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RESUMO

O processo de diferenciacdo celular das formas aspigotas para as formas
tripomastigotas metaciclicas do protozodfirypanosoma cruziprocesso este denominado
metaciclogénese, envolve mudancas morfoldégicas@dnais, as quais estdo relacionadas ao
padrdo de expressédo diferencial de varios genatodDda nossa equipe, obtidos através de
experimentos utilizando a técnica de microarranje BNA, juntamente com o
sequenciamento do genoma da cepa CL Brenef.dauzj confirmaram que, durante a
transicdo destas formas, existem genes cujas edgesao moduladas. Foi observado ainda,
gue aproximadamente 55% destes genes que sao ndifdneente expressos, Sao
codificadores de proteinas hipotéticas. Sabendlisse, dez genes codificadores de proteinas
hipotéticas conservadas, com dominios protéicosemdos, que se apresentaram modulados
neste processo de diferenciacdo celular foramisakos. Visando a caracterizagao destes
genes, a plataforma Gateway foi utilizada paral@uno processo de clonagem dos mesmos.
Todos os genes selecionados para o trabalho fdarados em pDEST17. Foram expressas
oito proteinas recombinantes eBscherichia coli BL21(DE3)pLysS, as quais foram
purificadas e inoculadas em camundongos para agimele anticorpos policlonais. Os soros
dos camundongos inoculados com as proteinas repantbs foram retirados por pungéo
cardiaca e purificados. Eles foram utilizados parsaios de imunolocalizacédo e wlestern
blot para a comparacdo com os dados gerados antertermgelo microarranjo.
Paralelamente, também foram observadas, em forrpanastigotas doT. cruzi as
localizacBes celulares das proteinas estudadagatias suas fusdes com a etiqueta GFP. Os
experimentos dewestern blot confirmaram um aumento de expressdo durante a
metaciclogénese para pelo menos uma das dez @®teimgue corrobora com os resultados
de microarranjo obtidos por nossa equipe. Alémodig®s proteinas apresentaram, €m
cruzi, uma localizacéo celular coerente com os respectiominios que elas contém. Assim,
este trabalho fornece informacgdes preliminarespeito de proteinas conservadas de funcéo
desconhecida d®. cruzj sobre as quais pouca ou nenhuma informacéo esgtdndvel em

literatura até o momento.
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ABSTRACT

The process of cell differentiation from epimastagpto metacyclic trypomastigotes
forms of Trypanosoma cruzis called metacyclogenesis. Functional and monaical
changes of the parasite throughout this processredated to the pattern of differential
expression of many genes. Together with the genseaggence of CL Brener strain of
cruzi, data obtained by our team using DNA microarrageginents confirmed that during
this event there are several genes whose expressioodulated. Also, we observed that
nearly fifty-five percent of these genes encodeotiyptical proteins. From these results, we
selected ten differentially expressed genes cotbngonserved hypothetical proteins, with
known domains, that presented modulated in metaggdesis. In order to characterize these
genes, we used a cloning system that allows thesy eropagation and expression, the
Gateway plataform. All selected genes were clonggDEST17 and eight of them generated
recombinant proteins produced Escherichia coliBL21(DE3)pLysS strain. The expressed
proteins were purified and inoculated in mice tdagb polyclonal antibodies. The sera from
mice inoculated with the recombinant proteins wiakeen by cardiac puncture and purified.
They were used on immunolocalization assays.ioruziand western blots to compare with
data previously observed by microarray. Additiopdlbcalization assays in epimastigotes of
T. cruziwere performed using the proteins fusioned to GFfe. experiments of western blot
showed an increase of expression during metacyctsye for at least one of the ten proteins,
which confirms the results of microarray obtaingddur team. In addition, three proteins
showed inT. cruzia cellular localization consistent with their resfive domains. This study
provides preliminary information concerniiig cruziconserved proteins of unknown function

about which little or no information is availableliterature so far.
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1. INTRODUCAO

1.1.CLASSIFICACAO TAXONOMICA DO Trypanosoma cruz

O Trypanosoma cruzfCHAGAS, 1909) é um protozoario flagelado perteneeao
reino Protista, subreino Protozoa. Este organissté mcluido no filo Sarcomastigophora,
subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophora e rord@netoplastida. Nessa ordem é
encontrada, dentre outras, a familia Trypanosomaticha qual esta presente o género
TrypanosomdLEVINE et al, 1980).

A ordem Kinetoplastida abrange protozoarios flages que contém uma regido
especializada, conhecida como cinetoplasto, ond@lereo DNA mitocondrial, também
denominado de kDNA. (SHAPIRO & ENGLUND, 1995; TELREA et al, 2006). Entre os
kinetoplastidas incluem-se os parasitas tripanoaddeps causadores de doencas em
humanos (génercokrypanosomae Leishmanid e os coletivamente chamados de bodonideos
(demais kinetoplastidas). Apenas nos tripanossdeagio KDNA encontra-se como uma rede
complexa de DNA circular condensado, formando un@ssa Unica. Nos bodonideos, o
KDNA pode permanecer difuso pela mitocondria ouesgmtar-se em ndédulos distintos
(SIMPSONet al,, 2002).

O géneroTrypanosomaconstitui um dos géneros mais importantes da f@amil
Trypanosomatidae, pois inclui, além @ioypanosomaruzi, agente etiologico da Doenca de
Chagas (CHAGAS, 1909), outras duas subespéciegygimnosoma brucejue ocasionam
doencas em humanos, comd.d. rhodesiense T. b. gambienseambos agentes da doenca
do sono. Adicionalmente, ainda h& ob. brucei causador da enfermidade conhecida como
nagana, em animais (HIDE, 1999).

Este mesmo género foi dividido em dois gruposrcBtaria e Salivaria, de acordo
com o modo de desenvolvimento do parasita no onte&ldos seus respectivos hospedeiros
invertebrados. O primeiro grupo abrange parasii@ssg desenvolvem no tubo digestivo do
vetor e progridem em direcdo a sua porcao findmioando na liberacdo das suas formas
infectivas através das excretas. Como exemplo dgamo pode-se citar ®. cruzi Ja no
grupo Salivaria séo incluidos os parasitas queeserdolvem no trato digestivo do vetor,
porém, que posteriormente migram para as glandsddisares, para deste modo, ser

inoculados mecanicamente, como no cas®d.dwucei(DIAS, 2000).



1.2.DOENCA DE CHAGAS

Esta enfermidade foi descrita primeiramente peddlioo e cientista brasileiro Carlos
Chagas, que em seu trabalho, publicado no inicisébnlo XX, reportou seus elementos
clinicos, anatomopatologicos e epidemiolégicosnas®mo seu vetor transmissor (inseto da
ordem Hemiptera) e agente etiologicd,rgpanosomaruzi (CHAGAS, 1909).

Segundo dados da Organiza¢cdo Mundial de Saude (VX6{1J), a Doenca de Chagas
esta presente principalmente em paises do corginamiericano, atingindo o Meéxico,
América Central e América do Sul. Nestas localidagdentumero de individuos infectados
chega a aproximadamente 8 milhdes. No entanto,scdssta doenca também ja foram
encontrados em paises ndo endémicos da Europaamanl& e Estados Unidos. De acordo
com o Ministério da Saude (2006), no Brasil ha emd de 3 milhdes de infectados.

Ha evidéncias de que na era pré-colombiana a do#®¢Chagas ja existia. Mumias
chilenas (ROTHHAMMERet al, 1985; FERREIRAet al, 2000) e peruanas (FORNACIERI
et al, 1992) pertencentes a esse periodo foram enconirddasadas cond. cruzi o qual foi
detectado através de exames histoldgicos. AUFDERHH colaboradores (2003) sugerem
que anteriormente a ocupacdo humana, nesta regia hpenas a existéncia do ciclo
silvestre da doenca, sendo que a transmissdo @sitpaera efetuada através do repasto
sanguineo de insetos vetores em animais silve®eteriormente, com o estabelecimento
dos homens neste territério, 0s mesmos foram mhatuheste ciclo na medida em que os
insetos passaram a habitar os ambientes domésticos.

Existem diversas formas de transmissdo da Doeac@&hdgas, dentre as quais se
destaca a via vetorial que consiste na transmidsdo cruzipor meio das fezes do inseto-
vetor hematéfago, o qual pertence a ordem Hemipfarailia Reduviidae, subfamilia
Triatominae. Em meio aos triatomineos, conhecidgsularmente como barbeiros, varias
espécies sao potenciais hospedeiras para o agehigieo, sendd riatoma Panstrongylus
Rhodnius os géneros de maior importancia sob o ponto sta epidemiologico (LARANJA
et al, 1956).

Além da transmissdo vetorial, ainda had a contagAmaatravés de transfusao
sanglinea e a congénita. Transplante de 6rgdosdentss laboratoriais sdo modos de
transmissao mais raros (TANOWIEZL al, 1992).

Recentemente, também foram registrados varios cesosntracdo da doenca a partir
da ingestédo de cana-de-acucar e suco de acai ¢oatlrs com formas infectivas do parasita,
como ocorrido, respectivamente, nos estados deaSaaiarina (DIASet al, 2008) e da
regido amazonica (MARCIL&t al, 2009; PINTCet al, 2008). Por esta via de inoculagéo, os
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tripanossomas penetram diretamente pela barrestogdaestinal ou através de lesGes na
mesma, levando, muitas vezes, o individuo ao ¢BifkdRBOSA, 2006). Além disso, também
na regido amazoénica, diversos casos de individofestados pela via vetorial tém sido
reportados (COURAt al, 2002a; 2002b).

A cepa, sua viruléncia, tamanho do inoculoTd@ruzi via de inoculacao, e a idade,
sexo e raga do individuo infectado sdo fatores igflaenciam no desenvolvimento da
doenca. Em linhas gerais, duas fases distintasnpsde observadas: a fase aguda e a cronica.
A fase aguda é caracterizada como a etapa inigiehtermidade, sendo rapida, com duracao
de 4 a 12 semanas, e com elevada parasitemiamgenal assintomatica. Nela, quando
aparente, os sintomas verificados sdo febre, i@fit@m dos nodos linfaticos,
hepatoesplenomegalia, nausea, vémito, miocarditeg @utros. Em geral, eles desaparecem
mesmo sem tratamento. A fase crénica distinguiasagiida por possuir uma evolucao lenta e
por apresentar uma queda na taxa de parasitensta Nee, que ocorre anos apos a aguda,
também ha um decréscimo dos niveis de IgM e um @tenge 1gG (SOUZA, 2000).

Alguns casos agudos da Doenca de Chagas podemrevata a chamada forma
cronica indeterminada, na qual os pacientes ndeseptam sintomas ou exames clinicos
alterados. No entanto, uma grande parcela dostagfes por esta moléstia evoluem para as
formas crbnicas determinadas: forma cardiaca, api@sdo arritmias cardiacas,
cardiomiopatia dilatada, insuficiéncia cardiaca gemtiva (CHAGAS, 1927) e eventos
tromboembdlicos (TANOWITZet al, 1992), ou forma digestiva, na qual sdo observadas
desordens gastrointestinais que se manifestam absfagia, quando ha megaesodfago, e
como constipagdo intestinal, quando ha megacoloBZERIDE & MOREIRA, 2000;
TEIXEIRA et al, 2006).

Os sintomas tipicos da forma cardiaca crénica dengg adquirida através do
barbeiro, aparecem de 5 a 15 anos apoés a infengéal (COURA, 2007a). Este pode ser
considerado um tempo longo, visto que na infecgla ya oral, o periodo de incubacao do
parasita é de 5 dias (BARBOSA, 2006).

Em relacdo a variavel idade, geralmente infecgdesacometem criangcas menores de
2 anos sao fatais, quando presentes meningoeteefainsuficiéncia cardiaca (COURA,
2007D).

Vacinas contra esta doenca ndo existem e o tratamagda € probleméatico uma vez
que as drogas utilizadas, nifurtimox e benzonidagelam severos efeitos colaterais nos
pacientes. Embora haja discussofes relacionada®ado ae acédo desses farmacos, acredita-se

que o primeiro atue sobre o mecanismo de detogdiwale radicais livres do parasita (j& que



anions superoxidos e peroxido de hidrogénio sdadgsrpela droga) e que o segundo resulte
na inibicdo da sua sintese protéica (DOCAMPO & SFARI, 1979; GRUNBERG,1968).

1.3.FORMAS EVOLUTIVAS DO Trypanosoma cruz

Durante o ciclo de vida dd. cruzi podem ser evidenciadas diversas formas
evolutivas, dentre as quais se podem citar tréeipais: as formas amastigota e epimastigota,
ambas replicativas, e as formas tripomastigotéectivas (TANOWITZet al, 1992).

Os amastigotas (figura 1.1A), conhecidos tambémocesfieromastigotas, apresentam
uma morfologia arredondada, geralmente com 3 a Sdgmdiametro, e um flagelo muito
curto, muitas vezes reduzido ao segmento contidootsa flagelar. Sdo formas replicativas
intracelulares que em decorréncia de lise celudar lgheradas na circulagdo sanguinea.
Segundo CARVALHO & DE SOUZA (1986) e LE¥t al. (1988), os amastigotas também
sdo capazes de infectar células de vertebradogngdodassim, acarretar no surgimento de
novas células infectadas.

Epimastigotas (figura 1.1B) sédo células fusifornrmsdindo de 20 a 40 um de
comprimento. Possuem nucléolo definido e cinetoplasn forma de bastdo e em posicéo
anterior ao nucleo, o qual é esférico e contém gdweterocromatina. Sao capazes de se
dividir, podendo ser encontrados no intestino detio vetor e em culturas axénicas em fase
logaritmica de crescimento. Formas semelhantes eoisnastigotas, os chamados
epimastigote-like provavelmente formas de transicdo entre amaasget tripomastigotas,
estdo presentes em células do hospedeiro vertebredwlo os amastigotas se transformam
em tripomastigotas, ou vice-versa, quando um ndalo mtracelular é iniciado (ALMEIDA-
DE-FARIA et al,, 1999).

Os tripomastigotas (figura 1.1C) possuem aproximmeide 25 pm de comprimento e
2 um de didametro. Células nesse estagio evolutim apresentam um nucléolo evidente.
Possuem um nucleo mais alongado com um aumentcetéeobromatina em relacdo aos
epimastigotas. Nao séo capazes de se dividir, ssxxdosivamente infectivos. Nestas formas
celulares o cinetoplasto é visto posteriorment@@deo, com uma forma mais arredondada
devido, possivelmente, a diminuicdo no grau de eotpanento do KDNA. Estdo presentes
em células do tecido e no sangue do hospedeirehbrado, onde sdo denominados
tripomastigotas sanguineos. Além disso, sdo obdesvaa porcédo posterior do intestino do

inseto vetor e nas suas excretas, onde sdao chardadogpomastigotas metaciclicos. Em



adicdo a isto, sdo visualizados em fase estacaodaricrescimento de culturas axénicas e na

fase liquida de culturas de células.

Figura 1.1. As trés principais formas evolutivas ddrypanosoma cruz. Representacao esquematica
das formas amastigota (A), epimastigota (B) e mastigota (C). (modificado de
http://lineu.icb.usp.br/~gwunder/3tripanosomiase Anana.ppt).

1.4.CICLO DE VIDA

O ciclo bioldgico doT. cruziconsiste na alternancia entre um hospedeiro vadebr
(mamifero) e um invertebrado (inseto), como podevé&o na figura 1.2. Este ciclo &
iniciado quando o inseto triatomineo se alimentasdogue periférico de um mamifero
infectado, deste modo, ingerindo tripomastigotasggimeos. No estdbmago do inseto, o
parasita passa por um processo de transformacacapdormas epimastigotas, que migram
para 0 seu intestino. Neste local, os epimastigotakiplicam-se intensamente por fissdo
binaria e quando alcangam a porcao final do imestmais precisamente no reto, sofrem
diferenciacdo para as formas tripomastigotas nadizas, as quais sdo eliminadas com as
fezes ecapazes de infectar o hospedeiro vertebrado.

Esta diferenciacdo das formas epimastigotas parafoamas tripomastigotas
metaciclicas é denominada metaciclogénese e, edi¢céas naturais, depende da interacdo
hidrofobica entre o flagelo do parasita e a pareterna do aparelho digestivo do inseto
(SOUZA, 1984; BONALDCet al, 1988; KOLLIEN & SCHAUB, 2000).

Logo apos o repasto sanguineo, quando eliminadoslgjetos do vetor invertebrado,
0os tripomastigotas metaciclicos podem penetrar ospddeiro vertebrado através de
descontinuidades na epiderme, como por exemplopraprio local onde houve a lesao

causada pela picada, ou até mesmo através de muocosamembranas conjuntivas,
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ocasionando a infeccdo (GARCIA & AZAMBUJA, 1991; BRA, 2002; TEIXEIRAEet al,
2006).

A partir do sitio de infeccao inicial, os parasipaslem atingir a corrente sanguinea e
infectar varios tipos celulares. O tripomastigot@tawiclico € internalizado através de
pseuddpodos emitidos pelas células hospedeirasfneapece horas no interior do vacuolo
parasitoforo. A fusdo desse vacuolo com os lisossolava a um aumento da acidez no
interior desta estrutura onde se encontra o parasgue inicia o processo de diferenciacao da
forma tripomastigota para a amastigota. Paraleltanercorre a degradacdo gradual da
membrana vacuolar pela acdo de uma enzima secrpildaparasita, a TcTOX, cuja
molécula é semelhante a porina (ANDREWS, 1993).

Uma vez no citoplasma, os amastigotas sofrem suasgsdivisdes por fissdo binaria e
entdo iniciam o processo de transformacdo parant@gtigotas sanguineos. Durante a
transformacao, ocorrem mudancas na organizacabdgecglula, na estrutura do cinetoplasto
e no flagelo, o qual sofre um alongamento até gkraR0 um de comprimento (MEYER &
SOUZA, 1976). Através do intenso movimento flagelas tripomastigotas sanguineos
causam o0 rompimento da célula hospedeira, consemuente ocasionando sua liberacéo
para 0 meio extracelular, onde os mesmos podemtanf@ovas células do organismo ou
serem ingeridas por outro inseto vetor durante w repasto, fechando o ciclo (SOUZA,
2002).

As diferentes condi¢cdes ambientais encontradaspaebsita durante a transicédo pelos
hospedeiros mamifero e invertebrado, e até mesmantgua passagem atraves do sistema
digestivo do inseto vetor, desencadeiam mudancasxpeessao génica do protozoério,
consequentemente resultando em diferencas morgalggiultra-estruturais, funcionais e
bioquimicas entre os diversos estagios evolutipossentados por este organismo (BRENER,
1973; ZELEDON, 1999; TYLER & ENGMAN, 2001).
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Figura 1.2. Ciclo vital doTrypanosoma cruz
(modificado de www.dpd.cdc.gov/dpdx)

1.5.METACICLOGENESE

No ciclo evolutivo doT. cruzji cada uma das formas morfolégicas apresentam
caracteristicas proprias. Entre elas, podemos c#arcapacidade diferenciada dos
tripomastigotas metaciclicos em infectar o hospedeertebrado (SOUZA, 1984). Essas
formas séo viabilizadas através da metaciclogénpsecesso de transformacdo dos
epimastigotas, ndo infectivos, para as formas fivigx; tripomastigotas metaciclicas.

Como citado anteriormente, essa diferenciacdo eaorvivo no intestino do inseto
vetor e € essencial para a progressao do cicldddedo parasita. Portanto, o estudo deste
processo é de suma importancia tanto para o sendimtento como um fenédmeno biolégico
bésico, quanto para a compreensdo do mesmo visandentificacdo de alvos para o
desenvolvimento de agentes profilaticos para a@ode Chagas. Além disso, esse processo
€ de grande interesse, pois envolve a modulac@xul@ssao génica do protozoario, a qual
esta relacionada com sua infectividade (CONTRERASE., 1985a).

Nesse sentido, com o0 objetivo de ampliar os contaEwios em relacdo a este
processo, condicdes ambientais encontradas pelasifgardurante o momento da sua
diferenciacdo foram mimetizadas em laboratorioavds da utilizacdo de meios de cultivo
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quimicamente definidos que reproduzem essas cargligdrnou-se possivel o estudo da
metaciclogénesm vitro do T. cruzi(CONTRERASet al, 1985b; BONALDOet al, 1988),
usando-se como padréo o clone Dm28c (CONTREBR®A&, 1988). Este fato foi de grande
importancia, pois facilitou as pesquisas nas aleaggulacdo da expressédo de genes estagio-
especificos e diferenciacdo celular, aléem de dautripara a elucidacdo de mecanismos
envolvidos com o potencial de infec¢géo do parasita.

De modo similar ao que ocorre no trato digestivdrd@omineo, a metaciclogénese
vitro também requer a ades&do dos epimastigotas a urtrasab@ONALDO et al, 1988;
SCHAUB, 1988). Esta etapa de adesdo acontece &p@s formas sofrerem um estresse
nutricional, que é causado pela sua transferémcimealo LIT Liver Infusion Tryptosg rico
nutricionalmente, para o meio TAWIificial Triatomine Uring, o qual consiste em uma
solucéo ligeiramente hipertdonica que se assemslitaridicdes ibnicas encontradas na urina
do inseto vetor. Apds duas horas de incubacao eim TdJ, no qual os parasitas se aderem
ao substrato, os mesmos sdo transferidos para o deidiferenciacdo denominado
TAU3AAG (meio TAU acrescido de prolina, acido glumi&o, acido aspartico e glicose),
onde permanecem por 96 horas. Decorrido este pertmica de 80% dos epimastigotas
encontram-se diferenciados em tripomastigotas nuofitaws (BONALDO et al, 1988). De
acordo com CONTRERASt al. (1988), no final do processa vitro, os metaciclicos sao
encontrados exclusivamente no sobrenadante daael@apresentam as mesmas propriedades
biolégicas que os parasitas diferenciados no ingetor. Poucas horas apos o inicio do
processo, 0s epimastigotas mostram-se resistehsespelo complemento, caracteristica esta,
apresentada por tripomastigotas metaciclicos (NOBRKBEt al, 1975).

Estudos envolvendo a metaciclogénaseitro sugerem que o estresse nutricional €
importante para a ocorréncia do disparo da diféaeéo, pois, segundo FIGUEIREDED al
(2000), os fendbmenos de adesdao e diferenciacatarcefio interrompidos caso as condicdes
de nutricdo sejam restauradas apos o periodo st Além disso, CASTELLANSt al
(1967) e CONTRERA®t al (1985b) citam o estresse nutricional como semddator capaz
de induzir a metaciclogénese, evidenciando sua ridpga para o inicio deste processo.
Durante esta fase de privacdo de alimento, ocoredivacdo de enzimas presentes no
reservossomo do parasita, o que leva a degradaggooteinas estocadas no seu interior,
consequentemente acarretando no desaparecimersa oegmnela (SOARESt al, 1989;
URBINA, 1994; SOARES, 1999). Os aminoacidos geradms/és da quebra dessas proteinas
sado liberados para o citoplasma da célula e uliigacomo fonte de energia para dar

prosseguimento a diferenciacéo celular.



A metaciclogénese também pode ser induzida porefateéricos (CONTRERASt
al., 1985b; DUSANIC, 1980) e AMP ciclico (GONZALES-RBOMO et al, 1988), ja que o
aumento da concentragdo deste no parasita, catrsmsdormacdo de epimastigotas para
tripomastigotas metaciclicos.

Adicionalmente ao AMP ciclico, os ions 'CaK®, PQ; e HCQ s&o descritos como
agentes que facilitam a metaciclogénese (KRASSN#Ral, 1991). Durante a fase
estacionéria de crescimento dos epimastigotaspmasentracdes de polifosfatos de cadeia
curta e longa, presentes no acidocalcissomo dsigmraofrem um aumento. Em condi¢cdes
de estresse hiposmaotico ou alcalino, essas mo&séla hidrolisadas levando a liberagcéo de
Ca™ da organela. Este ifon, por sua vez, possibilifpostas rapidas as mudancas ambientais
enontradas pelo parasita. Portanto, os polifosféamsbém podem estar envolvidos na
regulacdo da metaciclogénese (R@tal, 2001).

Mudancas na composicéo lipidica do parasita tanmd@nevidenciadas no percorrer
deste processo. As concentragfes dos acidos tnotemiristico sdo aumentadas, enquanto
as dos acidos palmitico, estearico e linolénicaesofum decréscimo (ESTEVES& al,
1989). Modificagbes nos agucares de superficimb&ervadas nos parasitas (DE ANDRADE
et al, 1991), o que acarreta em alteracdes na pernuzaigl e fluidez da membrana. A L-
prolina também foi descrita como um estimulantengdaciclogénese (CONTRERAS al,
1985b; HOMSYet al, 1989) e da diferenciacdo das formas amastigudas as formas
tripomastigotas no interior das células do hospedairtebrado (TONELLEt al, 2004).

As mudancas morfolégicas sofridas pelb cruzi durante o processo de
metaciclogénese refletem as modulagcdes no perbikgeessdo génica (CONTRERASaL,
1985a) e a reducao no nivel de transcrigdo quelsservadas no mesmo (GOLDENBERG
al., 1985). Alguns dos varios genes transitoriamespressos durante esse processo
apresentam uma regulacdo pos-transcricional efitiafravés da sua mobilizacéao diferencial
para os polissomos (AVILAet al, 2001; FRAGOSCet al, 2003). Ainda é importante
salientar que a expressao de proteina-quinases dillada durante a metaciclogénese
(ULLOA et al, 1988; OCHATTet al, 1993), o que indica a participacdo de mensageiro
secundarios e a transducao de sinais no processmuBo lado, inibidores de poli-ADP
ribosilagcdo (ISOLAet al, 1987) e inibidores de proteases (BONALBOal, 1991) foram
descritos como capazes de interromper o processidatenciacdo, assim como o anion Cl
(KRASSNERet al, 1991).

A metaciclogénes vitro, em meio quimicamente definido, pelo fato de p#rroi

isolamento de células em vérios estagios de didexefio,tem sido o modelo adotado pelo



NOSSO grupo para caracterizar a expressao génscdifieaentes fases da metaciclogénese do
T. cruzi(AVILA et al, 2003).

1.6. CARACTERISTICAS CELULARES DO PARASITA

Peculiar da ordem Kinetoplastida, faz-se preseafe cruziuma mitocondria Unica e
diferenciada, com um DNA composto por moléculasutéres denominadas maxicirculos e
minicirculos, que concatenados, formam uma estuitllamada cinetoplasto, o qual
compreende aproximadamente 25% do conteudo tot&INdd celular (SOUZA, 2003). Os
maxicirculos portam genes codificadores de proteméocondriais e RNA ribossémico,
basicamente envolvidos na via de fosforilacdo dkidgdSIMPSON et al., 1987; SHLOMAI,
2004) enquanto os minicirculos codificam molécutkess RNA guia que participam no
processo de edicdo (através da insercdo e, mesgisefitemente, delecdo de uridinas) dos
MRNA transcritos a partir dos maxicirculos (MADIS@NTENUCCI et al, 2002).

Varias estruturas estdo presenteg§ noruzi porém, trés delas séo bastante evidentes:
0 nucleo, cinetoplasto e flagelo (figura 1.3). @Qugde compactagdo do material genético
nuclear e do cinetoplasto varia de acordo com ég@stevolutivo em que 0 organismo se
encontra, bem como o comprimento do flagelo e ssécf@io celular em relacdo a estas duas
estruturas, como descrito no topico anterior. Celndle compactacdo da cromatina esta
relacionado ao padréo de transcricdo do parasitaefm, formas replicativas possuem uma

maior atividade transcricional que as células etdges infectivo (ELIASet al,, 2002).

Reservossoma

Microtubulos
subpeliculares

Nucleo

Flagelo Nucléolo

Citéstoma

Axonema
Acidocalcissoma
Estrutura paraflagelar

Vacuolo contratil Mitocéndria
Bolsa flagelar

Cinetoplasto Glicossomo

Figura 1.3. Esquema das estruturas subcelulares den epimastigota deT. cruz
(modificado de SOUZA, 2008)
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Assim como na maioria dos eucariotos, o flageltdpanossomas sédo formados pelo
axonema, constituido de microtubulos na conform&®dse 2, que conduz o movimento
flagelar. Caracteristico dos tripanossomas € atasdr paraflagelap@raflagellar rod -PFR),
um filamento semi-cristalino que se estende poo mdlagelo, ao longo do axonema. Além
de ser um importante elemento estrutural, o PFR gsthr relacionado com a agregacéao de
proteinas regulatérias e metabdlicas que contribp@m a funcéo do flagelo (RALSTON &
HILL, 2008). Estudos de RNA antisenso eifirypanosoma bruceidemonstraram o
requerimento desta estrutura interrompe a motiédadrmal do flagelo (BASTINet al,
1998).

A membrana plasmética deste organismo € cobertamparsuperficie de glicocalice
composto por diversas proteinas integrais e pmd®noltadas para o ambiente extracelular,
as quais podem sofrer modificacoes formando a® gitipoproteinas de superficie. Deste
modo, existem proteinas e glicoconjugados complpresos a membrana através de ancoras
glicosilfosfatidilinositol. Estas moléculas que aboem o organismo atuam como mediadoras
no processo de interacao do parasita com a céslzedeira (HEISEt al, 1996).

Logo abaixo da membrana plasmatica, na face gitrar, encontra-se uma camada
de microtubulos, designados microtubulos sub-plies, que conferem ao
tripanossomatideo resisténcia mecanica e rigidé{K& GULL, 1998; SOUZA, 2003).

Na regido de emergéncia do flagelo esta localizablalsa flagelar. Esta estrutura é
formada por uma depressdo no local onde ocorrengdgudas membranas plasmatica e
flagelar (SOUTO-PADRON & DE SOUZA, 1979). Este € uUatal que ndo apresenta
microtubulos sub-peliculares (OVERATIdt al, 1997), mas que contém uma grande
guantidade de receptores. Por este motivo, supdaesa bolsa flagelar seja uma regido onde
ocorra intenso trafego vesicular. Existe ainda, wuafra invaginacdo menor, localizada
proxima a bolsa flagelar: o citéstoma, cuja funiginbém estéa relacionada com a absorcgéo de
nutrientes advindos do meio externo (TYLERal, 2003). Internalizados em vesiculas, 0s
nutrientes oriundos da bolsa flagelar e do citéatsfip transportados para 0S reservossomos:
estruturas esféricas, envoltas por membrana, elacast com maior frequéncia na regiao
posterior do parasita. Todas as macromoléculasidage pela célula sdo estocadas nesta
organela, que possui em seu interior grandes glzales de proteinases, dentre elas, a
cruzipaina (CAZZULOet al, 1997). Por este motivo, foi proposto que 0S KESSOMOS
seriam compartimentos pré-lisossomais (SOARESA, 1992).

A presenca do glicossomo € um outro aspecto deeedcia os tripanossomatideos
dos demais organismos. Essa organela esta didailpor todo o citoplasma celular e contém

as enzimas envolvidas na glicélise e proteinasimeladas com a fixacdo de carbono e

11



sintese de pirimidinale novo (HANNAERT et al, 2003; SOUZA, 2003). As proteinas
glicossomais sao sintetizadas no citoplasma egposhente, transportadas para o interior
dos glicossomos, devido a presenc¢a de um peptiio s

No T. cruziainda existe o acidocalcissoma, uma organelafangio € estocar ions
calcio, essenciais para a sinalizacdo e invasaadacetio parasita na célula hospedeira
(MORENO et al, 1994; LU et al, 1997; VIEIRA & MORENO, 2000) e outras duas
organelas também estocam célcio intracelular: wulet endoplasmatico e a mitocondria
(DOCAMPO & VERCESI, 1989a, 1989b), no entanto, e€iste € encontrado em maior
quantidade no acidocalcissoma. Além da estocagerald®, esta estrutura realiza o estoque
de pirofosfato, regula o pH citoplasmatico atradésuma H-ATPase localizada em sua
membrana e controla a osmorregulacao celular (DORAN: MORENO, 1999, 2001).

1.7.GENOMA DO Trypanosoma cruz

O material genético dos tripanossomatideos apresentividido em duas fragdes:
nuclear e mitocondrial (KkDNA). . cruzi como espécie, é bastante heterogéneo a nivel
gendmico. As diferentes cepas dessa espécie eeatéas clones derivados de uma mesma
cepa apresentam uma grande variacdo quanto ao médmeromossomos e conteudo total de
DNA (Mac DANIEL & DVORAK, 1993; MACHADO & AYALA, 2001). O genoma deste
parasita apresenta uma grande plasticidade tantonimoero como na estrutura dos
cromossomos, sendo ambos possibilitados, provaméémnepor trocas genéticas entre
organismos desta espécie (MACHADO & AYALA, 2001; GNT et al, 2003), embora haja
evidéncias de que as populagfes sejam originagdsmpinantemente através da propagacéo
clonal (TIBAYRENC & AYALA, 2002).

Uma peculiaridade dos tripanossomatideos € q@s @sio apresentam condensacao
cromossbmica (VICKERMAN & TETLEY, 1977), apesar daridtipo ser estavel nas
diferentes formas evolutivas (AYMERICH & GOLDENBER®989; HENRIKSSONet al,
1995). A cromatina € diferentemente distribuidandeleo celular dependendo da fase do
ciclo em que a célula se encontra. Enquanto na@aseo ciclo celular a cromatina localiza-
se preferencialmente na regido central do ndclaofase S ela é visualizada na periferia
nuclear, local onde ocorre a replicacao (EL&%l, 2002).

Em 2005 foi concluida a montagem do genomal doruzi o qual foi sequenciado
pela técnica dewhole genome shotgufWGS). O projeto genoma deste parasita foi

concretizado através de um consércio formado pdéle Institute for Genomic Research
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(TIGR), Seattle Biomedical Research Instit(88RI) eKarolinska InstitutgKl). A cepa CL
Brener foi a escolhida para o sequenciamento porbee caracterizada bioquimica e
parasitologicamente (ZINGALES$t al, 1997) e por ser considerada representativa para
universo de cepas circulantes Tecruzi. Anteriormente a este projeto, através de analise
densitométrica da separacdo por PFGE, acreditagaes@sta cepa continha um genoma de
87 Mb distribuidos entre 64 cromossomos (CA&Q@L, 1995). Com o término da montagem
do sequenciamento, estimou-se que o0 genoma dipddigmrasita possuia aproximadamente
110 Mb, com cada haplétipo contendo cerca de 12dged@s, sendo que mais de 50% do
genoma constituiu-se de sequéncias repetitivas astap por familias de proteinas de
superficie, retrotransposons e elementos subteicmsér Estes fragmentos repetitivos,
juntamente com a natureza hibrida desta cepa,uliifiam e tornaram o processo de
montagem bastante trabalhoso. Dentre as familingag de maior representatividade no
genoma dd. cruziencontram-se as trans-sialidases (TS), protemasigerficie associadas a
mucina (MASP), mucinas e a glicoprotease de supemip63, que juntas perfazem 18% dos
genes codificadores de proteinas. No total foraemtificados 23.216 provaveis genes
codificadores de proteinas, geralmente organizadosongosclusters sendo 11.398 genes
de funcédo determinada através de experimentacgmrobiomologia, 9.975 codificadores de
proteinas hipotéticas conservadas e 1.843 codifieadde proteinas hipotéticas exclusivas de
T. cruzi(EL-SAYED et al, 2005a).

Interessantemente, proteinas sinalizadoras comproteina G heterotrimérica,
receptores do tipo serpentina, dominios de inter&#d2 e SH3, fatores regulatérios de
transcricdo e diversos receptores cataliticos oo encontrados no genoma do protozoario.
Por outro lado, proteina-quinases e proteina-fasést mostraram-se abundantes. Em torno de
167 genes de proteina-quinases distintos foramnadases, o dobro do apresentado pelo
Plasmodium falciparum(WARD et al, 2004) e 30% maior que o0 deparado em
Saccharomyces cerevisiae

Devido & publicacdo também recente do genoma rifmnossomatideo$. brucei
(BERRIMAN et al, 2005) eLeishmania majoIVENS et al, 2005), analises comparativas
entre eles e @. cruzitornaram-se possiveis: 6.158 grupos de gene®ga®|(COGclusters
of orthologous gengsnostraram-se compartilhados entre os trés ongasise 1.014 COGs
apresentaram-se em somente dois deles (EL-SA¥EDl, 2005b). Apesar de terem
divergido ha mais de 200 milhdes de anos (OVERATIHL, 2001; STEVENSet al, 2001),

esses tripanossomatideos possuem um alto graotdeigigénica.
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1.8. TRANSCRICAO POLICISTRONICA E TRANS-SPLICING

De um modo geral, 0os eucariotos apresentam umactigio monocistronica que
consiste na transcricdo individual de cada gene,seja, cada mMRNA é transcrito
separadamente, sendo este composto por éxonsmsirfortanto, para que o mRNA maduro
seja formado, faz-se necessario uma reacauseplicing na qual os introns sdo removidos
do transcrito primario (pré-mRNA) e os éxons séddas (PROUDFOOet al, 2002).

Diferentemente desse padrao monocistronico, oanogsomatideos apresentam uma
transcricdo policistronica (JOHNSO&t al, 1987; TEIXEIRA & DAROCHA, 2003) e néo
apresentam interrupcdes por introns, com excec@@m® da enzima poli-A polimerase, para
o qual foi relatado a presenca de sequéncias ioa®memT. cruzie T. brucei(MAIR et al.,
2000). A transcricédo polistronica € representadaupo Unico RNA gerado pela transcricao
de dois ou mais genes em tandem, os quais ndogmog$sncdes relacionadas, ao contrario do
gue ocorre no caso de operons bacterianos. Curazdamgenes de uma mesma unidade
policistrénica podem ser expressos em quantidaideeites, ressaltando a importancia de
mecanismos poés-transcricionais no controle da espregénica (VANHAMME & PAYS,
1995).

Os RNAs policistronicos séo processados pelo mseenidetrans-splicing (VAN
DER PLOEG et al, 1982; SUTTON & BOOTHROYD, 1986) para gerar uniesd
monocistronicas maduras. Neste processo, simildanam que ocorre nois-splicing as
unidades codificadoras sao individualizadas e aemewtlade 5 de cada uma delas, é
adicionada uma sequéncia extremamente conservagugie-especifica, de 39 nucleotideos,
chamada depdiced leader(SL) ou mini-éxon (McCARTHY-BURKEet al, 1989; NILSEN,
1992). Como pode ser visto na figura 1.4, duas cotd€ de RNA participam deste processo:
0 RNAspliced leade(SL-RNA) e o prée-mRNA. O SL-RNAossui cerca de 110 nucleotideos
(ZWIERZYNSKI & BUCK, 1991) e contém dois dominiosparados pelo sitio doador de
splicing o dominio 5’ denominado mini-éxon, e o domini@8trespondente ao intron, sendo
que o primeiro é adicionado ao sitio aceptosmleingno pre-mRNA. Este sitio € composto
pelo dinucleotideo AG localizado a jusante de uragido rica em pirimidinas (DE
LAFAILLE, LABAN & WIRTH, 1992).

Para finalizar o processo de maturagcdao do mRNAad@onados simultaneamente ao
MRNA uma cauda poli-A na sua extremidade 3’ e oi-@won (contendo o cap 4) na regiao
5 (ULLU & TSCHUDI, 1991; LEBOWITZ et al, 1993). O cap 4 é assim chamado por
possuir 0s quatro primeiros nucleotideos ap6s a&ti-guanosina, metilados. Esta estrutura
peculiar dos tripanossomatideos esta implicadatabiidade do mRNA, no seu transporte e
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regulacdo traducional (STOVER, KAYE & CAVALCANTI0R6). A regido rica em residuos
de pirimidinas e a sequéncia consenso (AG) regaladicdo do mini-éxon e da cauda poli-
A. Delecbes nestas regides impedem o correto pacemto destes transcritos
(MATTHEWS et al, 1994).

S;I,SS BP 3:IISS
@ SLIGU A—Py—AG[__fon__|
SL-RNA Pré-mRNA
l/
&
cap[ SL.] A—Py—AG[_Fxon_|
~
: o
SLT Fxon Jrs A—Py—AG
mRNA

o

Figura 1.4. Representacdo esquematica do processetoans-splicing em tripanossomatideosO
RNA spliced leader (SL-RNA) contém o sitio (GU) gjdicing 5’ (5’ SS) e o pré-mRNA apresenta o
sitio aceptor (AG) de splicing 3' (3' SS). Estaimih molécula também possui uma adenosina
conservada (A) que é utlizada como ponto de raagho (BP) no processo e um trato de
polipirimidina (Py). O mRNA maduro é gerado mededuas reagdes de transesterificacdo (1 e 2).
Apbs, ocorre o processo de clivagem e poliaderilé§8f seguido da desramificacdo e degradacdo do
intermediario em Y (4). A estrutura cap 4 (cap) eaada poli-A (pA) estdo indicadas na figura.
(modificado de MAYER & FLOETER-WINTER, 2005).

As trés RNA polimerases, |, Il e lll, ja foram iddicadas em tripanossomatideos
(CORNELISSENet al, 1989; CORNELISSENet al, 1990; KOCK & CORNELISSEN,
1991) através de similaridades estruturais conlipadias com as RNA polimerases de
eucariotos superiores (VANHAMME & PAYS, 1995). Osngs que codificam para as
subunidades principais ja foram clonados e caiaattos (KOCKet al, 1988; EVERSt al,
1989; JES®t al, 1989; SMITHet al, 1989).

Entre as diferencas observadas entre as RNA palsesrdos tripanossomatideos e

dos eucariotos superiores, destacam-se as alterag@®eextensdo C-terminal da RNA
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polimerase Il (auséncia das repeticoestandemde heptapeptideos nos tripanossomas) e a
susceptibilidade das RNA polimerases dos tripammatideos frente a inibidores comai-a
amanitina (LAUFERet al, 1999). Em adicdo a isto, aparecem diferencatepandéncia de
Mn?*, na utilizacéo de fita simples e no reconhecimet@gromotores especificos entre as
polimerases desses dois grupos de organismos gagosc EmT. brucej de modo geral, a
RNA polimerase | transcreve RNAs ribossémicos eegede glicoproteinas variaveis de
superficie (VSGs), enquanto a RNA polimerase do lipgenes codificadores de proteinas,
incluindo genes do mini-éxon. A RNA polimerasettdinscreve moléculas de RNA nucleolar
e de transferéncia (GILINGER & BELLOFATTO, 2001).sAregibes promotoras das
polimerases | e lll j& foram evidenciadas, contudopromotores associados a transcricao dos
genes que codificam proteinas ainda ndo foram ifamaos (LANDFEAR, 2003), com
excecdo de um promotor associado ao gene do noni-@UNESet al, 1997). A atividade

de alguns promotores de cruziparece ser controlada por fatores de transcric&sgo
cepa-especificos (TYLER-CROSS al, 1995). No entanto, NUNES e colaboradores (1997)
demonstraram que o promotor rRNA de cepas do grépfuncional apenas entre as cepas
desse mesmo grupo, enquanto 0 mesmo promotor de degrupo Il sdo ativos em cepas de
ambos 0s grupos.

Acredita-se que os promotores para a RNA polimellasstejam alojados em locais
do genoma conhecidos constrand-switch regionIVENS et al, 2005), regides que
delimitam longos transcritos policistrénicos queestendem por dezenas a centenas de genes
(chegando a possuir 82 kb de comprimento, comoroimassomo 1 déeishmania major
pertencentes a uma mesma fita de DNA molde (WORTHKEAL, 2003; EL-SAYEDet al
2005b; NILSSON & ANDERSSON, 2005). Ou ainda, espsese que o inicio da transcricdo
seja promiscuo, em pontos aleatorios do cromosgdMA.ER et al, 1999), pois genes
reporteres podem ser expressos na auséncia degeggpecificas, apenas sob o controle de
sequéncias intergénicas (LAFAILLE & WIRTH, 1992).

1.9.REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA

Para que a sobrevivéncia dos organismos seja pidadd frente as mudancas de
condicdes ambientais, respostas adaptativas ragi@lasnecesséarias. Estas sdo mediadas
atravées da modulacdo da expressdo génica, cujookorge da em diferentes niveis:
compactacao da cromatina, transcricdo, processameansporte e estabilidade do mRNA,

traducéo e poés-traducéo.
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Na maioria dos eucariotos, a regulacdo da expreg8éama € realizada em nivel
transcricional, ou seja, os produtos génicos sadymidos de acordo com a necessidade da
célula, em um determinado momento. Quanto aosnwgsbmatideos, ha relatos de que os
niveis de expressdo de algumas proteinas estamoreldos ao numero de copias génicas
(TOVAR & FAIRLAMB, 1996; TOMAS et al, 1997). Porém, como ndo ha evidéncias de
sequéncias promotoras tipicas de RNA polimerasamill. cruzi e devido ao fato de que
genes pertencentes ao mesmo transcrito policistrérésultam em quantidades protéicas
diferentes, supde-se que a regulacdo génica dopantssomatideos ocorra,
predominantemente, em etapas posteriores a tre@sdregulacdo pos-transcricional). Entéo,
dentre 0s processos responsaveis pela regulacéepdessao génica, pode-se citar a adicao
da cauda poli-A e SL no pré-mRNArgns-splicing, estabilidade dos mRNAs maduros
(tempo de meia-vida e taxa de degradacdo dos mRNagsporte dos mMRNAs do nucleo
para o citoplasma, selecdo e acessibilidade dos ABREAl maquinaria de traducao
(CLAYTON, 2002; BOUCHERet al, 2002). Ha relatos de que este ultimo controja se
gue possui maior influéncia na expressdo diferéndea alguns genes envolvidos na
metaciclogénese d€. cruzi Isso € constatado quando comparadas as fracOdareslde
RNA total e RNA associado aos polissomos. Algumsigéeies de RNA estdo sempre
presentes na célula, porém, associam-se aos pobss@omente em alguns estagios
evolutivos(GOLDENBERGet al., 1985; DALLAGIOVANNA et al, 2001; AVILA et al,
2003; FRAGOSGet al, 2003; YAMADA-OGATTA et al, 2004).

Ainda é importante salientar que a expressao desgpade se manter constante ou
aumentar, mesmo com a queda nos niveis de traésqABUIN et al, 1999; TOMAS &
KELLY, 1996; RECINOSet al, 2001). Também esta descrito que a expressatgdmas
proteinas de tripanossomatideos pode ser modulademmonquando a concentracdo de seus
respectivos mRNAs permanece constante nas divéosass evolutivas, demonstrando
assim, a existéncia de controle traducional infhigamdo no processo (TOMAS & KELLY,
1996; FRAGOSCet al, 1998). Além disso, fatores pds-traducionais copw exemplo, a
taxa de degradacéo protéica, podem estar rela@eréadquantidade final de produtos génicos
encontrados nas células.

Algumas sequéncias que alteram a estabilidade &)A® foram observadas, muitas
das quais encontram-se na sua regido 3-UTR, comaaso da al¢ca formada na regido 3'-
UTR dos mRNAs da prociclina efin brucei(BERBEROFet al, 1995; HEHLet al, 1994).
Adicionalmente, ensaios envolvendo o gene da anaadeT. cruzie de varias espécies de

Leishmaniamostram que a sua regido 3'-UTR € necessariagparanutencdo da estabilidade
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e associacdo do mRNA aos polissomos e para o aomardua taxa de traducéo (TEIXEIRA
et al, 1995; COUGHLINet al.,2000; BOUCHERet al, 2002).

Sequéncias 5-UTR e intergénicas também demonsatividades relacionadas a
regulacdo da expressdo génica. Nocruzifoi descrita uma proteina capaz de reconhecer
tratos de poli-[dT-dG] em fita simples de polinwtideos, sequéncias estas, frequentes em
regibes intergénicas (DUHAGONMNt al, 2003). Neste organismo também se identificou
sequéncias na regido 5-UTR do gene codificadorn gapteina DNA topoisomerase do
cinetoplasto capazes de regular o nivel de mRN#£edgsne durante o ciclo celular (PASION
et al, 2007).

CASSOLA e colaboradores (2007) verificaram €ncruzigranulos citoplasmaticos
contendo mMRNAs estocados. Destes locais, esseumupleldtideos seguem para degradacao
ou para posterior traducdo. Segundo HOLEET Al (2007) esses granulos sao evidenciados
guando os parasitas encontram-se em condi¢cdesrdssesnutricional ou sob tratamento com

drogas que diminuem ou aumentam a associacao dN&\m&bs polissomos.

1.10.MICROARRANJO E PROTEINAS HIPOTETICAS EM T. cruz

Com o inicio dos projetos de sequenciamento gemrmmeaiados na década de 90,
diversos consorcios e colaboracdes entre grandesgforam concretizados a fim de tornar
possivel a montagem do genoma dos diversos orgasiestudados. Atualmente encontram-
se disponiveis as sequéncias gendmicas de organgumovariam desde virus e bactérias até
plantas e animais, incluindo o ser humano. Conté&elaoT. cruzj o sequenciamento ja foi
concluido e publicado, conforme relatado anterioene

De posse de uma grande quantidade de sequénc@asitddps em bancos de dados, o
desafio posterior ao sequenciamento tornou-se laoiwear a estrutura com a funcéo,
caracterizando a chamada gendmica funcional. Ema®ouytalavras, a genémica funcional
utilizou os dados produzidos pelos projetos de esggjamento com o intuito de compreender
aspectos dinamicos, como por exemplo, 0 modo coarnae a regulagdo da expressao dos
genes em diferentes situacdes, visando entendexceohamento global da célula.

Desse modo, PROBST (2005), utilizando uma abordadgmendmica funcional (ja
que esta abrange estudos de transcriptoma, entresple empregando a técnica de
microarranjo de DNA desenvolvida no Instituto Cardhagas (ICC), foi capaz de analisar o
perfil de expressao génica do clone Dm28d a@wuzidurante o processo deetaciclogénese,

usando duas representacfes do transcriptoma, ot&lAdo protozoario e 0 RNA associado
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aos polissomos. Esta analise compreendeu as foepanastigota e tripomastigota
metaciclica, além das formas de transicdo, ou asjigrmas epimastigotas sob estresse por 2
horas e as formas aderidas por 3, 12 e 24 horasci©arranjo envolveu o estudo de cerca de
4500 genes deste organismo, sendo que aproximatame200 apresentaram-se
diferencialmente expressos entre epimastigotaspeniastigotas metaciclicos. Dentre os
genes de expressdo modulada, a maioria enconareesado como codificadores de proteinas
hipotéticas. Essa denominagdo genérica de “protépwética” é usada porque seus genes
codificadores, preditos pelo sequenciamento do manalo T. cruzi sao de funcéo
desconhecida. Deste modo, as proteinas hipotgtadem ser classificadas em dois grupos:
as conservadas, que apresentam ortélogas em aryasismos, e as ditas “hipotéticas”
somente, que a principio sao exclusivas do organsmquestao.

A partir desses resultados obtidos pelo nosso gatrpeés do microarranjo, devido ao
grande numero de proteinas hipotéticas encontradistrabalho teve inicio com a finalidade
de aumentar os conhecimentos relacionados a fudagproteinas hipotéticas e de promover
a caracterizagdo biolégica das mesmas.

1.11.SISTEMA DE CLONAGEM GATEWAY ©

A plataforma Gatewdy(Invitrogen) consiste em um método de clonagenedzis na
recombinacdo de sequéncias sitio especificas derlidago lambda (LANDY, 1989). O uso
desta tecnologia possibilita, rapida e eficientaen passagem de sequéncias de DNA,
sejam elas produtos de PCR, clones de cDNA ou &agm digeridos por enzimas de
restricdo, para uma grande gama de vetores, 0s ggam a expressao e analise funcional de
proteinas (HARTLEet al, 2000), como mostra a figura 1.5.

Na natureza, no ciclo lisogénico do bacteriofagobda, a insercdo do DNA deste
organismo no material genético Bacherichia colise d4 pela acdo das proteinas Integrase
(Int), proveniente do fago, e Fator de Integragdddaspedeiro Ifitegration Host Factor
IHF), da bactéria. Quando ocorre a mudanca do tsgénico para o ciclo litico, ou seja,
guando o DNA do bacteriofago é excisado do genaariaadtéria, além dessas duas proteinas
anteriormente citadas, a recombinacéo € promowda & participacdo adicional da enzima
Excisionase (Xis), também do fago. O sistema Gat®@ uso dessas enzimas, porém,
modificadas. Essas alteracbes aumentam a espaaifecie eficiéncia da reacdo (BUSHMAN
et al, 1985).
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Fragmentos de DNA de:

Endonuclease de Restrigio
Digestio e Ligagio

Biblioteca de

P cDNA

Fuséo
N-terminal

Fusio
C-terminal

Gene

Clone de
Entrada

Figura 1.5. Esquema monstrando as diversas possibdhdes de aplicagdo da plataforma
Gateway”. A partir do clone de entrada pode-se escolher uor de destinagio adequado visando o
objetivo do trabalho e modelo de estudo, de acootlo a caracterizacdo funcional desejada. Através
desse sistema pode-se escolher vetores que adicidiferentes etiquetas a sua proteina, tanto na
regido N (fus@o N-terminal) como na C-terminal §in<C-terminal), pode-se expressar sua proteina
em sistema procariotdE( col) ou em eucarioto (mamifero), até mesmo em viresulovirus).
Permite o estudo de interacdes entre proteinagatdn vetor de duplo-hibrido. Enfim, ha uma ampla
gama de vetores passiveis de serem utilizados pkgtdforma (representados na figura como seu
vetor). (modificado do Manual Gatewayechnology).

Duas reagbes compdem o sistema Gat@wayprimeira delas é denominada reacéo
BP, na qual ocorre a recombinagéovitro entre o fragmento de DNA e o vetor de entrada.
Nela é utilizada 8P Clonase enzyme mgue contém as proteinas Int e IHF modificadas. A
segunda é chamada de reacado LR, que consiste segpasdo inserto (no clone de entrada)
para o vetor de destino, através da agdo das mastéit, IHF e Xis presentes bR Clonase
enzyme mix

Os processos de recombinagcdo ocorrem atravesqdérsegas especificas chamadas
attachment(att) sites A reacao entre os siti@tB e attP resultam nos sitioattL e attR
(figura 1.6), enquanto a recombinacdo entre oessitil e attR resultam novamente nos
sitiosattB eattP (figura 1.7). Essas reacdes sdo especificag@atinis, pois os sitiatBl e

attP1,attB2 eattP2,attL1 eattR1, attL2 eattR2 recombinam-se somente entre si.
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GGGGACAAGT TTCTACAAAAAAGCCAGCCT === =====cmeccnce e ae == ACCCAGCTT TCT TG TACAAAGTGGTCCCC

Produto de PCR - at/B Produto de PCR
CCCCTGTTCAAACATGT TTITTCGTCCGA- ~= == == === m— e o e e TGGGTCGAAAGAACATGT TTCACCAGGGG
L ] L ]
attB1 atiB2
vector-- —N—,S-CCAAC'r'rT[GTACmM«AAGCTGM\C-N 100=========== Ny g~ GTTCAGCTTTCTTGTACAAAGT TGG-N7 5= -~ vector
Vetor de Entrada ccdB-CmP
vector---N7 5-GGTTGAAACATGTTTITTCGACTTG-Nq gg= == -—- === == Ny Q—CA‘-'\GTCGJu\AGM{C.-’\TaTTTCI\ACC -Nq g---vector
L ] L ]
attP1 attP2

BP Clonase™

vector---Nqg -CCAACTT TGTACAAAAAAGCAGGCT: ACCCAGCTTTICT TGTACAAAGTTGG-Nyg---vector

vector---N75-GGTTGAAACATGT TTETTCCTCCGA TGGCTCGARAGAACATET TTCAACC-N75---vector
L I L 1

Clone de Entrada

attL1 attL2
GGGGACI\I\GTTTFTI\CAAI\A}\?\GCTGI\AC—NJ 00™ === ==7="N190-GTTCAGCTTICT TG TACARAGTGGTCCCC
Produto Secundario ccdB-Cmf - —
CCCCTGTT CM\I\CATGTT’IJTTTCGACTTG—N'I gp==========-= N100 -CA;\GTCG.\AAGM\CATqITTCAC CAGGGG
L ] L |
attR1 attR2

Figura 1.6. Representacdo esquematica da reacdo Birpmovida entre os sitiosattB e attP. A
reacdo BP necessita da BP Clonase enzyme mix. €cgda (control of cell deathencontra-se tanto
em vetores de entrada como em vetores de destindifica uma proteina que interfere com a DNA
girase déE. coli, inibindo o crescimento de bactérias transformadas os vetores nativos. Quando
h& a recombinacdo, o gecedB € substituido pelo produto de PCR, gerando oeclis entrada. O
gene Cri confere resisténcia ao antibidtico cloranfenicghodificado de Manual Gatew3y
Technology).

vector---N-5-CCAACTT TGTACARRAAAGCAGGCT -~ —=====cc=ceoc=on ACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGG-N, 5--—vector
Clone de Entrada Gene de Interesse
vector---N; s=GGT TGARACA TGT TTEEEEE I N e e TCEGTCGARAGARCATGT TTCAACC-N, g~ -~vector
L 1 L ]
atfL1 attL2
vector---ACAAGT TTIGTACAAAARAAGC TGAAC -Nq gg===========N1 ng ~GTTCAGCTT TCTTG TACAAAG TGGT- -~ vector
Vetor de Destino L 1007 momR 100
vector---TGTTCAAACAT GT'I'I!T TTCGACTTG=Nq gg=========== N1 g ~CAAGTCGAAAGAACATGTTTCACCA=~=vector
L I L ]
atfR1 atiR2

LR Clonase™

. vector---ACAAGT TTGTACAAARRAGCAGGCT-==—=r=====mcatcucoans ACCCAGCTTTCT TGTACAAAGTGGT-~~vector
Clone de Destino Gene de Interesse
vector---TGTTCARACATG TTT I TCGTCCGA= - —=~==—= e e e o TGEGTCGAAAGAACATGT TTCACCA~~~vector
L ] L J
alB1 altB2
Produto vector=--Njg= CCAI\CTTﬁGTACAMMLAGC TGAAC-Nqgg==-~ g -N100 fGTTCI\GCTT'It TTGTACAAAGTTGG-N7 g-~~-vector
. ccdB-Cm :
Secundario vector---Ny 5*GGTTGI\1\ACI&TGTT'I|‘I TTCGACTTG-Ng gg==========~ N3 gg ~CAAGTCGRAAGARCATGTTTCARCC-Ny g---vector
L ) L ]
attP1 attP2

Figura 1.7. Representagdo esquematica da reacdo Lirpmovida entre os sitiosttL e attR. Para
gue a reacdo LR aconteca € preciso 0 uso da LRag#oenzyme mix. Neste caso, o fragmento de
DNA presente no clone de entrada é transferido pavator de destino. (modificado de Manual
Gateway Technology).

21



No presente trabalho foram utilizados o vetormteagla pDONR"221 (figura 1.8) e 0
vetor de destino pDESY17 (figura 1.9), visando a expressdo de proteiaasnmbinantes
com etiqueta de poli-histidina N-terminal, éncoli. O vetor de destinacdo possui 0 cassete
RfA, composto composto pelo gene de resisténcantbiético cloranfenicol (Cff) e o gene

ccaB (vide legenda da figura 1.6), flanqueados pelii@ssde recombinacaamttR1 eattR2.

M13 M13

| — K] ccdB m_ﬂev‘”sel

Figura 1.8. Vetor de entrada pDONR"221. O plasmideo possui os sitiaP, necessarios para
recombinagdo BP; os sitios de ancoragem para wenxiM13, utilizados para o sequenciamento do
inserto; os genescdB, CnT e de resisténcia a canamicina (Canamicina);@sseias de terminagéo

da transcri¢cdo rrT1 (T1) e rrnT2 (T2); pUC oriigem de replicacdo do plasmideo.(modificado do
Manual GatewaypDONR™ Vectors).

N 7§ vos [ e ouve Jatmi ot Lcedd auwa |17 iom]

pDEST™17
6354 bp

Figura 1.9. Vetor de destino pDEST"17. Contém os sitiosattR1 e attR2 necessarios para a
recombinaco LR; o promotor e terminador T7; osegesdB, CnT e de resisténcia & ampicilina
(Ampicilina); o sitio de ligacdo do ribossomo (RB®)ra traducdo em sistema procarioto; o ATG
inicial e uma de sequéncia nucleotidica que cadifseis histidinas (6xHis). (modificado de
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/atd&_map.pdf).
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Véarios vetores, contendo diferentes etiquetas pawmaficacdo e localizacéo
intracelular de proteinas, foram desenvolvidos ossa instituto, tendo como base o sistema
Gateway. Neste trabalho foi utilizado um deles, o vetorcBR-GFPN, que permite a
expressdo de proteinas recombinantes fusionadas&Pa @ T. cruzi para ensaios de
localizac&o celular. Esse vetor possui 0 genetgintda neomicina fosfotransferase (NeoR),
gue confere o carater de resisténcia ao antibidgtemmicina, e o cassete RfA flanqueados
pelas regides intergénicas 35.1. Ambos estdo segudacdo do promotor ribossomal 18S de
T. cruziDm28c. O gene de resisténcia a ampicilina (AmpRiiizado para a selecédo de
clones dekE. colitransformados com esse plasmideo (BATISTA, 200&)0 pode ser visto

na figura 1.10.

AmpR

Promotor Ribossomal

Figura 1.10. Esquema do vetor de destino pTcPR-GFRNlesenvolvido por nossa equipeA
figura mostra o plasmideo com o promotor ribossob&8 deT. cruzi o cassete RfA, o gene de
resisténcia a ampicilina (AmpR), neomicina fosfotesase (NeoR), as regides intergénicas 35.1 e a
sequéncia codificadora para a GFP. (modificadoAEIBTA, 2008).

A clonagem classica apresenta desvantagens endioetay sistema GatewayNa
metodologia classica é necessario o uso de enzimasstricdo. Com isso, também deve
haver a disponibilidade de sitios de restriciogeres. Além disso, clones positivos sdo mais
dificeis de serem obtidos devido a baixa eficiémcigprocesso de digestdo dos vetores ou do
DNA a ser inserido e a adaptabilidade para a teaés€ia dos genes entre diferentes vetores é
baixa.

O sistema Gatew&yfoi escolhido para este trabalho devido a sualgidade, pois

nao necessita de enzimas de restricdo. Aléem désaonsiste em uma metodologia rapida,
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com alta eficiéncia e grande versatibilidade, o gu®rna uma ferramenta bastante atil e
vantajosa para experimentos de caracterizacdoateimas de funcdo desconhecida, onde se
enquadra este trabalho. Adicionalmente, variosfsjque envolvem a clonagem de grandes
quantidades de genes, por exemplo, 0 ORFeoma s \@iganismos, fazem o uso desse
sistema, confirmando sua aplicabilidade em estedogrande escala (REBOUt al,, 2003;
DRICOT et al, 2004; MATSUYAMA et al, 2006; HUet al, 2007; LAMESCHet al, 2007,
BRANDNER et al, 2008). Esse foi mais um motivo pelo qual optapmrsesta plataforma de

clonagem, ja que neste presente estudo visou-@@eterizacao de diversas proteinas.
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2. JUSTIFICATIVA

O T. cruzi é o protozoario causador da doenca de Chagasalaafgia milhdes de
individuos em varios paises, principalmente na Agaératina. Apesar de diversos estudos
terem sido aplicados a este microrganismo, aindas@®ossui vacinas ou medicamentos que
sejam efetivos contra a patologia.

O parasita também é considerado um importante maldeéstudo, pois divergiu cedo
dos demais eucariotos na escala evolutiva. Assim, pessui diversas caracteristicas
peculiares que sao essenciais para 0 prosseguimierseu ciclo vital. Deste modo, torna-se
de grande interesse, 0 entendimento destes meancaracteristicos do protozodrio.

Com o sequénciamento do genomaTdocruzi novas sequéncias de DNA foram
descobertas. Isso causou um acumulo de dadosaptusicdes das proteinas codificadas por
esses elementos ndo foram elucidadas seguindmo mhposto pela era gendmica. Ainda
com o0 sequenciamento, descobriu-se que grande pmitegenoma doT. cruzi
aproximadamente 55%, codifica para proteinas hipate

Portanto, o estudo das proteinas hipotéticas @é@atspara a obtencéo de informacdes
a respeito de suas fungdes, ndo apenas pela sogdmpa bioldgica, mas pelo fato de serem
possiveis alvos para drogas antiparasitarias.

Por esses motivos, o presente trabalho visa ateawcao de genes que codificam

proteinas hipotéticas dia cruzie cujas expressdes sdo moduladas durante a negéoiese.
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3. OBJETIVOS

3.1.OBJETIVO PRINCIPAL

Caracterizar um grupo de genes codificadores déeipas hipotéticas, diferencialmente

expressos nd. cruzidurante a metaciclogénese.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Selecionar, a partir dos dados de microarrargogg codificadores de proteinas hipotéticas
que sdo modulados durante o processo de metacieleg@or. cruzi

- Clonar os genes selecionados utilizando a platef@Gatewa¥;

- Expressar esses genes Emcoli utilizando os vetores de expressao regulada densast
acima citado;

- Gerar anticorpos especificos contra as prote@a@mbinates através da inoculacdo destas
em camundongos;

- Obter dados da expressédo protéicawestern blotpara comparacdo com dados obtidos
através do microarranjo;

- Realizar experimentos de imunolocalizacaoleroruzi

- Localizar as proteinas de interesse Bntruzi por meio da fusdo destas com GFP para

confirmacédo dos resultados gerados a partir dacgde imunolocalizagéo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.SOLUCOES E TAMPOES

* AP Buffer (tampéo para fosfatase alcalina)Tris-HCI 100 mM pH 9,5; NaCl 100
mM; MgCl, 5 mM.

* Brometo de etidio:solucéo 2,5ug/ml.

* PBS (solucao salina tamponada com fosfato) 1KCl 2,7 mM; KH,PO, 1,5 mM;
NaHPO,.7H,0 4,3 mM; NaCl 137 mM.

* PSG: NgHPQO, anidro 47,47 mM; NaHPO,H,0 2,5 mM; NaCl 36,76 mM; glicose
55,5 mM.

* Solucado de acrilamida/bis-acrilamida (33/0,9%):33 g de acrilamida; 0,9 g de bis-
acrilamida; HO g.s.p 100 ml.

* Solucao de bloqueio paraVestern blot: TBS 1x; tween 20 0,1%; leite desnatado 5%.

e Solucdo de coloracdo para SDS-PAGEazul de Coomassie R-250 0,1%; metanol
4,5%; acido acético 10%;,8 q.s.p 100 ml.

* Solucdo de descoloracdo para SDS-PAGHetanol 30%; acido acético 10%:;®1
g.s.p 100 ml.

* Solucao de lavagem par&Vestern blot: TBS 1x; tween 20 0,1%.

* Solucado de PonceauPonceau S 0,5% em acido acético 1%.

e Tampéo 2 M de uréia: NaH,PO, 100 mM; Tris-base 10 mM; 2 M uréia; 500 mM
NaCl; triton X-100 2%.

 Tampéo 8 M de uréia:NaH,PO, 100 mM; Tris-base 10 mM; 8 M uréia.

e Tampéo de amostra para eletroforese de DNA 6xazul de bromofenol 0,25%;
xileno cianol 0,25%; glicerol emJ@ 30%.

 Tampéo de amostra para SDS-PAGE 4xTris-HCI| 160 mM pH 6,8; SDS 4%-
mercaptoetanol 10%; glicerol 24%; azul de bromoféna2%.

» Tampé&o de eletroporacdo:NaCl 140 mM; HEPES (4cido) 25 mM e RO, 0,74
mM pH 7,5.

« Tampéo de lise celular paratoothpick: glicerol 5%; SDS 0,5%; EDTA 5 mM;
NaOH 50 mM; azul de bromofenol.

* Tampéo de sonicacdoNaCl 500 mM; triton X-100 2%; Tris-HCI 2,5 M pH®B20
mM.

* Tampéo para SDS-PAGE:Tris-base 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%.
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« Tampéao de transferéncia paraWestern blot 1x: Tris-base 25 mM; glicina 192 mM;
metanol 20%.

* TBE 1x: Tris-base 89 mM; acido borico 89 mM; EDTA 2 mM.

e TBS 1x: Tris-HCI pH8,0 20 mM; NaCl 150 mM.

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

4.2.PROCEDENCIA DOS REAGENTES

* Amersham-Pharmacia Biotech:anticorpo policlonal anti-GST; dNTPs; membrana
de nitrocelulos¢dybond; ECL Western blotting detection reagents amalysis systenmesina
glutationa sefaroséiigh-performance chemiluminescence fipGEX-4T-1.

» Becton Dickinson:extrato de levedura.

» BioRad: azul de bromofenol; xilenocianol.

* Cult-lab: soro fetal bovino.

» Difco: infuso de figado; triptose.

« Fermentas:Page Ruler Unstained Protein Ladder

* Fisher Scientific: meio de culturd.uria Bertani

e Fort Dodge: cetamina; xilazina.

* Invitrogen: 1 Kb Plus DNALadder, acrilamida; Alexa Fluor 488 anti-camundongo 2
mg/ml; anticorpo monoclonal IgG anti-histidirdenchMark ProteirLadder, bis-acrilamida;
EDTA; BP Clonase Ienzymenix; IPTG; LR Clonase Ienzymanix; glicerol; pDESTV17;
pDONR™221; Platinum Taq High Fidelity, proteinase KQuant-iT Protein Assay Kit
solucéo 30% PEG 8000/30 mM MgfTagDNA Polimerase.

* Merck: acetato de sodio; acido acético; acido borico; adlbridrico; cloreto de
calcio; cloreto de magnésio; cloreto de potasdmeto de sbdio; etanol absoluto; fosfato de
potassio monobasico; fosfato dibasico de sédiopgé; hidroxido de sddio; SDS.

*  Microbiolégica: hemina.

* Molecular Probes: anticorpo monoclonal anti-GFP mAB 3E6 1 mg/ml.

* New England Biolabs:endonucleases de restrigganH| e EcaRl; NEBuffers BSA.

* Polysciencestween 20.

* Promega: anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a fas&talcalinaBCIP
(Bromo-Chloro-Indolyl Phosphate Shrimp Alkaline Phosphatag&AP); NBT (itroBlue
Tetrazoliun).

* Qiagen: QlAprep Spin Miniprep KjtHiSpeed Plasmid Midi Kit
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* SERVA Electrophoresis:Alu-Gel-S

e Sigma-Aldrich: acido L-aspartico; acido L-glutamico; adjuvante pbeto de Freund;
agarose; ampicilina; anticorpo anti-lgG de cabrajugado a fosfatase alcalina; azul de
Coomassie R-250f-mercaptoetanol; brometo de etideo; BSA; canamiath@anfenicol;
DEAE-celulose; G418; HEPES; L-prolina; membranadddise; paraformaldeido; Ponceau
S; TEMED.

» Stratagene:PfuUltra high-fidelity DNA polymeras®fuUltra HF ReactiorBuffer.

* Vetec:glicina; metanol.

* United States Biochemical Corporation:glutationa.

* USB: T4 DNA ligase; persulfato de amonio; Tris-basejauré

4.3.EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS UTILIZADOS

* Accujet: pipeta de dispensacao.

 Amersham-Pharmacia Biotech:fonte de eletroforese EPS 301; espectrofotbmetro
GeneQuanpro.

* Applied Biosystems:Gene Amp PCRSysten®700; analisador genético ABI Prism
3100.

* Axygen: ponteiras 1-1@l, 2-200ul, 200-1000ul; tubos de 0,2 e 1,5 ml.

* Becton Dickinson: agulha descartavel 0,45 x 13; citbmetro de fluxaCB&alibur;
tubos de centrifuga de 50ml.

* BioAgency: cubetas de eletroporagéo.

» BioRad: eletroporador Gene Pulser II.

» Biocycler: Peltier Thermal Cycler MJ96G.

» Casplast:capela de exaustédo de gases / CPE.

» Cole-Parmer: ultrasonic homogenizer 4710.

e Corning Incorporated: erlenmeyer 500 ml e 1000ml.

» ELGA: sistema de ultrapurificacdo de agua modelo MLB 8864

* Eppendorf: centrifugas modelos 5415 D, 5417 R, 5418, 54243pin plus; pipeta
de dispensacdo Easypet; Thermomixer Comfort; teiclaalor Mastercycler

* Fanem: banho-maria modelos 102R e 100; estufa incubadara B.O.D. modelo
347.

e Gilson: micropipetas pipetman P2, P10, P200 e P1000.

» Hettich: centrifuga MIKRO 120.
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Hoefer Scientific Instruments: sistema para eletroforese verticaighty smallll SE

250; sistema para eletroforese horizontahi horizontal submarine unitsistema para

transferéncia de proteinas gel-membrnauighty small transphofE 22.

Invitrogen: plataforma de quantificac@ubit.

Lab-Line: Orbit Environ Shaker modelo 3527.

National Labnet: vortexmixer S 1000.

New Brunswick Scientific: agitador orbital; incubador agitador Innova 4080.
Nikon: microscépios Eclipse TS 100, Eclipse E 400 e Eelp$00.

Ohaus Corporation: balangca modelo NOB110.

Omniphor: cuba de eletroforese vertical (gel preparativo).

Orion: pHmetro modelo 520A.

Pharmacia LKB: espectrofotdmetro Ultrospec II.

PrecisionScientific: estufa modelo 3EG.

Roper Scientific Photometrics:camera CCBCoolSNAPProcf Color.
Sarstedt: pipetas Pasteur.

Schott Duran: erlenmeyer 250 ml.

Scie-Plas:sistema para eletroforese horizontal modelos HUL610 e HU 13.
Sorvall: centrifuga refrigerada modelo RC PBus

Thermo Scientific: espectrofotometro NanoDrop ND-1000.

TPP: frascos de 25 chpara cultura celular, tubos de centrifuga de 15 ml
UVP: UV White Darkroom

Veco: fluxo laminar VLFS 12 classe 2.

4.4.COMPOSICAO DOS GEIS DE POLIACRILAMIDA

Gel 10 %: acrilamida (33/0,9%) 2,95 ml; @ 5,5 ml, Tris-HCI 2,5 M pH 8,0 1,6 ml;

SDS 10Qul; persulfato de aménio 7d; TEMED 7 pl.

Gel 13 %: acrilamida (33/0,9%) 3,8 ml; 4 4,6 ml; Tris-HCI 2,5 M pH 8,0 1,6 ml;

SDS 10Qul; persulfato de aménio 7d; TEMED 7 pl.

Gel de empilhamento $tacking): acrilamida (33/0,9%) 0,7 ml; 4@ 3,7 ml; Tris-HCI

1 M pH 6,8 0,6 ml; SDS 50l; persulfato de aménio 34; TEMED 7 pl.
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4.5.MEIOS DE CULTURA

* Meio LB (Luria Bertani): triptona 10 g/l; extrato de levedura 5 g/I; Na@/b

e Meio LIT (Liver Infusion Tryptose) acrescido de penicilina:extrato de levedura 15
g/l; fosfato dibasico de sédio 11,56 g/l; glicos2 g/I; hemina 0,02 g/l; infuso de figado 5 g/;
KCI 0,4 g/l; NaCl 4,4 g/l; soro fetal bovino 10 %/\(); triptose 5 g/l; penicilina 63 mg/l. pH
7,2 ajustado com HCI.

* Meio TAU (Triatomine Artificial Urine): CaChk 2 mM; KCI 17 mM; MgC} 2 mM;
NaCl 190 mM; tampéo fosfato 8 mM pH 6,0.

e Meio TAU3AAG: TAU suplementado com acido L-aspartico 2 mM; &cldo
glutamico 50 mM; L-prolina 10 mM e glicose 10 mM.

4.6.ORGANISMOS

e Trypanosoma cruztlone Dm28c (GOLDENBERGt al.,1985; CONTRERAS:t al,
1988), em diferentes estagios envolvidos no pracede metaciclogénesén vitro
(CONTRERASet al, 1985b).

» Escherichia colicepa DHo. (F-, recAl, endAl, hsdR17 (rk-, mk+),supg44, -, thi-1,
gyrA96, relAl, ®80dacZAM15 A(lacZYAargF)U169) para transformacdo e selecdo de
clones positivos.

» Escherichia colicepa BL21(DE3)pLysS (F-ompl, hsdSs (rs-, mg-), dcm gal,
MDE3), pLysS, Ci) para expressao da proteina recombinante.

» Escherichia colicepa XL1-Blue fecAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 suE44 relAl
lac (F’ proAB laclgzAM15 Tn10 (Tetr))) para expressao da proteina reamanke solavel.

4.7.METACICLOGENESE IN VITRO

O experimento de metaciclogénedei realizado in vitro utilizando meios
guimicamente definidos com base em CONTRERASI. (1985b). Parasitas em diferentes
fases (tempos) da diferenciacdo foram usados paraparo de extratos protéicos, os quais

serviram posteriormente para ensaio¥\tstern blat
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4.7.1.Epimastigotas em fase exponencial de crescimento

Culturas ddT. cruziforam crescidas em meio LIT a 28°C, mediante ifwde 1 x 16
células/ml. No terceiro dia dessa cultura, quanderesidade celular era de aproximadamente
2 a 3 x 10 células/ml, ou seja, quando os parasitas encamrae em fase logaritmica de
crescimento, estes foram lisados para a obtencaxtato protéico, seguindo o protocolo
descrito no item 4.7.5.

Do mesmo modo, apds cinco dias de cultura (apmd@mente 6 x T0células/ml)
sob as mesmas condicdes anteriores, ja em firfakddogaritmica de crescimento, foi obtido

o extrato protéico das formas epimastigotas 5 dias.
4.7.2.Epimastigotas em estresse nutricional

Apds os cinco dias em cultura no meio LIT a 283€ parasitas foram coletados por
centrifugacéo e ressuspensos em meio TAU na caacéot de 5 x FOcélulas/ml, onde
permaneceram por 2 horas na mesma temperatura (oestlicdo, as ceélulas sofrem o

estresse provocado pelo seu acondicionamento emaiopobre em nutrientes).
4.7.3.Epimastigotas em diferenciacdo, aderidos ao substma

Apols o estresse nutricional em meio TAU, os pwadoram incubados em meio
TAU3AAG na concentracdo de 5 x°1@élulas/ml, a 28°C, durante 96 horas (neste meio,
durante esse periodo, os parasitas se aderirapedisie das garrafas de cultivo). Depois do
sobrenadante ser descartado, foi adicionado 10en®BS 1x em cada garrafa. As células
aderidas a garrafa foram liberadas por meio de fagitacdo. Foram coletadas amostras apés

3, 6,12, 18 e 24 horas de incubacao neste meio.
4.7.4.Tripomastigotas metaciclicos

Ao final das 96 horas em permanéncia no meio TAMBAem torno de 90% das
formas epimastigotas se transformaram em tripogwas metaciclicos, os quais séo
visualizados no sobrenadante da cultura (BONALPOal, 1988). Assim, através de
cromatografia de troca ibnica em coluna de DEARulosk equilibrada em PSG, os

metaciclicos foram purificados da cultura (SOUS283).

32



4.7.5.0btencao dos extratos protéicos

Para a obtencdo dos extratos protéicos nos diér@stagios da metaciclogénese, os
parasitas foram coletados por centrifugacdo a 7x0@@or 5 minutos e lavados duas vezes
com PBS 1x, para entdo, serem aliquotados em tdbok,5 ml, de modo que cada um
contivesse 2 x TOcélulas. Apds a centrifugacdo sob as mesmas d®slignteriores, o
sedimento celular foi ressuspenso em 75 pl de PBSd qual foi adicionado 25 pl de
tampdo de amostra 4x. Em seguida, as amostras fagaecidas a 99°C por 10 minutos,
incubadas no gelo por 2 minutos e submetidas aiftgyaicdo na velocidade maxima (16.000
X g) por 5 minutos. O sobrenadante foi transferidoapaovos tubos e armazenados em
nitrogénio liquido.

4.8.SELECAO DOS GENES

Para o presente estudo foram selecionados gene&xqaressao modulada durante o
processo de diferenciagdo, encontrados em ensa@@oP utilizando a técnica de
microarranjo, no qual foram avaliados niveis de MARd$sociados a polissomos (PROBST,
2005).

Como pré-requisito para a escolha, os genes dava@esentar um aumento de
expressao de pelo menos duas vezes durante o swodesmetaciclogénese e deveriam
codificar proteinas hipotéticas conservadas, cddiagos emlLeishmaniasppe/ouT. brucej
consequentemente, gerando uma maior confiabilidadgue estes genes néo resultavam de
erros de anotacdo, ou seja, eles realmente exisbegenoma e codificam proteinas. Além
disso, as proteinas codificadas por esses genesiatavpossuir dominios conhecidos, mas
que ndo fossem transmembrana, para auxiliar naéid@& de uma possivel funcdo as

mesmas.

4.9. AMPLIFICACAO DOS GENES

4.9.1.Em Sistema Gatewa$§

Os genes foram amplificados por PCR utilizando nzinea de alta fidelidade
Platinum® Taqg High Fidelitypara minimizar a taxa de incorporacdo de nucleoticerrados

na sequéncia de interesse.
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As reacOes de PCR foram feitas com 20 ng de DNASme&o, 0,2 uM de cada
iniciador, 1x tampé&o da enzim#ligh Fidelity PCR Buffer MgSQ, 2 mM, de dNTPs 0,2
mM, 1U da enzima e agua para completar 50 ul denvelde reacéo.

As condi¢cbes de amplificacao foram as seguintes:

- 94°C por 2 minutos;
- 10 ciclos de 94°C (30 segundos), 57°C (30 sega)rel@2°C (2 minutos);
- 25 ciclos de 94°C (30 segundos), 62°C (30 sega)rel@2°C (2 minutos).

Para os genes com tamanho acima de 1.400 pareseke (pb), o periodo de extensdo

foi aumentado para 3 minutos.

Os oligonucleotideos utilizados para a amplificag@s genes selecionados foram

desenhados utilizandosoftwarePrimer Selec{DNASTAR, Lasergene Ing. Os iniciadores

foram desenhados baseados na sequéncia nuclealmcgenes encontrados na cepa CL

Brener doT. cruzi de modo que os anterdgrados incluissem o ATGalrecos retrégrados

excluissem o codon de parada. Foram incluidos hgsnacleotideos, além da sequéncia

especifica do gene, os sitios de recombinacdopuasibilitar a entrada do produto da PCR

nos vetores do sistema GateWdtabela 3.1.).

Tabela 3.1. Iniciadores utilizados na amplificacddos genes para insercéo no sistema Gateway

TcExp02GO1F
TcExp02GO01R
TcExp02GO02F
TcExp02G02R
TcExp02GO3F
TcExp02GO3R
TcExp02G04F
TcExp02G04R
TcExp02GO5F
TcExp02GO5R
TcExp02GO6F
TcExp02GO6R
TcExp02GO7F
TcExp02GO7R
TcExp02GO08F
TcExp02GO08R
TcExp02GO9F
TcExp02GO09R
TcExp02G10F
TcExp02G10R

56GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGTCAGATCCGCTCCGTGTGAC-3'
5G6GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC CGACGCAACAGTGGCACCC-3'
56GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGCGTCTTTTTTACCGGCC-3'
56GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC CGTCGCCCAGTATCCGGT-3'
5GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGAAGTTCAAGGCCACTGTGCGTG-3'
56GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC TTGCGCCACGGCAGGCAT-3'
56GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGGACCGTGGCGACTTT-3'
5GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC AAAAAAATCGTCCTCTAAAGGTTTAT-3'
56GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGGAGTTTCTTGTTGCCGATG-3'
5GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC ACCTTCCAATCCATTTACTTGCTTC-3'
56GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGAATTTGGGAGTGGATGCTCG-3'
56GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC ACGCGGACTCCACATCGCT-3
5GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGCAGCGTGGGAGCCG-3'
56GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC TCGGCCAATTCGGTGGATT-3'
5GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGGAGGAGCTGCAATGCA-3'
5GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC CCCACGTGTAGAATTCGACGT-3'
56GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGATGTCTGGTGGCATGCAACAAC-3'
5GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC CTGCCGGTGAGTTGTGACGGG-3'
56GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGCGTCTTGGGAGGATATTGC-3'
56GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC TTTTTCTTCCCCTGTTTCCCATC-3'

Primers forward(F) ereverse(R) dos dez genes. A sequéncia destacada emaieglita os sitios de
recombinacdo necessarios para a insercdo dos psodatPCR na plataforma Gatefayp regisio
sem destague mostra a sequéncia especifica dgeaaela
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4.9.2.No vetor pGEX-4T-1

Os iniciadores usados para a clonagem dos genesp02601, TcExp02G02 e
TcExp02G04 no vetor pGEX-4T-1 foram desenhados asmmosoftwareacima citado. No
entanto, ao invés de adicionar os sitios de reauaghb para esta plataforma, foi usada a
metodologia classica de clonagem, com o uso demaszide restricdo. Com isso, para a
amplificacdo dos genes TcExp02G01 e TcExp02GO#ssfiara a enzim&coRl foram
adicionados aos iniciadores (tabela 3.2). No deselusprimers para a clonagem do gene
TcExp02G02, o sitio de restricao utilizado foi daienaBanHl| (tabela 3.2).

Tabela 3.2.Primers usados para amplificar os genes para clonagem efspX-4T-1
GO1EXF 5-CCGGAATTC ATGTCAGATCCGCTCCGTGTG-3’

GO1EXREV 5-GGGGAATTC TCACGACGCAACAGTGGCAC-3
GO2EXF 5-GAAGGGATCCATGCGTCTTTTTTACCGGCCGCTTTTG-3
GO02EXREV 5'-GAAAGGATCCCTACGTCGCCCAGTATCCGGTCTTCTTT-3
GO4EXF 5-GTTGSAATTC ATGGACCGTGGCGACTTTGAATTTC-3

GO4EXREV ~ 5-GGCGAATTC TCAAAAAAAATCGTCCTCTAAAGGTTTATTAAGTTCCA-3'
Primers forward (EXF) e reverse (REV) utilizados para clonagem em pGEX-4T-1 dosege
TcExp02GO01 (G01), TcExp02G02 (G02) e TcExp02G044)GAs sequéncias destacadas em negrito
indicam os sitios de reconhecimento da enzima stag&EcaR| (GAATTC) e BanHI (GGATCC).
A regido sem destaque mostra a sequéncia espeatdficada gene.

A PCR dos genes TcExp02G01 e TcExp02G04 visandonagem no vetor pGEX-
4T-1 foi feita utilizando 25 ng de DNA gendmico2 M de cada iniciador, 1x tampéao da
enzima PfuUltra HF ReactiorBuffer que contém Mg), dNTPs 0,25 mM, 1,25 U da enzima
PfuUltra high-fidelity DNA polymerase agua para completar 50 pl de volume de reacdo. O
programa usado foi:

- 94°C por 5 minutos;

- 35 ciclos de 94°C (45 segundos), 52°C (30 seg)red@2°C (1 minuto);

- 72°C por 10 minutos.

Para o gene TcExp02G02 (clonagem em pGEX-4T-1CR i realizada com 100
ng de DNA gendbmico, 0,6 uM de cada iniciador, 1mgdo da enzimaPfuUltra HF
ReactionBuffer que contém Md), dNTPs 0,25 mM, 2,5 U da enzirRduUltra high-fidelity
DNA polymerase agua para completar 15 pl de volume de reac@oo@ama usado para a

amplificacéo foi:
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- 95°C por 2 minutos;
- 30 ciclos de 95°C (30 segundos), 58°C (30 se@)red@2°C (2 minutos);
- 72°C por 10 minutos.

4.10.PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

4.10.1.Para clonagem em Sistema Gatew&y

ApoOs a etapa de amplificacdo dos genes, os pradt@dos foram submetidos a um
processo de purificacdo utilizando uma solucéodiietpenoglicol (30% PEG 8000, 30 mM
MgCl,) para a retirada de iniciadores e pequenos fragmeate DNA sintetizados menores
que 300 pb, provenientes da reacdo de PCR. Paraosgprodutos de PCR foram diluidos
quatro vezes com TE, foi acrescentado 1/2 volunm esolucdo de polietilenoglicol e
homogeneizado. Posteriormente, procedeu-se afagaitdo por 15 minutos a 16.00@.xO
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi speaso em 10 ul de TE. Depois, as
amostras purificadas foram submetidas a eletraforas gel de agarose e foram quantificadas

em espectrofotdmetro.

4.10.2.Para clonagem em pGEX-4T-1

Para a clonagem dos genes GO0l1l, G02 e G04 em pGHX-$rocedeu-se a
purificacdo dos produtos da PCR por fenol:cloroforaicool isoamilico (25:24:1), seguido
pela precipitacdo por acetato de sddio. O volurted the PCR foi colocado em um tubo de
1,5 ml. Foi adicionado o mesmo volume de fenolaftinmio:alcool isoamilico e
centrifugado 5 minutos a 13.000gx O sobrenadante foi retirado, foi adicionado 1db0
volume recuperado de acetato de sédio 3 M e aereacse 3 volumes de etanol absoluto. O
material foi incubado por 15 - 16 horas a -20°MMNA foi coletado por centrifugagéo por 20
minutos a 16.000 §. O sobrenadante foi descartado e o sedimentayadb com 500 ul de
etanol 70%. O material foi novamente submetido r@ridegacéo por 5 minutos na mesma
velocidade. Essa etapa de lavagem com etanol 708#pfetida 4 vezes. Depois o precipitado
foi incubado a 37°C para secagem e o mesmo faigpeaso em 50 pl de agua. O DNA foi

guantificado em espectrofotdmetro.
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4.11.CLONAGEM EM pGEX-4T-1

4.11.1.Digestéo dos produtos de PCR G01, G02 e G04 e doovgpGEX-4T-1

Para as digestdes dos produtos de PCR G01 e G@dpagsterior clonagem no vetor
PGEX-4T-1, foram utilizados 2 pg de DNA, 3 ul denfgio NEB2, 3 ul de BSA 10x, 20 U da
enzimaEcaR| e 4gua, totalizando 30 ul de reacéo.

Para a clonagem do gene G02 em pGEX-4T-1, a dgest®NA amplificado G02
foi realizada utilizando 2 pug de DNA, 3 ul de tampi enzim@anHl, 0,3 ul de BSA 10x,
20 U da enzim®anHI e agua para completar 30 pl de volume de reacéao.

Na digestdo do vetor, para a clonagem dos geneseGGD4, usou-se 3 pg do
plasmideo pGEX-4T-1, 3 ul de tampdo NEB2, 3 ul &\B.0x, 20 U da enzimicoRl e
agua, em um total de 30 pl de reacdo. Para a @andg gene G02 no pGEX-4T-1, 0 mesmo
procedimento foi realizado, porém, para este, astiig foi feita com a enzinganHl.

Estas digestbes foram incubadas a 37°C por 15 hotés. Apds, procedeu-se a
inativagdo da enzim&coRI por calor, a 65°C por 20 minutos. Para a enzBaaHl, a
inativacao foi realizada com fenol:cloroférmio:atasoamilico (25:24:1), conforme descrito
no item 4.10.2. As digestdes dos plasmideos e derss analisadas por eletroforese em gel

de agarose.

4.11.2.Reac0Oes de desfosforilagdo dos vetores, ligacdo aeertos e transformacao

Entdo, prosseguimos com a reacao de defosforildg&ovetores com a fosfatase
alcalina Ghrimp Alkaline phosphatase SAP) para evitar a religagdo do plasmideo
linearizado. Para isso, aos 30 ul de plasmideaidgdoram adicionados 1 U da enzima
SAP, 4 ul do tampéo da enzima e 5 ul de agua ulimajEsta reacéo foi incubada a 37°C por
15 minutos. A enzima foi inativada a 65°C por 15unos.

As ligacbes foram feitas utilizando 2 pl de inse@iqul de vetor, 1 pl de tampéo T4
ligase 10x e 1 U de T4 DNA ligase. Essa reacaménibada durante 15 - 16 horas a 16°C.

Em seguida foi realizada a transformacéo de 50epdéiulas célcio-competentes da
linhagemE. coli DH5a com 10 ul da ligacdo. Seguindo o protocolo de chdagrmico, as
células com os plasmideos foram deixadas no gel@@aninutos e, posteriormente, foram
incubadas a 42°C por 2 minutos, sendo colocadaanmente no gelo.

As células transformadas foi adicionado 1 ml deomieB. As bactérias foram

incubadas a 37°C por 1 hora sob agitacado de 22Qerposteriormente foram semeadas em
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meio LB solidificado contendo ampicilina (100 mginde permaneceram por 12 a 15 horas,
a37°C.

Para verificar a presenca dos clones com o ingkrtinteresse, os mesmos foram
selecionados pela técnica tw@thpick As colbnias de bactérias foram transferidas pdrvas
de 1,5 ml, onde foram colocados 20 pl de tampawmseeelular. Uma porcéo destas colbnias
foi concomitantemente transferida para uma placa{master platga fim de ter uma réplica
dos clones analisados. Depois, os tubos foram aung a 65°C por 10 minutos. Estas
amostras foram submetidas a eletroforese em gelgdeose. Os clones positivos foram
usados no preparo de um inoculo para a posterivag&o do plasmideo, que foi feita

utilizando o kit comercialAprep Spin Miniprep

4.11.3.Teste para expresséao soluvel dos genes em pGEX-4T-1

Para os genes G01, GO2 e G04 no vetor pGEX-4Tranaformacao foi realizada em
E. coli cepa XL1-Blue calcio competente para o teste gwessdo. Para isso, 100 ng dos
plasmideos purificados foram transformados em 5@eudélulas por choque térmico, como
citado anteriormente. Um ml de meio LB foi adicidoa suspenséo bacteriana e a cultura foi
mantida por 1 hora a 37°C, sob agitacdo. Apostesspo, 5 ml de meio LB com ampicilina
(100 mg/l) foram adicionados a cultura, que perroangor mais 12 a 15 horas a 37°C, sob
agitacao (220 rpm) (pré-inoculo). Um ml do pré-miécfoi diluido em 9 ml de LB seletivo e
a cultura foi incubada até a absorbancia de 0,&®80 nm. Ao atingir essa densidade, 2 m|
da cultura foram retirados para servir como coatr@o induzido. O restante da cultura foi
induzido com IPTG na concentracdo final de 0,3 Mdids 3 horas de inducao, as bactérias
foram coletadas por centrifugacdo, por 5 minuto$,080 xg a temperatura de 4°C. O meio
de cultura foi descartado e o sedimento bactefi@riavado duas vezes com solugcéo PBS 1x.
As células foram ressuspensas nesta mesma soliggivcadas 4 vezes (10 segundos cada)
na poténcia 4. O lisado foi centrifugado nas mesomsslicoes anteriores. O sobrenadante
(fracdo solavel) foi coletado e PMSF foi adicionaa® concentracdo final de 1 mM. O
sedimento foi ressupenso em 1 ml de PBS 1x (fracg@davel). A fracdo ndo induzida passou
pelos mesmos passos iniciais de lavagem, poréraaigeu sonicacao.

Aliquotas das amostras induzidas, soluveis e ims@Uforam analisadas por SDS-
PAGE para verificacdo da expressao das proteinastelesse. Adicionalmente, ensaios de
western blotcom anticorpos anti-GST, na diluicdo de 1:1.008arh feitos para confirmacéao

da expresséao protéica. A revelacao foi realizada @@nticorpo anti-lgG de cabra conjugado

38



a fosfatase alcalina (diluido 1:10.000). A metod@adetalhada desta técnica encontra-se no
item 4.19.

4.11.4.Purificacao da proteina G02 em pGEX-4T-1

Apos a expressao da proteina fusionada a GST, foralimados testes de purificacao
da mesma por cromatografia de afinidade em resiogati®na-Sepharose 4BPljarmacia
Biotecl). Para estes testes, foram utilizados 10 ml daireuinduzida. Depois da inducdo da
expressao e fracionamento das proteinas, o solameieadorrespondente a fracdo sollvel, foi
incubado com 30 pl de resina glutationa-sepha®mseum tubo de 1,5 ml. Esta resina foi
centrifugada a 700 g por 30 segundos, lavada com 100 pl de PBS 1x eifogaida nas
mesmas condi¢cdes. O sobrenadante foi retiradocaeetmpa foi repetida novamente. Entdo a
fracdo solavel do lisado bacteriano foi incubaden @resina, durante 15 horas a 4 °C, sob
leve agitacdo. O material foi centrifugado por humo a 700 xg. O sobrenadante da mistura
foi aliquotado (fracdo néo ligada a resina) e éailizada uma lavagem da resina com 1 ml de
PBS 1x. A resina foi centrifugada e o sobrenadaligotado (lavado). Entéo, para eluicdo
da proteina recombinante, foi adicionado 100 pme solucdo de Tris-HCI / glutationa (30
mg de glutationa em 10 ml de tris-HCI| 50 mM, pH)8PBssa solucao foi incubada com a
resina por 30 minutos, sob agitacdo. O materiatdéoirifugado e o sobrenadante foi retirado
(eluato). Aliquotas das diferentes etapas do psocEsam analisadas por SDS-PAGE.

4.12.CLONAGEM EM VETOR DE ENTRADA DO SISTEMA GATEWAY

Os fragmentos de PCR, depois de purificados e dssddram inseridos através de
recombinacéo sitio-especifica no vetor de entr@faNR™221 da plataforam Gatew3yde
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricar@ateway BP Clonase |l Enzyme Nix
Para a insercdo do gene de interesse no vetortidel@rfreacdo BP), foram colocados 150 ng
do produto de PCR juntamente com 150 ng do plasmp@ONR™ 221, sendo o volume
completado para 8 pl com tampéo TE. Foram adicmsm@dul daBP Clonase Il Enzyme Mix
e a reacao foi incubada por 12%horas, a 25°C. Apos esta etapa, foram acresioenfapl
de proteinase K e a reac¢ao foi mantida por 10 msat37°C.

Em seguida foi realizada a transformacao de ekddcio-competentes da linhagem
E. coliDH5a com os clones de entrada. Acrescentou-se 1 (dad@o BP e 50 ul de células

calcio-competentes. O protocolo de transformacéo faesmo utilizado para o vetor pGEX-
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4T-1. As bactérias foram semeadas em LB solidiicamhtendo canamicina (2f/ml), onde
permaneceram por 12 a 15 horas, a 37°C.

A presenca dos clones com o inserto de interaessieém foi verificada paoothpick
Adicionalmente, com a finalidade de confirmar asprea do gene de interesse no plasmideo,
uma reacdo de PCR convencional foi realizada atitib a enzima Taq DNA polimerase e 0s
oligonucleotideos especificos do gene. Para essgigecomprobatéria, foram utilizados
menos ciclos de amplificacédo e a temperatura daraeato foi fixada em 55°C. A PCR foi
realizada com 0,5 U da enzima, 100 ng do plasmicmwentracao final de 0,2 uM de cada
iniciador, 1x tampéo da enzima, dNTPs 0,25 mM, MdC® mM e agua para completar 25 pl
de volume de reacéo. O programa utilizado foi:

- 94°C por 5 minutos;

- 25 ciclos de 94°C (45 segundos), 55°C (45 seganel@2°C (1 minuto);

- 72°C (10 minutos).

O periodo de extensédo foi adaptado de acordo cotam@anho do gene a ser

amplificado.

4.13.CLONAGEM EM VETORES DE DESTINO DO SISTEMA GATEWAY

Com os genes de interesse inseridos no pDYRRL, prosseguiu-se com a reacido
LR, que consistiu na troca dos insertos entre twe® de entrada e de destino. No intuito de
expressar as proteinas em sistema heterélogatilfpado o vetor de destino pDEST17. Ja&
para a expressao €m cruzj para os ensaios de localizacdo celular da pataimeacdo LR
foi realizada entre os vetores pDONR21 e pTcPR-GFPN, este Gltimo, desenvolvido por
nossa equipe com base no sistema Gaf®wayecombinacdo (BATISTA, 2008).

De acordo com as orientacées do fabricaBe&tdway LR Clonase Il Enzyme Mixo
processo consistiu em acrescentar 150 ng do pD®RE com o inserto desejado e 150 ng
do plasmideo de destino (pDESTL7 ou pTcPR-GFPN), sendo o volume completado para 8
pl com tampéo TE. Adicionou-se 2 pl OB Clonase Il Enzyme Mi a reacao foi incubada
durante 12 a 15 horas, a 25°C. Em seguida foramseentados 2 ul de proteinase K e
procedeu-se a incubacao por 10 minutos a 37°Cpaaea a reagao.

Novamente, células calcio-competentés coli DH5a foram transformadas por
choque térmico com 1 pl da reagdo LR, cultivadasL®nsemeadas agora em meio LB
solidificado contendo o antibiético ampicilina (1@3g/l), e os vetores de destino foram

verificados quanto a presenca do gene esperadotoptipick e PCR, como descrito
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anteriormente. Posteriormente a extracéo do vetatestino pDEST'17 com o kitQIAprep
Spin Miniprep esses plasmideos foram sequenciados usando walgotideos do proprio
vetor para conferir se 0s insertos neles presesrias) os desejados. Para 0s genes no vetor de
destino foram usados 0s oligonucleotideos pDEST17F 5-
AATACGACTCACTATAGGGAGACC-3 e pDEST17R - 5'-
TTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCC-3’, cujos locais de armmgem localizam-se,
respectivamente, a 94 bases antes e 8 bases agiisode recombinagdo presentes no vetor.
Além disso, também foram utilizados os iniciadopesa o promotor e terminador T7,
respectivamente, 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ e 5'-
GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3'. Para o sequenciamento demeg em pDONR'221,
usou-se os iniciadores M13F-pUC(-40) — 5-GTTTTCGEIFCACGAC-3' e M13R-pUC(-
40) — 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3..

4.14.EXPRESSAO DAS PROTEINAS EM pDESTM17

As proteinas recombinantes dm coli cepa BL21(DE3)pLysS foram produzidas
para a obtencdo de anticorpos policlonais em caongu$. Para isso, 50 pl das células
célcio-competentes foram misturadas com 100 ng ldsmpdeo pDEST17 contendo o
inserto desejado. A transformacao foi feita do nesmdo anterior, mantendo as células em
gelo por 30 minutos, promovendo o choque térmiet24 por 2 minutos e incubando as
células por mais 2 minutos no gelo. Feito isso,afiescentado 1 ml de LB, com posterior
cultivo a 37°C, por 1 hora a 220 rpm. Apés esteptnas células foram usadas para o
preparo do pré-inéculo, no qual elas foram culiagaem meio LB seletivo contendo
ampicilina (100ug/ml) e cloranfenicol (2ptig/ml) em uma diluicdo de 1/10, deixadas sob 220
rpm de agitacdo, a 37°C, durante 12 a 15 horasarék pleste pré-inoculo foi preparado um
inoculo, o qual foi crescido nas mesmas condichésriares até a densidade 6ptica de 0,8 a
600 nm. Nesse momento foi adicionado IPTG na cdregho final de 1 mM para a inducéo
da expressao do gene de interesse. Imediatamdptedassa etapa, foi retirada uma aliquota
para servir como controle ndo induzido. Tanto otrod® como a cultura induzida foram
incubados sob agitacdo a 37°C por 2 horas.

Primeiramente foi realizado um teste de expresgée, consistiu na expressao da
proteina desejada em um pequeno volume de cuttona,0 intuito de verificar se haveria a

expressdo. Nesta etapa, foram induzidos 5 ml deraulindculo). As fracdes protéicas totais
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foram comparadas com a fracdo de proteinas da@xt&@ induzido e do extrato protéico de
E. coliBL21(DE3)pLysS sem o plasmideo, ou seja, ndo fisamsido.

Uma vez verificada a expressdo da proteina decsge, procedeu-se a expressao em
maior quantidade. Neste caso, foram induzidos W+l de cultura utilizando o mesmo

procedimento usado nos testes de expressao.

4.15.CONFIRMACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS

Apéds a indugdo com IPTG, as células foram colstgue centrifugacdo a 5.000gx
por 15 minutos, a 4°CSprvall RC 5B Plus As culturas ndo induzida e induzida do teste de
expressao foram ressuspensas diretamente em tadepadmostra 4x. Ja4 para a expressao
realizada em maior escala, ap0s a centrifugac@obrenadante foi descartado e o sedimento
foi ressuspenso em tampao de sonicacdo de moduacartaar a cultura 30 vezes em relacéo
ao volume inicial. Em seguida, as bactérias foramcadas com 4 pulsos de 15 segundos na
poténcia 8, com intervalos de 1 minuto no gelo.d.agds, uma aliquota de 75 ul da fracédo
total de proteinas foi retirada. O restante daucallsonicada foi centrifugada a 10.000 por
15 minutos a 4°C, obtendo-se deste modo, as fragdliésel (sobrenadante) e insoluvel
(sedimento) do lisado. Uma aliquota de 75 ul dgafvasoluvel foi retirada. A fracéo insoluvel
foi lavada com tampao de uréia 2M (mesmo volumbzatio de tampdo de sonicacéo),
sonicada e centrifugada nas mesmas condi¢cdesaatgrsendo esse procedimento repetido 3
vezes. A cada lavagem, uma aliquota de 75 ul deesaflante foi removida. Depois da
terceira lavagem, o sedimento foi ressuspenso epaa de uréia 8M. Novamente, as etapas
de sonicacao e centrifugacdo foram executadas,l @ |gsobrenadante foi aliquotado e o
restante do mesmo foi aramazenado a -20°C. O settirfa descartado. As aliquotas, foram
adicionados 25 pl de tampao de amostra 4x. Antessetem aplicadas em gel de
poliacrilamida, as amostras foram incubadas a $¥C5 minutos, colocadas imediatamente
no gelo por 2 minutos e agitadas vigorosamentegddsforam corados com solucéo de azul
de coomassie e descorados com solucao de deséaorac

Ainda com a finalidade de confirmar a expressaprdteina, foram realizados ensaios
de Western blotutilizando anticorpo monoclonal anti-poli-histidindiluido 1:3.000 em

solucéo de bloqueio.
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4.16.PURIFICACAO DAS PROTEINAS EXPRESSAS PELO SISTEMA GATEWAY

ApoOs a verificacdo da expressao por SDS-PAGHestern blgtas proteinas foram
submetidas ao processo de purificacdo através|geegmrativo seguido de eletroeluigéo.

Para o gel preparativo, foi utilizada a mesmaitea®s géis de poliacrilamida (vide
item 4.4.), porém, em uma escala cinco vezes na@eido ao tamanho do gel. Nele foram
aplicados 4 ml da fracdo onde a proteina de irgerestava presente. Apés a eletroforese ter
cessado, o gel foi incubado em uma solucdo de KGOImM gelado por 20 minutos. Na
presenca de KCI gelado o SDS presente nas am@assaciado as proteinas) precipitou e as
bandas das proteinas tornaram-se visiveis, peduoitirexcisdo da banda desejada do gel.

Em seguida, as proteinas de interesse contidadanda excisada do gel de
poliacrilamida foram submetidas a eletroeluicdom@erial excisado foi colocado em uma
membrana de didlise, a qual foi previamente lavadervida trés vezes por 5 minutos com
agua deionizada. Juntamente com a banda, foi adidmaproximadamente 1 ml de tampéao
SDS-PAGE. As extremidades da membrana foram lasraden grampos e a mesma foi
submersa em tampao SDS-PAGE dentro de uma cubafetética. Feito isso, a membrana
foi submetida a uma tensdo de 60V por 1 hora. Agsle periodo, o liquido presente no
interior da membrana foi coletado. A pureza daginat eletroeluida foi confirmada através
de gel de poliacrilamida e, uma vez pura, a pratédn quantificada no aparelho Qubit da

Invitrogen, em concordancia com as recomendac¢@esedmlas pelo fabricante.

4.17.INOCULACAO EM CAMUNDONGOS

Cada proteina foi inoculada em dois camundongadssSwendo que as inoculacdes
foram feitas com 20 pg de proteina, pela via imrapneal, em intervalos de duas semanas.
Na primeira inoculagéo a proteina foi emulsificadan adjuvante completo de Freund e nas
subsequentes, as inocula¢des foram efetuadas andxibio de aluminio (Alu-Gel-S). Os
camundongos foram sacrificados por puncao cardiadias apos a ultima inoculacéo. Eles
foram sedados utilizando uma solucao anestésidarmam 10 mg/ml de cetamina e 1 mg/ml
de xilazina. O sangue retirado foi incubado porr@dutos a 37°C e em seguida foi
centrifugado a 200 xg por 30 minutos. O sobrenadante (antissoro) fojualiado e

armazenado a -20°C.
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4.18.PURIFICACAO DOS ANTICORPOS

Os antissoros foram submetidos a um processo deagdo, que consistiu na adicao
de extrato soluvel d&. coli ao soro. Posteriormente, essa solugdo foi inculcada a
respectiva proteina recombinante purificada, indnla em membrana de nitrocelulose
(previamente bloqueada em solucao de bloqueio)lpbioras a 4°C, sob leve agitacao.

Apos este periodo, a membrana foi retirada e laadezes com TBS 1x / tween20
0,1% durante 15 minutos. A mesma foi incubada docé&o de glicina 200 mM pH 2,5 por 2
minutos, sob agitacdo. Imediatamente depois, adickse Tris-base 1 M pH 9,5 para

neutralizar a solugcdo contendo os anticorpos padbs.

4.19.ENSAIOS DEWESTERN BLOT

Esta técnica foi utilizada para: (a) confirmar raducdo da proteina recombinante
(utilizando anticorpos monoclonais anti-histidinf)) para verificar a qualidade dos soros
obtidos, ou seja, se os anticorpos produzidos petwsundongos eram especificos no
reconhecimento tanto da proteina recombinante ladauquanto da proteina presentelno
cruzie (c) para otimizaa diluicdo do soro a ser utilizada nos experimentos

Depois da separacdo das proteinas por SDS-PAGHgifa a transferéncia das
mesmas para uma membrana de nitroceluldgbdnd a 20V por 12-16 horas (LAEMMLI,
1974). Decorrido este periodo, a membrana de miutwmse foi corada com solucdo de
Ponceau S com o intuito de verificar a qualidadetrdasferéncia. Em seguida, ela foi
incubada em solucdo de bloqueio por 1 hora a teaahparambiente (ou por 12 a 15 horas a
4°C), lavada 3 vezes com 50 ml de solucdo TBS fwween20 0,1% por 5 minutos sob
agitacado e posteriormente, foi colocada em tam@@8 Ix / tween20 0,1% contendo os
anticorpos em diluicdo adequada. A membrana perceargor 1 hora sob leve agitagéo nesta
solugéo e depois foi lavada 3 vezes do mesmo moi@oi@. Proseguiu-se com a incubacao
do anticorpo secundario anti-lgG de camundongougamjo a fosfatase alcalina, na diluicdo
de 1:10.000 em TBS 1x / tween20 0,1%. Apés essabagio, a membrana foi novamente
lavada 3 vezes, como descrito anteriormente. Raear as reagdes, foram utilizados 33 pl
de BCIP e 66 pl de NBT em 10 ml de tampao parafasé alcalina.

Depois da diluicdo dos soros purificados ser atud, também foram realizados
ensaios d&Vestern blotontendo os extratos protéicos das formas epiguas 3 e 5 dias em

cultura, formas em diferenciagdo aderidas 3, 6,182¢ 24 horas, e formas tripomastigotas
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metaciclicas. Para os ensaios com 0s extratos thiciolegénese, a revelacao foi efetuada
tanto por fosfatase alcalina como por quimiolumi@esia, utilizando o produt&CL
Western blotting detection reagents and analyssesy conforme orientagdes do fabricante.

4.20.IMUNOLOCALIZACAO

Os experimentos de localizacdo das proteinas thresse emT. cruzi foram
realizados utilizando os antissoros purificadoveBias diluicdes dos anticorpos, variando de
1:100 a 1:5, foram testadas a fim de obter umairieasidade de sinal. Soros obtidos antes
das inoculacbes das proteinas recombinantes (goéesnunes) foram utilizados como
controle.

Para o teste de cada soro, utilizaram-se 1°yafasitas cultivados por 3 dias em meio
LIT, que foram coletados por centrifugacdo a 5.0@por 1 minuto e lavados em PBS 1x
por 2 vezes. Em seguida, essas células foram pessas em 50 pl de PBS 1x.

Os ensaios de imunofluorescéncia foram realizadominas contendo 10 campos
delimitados por teflon. As laminas foram tratadas)@oli-L-lisina 0,1% e incubadas a 37°C
por 20 minutos. Decorrido este tempo, foram lagattan dgua e colocadas para secar na
estufa a 37°C. Os parasitas foram depositados sobrecampos das laminas onde
permaneceram por 20 minutos para a adesdo. O exdessélulas foi retirado com uma
lavagem utilizando PBS 1x. As células foram fixadasn paraformaldeido 4% por 15
minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas cB& Px e incubadas com cloreto de
amoénio 50 mM por 10 minutos. Apos lavagem com PBS ds parasitas foram
permeabilizados pela adicdo de triton X-100 0,1%3minutos. As laminas foram lavadas
por imersdo com PBS 1x, 3 vezes. Solucédo de blodB#8S 1x contendo soro de cabra 25%)
foi adicionada sob a superficie das laminas, quarfancubadas por 12 a 15 horas a 4°C em
camara umida. Em seguida, o excesso da solucatngeein foi retirado e o antissoro na
diluicdo desejada (em solucédo de bloqueio) foiiadado. A reacdo com o anticorpo foi
realizada durante 1 hora, a 37°C, em camara UrAjds esse tempo, a lamina foi lavada 3
vezes em PBS 1x por imersao, por 5 minutos. O mhfer entdo incubado com anticorpo
secundario (anti-lgG de camundongo conjugado coaxaK88) na diluicdo de 1:500 em
solucéo de bloqueio. De modo similar, a incubagio o anticorpo secundario deu-se por 1
hora a 37°C em camara Umida, protegida da luz.riv giesta etapa, todos os procedimentos
subsequentes foram realizados de modo que o exg#dnfosse protegido da luz. Depois

deste periodo, a lamina foi lavada 3 vezes em PBBol 5 minutos, por imersao. Foram
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adicionados 2@l de solucdo de bloqueio contendo DAPI na diluid@&ol:1.000 visando a
marcacao do material genético do nucleo e cinettpld 1amina foi incubada por 5 minutos
a 37°C, em camara umida. Prosseguiu-se com a lawvagemo descrito anteriormente. As
laminas foram montadas para imunofluorescéncia c@nN-propil-galacto e lacradas
utilizando laminula e esmalte.

As laminas j4 seladas foram observadas no micrasadg fluorescéncia (Nikon
Eclipse E 600). As imagens foram capturadas usandamaraCoolSNAP-Pro cf Coloe
analisadas com o progranhmage Pro-Plus v. 4.5.1.2Media Cybernetics). As imagens
foram trabalhadas controlando o brilho e contraste a finalidade de ressaltar os resultados

para sua exibigao.

4.21.EXPRESSAO DAS PROTEINAS EM Trypanosoma cruzi

Com a finalidade de localizar as proteinas deeéstsn situ no organismo de estudo
através da fluorescéncia emitida pela etiqueta GIBRAM realizadas as reacbfes de
recombinacdo para transferéncia dos genes presemtgsDONR"Y221 para os vetores de
destino pTcPR-GFPN. Os processos de recombinagiwsfdarmacdo dos vetores pTcPR-
GFPN contendo os genes-alvo do estudoEencoli DH50 e selecdo dos clones positivos
foram feitos conforme descrito no item 3.12. Destedo foram obtidos clones que
confirmadamente carregavam os insertos desejadsssklones foram cultivados em meio
LB e, com as culturas resultantes foram realizadasnidipreparacdes de plasmideos com o
kit HiSpeed Plasmid Midi Kitje acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante

Os vetores purificados foram precipitados com aoetde sodio e etanol e,

posteriormente, foram quantificados para seremassad transfeccéo do cruzi

4.22. TRANSFECCAO DO T. cruzi USANDO OS VETORES pTcPR-GFPN

Na transfeccéo de cada gene foram utitlizadosl@ parasitas. Esses parasitas, apés
lavados com PBS 1x estéril e centrifugados porrtutos a 5.000 g, foram ressuspensos em
400 pl de tampdo de eletroporacdo e transferidos @abeta pré-resfriada. Aos parasitas
foram adicionadas de 55 a 70 pg do plasmideo. @aensfeccdo foram realizados 2 pulsos
de 450V, 500 uF e, imediatamente depois, as culmtas novamente incubadas no gelo por
10 minutos. Também foi submetida a eletroporacaa cuntura sem a adicao dos plasmideos,

a qual foi utilizada como controle. Os parasitaggasfectados foram incubados a 28°C em
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10 ml de meio LIT contendo 10.000 Ul de penicilmd00ug/ml de estreptomicina. Vinte
quatro horas ap0s a transfeccdo, o antibiotico GdaBcentracdo final de 25@0y/ml) foi
adicionado as culturas para selecéo das célulaseqaberam o vetor pTcPR-GFPN contendo
0 gene de interesse. ApOs 72 horas em culturaneentracdo de G418 foi aumentada para
500 pug/ml. A cada 3 a 5 dias eram realizadas aagent e a passagem das culturas, com a
finalidade de manter a densidade celular em toend xi 1 parasitas/ml.

4.23.LOCALIZACAO DAS PROTEINAS FLUORESCENTES

Os parasitas transfectados com o vetor pTcPR-GééPkéndo o inserto de interesse
foram visualizados no microscopio optico de fluoéexia com a finalidade de verificar em
que local da célula a proteina estava presenteyéstrda deteccdo da fluorescéncia emitida
pelo GFP.

Os ensaios de localizacdo das proteinas fusionaolaGFP foram realizados em
laminulas, de modo similar a metodologia adotada patécnica de imunofluorescéncia,
utilizando 1 x 18 parasitas. Os parasitas em fase logaritmica deiorento foram lavados
com PBS 1x e centrifugados nas mesmas condicOezadiéis no preparo das laminas de
imunofluorescéncia. Depois de ressuspensas em RB télulas foram colocadas sobre as
laminulas tratadas com poli-lisina, onde permarawepor 5 minutos para a adesao. Em
seguida as laminulas foram lavadas com PBS 1xubaaas com DAPI (1mg/ml), diluido
1:1.000 em PBS 1x por 5 minutos. Apos esse tengplanainulas foram lavadas 3 vezes de 5
minutos com PBS 1x e montadas com N-propil-galacto.

As imagens de fluorescéncia foram capturadas a@sadak como descrito no item
5.20.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. GENES SELECIONADOS

Os genes escolhidos para esse trabalho foram @®elds a partir dos resultados
gerados por microarranjo, obtidos por PROBST (2008) genes encontram-se no quadro a
seguir (quadro 5.1.), os quais, para facilitar,afor denominados de TcExp02GOl a
TcExp02G10 e que, portanto, serdo assim chamadts m@mento em diante.

Tamanho Massa
Gene - ID do gene moIecu[ar Dominios
(pares de | da proteina
bases) (kDa)
TCExp02GO1 - 5595100011  1.443 54,4 o Dominio TBC o
Sitio ativo de aspartil proteases eucariéticasasvi
i Proteina hipotética conservada de ligacdo a GTP
TCEXp02GO2 - 6146.100008 1.983 738 Sitio de ligacdo a ATP/GTP motivo A (P-loop)
TcExp02G03 - 6487.t00007 915 33,6 Proteina semihahlusl
TcExp02G04 - 6869.t00047 948 35,5 Dominio de ligeg®NA semelhante a Myb
Dominio PX
TCEXp02G05 - 7189.10001€ 1.470 56.5 Provavel regido RNP-1 eucariotica de ligacdo a RNA (RRM
TcExp02G06 - 7970.t00014 2.448 91,8 Dominio PH
TCExp02GO07 - 8015.t00008 1.230 45,1 RNA metiltransferase, familia TrmH
(Familia spoU metilase)
TcExp02G08 - 8257.t00047 2.052 74,7 Familia Spc97/Spc98
TCExp02G09 - 8773.100029  1.824 68,6 Dominio PH
Dominio PH
TCExp02G10 - 8824100032 1.152 41,8 RNA metiltransferase, familia TrmH
(Familia spoU metilase)

Quadro 5.1. Lista dos dez genes selecionad&ste quadro contém os IDs (nimero de identificacédo
do gene no banco de dados GeneDB) dos genes geitpg trabalho com seus respectivos tamanhos,
massa molecular esperada das proteinas expreskasigios presentes. TBC (Ter-2/Bub2/Cdc16);
PX (phoX; PH (pleckstrin homology Myb (derivado demyeloblastosis Spc97/Spc98 e Husl séo
nomes de proteinas. O dominRsovavel regido RNP-1 eucaridtica de ligacdo a RpNéde ser
encontrado como domini®RRM1 e o dominio RNA metiltransferase, familia Trmidode ser
encontrado com o nome Bamilia spoU metilase

Estes genes possuem tamanhos que variam de 9144& @, com uma média
aproximada de 1.500 pb. Todos codificam proteimamdssa molecular abaixo de 100 kDa,

sendo a maioria abaixo de 70 kDa. Ha dois pargsateinas distintas, eleitas para o estudo,
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que possuem o mesmo dominio: PH (G06 e G09) e REt{transferase (GO7 e G10). As
predicdes dos dominios protéicos foram realizad@vés da similaridade com sequéncias
contidas nos bancos de dados publicos PFAM e haterp

Os genes sao hipotéticos conservados e apresentgrertil de expressdo aumentado
nas formas intermediarias da metaciclogénese (PHORB805). Nos experimentos de
microarranjo realizados por PROBST (2005), a pdds quais foram selecionados os genes
para o presente trabalho, as sondas utilizadasnf@@dutos de PCR. As laminas eram
compostas por um total de 6.188ots dispostos em trés réplicas, abrangendo cerca 68 4.5
genes dd'. cruzi Foram comparados 6 pontos do processo de difagéac(epimastigotas 3
dias, epimastigotas sob estresse nutricional, ferraderidas por 3, 12 e 24 horas,
tripomastigotas metaciclicos), usando-se o RNAI tetaRNA polissomal extraido dos
parasitas. Conforme observado na figura 5.1., oggyselecionados possuem um apice de
expressdo nas formas aderidas ao substrato pof.3 baras e a maioria deles ndo se mostra

aumentada nas formas tripomastigotas metaciclicas.

Met16 - polysomal mRNA Met 16 - polysomal mRNA Met 16 - polysomal mRNA
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G04 — dominio de ligagio ao G05 — dominio PX G06 — dominio PH GO07 — RNA metiltransferase
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GO8 — familia Spc97/Spc98 G09 — dominio PH G10 — RNA metiltransferase

Figura 5.1. Padréo de expressédo dos 10 genes seleados.As formas epimastigotas (epi), estresse
(str), aderidas por 3, 12 e 24 horas (A3h, A12H2dM respectivamente) e metaciclicas (meta) foram
avaliadas pelo microarranjo (PROBST, 2005). A figarostra os resultados obtidos com a analise do
MRNA polissomal dos 10 genes seleionados (G01 3.G4@raficos estdo em escala logaritmica na
base 2 e a expresséo dos genes esta apresenteglagéim aos epimastigotas, aos quais foi atriboiido
valor 0 de expresséo.
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5.2. AMPLIFICACAO E PURIFICACAO DOS GENES

As reacoes de PCR foram realizadas utilizando topoto descrito no item 3.9. Para
amplificar os genes de maior tamanho, o periodextensao foi prolongado para 3 minutos.
Devido a presenca dos sitios de recombinacdo riomdares, foi possivel aumentar a
temperatura de anelamento da PCR nos ciclos pm&®riproporcionando uma reacao mais
estringente. Como resultado desta etapa, todoszdogeahes selecionados neste trabalho foram
amplificados com sucesso.

Visando retirar fragmentos de DNA como os inici&dondo consumidos durante a
reacdo de PCR, dimeros gemers e pequenosampliconsoriginados através de reacdes
inespecificas, foi realizada a purificacdo dos ptosl amplificados utilizando uma solucao
contendo PEG e MgglFoi demonstrado que, dependendo da concentraéitidada de PEG,

o limite de exclusdo de fragmentos muda, em oytedavras, fragmentos de diferentes
tamanhos sdo removidos da amostra de PCR (HARTLEBORVEN, 1996). Purificacbes
gque fazem uso de fenol/cloroférmio seguido de pregido com acetato de sodio e etanol ou
isopropanol também nao sao recomendados, pois @steeolos normalmente ndo retiram
de modo eficaz dimeros deimers maiores quel00 pb (Manual Gatew8ypDONR™
Vectors).

Todos os produtos foram adequadamente purificadoso qpode ser observado na
figura 5.2. Apos a etapa de purificacéo, os iniciad ja ndo podem ser detectados em gel de
agarose, comprovando que este método € bastacientfi Além disso, ele demonstrou ser

um procedimento rapido e relativamente barato.

Figura 5.2. Gel de agarose 1% contendo os dez geraasplificados por PCR e purificados por
PEG. Canaletas 2 a 11 mostram os genes TcExp02G01 ap02B40. A canaleta 1 contém o
marcador de massa moleculdb Plus DNA Ladder
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5.3.0BTENCAO DOS CLONES DE ENTRADA

Com os genes purificados contendo os sitios demigioacao, foi realizada a reacéo
BP que consiste na entrada do produto de PCR nodetentrada pDON®221 por meio da
recombinacao entre os sitios homologt8 (presente no produto de PCRatP (presente
no vetor pDONRM221).

ApoOs a insercdo do gene no vetor de entrada, uagddrdo DNA recombinado foi
transformada enk. coli calcio-competente, as quais foram cultivadas eno raeletivo
liquido e apés, semeadas. Foi realizadto@thpick com alguns clones e procedeu-se a
extracdo dos plasmideos dos clones positivos. WRaificar se os fragmentos que estavam
inseridos no vetor eram os genes de interessézaeae uma reacdo de PCR convencional
com os iniciadores do proprio gene, que por suaogHirmou a presenca destes.

Nesta etapa foi observado que o tempo de permané@aaiecombinacéo influenciava
no sucesso e na quantidade de clones resultamesmiRinacées de duracdo mais prolongada
geraram maiores quantidades de clones, os quaissuanmgrande maioria, mostraram-se
positivos. Além disso, genes menores sdo recomdsnarhis facilmente que genes maiores,
fato este, corroborado por WIEMANBL al. (2004), HUet al. (2007) e LAMESCHet al.
(2007). Diversas publicacdes, como de LABAERal. (2004) e BECHTELet al. (2007),
demonstram que o Gatewsa§ um sistema adequado para ser aplicado em trabaéhtarga
escala e que apresenta uma elevada taxa de sulEestonagem (mais de 90% nos casos
acima citados).

Os clones de entrada portadores dos fragmentosjadese foram facilmente
encontrados, exceto para o gene TcExp02G02. Imeiate, para cada gene foram analisados
5 clones, sendo pelo menos um deles, confirmadanpesitivo pelos ensaios de PCR. Para o
gene TcExp02G02 foram avaliados 30 clones até ulasdmostrar-se positivo. Esta
dificuldade em obter o clone ndo era esperada,wanaue ha genes com tamanhos maiores
do que ele neste trabalho e que foram facilmewteados. Por exemplo, o clone para o gene
TcExp02G06. Entretanto, essa etapa foi concluidm @&xito. Os dez genes foram
corretamente inseridos em pDONR21 (figura 5.3.). O perfil de amplificacdo doseries

no vetor de entrada esta mostrado na figura 5.4.
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Figura 5.3. Perfil eletroforético dos clones de erdda em gel de agarose 1%JVetores
pDONR™221 contendo os genes TcExp02GO01 (canaleta 1) apDeE10 (canaleta 11). Marcador
1Kb Plus DNA Laddeesta presente na canaleta 6.

A 1 234 567 8 91011 B

2000 pb<+— 1600 pb<«—

1000 ph<—

Figura 5.4. Amplificacéio dos genes de interesse @&los no vetor de entrada pDONR" 221.(A)
Perfil de amplificacdo dos genes TcExp02G01 (camdlpa TcExp02G10 (canaleta 11) apds insercao
no vetor de entrada, com o marcadiib Plus DNA Laddepresente na canaleta 6. Neste gel ndo é
possivel verificar 0 gene TcExp02G02. (B) Na camal2 esta apresentada a amplificacdo do
TcExp02G02 no tamanho esperado. Marcador de massautar (canaleta 1).

5.4.0BTENCAO DOS CLONES DE DESTINO

A transferéncia do inserto do vetor de entrada WRE'221 para o vetor de destino
pDESTM17 foi realizada colocando-se em solucdo o pDER1 (contendo o inserto de
interesse) juntamente com o pDE¥T7, reacdo esta chamada de LR. Desta maneira @corre
passagem do gene para o vetor de destino.

Novamente, a transformacdo das células compettitesalizada, do mesmo modo
descrito anteriormente. Os clones foram cultivadoms placa contendo o antibidtico
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apropriado e selecionados poothpick Clones positivos para o inserto foram utilizadas
a minipreparacéo e PCR do plasmideo.

A figura 5.5 mostra o perfil eletroforético dos arets de destino pDESt17
contendo o0s seus respectivos genes de interes$@s @ reacdes comprobatorias de PCR dos

vetores geraram fragmentos no tamanho esperadoyemnobservado na figura 5.6.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2000 pb

1000 pb

Figura 5.5. Eletroforese dos genes em pDEST17 em gel de agarose 1%Genes TcExp02G01
(canaleta 1) a TcExp02G10 (canaleta 11) inseridosator de destino. Marcaddkb Plus DNA
Ladderpresente na canaleta 6.

1 2 3 4 5 6 7.8 9 10

2000 ph<—

1000 pl <—

Figura 5.6. Amplificacdo dos genes de interesse apisercdo no vetor de destino pDESY17.
Genes TcExp02GO01 (canaleta 1) a TcExp02G10 (canalBbt amplificados a partir dos vetores de
destinagéo pDESY17. MarcadoflKb Plus DNA Laddepresente na canaleta 6.

5.5.SEQUENCIAMENTO DOS CLONES

Os processos de clonagem dos genes em pD¥RR e pDESTY17 foram
concluidos com 100% de sucesso. Os dez genes obmad vetores de destinagdo foram

submetidos ao sequenciamento com a finalidadeeadifidar possiveis erros que possam ter
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ocorrido nos passos anteriores, como incorporagiesdelecdes de nucleotideos nas
sequéncias de interesse, que por ventura, pudessaEnetar em modificagdes no quadro de
leitura, consequentemente gerando codons de payaglalevassem ao impedimento da
expressao proteica.

Para o sequenciamento dos insertos nos vetordgouwdse primeiramente o
pDESTM17. Nestas reacBes foram usadospomers que reconhecem sitios contidos no
préprio plasmideo. Como as reacdes de sequenciamenpDESTY17 ndo foram bem
sucedidas, resolveu-se sequenciar os insertos €@NBEY'221, uma vez que dificiimente
erros seriam agregados a sequéncia durante a ré&aga que esta é baseada em
recombinacao sitio-especifica e ndo faz uso demeszde restricdo. Para isso, fez-se 0 uso
dos iniciadores M13, promotor e terminador.

Seis insertos (G01, G03, G04, G5, G07 e G10), @ mpssuem menor tamanho,
foram sequenciados na sua totalidade. Os demafs @IB, GO8 e G09) foram sequenciados
apenas em suas extremidades devido ao longo coemdngénico. Para o gene GO09, a
cobertura génica foi de 93% da sua sequéncia,degeios genes G02 (86%), GO8 (82%) e
G06 (70%). Através da andlise dos resultados ohtidbdservou-se que os fragmentos
clonados compartilham 97-98% de identidade na ®euéscia nucleotidica com seus
respectivos genes da cepa CL Brener, identificaosd@omo os insertos desejados. A
alteracdo de algumas bases acarretou mudancasaaidicas. Apenas o gene TcExp02G06
apresentou uma delecdo na posicdo nucleotidica@®®casionou uma mudanca no quadro
de leitura, gerando um codon de parada. Por ediganesta proteina ndo pode ser expressa.
Porém, este erro s6 foi detectado apds as terdatieaexpressdo e depois dos ensaios de

transfecgéo terem sido realizados.

5.6.EXPRESSAO DAS PROTEINAS

Para a expressédo das proteinas com a etiquetdidesfidina N-terminal, foi usada a
linhagem de célula competerite coli BL21(DE3)pLysS. No teste de expressao, as fracdes
protéicas totais foram comparadas com a fracdo rdeeipas totais dos controles nédo
induzidos (bactéria contendo o plasmideo pDE'T com o gene de interesse, porém n&o
induzida por IPTG) e o extrato protéico totalklecoli BL21(DE3)pLysS (sem o plasmideo).
Na figura 5.7, pode-se verificar a expresséo t@atedez proteinas recombinantes através da
intensidade da banda do gel SDS-PAGE, quando ca@uocazul de coomassie. Como pode

ser observado nos géis, algumas proteinas apremantan tamanho acima do previsto
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(quadro 5.1) devido a adicao da etigueta N-termenaélo fato do gene nao possuir o cédon
de parada, o que ocasionou na expressao de umeinagimerente ao vetor. Adicionalmente,
ensaios devestern blofforam realizados com anticorpos anti-histidinaapawnfirmacao dos
resultados de expresséao protéica.

Nesse teste, dos dez genes, oito foram expressossgoesso. Os genes que nhao
expressaram foram: TcExp02G06 (devido ao cédon atedp) e TcExp02G09. Para a
expressao do gene G09, foram testados diferentéscplos, cepas de células competentes,
temperaturas e tempos de inducédo. A inducéo fadasa 20°C, 25°C, 30°C, 37°C e 40°C. O
tempo de inducdo variou desde 30 minutos até 5sheraas cepas utilizadas foram
BL21(DE3)pLysS, Rosetta e GroESL. Além disso, filizado o protocolo de expressao por
estresse pela adicdo de etanol as culturas, coseotdegpor THOMAS & BARNEYX (1997).
Resumidamente, esta metodologia consiste na adiead8% (v/v) de etanol na cultura,
anteriormente a inducéo por IPTG, visando aumenfaroducdo de chaperonas da bactéria.
No entanto, nenhuma alternativa foi eficaz paramessao desta proteina. Portanto, foi dado

continuidade ao trabalho com as demais 8 protemaEmadamente expressas.

M ext NI ind NI ind NI indNI ind

GO01 G02 GO05 G09
90 kDa<— ‘ ™
| Y
50 kDa€— s |~ —_— o
M ext NI ind NI ind NI indNI ind M ext NI ind NI ind
GO03 G04 GO07 G10 GO06 GO08
=z | =2
< o
— - | - b | = - -
. ' - ~ |70kDa%* .
20 kDa ; = - . 1 ".; — [

Figura 5.7. SDS-PAGE mostrando os testes de expréegprotéica para os 10 genes selecionados.
As bandas de expressao das proteinas estdo macmadasma seta. As proteinas TcExp02G06 e
TcExp02G09 ndo expressaram. M, marcador de maskscutar BenchMark Protein Ladderext,
extrato protéico d&. coli; NI, controle ndo induzido; ind, expresséo indazid
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As proteinas recombinantes, cujos testes de e@wredsram positivos, foram
expressas novamente, porém, em maior volume darau800-500 ml). O protocolo de
expressao utilizado nesta etapa foi o mesmo realina expressdo-teste, no entanto, nesta
fase, as proteinas foram analisadas com relacéia presenca no extrato total e nas fracdes
soluvel e/ou insolavel, sendo que as 8 proteinesmbinantes apresentaram-se na fracéo
insollvel. Esse ndo foi um resultado adverso temaovista que estas proteinas seriam
utilizadas como antigenos para produc¢éo de antisorp

Sabidamente, altos niveis de expressdo de protednasbinantes er. coli levam
ao surgimento de agregados dessas proteinas (esimegnte mal-formadas), referidos como
corpusculos de inclusdo. Estes agregados sdo mmldeeis em meio aquoso (KOPITO,
2000). Quando recuperados do lisado celular poo meicentrifugagcdo, os corpusculos de
inclusdo sdo co-sedimentados com debris celulanefjindo uma alta quantidade de
componentes da membrana e parede celular dasiba¢®UDOLPH & LILIE, 1996).

Em um primeiro momento, apds a expressdo das pasteim grande quantidade,
tentamos purificar as proteinas recombinantes ppnatografia de afinidade em coluna de
niquel, através da eluicdo destas, com solucOedifdeentes pH. No entanto, esta
metodologia apresentou-se pouco eficaz, pois aeipes recombinantes ndo foram eluidas
da resina, a qual também permaneceu com diversdsimas contaminantes. Em alguns
casos, uma pequena quantidade de proteina recartibivaeluida, a qual, em etapas futuras
de purificacdo por SDS-PAGE e eletroeluicdo, nadepéer recuperada. Devido a esse
obstaculo, como uma alternativa, visando purifiearcorpusculos de incluséo, ou seja, as
proteinas de interesse, foram realizadas 3 lavadgefracdo insolluvel de expressdo com uma
solucdo de uréia 2 M, antes da mesma ser ressaspansampao de uréia 8 M. Ainda é
importante salientar que foi adicionado Triton X31@® solucédo de uréia 2 M, pelo fato deste
detergente desestruturar membrana e auxiliar eesgpa de purificacéo da proteina.

As fracOes protéicas e os sobrenadantes obtidosdagens foram aplicadas em um
gel de poliacrilamida, o qual esta representadignga 5.8. Neste gel também se observa que
as etapas de lavagem foram bem sucedidas, resul@ndproteinas recombinantes mais

enriguecidas na fracdo solubilizada em uréia 8 M.
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Figura 5.8. Expressao em larga escala do gene TcEB®8601. M, marcador de massa molecular
Page Ruler Unstained Protein Lad¢lext, extrato protéico total d& coli. Estao indicadas as fracdes
ndo induzida (NI), total, soltvel (sol) e insolGvel qual foi ressuspensa em solucdo de uréia 8 M
(ins8M) apos as trés lavagens com solucdo de Ridiglavagens 2M).

5.7.PURIFICACAO DAS PROTEINAS

As oito proteinas recombinantes foram purificadésmvés de gel preparativo e
eletroeluicdo para posterior inoculagdo em camuga®m@a linhagem Swiss. A pureza das
proteinas eletroeluidas foi confirmada através eledg poliacrilamida evestern blotanti-
histidina. Nestes géis as bandas referentes asipastrecombinantes foram visualizadas. As
proteinas eletroeluidas estdo expostas na fig@raCam as proteinas purificadas em maos,
elas foram quantificadas no aparelho Qubit confoonentacoes do fabricante.

Das oito proteinas passiveis de serem purificagddsas resultaram em qualidade e
quantidade suficientes para o prosseguimento thaltra. Obteve-se no total, por volta de 1-
1,5 mg de cada proteina purificada partindo derfD@e cultura induzida, com excecdo da
proteina TcExp02G07 que resultou em aproximadan#iigig de proteina eletroeluida em

virtude da sua baixa abundancia relativa nos exygerios de expressao.
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Figura 5.9. SDS-PAGE confirmando a pureza das proteas eletroeluidasM, marcador de massa
molecularPage Ruler Unstained Protein Laddéns, Proteina recombinante solubilizada em wéia
M; eletro, proteina recombinante insolUvel purifiagoor eletroeluicao.

5.8.0BTENCAO E PURIFICACAO DOS SOROS

Posteriormente a purificacdo, foram realizadasulagdes em camundongos para a
producédo de anticorpos policlonais especificosraca proteinas purificadas. Previamente as
inoculagbes, uma pequena quantidade de soro feadatdos animais (pré-imune) com a
finalidade de verificar se estes ndo possuiam @ptis que reconheciam proteinas To
cruzi. Os soros pré-imunes dos camundongos foram tesfamtoensaio devestern blot na
diluicdio 1:250 contra o extrato protéico do pasa@itferente a 5 x £@élulas).

Antes de sacrificar os animais, a partir da teacgioculacdo, uma aliquota dos seus
soros foi recolhida e utilizada em experimentosvestern blotcontra a respectiva proteina
recombinante eletroeluida e o extrato protéicofdamas epimastigotas de cruzi Nessas
reacbes, a diluicdo do soro foi fixada em 1:300.r&aonhecimento das proteinas
recombinantes foi verificado para todos os 16 s@¢@®gamundongos para cada proteina

58



inoculada) ja no primeiro ensaio realizado. Por@mgconhecimento das proteinas nativas no
extrato deT. cruzindo foi satisfatorio.

Como nédo houve o reconhecimento das proteinasad@seno extrato do parasita,
novas inoculacbes foram feitas até a resposta [#@iao Todos os camundongos foram
sacrificados por puncao cardiaca. Entretanto, aposssivas inoculacées o que se observou
foi uma resposta arbitraria. Os soros obtidos passa reconhecer outras proteinas além
daquela de interesse. A partir dai, diversas diesgdo soro foram testadas a fim de reduzir o
sinal das ligacdes indesejadas. Como esta expddag&nndo surtiu efeito, partimos para a
purificacdo dos soros.

Como uma primeira tentativa, o extrato protéidaltde E. coli foi transferido para
uma membrana de nitrocelulose, a qual foi incultada os soros, individualmente, a 4°C por
15 horas, repetindo esse procedimento por 3 vé&ata.metodologia foi utilizada como um
teste de purificacdo apenas para 0s 2 soros oluihdsa a proteina TcCExp02G02 (pois foram
0s primeiros antissoros obtidos), porém nenhumsdeiepurificado apropriadamente. Houve
apenas uma reducédo na intensidade no sinal daasemtesejadas.

Como alternativa, foi utilizado outro protocolo @ar purificacdo, o qual consistia em
incubar o soro com o extrato soluvelklecoli juntamente com a proteina recombinante, esta
tltima, aderida a membrana de nitrocelulose. Dastdo, 0s anticorpos especificos contra a
proteina de interesse ligar-se-iam a membrana eam&corpos responsaveis pelo
reconhecimento das demais proteinas se ligariaeximato da bactéria. Com isso, a eluicdo
dos anticorpos especificos contra a proteina rec@mte (aderidos na membrana) poderia ser
feita com solucéo a base de glicina acida.

Utilizando este ultimo procedimento, para o sormtiad TcExp02G02 houve o
reconhecimento de uma Unica banda, relativa aipeotie interesse nativa do cruzi(figura
5.10). Devido ao resultado positivo obtido atradesse procedimento, todas as demais
purificagbes dos antissoros foram realizadas sdguarmesma estratégia. Como desvantagem
desta metodologia inclui-se a drastica diminuicaditulacdo do soro, causada tanto pelo uso
da solucdo de glicina acida que desnatura os aptispquanto pela diluicdo resultante do

proprio volume de solucéo utilizada para a eludd® mesmos.
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Figura 5.10. Purificacdo dos anticorpos especificasontra a proteina TcExp02G02.Padrdo de
proteinas reconhecidas pelo antissoro anti-G02, western blgt nos extratos protéicos de
epimastigotas, antes (A) e apés (B) o procedimeetgurificacdo dos anticorpos. Em ambos os
ensaios foram utilizados extratos protéicos nomadlis por quantidade de célula (5 x 106 células).
Em A a diluicdo do anticorpo foi de 1:300 e em BLOD. M, marcador de massa molecular; epi,
extrato protéico das formas epimastigota3 deruzi

Mesmo depois de purificados e apoés varios testafildiedes, os antissoros gerados
contra as demais sete proteinas reconheceram balélasda de interesse, ou em alguns
casos, reconheceram uma Unica banda, porém, dahandiderente do esperado no extrato
protéico do T. cruzi Portanto, resolvemos proceder novas inoculacd®es oeitros
camundongos. Por desconfiar que falhas durantetagmse de purificacdo das proteinas
recombinantes poderiam estar influenciando na dm@éi final dos soros, reiniciamos o
trabalho desde o processo de expresséao e puriickgdmesmas.

No total foram 5 camundongos inoculados para cadéeipa em 3 diferentes
tentativas de produgéo dos antissoros. Em cadadafas, novas proteinas recombinantes
foram produzidas. Em adicdo a isto, utilizamos catongos da linhagem Swiss e Balb/c, de

ambos 0S sexos.

5.9.RECOMBINACAO DOS GENES EM pDEST™221 PARA O VETOR pTcPR-
GFPN

A etapa de recombinacdo dos 10 genes para o pEtBR-GFPN foi realizada com
sucesso. Apés a recombinacao dos genes para gveteR-GFPN, foi feita a transformacéao
em célula competentE. coli DH5a. Os clones semeados em placas contendo ampicilina
foram selecionados pelo tamanho dos plasmideoaliados em gel de agarosedthpick.

Em seguida, com os clones positivos que apresentavaetor com o gene de interesse,
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realizou-se testes de amplificacdo deste fragmamt@CR usando iniciadores especificos de
cada gene.

Sabendo quais eram o0s clones confirmadamentavossiestes foram cultivados em
meio liquido para a realizacdo da midipreparacagldemideo (figura 5.11). Os vetores

foram precipitados e quantificados para sereneatlibs na transfeccéo docruzi

M 1 2 3 4 5 6 7 8 B
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Figura 5.11. Perfil eletroforético dos clones de d&no pTcPR-GFPN extraidos por
midipreparacdo. Genes TcExp02G01 (canaleta 1) a TcExp02G10 (canal@t inseridos no vetor
pTcPR-GFPN para expressao €ntruzi M, marcadod Kb Plus DNA Ladder

5.10.TRANSFECCAO DO T. cruzi USANDO OS VETORES pTcPR-GFPN

A transfeccao dos parasitas foi realizada pardagehes, sendo utilizado 57-70 pg de
DNA para cada uma delas (quadro 5.2). Uma cultiwsaga como controle, foi submetida ao
mesmo procedimento de eletroporacdo, porém, sedicaoado vetor. Vinte e quatro horas
apos este procedimento, o antibidtico G418 foiiadado ao meio de cultura para selecao das
células que receberam o vetor pTcPR-GFPN contergime de interesse. A cada 3 a 5 dias
era realizada a contagem e a passagem das cylareasm novo meiode cultivo.

Os parasitas transfectados foram selecionados slef®il4 dias em meio com
antibiético. Decorrido este periodo, iniciou-seensaios de localizacdo celular das proteinas
fusionadas ao GFP em formas epimastigotas 3 dias.

Adicionalmente, a quantidade de células fluoresseribi mensurada através de
citometria de fluxo (FACS). As culturas apresentardaixa porcentagem de células com
fluorescéncia, variando de 0,55% a 35,43%, em uat t2 20.000 analisadas (quadro 5.2).
Com base nesses resultados, observou-se que né® fletacao direta entre a quantidade de

DNA utilizada na transfeccdo e a porcentagem delaglfluorescentes, nem mesmo
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encontrou-se uma relacdo entre esses dois fatoresoctamanho do gene codificador da

proteina.
Gene — IDs Dominios Células DNA
fluorescentes
TCExp02GO1 - 5595.600011] ... .. Dominio TEC L 28.34% 70 ug
Sitio ativo de aspartil proteases eucariéticasasvi
) Proteina hipotética conservada de ligacdo a GTP 0
TCEXp02G02 - 6146.100006 Sitio de ligacdo a ATP/GTP motivo A (P-loop) 4.9% 57 Hg
TcExp02G03 - 6487.t00002 Proteina semelhante a Hus1 14.36% 70 pug
TcExp02G04 - 6869.t00042 Dominio de ligagdo a Deelhante a Myb 2.51% 70 pg
Dominio PX o
TCEXp02G05 - 7189100016 RNP-1 eucaridtica de ligacdo a RNA (RRM1) 35.43% 61 ug
TcExp02G06 - 7970.t00016 Dominio PH 15.1% 70 pg
TCEXp02GO7 - 8015.100008 RNA metiltransferase, familia TrmH 1.04% 70 ug
(Familia spoU metilase)
TcExp02G08 - 8257.t00047 Familia Spc97/Spco8 12.39%| 70 ug
Dominio PH 0
TcExp02G09 - 8773.t00029 Dominio PH 20.23% 70 ug
TCEXp02G10 - 8824.100032 RNA metiltransferase, familia TrmH 0.55% 70 ug
(Familia spoU metilase)

Quadro 5.2. Porcentagem de células fluorescentessnaulturas dos transfectantes GFPGenes
G01 a G10, com seus respectivos IDs e dominios feleam inseridos no vetor pTcPR-GFPN,
transfectados em. cruzie as culturas resultantes foram analisadas g@aptesenca (porcentagem)
de células fluorescentes. A coluna DNA mostra antidade de plasmideo utilizado para cada
transfeccéo.

Além disso, experimentos aeestern bloforam feitos com o intuito de observarase
transfectantes realmente estavam expressandotafnpsofusionadas ao GFP. Nesses ensaios
foram usados os anticorpos purificados contra dsates de epimastigotas nativos e
transfectados, normalizados por quantidade dea=é(8lx 16). A partir destes experimentos
também foi possivel comparar a abundéancia dasipastale interesse encontradas nesses
dois extratos celulares, ou seja, se estava ocmrem superexpressdo de proteinas
recombinantes nas células transfectadas. Esseléadesuserdo apresentados no topico a

seguir, com todos os dados integrados, para taiientendimento do trabalho.

62



5.11.RESULTADOS DA ANALISE DE EXPRESSAO POR WESTERN BLOT,
IMUNOLOCALIZACAO E TRANSFECCAO

Mesmo ap0s a purificagcdo dos antissoros, o qudfismnuma reducdo no titulo dos
mesmos, 0S respectivos soros pré-imunes foram sigamoo controle negativo nos ensaios
de imunoflorescéncia indireta. Deste modo, a nalgi@oncentracdo entre esses anticorpos
foi perdida, porém, o reconhecimento das proteffaparasita deveria ser diferente entre
esses dois soros. Comparando-se 0 SOro pré-imumeocsoro imune, caso 0 primeiro
apresente uma marcacao na célula do parasitauodegeve apresentar uma marcagdo em
local diferenciado do primeiro, sendo esta marcagarente a proteina de interesse. Nesses
ensaios, o contraste e brilho das imagens foraeradlbs para evidenciar os resultados
adquiridos.

Nos ensaios deestern blottcom 0s extratos protéicos obtidos da metaciclogéines
vitro, para todas as proteinas estudadas, a normalidaséamostras foi feita por quantidade
protéica. Um gel representativo da normalizacdé dsmonstrado na figura 5.12. Nesses
experimentos, para cada proteina estudada, fa@add o mesmo soro purificado e 0 mesmo
extrato protéico nos ensaios revelados por fodakslina e por quimioluminescéncia, a nao

ser quando mencionado.
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Figura 5.12. Gel de poliacrilamida corado com coonssie blue, contendo o0s extratos protéicos
das formas envolvidas na metaciclogénese d@lecruzi normalizados por quantidade de proteina.

M, marcador de massa molecular; 3d, epimastigothas3 5d, epimastiogotas 5 dias; formas aderidas
ao substrato por 3 (A3), 6 (A6), 12 (A12), 18 (AB8P4 horas (A24); Meta, formas tripomastigotas
metaciclicas.

Os resultados adquiridos com 0s antissoros putifieaerdo mostrados nesta sessao.
Para a melhor compreenséao e para facilitar a im¢@grdos dados, a partir deste momento, as

proteinas serdo apresentadas individualmente. Paimente sera feita uma breve descri¢cao
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dos dominios protéicos e, depois, serdo expostossoftados obtidos com os experimentos

dependentes dos soros acima citados, além dossnsiizando os transfectantes.

5.11.1.TcExp02G01 - 5594.t00011 - Dominio TBC / Sitio ativde aspartil proteases

eucaridticas e virais

A proteina codificada por este gene possui 54,4dé@mmanho. Ela possui o dominio
TBC compreendendo o aminoacido 216 ao 430, comprotzbilidade predita de 5,4x10
O dominio é assim denominado, pois ele foi prinme@ate encontrado em uma proteina
murina chamada Tbcl, a qual possui similaridade asequéncia do oncogene Tre-2 e as
proteinas reguladoras da mitose em leveduras, B&BAc16 (RICHARDSON & ZON,
1995).

O dominio TBC € um dominio bastante extenso corpost aproximadamente 200
aminoacidos, sendo alguns deles localizados entgessialtamente conservadas, como no
caso do residuo de triptofano (W) na posicao ancidaza 14 e a prolina (P), na 182 (figura
5.13).
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Figura 5.13. Padrdo de conservacdo do dominio TB@ grafico representa o dominio TBC no
banco de dados PFAM, mostrando o grau de consereag&ada posicdo aminoacidica da sequéncia.
No eixo inferior do gréfico estdo numeradas asgdesi de cada aminoacido e no eixo lateral a
entropia relativa de cada um deles. A dimenséaorélda letra representativa do aminoacido exprime
a sua probabilidade de presenca na determinadgéposiu seja, quanto maior a letra, mais frequente
0 aminodcido é na determinada posicao.
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Esse dominio é encontrado nas proteinas GYP6 e GéFP@éveduras, sendo estas
proteinas ativadoras de GTPas&TPase activating protein GAP) da familia Ypt/Rab.
ALBERT e colaboradores (1999) verificaram que estminio TBC estava relacionado com
a atividade catalitica da proteina GYP7. Por essiva) acredita-se que esta estrutura seja
responsavel pela modulagcédo da atividade catalitcpequenas GTPases semelhantes a Rab,
as quais estao envolvidas no trafego vesicular (R2&l, 2000).

GAPs sdo responsaveis pela aceleracdo da ativadgsavacao de GTPases, atraves
da hidrélise de GTP. Depois de ligadas a GTP, aBaSé@s tornam-se ativas e passam por
mudancas conformacionais, alterando a afinidadietdeacdo com outras proteinas efetoras
ou enzimas. Simultaneamente a esse processo, acbidedlise do GTP. Quando inativas, as
GTPases permanecem ligadas a GDP, na qual ligag@escorrem. Elas podem se tornar
ativas novamente através da acdo de proteinas deuans GEF Guanine nucleotide
exchange fact9r que fazem a troca de GDP por GTP. (CALD&N, 2001).

Através de analises de alinhamentos, observouee gominio em questdo contém 6
motivos conservados, denominados de A-F, compadill com varias proteinas de
leveduras, Caenorhabditis elegansDrosophila melanogastere mamiferos, inclusive
humanos (NEUWALD, 1997), sendo que no motivo B aht@ese uma arginina responsavel
pela atividade catalitica de GAPs (ALBERTal, 1999). A figura 5.14 mostra o alinhamento
da proteina de estudo contra outras proteinaogeslde tripanossomatideos.
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Figura 5.14. Alinhamento da proteina estudada d&. cruzi com ortélogas de tripanossomatideos.
No alinhamento, de cima para baixo, 0s organisn@s Leishmania infantumL. major, L.
braziliensis Trypanosoma brucee Trypanosoma cruziNesta figura, a sequéncia referente ao
dominio TBC esta sublinhada em vermelho.
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Ja o segundo dominio, Sitio ativo de aspartil pis#e eucaribticas e virais, foi predito
pelo banco de dados Prosite e esta presente mo d@i@roteina, entre os aminoacidos 108 e
119. Ele é encontrado em proteases cujo sitio abméém um residuo aspartil. Este dominio
é verificado em vertebrados, fungos, plantas, vatre e em alguns virus de plantas.

Andlise porwestern blotdos extratos da metaciclogénese reagidos cordrdissoro
anti-G01 mostrou que mais de uma banda é recorsh@cdesse antissoro, como pode ser
visto na revelacdo pela técnica de fosfatase aicdfigura 5.15). A banda de maior massa
molecular pode ser resultado de interacGes daipeotie interesse com outras. A revelagao
por quimioluminescéncia apresentou mais bandasinecidas devido a maior sensibilidade
da técnica e, provavelemente, devido a utilizagiexdratos protéicos diferentes para os dois
ensaios (figura 5.16).
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Figura 5.15. Analise dos extratos da metaciclogéreespor western blot, com o soro purificado
obtido contra a proteina TcExp02GO01A diluicdo do soro foi de 1:75. Vide legenda daifey5.12.
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Figura 5.16. Western blot revelado por quimioluminescéncia dos extratos da etaciclogénese
com o soro purificado obtido contra a proteina TcER02GO01.A diluicdo do soro foi de 1:100. Vide
legenda da figura 5.12.
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Na imunofluorescéncia, com o antissoro purificadata TcExp02GO01, obtivemos
uma localizacdo do nucleo e cinetoplasto. Tambéavéno reconhecimento, aparentemente,
da bolsa flagelar, regido que esta envolvida efegodde vesiculas. A imunofluorescéncia
com 0 soro pré-imune ndo mostrou o reconhecimeasopdoteinas dd. cruzj conforme

visto na figura 5.17.

DIC DIC+DAPI DIC+Ac Merge

Figura 5.17. Imunofluorescéncia do soro pré (A) eds-imune (B) obtido apos inoculagdo com a
proteina TcExp02GO0L1. DIC, contraste interferencial; DIC+DAPI, sobrep@sicdas imagens de
contraste interferencial e marcagcdo de nucleo etaptasto; DIC+Ac, contraste interferencial e
localizagdo da proteina db. cruzi pelo anticorpo purificado (verde); Merge, sobrégis das
imagens.

Em relacdo ao transfectante TcExp02G01-GFP, asanglirwestern blotmostrou

gue houve a expressao da proteina recombinarifecarazie que esta, em comparagdo com a
nativa, estava em maior quantidade. Pode-se natdigara 5.18, na canaleta referente ao
extrato protéico dos transfectantes, uma bandaaa@rtho aproximado da proteina nativa
(~50 kDa). Acima desta banda, com altura de apradamente 80 kDa, encontra-se a
proteina recombinante, possuindo ~27 kDa adiciae&ésente & etiqueta GFP e a incluséo da
expressao do fragmento inerente ao vetor. Asspaytir dos resultados obtidos através deste
ensaio, supfe-se que o antissoro anti-G01 estahecendo a proteina de interesse, e que
esta apresenta um tamanho de aproximadamente 50Nd3ta mesma ilustracdo ainda foi
possivel verificar o reconhecimento de uma bantlxeete a proteina nativa no extrato de
epimastigotas, embora na impressao esteja pouiselvis
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Figura 5.18. Expresséo da proteina TcExp02GO01 fusiada ao GFP noT. cruz, em comparagao
com a proteina nativa em epimastigotas, analisadaop western blot. Nesta figura, os extratos
protéicos de epimastigotas (epi) e transfectanfe® @ansf) foram normalizados por quantidade de
células (5 x 1Dcélulas) e foram incubados com os anticorpos ipadbs obtidos contra a proteina
TcExp02GO01, na concentracdo de 1:75.

A proteina TcExp02G01 quando fusionada a GFP mostnoa localizacdo préxima
ao nucleo da célula como pode ser visto na figur. 3/erifica-se a presenca de um ponto na
regido posterior da célula na forma epimastigota.

DIC DIC+DAPI DIC+GFP Merge

Figura 5.19. Localizag&o da proteina TcExp02GO01 fimnada a GFP noT. cruz. DIC, contraste
interferencial; DIC+DAPI, sobreposicdo das imagaasontraste interferencial e marcagéo de nudcleo
e cinetoplasto; DIC+GFP, sobreposicdo da fluoresaéda proteina estudada fusionada a GFP e
contraste interferencial; Merge, sobreposicao i@agens DIC+GFP com DAPI.

Tendo em vista que o dominio TBC esta relacional@APs (de pequenas Rab
GTPases) que sao proteinas envolvidas no transpsiular, a localizacao nuclear revelada
pelos ensaios de imunofluorescéncia foram surpesgas. Porém, neste mesmo experimento
também houve o reconhecimento de uma regido préaorfeagelo da célula, provavelmente
referente a bolsa flagelar, regido esta, de inted$ego de vesiculas. O resultado obtido com
a fluorescéncia emitida pelo GFP também foi inesp®rpois apesar deste ser encontrado em
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granulos, esperava-se que a localizacao fossdizatia na regido anterior da célula, proxima
a bolsa flagelar e citostoma.

Com a finalidade de realizar ensaios funcionaibgégdo a GTP com esta proteina, a
clonagem do gene no vetor pGEX-4T-1 foi feita, ndka a producdo da mesma na forma
soluvel. Novas reacdes de amplificacdo do genenfdestas com a enzimBfuUltra high-
fidelity DNA polymeraséfigura 5.20) A purificacdo do gene foi realizada através das&ci

da banda de interesse para eliminar os produtos@peram desejados.

1.600 pb

Figura 5.20. Gel de agarose contendo o0 gene TcEx@2L amplificado por PCR para a
clonagem no plasmideo pGEX-4T-INa canaleta 1 observa-se a amplificacdo do gengpDEEs01,

com tamanho aproximado de 1.443 pb, além de otitaggnentos indesejados. Por este motivo,
procedeu-se a excisao da banda de interesse de gghrose para purificacdo. M, marcador de massa
molecularl Kb Plus DNA Ladder

As etapas de digestédo e clonagem do gene nop@tX-4T-1 foram bem sucedidas
e apos a transformacdo de células quimiocompeteetgEs coli DH5a, 0s clones positivos
foram selecionados pela técnicatdethpick Eles foram submetidos a minipreparagédo para
extracdo dos plasmideos contendo o gene de irgeress

Os plasmideos purificados foram transformados erulas XL1-Blue calcio
competentes para os testes de expressao, porémnaiénento, ndo foi obtida a expresséo

protéica.
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5.11.2.TcExp02G02 - 6146.t00006 - Dominio de ligacdo a GTPSitio de ligacdo a
ATP/GTP motivo A (P-loop)

Esta proteina possui 660 aminoacidos, resultandaentamanho previsto de 73,8
kDa. Ela contém 2 dominios encontrados atravésudeabpor homologia em banco de dados
publicos. O dominio de ligacdo a GTP foi predittop@®FAM) com uma probabilidade de
1,7x10%. Este dominio localiza-se entre as posicées amidicas 83-132, na regi&o anterior
da proteina. Esta estrutura, como o nome do dordafine, € um dominio de ligacdo a GTP,
gue € encontrado em varias proteinas de variasgidamncluindo membros da superfamilia
Ras GTPase e a proteina G heterotrimérica.

A funcdo basica de ligacdo e hidrélise do GTP ésipdgada por uma estrutura
presente na proteina denominada de “dominio G”, @wemposto por 6 folhgse 5 a-
hélices. Através de ensaios de cristalografia deXa SPRANG (1997) verificou que o
dobramento do dominio G apresenta-se quase inehgatre as diversas GTPases avaliadas.
As GTPases podem ser formadas apenas pelo dominim @Godem conter dominios
adicionais nas suas extremidades N e C-terminaju® torna possivel a existéncia de
GTPases com sequéncias altamente diversificadas.elStdo presentes em Bactéria, Eukarya
e Archaea e estdo relacionadas com diversas funefe elas sintese de proteinas, ciclo
celular e diferenciacao e sinalizacdo hormonal (RQE et al, 1990).

GNBPs Guanine Nucleotide-Binding Protejngossuem 4 ou 5 motivos conservados
gue encontram-se alinhados ao longo do sitio oade llgacdo do nucleotideo. O motivo da
proteina que possui maior importancia para a ligagén o nucleotideo € o N/TKXD (onde X
representa qualquer aminodcido) e para ligacdo oorfosfato € o chamado P-loop
(phosphate-binding logpcuja sequéncia € GXXXXGKS/T. A especificidadeligacdo com
a guanina € imposta pela cadeia lateral do resiéuacido aspartico, no motivo DXXG, o
qual realiza ponte de hidrogénio com a base e ip@rinteragcdo com uma alanina invariavel
do motivo SAK (VETTER & WITTINGHOFER, 2001).

Este motivo P-loop também foi encontrado em argligebusca de padrdes no banco
de dados Prosite, proporcionando uma maior cofiifiadie nos resultados. A proteina de
estudo apresenta todos estes motivos supracitadbsndo o motivo DXXG, o que a
caracteriza como sendo uma ligadora de GTP. Eesgante notar que entre as proteinas
ortblogas dos tripanossomatideos ha uma grande em@gsio dos aminoacidos,

principalmente nas regifes dos motivos P-loop e BX&onforme a figura 5.21.
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Figura 5.21. Alinhamento da proteina estudada d&. cruzi com ortélogas de tripanossomatideos.
Pode-se ver no grafico, o grau de conservacdo aeipa estudada entre os tripanossomatideos:
Leishmania infantune L. major, um provavel alelo da proteina @ncruzie emT. brucei(de cima
para baixo). As regi6es destacadas no retangulazeihmostram os motivos conservados descritos no
texto. (Alinhamento retirado do banco de dados iGeizeDB).

Com o anticorpo anti-G02, o qual foi purificado cémito, foi realizadovestern blot
contra os extratos protéicos das formas epimaasgotripomastigotas metaciclicas, além das
formas de transicao do processo de metaciclogéfoeseas epimastigotas sob estresse por 2
horas e formas epimastigotas aderidas por 3, 6,8.2,24 horas).

Nos ensaios deestern blotcom o antissoro contra a proteina G02 as reagiamf
reveladas tanto pela técnica de fosfatase alclqaa 5.22) como por quimioluminescéncia
(figura 5.23). O mesmo extrato protéico foi utiibapara os dois ensaios. Observando essas
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figuras pode-se perceber a presenca de uma Uruteina reconhecida, pelas duas técnicas.
Ha um aumento da expressao da proteina em quastiue o processo de metaciclogénese,

dado que confirma os resultados obtidos previanmggitemicroarranjo.

M 3d 5d Str A3 A6 Al2 Al824 Meta

e T
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Figura 5.22. Western blot do soro purificado anti-G02 contra os extratos prtéicos das formas
envolvidas na metaciclogénese revelado por fosfagaslcalina. A diluicdo do soro foi de 1:100.
Vide legenda da figura 5.12.
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Figura 5.23. Western blot com extrato das formas doT. cruz obtidas no processo de
metaciclogénesen vitro e reagidas com o soro anti-G02 revelado por quinliaminescéncia.A
diluicéo do soro foi de 1:100. Vide legenda daregh.12.

O anticorpo purificado contra a proteina TcExp02@82onheceu uma regido do

cinetoplasto do parasita, conforme pode ser obderma figura 5.24B. O soro pré-imune

reconheceu fracamente uma regido proxima ao flagelo cruzi.

72



DIC DIC+DAPI DIC+Ac Merge

Figura 5.24. Imunofluorescéncia do soro pré (A) e gs-imune (B) contra a proteina
TcExp02GO02. DIC, contraste interferencial; DIC+DAPI, sobrep@sicdas imagens de contraste
interferencial e marcacao de nucleo e cinetopld3tG:+Ac, contraste interferencial e localizacdo da
proteina ddr'. cruzipelo anticorpo purificado (verde); Merge, sobrégixs das imagens.

Em relacdo aos experimentos realizados com a peoteécombinada a GFP,
observamos que ela foi expressaln@ruziapés a transfeccao do plasmideo. Visualizando a
figura 5.25 pode-se perceber que as bandas ral&@ts/proteinas recombinantes e nativa estdo
presentes nas células transfectadas. Além dissms/que ndo houve uma superexpressao da

proteina com etiqueta GFP em relacdo a outra.

Epi transf
i proteina fusionada a GFP
120 kDa €— ~~-
100kDa 4= - proteina nativa
80 kDa 4— * -
70 kDa € =

P

50 kDa €—rm=se

40 kDa € ==

Figura 5.25.Western blot demonstrando a expresséo da proteina TcExp02G02sionada ao GFP

no T. cruz, em comparagdo com a proteina nativa em formas epastigotas.Os extratos protéicos
de epimastigotas (epi) e transfectantes GFP (yréorsfim normalizados por quantidade de células (5 x
10° células) e foram incubados com o soro anti-GQZdtil em 1:100.
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A analise da localizacdo da proteina TcExp02GOavéas da fluorescéncia de GFP
mostra que ela esta presente em um ponto no stoplaa célula epimastigota, proximo ao

nucleo do parasita (figura 5.26).

DIC DIC+DAPI DIC+GFP Merge

e A~ e ~
Figura 5.26. Localizacdo da proteina TcExp02G02 fimnada a GFP noT. cruz. Vide legenda da
figura 5.19.

Adicionalmente a esses ensaios foi realizada aess@o da proteina fusionada ao
GST através da clonagem do gene em vetor pGEX-4b, a finalidade de promover
experimentos bioquimicos, ja que esta proteinaupasa dominio de ligacdo a GTP. Para
isso, 0 gene TcExp02G02 foi amplificado por PCBuifa 5.27) e digerido com a enzima de
restricaioBanmHI. Com esta mesma enzima foi feita a digestao etorypGEX-4T-1 (figura
5.28).

2.000 pb

Figura 5.27. Gel de agarose contendo o gene TcEx@I®2 amplificado por PCR para a
clonagem no vetor pGEX-4T-1Na canaleta 1 observa-se a amplificacdo de uma baicda, a qual
é referente ao gene TcExp02G02 amplificado. M, adoc de massa molecularKb Plus DNA
Ladder.
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Figura 5.28. Gel de agarose confirmando a digestddo vetor pGEX-4T-1. No gel podemos
verificar o plasmideo digerido na canaleta 1 quasaoparado com o vetor concatenado nao digerido
(canaleta 2). M, marcador de massa moleculéb Plus DNA Ladder

Apos as etapas de purificacdo e desfosforilaghoedlizada a reacdo de ligacdo entre
o produto de PCR e o vetor pGEX-4T-1. Procedeutsgnaformacéo de células competentes
da linhagemE. coli XL1-Blue e os clones obtidos foram selecionados tpothpick Os
clones positivos foram utilizados nos testes deresgdio da proteina TcExp02G02
recombinante. Diferentes temperaturas e temposdiedo (37°C e 28°C por 3 horas e 20°C
por 15-16 horas) foram testados a fim de obter oma@r quantidade de proteina soluvel, no
entanto, pouca expressao soluvel foi obtida, coouae ser visto no gel comprobatério de

expressao (figura 5.29).

M ins sc

proteina soluvel

100 kDa <+ S— “( fusionada a GST

50 kDa <«

-

=
A
-

Figura 5.29. Gel de poliacrilamida monstrando a exggssédo da proteina TcExp02G02 fusionada

a GST. Através da clonagem do gene no vetor pGEX-4T-1 plossivel expressar a proteina
recombinada a GST el coli. A etiqueta GST localizada na regido N-terminapdzteina acrescenta
aproximadamente 26 kDa de massa molecular. Portarteonanho de ~100 kDa apresentado no gel
estad de acordo com a massa molecular previstagpprateina fusionada a GST. M, marcador de
massa molecular; ins, fragéo insoltvel; sol, freg@avel.
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Com a proteina TcExp02G02-GST soluvel, partimosaenpara os testes de
purificacdo em resina Glutationa-Sepharose. Nestisaios foi obtida uma baixa quantidade
de proteina eluida, sendo que grande parte doiala®gpresso ndo se ligou a resina (figura
5.30). Supbe-se que este fato tenha ocorrido deaddiobramento da proteina recombinante,
a qual pode ter internalizado em sua estruturiqaeta GST, tornando-a indisponivel para a

ligagéo com a resina.

100 kDa ¢ —

70kDa €

50 kDa < S

Figura 5.30. Gel de poliacrilamida da purificacdo é¢ste da proteina TcExp02G02 fusionada a
GST. Nota-se que apenas uma pequena quantidade danprotedbmbinante foi eluida da resina. M,
marcador de massa molecular; NL, fracdo ndo ligadeasina; L, proteinas retiradas na lavagem da
resina; E, fracdo protéica eluida da resina; Repras que continuaram ligadas a resina.

Como nao obtivemos éxito na purificacdo da protéirstonada a GST, como um
alternativa, prosseguiremos com a tentativa deaclorgene no vetor pGFPXa desenvolvido
por nossa equipe (FOTI, 2004). O plasmideo pQE30ufilizado como base para a
construcdo do vetor de expressdo pGFPXa (Figufg,®3jual permite a clonagem de genes
ou fragmentos de genes, em um dioRI, em fase com extremidade 3’ do gene da GFP. Ha
também um sitio de reconhecimento para o FatoreKafase a extremidade 3' do gene da
GFP e antes do sitio de clonagdfadRl), de tal maneira que a proteina de interesssapsey

posteriormente separada da proteina carreadorg @favés da clivagem com o Fator Xa.

pGFPXa

Figura 5.31. Representacdo esquematica do vetor pBKa. O plasmideo pGFPXa contém uma
regido que codifica para seis residuos de histi(BrBlis), o gene GFP (GFP), a regido do sitio de
reconhecimento do fator Xa (FatorXa) e os sitiosed&ricdo para as endonucleaBasHI, EcoRl e
Hindlll. (FOTI, 2004).
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Para a clonagem neste novo vetor, outros inicemdeerdao desenhados com o sitio
para a enzima de restricgmoR|, para que o gene TcEXp02G02 possa ser ampldfigqea
PCR, digerido e inserido corretamente em pGFPXa.

5.11.3.TcExp02G03 - 6487.t00002 - Proteina semelhante a $iu

Proteinas que fazem o controddéckpoint da ordem dos eventos do ciclo celular séo
importantes para que a informacao genética complgtadistribuida entre a geracao filha.
Defeitos nessa etapa de verificagcdo levam a idistate genética e morte celular
(HARTWELL & WEINERT, 1989). Através de estudos esweéduras descobriu-se um grupo
de proteinas responsaveis pela cascata de codtraiielo celular. Entre elas encontram-se as
proteinas Husl, Radl e Rad9 (BODDY & RUSSELL, 1999MPHREY, 2000). Essas
proteinas sao conservadas na linha evolutiva e pst&entes em varios eucariotos, inclusive
humanos (VOLKMER & KARNITZ, 1999; VENCLOVAS & THELH, 2000).

Através da predicdo de estrutura tridimensiormlyisto que as trés proteinas, Husl,
Radl e Rad9, quando em conjunto, formam um com@enrwlhante ao PCNATrpliferating
cell nuclear antige)) o qual é responsavel pela processividade duengplicacdo e reparo
do DNA celular. Ele é estruturalmente semelhaniemanel que desliza pelo DNA a procura
de lesdes no genoma e forquilhas de replicaca@oEpela semelhanca estrutural, supde-se
gue o complexo possua as mesmas funcdes relatadas PCNA. Além disso, esta estrutura
poderia atuar como uma plataforma que recrutarieagyroteinas para os locais lesionados
ou forquilhas de replicacdo (ZHAN& al, 1999). Sabe-se também, que a Husl é fosforilada
apos eventos que causam dano ao DNA, como a imtédéa raios gama e luz ultravioleta e
que, emSchizosaccharomyces pomiaeHus1 possui uma localizacdo nuclear (CASP&RI
al., 2000).

A proteina TcExp02G03 d&. cruzi constitui uma proteina semelhante a Husl,
encontrada com uma confiabilidade de 1,5X1pelo PFAM. Esta proteina possui um
tamanho predito de 33,6 kDa. Na figura 5.32 & petsierificar quais os aminoacidos mais

conservados na sequéncia.
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Figura 5.32. Conservacdo aminoacidica de proteinagmelhantes a Hus1O grafico retirado do
PFAM mostra o grau de conservagdo em cada posigiimacidica da sequéncia. No eixo inferior do
gréfico estdo numeradas as posi¢fes de cada amin@0o eixo lateral a entropia relativa de cada
um deles. Os aminoacidos que sao representadosa@n tamanho sdo 0s que aparecem com maior
frequéncia naquela determinada posigéo.

Utilizando ferramentas computacionais para alinmamde sequéncias (BLAST) com
o intuito de identificar possiveis proteinas semelbs em outros tripanossomatideos, foi
visto que existem ort6logas ebeishmania infantumlL. major, L. braziliensise T. brucej
além de mais 3 possiveis alelos &mcruzi A identidade entre a proteina GO3 com as de
Leishmaniachega a 37%, no entanto, todas ainda sao claskccomo hipotéticas. O

alinhamento delas pode ser visto na figura 5.33.
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Figura 5.33. Alinhamento da proteina TcExp02G03 deT. cruzz com ortélogas de
tripanossomatideos.Pode-se ver no gréfico, o grau de conservacao aleipa estudada entre as
espécies deeishmaniae T. bruceicitadas no texto. A sequéncia da proteina estuestdadestacada
no retangulo vermelho. Nota-se uma extensdo N-teimia proteina d€. brucej que provavelmente

€ decorrente de um erro de anotacdo. Nesta figunddém pode ser visto sequéncias que estédo
presentes apenas nas espécieseitthmania(as 3 inferiores no alinhamento). (Alinhamentaraeo

do banco de dados CruziGeneDB).

Os experimentos deestern blotcontra os extratos da metaciclogénese demonstram
que o antissoro anti-G03 purificado reconheceu daaslas pela revelagdo por fosfatase
alcalina. Uma de massa aproximada de 47 kDa e outrgpouco mais acima, com uma
intensidade bem menor, de ~50 kDa (figura 5.34)exelacédo por quimioluminescéncia
revelou um padrao diferente da apresentada pefatdse alcalina (figura 5.35), talvez pelos
extratos protéicos utilizados serem diferentes. EASI et al. (2000) em estudos de
caracterizagdo da proteina Hus1 $npombgdescobriu que esta se encontra presente em 4
formas distintas: Husl-A (75 kDa}lusl-B (65 kDa), Husl1l-C (60 kDa), and Husl1-D
(35 kDa). Ja ent. cruzindo se tem conhecimento para afirmar a presengas@ncia dessas

formas protéicas.
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Vide legenda da figura 5.12.

Figura 5.34. Western blot do soro purificado anti-G03 contra os extratos prtéicos das formas
envolvidas na metaciclogénese revelado por fosfagaalcalina. A diluicdo do soro foi de 1:100
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Figura 5.35. Western blot com extrato das formas doT. cruz obtidas no processo de
metaciclogénesen vitro e reagidas com o soro anti-G03 revelado por quimiaiinescéncia.A
diluic&o do soro foi de 1:200. Vide legenda darfégb.12.

Com o mesmo soro purificado utilizado para os essdewestern blotobtido contra
a proteina TcExp02GO03, foi verificada uma marcaddasa pelo citoplasma da célula

epimastigota (figura 5.36). Como pode ser vistotanemagem, 0 soro pré-imune nao
reconheceu nenhuma estrutura especifica do organism
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Figura 5.36. Imunofluorescéncia do soro pré (A) eds-imune purificado (B) contra a proteina
TcExp02G03.Vide legenda da figura 5.24.

Utilizando os extratos protéicos dos parasitas stemtados verificou-se o
reconhecimento de duas bandas, provavelmentevesasi proteina nativa e recombinante
(figura 5.37), pois estas diferem em aproximadamé&itkDa, o tamanho da etiqueta GFP, a
gual encontra-se fusionada a proteina de interBeste modo, este experimento confere uma

confiabilidade de que o antissoro esteja reconitecarmproteina de estudo.

Epi transf

proteina fusionada a GFP

proteina nativa

50 kDa €¢— == 4
i e

Figura 5.37.Western blot demonstrando a expresséo da proteina TcExp02G03sionada ao GFP

no T. cruzi, em comparacao com a proteina nativa em formas epiratigotas néo transfectadas.
Os extratos protéicos de epimastigotas (epi) esfeatantes GFP (transf) foram normalizados por
quantidade de células (5 x°1€élulas) e foram incubados com o soro anti-GO¥ipado, diluido
1:100.
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Observando a figura 5.38 podemos observar a lecdl celular da proteina
TcExp02G03 recombinada a GFP. Ela esta presentengmregido proxima ao ndcleo, na
regido posterior do parasita.

DIC __DIC+DAPI DIC+GFP Merge

Figura 5.38. Localizacdo da proteina TcExp02GO03 fimnada a GFP noT. cruz. Vide legenda da
figura 5.19.

5.11.4.TcExp02G04 - 6869.t00042 - Dominio de ligagdo a DN&melhante a Myb

A nomenclatura ‘Myb’ provém deniyeloblastosis um tipo de leucemia. Este
dominio foi descoberto no oncogene v-Myb do vires rdieloblastose aviariaayian
myeloblastosis virus AMV). O v-Myb foi criado a partir de uma inseaz@e um retrovirus
em um proto-oncogene celular altamente conservaddyb). Esse dominio semelhante a
Myb, na proteina TcExp02G04 de 35,5 kDa, foi peeditm uma confiabilidade de 9,1x30

e esta posicionado entre os aminoacidos 112-15@ql&ncia protéica (figura 5.39).

Myb_DNA-binding

Contribrtion

HM'(
: M
*lll?(

Figura 5.39. Grau de conservacdo dos aminoacidos dominio de ligacao ao DNA semelhante a
Myb. Ver legenda da figura 5.33.

Proteinas com esse dominio se ligam ao DNA nucteaprovavelmente sao
responsaveis pela regulacdo da expressédo génidamihio foi encontrado em uma ampla

gama de espécies, incluindo vertebrados, human@3l-KBTAYAMA et al, 2005),
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Drosophila melanogast§iKATZEN et al, 1985) eZea mayg§MERCY et al, 2003). Atraves

de andlises de alinhamento foram encontradas pasteirtdlogas nas espéciesTddruceie
Leishmania sendoL. infantuma espécie que mais compartilha identidade com & deuzi
(50%). Entretanto, esta ainda se encontra semig¢i@sanos bancos de dados, denominada
apenas como hipotética. O alinhamento também emtonma sequéncia de amazonensis
Segundo LIRAet al (2007), através de estudos com a proteina LaTRR1amazonesigue
possui 0 dominio semelhante a Myb, observou que &€sesponsavel pela associacdo da
proteina a regides teloméricas ricas em GT. Alémssali por meio de ensaios de
imunoprecipitacdo de cromatina, neste trabalhonfstrado que este dominio se liga a dupla-
fita de DNA.

Proteinas que se ligam a teldbmeros sdo importaparasa manutencao da estabilidade
cromossOmica, exercendo funcdes de regulacdo dmdshse. Por este motivo, elas séo
interessantes candidatos de estudo por serem [@$ealvos para agentes quimioterapicos.
Proteinas teloméricas que se ligam a simples @tBMNA atuam como reguladores positivos
na manutencdo do teldmero enquanto proteinas dedbiga fita dupla sdo na maioria dos
casos, reguladores negativos (SMOGORZEWSKA & LANGH)4).

Na figura 5.40 esta o alinhamento com as protairtafogas dos tripanossomatideos.
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Figura 5.40. Alinhamento da proteina TcExp02G04 deT. cruzi com ortdlogas de
tripanossomatideos.Pode-se ver no grafico, o grau de conservacdo ateipa estudada entre as
espécies deeishmaniae Trypanosoma. bruceD dominio de ligacdo a DNA semelhante a Myb esta
sublinhado em vermelho. (Alinhamento retirado dedoeade dados CruziGeneDB).

Na andlise powestern blotcom o antissoro purificado podemos observar baddas
diferentes tamanhos, revelados tanto por fosfaasdina como por quimioluminescéncia,

como pode ser visto nas figuras 5.41 e 5.42, réspewnte.
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Figura 5.41. Western blot do soro purificado contra a proteinaTcExp02G04 ingbado com o0s
extratos protéicos das formas envolvidas na metatigénese revelado por fosfatase alcalina
diluic&o do soro foi de 1:100. Vide legenda darfégb.12.
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Figura 5.42. Western blot com os extratos das formas dd. cruzi obtidas no processo de
metaciclogéneseén vitro incubados com o soro anti-G04 revelado por quimiaminescéncia.A
diluicéo do soro foi de 1:200. Vide legenda daregh.12.

O parasita, quando incubado com este soro purdicatbs experimentos de
imunofluorescéncia, apresentou uma marcacao esjaalpar todo o corpo celular. Na

imunofluorescéncia do pré-imune, uma regido proxamdlagelo foi reconhecida fracamente
pelo anticorpo (figura 5.43).
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Figura 5.43. Imunofluorescéncia do soro pré (A) eds-imune (B) purificado contra a proteina
TcExp02G04.Vide legenda da figura 5.24.

O western blotrealizado com o extrato de proteinas das célulassfectadas
apresentou duas bandas, comprovando a expresgéoteima fusionada a GFP (figura 5.44).
Além disso, devido a diferenca aproximada de 27 &bBiae as bandas presentes no extrato
protéico da célula transfectada, pode-se infer& gusoro anti-G04 reconhece a proteina de
interesse.

Epi transf

proteina fusionada a GFP

50 kDa €— = Vg

proteina nativa

v

Figura 5.44.Western blot demonstrando a expressao da proteina TcExp02G04sionada ao GFP

no T. cruzi, em comparacao com a proteina nativa em formas epiratigotas néo transfectadas.
Os extratos protéicos de epimastigotas (epi) esfeatantes GFP (transf) foram normalizados por
quantidade de células (5 x°1€élulas) e foram incubados com o soro anti-GO4fipado, diluido
1:100.
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A fluorescéncia obtida com a proteina TcExp02G®&dofuinda a GFP pode ser vista na
figura 5.45. A sua localizacdo nuclear da supoote dados de que esta proteina possui um
dominio de ligacdo ao DNA, como visto pelas andligpgévias de bioinformatica e pelas
informacdes adquiridas através da literatura selste dominio. Nesse caso, enfatiza-se o
resultado obtido com a localizacdo da proteinambaoante, a qual esta de acordo com

trabalhos publicados até o momento sobre este dmmin

DIC DIC+DAPI DIC+GFP Merge

Figura 5.45. Localizacao nuclear da proteina TcEx@G04 fusionada a GFP ndrl. cruz. Vide
legenda da figura 5.19

Com o intuito de realizar ensaios complementarescatacterizagdo da proteina
TcExp02G04, foi realizada a clonagem deste geneetor pGEX-4T-1, visando obter a
proteina na fracdo sollvel para experimentos denaprnecipitacdo de cromatina, uma vez
gue esta proteina possui um dominio de interagdiooccDNA.

A amplificacdo do gene foi realizada com a enziRfaUltra high-fidelity DNA
polymerasgfigura 5.46) A purificacdo do gene foi realizada através daséaida banda de
interesse para eliminar os produtos que ndo eraejatios.

Figura 5.46. Gel de agarose contendo o gene TcEx@® amplificado por PCR para a
clonagem no plasmideo pGEX-4T-1Na canaleta 1 observa-se uma banda referente dieagalo
do gene TcExp02G04, com tamanho aproximado de 50 pmarcador de massa molecular.
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A digestdo do gene e do pGEX-4T-1 foi feita coranzima de restricA&caRl. A
ligacdo e transformacéo e coli DH5a calcio-competente foram obtidas com sucesso. Os
clones foram selecionados fgopbthpicke os que se mostraram positivos foram submetidos a
minipreparacdo para extracdo dos plasmideos cantengene alvo do estudo. Entédo, os
plasmideos purificados foram transformados em @gIML 1-Blue calcio-competentes para a
realizagdo dos testes de expressdo protéica. Awérento ndo foi obtida a expressédo da

proteina recombinante.

5.11.5.TcExp02G05 - 7189.t00016 - Dominio PX / Provavelg&o RNP-1 eucarittica de
ligacdo a RNA

O dominio PX (phox -phagocyte oxidageé caracterizado por conter um motivo
conservado rico em prolinas. Por essa razdo, ordomiovavelmente interage com proteinas
ricas em prolinas, como a proteina SH3 (KAtral, 2000). Além disso, 0 motivo PXXP
(onde X é qualquer aminoéacido) e a regido flangumeade carater basico da SH3 sdo bem
conservados no dominio PX (HIROAKt al, 2001). Apesar de possuir relativamente pouca
conservacdo aminoacidica (figura 5.47), este dampairece ser estruturalmente bastante
conservado. Ele é encontrado em leveduras até lanamcluindo emSaccharomyces
cerevisiaee S. pombgorganismos bastante estudados (PONTING, 1996)prdeina de
estudo, de 56,5 kDa, esse dominio foi predito cam wonfiabilidade de 1x18 pelo banco
de dados PFAM (figura 5.47). Ele esta localizadoregido amino-terminal da proteina,
comecando no aminoacido 1 e chegando até o 1544ftg48).

Os dominios PX estdo relacionados ao processo radizeicdo celular, trafego
vesicular, enderecamento de proteinas e modificalgidipideos. A via de sinalizagéo
intracelular parece ser exercida atraves de iriesproteina-proteina promovidas atraves
deste dominio (HIROAKEt al, 2001).
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Figura 5.47. Grau de conservacado dos aminoacidos dominio PX.Ver legenda da figura 5.33.

Esse dominio de extensado aproximada de 130 amdwuzadbbra-se em trés folhs-
seguidas de trési-hélices (BRAVO et al, 2001; LU et al, 2002). Ele interage
especificamente a fosfoinositideos, sendo o fakkatsitol-3-fosfato o alvo primario dessa
estrutura, seguido pelo fosfatidilinositol-3,4-lsfato (CHEEVERet al, 2001; ELLSONet
al., 2001; KANAI et al, 2001; XUet al, 2001). A ligacdo a estes compostos é realizada
atraveés de residuos de carga positiva encontramldeminio da proteina (CHEEVER al.,
2001). Dados de localizacao celular revelam quenamero significante de proteinas com o
dominio PX se localiza em membranas ou estrutwesismares (SCHULTZ2t al, 2000).
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Figura 5.48. Alinhamento da proteina TcExp02G05 df. cruz com a ortéloga emT. brucei.
Pode-se ver no grafico, o grau de conservacaoadeipa estudada entre os tripanossomas. O dominio
PX esté sublinhado em vermelho. O dominio de Pedvé@gido RNP-1 eucaridtica de ligagdo a RNA
esta demarcado abaixo da linha verde. (Alinhametit@do do banco de dados CruziGeneDB).

O segundo dominio da proteina TcExp02G05 é a RPebvagido RNP-1 eucaridtica
de ligacdo a RNA (figura 5.48). Esse dominio fat@rirado por analises de similaridade no

Prosite. Presente em varias proteinas eucariotelase um dominio de ligagdo a RNA
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simples fita de aproximadamente 90 aminoacidosademho. Nesta proteina estudada o
dominio foi encontrado com uma extensdo de 8 armidog, correspondendo ao motivo
RNP-1 de dominios de ligacdo a RNA. A familia RRRNA recognition mofifcontém esse
motivo e esta presente em proteinas envolvidasegalacdo dosplicing alternativo, em
componentes de snRNPsmall nuclear ribonucloproteinse em proteinas que regulam a
estabilidade e tradugao do RNA.

O soro purificado contra a proteina TcExp02GO05, easaios dewestern blat
reconheceu algumas bandas, sendo uma delas, ainprade tamanho esperado de
aproximadamente 56 kDa, demonstrando que antissgamheceu a proteina de interesse
(figura 5.49). Na revelagdo por quimioluminescén¢igura 5.50) foi possivel verificar a
presenca de bandas adicionais em relacdo a mambgéwada por fosfatase alcalina, talvez,
devido ao uso de extratos protéicos diferentees@ktis ensaios.

M 3d 5d Str A3 A6 Al2 AlB24 Meta
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Figura 5.49. Western blot do soro purificado contra a proteina TcExp02GO05 ioubado com os
extratos protéicos das formas envolvidas na metatigénese revelado por fosfatase alcalinA
diluicéo do soro foi de 1:100. Vide legenda daregh.12.
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Figura 5.50. Western blot com os extratos das formas dd'. cruzi obtidas no processo de
metaciclogéneseén vitro incubados com o soro anti-G05 revelado por quimiaminescéncia.A
diluicéo do soro foi de 1:200. Vide legenda daregh.12.
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Na imunofluorescéncia houve a marcacao de todtoplasma do parasita, ou seja, a
célula apresentou pequenos granulos por todo @ amfular (figura 5.51B). Nas imagens
utilizando o soro pré-imune houve o reconhecimetlgaima regido préxima ao flagelo do
organismo, aparentemente a bolsa flagelar (figlxasy).

DIC DIC+DAPI DIC+Ac Merge

Figura 5.51. Imunofluorescéncia com o soro pré (Ae poés-imune (B) contra a proteina
TcExp02GO05.Vide legenda da figura 5.24.

Em relacdo aos transfectantes,western blotcomparando a forma transfectada com
0s epimastigotas, observou-se a expressdo darnaattombinada a GFP em quantidade
maior que a nativa. Acredita-se que a banda denfaonaproximado de 90 kDa seja referente
a proteina recombinante, pois esta € ~27 kDa ngaiera proteina nativa, reforcando a idéia
de que o soro purificado reconhece o polipeptidesejddo. No extrato protéico de
epimastigotas nao transfectados também é possévificar a presenca da proteina nativa,

embora na impresséo ela ndo esteja visivel (figL52).
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Figura 5.52. Western blot demonstrando a expresséo da proteina TcExp02GO05sionada a GFP

no T. cruzi, em comparacdo com a proteina nativa em formas epiratigotas ndo transfectadas.
Os extratos protéicos de epimastigotas (epi) esfeatantes GFP (transf) foram normalizados por
quantidade de células (5 x°1€élulas) e foram incubados com o soro anti-GO%fipado, diluido
1:100.

Esta proteina mostrou-se localizada em uma regé#ito glo ndcleo, podendo ser

observada a presenca de um granulo no citoplasméwa (figura 5.53).

DIC+DAPI DIC+GFP

Figura 5.53. Localizac&o da proteina TcExp02GO05 fimnada a GFP noT. cruz. Vide legenda da
figura 5.19.

5.11.6.TcExp02GO06 - 7970.t00016 - Dominio PH

A proteina TcExp02G06 de 91,8 kDa contém o dontinimologo a pleckstringPH -
pleckstrin homologyna posicédo 391 - 485 da proteina. Este dominipridito pelo PFAM
com uma probabilidade de 3,2xf0e foi descoberto primeiramente na proteina deradain
pleckstrina, um substrato da proteina quinase C.

O dominio homélogo a pleckstrina € encontrado ape&ma eucariotos e ocorre em

proteinas envolvidas na sinalizacdo celular, enstd@omtes do citoesqueleto ou relacionado
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ao enderecamento de proteinas para membrana plesn@drina/treonina quinases, tirosina
guinases, reguladores da proteina G séo algunspoennde este dominio esta presente.
Segundo LEMMON e colaboradores (2001) a identidewiee os dominios PH é
baixa, variando de 10% a 30% nos melhores casassakmle este dominio mostrar pouca
conservacao nos aminoacidos (figura 5.54), eleypass dobramento comum constituido de
duas folhag} antiparalelas seguidas por umdnélice na regido C-terminal. As voltas que
conectam as folhgs-diferem muito em comprimento, tornando o dominkb d#¥ficil de ser
identificado. A especificidade na ligacdo com lgid ocorre através das voltas ou insergdes
na regido N-terminal do dominio PH, regides estas 8o sdo conservadas. Portanto, a
ligacdo a lipideos apresenta pouca especificilddd&kLEY & MISRA, 2000). Dominios PH
da pleckstrina e de varias outras proteinas ligara-yvesiculas de lipideos que contém o
fosfoinositideo fosfatidilinositol 4,5-bifosfato MFFUCCI & FALASCA, 2001). Na figura

5.55 é possivel verificar o grau de conservacam@acidica na sequéncia da proteina.
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Figura 5.54. Grau de conservacao dos aminoacidos dominio PH.Ver legenda da figura 5.33.
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Figura 5.55. Alinhamento da proteina TcExp02G06 deT. cruzi com as ortélogas nos
tripanossomatideod.eishmania e Trypanosoma. Pode-se ver na figura, o baixo grau de conservagao
na regido N-terminal da proteina estudada entréripanossomas. Em vermelho estd a proteina
TcExp02GO06. (Alinhamento retirado do banco de d&ttogiGeneDB).

Os experimentos deestern blotcom os extratos protéicos da metaciclogénese e as
imunofluorescéncias ndo foram realizados, pois foéam obtidos os anticorpos para esta
proteina.

Apenas 0s ensaios com o transfectante foram fé&ltegestern blofoi incubado com
o anticorpo anti-GFP para deteccao da etiquetaoadida a proteina. Na figura 5.56 podemos
observar uma banda relativa a proteina TcExpO2@d@dada (~45 kDa), como previsto pelo

sequenciamento do gene clonado em pDORR1.
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Figura 5.56.Western blot demonstrando a expresséo da proteina TcExp02G06sionada a GFP

no T. cruzi, em compara¢do com a proteina nativa em formas epiratigotas ndo transfectadas.
Os extratos protéicos de epimastigotas (epi) esfeatantes GFP (transf) foram normalizados por
quantidade de células (5 x®1lulas) e foram incubados com o soro anti-GFdbl 1:100.

Na localizacdo celular da proteina recombinantéevebse a fluorescéncia de uma

regido proxima ao nucleo celular, conforme a figuéx.

DIC DIC+DAPI DIC+GFP Merge

Figura 5.57. Localizacdo da proteina TcExp02GO06 fimnada a GFP noT. cruz. Vide legenda da
figura 5.19.

5.11.7.TcExp02G07 - 8015.t00008 - RNA metiltransferase, ffi@lia TrmH

O dominio nesta proteina de 45,1 kDa foi identifacatravés do banco de dados
PFAM com uma probabilidade de 2,25£0Através da obsercdo da figura 5.58, pode-se
veririfcar que existem alguns aminoacidos bastanteservados neste dominio. Na proteina
TcExp02G07 o dominio tem inicio na posi¢cdo 193 estsende até o aminoacido 393 (figura
5.59).
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O gene spoU esta localizado no quarto quadro tledeaberto (ORF epen reading
framé do operon spo da bactéfa coli (GENTRY et al, 1993). Deste operon bacteriano, o
gene estudado é o Unico que ainda permanece sacteteracao.

&

=

o s e |t
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Figura 5.58. Conservacao dos aminoéacidos presentes dominio RNA metiltransferase, familia
TrmH. Ver legenda da figura 5.33.

As informacdes a respeito da funcdo desse dominidaasdo confusas. Alguns
autores sugerem que este dominio esteja relaciananmdificacdo de tRNAs. Outros, com a
modificacdo de rRNAs. Por exemplo, através da delatp gene spoU foi visto que este é
necessario para a atividade tRNA (Gm18) 2’-O-nratisferase, ou seja, que essa ORF é
responsavel pela metilagdo 2’-hidroxil da guanogi@an) no residuo 18 de tRNAs de
Escherichia coli(PERSSONet al, 1997). Por esse motivo, 0 autor sugeriu a rengatedo
gene spoU para trmHRNA methylation Outros trabalhos mostraram que, por comparacao
de sequéncia, o gene SpoU apresentou similaridadeuma rRNA metilase dstreptomyces
aureus(BIBB et al, 1985). Além disso, foi verificada a presencaisiemotivo composto por
duas glicinas precedidas de aminoacidos hidroféb{cegido destacada em azul na figura
5.59), o qual se assemelha ao motivo de ligac&dade8osilmetionina, conservado em varias
metiltransferases (INGROSSfal, 1989; KOONINet al, 1993).
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Figura 5.59. Alinhamento da proteina TcExp02GO07 d&. cruzi com as ortélogas enb.eishmania

e Trypanosoma brucei. Pode-se ver na figura, o grau de conservacédo m@oredg dominio entre os
tripanossomatideos. E possivel notar que existserghes presentes apenas no géhershmania
em relacdo adrypanosomaEm vermelho esta a proteina TcExp02G07 e emrhdido esta o
dominio RNA metiltransferase, familia TrmH. (Alinhanto retirado do banco de dados
CruziGeneDB).

Os extratos protéicos dos parasitas em difereficjagnvolvidos na metaciclogénese,
foram reconhecidos pelo soro purificado anti-GO7té&nica de revelacdo por fosfatase
alcalina (figura 5.60), assim como a revelacdo gommioluminescéncia (figura 5.61)

apresentou mais de uma banda reconhecida.

M 3d 5d Str A3 A6 A12A18 A24 Meta

Figura 5.60. Western blot do soro purificado contra a proteina TcExp02GO07 ioubado com 0s
extratos protéicos das formas envolvidas na metatigénese revelado por fosfatase alcalina
diluicdo do soro foi de 1:100. Vide legenda darfigh.12.
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Figura 5.61. Western blot com os extratos das formas dd. cruzi obtidas no processo de
metaciclogéneseén vitro incubados com o soro anti-G07 revelado por quimiaminescéncia.A
diluicéo do soro foi de 1:150. Vide legenda daregh.12.

Nos ensaios de imunolocalizacdo, para o soro puéénmado houve o reconhecimento
de estruturas dd. cruzi No entanto, a localizacdo utilizando o soro jcado contra a
proteina TCExp02G07 apresentou-se difusa por tadduda do organismo (figura 5.62).

DIC DIC+DAPI DIC+Ac Merge

Figura 5.62. Imunofluorescéncia do soro pré (A) e @s-imune (B) contra a proteina
TcExp02GO07.Vide legenda da figura 5.24.

A andlise powestern blodas células transfectadas com o gene TcExp02&3émte

no vetor pTcPR-GFPN foi revelado com o anticorgaeeffico contra a proteina de interesse.
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Foi verificada a presenca de uma banda de aprozimeawte 50 kDa a qual acredita-se que
seja a proteina nativa, uma vez que também houeeanhecimento de uma proteina ~27
kDa maior, de aproximadamente 85 kDa, referentecambinacdo da mesma com GFP
(figura 5.63). Isso indica que o soro contra aginat GO7 foi capaz de reconhecer a proteina
alvo do estudo. Além disso, nesta mesma figuregreba-se que a proteina recombinante foi

expressa em maior quantidade que a proteina nativa.

Epi transf
proteina fusionada a GFP

proteina nativa
50 kDa €— "=

Figura 5.63.Western blot demonstrando a expresséo da proteina TcExp02GO07sionada ao GFP

no T. cruzi, em compara¢do com a proteina nativa em formas epiratigotas ndo transfectadas.
Os extratos protéicos de epimastigotas (epi) esfeatantes GFP (transf) foram normalizados por
quantidade de células (5 x°1€élulas) e foram incubados com o soro anti-GOTfipado, diluido
1:100.

A proteina TcExp02G07 recombinada com GFP localeaa regido posterior ao
nacleo das formas epimastigotas do parasita petssias de microscopia Optica de

fluorescéncia, como visto na figura 5.64.

DIC DIC+DAPI DIC+GFP Merge

Figura 5.64. Localizac&o da proteina TcExp02GO07 fignada a GFP noT. cruz. Vide legenda da
figura 5.19.
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5.11.8.TcExp02G08 - 8257.t00047 - Familia Spc97/Spc98

A proteina TcExp02GO08 possui o tamanho estimadd4jé kDa. O dominio da
familia Spc97/Spc98 presente nesta proteina értasatenso (figura 5.65). Este dominio se
estende do aminoacido 1 ao 494 da proteina e foongrado através de analises de
alinhamento no banco PFAM com uma probabilidadg,8&10%. O alinhamento da proteina
estudada com ortélogas dmbruceie Leishmanigpode ser visto na figura 5.66.

Componentes do centrossomo, como as proteinas SppEeJ8 e a gama-tubulina séo
constituintes dessa familia. EB. cereviseaessas trés proteinas formam um complexo
protéico (KNOPet al, 1997; KNOP & SCHIEBEL, 1997). Em leveduras, mteessomo
funciona como um centro organizador de microtuhusendo portanto, responsavel pela
organizacdo celular, segregacdo de cromossomositeusa divisdo da célula e trafego
vesicular (GUNAWARDANEet al., 2000).
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Figura 5.65. Conservacdo dos aminoacidos presentes dominio da familia Spc97/Spc98ver
legenda da figura 5.33.
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Figura 5.66. Alinhamento da proteina TcExp02GO08 d@&. cruzi com as ortélogas enb.eishmania

e T. brucei. A figura mostra o grau de conservacdo da proteipairderesse entre 0s
tripanossomatideos. A proteina TcExp02G08 esta estague. O dominio da familia Spc97/Spc98
encontra-se sublinhado em vermelho. (Alinhamertcado do banco de dados CruziGeneDB).

Com o soro anti-G08 purificado foram realizadeestern blots os quaisforam
revelados por fosfatase alcalina (figura 5.67) iemgpluminescéncia (figura 5.68). Em ambas
as metodologias, o resultado observado foi semeh&tesses ensaios é possivel observar

uma banda de ~74 kDa relativa a proteina nativatdeesse.
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Figura 5.67. Western blot do soro purificado contra a proteina TcExp02G08 ioubado com o0s
extratos protéicos das formas envolvidas na metatigénese revelado por fosfatase alcalin&A
diluicdo do soro foi de 1:250. Vide legenda darfigh.12.
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Figura 5.68. Western blot com os extratos das formas dd. cruzi obtidas no processo de
metaciclogénesean vitro incubados com o soro anti-G08 revelado por quimiaminescéncia.A
diluicéo do soro foi de 1:350. Vide legenda daregh.12.

Quanto a localizacdo celular da proteina nativa flaamas epimastigotas, o soro
imune purificado reconheceu todo o parasita. O goésimune nao reagiu com nenhuma

proteina do modelo de estudo (figura 5.69).

DIC DIC+DAPI DIC+Ac Merge

Figura 5.69. Imunofluorescéncia do soro pré (A) e @s-imune (B) contra a proteina
TcExp02G08.Vide legenda da figura 5.24.

Considerando avestern blotde expressao da proteina recombinada a GFP maasfor
epimastigotas transfectadas, observa-se a predengaa proteina em maior quantidade que

a proteina nativa (figura 5.70). Supde-se que lestala refere-se a proteina recombinante,
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pois esta se encontra ~27 kDa acima da banda teEmamativa. Esses dados confirmam que

0 antissoro anti-G08 reconhece o polipeptideo tedase no extrato protéico do parasita.

~ Epi transf

proteina fusionada a GFP
‘ﬁ e H
s roteina nativa
=

RN

50 kDa €—

Figura 5.70. Western blot demonstrando a expresséo da proteina TcExp02G08sionada a GFP

no T. cruzi, em comparacao com a proteina nativa em formas epirgtigotas nao transfectadas.
Os extratos protéicos de epimastigotas (epi) esfeatantes GFP (transf) foram normalizados por
quantidade de células (5 x°1€élulas) e foram incubados com o soro anti-GO8fipado, diluido
1:100.

De acordo com 0s ensaios com a proteina recomba&feP, esta proteina mostrou-
se localizada em uma regido perto do nucleo eaptetto, podendo ser observada a presenca
de um granulo no interior do parasita (figura 5.71)

DIC DIC+DAPI DIC+GFP Merge

Figura 5.71. Localizacdo da proteina TcExp02GO08 fimnada a GFP noT. cruz. Vide legenda da
figura 5.19.
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5.11.9.TcExp02G09 - 8773.t00029 - Dominio PH / Dominio PH

Esta proteina apresenta 0 mesmo dominio descritogparoteina TcExp02G06. No
entanto, a proteina TcExp02G09 contém dois domiibso que é raro. Dois dominios PH
na mesma proteina s6 foram encontrados na platks@is dois dominios foram encontrados
com a mesma probabilidade de 3,9%1@elo PFAM. O primeiro esta presente entre os
aminodacidos 14 e 105, enquanto o segundo é acmadoas aminoacidos 114 e 205 (figura
5.72).
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Figura 5.72. Alinhamento da proteina TcExp02G09 d@&. cruzi com as ortélogas enb.eishmania
e T. brucei. Pode-se ver na figura, sublinhados em vermelhajais dominios PH na regido N-
terminal da proteina em questdo. (Alinhamentoa@tirdo banco de dados CruziGeneDB).

Como o antissoro contra esta proteina ndo foi optido ha os dados resultantes de
imunofluorescéncia e deestern blatPelas analises do sequenciamento, o gene cloddo
apresentou-se truncado e aproximadamente 20% tmacapresentou-se fluorescente quando
analisada por citometria de fluxo. No entanto, nea® dewestern blotcom os extratos
protéicos dos transfectantes, quando utilizadotic@po anti-GFP, a proteina recombinante
nao foi detectada.

Realizamos os experimentos de localizagdo celdaprdteina através da etiqueta
GFP e observamos que existia a emissao de flum@acém grandes vesiculas préximas ao
nacleo celular, o qua priori poderiam ser proteinas acumuladas nos reservossgiguora
5.73).
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Figura 5.73. Localizagdo da proteina TcExp02GO09 fiznada a GFP noT. cruz. Vide legenda da
figura 5.19

5.11.10.TcExp02G10 - 8825.t00032 - RNA metiltransferase, fi@glia TrmH

Esta proteina contém o mesmo dominio descrito @aeoteina TcExp02G07. Uma
breve descricdo acerca dele estd presente no itdm75 incluindo a conservacao
aminoacidica do dominio (figura 5.59). Focando msgnte proteina de tamanho esperado de
41,8 kDa, o dominio inicia-se na posi¢do do amiitmat72 e termina na 342, sendo predito
com uma probabilidade de 7,65Xftho banco de dados PFAM. No alinhamento das paxein
ortdlogas dos tripanossomatideos, percebe-se queletenminadas regides ha extensdes
encontradas somente nas espécieseishmaniaquando comparadas com as sequéncias de

Trypanosomdfigura 5.74).
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Figura 5.74. Alinhamento da proteina TcExp02G10 deT. cruzi com as ortélogas nos
tripanossomatideosLeishmania e T. brucel. Pode-se ver na figura o dominio RNA metiltransferas
na proteina estudada sublinhado em vermelho. Asptiéneiras sequéncias do alinhamento séo as
espécied_eishmania infantumlL. amazonensige L. braziliensis respectivamente. Logo abaixo séo
encontradas as sequéncias protéicadypanosoma cruze T. brucei (Alinhamento retirado do
banco de dados CruziGeneDB).
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Com o soro anti-G10 purificado foram realizadesstern blotscontra os extratos
protéicos dos parasitas encontrados em diferenteesf durante o processo de
metaciclogénese. A revelacdo por fosfatase alcatisaltou no reconhecimento de algumas
proteinas, como mostrado na figura 5.75. Dentres, elasualiza-se uma banda de
aproximadamente 40 kDa que pode ser a proteinatddce As bandas reconhecidas pela
revelagdo por quimioluminescéncia apresentaram adrdp diferente do verificado pela
fosfatase alcalina (figura 5.76). Este fato podeesglicado, pois extratos diferentes foram

utilizados para cada ensaio.

MI 3d 5d Str A3 A6 Al2 Al8 A2Meta

Figura 5.75. Western blot do soro purificado contra a proteina TcExp02G10 ioubado com os
extratos protéicos das formas envolvidas na metatigénese revelado por fosfatase alcalinA
diluicdo do soro foi de 1:300. Vide legenda darfigh.12.

M 3d 5d Str A3 A6 Al1218 A24 Meta
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Figura 5.76. Western blot com os extratos das formas dd'. cruzi obtidas no processo de
metaciclogéneseén vitro incubados com o soro anti-G10 revelado por quimiaminescéncia.A
diluicéo do soro foi de 1:300. Vide legenda daregh.12.
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Nos experimentos de imunolocalizacdo, o soro préenTcExp02G10 apresentou
muito fracamente, fluorescéncia na regido proximéagelo do organismo. Com o anticorpo
pés-imune purificado contra a proteina TcExp02Gdi0obtida uma localizacdo nuclear,
como esperado para proteinas portadoras do dospald metilase, de modificagcdo de RNAs
(figura 5.77).

DIC DIC+DAPI DIC+Ac Merge

Figura 5.77. Imunofluorescéncia do soro pré (A) e gs-imune (B) contra a proteina
TcExp02G10.Vide legenda da figura 5.24.

Em relacdo aos parasitas transfectadosyestern bloforam reconhecidas as mesmas
proteinas nos extratos protéicos da cultura tratesfa com o vetor pTcPR-GFPN e no
extrato de células ndo transfectadas. Portantoegtermétodo néo foi possivel identificar se
houve a expressdo da proteina fusionada ao GFRmanho esperado (figura 5.78). A
auséncia da banda relativa a proteina fusionadaFR @ode ser explicada pela baixa
qguantidade de células fluorescentes detectadasatiaeapor citometria de fluxo (quadro 5.2).

Nesta mesma figura ha uma banda de tamanho apmxima 40 kDa que foi
reconhecida pelo soro purificado anti-G10, a quavavelmente representa a proteina de
estudo. Pouco acima desta encontra-se outra bandaal pode ser a mesma proteina

modificada apds sua traducdo.
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Figura 5.78.Western blot demonstrando a expressao da proteina TcExp02G10sionada ao GFP

no T. cruzi, em comparacao com a proteina nativa em formas epiratigotas néo transfectadas.
Os extratos protéicos de epimastigotas (epi) esfeatantes GFP (transf) foram normalizados por
quantidade de células (5 x°®1€élulas) e foram incubados com o soro anti-G10fipado diluido
1:300.

Nos experimentos de localizacéo celular atravéfudeescéncia emitida pelo GFP, a

proteina TcExp02G10 foi localizada perto do nuclea,regido posterior da célula (figura
5.79).

DIC DIC+DAPI DIC+GFP Merge

Figura 5.79. Localizagdo da proteina TcExp02G10 fiznada a GFP noT. cruz. Vide legenda da
figura 5.19.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Selecionamos para o presente trabalho 10 prothipagticas conservadas contendo
dominios identificados para auxiliar no processccdeacterizacdo. O fato destas proteinas
possuirem ortélogas nos tripanossomatideos aimdade maior confiabilidade nos dados de
que estas ORFs realmente sdo genes funcionais. phess@éo das proteinas (exceto
TcExp02G06 e TcExp02G09) foi realizada e os antiss@ontra elas foram obtidos. Os
resultados devestern blatnos quais, a principio, as proteinaslidaruziforam reconhecidas
pelos seus respectivos anticorpos nos extrato®ipost confirmam que as proteinas séo
realmente expressas e existentes no parasita.

As informacdes a respeito dos dominios que estateipas selecionadas portam
foram de grande ajuda para a inferéncia da fun¢écaéizacdo celular das mesmas. Contudo,
pouca ou nenhuma informacdo sobre essas proteds druzi € existente. Com este
trabalho foi possivel dar inicio a uma caractedpaprévia dessas proteinas de funcao
desconhecida, consistindo um passo importante gatasenvolvimento de novos estudos
visando a caracterizacao funcional destas.

O processo de clonagem dos 10 genes, utilizantltafgrma Gateway, foi concluido
com éxito e se mostrou uma etapa relativamentedaando comparada com a metodologia
de clonagem classica, que faz uso de endonucleasesstricdo. A disponibilidade de uso
dessa plataforma facilita e torna o procedimentocld@agem bastante rapido e eficaz,
possibilitando o desenvolvimento de trabalhos egal@scala. Aléem disso, o Gateway é um
sistema de clonagem extremamente versétil que feraitransferéncia de genes entre
diferentes vetores de destinacdo, os quais sdanbasiteis para a caracterizacao funcional de
genes.

Um dos pontos cruciais deste trabalho foi a prooulg®s antissoros. Neste trabalho,
foram encontradas dificuldades na obtencdo dosaptis, ou seja, em alguns antissoros
havia anticorpos contra, a principio, proteinas m@® eram a de interesse, uma vez que nos
ensaios dewestern blot contra 0s extratos protéicos das formas envolvidas
metaciclogénese, bandas de tamanho diferente deraglsp foram observadas. Por esse
motivo, etapas de purificagdo dos soros foram zadd#is. No entanto, este procedimento
acarretou na diluicdo dos soros e aparentementerarioveu 0S anticorpos a principio
indesejados. Dai a decisédo de produzir novamerngeogsinas e reinocula-las.

Porém, analisando apenasvesstern blotglas proteinas fusionadas a GFP revelados
com os respectivos antissoros purificados, nosi@hsealizados ap0s as varias inoculacoes,

quando comparado o tamanho das proteinas nativac@nbinante dos epimastigotas
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transfectados, pode-se observar que a primeiraraxiagadamente 27 kDa menor que a
segunda, massa esta referente a proteina GFPddssonstra que o0s soros purificados
poderiam estar reconhecendo especificamente asimaetde interesse e que estas,Tem
cruzi, poderiam possuir um peso molecular diferenterddifo, talvez devido a modificacbes
pos-traducionais, como por exemplo, glicosilacao,talvez a clivagens que porventura
possam ocorrer nestas proteinas. Assim, a diferemgantrada no perfil de bandas entre os
western blotom o extrato protéico do transfectante e extrdtometaciclogénese pode ser
explicada pelo método utilizado para normalizacése experimentos, ja que em ambos, o
mesmo antissoro foi utilizado. Neste, a normalinada gel foi feita por quantidade de
proteina e naquele, por quantidade de célulasnBazee uma analisepmsteriori alguns dos
antissoros obtidos estavam reconhecendo a prateiimeresse.

Em alguns casos o padrdao de bandas encontrad@lisegrorwestern blousando a
revelacdo por duas técnicas distintas, fosfatasirs e quimioluminescéncia, mostrou-se
diferente, apesar do mesmo soro ter sido usadonaposaos experimentos. Isso pode ser
explicado pelo fato de extratos protéicos difererttrem sido utilizados nestes ensaios e
também pela diferenca de sensibilidade dos doiednét

Considerando cada proteina individualmente, osrerpatos de localizacéo celular
destas fusionadas a GFP e da imunolocalizacaocaosiidves da incubagédo dos epimastigotas
com o soro purificado também diferiram entre srapas 8 proteinas. Como nos ensaios de
western blotpode-se observar a presenca de mais de uma bandalgens casos, mesmo
apos a purificacéo, o soro pode ter reconhecideimas indesejadas do parasita, o que pode
ter levado a divergéncia entre 0s ensaios aciradast

Quanto aos experimentos de localizagcdo celular asnproteinas fusionadas com
GFP, a maioria delas apresentou a marcacdo de aip pooximo ao ndcleo, na regiao
posterior da célula, inclusive a proteina TCExpO2GoD qual estava truncada. Algumas das
proteinas recombinantes apresentaram uma expressi@o do que a da proteina nativa,
como verificado nos experimentos western blotdas células transfectadas. Possivelmente,
esse ponto possa corresponder a alguma organglaaha proteina superexpressa pode estar
se concentrando. O reservossomo seria uma dadifidasies. As proteinas fusionadas a
GFP podem se localizar nessas estruturas talvez gpoesentarem conformagdes
tridimensionais erradas, por sofrerem modificagfies ocasionem o0 seu deslocamento para
essas localidades ou por estarem presentes emidgumst acima do necessario, podendo
permanecer estocadas nessas organelas ou até moesammlo-se dispensaveis para a célula,

uma vez que o parasita expressa normalmente draatativa codificada pelo seu genoma.
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Se estes resultados de localizacdo da proteinanada ao GFP sdo nao-fisioldgicos, entao
esperariamos que eles ndo corroborassem o obsgmeiadaunolocalizacao.

Segundo MATSUYAMA e colaboradores (2006), a ex@essem altos niveis da
proteina recombinante pode alterar a sua localizacéinterior da célula. Aléem disso, a
localizacdo das proteinas recombinantes pode vdeépendendo de onde a etiqueta esta
presente, se na extremidade N ou C-terminal daeimant pois, tanto a regido N como C-
terminal portam, frequentemente, peptideos sin&iEKIANN et al, 2004). A localizacéo
intracelular de 567 proteinas humanas fusionad&s-R foi realizada por WIEMANN e
colaboradores em 2004 e demonstrou que em 39% akmss,ca localizacdo da proteina
recombinante foi influenciada pela orientacdo dgueta. Em estudos de localizagéo celular
utilizando como modelo a levedugaccharomyces cerevisefae demonstrado que a etiqueta
GFP fusionada na regido C-terminal de proteinas madisar a localizacdo incorreta das
mesmas devido a problemas conformacionais ou algmnals criticos envolvendo, por
exemplo, a obstrucdo de sinais de localizacdo fmmcao dos polipeptideos (HUH al,
2003). Assim, presume-se que, &mcruzj em determinadas situagdes, a fusdo N-terminal
pode esconder sequéncias da proteina que seriggonsaseis pelo enderecamento das
mesmas para regides especificas da célula.

Através da fusdo da proteina TcExp02G04 com GFBcalitacdo apresentou-se
nuclear, de acordo com as descri¢cdes sobre o dooérigacdo a DNA semelhante a Myb.

Para a proteina TcExp02G10, a imunolocalizacaaalwtdm o uso do soro purificado
mostrou-se nuclear, o0 que corrobora com os dadosngados sobre o dominio da familia
spoU metilase.

No presente estudo, a GFP foi fusionada apenadramedade animo-terminal da
proteina de interesse. No entanto, para verifieawc®rrem mudancas na localizacdo celular
da proteina, a recombinacédo na extremidade C-talrmpode ser realizada uma vez que néo
foi adicionado um cédon de parada aos genes estsidad

Ainda em relacdo a localizacdo celular das proteiem questdo, ensaios de
microscopia Otica podem ser realizados com mareadde organelas especificas ou atraves
da co-localizacdo com proteinas de organelas dgpacipara que haja a confirmacdo das

localidades onde as proteinas se encontram.
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7.CONCLUSAO

Este trabalho foi importante para iniciar o prooeds caracterizacdo das 10 proteinas
hipotéticas conservadas, abrindo possibilidadesstieglo com estes polipeptideos e gerando
varios resultados, mesmo que preliminares, ja guduma ou pouca informacéo a respeito
dessas moléculas esta disponibilizada em literatura

Todos os dez genes selecionados para este traf@aom clonados no vetor
pDONR™221 e transferidos para o vetor de destinacdo pDESTdo sistema Gateway.
Além disso, também foi possivel a transferéncia girses, presentes no clone de entrada,
para o vetor pTcPR-GFPN desenvolvido pelo nosspog(BATISTA, 2008).

O sequenciamento dos fragmentos de PCR contidosatoges confirmou que estes
eram realmente os genes de interesse do estudocio®a@imente, estes dados prévios
demonstraram que a identidade nucleotidica dossgameguestao € bastante alta, em torno de
97-98%, entre a cepa CL Brener e o clone Dm28E. deuzi

Dos 10 genes escolhidos para o presente traballooai® expressos com sucesso em
sistema heterélogde( coli) visando a producéo de anticorpos policlonais amundongos.

O processo de producdo dos antissoros especifarasas proteinas alvo do estudo
mostrou-se ser bastante complexo, constituindoatapa essencial para o desenvolvimento e
prosseguimento da caracterizagéo funcional mafaptada das proteinas.

Apoés a recombinacdo dos genes no vetor pTcPR-GfadPNopssivel realizar ensaios
de localizacéo celular através da fluorescéncididenpela fusdo da proteina com a etiqueta
GFP. A expressao das proteinas recombinantek iouzifoi confirmada pelos ensaios de
western bloe através da fluorescéncia das células quandisaaas pelo citbmetro de fluxo.

Os western blotsrealizados com o0s extratos protéicos dos parasisasfectados
incubados com os anticorpos purificados demonstragae o0s antissoros podem estar
reconhecendo as proteinas alvo de estudo, poiferermtia de massa molecular encontrada
entre as proteinas nativas e as recombinantes adgmiva aproximadamente 27 kDa, o
tamanho da etiqueta GFP. Estes resultados, aléardeuporte ao fato de que os antissoros
estdo especificos, eles indicam que as proteitadaeas possuem um tamanho diferente do
estimado, sendo isto ocasionado, talvez, por nuadifies pds-traducionais ou clivagens
eventuais da proteina.

Em relacdo a localizacdo celular apresentada palaieinas recombinantes nos
parasitas transfectados, foi visto que estas senelacam em regides proximas ao nucleo do
protozoario. As proteinas fluorescentes podem sstabncentrando em gréanulos localizados,

possivelmente, em reservossomos. Podemos sup@squeteinas permanecam nestes locais
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devido a problemas decorrentes da expressdo ex@aksiproteina de interesse, pois esta é
codificada tanto pela sequéncia do genoma comogegie transfectado.

A purificacdo do antissoro contra a proteina TcE@02, com o dominio de ligagéo a
GTP, foi executada com sucesso, fato este confonpatbs experimentos deestern blot
revelados por fosfatase alcalina e quimiolumineseémos quais houve o reconhecimento de
uma uUnica banda referente a proteina de estudoolds@rvado também, que esta proteina
possui um aumento de expressao durante o processetdciclogénese, como previsto pela
técnica de microarranjo realizada por PROBST en5200

A proteina TcExp02G04 em ensaios de localizacaalarelcom as células
transfectadas mostrou-se nuclear, concordando sanfamacdes referentes ao dominio de
ligagdo ao DNA semelhante a Myb.

Embora os ensaios deestern blotcom os extratos protéicos da metaciclogénese
incubados com o soro purificado anti-G10 tenhamtrads o reconhecimento de mais de
uma proteina, os experimentos de imunolocalizagdprdteina TcExp02G10 indicaram que
ela est4 presente no nucleo de epimastigotak deuzi Essa ultima informacdo corrobora
com os dados publicados a respeito de proteinasaum o dominio da familia RNA

metiltransferase, familia TrmH.
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8. PERSPECTIVAS

Neste trabalho, o antissoro contra a proteina TGE®P2 mostrou-se bastante puro, o
que possibilitou a realizacdo deestern blotsque confirmaram os dados de expressao
diferencial da proteina durante a metaciclogéneddidos por PROBST (2005), em
experimentos de microarranjo. Com o intuito de izaal uma caracterizacdo mais
aprofundada acerca desta proteina e pelo fatopdsisuir um dominio de ligacdo a GTP,
serdo realizados ensaios bioquimicos de ligacadrR, @través da expressdo soluvel da
proteina fusionada a GFP.

A proteina TcExp02G01 possui o dominio TBC, o gsal presume que seja
responsavel pela atividade catalitica de GTPag®geenas GTPases semelhantes a Rab. Por
este motivo, esta proteina sera expressa na casféonsolivel, com o auxilio do vetor
pGEX-4T-1 (expressao teste em andamento), conuitdrde realizar ensaios bioquimicos de
ligacdo a GTP.

A localizacdo nuclear da proteina TcExp02G04 fumian ao GFP em formas
epimastigotas d&. cruzicorrobora com os dados encontrados em literaaaesta proteina
possuir dominio de ligacdo ao DNA, seria interetssarpressar a proteina TcCExp02G04 na
forma sollvel, através da recombinagdo com o \@BEX-4T-1, visando experimentos de
imunoprecipitacdo de cromatina. Assim seria possisgificar com quais sequéncias
nucleotidicas este dominio interage.

Adicionalmente, a localizacao das proteinas seli&zeaela enT. cruziatraves da fuséo
das mesmas com a etiqueta GFP na regido C-terfamahvés da N-terminal), uma vez que
diferentes localiza¢cdes podem ser obtidas utilieaceida uma das construgbes. O proprio
vetor pTcPR-GFPN permite a transferéncia da etiqG#iP para a regidao C-terminal. Assim,
a plataforma Gateway pode ser mantida como méteddothiagem. Deste modo, a clonagem
dos genes deste trabalho pode ser retomada a gantgtor de entrada. Isso facilita e torna
possivel a expressdo das proteinas recombinantearasita para comparagdo com os dados

de localizacao celular adquiridos neste preseabalino.
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