos
celulares, como células musculares, nervosas e cardiacas (BRENER, 1997;

FIELD et al., 2009). Caso o hospedeiro seja picado por outro triatomineo, pode
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ocorrer a ingestdo de tripomastigotas sanguineos pelo inseto (MARTINS et al.,
2012).

No momento em que um triatomineo suga o sangue de vertebrados
infectados, ele ingere formas tripomastigotas sanguineas presentes em sua
corrente sanguinea. No estbmago do inseto ocorre a lise da maioria das formas
tripomastigotas (CASTRO et al.,, 2007), sendo que as sobreviventes se
transformam em formas epimastigotas que migram para o intestino. Ali, o0s
epimastigotas sofrem intensa divisdo celular e se aderem as membranas
perimicrovilares, gracas a participacao de glicoconjugados de superficie, sendo
este um importante processo na transicdo entre as formas epimastigotas e a
tripomastigota metaciclica. A ultima corresponde a forma infectiva, que é
liberada junto com as fezes e urina do animal, dando continuidade ao ciclo de
vida (ALVES et al.,, 2007; DE SOUZA et al.,, 2010; GARCIA et al., 2007,
NOGUEIRA et al., 2007).

Por fim, devido ao complexo ciclo de vida e a alternancia entre hospedeiros
vertebrados e invertebrados, o parasita € submetido a intensas mudancas
morfologicas, bioquimicas e comportamentais, em resposta a diferentes fatores
gue encontra nos hospedeiros, como alteracbes na temperatura, no pH,
diferentes mecanismos de defesa ou variacdo nos nutrientes. Sendo assim,
todas estas adaptacbes requerem grande controle na programacao da
expresséo génica do parasita (VICKERMAN, 1985).

1.3 Regulacao da expresséao génica

A expressao dos genes do T cruzi é regulada por uma série de eventos
complexos que atuam a nivel transcricional e poés-transcricional (SANCHEZ-
DIAS &PENALVA, 2006). Para controlar a expressdo génica, O0s
tripanossomatideos nao utilizam a iniciacdo da transcricio como fator
regulatério para os genes individualmente. A transcricdo dos genes ocorre de

maneira policistronica, seguida de processamento que inclui trans-splicing e
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poliadenilacdo, a fim de gerar os MRNAs maduros monocistrénicos.
(MARTINEZ-CALVILLO et al., 2008).

Como os tripanosomatideos nao apresentam habilidade de regular os
genes de maneira individual por promotores e outros fatores transcricionais,
COMO em outros eucariotos,assume-se que a regulacdo de sua expressao
génica se da a partir do nivel pos-transcricional (OUELLETTE e
PAPADOPOULOU, 2009). Esta regulacdo se da por mudancas na estabilidade
dos mRNAs, localicagdo subcelular e também no acesso aos polissomos,
permitindo uma rapida adaptacdo dos parasitas a condi¢cbes as quais sao
expostos, estando também associada a um intenso controle na degradacédo do
MRNA e outros RNAs (CLAYTON & SHAPIRA, 2007), OUELLETTE e
PAPADOPOULOU, 2009).

A andlise protedmica dos diferentes estagios durante o ciclo de vida do
T. cruzi é uma importante evidéncia da expressao proteica estagio-especifica
do parasita. Proteinas expressas somente em uma fase do ciclo de vida ou em
fases especificas podem servir como alvos para possiveis tratamentos ou
vacinas, uma vez que podem ter envolvimento em aspectos fundamentais da
diferenciacéo do parasita (CUERVO et al., 2010; LEIFSO et al., 2007).

1.4 Proteinas de ligacdo ao RNA

Os mecanismos pds-transcricionais de regulacdo da expressao génica
sdo mediados por proteinas de ligacdo ao RNA, as RBPs, e por elementos
regulatérios das regides nado traduzidas (UTRs) dos mRNAs. Ambos se
associam em complexos ribonucleoproteina (RNPs), definindo as redes de
regulacdo, que sdo denominadas regulons de RNA. Os regulons tratam da
regulacdo conjunta de mMRNAs codificantes de proteinas funcionalmente
relacionadas (KEENE, 2007), sendo orquestrado por elementos em trans—
proteinas e RNAs regulatérios — que reconhecem o0s elementos em cis—

sequéncias ou estruturas — presentes nos mensageiros.
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As RBPs estéo envolvidas na regulacao pos-transcricional da expresséo
génica e em processos essenciais para a célula eucariotica, estando presentes
em todos os momentos da existéncia de um transcrito (DE GAUDENZI et al.,
2003; NOE et al.,, 2008). A influéncia das RBPs sobre os mensageiros &
observada nas seguintes etapas: processamento, transporte, taxa de traducao,
localizag&o e estabilidade (SANCHEZ-DIAS e PENALVA, 2006) (Fig. 2).

TRANSCRICAO FATORES DE
| TRANSCRICAQ

| TranscriPTOMA| pre-mRNA

Splicing
v
mRNA

v
TRANSPORTE

ESTABILIDADE

.

LOCALIZACAO

TRADUGAO

l

PROTEINA

~ MODIFICAGOES
POS-TRANSCRICIONAIS

PROTEOMA

FIGURA 2 - REPRESENTAC}AO ESQUEMATICA DOS NIVEIS DE REGULACAO DA
EXPRESSAO GENICA - As RBSs atuam no nivel pds-transcricional, diretamente no

processamento, transporte, estabilidade, localizagéo e tradu¢cdo do mRNA.

FONTE: ADAPTADO DE SANCHEZ-DIAS& PENALVA, 2006.

O dominio de ligagdo ao RNA mais comum entre as RBPs é o RNA
Recognition Motif (RRM), representado na figura 3. Este dominio possui cerca
de 70 a 90 amino&cidos e dois motivos conservados contendo 8 e 5

aminoacidos, RNP-1 e RNP-2, respectivamente, que fazem a interacdo direta
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com as moléculas de RNA (BURD e DREYFUSS, 1994). Desta maneira, 0
dominio pode se ligar a RNAs com maior ou menor afinidade, especificidade e

estabilidade, sendo bem conservado entre os eucariotos (CLERY et al., 2008).

3 5
RNP1: [RK]-G-[FY]-[GAJ-[FY]-[ILV]-X-[FY]

2
RNP2: [ILVI-[FYJ-[ILVI-X-N-L

N AT

ZdNd
LdNY

0
IVAEV

B¢ P B B2

FIGURA 3 — REPRESENTACAO DO DOMINIO RRM - A figura representa a constituicio do
dominio RRM, que é formado por duas a-hélices e quatro folhas B-pregueadas, além de seus

motivos conservados RNP1 e RNP2 de interagdo com o RNA.

FONTE: ADAPTADO DE CLERY et al., 2008.

A partir de andlises bioinformaticas visando a busca de um dominio
conservado baseado em ocorréncia em outros organismos, nosSso grupo
identificou previamente 81 proteinas contendo o dominio RRM em T. cruzi
(GUERRA-SLOMPO, 2012). Dentre as proteinas descritas, a TcDRBD8 foi
selecionada para caracterizacao funcional. Esta proteina em particular possui
dois dominios RRM de interacdo com RNA (Figura 4), além de ser exclusiva de

T.cruzi, estando anotada como uma proteina hipotética.

NH:  RRM . RRM

FIGURA 4 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA TcDRBD8 — A TcDRBD8 é uma
proteina que possui 34 kDa e dois dominios RRM mais préximos de sua por¢gao amino-terminal

(NHy). A figura também apresenta a extremidade carboxi-terminal (COOH) da proteina.
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Adicionalmente, dados acerca do seu perfil de expressdao génica,
recentemente publicados por nosso grupo, indicam particular interesse no seu
perfil de expressao génica (SMIRCICH et al., 2015).

A técnica de Ribosome profiling consiste no sequenciamento dos
fragmentos de mRNAs protegidos pelo ribossomo no momento da traducéo,
sendo possivel assim detectar os mensageiros sendo ativamente traduzidos na
célula (IINGOLIA & WEISMANN, 2009). Em T. cruzi, a TcDRBDS8 foi
identificada como uma proteina diferencialmente expressa nas formas
epimastigota e tripomastigota metaciclica (Figura 5), esta Ultima considerada
de especial interesse por se tratar da forma infectiva (SMIRCICH et al., 2015).
Houve maior associacdo ao ribossomo do seu mRNA codificante na forma
tripomastigota metaciclica do que na epimastigosta, podendo ser um indicio de

maior expressao da proteina nesta fase do ciclo de vida do parasita.
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FIGURA 5 — ANALISE DE RIBOSOME PROFILING DE TcDRBDS - Os picos retratam 0s

nameros de fragmentos sequenciados do mRNA codificante da TcDRB8 nas amostras de

§._

Ribosome profiling, indicando maior associacdo deste RNA aos ribossomos na forma
metaciclica de T. cruzi. O valor de cobertura (eixo y) indica o nimero de fragmentos em

cada posicao do transcrito (eixo x).
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O fato de a proteina TcDRBD8 ser mais expressa na forma infectiva
sugere que a proteina possua um papel importante na regulagdo da expressao
génica durante o processo de infeccao do parasita.

Assim, devido ao fato da TcDRBD8 ser uma RBP exclusiva de T. cruzi,
possuir dois dominios RRM e ser diferencialmente expressa durante o ciclo de
vida de T. cruzi, seu estudo é muito relevante. A caracterizacdo de proteinas
gue possam estar envolvidas na regulacdo da expressédo génica de T. cruzi
pode elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na sua diferenciagao e

contribuir para o entendimento do processo infeccioso do parasita.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Construir ferramentas de genética reversa que permitam a caracterizacao

funcional da proteina TcDRBD8, exclusiva de Trypanosoma cruzi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Clonar o gene de TcDRBD8 em vetores para superexpressao da proteina,

permitindo avaliar seu papel funcional.

Clonar as regides intergénicas do gene TcDRBD8 em vetores para posterior
ensaio de nocaute génico, a fim de avaliar os efeitos da auséncia da proteina

na célula.

Clonar o gene TcDRBD8 em vetores para fusdo da proteina a etiquetas de

captura por afinidade.
Clonar o gene de TcDRBD8 em vetores para expressao da proteina heteréloga

em sistema bacteriano, que permitam a purificacado por afinidade, a realizacao

de ensaios funcionais in vitro e producéo de anticorpos policlonais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Solucgdes utilizadas

TABELA 1 — SOLUCOES UTILIZADAS — A tabela representa as solugdes utilizadas nos

experimentos, bem como seus componentes e respectivas concentragoes.

Solucgéo Reagentes Concentracéo
Azul de Comassie R- 0,1%
Azul de Comassie R-250 250
Metanol 45%
Acido Acético 10%
Acrilamida 0,9%
Tris-HCI pH 6,8 120 mM
Gel de empilhamento SDS 0,1%
para proteinas Persulfato de Aménio 0,075%
TEMED 0,07%
Acrilamida 0,9%
Tris-HCI Ph 8,8 400 Mm
Gel de eletroforese de SDS 0,1%
proteinas Persulfato de Amdnio 0,075%
TEMED 0,07%
Infuso de figado (Difco) 0,5%
Bacto-triptose (Difco) 0,5%
Soro fetal Bovino (Cult 10%
Lab)
Hemina 0,0025%
Meio de Cultura LIT Glicose 10 mM
NaCl 75,3 mM
KCI 54 mM
Na,HPO, 56,4 mM
Ponceau S Sigma P-
Ponceau S 3504 0,5%
Acido Acético 1%
Leite em p6 desnatado 5%
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Solucéo de bloqueio PBS-Tween 0,05%
5%
NaH,PO, 4,3 mM
Solucéo de bloqueio NaCl 137 mM
PBS-Tween 20 0,1% KCI 2,7mM
KH,PO, 1,5 mM
Triton 2%
NaH,PO, 100 mM
Solucgéo de purificagéo Tris-HCI 10 mM
Uréia 2M
NaCl 05M
NaH,PO, 28 mM
NaHPO, 71 mM
Tampao de Amostra SDS 1%
(TA) B-mercaptoetanol 1%
Uréia 6M
Azul de Bromofenol 0,015%
Tris-HCI pH 6,8 40 mM
SDS 1%
Tampéao de Amostra 4x B-mercaptoetanol 2,5%
Glicerol 6%
Azul de Bromofenol 0,005%
Azul de Bromofenol 0,21%
Xileno Cianol FF 0,21%
Tampdo de EDTA pH 8,0 0,2M
eletroforese Glicerina 50%
Tampao de NacCl 140 mM
eletroporacdo
Hepes Acido 25 mM
Na,HPO, 0,74 mM
Uréia 8 M
Tampao de eluicdo NacCl 300 mM
(Coluna de Niquel) NaH,PO, 50 mM
Imidazol 300 mM
NaH,PO, 100 mM
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NacCl 300 mM
Tampéao de lavagem Imidazol 20 mM
Uréia 8M
Tris-HCI pH 8,0 20 mM
Uréia 8 M
Tampao de ligacdo NacCl 300 mM
(Coluna de Niquel) NaH,PO, 50 mM
Imidazol 10 mM
Tampao de revelagéo Tris-HCI pH 9,5 100 mM
com fosfatase alcalina (AP NaCl 100 mM
Buffer) MgCl, 5mM
Tampao de NaH,PO, 100 mM
ressuspensao de proteinas Tris-HCI pH 8,0 10 mM
Uréia 8 M
Tris-base 25 mM
Tampéo SDS-PAGE Glicina 192 mM
SDS 0,1%
NaCl 500 mM
Tampéao de sonicagao Triton 2%
Tris-HCI pH 8,0 20 mM
Tris-base 89 mM
Tampéo TBE (Solucéo Acido bérico 89 mM
estoque 10x) EDTA pH 8,0 2 mM
Tampdo de Tris-base 25 mM
transferéncia de proteinas Glicina 192 mM
(Western blotting) Metanol 20%
TE Tris-HCI pH 7,5 10 mM
EDTA 1 mM

3.2 Desenho dos oligonucleotideos para amplificacdo do gene e

regides de interesse

Para a amplificacdo das sequéncias de interesse através de PCR

(Reacdo em Cadeia da Polimerase) é necessario um par de oligonucleotideos
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iniciadores para cada sequéncia, o universal e o reverso. Os iniciadores foram
desenhados através da ferramenta Primer Select do programa Lasergene
(DNASTAR, Inc.).

Os iniciadores utilizados na clonagem pelo sistema Gateway® foram
desenhados contendo os sitios attB1 e 2, os quais S80 necessérios para a
recombinacéo do fragmento ao vetor pPDONR™221.

Outros oligonucleotideos foram desenhados sem cd6don de parada,
permitindo uma posterior fusédo de sequéncias codificadores para etiquetas na
porcao carboxi-terminal.

Visando a construcdo do cassete para nocaute do gene, foram
construidos dois pares de oligonucleotideos, para amplificacdo das regides a
montante e a jusante do gene.

A tabela 2 mostra 0s sitios necessarios para a construcdo dos
oligonucleotideos iniciadores, bem como caracteristicas essenciais para sua

correta amplificacao.
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TABELA 2 - SITIOS NECESSARIOS PARA A CONSTRUCAO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS

— A tabela indica as regides utilizadas para a construcdo de oligonucleotideos, bem como a

sequéncia do iniciador, enzimas de restricdo para a regido, finalidade da amplificacdo, tamanho

do fragmento esperado e temperatura de anelamento.

j ] TAMANH TEMPERAT
REGIAO INICIADOR 5°-3’ SITIO DE FINALIDADE DA O DO URA DE
RESTRICAO AMPLIFICACAO FRAGMENTO | ANELAMENTO
ESPERADO
Gene Inteiro TCGGGGATCCATGGA BamHI Para transfecgéo 942 pb* 54,2
Universal GTCTTCAAGGGAAAACAG e superexpressao no
T parasita
Gene Inteiro ATGCCTCGAGTTACA Xhol Para transfeccéo 942 pb* 54,8
Reverso GGAGCATTGAATACCCAT e superexpressao no
G parasita
Gene GGGGACCACTTTGTA attB2 Para expresséo 942 pb* 54,8
Gateway® CAAGAAAGCTGGGTCTTA da proteina
com codon de | CAGGAGCATTGAATACCC heter6loga em E. coli
parada ATG e para transfecgéo e
expressao fusionada
no parasita
Gene GGGGACAAGTTTGTA attB1 Para expresséo - 54,2
Gateway® CAAAAAAGCAGGCTTCAT da proteina
sem codon de | GGAGTCTTCAAGGGAAAA heteréloga em E. coli
parada CAGT e para transfecgéo e
Universal expressao fusionada
no parasita
Gene GGGGACCACTTTGTA attB2 Para expresséao 939 pb* 56
Gateway® CAAGAAAGCTGGGTCCA da proteina
sem codon de | GGAGCATTGAATACCCAT heteréloga em E. coli
parada GATT e para transfecgéo e
Reverso expressao fusionada
no parasita
Upstream TCAAGGTACCCTATG Kpnl Construcédo do 234 pb* 59
Universal CCGGCCAAGATTCCACTA cassete para nocaute
do gene
Upstream ATGCGTCGACTTTAC Sall Construcdo do 234 pb* 58,2
Reverso CGTCTCCCAAGCGATACC cassete para nocaute
do gene
Downstream TCGGGGATCCAGATC BamHI/Bglll Construgédo do 424 pb* 57,4
Universal TTATCATCTCGCTTTATTT cassete para nocaute
TGTTTTCGTC do gene
Downstream ATGCAAGCTTTCTAG HindllI/Xbal Construcdo do 424 pb* 56,9
Reverso ATGGGCATATCATTTCTC cassete para nocaute
ATCTTCATT do gene

LEGENDA: *pb (pares de bases).
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3.3 Amplificacdo dos genes e regibes de interesse e clonagem no

sistema Gateway®

3.3.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e purificacdo dos

amplicons

Para amplificacdo do gene TcDRBDS8 foi utilizada a técnica de PCR. As
amplificacbes foram feitas utilizando-se 150 ng de DNA gendmico da cepa
Dm28c de T. cruzi como molde. A enzima Taq DNA Polimerase (IBMP,
protocolo NAT-HIV), foi adicionada a uma solucao contendo 2,5 mM de dNTP,
3mM de MgCl, e o tampéo especifico para a enzima. As condi¢cdes de
amplificacdo foram 1 ciclo de 94 °C por 5 minutos,seguido de 35 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento por 30 segundos (conforme
temperaturas da tabela 2), e extensdo a 72°C por 1minuto e 30 segundos. Ao
final, foi acrescentada uma etapa a 72°C por 5 minutos para garantir a

completa extensdo da sequéncia de interesse.

3.3.2 Eletroforese de DNA

Aliguotas de 5 ul dos produtos de PCR foram misturados ao tampao de
corrida e submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, na presenca de
tampéo TBE, a fim de confirmar o tamanho dos mesmos. O marcador de peso
molecular utilizado como referéncia foi o 1 Kb Plus (Invitrogen).

O gel foi submetido a uma corrente de 100 V, e posteriormente corado
em uma solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/ml) por aproximadamente 30
minutos. ApOs o tratamento com este agente intercalante o DNA pode ser
observado sob luz UV e fotografado através do sistema de captacdo de
imagens UV White Darkroom (UVP Bioimaging Systems).

Os fragmentos foram posteriormente purificados a partir do protocolo
MinElute® PCR Purification Kit (Qiagen) e as amostras foram armazenadas a -
20°C.
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3.3.3 Clonagem dos amplicons no vetor de entrada pDONR™221

A reacdo de recombinacdo entre os fragmentos purificados e o vetor de
entrada da plataforma Gateway® pDONR™221 é mediada pelo complexo
BPClonase™, de acordo com o manual do fabricante (Invitrogen - Catalog nos.
12535-019 e 12535-027). Para a recombinacéo foram utilizados 150 ng do
gene de interesse, 150 ng do vetor pDONR™221, enzima e tampao TE. A
reacao foi incubada a 25 °C por 18 horas e interrompida com 1 uL de

proteinase K por 10 minutos a 37 °C.

A recombinac¢do ocorre entre amplicons flanqueados por sitios attB e as
regides attP do vetor de entrada pDONR™221 (Figura 6).Para a selegcéo das

colénias bacterianas, o vetor pPDONR™221 oferece resisténcia ao antibidtico

canamicina.
18 B altR att R
attB-flanked PCR donor — entry by-product

product or aftB vector
expression clone

clone

FIGURA 6 - RECOMBINACAO SITIO-ESPECIFICA - A enzima BP clonase utiliza o substrato
attB do fragmento e o attP do vetor pPDONR™221 para realizar a recombinagéo sitio-especifica,
gerando como produtos o vetor de entrada (attL) contendo o inserto (gene) de interesse e um

produto secundario linear.

FONTE: MANUAL DO FABRICANTE.

3.3.4. Transformacdo em bactérias quimio-competentes

Os plasmideos recombinados foram incubados com bactérias
Escherichia coli DH5a quimio-competentes por 30 minutos no gelo, na
proporcdo 1:50 (0,1 ug de plasmideo para 50 yL de E.coli). Em seguida, as
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bactérias foram submetidas a um choque térmico para permitir a entrada dos
plasmideos. Apos serem incubadas a 42 °C por 2 minutos foram colocadas no
gelo por 3 minutos. Apds este periodo, foi adicionado 1 mL de meio de cultura
Luria-Bertani (LB) sem antibiotico, e as células incubadas sob agitacdo
constante a 37 °C por 1 hora, para que pudessem se recuperar e comecar a
expressar os genes de resisténcia aos antibidticos antes de serem colocadas
em um meio seletivo. ApGs esse periodo, o pellet foi espalhado em placas
contendo meio solido LB + &gar e antibioticos especificos de acordo com a
resisténcia que cada vetor confere as bactérias transformadas (pDONR™221 —
canamicina 100 pyg/ml , pDEST™17 — ampicilina 100 pg/ml e cloranfenicol 34
pg/ml). As placas foram incubadas por 18 horas a 37 °C para o crescimento

das colbnias.

3.3.5 PCRde colbnia

Ap6s as 18 horas de incubacdo, as colbnias isoladas foram
replagueadas em uma placa com meio LB + antibidticos. Cada col6nia que
cresceu foi plagueada em uma regido especifica na nova placa, de modo a
identificar posteriormente as col6nias. As placas foram incubadas, novamente,
por 18 horas a 37°C

A PCR de colonia foi realizada para verificar o sucesso da
transformacao. Para isso, apdés o preparo do mix contendo dNTP, iniciadores
especificos, tampéo e Taq Polimerase, as col6nias foram coletadas da placa de
transformacdo com um palito estéril e transferidas para um tubo de reacdo. Em
seguida, adicionou-se 0s reagentes e as amostras foram submetidas aos ciclos
de amplificacao citados no item 3.3.1. Em seguida, amostras foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose 1%.

29



3.3.6. Minipreparacédo de plasmideos

As colbnias positivas, confirmadas por PCR de colbnia, foram utilizadas
para a