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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Bruno Dias Ramos

Desde sua descoberta, no inicio do seculo 20, o protozoario parasita causador da
Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, se tornou alvo de estudo em diversas instituicfes de
pesquisa ao redor do mundo. Portador de caracteristicas peculiares interessantes, T. cruzi € um
excelente modelo de estudo de processo de regulacdo pos-transcricional. O parasita teve 0 seu
genoma sequénciado em 2005, e foi observado que muitos dos genes contidas em seu genoma
ndo apresentaram uma descri¢do funcional confiavel, sendo anotados como codificadores de
"proteinas hipotéticas". Tendo em vista essa auséncia de caracterizagdo funcional de uma
parcela consideravel do genoma de T. cruzi, o presente trabalho se propds a realizar a
caracterizagdo molecular de um grupo de 10 proteinas de T. cruzi anotadas como
"hipotéticas”, e que se apresentavam diferencialmente expressas na forma celular
tripomastigota metaciclica do parasita, a forma infectiva ndo-replicativa que inicialmente
infecta o hospedeiro mamifero na via usual de transmissdo da doenca via o inseto vetor. Apds
amplificagéo, todos os dez genes selecionados no estudo foram clonados em vetor de entrada
(PDONR™221, Invitrogen), a partir do qual foi possivel a transferéncia do fragmento génico
para outros vetores, visando diferentes abordagens de anélise. Todos os genes foram
transferidos com sucesso para o vetor de expressdo pDEST™17, de expressdo em Escherichia
coli, e nove para o vetor pTcGFP, de expressdo no proprio T. cruzi e que fusiona a proteina
uma etiqueta fluorescente. Dos genes inseridos no pDEST ™17, sete deles foram com sucesso
expressos em E. coli, sendo obtidos anticorpos policlonais contra seis das proteinas expressas.
Os ensaios de western blot realizados com os soros obtidos contra extratos das quatro formas
celulares de T. cruzi corroboram os dados previamente obtidos de sequenciamento de mRNA.
Foram realizados ensaios de imunolocalizagdo com os soros obtidos, no entanto, os padrbes
encontrados nas imunolocalizacBes foram diferentes dos observados pelas proteinas
fusionadas a etiqueta fluorescente GFP. Ensaios de nocaute génico das proteinas estudadas
foram iniciados, e em breve virdo a contribuir para o trabalho. Espera-se que os dados obtidos
com esse estudo venham melhorar a anotacdo funcional e a compreensdo das proteinas
selecionadas.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Bruno Dias Ramos

Since it discovery in early 20th century, the Chagas Disease causative protozoan
parasite, Trypanosoma cruzi, became the subject of study in several research institutions
around de world. Carrier of interesting peculiar characteristics, T. cruzi is an excellent study
model of post-transcriptional regulation process. The parasite had its genome sequenced in
2005, and it was observed that several of it genes did not show a reliable functional
description, been annotated as coding for "hypothetical proteins”. Given this lack of
functional characterization of a considerable portion of T. cruzi genome, the present study
proposed to perform a molecular characterization of a group of ten T. cruzi proteins annotated
as "hypothetical” that in mRNA studies had showed to be differentially expressed in the
parasite metacyclic trypomastigotes cell form, the infective non-replicative that initially infect
the mammalian host in the usual route of transmission of the disease via the insect vector.
After been amplified all the ten genes selected in the study were cloned into entry vector
(PDONR™221, Invitrogen) from which it was possible to transfer the gene fragment to other
vectors, targeting different approaches to analysis. All genes were successfully transferred to
pDEST™17 expression vector, for expression in Escherichia coli, and nine to the pTcGFP
vector, for expression of the protein fused to a fluorescent tag in T. cruzi. From all genes
inserted into pDEST™17, seven were successfully expressed in E. coli, which six were
purified and inoculated in mice for obtaining polyclonal antibody. Western blot assays
performed against protein extracts of the four T. cruzi cell forms using this sera corroborate
the date previously obtained by mRNA sequencing. Immunolocalization assays were
performed, however, the localization patterns observed in the immunolocalizations were
different from those observed by the proteins fused to the GFP fluorescent tag. Gene
knockout assays of the studied proteins were started and soon will come to contribute to this
characterization work. It is hoped that the data obtained from this study will improve the
functional annotation and understanding of the selected proteins.
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1. INTRODUCAO

1.1 Historico

Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909) é um protista flagelado causador da Doenca de
Chagas, ou Tripanossomiase Americana, uma moléstia que atinge entre 7 e 8 milhGes de
pessoas ao redor do mundo (WHO, 2013). E considerada a quarta entre as doencas infecciosas
e parasitarias mais prevalentes no continente Americano, sendo registrados cerca de 300 mil
novos casos anualmente, causando aproximadamente 23 mil mortes/ano (MARTINS et al.,
2012). Apesar de T. cruzi ser endémico da América Latina, ja foram registrados casos da
Doenca de Chagas nos EUA, no Canada e em diversos paises da Europa, principalmente
devido ao aumento da imigracdo ocasional de pessoas infectadas assintomaticas para esses
paises (KIRCHHOFF, 2011; MARTINS et al., 2012).

Taxonomicamente, T. cruzi é pertencente ao Super-reino Metakaryota, Reino
Protozoa, Filo Euglenozoa, Classe Kinetoplastea, Ordem Kinetoplastida (CAVALIER-
SMITH, 1993; 2009) e Familia Trypanosomatidae (LEVINE et al., 1980). Assim como outros
integrantes da Familia Trypanosomatidae, € um parasita heteroxeno, apresentando alternancia
entre dois organismos hospedeiros em seu ciclo de vida: um inseto triatomineo hematofago da

Familia Reduviide e um vertebrado mamifero, podendo este ser o0 homem.

A Doenca de Chagas pode ser transmitida de diversas formas ao homem, sendo a
principal através do inseto vetor hematéfago. No ato do repasto sanguineo, o inseto
contaminado elimina excretas com parasitas vivos que, ao entrarem em contato com
membranas mucosas ou descontinuidades da pele do hospedeiro mamifero, geram a infeccao.
Também ja foram descritas outras formas de transmissdo, seja por transfusdo sanguinea ou
doacdo de d6rgdos de pessoas contaminadas, por transmissdo congénita da mée para o feto em
desenvolvimento, bem como por transmissdo oral, através do consumo de alimentos
contaminados (BENCHIMOL-BARBOSA, 2006; COURA, 2007; KIRCHHOFF, 2011).

Apbs ter ocorrido a infeccdo, € iniciada a fase aguda da doenca, geralmente
assintomatica, mas que pode se caracterizar por reacao inflamatoria local e febre. As formas
tripomastigotas encontradas na corrente sanguinea sdo transportadas por macréfagos a

diversos tecidos como figado, baco e tecidos musculares. Geralmente, a doenca evolui para
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uma forma crénica assintomatica, ocasionalmente ocorrendo evolucdo para formas cardiacas
ou digestivas (megacélon e/ou megaesdfago, principalmente) (TANOWITZ et al., 1992;
COURA, 2007; BERN et al., 2011).

A Doenca de Chagas foi inicialmente descrita em 1909 pelo médico e pesquisador
brasileiro Carlos Chagas, que em seu trabalho relatou seus elementos clinicos, patologicos e
epidemiolégicos, assim como o vetor de transmissdo e o agente etioldgico, o protozoario
Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909). Desde entdo, tanto a doenga quanto o protozoario que

a causa vém sendo estudados por diversos institutos de pesquisa pelo mundo.

1.2 Morfologia e aspectos gerais peculiares

Assim como o0s outros membros da Ordem Kinetoplastida, T. cruzi possui uma Unica
mitocondria que apresenta uma especializacdo denominada cinetoplasto (Figura 1.1), onde é
encontrado o DNA mitocondrial. Esse DNA mitocondrial, chamado kDNA, é composto por
moléculas circulares chamadas maxicirculos e minicirculos, que correspondem a cerca de 20 a
25% do conteudo total de DNA celular (SOUZA, 2002). Sao encontrados entre 20 e 50
maxicirculos, de cerca de 40 kb cada, que sdo andlogos ao DNA mitocondrial dos eucariotos
pluricelulares, compreendendo os genes codificadores das proteinas e rRNAs utilizados na
mitocdndria. Os minicirculos, por outro lado, sd&o muito mais numerosos, entre 10.000 e
20.000, com 1,4 kb em media, e codificam moléculas de RNA chamadas RNA-guia, gRNAsS,
responsaveis pelo processo de edicdo dos mRNASs transcritos a partir dos maxicirculos
(BENNE, 1994; STUART et al., 2005). Esse processo de edigéo ocorre pela adi¢do e, menos
frequentemente, remocdo de nucleotideos uridina nos pré-mRNAs dos maxicirculos. Em
alguns pré-mRNAs, até 50% dos nucleotideos sdo adicionados dessa maneira, gerando um
MRNA maduro (BENNE, 1994; MADISON-ANTENUCCI et al., 2002; LIU et al., 2005;
STUART et al., 2005).
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Figura 1.1: Esquema das estruturas e organelas celulares encontradas em T. cruzi.
(modificado de SOUZA, 2008)

Os integrantes da Familia Trypanosomatidae tém sua superficie celular formada por
dois componentes: a membrana plasmatica, seguida de uma camada proteica denominada rede
de microtubulos subpeliculares. A membrana plasmética de T. cruzi é composta por proteinas
integrais e periféericas, fosfolipideos, e pelo glicocélice, esse ultimo sendo trés vezes mais
espesso nas formas celulares tripomastigota do que na forma epimastigota, tendo papel
importante na interagdo do parasita com a célula hospedeira (MARTINS et al., 2012). A rede
de microtubulos subpeliculares se encontra na face interna da membrana plasmaética, e é
responsavel pela resisténcia e rigidez da célula, formando a maior parte do citoesqueleto dos
tripanossomatideos (SOUZA, 1999; 2002).

Todos os membros da Familia Trypanosomatidae possuem um flagelo formado pelo
axonema, e que varia de tamanho dependendo da forma celular observada. Esse axonema
apresenta a conformacdo 9 + 2 de microtibulos, e em T. cruzi emerge de uma regido
denominada bolsa flagelar, uma depressdo da superficie celular onde ocorre a juncao entre as
membranas plasmatica e flagelar, e que ndo apresenta microtibulos subpeliculares em sua
face interna (OVERATH et al., 1997; SOUZA, 1999; 2002; MARTINS et al., 2012), o que
torna a bolsa flagelar uma regido de intenso trafico de vesiculas (OVERATH et al., 1997;
SOUZA, 1999; MARTINS et al., 2012).

Outra regido responsavel pela absorcdo de nutrientes provenientes do meio externo é
conhecida como citéstoma-citofaringe, uma estrutura em forma de funil, formada por uma
invaginacdo da membrana plasmatica recoberta por microtibulos subpeliculares em sua face
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interna (SOUZA, 1999; 2002; MARTINS et al., 2012). Apos serem internalizadas, todas as
macromoléculas que foram ingeridas pelo processo de endocitose, tanto pela bolsa flagelar
quanto pelo citéstoma-citofaringe, sdo estocadas e processadas em uma organela arredondada
denominadas reservossomo. Os reservossomos sao organelas envoltas por membrana,
encontradas na porcdo posterior da forma celular epimastigota de T. cruzi que apresentam em
seu interior grande quantidade de proteinases, e por isso acredita-se serem compartimentos
pré-lisossomais (SOARES, 1999; SOUZA, 1999; 2002; MARTINS et al., 2012).

Outra organela encontrada em T. cruzi é o acidocalcissomo. E uma organela vacuolar
gue possui a capacidade de estocar ions calcio e pirofosfatos, regular o pH citoplasmatico
através de bombas de prétons localizadas em sua membrana, além de controlar a
osmorregulacdo celular (SOUZA, 1999; 2002; DOCAMPO & MORENO, 2011; MARTINS
etal., 2012).

O glicossomo é outra organela que diferencia os tripanossomatideos dos demais
organismos. E uma organela envolta por membrana, encontrada dispersa por todo o
citoplasma celular, e é considerada um tipo especial de peroxissomo variante. Nele estdo
concentradas as enzimas responsaveis pela via glicolitica, assim como enzimas de outros
processos metabolicos, que em outros organismos ocorreriam no citosol da célula (MICHELS
et al., 2006; MARTINS et al., 2012).

1.3 Formas evolutivas de Trypanosoma cruzi

Diferentes formas celulares sdo evidenciadas durante o ciclo de vida de Trypanosoma
cruzi. Trés formas principais sdo comumente descritas na literatura: duas formas replicativas,
chamadas amastigota e epimastigota, e uma forma infectiva, chamada tripomastigota
(TANOWITZ et al., 1992; TYLER et al., 2003).

A forma amastigota (Figura 1.2A) é a forma celular replicativa encontrada no interior
das células do hospedeiro mamifero, sendo também encontradas na circulagdo sanguinea apos
a lise da célula hospedeira (TANOWITZ et al., 1992). Possui uma morfologia arredondada,
com cerca de 3 a 5 um de diametro, e um flagelo muito reduzido contido no interior da bolsa

flagelar (SOUZA, 1984). Foi demonstrado que a forma amastigota, além de ser uma forma



replicativa intracelular, também possui a capacidade de infectar células do hospedeiro
mamifero (CARVALHO & SOUZA, 1986; TANOWITZ et al., 1992).

A forma epimastigota (Figura 1.2B) é a forma replicativa encontrada no trato digestivo
do inseto triatomineo. Apresenta morfologia fusiforme, medindo entre 20 e 40 um de
comprimento, com o cinetoplasto em forma de bastdo, em posi¢éo anterior ao ndcleo, e com
um flagelo livre emergindo de uma regido préxima ao cinetoplasto (SOUZA, 1984,
MARTINS et al., 2012).

A forma tripomastigota possui cerca de 25 um de comprimento por 2 um de largura
(Figura 1.2C) (SOUZA, 1984). Apresenta um nucleo mais alongado, com um aumento de
heterocromatina em relagdo aos epimastigotas. S&o exclusivamente infectivos, néo
apresentando atividade replicativa. O cinetoplasto é encontrado em posi¢do posterior em
relacdo ao ndcleo, com uma morfologia mais arredondada, possivelmente devido a uma
diminuicdo no grau de empacotamento do KDNA. Essa forma celular é dividida em dois tipos:
a) um encontrado circulando no sangue e no interior das células de tecidos do hospedeiro
vertebrado, sendo denominado tripomastigota sanguineo; b) outro encontrado na porgao
posterior do intestino e nas excretas do inseto vetor, chamado de tripomastigota metaciclico. E
essa forma, tripomastigota metaciclico, que inicialmente infecta o hospedeiro vertebrado na

transmissdo usual via inseto vetor.

Figura 1.2: As trés principais formas evolutivas do T. cruzi.
Representacdo esquematica das formas amastigota (A), epimastigota (B) e tripomastigota (C).
(modificado de http://lineu.ich.usp.br/~gwunder/3tripanosomiaseAmericana.ppt).



1.4 Ciclo de vida

Como dito anteriormente, T. cruzi apresenta um ciclo de vida bastante complexo,
alternando entre dois hospedeiros, um inseto hematéfago da Familia Reduviidae e um
vertebrado mamifero. O ciclo de vida estd evidenciado na Figura 1.3, e didaticamente €
iniciado quando a forma celular tripomastigota metaciclica, presente nas excretas do inseto

vetor contaminado, infecta o hospedeiro mamifero.
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Figura 1.3: Ciclo de vida de T. cruzi.
(modificado de www.dpd.cdc.gov/dpdx)

No ato do repasto sanguineo, o inseto hematdfago infectado elimina suas excretas
sobre a pele do mamifero do qual se alimenta. Essas excretas contém parasitas na forma
infectiva tripomastigota metaciclica, que infectam o mamifero ao entrarem na epiderme, seja
pelo ponto de lesdo causado pela picada do inseto hematofago, seja por outras
descontinuidades da pele do mamifero, ou ainda por regibes de membranas mucosas
(KIRCHHOFF, 2011). Esses tripomastigotas metaciclicos invadem as células ao redor do
sitio de inoculacdo, assim como podem atingir a corrente sanguinea, e serem entdo
distribuidos para diversas regides do organismo do mamifero, podendo infectar varios outros

tipos celulares (SOUZA et al.,, 2010; MARTINS et al.,, 2012). Os tripomastigotas
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metaciclicos sdo internalizados pelas células hospedeiras através da formacdo de
pseudopodes, e ao serem internalizados, ficam envoltos por uma estrutura denominada
vacuolo parasitoforo. Lisossomos da célula hospedeira se fundem ao vacutolo, aumentando a
acidez no interior dessa estrutura, o que inicia o0 processo de diferenciagdo da forma
tripomastigota para a forma amastigota. Também ocorre a dissolu¢cdo da membrana do
vacuolo parasitoforo pela acdo de uma enzima - TcTOX - secretada pelo proprio parasita
(TYLER et al., 2003; MARTINS et al., 2012). A forma amastigota, agora livre no citoplasma
da célula hospedeira, inicia um intenso processo de divisdo celular por fissdo binaria e entéo,
apos varios ciclos de divisdo, inicia sua transformacéo para a forma tripomastigota sanguinea,
com o alongamento do corpo, a aquisi¢do de um longo flagelo e movimentagéo intensa. Essa
movimentacao intensa leva a ruptura da célula hospedeira, ocorrendo entdo a liberacdo dos
tripomastigota para areas extracelulares, o que pode ocasionar a infec¢éo de outras células do
hospedeiro. Caso esses parasitas livres atinjam a corrente sanguinea, podem ser ingeridos pelo
inseto vetor no ato do repasto sanguineo (SOUZA et al., 2010; MARTINS et al., 2012).

Ao se alimentar do sangue de um mamifero contaminado, o inseto vetor hemat6fago
ingere junto os parasitas na forma tripomastigota sanguinea, que ao atingirem o estbmago do
inseto iniciam o processo de diferenciacdo para a forma replicativa epimastigota, que entéo
migra para as regides posteriores do intestino, aderindo a sua superficie, onde sofre intensa
replicacdo celular. Apos diversos ciclos de divisdo celular, esses epimastigotas iniciam o
processo de diferenciacdo para a forma infectante tripomastigota metaciclica, que se soltam da
parede do intestino e se acumulam no reto do inseto vetor, sendo eliminados com suas
excretas no ato do novo repasto sanguineo, fechando dessa forma o ciclo (Figura 1.3)
(CHAGAS, 1909; TANOWITZ et al.,, 1992; TYLER et al.,, 2003; GOLDENBERG &
AVILA, 2011).

1.5 A metaciclogénese

Uma etapa fundamental importante no ciclo de vida de T. cruzi descrito anteriormente

é o processo de diferenciacdo da forma replicativa e ndo-infectiva epimastigota para a forma

ndo-replicativa e infectiva tripomastigota metaciclica, que ocorre na por¢do final do trato

digestivo do inseto vetor, e que recebe o nome de metaciclogénese (TYLER & ENGMAN,

2001; TYLER et al., 2003; MARTINS et al., 2012). Apos o desenvolvimento de um meio de
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cultura com condi¢Ges quimicamente definidas que mimetiza, in vitro, o processo de
diferenciacdo que ocorre no interior do inseto vetor (CONTRERAS et al., 1985b; BONALDO
et al., 1988), esse processo se tornou um modelo no estudo de diferenciacdo celular e de

regulacao da expressdo génica no parasita.

Tanto in vitro quanto in vivo, para que ocorra a diferenciacdo das formas epimastigotas
em tripomastigotas metaciclicos, os epimastigotas devem aderir a um substrato, seja ao frasco
no qual a cultura é mantida, ou a parede do intestino do inseto vetor (BONALDO et al., 1988.
SCHAUB, 1988). Foi demonstrado que essa adesdo celular ao substrato, e consequentemente
0 processo de diferenciacdo, sdo desencadeados por um periodo de estresse nutricional
vivenciado pelo parasita, e que esses fendmenos de adeséo e diferenciagdo sdo interrompidos
caso as condi¢Ges nutricionais do meio sejam restauradas (BONALDO et al., 1988;
SCHAUB, 1988; FIQUEIREDO et al., 2000). Acredita-se que sinais provenientes do
processo de adesdo causem alteracbes nos padrdes de expressdo génica dos parasitas
(GOLDENBERG et al., 1985)

In vivo, a metaciclogénese ocorre na por¢do terminal do trato digestivo do
triatomineo, uma regido onde ocorre acentuada escassez de nutrientes em consequéncia da
absorcdo dos mesmos pelas porcbes anteriores do intestino do inseto, e pela sua utilizacdo
pelos proprios parasitas. No interior dos epimastigotas em diferenciacdo, essa escassez
nutricional leva a acidificacdo do conteddo dos reservossomos e a ativacdo de enzimas
encontradas no interior dessa organela, que ent&o evolui pra um estado lisossomal, iniciando a
degradacéo das proteinas armazenadas no seu interior. A degradacgédo dessas proteinas leva ao
desaparecimento do reservossomo, liberando para o citoplasma celular os aminoacidos
digeridos, que serdo entdo utilizados como fonte de energia (URBINA, 1994; SOARES,
1999).

Foi observado que, apesar de importante e necessario, 0 processo de adesdo ao
substrato ndo é suficiente para promover a diferenciacdo celular (BONALDO et al., 1988).
Outros fatores ja foram descritos como capazes de induzir a metaciclogénese, entre eles o
estresse nutricional (CONTRERAS et al., 1985b). In vitro foi evidenciada a importancia do
AMP ciclico (cCAMP) e analogos no desencadeamento do processo de metaciclogénese
(GONZALES-PERDOMO et al., 1988; KOLLIEN & SCHAUB, 2000). No inseto vetor,



CAMP ¢ secretado pelos tubulos de Malpighi, estando presente em sua urina, 0 que sugere um
papel do cAMP na metaciclogénese em condicdes naturais (KOLLIEN & SCHAUB, 2000).

Apesar de ainda ndo se conhecer todos os elementos que influenciam o processo de
metaciclogénese, alguns fatores ja foram descritos como capazes de afetar no processo. A L-
prolina foi descrita como um dos fatores que estimulam o processo de diferenciacédo
(CONTRERAS et al., 1985b), enquanto que enzimas inibidoras de cisteino-proteases foram
descritas como fatores inibidores do processo (BONALDO et al. 1991).

Durante o processo de metaciclogénese, sdo observadas modificacdes no padrdo de
expressao génica dos parasitas. Foi documentado que essas mudancas no padrao de expressao
génica ocorrem antes de serem obervadas as alteragbes morfolégicas nos parasitas
(CONTRERAS et al., 1985a; AVILA et al., 2003).

1.6 Transcricdo policistronica, trans-splicing e regulacdo da expressao
génica

Na maioria dos eucariotos, o processo de transcricdo € regulado por uma sequéncia

promotora localizada a montante da regido codificadora. Apds a transcricdo, o transcrito

primario é processado, sendo adicionado um residuo metil-guanosina-trifosfato, ou cap, na

sua extremidade 5 e uma cauda poli-A na sua extremidade 3. A reacdo de cis-splicing

remove 0s introns deste pré-transcrito e liga os seus éxons, formando ao final o transcrito

maduro.

Nos tripanossomatideos, o processo de transcricdo gera como produto transcritos
policistrénicos, que corresponde a moléculas Unicas de RNA contendo diversos genes que,
diferentemente do observado nos operons de procariotos, ndo sdo relacionados a uma mesma
via metabolica. A molécula de RNA policistrdnica é processada por um mecanismo
denominado trans-splicing, que gera as unidades monocistronicas traduziveis. Nesse trans-
splicing ocorre a separagdo das unidades monocistronicas, sendo tambeém adicionados a
sequéncia spliced leader (sequéncia conservada presente em todos 0s mMRNAs maduros,
espécie-especifica, de 39 nucleotideos, SL) na extremidade 5' e a cauda poli-A, na extemidade
3' (VANHAMME & PAYS, 1995; TEIXEIRA, et al., 2011).



Diferente da maioria dos eucariotos, onde a regulacdo da expressdo génica é realizada
no inicio da transcricdo pela enzima RNA polimerase Il, em tripanossomatideos ndo héa
evidéncias da existéncia de promotores que regulam a transcricdo dos genes codificadores de
proteinas. Assim, acredita-se que os RNAs policistronicos precursores de tripanossomatideos
sejam transcritos mais ou menos na mesma taxa, sendo os mecanismos de regulacdo da
expressdo génica ocorrendo em etapas posteriores a transcri¢cdo, denominada regulacdo pos-
transcricional. Processos conhecidos que regulam a expressdo génica nos tripanossomatideos
compreendem mudancas na cromatina, o processamento do mRNA, a estabilidade e taxa de
traducdo desse mMRNA, assim como a estabilidade das proteinas formadas e modificacfes pos-

traducionais que possam ocorrer (KRAMMER, 2012).

1.7 Aspectos gendmicos e proteinas hipotéticas em T. cruzi

O contetdo genético do Trypanosoma cruzi estd localizado em duas organelas
celulares distintas: o ndcleo e a mitocondria. Ndo ocorre condensacdo cromossémica em
nenhum estagio do ciclo celular do parasita, sendo necessarias técnicas diferenciadas para a
analise de seu caridtipo. ELIAS e colaboradores (2002) demonstraram que a cromatina sofre
alteracbes em sua distribuicdo durante o ciclo celular do parasita, sendo observada
concentrada no centro do nucleo durante a fase G1, e que se desloca para a periferia na fase S,

onde ocorre a replicacao.

No ano de 2005 foi publicado o primeiro esbo¢o do sequenciamento do genoma de T.
cruzi, que foi realizado por um consércio internacional formado pelo The Institute for
Genomic Research (TIGR), Seattle Biomedical Research Institute (SBRI) e Karolinska
Institutet (KI). A cepa CL Brener, por ser bem caracterizada experimentalmente na época e
por ser considerada representativa do universo de cepas circulantes de T. cruzi (ZINGALES et
al., 1997), foi a escolhida para o sequenciamento, que foi realizado pela técnica de whole
genome shotgun (WGS) (EL-SAYED et al., 2005a). Com o sequenciamento terminado, foi
estimado que o genoma diploide do parasita possui aproximadamente 110 Mb, apresentando
cerca de 12.000 genes em cada haplétipo. No total, foram identificados 23.216 elementos
codificadores de proteinas no parasita, dos quais 11.398 genes apresentam funcgdo conhecida
confirmada por experimentacdo ou por homologia, 9.975 genes codificadores de proteinas
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hipotéticas conservadas e 1.843 genes codificadores de proteinas hipotéticas, além de 1.994

genes que codificam moléculas de RNAs funcionais e estruturais (EL-SAYED et al., 2005a).

Com o eshogo do genoma de T. cruzi pronto, foi observado que mais de 50% do
genoma do parasita é formado por sequéncias repetitivas compostas pro familias de proteinas
de superficie, retrotransposons e elementos subteloméricos (EL-SAYED et al., 2005a;
TEIXEIRA et al., 2011). As familias génicas mais representativas sdo as codificadores de
proteinas de superficie, como é o0 caso das trans-sialidases, das proteinas de superficie
associadas a mucina (MASP), das mucinas e da glicoproteina de superficie gp63, que
correspondem a 18% de todos os genes codificadores de proteinas do parasita. Foi observado
uma grande abundéncia de genes codificadores de proteina-quinases e proteina-fosfatases no
genoma de T. cruzi. Por outro lado, foi observada a auséncia de varias classes de proteinas

sinalizadoras importantes.

Com a publicacdo do genoma de outros dois tripanossomatideos, T. brucei e
Leishmania major, foi possivel realizar comparacdes entre os trés patdgenos. Observou-se que
6.158 grupos de genes ortdlogos (COG, clusters of orthologous genes) sdo compartilhados
entre os trés tripanossomatideos, e que 1.014 COGs sdo encontrados em somente dois deles
(EL-SAYED et al., 2005b). Apesar de terem divergido hd mais de 200 milhdes de anos, esses

tripanossomatideos apresentam um grau muito elevado de conservacao de sintenia.

Como dito anteriormente, tendo obtido os dados de sequenciamento do genoma de T.
cruzi, foram realizadas analises de predicdo génica para a inferéncia de funcdo aos genes
encontrados. Por ser um organismo pouco estudado e por estar evolutivamente distante dos
organismos modelos biolégicos classicos, T. cruzi teve muitas de suas regides codificadoras
preditas com uma anotagdo funcional pouco confidvel, sendo entdo genericamente
classificadas de "proteinas hipotéticas". Constituindo um pouco mais da metade das proteinas
identificadas no parasita T. cruzi, as proteinas hipotéticas sdo divididas em dois grupos: as
"proteinas hipotéticas conservadas”, que apresentam ortlogos em outros organismos, e as
"proteinas hipotéticas”, que no caso seriam restritas a T. cruzi. Se levarmos em consideracao
somente a forma celular que inicia a infeccdo do hospedeiro mamifero via transmissao
vetorial, a forma tripomastigota metaciclico, foi observado que a grande maioria dos genes
diferencialmente expressos nessa forma estdo anotados como codificadores de proteinas

hipotéticas (PROBST, 2005), demonstrando a grande importancia do estudo funcional desse
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grupo de proteinas, pelo seu interesse no esclarecimento da biologia do parasita, assim como
pelo seu potencial como alvo no desenvolvimento métodos profilaticos de combate e

prevencdo da Doenga de Chagas.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar de vir sendo estudada ha mais de um século, a Doenca de Chagas ainda é um
grave problema de saude publica no mundo, afetando milhdes de pessoas, especialmente na
América Latina. Com cerca de 300 mil novos relatos de pessoas infectadas anualmente, é uma
das doencas parasitarias de maior impacto no continente Americano. Diversos estudos ja
foram realizados proporcionando avancos tanto no entendimento dos aspectos clinicos da
doenga quanto das questdes biologicas e metabdlicas do protozoario parasita que a causa,
Trypanosoma cruzi. No entanto, ainda ndo foram desenvolvidos métodos profilaticos eficazes
de combate e tratamento da Doenca de Chagas, e até 0 momento a melhor forma de controle
da dispersdo da doencga consiste na eliminagé@o do inseto vetor das regides habitadas.

Além de sua importancia como causador da Doenca de Chagas, T. cruzi também é um
importante modelo de estudo por apresentar diversas caracteristicas peculiares que sdo

fundamentais em seu ciclo de vida.

Visto que o processo de metaciclogénese origina as formas infectivas tripomastigotas
metaciclicas, que irdo iniciar a infeccdo na via usual de transmissdo da Doenca de Chagas
pelo inseto vetor, e que importantes modificacdes estruturais e bioguimicas ocorrem no
parasita nesse processo, é de extrema importancia a compreensdo dos mecanismos envolvidos

nessa etapa de diferenciagéo.

Ap0s o sequenciamento de T. cruzi ter sido completado, algumas perguntas puderam
ser respondidas sobre a biologia molecular desse parasita. No entanto, a velocidade com que
os dados gendmicos surgiram fez com que ocorresse um acumulo de informacdo, que nao foi
acompanhado pela elucidacdo funcional dessas proteinas sequénciadas, levando muitos desses
elementos sequénciados a serem anotados como codificadores de "proteina hipotética™. Com
0 grande aumento nos estudos e analises em larga escala, que passaram a abranger 0sS
organismos em uma escala global, tornou-se de extrema importancia a caracterizagdo das

"proteinas hipotéticas".

Dessa forma, o presente trabalho visa a caracterizacdo de um grupo de genes anotados
como codificadores de proteinas hipotéticas e hipotéticas conservadas de T. cruzi, que

apresentam uma expressao elevada na forma celular tripomastigota metaciclica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar genes de Trypanosoma cruzi anotados como codificadores de proteinas
hipotéticas, que apresentam uma expressdo elevada na forma celular tripomastigota
metaciclico, selecionados a partir de dados provenientes de analise do ciclo de vida do

parasita, obtidos pela metodologia de sequenciamento de RNA (RNA-seq).

3.2 Objetivos especificos
- Clonar os genes de estudo utilizando o Sistema Gateway®;
- Expressar os genes selecionados em bactéria (Escherichia coli);

- Produzir anticorpos policlonais em camundongos a partir das proteinas

recombinantes expressas;
- Realizar ensaios de western blot utilizando os anticorpos obtidos;

- Realizar imunolocalizacdo por microscopia Optica de fluorescéncia utilizando os

anticorpos obtidos;

- Realizar ensaios de localizacdo celular com as proteinas selecionadas fusionadas a

etiqueta fluorescente GFP (green fluorescent protein);
- Realizar o nocaute génico dos genes selecionadas;
- Avaliar os fenotipos obtidos com o0s nocautes génicos;

- Realizar o sequenciamento do transcriptoma dos parasitas hocauteados.
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4. MATERIAIS e METODOS

4.1 Critérios de selecdo dos genes

Os genes de estudo foram selecionados devido ao seu padrdo de expressdo no ciclo de
vida de Trypanosoma cruzi, obtido através de sequenciamento de RNA (RNA-seq) pelo grupo
de Genbmica Funcional do Instituto Carlos Chagas/FIOCRUZ-PR (PAVONI et al., em
preparacgdo). Nesse trabalho, as quatro formas morfoldgicas principais de T. cruzi tiveram seus
transcritos sequénciados e quantificados, obtendo dessa forma o padrdo de expressdo dos
genes de cada uma, permitindo selecionar genes diferencialmente expressos em cada etapa do

ciclo de vida do parasita.

No presente trabalho foram selecionados 10 genes, todos diferencialmente expressos
na forma celular tripomastigota metaciclica, com uma expressdo elevada nessa forma, e
apresentando uma expressao basal nas outras formas do ciclo de vida do parasita. Todos 0s
genes selecionados estdo anotados como codificadores de proteinas "hipotéticas" ou
"hipotéticas conservadas”. Para a selecdo dos melhores genes para o estudo entre os diversos
genes com essas caracteristicas no genoma de T. cruzi, a estrutura da regido codificadora dos
mesmos foi avaliada, bem como a anotacdo funcional dos genes adjacentes. Caso a estrutura
codificadora do gene selecionado fosse considerada pouco complexa (baixa diversidade de
cdédons) ou fosse adjacente a genes de familias multi-génicas, 0 mesmo era eliminado, visando
primariamente a ndo inclusdo de regides codificadoras espurias, isto €, que ndo codificassem

realmente para proteinas de funcdo desconhecida.
4.2 Desenho dos iniciadores

Para proceder a amplificacdo dos genes selecionados, foi necessario predizer e
desenhar os iniciadores que seriam utilizados no processo. Foi feita a analise das regides
codificadoras selecionadas e foi identificada, para cada gene, a regido codificadora mais
provavel. A partir dessa regido, foram desenhados os oligonucleotideos com uma temperatura

de fusdo proxima a 60°C utilizando a formula:
Tm=81.5°C + 16.6°C x (logio[Na’] + [K']) + 0.41°C x (%GC) — 675/N
onde Tm equivale a temperatura de fusdo e N é o tamanho do oligonucleotideo. A
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concentracdo de sal utilizada foi de 50 mM.

A essas sequéncias de oligonucleotideos foi acrescentada a sequéncia que permitiria

acoplar ao gene amplificado a sequéncia de recombinacdo attB utilizada pelo sistema de

clonagem Gateway®. Devido a dificuldade em se identificar o inicio correto da regido

codificadora de dois genes dentre os selecionados, foram desenhados dois iniciadores

distintos para cada um deles, e portanto, para o presente trabalho construimos a principio 12

clones Gateway.

Abaixo segue a Tabela 4.1, com a sequéncia de iniciadores predita para cada gene

utilizado no estudo.

Tabela 4.1: Iniciadores construidos adaptados para o sistema Gateway®.

ID dos Genes Iniciadores forward Iniciadores reverse
(identificago) (5'-3) ®-3)
TCC'-'ﬁ%i?Ol'“O GGCTCCACCATGCGGTTTGTITITGTTCTIC |  TGGGTGGATYCATTTTTTCACACAGTTGTCAGG
TCCLB(igSZ’;m'Mo GGCTCCACCATGCGATTTGTTTTTITTCTTCTC TGGGTGGATYCACTGGCGTCTGTGGAATC
TCCLB(igg?SHSO GGCTCCACCATGAAATGTGGACAAAAGGC | TGGGTGGATYCAAACGGCAAAACAAAATAGATTG
TCC'-'?-AE’%“&GO GGCTCCACCATGGACGAGACTTCGCTC TGGGTGGATYCATGAGTCCGTGCCGTTGT
TCC'—'?:SSQ%'N GGCTCCACCATGACGGCATTGTCGCTT TGGGTGGATYCACACGCCTTGCCGCCAC
TCCLE(‘:(?;?SQZO GGCTCCACCATGCCCTCTGGCAAAGCAAC TGGGTGGATYCAAACCCCAAGAGGGCTCGTA
TCCL?:&%OGS'N GGCTCCACCATGCCCTCTGGCAAAGCAAC TGGGTGGATYCAACTACTCTGGGCAGCATTTAC
TCC'-E(‘-AE’S;SG&N GGCTCCACCATGGTGAAAGGGAAACTGG TGGGTGGATYCAGCGCTTTGCATAAACGCA
TCC'-B(;igg?SE"Z?’O GGCTCCACCATGAGTGATCATCACGAAAATG |  TGGGTGGATYCACAACATAGATGCATTTGGGC
TCCLB(ﬁg?E"zSO GGCTCCACCATGGAGTCTATCTTTTGCGT TGGGTGGATYCATTCAACGCGAAAAACCAGTT
TCCL?:?B&S'“O GGCTCCACCATGGGAAACGGCGCCT TGGGTGGATYCAATCCTCAAACATCATAAAGAGG
TCCLB(ﬁg’W'uO GGCTCCACCATGTCCACGAGCAAGGAAA TGGGTGGATYCAGCTCAATAAAGAACGTGTCC

Iniciadores das sequéncias nucleotidicas com os adaptadores do sistema Gateway®
(entre parénteses se encontra a identificacdo pessoal utilizada nos experimentos; em negrito e
sublinhado esté a sequéncia especifica ao gene).

4.3 Amplificacéo dos genes

A amplificacdo dos genes foi realizada por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
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utilizando a enzima de alta fidelidade AccuPrime™ Pfx DNA Polimerase (Invitrogen). Foram
utilizadas para as amplificagcbes condigdes j& padronizadas pelo grupo, ocorrendo
modificagfes somente quando observado a auséncia de amplificagdo em algum gene (Tabela
4.2).

A amplificacdo foi realizada em duas etapas (duas PCRs): uma primeira PCR, de 15
ciclos, que tem por objetivo amplificar o fragmento génico de estudo, e que utiliza os
iniciadores especificos do gene, descritos acima. A segunda PCR, de 20 ciclos, tem por intuito
incorporar os sitos de recombinacdo attB1 e attB2, utilizados pela plataforma Gateway®, nas

extremidades do produto recém amplificado, totalizando uma reacdo de PCR de 35 ciclos.

Tabela 4.2: Reacgdes de amplificac8o dos genes selecionados.

12 PCR (15 pL) Programa termociclador

(15 ciclos*)
AccuPrime Pfx DNA Polimerase (2.5 U/ul) 0,15 puL 96°C - 2 Minutos
10X AccuPrime™ Pfx Reaction Mix 13k | g0 g5 segundos
DNA genomico Dm28c (100 ng/pL) 0,8 uL 57°C --- 30 segundos
Iniciadores forward (0,5 puM) 2,0 uL 68°C -—- 1 minuto 40 segundos
Iniciadores reverse (0,5 uM) 2,0 uL 68°C - 5 minutos
H,0 18,2Q 8,75 uL

Programa termociclador

a
2° PCR (15 uL) (20 ciclos*)

AccuPrime Pfx DNA Polimerase (2.5 U/ul) 0,24 pL 96°C --- 2 minutos

10X AccuPrime™ Pfx Reaction Mix 254uL | 96°C --- 15 segundos
Iniciadores forward (5 uM) 0,51 uLL 59° C --- 30 segundos
Iniciadores reverse (5 uM) 0,51 uL 68° C --- 1 minuto 40 segundos
H,O 18,2Q 11,2 pL 68° C --- 5 minutos

*: O numero de ciclos na PCR se refere as etapas em negrito do programa utilizado.

Para a segunda PCR foram utilizados iniciadores especificos, apresentados na Tabela
4.3. Foi construido um iniciador forward e dois iniciadores reverse: um que adiciona um
cédon de parada na extremidade 3' do gene, e um sem o c6don de parada. Tendo em vista 0s
ensaios de localizacdo celular com etiqueta fluorescente fusionada nas extremidades das

proteinas estudadas, os clones foram obtidos com ou sem o cddon de parada.
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Tabela 4.3: Iniciadores utilizados na segunda PCR.

Identificacéo dos Sequéncia iniciadores
inciadores (5'-39)
Forward GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCACCATG
Reverse COM codon de GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGATTCA
parada
Reverse s;';/' d;Odon de GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGATCCA

O mix de reagentes da segunda PCR ¢é acrescentado ao produto da primeira ap6s o0s 15
ciclos iniciais, obtendo um volume final de 30 pL, que é entdo submetido a mais 20 ciclos de

amplificacgéo.

4.4 Purificacdo

Com o intuito de remover fragmentos pequenos de DNA sintetizados e os iniciadores
utilizados no processo de amplificacéo, foi utilizado o sistema Agencourt® AMPure® PCR
Purification (Beckman Coulter), que utiliza a tecnologia de esferas paramagneticas, que se
ligam a amplicons com tamanho superior a 100 pares de bases. O excesso de
oligonucleotideos, nucleotideos, sais e enzimas sdo removidos por um procedimento de

lavagem. Esse processo € realizado em trés etapas:

e Ligacdo seletiva do produto de PCR nas esferas paramagnéticas e separacdo das

esferas com um campo magnético;
e Limpeza das esferas para remocéao de contaminantes;

e Eluicdo do produto de PCR purificado das esferas magneticas.

Ao produto de PCR foi adicionado 30 pL (v/v) da solucdo de esferas magnéticas
Agencourt AMPure, homogeneizando em seguida, e deixando a solu¢do incubando por
aproximadamente 5 minutos. Em seguida, os tubos foram colocados em uma placa magnetica
por 10 minutos para a separagdo das esferas da solucdo, observado a formacdo de um halo no
interior do tubo de PCR. Ainda com os tubos na placa magnética, o sobrenadante foi
descartado e foi acrescentado 200 uL de etanol 70% em cada tubo. Aguardou-se 30 segundos
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e o sobrenadante foi entdo descartado. Esse procedimento de lavagem foi repetido mais uma

vez, e em seguida os tubos foram conduzidos a uma estufa a 37°C para secarem bem.

Ap0s estarem bem secos, foi acrescentado 15 pL de tampdo TE (10 mM Tris-HClI, 1
mM EDTA, pH 8,0) em cada tubo, e os mesmos foram homogeneizados bem, usando um
vortex, para ressuspender as esferas paramagnéticas. Em seguida, com os tubos novamente
posicionados na placa magnetica, o sobrenadante foi retirado e passado para tubos novos e a
purificacdo foi confirmada e analisada através de eletroforese em gel de agarose, e

posteriormente dosadas utilizando um espectrofotdmetro.

4.5 Clonagem

A clonagem dos produtos génicos amplificados foi realizada utilizando o sistema de
clonagem comercial Gateway® (Invitrogen), que se baseia em recombinacdo utilizando
sequéncias sitio especificas do bacteriéfago lambda. O sistema de clonagem Gateway®
permite inserir e transferir fragmentos de DNA entre diversos tipos vetores, de acordo com a
necessidade do estudo (Figura 4.1), permitindo uma rapida andlise funcional das proteinas de

interesse.

| Mammallan | [ Viral
N g Gene o/ \g Gene o/
a— v AR
ot —— aif S i at T att
e Ay . K e,
E. colf - | entry clone :I |I Yeour vector :
Ng Gene o/ Mg Gene o Mg Gene o/
att T att A ot T ar e att " alt
| Baculovirus | : Two-hybrid |
."'Q*::"“‘?, i e

anr o an aff T— ol

Figura 4.1: Possibilidades de utilizacdo do sistema Gateway a partir do clone de entrada.
(Fonte: www.invitrogen.com)

Para que o produto génico amplificado entre nessa plataforma, foi escolhido o vetor de
entrada pDONR™221 (Invitrogen, Figura 4.2) que permite a clonagem direcional dos
produtos de PCR. O vetor pDONR™221 possui 4.761 pares de bases (bp) e apresenta o

marcador de selecdo para o antibiotico canamicina. Ele possui os sitios de recombinacéo attP1
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e attP2, onde ocorrera, respectivamente, a recombinacdo com os sitios attBl e attB2

incorporados no gene amplificado, resultando na formac&o dos sitios attL1 e attL2.

M13 M13
[Forwardm ccdB mReversel

Figura 4.2: Vetor pDONR™221(Invitrogen) utilizado.
(Fonte: www.invitrogen.com)

Apds obter os clones de entrada, é possivel transferir os insertos em diversos vetores
de estudo. Inicialmente foi realizada a recombinagdo com o vetor pDEST™17 (Invitrogen,
Figura 4.3) que é um vetor utilizado para expressdo heter6loga das proteinas de interesse em
E. coli, e que fusiona uma sequéncia de seis aminoacidos histidina na extremidade N-
terminal da proteina. O vetor pDEST™17 possui 6.354 pares de bases (bp) e apresenta o
marcador de selecdo para o antibidtico ampicilina. Ele possui os sitios de recombinacgéo attR1
e attR2, nos quais ocorrera a recombinacdo com os sitios attL1 e attL2, respectivamente,

incorporados no vetor de entrada, resultando na formacéo dos sitios attB1 e attB2.

(7% ces [ato o Jatmt oo Loom s 1710
| |

pDEST™17

Figura 4.3: Vetor pDEST ™17 (Invitrogen) utilizado.
(Fonte: www.invitrogen.com)

Para os ensaios de localizacdo celular com as proteinas fusionadas a uma etiqueta
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fluorescente GFP (green fluorescent protein), foram utilizados vetores de expressdo do
proprio T. cruzi, construidos pelo nosso grupo, denominado pTcGFP. Esses vetores, que
correspondem a vetores pDEST™ modificados, fusionam a etiqueta fluorescente ou na
extremidade amino-terminal, ou na extremidade carboxila-terminal da proteina expressa
(Figura 4.4).

Sacl EcoRV  Sphl Xbal Spel Xhol Xhol Apol
v ! y ¥ y v | |
TUR| TAGs [attRi| Cm® ccdB |amtR2| TcUIR | Resisténcia | TCUIR |
pTcGFP—amino terminal r‘

Sacl EcoRV  Xbol Spel Asc Agel Xhol Apol
! v \ y v { 4 v

Bl TcUR [anni | Cm° ccdb [amm] GFP | TCUIR] Neomicina |TeUIR]
pTcGFP - carboxi terminal “

Figura 4.4: VVetores pTcGFP utilizados.
(Modificado de: Batista et al., 2010)

45.1 Clones de entrada

Como dito anteriormente, a insercdo dos produtos de PCR nos vetores ocorreu por um
processo de recombinacdo sitio-especifica. Na etapa de amplificacdo, foram gerados
amplicons com os sitios attB nas extremidades, os quais iriam recombinar com 0s sitios
presentes no vetor pPDONR™221 (Invitrogen). Apds esses amplicons terem sido devidamente
purificados e quantificados por espectrofotdmetro, foi realizada a reacdo de recombinagéo,
seguindo as orientacBes fornecidas pelo fabricante (Gatewaye BP Clonase Il Enzyme Mix,
Invitrogen). Para a reacdo BP, que corresponde a insercdo do gene de interesse amplificado
(com os sitios attB1 e attB2) no vetor de entrada, pPDONR™221 (que possui os sitios attP1 e
attP2), foram acrescentados 150 ng de produto de PCR contendo o sitio attB, 150 ng de
plasmideo pDONR™221, completando para 9 uL com tampéao TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0,
1 mM EDTA, pH 8). Foi adicionado 1 puL de BP Clonase Il Enzyme Mix, e a reacgdo foi
incubada por cerca de 16 horas a 25°C. Em seguida, foi adicionado 1 g de enzima proteinase

K e a reacdo incubada por 10 minutos a 37°C.

Ao término dessa etapa, foi realizada a transformacdo (processo de insercdo de
material genético em células bacterianas) em células calcio-competentes da linhagem de E.

coli DH5a, um procedimento realizado por choque térmico. Foram acrescentados 5 pL de
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reacdo BP a 50 pL de células DH5a, e as mesmas foram entdo mantidas no gelo por 30
minutos. Em seguida, foi realizado o choque térmico, onde as células foram incubadas a 42°C
por 2 minutos, sendo entdo colocadas novamente no gelo. Foi acrescentado 200 pL de meio
LB em cada transformacdo, e as células cresceram a 37°C por uma hora sob agitacdo
constante (220 rpm, rotacBes por minuto). Apds esse tempo, as transformacbes foram
centrifugadas a 2.000 g por 2 minutos, e o pellet formado foi coletado e espalhado sobre um
placa de cultivo contendo o meio LB acrescido do antibi6tico canamicina (25 mg/ml), sendo

entdo mantidas a 37°C por cerca de 16 horas.

Foram feitas master plates e, em seguida, para comprovar a obtencdo de clones com o
inserto de interesse, foram realizadas PCRs de colonia com os clones selecionados, seguindo
0 protocolo mostrado na Tabela 4.4. Ap6s o término da PCR de colbnia, foi realizada
eletroforese em gel de agarose, para comprovacgédo e escolha das coldnias com os insertos
corretos. As colbnias selecionadas foram transferidas para placa contendo o meio LB e
canamicina (25 mg/mL) e colocadas em uma estufa a 37°C por 16 horas. Tendo a
comprovacédo dos clones corretos pela PCR de colbnia, duas colonias de cada um dos genes
foram selecionadas e as mesmas foram incubadas em 3 mL de meio LB contendo canamicina
(25 mg/mL) por mais 16 horas, a 37°C sob agitacdo constante (220 rpm), para o crescimento

em cultura do clone bacteriano.

Tabela 4.4: PCR de col6nia da reacdo BP.

PCR de colbnia reacdo BP (15 pL) Progragg E(aiglrl;;)f;clador
Tag DNA polimerase (6 U/pL) 0,15 pL
10X PCR Buffer minus Mg 1,5 ul 94 °C --- 5 minutos
Mix dNTPs (10 mM) 1,2 ul 94 °C --- 15 segundos
MgCl, (50 mM) 0,45 pL 55 °C --- 30 segundos
Iniciadores forward especificos (0,5 uM) 3,0uL | 72°C--- 1 minuto 40 segundos
Iniciadores reverse do pDONR (5 uM) 0,3 uL 72 °C --- 5 minutos
H,0 18,2 mQ 8.4 UL

*: O nimero de ciclos na PCR se refere as etapas em negrito do programa utilizado.

Em seguida, procedeu-se a purificagdo do plasmideo utilizando o kit comercial
QIlAprep Spin Miniprep (Qiagen) conforme orientagdes do fabricante. Tendo obtido os

plasmideos, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose dos mesmos para comprovar a
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extracdo dos mesmos, e em seguida foi feita sua quantificacdo utilizando espectrofotdmetro.

Apos a obtencdo e purificacdo dos clones de entrada, uma aliquota dos mesmos foi
enviada para sequenciamento, para a comprovacao e analise da correta inser¢do do fragmento
génico estudado no vetor de entrada. Uma aliquota de 10 pL de cada clone de entrada, em
uma concentracao de 100 ng/ uL, foi enviada para a empresa coreana Macrogen, que realiza o

sequenciamento pela metodologia "BigDye® terminator".

45.2 Clones de expressao

Apbs a obtencdo dos vetores de entrada, foi feita a reacdo LR, que consiste na
transferéncia dos insertos dos vetores de entrada para os vetores de destino. A reagdo LR foi
feita de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (Gateway LR Clonase 1l Enzyme
mix, Invitrogen), tendo sido usado 150 ng do plasmideo pDONR contendo o gene de
interesse, 150 ng do plasmideo de destino (pDEST17, pDEST15, ou pTcGFP), completando o
volume para 9 pL com TE (10 mM Tris-HCI, pH 8, 1 mM EDTA, pH 8). Adicionou-se 1 puL
de LR Clonase Il Enzyme Mix, e a reagdo foi incubada por cerca de 16 horas a 25°C. Na
sequéncia, foi adicionado 1 pg da enzima proteinase K e a reacdo incubada por 10 minutos a
37°C.

Finalizada a etapa de recombinacdo, foi feita a transformacdo em células célcio-
competentes da linhagem de E. coli DH5a, conforme descrito anteriormente. Apds a
transformacdo, foi acrescentado 200 uL de meio LB em cada transformacdo, e as células
cresceram a 37°C por uma hora sob agitacdo constante (220 rpm) para em seguida serem
centrifugadas a 2.000 g por 2 minutos. O pellet formado foi coletado e espalhado sobre um
placa de cultivo contendo o meio LB acrescido do antibiotico ampicilina (25 mg/ml), sendo
entdo mantidas a 37°C por cerca de 16 horas.

A comprovacéo da obtencao dos clones de destino foi realizada do mesmo modo que a
comprovacdo dos clones de entrada. As coldnias selecionadas da transformacdo foram
transferidas para uma master plate e foram usadas para realizar a PCR de coldnia, de acordo
com o protocolo mostrado na Tabela 4.5. A PCR de colonia foi seguida da eletroforese em gel
de agarose para confirmacéo e selecdo das colénias com os insertos corretos. Para a master

plate, foi utilizada placa de meio LB com ampicilina (25 mg/ml), e ap6s as coldnias terem
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sido transferidas para a mesma, ela foi conduzida para estufa de 37°C, por cerca de 16 horas.
Com o resultado da PCR de col6nia, duas coldnias de cada gene foram coletadas da master
plate e incubadas em 3 mL de meio LB acrescido de ampicilina (25 mg/ml) a 37°C por mais

16 horas sob agitacdo constante (220 rpm), para o crescimento do clone bacteriano.

Tabela 4.5: PCR de colbnia da reacdo LR.

PCR de colénia reacéo LR (15 pL) Progra(rgg E?(;?SZC)'CIador
Taq DNA polimerase (6 U/uL) 0,15 uL
10X PCR Buffer minus Mg 1,5 ul 94 °C --- 5 minutos
Mix dNTPs (10 mM) 1,2 uL 94 °C --- 15 segundos
MgCl, (50 mM) 0,45 uL 55 °C --- 30 segundos
Iniciadores forward especificos (0,5 uM) 3,0 uL 72 °C --- 1 minuto 40 segundos
Iniciadores reverse do pDEST (5 uM) 0,3uL | 72°C--- 5 minutos
H>0O 18,2 mQ 8,4 uL

*: O nimero de ciclos na PCR se refere as etapas em negrito do programa utilizado.

Dado o tempo de crescimento da cultura, os plasmideos foram purificados e extraidos
utilizando o kit comercial QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) conforme orientacdes do
fabricante. Foi realizada uma eletroforese em gel de agarose dos plasmideos para
comprovacdo da extracdo. Na sequéncia, foi realizada a quantificacdo dos plasmideos
utilizando espectrofotémetro.

Esse procedimento foi realizado para a transferéncia dos genes tanto para o vetor
pDEST™17, que possibilita expressdo heterdloga das proteinas em bactérias, quanto para o
vetor pTcGFP, que permite a expressdo das proteinas fusionadas a etiqueta fluorescente no
préprio T. cruzi.

4.6 Expressdo das proteinas

Com os genes inseridos no vetor de expressdo pDEST™17, procedeu-se a expressao
heter6loga das proteinas em células bacterianas. Inicialmente foi feito um teste de expresséo
para comprovar a expressao heteréloga das proteinas e depois, tendo sido comprovada a
expressao da proteina desejada, foi realizada a expressdo em maior quantidade das proteinas
para poder proceder a imunizagdo dos camundongos. Apés a obtengdo dessas proteinas, as
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mesmas foram inoculadas em camundongos com o intuito de obter anticorpos policlonais.

Foram utilizadas células bacterianas de E. coli da linhagem Tuner(DE3)pLysS para
expressdo dessas proteinas. Caso o teste de expressao com essa linhagem de E. coli ndo fosse
satisfatorio, recorreu-se a outras linhagens bacterianas, BL21 Star'“(DE3)pLysS ou Rosetta-
gami 2, com o intuito de otimizar a expressao. Iniciou-se o processo pela transformacéo por
choque térmico. Foi adicionado 1 pL de plasmideo pDEST™17 contendo o gene de interesse
em 50 pL de células Tuner(DE3)pLysS, que foram entdo mantidas em gelo por 30 minutos.
Apds esse tempo foi feito o chogue térmico a 42°C por 2 minutos, voltando, em seguida, as
células para o gelo. Foi entdo acrescentado 200 puL de meio LB em cada transformacéo, e as
células foram incubadas a 37°C por uma hora sob agitacdo constante (220 rpm). As
transformacgdes foram entdo centrifugadas a 2.000 g por 2 minutos, e 0 pellet formado foi
coletado e espalhado sobre um placa de cultivo contendo o meio LB acrescido do antibidtico
ampicilina (25 mg/ml), sendo mantidas a 37°C por cerca de 16 horas. Ao termino desse
tempo, coldnias foram coletadas e incubadas em meio LB mais ampicilina por mais 16 horas

a 37°C, sob agitacdo constante (220 rpm).

Para o teste de expressdo, as col6nias coletadas da placa de cultivo foram incubadas
em tubos de ensaio com 2 mL de meio LB mais ampicilina, a 37°C por 16 horas. Em seguida,
a partir desse pré-inoculo, foi feito um indculo em meio LB sem antibidtico, em uma diluicdo
de 1:20 (100 pL de pré-indculo em 2 mL de meio LB), que foi mantida por 2 horas a 37°C a
220 rpm. Terminado esse tempo, foi feita a inducdo, onde cada indculo recebeu 0,5 mM de
IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosidio). Cada inoculo inicial foi dividido em dois
tubos que foram induzidos separadamente e mantidos por 3 horas a 30°C e a 37°C, sob
agitacdo constante (220 rpm). Essa divisdo teve por intuito analisar em qual temperatura
ocorreria uma melhor inducdo da expressdo das proteinas de estudo.

Apos o tempo de inducdo, os indculos foram transferidos para microtubos, e
centrifugados por 10.000 g por 10 minutos, sendo entdo descartado o sobrenadante. A ruptura
celular e extracdo das proteinas foi realizada utilizando o kit comercial BugBuster™ Protein
Extraction Reagents (Novagen), que utiliza um mistura de detergentes ndo-iGnicos capazes de
perfurar a parede celular sem desnaturar proteinas soltveis. Os pellets formados em cada
centrifugacdo foram ressuspendidos em 50 uL de BugBuster (Novagen), acrescido de 1 pL da

nuclease benzonaze para a degradacdo de &cidos nucleicos, e incubado por 20 minutos a
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temperatura ambiente em um agitador orbital. Na sequéncia, os indculos foram novamente
centrifugados a 16.000 g por 20 minutos e o sobrenadante foi transferido para novos
microtubos identificados como "fracdo soltvel”. O pellet formado foi ressuspendido em 45
puL de PBS 1X e esses tubos foram identificados como "fracdo insolavel”. Foi realizada
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para avaliagdo da expressdo. Foi
preparado gel de poliacrilamida (33% acrilamida/0,9% bis-acrilamida) na concentracdo de
13%, utilizando 30 mA de corrente elétrica por gel. Os géis foram corados com azul de
coomassie, e 0 excesso foi retirado com solucdo de descoloragdo (metanol 30%, acido acético
10%).

Dependendo do resultado observado no teste de expressdo, procedeu-se a expressao
em maior quantidade. Foi feito um pré-indculo de 12 mL de meio LB acrescido de 48 pL de
ampicilina, que foi mantido a 37°C por 16 horas sob agitacdo constante. Em seguida, a partir
desse pré-indculo, foi feito um indculo em meio LB sem antibio6tico, em uma diluicéo de 1:20.
De acordo com o resultado do teste de expressdo, o volume de indculo foi ajustado visando
obter a maior quantidade de proteinas, mas sempre mantendo a diluicdo de 1:20 do pré-
indculo com relacdo ao meio LB. Esse inéculo foi mantido a 37°C por duas horas sob
agitacdo constante, e em seguida foi feita a inducdo das proteinas com 0,5 mM de IPTG
(isopropil-beta-D-tiogalactopiranosidio), também a 37°C, temperatura na qual obtivemos o0s
melhores resultados no teste de expressao, por 3 horas. Depois desse tempo, as culturas foram
centrifugadas a 5.000 g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet
formado foi ressuspendido em 5 mL de tampdo de sonicacdo (50 mM NaH,PO,, 300 mM
NaCl, 10 mM imidazol). As células foram entdo sonicadas por 15 segundos (poténcia 9),
repetindo-se esse procedimento por 4 vezes. ApOs essa primeira etapa de sonicacdo, as
culturas foram novamente centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos, o sobrenadante foi
retirado e guardado como "fracao soltvel”, e o pellet formado foi ressuspendido em 5 mL de
solucéo de ureia 2 M (100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris-Cl, 2 M ureia). Novamente levou-se as
culturas ao sonicador, seguindo 0 mesmo processo anteriormente descrito (4 pulsos de 15
segundos cada, poténcia 9). As culturas foram novamente centrifugadas a 10.000 g por 10
minutos, o sobrenadante guardado como "fracdo 2M", e o pellet foi entdo ressuspendido em 5
mL de uma solucdo de ureia 8 M (100 mM NaH,PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M ureia), que foi
novamente sonicado como descrito anteriormente. Em seguida, produto foi novamente
centrifugado a 10.000 g por 10 minutos, o sobrenadante foi guardado como "fracdo
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insoltvel™, e o pellet foi descartado. Foi realizado um SDS-PAGE com cada uma dessas

fracOes para comprovar e analisar a qualidade das expressoes.

4.7 Purificacdo das proteinas

Para que a imunizagdo ocorra da melhor forma e que os anticorpos gerados sejam 0
mais especifico possivel, as proteinas expressas necessitam passar por um processo de
purificacdo. Foram utilizadas duas metodologias de purificacdo, inicialmente através de
cromatografia de afinidade por niquel (QIAexpress System, Qiagen), e posteriormente por

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

O processo de purificagdo por cromatografia de afinidade foi realizado por dois
procedimentos, sendo feita a elui¢cdo ou por imidazol, ou por acidificacdo do pH. No processo
de purificacdo utilizando imidazol, iniciou-se fazendo a lavagem das colunas e equilibrio das
mesmas com a solugéo de lise contendo imidazol (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl e 10 mM
imidazol). Os extratos proteicos foram adicionados a coluna, permitindo a ligacdo das
proteinas contendo a cauda de histidina a resina de niquel. O que néo se ligou a resina foi
coletado e armazenado, sendo denominado de flow-through (FT). Em seguida, para a remocéo
de proteinas contaminantes que possam estar na resina, foram feitas duas lavagens com 4 mL
de solucédo de lavagem (50 mM NaH;PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol), e os produtos
provenientes das lavagens foram armazenados para verificacdo do processo de purificacéo.
Foi feito entdo o processo de eluicdo, sendo realizadas trés elui¢cdes com 0,5 mL de solugéo de
eluicdo (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl e 250 mM imidazol), e o produto obtido foi
coletado e identificado como "eluicdo 1", "eluicdo 2" ou "eluicdo 3", sendo armazenados a -
20°C.

Na purificacdo por acidificacdo do pH também iniciou-se o processo pela lavagem das
colunas e equilibrio com solugdo de lise contendo ureia (100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris-HCl,
8 M ureia, pH 8). Na sequéncia, os extratos proteicos foram adicionados a coluna, permitindo
a ligacdo das proteinas com cauda de histidina na resina de niquel, e o que ndo se ligou a
resina foi coletado e armazenado, denominado de flow-through (FT). Em seguida, foram
feitas lavagens com 4 mL de solucéo de lavagem (100 mM NaH2PO,, 10 mM Tris-HCI, 8 M
ureia, pH 6,3), e o material obtido foi armazenado a -20°C para verificacdo da qualidade do

processo de purificacdo. Para o processo de eluicdo, foram utilizadas solugdes de eluigcdo (100
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mM NaH,PO,, 10 mM Tris-HCI, 8 M ureia) com diferentes valores de pH. A cada trés
eluigcdes de 0,5 mL, o pH foi acidificado, seguindo a ordem: pH 5,9; pH 4,5; pH 4,0 e pH 3,5.
As fragOes eluidas foram identificadas separadamente e armazenadas a -20°C.

Depois de cada purificacdo, seja por imidazol ou por diminuicdo do pH, as amostras
FT, os lavados e os eluidos foram analisados por SDS-PAGE para analise da qualidade da

purificagao.

Como dito anteriormente, foi realizado um segundo procedimento de purificagéo,
baseado em separacdo por tamanho das proteinas. Foram realizadas SDS-PAGE, utilizando
uma concentracao de acrilamida de 13% para todas as proteinas obtidas, e foi utilizado 30 mA
de corrente elétrica por gel. Apos o término da eletroforese, o gel foi submetido & coloracdo
por KCI 100 mM, e a banda desejada foi cortada do gel. Foi realizado um processo de
eletroeluicdo para retirar a proteina do gel de acrilamida. A banda cortada foi colocada em
uma membrana de dialise (SnakeSkin Dialysis Tubing, 10K, Thermo Scientific) na qual foi
adicionado 1 mL de tampéo de SDS-PAGE (Tris 25 mM; Glicina 192 mM; SDS 0,1%), que
foi entdo lacrada com grampos. As membranas foram colocadas em uma cuba de eletroforese
horizontal contendo o tampdo SDS-PAGE, e submetida a uma tensdo elétrica de 100 V por
uma hora. Ao término desse tempo, o liquido presente no interior da membrana foi coletado e
analisado em um SDS-PAGE como descrito anteriormente, para analise e comprovacao da

purificagao.

Tendo em maos as imagens das comprovacgdes das purificacOes, foi realizada a
quantificacdo das proteinas utilizando para isso o programa Imagel (ImagelJ 1.47,
http://imagej.nih.gov/), que permitiu extrair a intensidade de sinal das bandas obtidas,
possibilitando a obtencdo de uma concentragdo relativa de cada uma das bandas referentes as
proteinas através da comparagdo com as bandas do marcador de peso molecular, que possui

uma concentracdo conhecida (BenchMark Ladder™, Invitrogen).

4.8 Obtencado dos anticorpos policlonais

Estando devidamente purificadas, as proteinas recombinantes foram inoculadas em
camundongos para a obtencdo de anticorpos policlonais. Foram utilizados dois camundongos

por proteina, inicialmente sendo utilizados camundongos da linhagem Swiss (heterogénicos).
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No entanto, para algumas proteinas também foram utilizados camundongos da linhagem
BALB/c (isogénicos), com o intuito de aumentar a probabilidade de se obter um soro
adequado. Foram feitas quatro inoculagdes pela via intraperitoneal, de aproximadamente 10
ug de proteina, com intervalos de 15 dias. Para a primeira inocula¢do, a proteina foi
emulsificada em adjuvante completo de Freund (Sigma), em uma proporcdo de 1:1 (v/v). Para
as inoculacgdes subsequentes, as proteinas foram emulsificadas em Alu-gel (Serva). Dez dias
apo6s a ultima inoculagdo, procedeu-se ao sacrificio e coleta do soro. Os animais foram
sedados com solucdo anestésica (cetamina 100 mg/kg, xilasina 20 mg/kg, acepromazina 3
mg/kg), e o sangue foi coletado por puncéo cardiaca, que em seguida foi colocado a 37°C por
15 minutos e centrifugado a 7.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e
novamente centrifugado a 7.000 g por 10 minutos, e 0 novo sobrenadante formado foi
transferido para tubos e armazenado a -20°C. Foi também realizada a lavagem peritoneal,
sendo aplicado 4 mL de solucdo de PBS 1X (Phosphate-buffered saline) no interior da
membrana peritoneal dos camundongos, que na sequéncia foi coletado, centrifugado a 7.000g
por 10 minutos e o sobrenadante armazenado a -20°C.

4.9 Ensaios de western blot

Tendo obtido os soros contra as proteinas recombinantes, procedeu-se a ensaios de
western blot, contra os extratos proteicos de T. cruzi. Inicialmente foram utilizados extratos
das quatro formas celulares de T. cruzi, e na sequéncia foram utilizados extratos de diferentes

pontos do processo de metaciclogénese.

O western blot ¢ uma técnica laboratorial usada para a deteccdo de moléculas
especificas de proteinas em uma mistura proteica. O método consiste na transferéncia
eletroforética de proteinas, separadas por SDS-PAGE, para uma membrana de nitrocelulose, e
posterior incubacdo dessa membrana com anticorpos especificos contra a proteina de
interesse. O procedimento foi realizado de acordo com o método de TOWBIN et al. (1979).
Inicialmente foi feita a eletroforese dos extratos proteicos de T. cruzi e em seguida as
proteinas foram eletrotransferidas para um membrana de nitrocelulose, utilizando uma tenséo
elétrica de 15 V por cerca de 16 horas, a 4°C. Na sequéncia da transferéncia, a membrana foi
corada com a solucgdo corante Ponceau S para analisar a qualidade da transferéncia, sendo em
seguida descorada com solucdo PBS/Tween 0,1%. As membranas foram entdo incubadas em

29



solucdo de bloqueio (5 g de leite desnatado em 100 mL PBS/Tween 0,1%) por cerca de 16
horas a 4°C. Apoés esse periodo, as membranas foram colocadas em 3 mL de solucdo de
blogueio com o anticorpo primario (anticorpo policlonal obtido) diluido inicialmente na
proporcao de 1:250 em solucdo de bloqueio, mantido por 1 hora a 37°C, sob leve agitacéo.
Em seguida, as membranas foram lavadas trés vezes por 5 minutos com PBS/Tween 0,1% e
entdo incubadas com a solucdo de anticorpo secundério (Anti-mouse-Alkaline Phosphatase
antibody, Sigma), em uma diluicdo de 1:10.000 em PBS/Tween 0,1%, que também foi
mantido sob agitacdo leve por 1 hora a temperatura ambiente. Na sequéncia, as membranas
foram novamente lavadas trés vezes por 5 minutos com PBS/Tween 0,1%, sendo entdo
reveladas pelo kit de revelagdo BCIP/NBT Color Development Substrate (Promega), por
fosfatase alcalina. A solugdo utilizada na revelagdo foi preparada misturando 10 mL do
tampédo para fosfatase alcalina (100 mM Tris-HCI [pH 9,0]; 150 mM NaCl; 1 mM MgCly,)
com 66 pL do cromdgeno NBT (nitro blue tetrazolium) e 33 pL do substrato BCIP (5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-phosphate) (Promega).

4.10 Imunolocalizacdo

Tendo obtido os anticorpos contra as proteinas de estudo, e apds confirmar a
especificidade desses anticorpos, foram realizadas as imunofluorescéncias utilizando as

formas celulares epimastigota e tripomastigota metaciclico do T. cruzi.

Para a obtencdo dos parasitas na forma tripomastigota metaciclica, foi realizada a
metaciclogénese in vitro. Uma cultura de epimastigotas de 5 dias foi coletada e mantida por
duas horas em estresse nutricional em meio TAU (Triatomine Artificial Urine, 2 mM CaCl,; 2
mM MgCly; 17 mM KCI; 190 mM NacCl; tampéo fosfato 8 mM pH 6,0), um meio de cultura
pobre, quimicamente definido, que mimetiza a urina do inseto vetor (CONTRERAS et al.,
1985), a 28°C. Em seguida, esses parasitas foram transferidos para o meio de diferenciacao
TAU3AAG (meio TAU suplementado com 2 mM de 4cido L-aspértico; 50 mM de &cido L-
glutdmico; 10 mM de L-prolina e 10 mM de glicose) e mantidos em estufa a 28°C por cerca
de 72 horas. Apls esse tempo, a grande maioria dos parasitas no frasco de cultura se

encontram diferenciados na forma infectiva tripomastigota metaciclica.

Para a confeccdo das laminas para as imunofluorescéncias, os parasitas foram

centrifugados (os epimastigotas a 5.000g por 5 minutos e os tripomastigotas metaciclicos a
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3.000g por 10 minutos) e ressuspendidos em 1 mL de PBS 1X, sendo entdo novamente

centrifugados nas mesmas condicoes.

As imunolocalizagdes foram realizadas em laminas de microscopia com oito campos
separados por teflon. Foi aplicado em cada po¢o da lamina cerca de 30 pL de poli-L-lisina,
incubando a lamina a 37°C por cerca de 10 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas
com H,0 ultra-pura e secas em uma estufa a 37°C. Em cada campo da lamina foi aplicado
1x10° parasitas, sendo entdo mantida a 28°C por uma hora em camera Umida. Ap6s esse
tempo, o excesso foi retirado da lamina e foi adicionado 10 pyL de paraformaldeido 8X por
cerca de 10 minutos para fixacdo dos parasitas, retirando o excesso ao final desse tempo e
lavando cada poco de 2 a 3 vezes com PBS 1X. Foi entédo acrescentado 10 pL de Triton 0,1%
em cada poco por 5 minutos, para a permeabilizacdo das células, seguido da lavagem das
laminas por imersdo em PBS 1X. Na sequéncia, foi adicionado 10 puL de PBS acrescido de
soro fetal bovino 4% em cada campo da lamina, e a mesma foi deixada por cerca de 16 horas
a 4°C em camara Umida, realizando o bloqueio da lamina. Apds esse tempo, foi retirado o
excesso de solucdo de bloqueio e foi acrescentado 20 pL de solugdo de anticorpo primario,
em uma dilui¢do de 1:100 (1 pL de anticorpo + 99 pL de PBS 1X), mantendo a lamina em
camara umida por 1 hora a 37°C. A lamina foi novamente lavada por imersdo 3 vezes em PBS
1X, e entdo foi acrescentada solucdo de anticorpo secundario (anti-camundongo, fluoroforo
alexa 488), em uma diluicdo de 1:200 em PBS 1X. Foram aplicados 20 pL da solucdo de
anticorpo secundario em cada campo, sendo incubado por 1 hora em camara Umida. Na
sequéncia, o excesso foi retirado dos campos, e as ldminas foram lavadas por imersdo 3 vezes
em PBS 1X. Para a coloracdo do nucleo e do cinetoplasto, foram adicionados cerca de 10 pL
de Hoechst 1X em cada campo, mantendo por 5 minutos a temperatura ambiente, seguido da
lavagem da lamina por imersdo 3 vezes em PBS 1X. Realizada a lavagem, foram adicionados
cerca de 10 puL de N-propil-galato em cada campo, lacrando as laminas em seguida com

laminula de microscopia (24 mm X 50 mm) e selador (esmalte).

As imunofluorescéncias foram observadas utilizando microscépio de fluorescéncia
(Nikon). Foi utilizado a camara CoolSnap (Media Cybernetics) para captura das imagens, e as
mesmas foram analisadas e trabalhadas com o programa ImageJ. Esse programa foi utilizado
no controle do brilho e do contraste, com o objetivo de ressaltar os resultados observados,

além de ter sido utilizado para realizar a sobreposi¢do das imagens.
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4.11 Proteinas fusionadas a etiqueta fluorescente

Como descrito no item 4.5, foram obtidos vetores de expressdo em T. cruzi,
denominado pTcGFP, que fusionam uma etiqueta fluorescente seja na extremidade amino-
terminal ou carboxila-terminal das proteinas de interesse. Ap0s a obtencdo desses vetores, 0s
mesmos foram quantificados e transfectados na forma celular epimastigota do parasita da
cepa Dm28c, por um processo de eletroporagdo. Partindo de um inéculo de 1x10°
parasitas/mL de meio de cultura, culturas axénicas de T. cruzi foram mantidas a 28°C em

meio LIT até atingirem a fase logaritmica de crescimento.

Para a eletroporagdo, a cultura de T. cruzi em fase logaritmica de crescimento foi
inicialmente centrifugada a 6.000g por 5 minutos a 4°C. O pellet formado foi ressuspendido
em PBS 1X e entdo novamente centrifugado, nas mesmas condicdes anteriores. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em tampéo de eletroporacdo estéril, e
entdo 400 pL da suspensdo de parasitas, contendo cerca de 4x10’ parasitas, foi transferido a
cada cubeta de eletroporacdo previamente resfriada em gelo. Foi acrescentado 50 pL da
solugédo contendo os cassetes de nocaute (exceto pelo controle negativo da transfecgdo) em
cada cubeta e as cubetas foram mantidas em gelo por 10 minutos. Em seguida, as cubetas
foram colocadas no equipamento de eletroporagédo, configurado a 500 pF e 450 V, e dois
pulsos seguidos foram dados em cada uma. A suspensao de parasitas foi entdo transferida para

1 mL de meio LIT, e incubada por aproximadamente 24 horas em uma estufa de CO, a 28°C.

Apbs a incubacdo de 24 horas, foi acrescentado o antibidtico G418, ao qual o vetor
pTcGFP confere resisténcia, em uma concentracdo inicial de 1 mg/mL, e uma semana apos a
transfeccdo foi realizado o primeiro repique, no qual cerca de 1x10° parasitas foram
transferidos para novos 1 mL de meio LIT contendo 500 pg de antibiotico G418. Dessa
forma, apds sucessivos repiques, ocorre a selecdo dos parasitas que internalizaram o vetor

contendo o gene de interesse.

Tendo sido realizada a selecdo dos parasitas transfectantes, procedeu-se a confec¢do
de laminas de microscopia para serem observadas em microscopio de fluorescéncia. Foram
realizadas laminas com parasitas nas formas epimastigota e tripomastigota metaciclica.
Novamente foi realizada a metaciclogénese in vitro, como descrito no item 4.10, para a
obtencdo dos parasitas transfectantes na forma tripomastigota metaciclica. Os parasitas foram
centrifugados (6.000 rpm por 5 minutos), o sobrenadante foi descartado, os parasitas
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ressuspendidos em PBS 1X, centrifugados novamente, e novamente ressuspendidos em PBS
1X. Foram utilizadas laminas de microscopia com 8 campos separados com teflon,
previamente tratadas com poli-L-lisina e mantidas a 37°C por 20 minutos, e em cada campo
foi aplicado aproximadamente 1x10° parasitas. A solucdo de parasitas foi mantida por 10
minutos em contato com o campo da lamina, para que uma quantidade suficiente se aderisse a
lamina. Foi entdo aplicado paraformaldeido 8% (v/v), que permaneceu cerca de 10 minutos
em contato com a lamina. Em seguida, cada campo da lamina foi lavado individualmente com
cerca de 30 pL de PBS 1X, utilizando uma micropipeta, por 4 vezes. Os campos foram entéo
incubados com o corante aproximadamente 10 puL do corante Hoechst 1X em uma diluicéo de
1:300, por 10 minutos, e novamente lavados individualmente com PBS 1X como descrito
acima. O excesso de PBS foi retirado da lamina, e foi aplicado uma gota de N-propil-galato

em cada campo, posicionando em seguida a laminula e lacrando a mesma com esmalte.

As laminas de microscopia prontas foram analisadas e fotografadas utilizando os

mesmos equipamentos (microscépio de fluorescéncia e camera) descritos no item 4.10.

Para comprovar que os parasitas transfectantes realmente estavam expressando a
proteina de interesse fusionada a etiqueta fluorescente, foram realizados ensaios de western
blot. Foi utilizado o extrato dos parasitas transfectantes nas formas epimastigota e
tripomastigota metaciclica contra um anticorpo anti-GFP e, para aquelas proteinas as quais
foram obtidos os anticorpos policlonais, eles também foram utilizados para comprovar a

expressdo da proteina fusionada a GFP.

4.12 Nocaute génico

Para realizar os ensaios de nocaute génico foi utilizada a metodologia de PCR de fuséo
(KUWAYAMA et al., 2002), adaptada por LORUSSO (2013) para o nocaute em T. cruzi.
Nela, diversas etapas ocorrem até a producdo dos cassetes de nocaute, que sdo entdo
transfectados nos parasitas. Por um processo de recombinacdo, o gene alvo é substituido por
um marcador de selecdo, permitindo aos parasitas "nocauteados™ sobreviverem a um meio de

cultura acrescido de um determinado antibiotico.
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4.12.1 Amplificacdo das regides intergénicas

Iniciou-se os ensaios de nocaute génico pela amplificagdo das regifes intergénicas a
montante e a jusante do gene alvo, pela metodologia de PCR. Para o desenho dos
oligonucleotideos necessarios para essa etapa de amplificacdo, foi utilizado o software de
predicdo de iniciadores para nocaute génico - denominado TcruziKO - desenvolvido pelo
nosso grupo (LORUSSO, 2013), sendo ent&o sintetizados por The Midland Certified Reagent
Company®. A Tabela 4.6 mostra a lista de iniciadores utilizados para a amplificacdo das
regibes a montante e a jusante dos genes selecionados. Nessa etapa de amplificacdo foi

utilizada a enzima Taqg DNA Polimerase produzida pelo Instituto de Biologia Molecular do

Parand, e os demais reagentes foram obtidos comerciais (Invitrogen) (Tabela 4.7).

Quando observado produtos de PCR com tamanhos diferentes ou sem amplificacdo, as

PCRs em questdo foram repetidas, alterando as condic¢Ges da reacdo, como concentracdo de

oligonucleotideos e temperatura de anelamento.

Tabela 4.6: Iniciadores construidos para a amplificacdo das regides intergénicas do genes

selecionados.

Posicao dos Sequéncia do iniciadores
Genes ... 't
iniciadores (5'-3")
UPS_ Forward | GGGGGGGGTGTACGATTTATTGTTGCAGCC
AO1 UPS_Reverse | AGTGCGGAAAGAGAAATGGACGGTGCATTTGCTCCTCCTGCTGTTGTTG

TcCLB.509601.140

DOWNS_Forward

ACATTGAACAGAATTTAACATGCCCATCAATGTGAATATATACAATCAACACGAAA

DOWNS_Reverse

GGGGGGGGAGCTCTGCAAAGCAACGC

A03
TcCLB.509245.20

UPS_Forward

GGGGGGGGTAACCGTGAACAAATCCAGC

UPS_Reverse

AGTGCGGAAAGAGAAATGGACGGTGCATTTAAAAAGGTCCAACTGAACACAAA

DOWNS_Forward

ACATTGAACAGAATTTAACATGCCCATCAATTTCTCGAGAAAAAGAGGTGG

DOWNS_Reverse

GGGGGGGGTCAATGAATCAAATAGACCAATCAA

AO4
TcCLB.507143.60

UPS_Forward

GGGGGGGGCTGGTGCAAATGGATACACG

UPS_Reverse

AGTGCGGAAGAGAAATGGACGGTGCATTTTAAATACCGTCACACTGCGG

DOWNS_Forward

ACATTGAACAGAATTTAACATGCCCATCAATTTTAGAGATGTGAGGGAAGAGC

DOWNS_Reverse

GGGGGGGGTTTCTCTCCCTTCTTCCGC

A05
TcCLB.506925.10

UPS_Forward

GGGGGGGGAAAAGTAGGTGGTGATGTGTCG

UPS_Reverse

AGTGCGGAAAGAGAAATGGACGGTGCATTTTCTTCGCAGAACGTCCTCTT

DOWNS_Forward

ACATTGAACAGAATTTAACATGCCCATCAACACTCACACCCATTGACACG

DOWNS_Reverse

GGGGGGGGGTTATGTGCCAAGCCATGC

Sublinhado se encontra a porcéo dos oligonucleotideos envolvida no processo de fuséo.
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Tabela 4.6 (continuacdo): Iniciadores construidos para a amplificacdo das regides intergénicas

do genes selecionados.

Posicao dos Sequéncia do iniciadores
Genes .. 't
iniciadores (5'-3")
A08 UPS_Forward | GGGGGGGGAATAAATATATACGCCCCCGC

TcCLB.508863.10

UPS_Reverse

AGTGCGGAAAGAGAAATGGACGGTGCATTTTTCCCTTTCACCATCTCGTC

DOWNS_Forward

ACATTGAACAGAATTTAACATGCCCATCAAGACCAACTCAATTGGACGAT

DOWNS_Reverse

GGGGGGGGCACCGGAAGGAATTCGAG

A09
TcCLB.508355.230

UPS_Forward

GGGGGGGGACGGAAGAAGACGTGGGAG

UPS_Reverse

AGTGCGGAAAGAGAAATGGACGGTGCATTTTTGCCTTTCTATACCAAACAGTTG

DOWNS_Forward

ACATTGAACAGAATTTAACATGCCCATCAATCGGTTTACTCGCACTTCG

DOWNS_Reverse

GGGGGGGGCGGGTACACAGTGAGAAGGG

Al10
TcCLB.510355.230

UPS_Forward

GGGGGGGGTGATAACATGCAGGGCGATA

UPS_Reverse

AGTGCGGAAAGAGAAATGGACGGTGCATTTCCTTGTCAAAGGGAGCAGAC

DOWNS_Forward

ACATTGAACAGAATTTAACATGCCCATCAACTTCACACCGATGAGAATGG

DOWNS_Reverse

GGGGGGGGAAAAAGAATAGAATAGAAGCAAACCAA

All
TcCLB.506681.40

UPS_Forward

GGGGGGGGATTGCCATTGTTGATTCTTGC

UPS_Reverse

AGTGCGGAAAGAGAAATGGACGGTGCATTTTTTGCCTTTTCTTGTTGTTCC

DOWNS_Forward

ACATTGAACAGAATTTAACATGCCCATCAAGCAAATGATACATGAGCCGA

DOWNS_Reverse

GGGGGGGGATACTTGCGGAAGTGCATGG

Al12
TcCLB.511577.120

UPS_Forward

GGGGGGGGACCTGGGTTTTTGGGGTTG

UPS_Reverse

AGTGCGGAAAGAGAAATGGACGGTGCATTTCAGACTTTGGGGTCCTCC

DOWNS_Forward

ACATTGAACAGAATTTAACATGCCCATCAAATGGACCTCCAAATGACTGC

DOWNS_Reverse

GGGGGGGGAACAAAGGTGGTGGTTTAAGCTC

Sublinhado se encontra a porg¢éo dos oligonucleotideos envolvida no processo de fuséo.

Tabela 4.7: Reagdo de PCR utilizada para amplificagdo das regides intergénicas dos genes

selecionados.

PCR Amplificacéo intergénicas (100 pL)

Tag DNA polimerase (6 U/uL)
10X PCR Buffer minus Mg

Mix dNTPs (10 mM)

MgCl, (50 mM)

DNA genomico (100ng/pL)

Iniciadores forward (5 pM)

Iniciadores reverse (5 uM)

H,0 18,2 mQ

Programa termociclador
(35 ciclos™®)
1,0 uL
10,0 puL 94 °C --- 3 minutos
8,0 uL 94 °C --- 30 segundos
3.0uL 55 °C --- 30 segundos
1,0 uL 72 °C --- 1 minuto
2,0 uL 0 :
72 "C --- 5 minutos
2,0 uL
73,0 uL

*: O nimero de ciclos na PCR se refere as etapas em negrito do programa utilizado.

35




4.12.2 Amplificac@o dos cassetes de selecao

Na sequéncia, procedeu-se a amplificacdo dos cassetes de selecdo, que codificam
genes que conferem resisténcia a antibidticos (neo - neomicina fosfotransferase e higro -
higromicina fosfotransferase) (Tabela 4.8). Esses cassetes foram amplificados usando como
molde dois vetores cedidos pelo Dr. Sténio Perdigdo Fragoso, do Laboratério de Biologia
Molecular de Tripanossomatideos, do Instituto Carlos Chagas, pNEO2 e pHYG2. Neles, a
regido codificante dos genes de resisténcia ao antibiotico sdo flanqueadas por duas sequéncias
diferentes, obtidas de regides ndo-codificantes do genoma de T. cruzi, situadas entre 0s genes
que codificam as proteinas enolase (TcCLB.511529.90) e KAP3 (TcCLB.511529.80),
denominado "IR KAP3", e entre duas coOpias do gene que codifica a enzima GAPDH
(TcCLB.506943.60 e TcCLB.506943.50), denominado "IR GAPDH". Para essa etapa de
amplificacdo, foi utilizada a enzima de alta fidelidade AccuPrime™ Pfx DNA Polimerase
(Invitrogen), e foi utilizado um iniciador que se anela a extremidade 5' (IR KAP3) e um
iniciador que se anela a extremidade 3' (IR GAPDH) do cassete, denominados de K7-F e K7-

R, respectivamente.

Tabela 4.8: Reacdo de amplificagdo dos cassetes de selecéo.

Programa termociclador

PCR Amplificagéo cassetes de selecdo (100 pL) (35 ciclos®)
AccuPrime Pfx DNA Polimerase (2.5 U/ul) 1,0 pL 96°C - 2 minutos
10X AccuPrime™ Pfx Reaction Mix 10uL | 960¢ - 30 segundos
Vetores (PNEO2/pHYG2) 2,0 uL 55°C --- 30 segundos
Iniciadores K7-F (5,0 uM) 2,0 uL 68°C - 2 minutos
Iniciadores K7-R (5,0 uM) 2,0 uL 68°C - 5 minutos
H,0 18,2Q 83,0 uL

*: O nimero de ciclos na PCR se refere as etapas em negrito do programa utilizado.

A comprovacgédo da amplificacdo foi realizada por eletroforese em gel de agarose. Se
observado produtos de PCR com tamanhos diferentes ou sem amplificacao, as amplificacdes

foram repetidas, alterando a temperatura de anelamento das reacgdes.
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4.12.3 Purificacdo e Quantificacio dos produtos

Apos o término da amplificacdo das regibes intergénicas e dos cassetes de selecdo,
esses produtos foram purificados utilizando o sistema Agencourt® AMPure® PCR Purification

baseado em esferas paramagnéticas, baseando no mesmo protocolo anteriormente descrito.

Os produtos purificados foram entdo quantificados com o kit Quant-iT™ dsDNA BR
Assay, da plataforma Qubit™ Fluorometer (Invitrogen), de acordo com as instruges do
fabricante. Tendo o resultado dessas dosagem, foi possivel ajustar as concentragdes de

produtos amplificados necessarios para as etapas subsequentes.

4.12.4 PCR de fusao

Apo6s a quantificacdo dos produtos amplificados, foi realizada a PCR de fusdo, uma
reacdo de 20 ciclos que tem por objetivo fusionar as regides intergénicas, anteriormente
amplificadas, nas extremidades do cassete de selecdo, sem a adicdo de DNA genémico nem
de oligonucleotideos iniciadores, formando assim os cassetes de nocaute. Na reagdo de fusdo
foi utilizado 0,5 ng/pL de produto de PCR do cassete de selecdo, sendo que os demais
fragmentos foram adicionados em uma propor¢do de 5:5:1, dos produtos de PCR da

intergénica 5', da intergénica 3' e do cassete de selecdo, respectivamente (Tabela 4.9).

Tabela 4.9: Reacédo de PCR de Fusao.

Programa termociclador

PCR de Fuséo (50 pL) (20 ciclos™
Tagq DNA polimerase (6 U/uL) 0,5 uL
10X PCR Buffer minus Mg 5,0 uL
Mix dNTPs (10 mM) aopL | 947C - 2minutos
MgCl, (50 mM) 15 ul 94 °C --- 20 segundos
Intergénica a jusante ok 50 °C --- 30 segundos
Intergénica a montante *x 72 °C --- 3 minuto
Cassete de selegdo (0,5 ng/ puL) *x 72 °C --- 8 minutos
H20 18,2 mQ (completar para 50 uL)

*: O nimero de ciclos na PCR se refere as etapas em negrito do programa utilizado.
**: volume utilizado dependendo do valor da quantificacdo das intergénicas e do cassete de selecéo.
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Para obter uma grande quantidade de produto fusionado, uma nova reacdo de PCR foi
realizada, utilizando o produto da PCR de fusdo descrita acima como molde. Foram utilizados
nessa reacdo os iniciadores anterdgrados (forward) que amplificaram da regido intergénica 5’
e os iniciadores retrogrados (reverse) que amplificaram a regido intergénica 3’. Inicialmente
foram feitas reacdes de testes de 50 pL para avaliar se essa amplificacdo da PCR de fuséo
seria satisfatoria (Tabela 4.10). Tendo sido comprovada a amplificacdo por eletroforese em
gel de agarose, a PCR foi repetida em diversas rea¢gdes com 100 pL de volume final, para se

obter uma quantidade de cassetes de nocaute suficiente para poder transfectar nos parasitas.

Tabela 4.10: Reacéo de amplificacdo da PCR de fusio.

Amplificagdo da PCR de Fuséo (50 pL) Progra(rgg ;tiécrlrgsic;lclador
Tag DNA polimerase (6 U/uL) 0,5 uL
10X PCR Buffer minus Mg 5,0 uL
Mix dNTPs (10 mM) aopL | 94°C - 2minutos
MgCl, (50 mM) 15l 94 °C --- 20 segundos
Iniciadores forward (5,0 M) 1,0 uL 61 °C --- 30 segundos
Iniciadores reverse (5,0 uM) 1,0 uL. 72 °C --- 5 minuto
Produto da fusio 1,0 uL. 72 °C --- 8 minutos
H,0 18,2 mQ 36 UL

* O nimero de ciclos na PCR se refere as etapas em negrito do programa utilizado.

4.12.5 Concentracdo do material

Tendo amplificado os cassetes de nocaute em grande quantidade, foi necessario
concentrar todo o material produzido na PCR de fusédo (cerca de 1,2 mL) para poder realizar a
transfeccdo. Para isso foi utilizado o equipamento SpeedVac (Savant™ SPD131DDA
SpeedVVac™ Concentrator, Thermo Scientific), que utiliza de centrifugagdo, formacdo de
vacuo e calor para a remocdo de solventes e concentragdo de amostras. As amostras (~1,2
mL) foram submetidas ao SpeedVac, e permaneceram sob centrifugacéo, vacuo e a 45°C por
cerca de 2 horas, o que resultou em um volume final de amostra de cerca de 50 pL
concentrado. Apos essa etapa de concentracdo, as amostras foram novamente quantificadas
utilizando a plataforma Qubit™ Fluorometer (Invitrogen), sendo entdo realizada a sua

transfeccdo nos parasitas.
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4.12.6 Cultivo dos parasitas e eletroporacéo

Para a transfecgé@o dos parasitas, culturas axénicas da forma celular epimastigota de T.
cruzi, da cepa Dm28c (CONTRERAS et al., 1988) foram mantidas a 28°C em meio LIT
durante 3 dias, para atingirem a fase logaritmica de crescimento, partindo de um inoculo

inicial de 1x10° parasitas/mL de meio de cultura.

A eletroporacdo foi realizada utilizando o equipamento Gene Pulser Xcell™ Total
System (Bio-Rad) e cubetas estéreis de eletroporacdo Gene Pulser/Micro Pulser® 0,2 cm
(Bio-Rad). Partiu-se de uma cultura de T. cruzi mantida em meio LIT em fase logaritmica de
crescimento, que foi entdo centrifugada a 6.000g por 5 minutos a 4°C. O pellet formado foi
ressuspendido em PBS 1X e entdo novamente centrifugado, nas mesmas condic¢des anteriores.
Apos o descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em tampdo de eletroporagédo
estéril, e entdo 400 pL da suspensdo de parasitas, contendo cerca de 3x10° parasitas, foi
adicionado a cada cubeta de eletroporacdo previamente resfriada a 4°C. As cubetas foi
acrescentado 50 pL da solugdo contendo os cassetes de nocaute (exceto no controle negativo)
e as cubetas foram mantidas em gelo por 10 minutos. Apds esse tempo, as cubetas foram
acopladas ao equipamento de eletroporacdo, configurado a 500 pF e 450 V, e dois pulsos
seguidos foram dados em cada uma. Em seguida, a suspensdo de parasitas foi transferida para

5 mL de meio LIT, e incubada por aproximadamente 24 horas em uma estufa de CO, a 28°C.

Apbs esse tempo, foi adicionado o antibidtico adequado (G418 para 0s nocautes com o
marcador de selecdo neo (neomicina fosfotransferase), e higromicina para 0s nocautes com o
marcador de selecdo higro (higromicina fosfotransferase)), em uma concentracdo de 500
pug/mL. Em seguida, os parasitas foram deixados na estufa de CO, a 28°C, até a constatacao
de que o controle negativo utilizado tivesse morrido, assim demonstrando que os parasitas que

n&o internalizaram o cassete de nocaute contendo o marcador de selecdo morreram.

Apos a selecdo desses nocautes simples, foi feita uma curva de crescimento para
avaliar se a supressdo de um alelo desses genes levaria a diminuicdo no crescimento das
culturas dos parasitas. As culturas contendo os parasitas nocaute foram contadas em 3, 5e 7
dias apés um repique inicial de 1x10° parasitas crescendo em meio LIT com e sem o

acréscimo de antibiotico. Como controle, foi utilizada uma cultura de epimastigota selvagens.

Com a finalidade de suprimir completamente a expressdo das proteinas no parasitas,

foram realizadas novas transfec¢fes nesses parasitas, apds a sua selegdo, utilizando os
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cassetes de nocaute com a resisténcia ao outro antibiético: se na primeira transfec¢do foram
utilizados os cassetes de nocaute com a resisténcia ao antibiotico G418, na nova transfeccéo
foram utilizados os cassetes que conferem resisténcia ao antibiético higromicina, e vice-
versa. O protocolo de transfeccdo utilizado foi 0 mesmo descrito acima, utilizando 3x10°
parasitas no processo. Como controle negativo os parasitas foram transfectados sem a adicao
do segundo cassete de nocaute. Para a selecdo desses nocautes duplos, os parasitas foram
mantidos em meio de cultura acrescido dos antibidticos G418 e higromicina. Apds a selecdo
desses nocautes duplos, diversos ensaios para avaliar o impacto funcional da delecdo génica
sdo realizados com esses parasitas, como curva de crescimento, diferenciacdo, infectividade e
avaliacdo por microscopia Optica de alteragdes morfoldgicas, bem como sequenciamento de
RNA para evidenciar alteragdes do perfil de transcriptoma.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 A importancia da caracterizacdo de proteinas hipotéticas

Com o avanco das tecnologias e estudos em larga escala, diversas questdes referentes
a biologia molecular e aos estudos genémicos dos organismos comecaram a ser respondidas.
Com isso, a integracdo desses dados e informagbes obtidas se tornou de fundamental
importancia para a elucidagdo das questdes que ainda estdo em aberto e as que ainda seréo
formuladas no futuro. Sendo assim, o estudo das proteinas anotadas como "hipotéticas", ou de
funcdo desconhecida, se faz de suma relevancia, tendo em vista que é de pouca utilidade a
obtencdo de grandes quantidades de dados referentes a um organismo se uma grande parcela
desses dados refere-se a genes que até o momento ndo apresentam uma caracterizacdo

funcional confiavel.

Isso € uma realidade no caso de Trypanosoma cruzi, visto a grande parcela de seu
genoma que codifica para proteinas de funcdo desconhecida. Considerando somente a forma
infectiva tripomastigota metaciclica, que é a forma celular que inicia a infeccdo no hospedeiro
mamifero pela transmissdo via inseto vetor, e que conta com cerca de 70% de seus genes
diferencialmente expressos anotados como proteinas "hipotéticas" (PROBST, 2005), se torna
bastante evidente a necessidade desses trabalhos de caracterizagdo para que cada vez mais as
perguntas elaboradas referentes a esse parasita possam ser respondidas, e para que no futuro
os dados obtidos possam ser utilizados para a elaboracdo de métodos eficazes de combate ao
parasita e de tratamento a Doenca de Chagas.

5.2 Genes selecionados

Para o presente estudo foram selecionados 10 genes anotados como codificadores de
proteinas hipotéticas, sendo seis proteinas hipotéticas com ortélogos em outros organismos, e
quatro identificadas somente em T. cruzi. A lista dos 12 clones selecionados referentes a esses
10 genes se encontra na Tabela 5.1, com as caracteristicas dos mesmos extraidas do banco de

dados de genomas de cinetoplastideos TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). De todas as

proteinas selecionados no estudo, 4 delas foram identificadas na analise do proteoma do T.

cruzi durante a metaciclogénese publicada por DE GODOY e colaboradores (2012), uma foi
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identificada no fosfoproteoma do processo de metaciclogénese publicado por MARCHINI e
colaboradores (2011), duas foram identificadas no proteoma de reservossomo da cepa Dm28c
de SANT'ANNA e colaboradores (2009) e duas foram identificadas na forma celular
tripomastigota metaciclica na analise do proteoma do ciclo de vida, realizado por ATWOOD
e colaboradores (2005), dando uma maior confiabilidade na existéncia funcional dessas
proteinas. Outra evidéncia que corrobora a existéncia de algumas dessas proteinas é a

presenca de ortélogos em organismos relacionados.

Tabela 5.1: Lista de genes selecionados para a caracterizagao.

ID gene L?(%T:::ﬁ?ﬁfg Tamanho Anotacéo Dominio Ortdlogos Protebmica
TcCLB.509601.140 A0l 543 pb, 21 kDa P. H. St ‘;,‘,’:rfm"s Ee X
TcCLB.509767.140 A02 465 pb, 18 kDa P. H. Sem %C’F”:mos no
TcCLB.508637.130 A03 519 pb, 20kDa | P.H.C. 2 d‘ﬂ‘;ﬂg’é EF- | Tb, Thg, Te
TcCLB.507143.60 A4 1451pb,53kDa | P.H. | Domnio famtie
TcCLB.506925.10 A05 936 pb, 36 kDa P.H. Fi’?gl'iiﬁa‘ias
TcCLB.505789.20 A06 1461 pb,53kDa | P.H.C. Pror?i‘mgigzm "%STT\? X
TcCLB.510065.10 A07 1497 pb,54kDa | P.H.Cc. | &M ‘E,OF"T;‘/:OS no ";TLSTT\? X
TcCLB.508863.10 A0S 564 pb, 20kDa | P.H.C. D;’ngigsl_gg P IeTe X
TcCLB.508355.230 A09 1323pb,50kDa | P.H. S0 ‘é,‘m'\‘/:"s no
TcCLB.510355.230 A10 498pb,19kDa | P.H.C | DommiosHilae gLy
TCCLB.506825.40 All 1548 pb,59kDa | P.H.C. | DominioTPR11 | Tb,Te X
TcCLB.511577.120 Al2 507 pb, 20kDa | P.H.C. | M ‘I’D‘)Frmr\‘/:os O 1p, Tc, Te X

Pb (pares de bases); kDa (quilodaltons); P. H. (Proteina hipotética); P. H. C. (Proteina hipotética conservada)
Lms (Leishmanias); Th (Trypanosoma brucei); Thg (Trypanosoma brucei gambiense); Tc (Trypanosoma
congolense); Te (Trypanosoma evansi); Tv (Trypanosoma vivax); X (identificado na protebmica). Em
sublinhado, os genes que possuem mais de um clone Gateway no presente estudo.

Todos os 10 genes analisados no estudo foram selecionados de acordo com seu padrao
de expressdo durante o ciclo de vida do T. cruzi, sendo escolhidos genes diferencialmente
expressos na forma celular tripomastigota metaciclico. Os dados de expressao foram obtidos
por sequenciamento de RNA (RNA-seq) e os graficos do padrdo de expressdo desses genes
pode ser observado na Figura 5.1. E evidenciada a alta expressdo na forma metaciclica, em

comparagdo com a expressdo basal observada nas outras formas celulares do parasita.
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Figura 5.1: Graficos com o padréo de expressao obtido por RNA-seq dos genes selecionados.

(Eixo X: formas celulares do T. cruzi; eixo Y: nimero de leituras).
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Os clones foram identificados de A0l a Al2 para facilitar no trabalho laboratorial.
Como dito anteriormente, os 12 clones selecionados séo referentes a 10 genes. Os clones A0l
e AO2 correspondem ao mesmo gene, assim como os clones A06 e A07. Foram selecionados
duas regides codificadoras distintas desses genes com o intuito de analisar qual seria a melhor

representante.

5.3 Amplificacdo e purificacéo dos genes

Dos 12 clones selecionados no estudo, 10 deles foram amplificados de maneira
satisfatoria. Esses clones amplificados sdo referentes aos 10 genes selecionados no estudo,
isto €, para cada um dos genes com dois clones, s6 foi obtido sucesso na amplificacdo de um
dos clones (os clones A02 e AO7 ndo foram amplificados). Diversas PCRs foram realizadas
com esses dois genes, utilizando diversas condi¢cdes de reacdo, alterando a temperatura de
anelamento assim como a concentracao final de iniciadores, mas ainda assim nédo se obteve
produto para esses genes. O padrao de amplificacdo dos 10 genes é evidenciado na Figura 5.2.
Os produtos de amplificacdo dos clones A0l e A06, os pares dos clones A02 e AO7, foram
obtidos posteriormente devido a problemas encontrados no inicio do processo de
amplificacdo. Novos iniciadores foram encomendados, o que resultou em um atraso na

amplificacdo e posterior clonagem dos genes em questao.

Como dito no Capitulo 4, a etapa de amplificacdo foi realizada em duas PCRs, uma
especifica, e uma para acoplar o sitios de recombinacdo attBl e attB2 no produto pré-
amplificado. Visando a futura insercdo dos genes nos vetores de expressao em T. cruzi
pTcGFP, a segunda PCR foi realizada de duas formas: utilizando iniciadores que acoplam um
cddon de parada na extremidade 3' do gene amplificado, e utilizando iniciadores que ndo
inserem um cddon de parada. Isso possibilita, posteriormente, fusionar a etiqueta fluorescente
GFP na extremidade N-terminal da proteina, para os genes com cddon de parada. Todos 0s
genes no estudo foram amplificados com sucesso, tanto com codon de parada quanto sem o

codon de parada.
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M AD1 AD3 AD4 AODS ADE AOS A0S AlD A1l A12

Figura 5.2: Padréo de amplificacdo dos genes, observado em gel de agarose.
M: Marcador de peso molecular 1Kb (Gibco®), com trés indicadores de tamanho, em pares de base.

Depois das PCRs, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose, e
todos os que se apresentaram amplificados de maneira satisfatorios foram purificados pelo
sistema  Agencourt® AMPure® PCR Purification (Beckman Coulter) de esferas
paramagnéticas. Tendo em vista que esse sistema de purificacdo tem como objetivo a retirada
de residuos de até cem pares de bases, do produto amplificado, esse processo foi realizado
para a eliminacdo dos iniciadores remanescentes da PCR, que interfeririam no processo futuro

de recombinacao.

5.4 Obtencao dos clones de entrada

O processo de clonagem procedeu-se de acordo com o protocolo descrito no item 4.5,
sem a necessidade de alteracdo no mesmo. A Figura 5.3 mostra o perfil obtido na eletroforese
da PCR de col6nia dos clones selecionados. Para todos o0s genes, submetidos a recombinacéo,

foram obtidos clones positivos.
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Figura 5.3: Perfil eletroforético dos produtos obtidos da PCR de coldnia dos clones de entrada.
M: marcador de peso molecular de DNA (1Kb, Gibco®), com trés indicadores de tamanho, em pares de base.
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Os plasmideos contendo o genes de estudo foram purificados segundo o protocolo
descrito no Capitulo 4. A Figura 5.4 apresenta o perfil eletroforético dos plasmideos
purificados. A rapidez e qualidade dos clones obtidos evidencia a eficacia e a confiabilidade

da plataforma usada no processo de recombinagéo.
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Figura 5.4: Perfil eletroforético da purificacdo dos clones de entrada pDONR "™221.
M: marcador de peso molecular de DNA (1Kb, Gibco®), com quatro indicadores de tamanho, em pares de base.

5.5 Obtencao dos clones de expressao

Como foi explicado, a plataforma Gateway® (Invitrogen) permite a facil transferéncia
de fragmentos génicos entre diversos vetores, com caracteristicas proprias, possibilitando a
realizacdo de uma grande gama de experimentos. No presente trabalho, tendo os genes
inseridos no vetor de entrada pPDONR™221, foi possivel transferi-los para vetores de destino

com caracteristicas distintas.

Inicialmente, procedeu-se & clonagem dos genes no vetor pDEST ™17, de expressdo
em E. coli, para obtencdo das proteinas recombinantes. Assim como foi realizado para 0s
clones de entrada, a clonagem para obtencdo dos clones de expressdo foi realizada com
sucesso, sem alteracdes no protocolo descrito anteriormente (item 4.5). A Figura 5.5 mostra o
perfil obtido na eletroforese da PCR de colénia para a sele¢do dos clones corretos utilizando o
vetor pDEST™17. Dos dez genes submetidos & recombinacéo pela reacéo LR, foram obtidos
clones positivos para todos. A obtencdo dos clones A01 e A06 foi comprovada através da

técnica da "palitagem™ (toothpick).
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Figura 5.5: Perfil eletroforético dos produtos obtidos da PCR de coldnia dos vetores de
expressdo pDEST17.

M+: marcador de peso molecular de DNA (1Kb plus, Gibco®), com quatro indicadores de tamanho, em pares de
base; M: marcador de peso molecular DNA (1Kb, Gibco®), com dois indicadores de tamanho, em pares de base.

Os plasmideos contendo o genes de estudo no vetor de expressdo pDEST ™17 foram
purificados segundo o protocolo descrito no Capitulo 4. A Figura 5.6 mostra o perfil dos
plasmideos purificados. Novamente, o processo de clonagem se mostrou de grande eficécia,

permitindo a rapida transferéncia de genes entre vetores, com as mais diversas finalidades.
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Figura 5.6: Perfil eletroforético da purificacdo dos clones de expressdo pDEST ™17.
M: marcador de peso molecular de DNA (1Kb, Gibco®), com trés indicadores de tamanho, em pares de base.

Também foi feita a clonagem dos genes no vetor de expressdo em T. cruzi, pTcGFP, o
qual fusiona a proteina expressa uma etiqueta fluorescente GFP. Nessa etapa, foram utilizados
tanto os vetores com o gene contendo o cédon de parada quanto aqueles sem o codon de
parada. Isso permitiu a fusdo da etiqueta fluorescente tanto na extremidade amino quanto na

extremidade carboxila.

O processo de recombinacdo foi realizado da mesma forma que para o vetor

pDEST ™17, havendo a selec&o dos clones positivos também por PCR de colénia (dado ndo
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mostrado). A etapa de purificacéo foi realizada como descrito para o vetor pDEST™17, e os

plasmideos foram obtidos e purificados pelo mesmo protocolo descrito

Para os vetores A0l (amino-terminal) e AO6 (amino e carboxila-termina) ndo foi
realizada a recombinacdo nos vetores pTcGFP devido a problemas na sincronizagao das

etapas e otimizacdo de protocolo. Esses vetores serdo criados posteriormente.

5.6 Sequenciamento dos clones obtidos

Todos os genes estudados foram clonados nos vetores compativeis com o sistema
Gateway® (pDONR™221, pDEST ™17 e pTcGFP). Para comprovar o sucesso dos processos
de clonagem e identificar possiveis erros, como insercdo ou delecdo de nucleotideos nas
sequéncias de interesse que poderiam resultar em mudancas no quadro de leitura, e
consequentemente no surgimento de cédons de parada indesejaveis, 0s genes clonados nos

vetores foram submetidos a sequenciamento.

Inicialmente foi realizado o sequenciamento de todos os vetores de entrada (genes
inseridos no pDONR™221), com ou sem cédon de parada. Todos as regides codificadoras
foram comprovadas, com exce¢do dos genes A01 e A06, que apresentavam desde o inicio do
trabalho um alto potencial de dificuldade em sua clonagem pois sua regido codificadora nao
era facilmente identificavel, o que levou ao desenho de dois conjuntos de iniciadores distintos
para cada um deles. Durante o processo de amplificacdo, ndo foi possivel obter produto para
esses dois genes e procedeu-se a analise dos dados gendmicos da cepa Dm28c, que haviam
sido recentemente obtidos por nosso grupo. Com essa nova informacgéo, foram desenhados

novos iniciadores e obteve-se sucesso na amplificacéo.

Ao comprovarmos os clones por sequenciamento, observou-se que o gene A0l na
verdade € uma versdo mais curta do gene inicialmente predito, pela existéncia de um cédon de
parada prematuro, corroborado por um dos modelos génicos da cepa CL Brener. A Figura 5.7
apresenta o alinhamento do clone AO1 sequénciado com os dois modelos génicos da cepa CL
Brener, que diferem entre si por sua extremidade 3', mas alongada em um deles. Ambos o0s
modelos génicos de CL Brener possuem cédon de parada em sua extremidade 3', sem a

existéncia de codons de parada no meio das sequéncias codificadoras.
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CCACAGACGCCAGTAACACCTCGGAATLGE G [ETGHEHHETGTGTDQHHHHATEéH

CCACAGACGCCAGTAACACCTCGGAATGGLLLGATTCTTCACGELTGCAGGAGAGGAGGAGAGAAGGGGLAGCCTGACAACTGTGTGARARAARATGEA
CCACAGACGCCAGTAACACCTCGGAATGGGGGGAT TCTTCACGGL TGCAGGAGAGGAGGAGAGAA GCAGCCTGACAACTGTGTGAAARAATEEA
TCQEQEQEGEEQE[=2CEEE[EGGQRTGGGGGHRTTETTCﬂEEGETGEQEGQGQEGQGGQGQGQﬂ (GCAGCCTGACAACTGTGTGARARAA
CCACAGACGCCA!

CCACAGACGCCAGTAACACCTCGGAATGGEGLGAT TCTTCACGGL TGEAGGAGAGGAGGAGAGARAGGGGECAGCCTGACARCTGTGTGARRARATGGA
CCQCAGQCGCCQETQQCQCCTEGGQQTGGGGGGQTTCTTEﬂEGGCTBCAGBQGQGGQBGQBQGQQﬁGBGEQGCCTGQEQQCTGTGTGAQQQQQTGGQ

Flgura 5.7: Alinhamento do clone A01 com modelos génicos da cepa CL Brener.
Os circulos vermelhos representam os cédons de parada nos dois modelos génicos de CL Brener; o quadrado
azul representa a regido de insercao dos dois nucleotideos G. Em rosa a esquerda, o0 modelo génico de CL Brener
ao qual o clone AO1 sequénciado se refere, com seu codon de parada prematuro.

Nos clones A01 sequénciados é possivel observar a insercdo de dois nucleotideos G,
na extremidade 3', que ndo estdo presentes no modelo génico mais alongado de CL Brener,
ocasionando uma mudanca de quadro de leitura nesses clones, podendo ocasionar uma

alteracdo na sequéncia codificadora.

O clone AO01 foi identificado no estudo de protedmica do ciclo de vida de T. cruzi
(ATWOOD et al., 2005), com peptideo identificado na forma tripomastigota metaciclica,
corroborando a existéncia dessa proteina. No entanto, a regido peptidica que foi identificada
na proteébmica de ATWOOD e colaboradores (2005) se encontra na regido carboxila-terminal
da proteina comum aos dois membros do grupo génico. Tendo em vista a existéncia de alguns
aminoacidos metionina ao longo da sequéncia do clone A0l e as diferentes posicGes de
cédons de parada encontradas nos modelos génicos de CL Brener, é bastante incerto dizer
qual seria o real tamanho da proteina. Acreditavamos ter amplificado e clonado o modelo
génico de maior tamanho, mas o resultado do sequenciamento nos mostrou que o clone
inserido no vetor de entrada na verdade refere-se ao modelo génico menor, visto a existéncia,

nos vetores sequénciados, de um codon de parada prematuro.

No caso do gene A06, obtivemos um clone com a configuracdo aberta, sem um cddon
de parada, e outra com a configuracdo fechada, com um codon de parada. O clone com a
configuracdo fechada apresentou uma insercdo de 10 nucleotideos, comprovado por leituras
do sequenciamento anterdgradas e retrogradas, o que cria uma mudanca de quadro de leitura e
um codon de parada prematuro. A principio, esse clone foi eliminado. O clone com a
configuracdo aberta apresentou uma sequéncia correta e serd utilizado para 0s ensaios

posteriores, tanto para analises amino quanto carbdxi-terminal.
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A corroboracdo da sequéncia clonada foi realizada somente nos vetores de entrada.
Para os genes A08 e AQ9 foi realizado também o sequenciamento do vetor de destino
pDEST™17, pois ndo foi obtido a expressdo protéica desses genes. O resultado foi a
comprovacdo de que os fragmentos nucleotidicos inseridos nesses vetores de expressao
correspondem aos respectivos genes da cepa CL Brener, sendo a auséncia de expressdo

provavelmente um problema do processo de expressao heter6loga em bactérias.

5.7 Expressao das proteinas

No teste de expressdo com o kit comercial de extracdo de proteinas BugBuster™
Protein Extraction Reagents (Novagen), foi obtida a expressdo de sete (70%) das proteinas
estudadas (Figura 5.8), sendo que cinco delas foram expressas utilizando a linhagem
bacteriana Tuner(DE3)pLysS, e as outras duas com a linhagem Rosetta-gami 2. Os genes A01
e A06 foram sido obtidos recentemente, e seu padrdo de expresséo ainda ndo foi corretamente
avaliado, o que sera feito subsequentemente. Para o gene A08, varios testes foram realizados,
com o intuito de obter um nivel minimo aceitavel de proteina expressa, mas em nenhuma das
condicdes testadas obteve-se expressao para essa proteina. Ela apresenta dois possiveis
dominios trans-membrana, proximo a ambas extremidades, o que pode dificultar a expressdo
heter6loga dessa proteina. Planeja-se realizar a expressdo dessa proteina em condices que
favoreceriam o enovelamento de proteinas hidrofobicas, bem como a expressdo homologa nos

vetores de T. cruzi.

Todas as proteinas que foram consideradas como expressas na fase de teste foram
produzidas em quantidade com sucesso. Para uma delas (A09), no entanto, foi observada uma
expressao muito fraca, quando expressa, 0 que inviabilizou a sua utilizagcdo nos experimentos
futuros. Tentou-se otimizar o rendimento da mesma, aumentando o volume de indculo na

indugdo, mas sem sucesso, optando-se por eliminar essa proteina dos ensaios subsequentes.
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Figura 5.8: Perfil eletroforético das proteinas expressas em células bacterianas.
M: marcador de peso molecular, em quilo Dalton, kDa (BenchMark Ladder, Invitrogen); FS: fracdo soltvel; FL:
fracdo de lavagem; FI: fragdo insoltvel; circulos evidenciam as proteinas no tamanho desejado.
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5.8 Purificacédo das proteinas

Todas as 6 proteinas expressas em quantidade foram purificadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) seguida de eletro-elui¢do das proteinas do gel, conforme
descrito no item 4.7. Inicialmente, foi realizada a purificacdo por cromatografia de afinidade
por niquel (QlAexpress System, Qiagen), mas que ndo apresentou resultados satisfatorio, com

grau de pureza relativamente baixo e com grande perda de material.

Tendo em vista esse resultado, as purificagdes subsequentes foram todas realizadas por
eletroforese em gel (SDS-PAGE), obtendo-se proteinas com grau de pureza adequado e

quantidade suficiente para a realizacao das inoculagdes em camundongo.

5.9 Obtencao dos anticorpos policlonais

As 6 proteinas expressas heterologamente em bactérias foram inoculadas em
camundongos para a obtencdo de anticorpos policlonais, como descrito no item 4.8.
Inicialmente foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, em duplicata, para todas as 6
proteinas. Tendo obtido esses soros, foram realizados ensaios de western blot para comprovar

e avaliar a qualidade dos mesmos, contra os extratos do ciclo de vida de T. cruzi.

Dos 12 soros obtidos, somente os soros contra a proteina A10 e Al2 foram

considerados satisfatorios nessa primeira etapa de inoculagdo. Alguns dos outros soros
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reconheceram, no western blot, bandas do tamanho esperado, mas também bandas
inespecificas, tanto contra o extrato de tripomastigota metaciclico, como contra os extratos
das outras fases do ciclo de vida do parasita. Foi observado também que a mesma proteina,
tendo sido inoculada em dois camundongos diferentes, resultou em soros com caracteristicas
diferentes. Devido a isso, para tentar eliminar essa diferenca entre 0s soros contra a mesma
proteina, 0 processo de imunizacdo foi repetido, utilizando dessa vez camundongos da

linhagem isogénica BALB/c.

Os resultados dos ensaios de western blot dos anticorpos obtidos sdo apresentados
mais adiante, quando as proteinas de estudo forem descritas separadamente. Como dito, foram
utilizados extratos proteicos das quatro formas celulares de T. cruzi, assim como de diversos
pontos do processo de metaciclogénese, nos ensaios de western blot. Como normalizador dos
western blots realizados, para analisar se uma quantidade equivalente de cada extrato proteico
foi aplicada, foram feitos ensaios de western blot utilizando anticorpos anti-actina (em uma
diluicdo 1:200) e anti-GAPDH (em uma diluicdo de 1:300). As duas proteinas, actina (45
kDa) e GAPDH (~40 kDa), possuem a caracteristica de serem constitutivamente expressas em
todas as formas celulares de T. cruzi, e por isso sdo bons alvos para analises de normalizagdo

de extratos proteicos (Figura 5.9).
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Figura 5.9. Western blot dos normalizadores de extratos proteicos.
A) Normalizador do extrato dos pontos da metaciclogénese utilizando o soro anti-actina; B) normalizador dos

extratos do ciclo de vida do T. cruzi utilizando o soro anti-actina; C) normalizador dos extratos do ciclo de vida
utilizando o soro anti-GAPDH. E: forma epimastigota; M: forma tripomastigota metaciclico; A: forma
amastigota; T: tripomastigota sanguineo; 3h, 6h, 12h, 18h, 24h, 48h, 72h: extratos proteicos de parasitas aderidos
ao substrato ap6s 3, 6, 12, 18, 24, 48 e 72 horas de indugdo com TAU3AAG, respectivamente. Ao lado esquerdo
da figura, duas bandas de referéncia do marcador de peso molecular.

52



De todos os extratos utilizados, o Unico que apresentou uma diferenca mais
significativa de intensidade no resultado do western blot foi o extrato de amastigota, em
relacdo a GAPDH. Os outros, apesar de algumas leves variacBes, e do aparecimento de
bandas inespecificas, apresentaram um padrdo bastante homogéneo, demonstrando uma
uniformidade da quantidade de extrato proteico aplicado. A caracterizacdo do que seria um
normalizador adequado é muito dependente do processo que esta sendo avaliado. E possivel
que, embora considerado um normalizador aceitdvel, GAPDH ndo apresente expressao

constitutiva e idéntica nos estagios do ciclo de vida de T. cruzi.

5.10 Imunolocalizacéo

Apos a analise por western blot, foi selecionado um antissoro para cada uma das 6
proteinas e utilizados para a realizacdo dos ensaios de imunolocaliza¢do. Foram preparadas
laminas de microscopia de oito pocos separados por teflon, contendo tanto parasitas na forma
tripomastigota metaciclica, como parasitas na forma epimastigota. Os resultados de
imunolocalizacdo serdo discutidos posteriormente, quando as proteinas estudadas forem

descritas separadamente.

5.11 Localizacéo celular com etiqueta fluorescente

Também foram realizadas andlises de localizacdo celular expressando, no proprio
parasita, a proteina de interesse fusionada a uma etiqueta fluorescente. Foram utilizados os
vetores de expressdo pTcGFP apresentados no item 5.5, que foram transfectados em
epimastigotas da cepa Dm28c. Dos plasmideos obtidos contendo 0s genes de interesse,
somente para um deles (AO05 carboxila-terminal) os parasitas morreram pouco tempo depois
da transfeccdo. Todos os outros vetores foram transfectados com sucesso nos parasitas, que
foram selecionados acrescentando, ao meio de cultura, o antibiético G418. A transfeccdo do

gene A05 carboxila-terminal sera repetida futuramente.

Apbs o periodo de selecdo dos parasitas, foram produzidas ldaminas de microscopia
com os parasitas transfectantes tanto na forma epimastigota quanto na forma tripomastigota

metaciclica.
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Foi possivel observar padroes de fluorescéncia das proteinas recombinantes na forma
epimastigota. No entanto, ndo foi possivel observar os padres de fluorescéncia adquiridos
pelos parasitas transfectantes na forma tripomastigota metaciclica, provavelmente devido ao

tamanho do parasita e ao fraco sinal fluorescente da proteina GFP (green fluorescent protein).

Para comprovar a expressao das proteinas de interesse fusionadas a etiqueta GFP,
foram realizados ensaios de western blot com os extratos dos transfectantes nas formas
epimastigota e tripomastigota metaciclica. Nos ensaios em que foi utilizado o soro anti-GFP
ndo foi observado sinal, provavelmente devido a algum problema com o soro utilizado. Para
as proteinas as quais foram obtidos os anticorpos policlonais, o resultado do western blot sera

apresentado mais a frente, junto com a descrigdo individualizada de cada gene.

5.12 Nocaute génico

Conforme descrito no item 4.12, foi feita a amplificacdo das regides intergénicas a
montante e a jusante dos genes selecionados. As regides intergénicas dos 9 genes
selecionados para a realizacdo dos nocautes génicos foram amplificadas com sucesso (Figura
5.10A). Para alguns produtos de amplificacdo foram observadas bandas duplas préximas as
bandas desejadas, que apesar de tentativas de otimizacdo das reacOGes, ndo puderam ser
eliminadas. Somente o gene A06 ndo foi selecionado para a realizacdo do nocaute génico,
pois atravées da analise de coOpias génicas da plataforma  TcruziKO
(omics.icc.fiocruz.br/TcruziKO; LORUSSO, 2013) estimou-se que esse gene tivesse

aproximadamente 9 copias no genoma de Dm28c.

Em seguida foi feita a amplificacdo dos cassetes de selecdo: genes de resisténcia aos
antibioticos G418 (1.640 pb) e higromicina (2.030 pb). Os dois cassetes de selecdo foram

amplificados com sucesso (Figura 5.10B).

Em seguida esses produtos (as intergénicas e os cassetes de resisténcia amplificados)
foram quantificados e realizada a PCR de fusdo, respeitando as proporcdes de intergénicas e
resisténcia descritas por LORUSSO, 2013. O produto dessa PCR de fusdo, o cassete de
nocaute, foi entdo utilizado como DNA molde para uma nova etapa amplificacdo, conforme

descrito no item 4.12.
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Figura 5.10: Perfil eletroforético da amplificacdo A) das regides intergéncias e B) dos cassetes de
selecéo.
M: marcador de peso molecular de DNA (1Kb, Gibco®), com trés indicadores de tamanho, em pares de base;
N: Neomicina; H: Higromicina; P: Puromicina.

Apos os testes de amplificacdo dos cassetes de nocaute terem comprovado a fusdo,
essas amplificages foram feitas em grande quantidade para obter ao final um grande volume
de produto de fusdo amplificado. As Figuras 5.11 e 5.12 mostram a amplificagdo, em
quantidade, dos cassetes de nocaute dos genes estudados com as resisténcias a neomicina

(G418) e higromicina, respectivamente.
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Figura 5.11: Perfil eletroforético da amplificacao dos cassetes de nocaute contendo o gene
neomicina como marcador de selecéo.
M: marcador de peso molecular de DNA (1Kb, Promega), a banda vermelha corresponde a 3.000 pares de base.
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Figura 5.12: Perfil eletroforético da amplificacao dos cassetes de nocaute contendo o gene
higromicina como marcador de selegéo.
M: marcador de peso molecular de DNA (1Kb, Promega), a banda vermelha corresponde a 3.000 pares de base.

Esses cassetes de nocaute foram concentrados e quantificados e entdo transfectados
em T. cruzi da cepa Dm28c em cultura. Visto a baixa quantidade de cassete de nocaute obtido

para o gene A10, ndo foi realizada a transfec¢do do mesmo.

Apbs a realizagdo da selecdo dos nocautes simples, foi obtido um crescimento
adequado para todos o0s oito genes analisados. Atualmente estamos realizando a validacdo do

sitio de insercdo dos cassetes de recombinacao.

Para os genes A0l e AQ9, foi possivel realizar a transfec¢do objetivando deletar o
segundo alelo. Atualmente, os parasitas contendo a possivel delecdo dupla estdo sendo

selecionados.

As populacbes de parasitas contendo as delecdes génicas, sejam simples ou duplas,
serdo avaliados em relacdo a curva de crescimento, capacidade de diferenciacdo para
tripomastigotas metaciclicos, infectividade em cultura de células e sequenciamento de

transcriptoma por RNA-Seq.
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5.13 Caracteristicas dos genes selecionados

Agora serdo apresentadas as caracteristicas dos genes selecionados para o estudo,
assim como os resultados de western blot, as imunolocalizacGes e as imagens de localizacdo

celular com as proteinas fusionadas a etiqueta fluorescente GFP.

5.13.1 A01, TcCLB.509601.140, Proteina Hipotética.

O clone AO01 possui 543 pares de bases, que codifica uma proteina hipotética de 21
kDa, sem um dominio descrito no banco de dados de familias proteicas PFAM. Essa proteina
foi identificada na andlise do proteoma do ciclo de vida, realizado por ATWOOD e

colaboradores (2005), na fase tripomastigota metaciclico.

Esse gene faz parte do grupo génico SG1276 (TrypansOmics, omics.icc.fiocruz.br), do
qual também faz parte 0 modelo génico TcCLB.509767.140, que foi denominado como clone
A02 no presente estudo. Segundo o banco de dados de genomas de cinetoplastideos,
TritrypDB (http://tritrypdb.org), ambos estéo situados no mesmo cromossomo (Cromossomo

22), e apresentam um grau significativo de similaridade, como mostrado na Figura 5.13.
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. Figura 5.13: Andlise de similaridade entre A0l e AO2.
A esquerda, a identificacdo dos genes, sendo AO01 marcado em cinza. Na parte superior do alinhamento se
encontra a numeracao referente a posigdo dos aminoécidos.

Pode ser visto no alinhamento que a caracteristica mais marcante de diferenca entre as
duas proteinas é a extremidade carboxila-terminal, que em AO1 se prolonga 26 aminoacidos a
mais do que em A02. Esses dois modelos génicos apresentam diversas caracteristicas que o
classificam como alelos, mas essa grande divergéncia protéica é incongruente. No entanto, de
acordo com os resultados do sequenciamento do clone A01, discutido anteriormente, € pouco
provavel que o gene A01, conforme predito no genoma de CL Brener, seja realmente
funcional e provavelmente a forma menor, do gene A02, seja a correta, também presente no

genoma de Dm28c.
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O gene que codifica para a proteina A01/A02 foi amplificado com sucesso e inserido
nos vetores de entrada e destino utilizados pela plataforma Gateway®. No entanto, ndo foi
obtido sucesso na expressdo heteréloga da proteina, mesmo utilizando diferentes cepas de E.
coli para a expressdo. Porém, esses resultados ainda sdo muito preliminares, devido a

obtencdo relativamente recente dos vetores de destino, e 0s ensaios serdo repetidos.

O gene A01 foi também inserido no vetor pTcGFP de expressdo em T. cruzi. Para esse
gene, somente o vetor que fusiona a etiqueta fluorescente GFP na extremidade carboxila-
terminal foi utilizado, sendo observado um padrdo de fluorescéncia difuso pelo citoplasma
celular na forma epimastigota (Figura 5.14). Esses ensaios serdo repetidos com as versdes

mais recentes dos vetores de destino.

Figura 5.14: Micrografia da localizacdo da proteina A01 fusionada a etiqueta fluorescente.
Parasitas com a etiqueta florescente GFP fusionada na extremidade carboxila-terminal. A) contraste de fase; B)
localizacdo celular com o uso da etiqueta GFP (verde); C) sobreposicao da localizacao celular GFP com o
marcador de fluorescéncia de ndcleo e cinetoplasto, Hoeschst. Barra de escala: 10 um.

Até 0 momento, o gene TcCLB.509601.140 é um dos dois genes para 0S quais 0
nocaute génico simples, com resisténcia a neomicina, foi obtido. Com esses parasitas, foi
realizada uma curva de crescimento para analisar o efeito da delecdo desse gene no
crescimento da cultura de parasitas na fase epimastigota. Nao houve diferenca significativa no
crescimento dos parasitas nocaute em compara¢do com o0s parasitas selvagens (dado néo

apresentado).

5.13.2 A03, TcCLB.508637.130, Proteina Hipotética Conservada.

O clone AO03 corresponde ao grupo génico SG1736 (modelos génicos

TcCLB.509245.20 e TcCLB.508637.130) e possui 519 pares de bases, codificando uma
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proteina hipotética conservada de cerca de 20 kDa, apresentando dois dominios estruturais

EF-hand 7 de ligacdo ao célcio.

O dominio EF-hand apresenta conservacao de varios aminoacidos como pode ser visto
pelo gréafico da Figura 5.15. O eixo X corresponde a posi¢cdo do aminoacido dentro do
dominio PFAM e 0 eixo Y seu grau de conservacdo. Por exemplo, na posicdo 6 (eixo X)
existe a possibilidade de ocorréncia de fenilalanina e triptofano, sendo que a fenilalanina é

mais conservada, evidenciado pela letra F em maior tamanho.
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Figura 5.15: Grafico HMM relativo ao dominio EF-hand.
Gréfico HMM retirado do programa PFAM mostrando o grau de conservacdo em cada posi¢cdo aminoacidica do
dominio EF-hand. No eixo inferior do grafico estdo numeradas as posi¢des aminoacidicas do dominio e no eixo
lateral o grau de conservacao.

No entanto, a confiabilidade da identidade do dominio PFAM EF-hand na proteina
TcCLB.508637.130 € baixa. O primeiro dominio EF-hand (mais amino-terminal) apresenta

um e-value de 0,86 e 0 segundo (mais carboxila-terminal) apresenta um e-value de 4,2E+04.

O dominio EF-hand é um dominio estrutural hélice-loop-hélice encontrado em uma
grande familia de proteinas de ligacdo ao célcio. Esses dominios tendem a ocorrer aos pares, e
podem ser divididos em duas classes, os sensores de calcio, que traduzem o sinal quimico de
um aumento na concentracdo de Ca®* em diversas reacdes bioquimicas, e os moduladores de

célcio, que ajudam a modular o sinal do Ca** espaco-temporalmente ao se ligarem ao Ca**
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livre, transmitindo o sinal ou removendo os ions do citoplasma (NELSON et al., 2001;
GIFFORD et al., 2007).

A Figura 5.16 mostra o grau de similaridade da proteina AO3 com proteinas ortdlogas

em T. brucei, T. gambiense e T. evansi, mostrando a grande conservacdo da proteina
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Figura 5.16: Andlise de similaridade entre A03 e ortélogos encontrados em outros
tripanossomatideos.
Em cinza, a esquerda, a identificacdo do gene A03, e logo abaixo dele a sequéncia do gene parélogo a ele. Na
parte superior do alinhamento se encontra a numeragéo referente a posicdo dos aminoacidos.

O gene TcCLB.508637.130 foi amplificado e inserido nos vetores utilizados pela
plataforma Gateway®. Foi obtido sucesso na expressdo heterdloga da proteina na cepa
bacteriana Tuner(DE3)pLysS, procedendo em seguida para a purificagdo e inoculagéo, da
mesma, em camundongos. Apds as inoculacdes e a obtencdo dos soro, a qualidade e
especificidade do mesmo foi analizada por western blot contra extratos proteicos das quatro
formas celulares de T. cruzi e contra extratos proteicos de diversos pontos do processo de
metaciclogénese. Dos trés soros obtidos contra a proteina A03, os western blots daquele que
se mostrou mais especifico estd apresentado na Figura 5.17. E possivel observar, pela
comparacdo com o grafico obtido do RNAseq que o nivel de expressdo da proteina

corresponde ao nivel de mMRNA observado.
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Figura 5.17: Western blot com o soro A03 contra os extratos proteicos do ciclo de vida do T.
cruzi.

A) contra extrados das quatro formas celulares do parasita; B) padrdo de expressdo do gene TcCLB.508637.130
obtido pelos dados de RNAseq. E: forma epimastigota; M: forma tripomastigota metaciclico; A: forma
amastigota; T: tripomastigota sanguineo. Ao lado esquerdo de cada figura, duas bandas de referéncia do
marcador de peso molecular.

Foi realizado o ensaio de western blot contra os diferentes pontos da metaciclogénese,

no entanto, ndo foi observado sinal. Esse ensaio sera repetido.

Utilizando o soro obtido contra a proteina A03 foram realizadas imunolocalizagdes e
foi observado um padréo de localizacdo nuclear (Figura 5.18), sem sinal de outra localizagédo
celular. Esse padrdo pode ser observado tanto em parasitas na forma epimastigota quanto em

parasitas na forma tripomastigota metaciclica.
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Figura 5.18: Imunolocalizacéo celular da proteina A03.
A), B) e C) parasitas na fora epimastigota; D), E) e F) parasitas na forma tripomastigota metaciclica. A) e D)
contraste de fase; B) e E) imunolicalizagéo celular com soro contra a proteina A03; C) e F) sobreposicédo da
imunolocalizagdo com o marcador de fluorescéncia de nicleo e cinetoplasto, Hoeschst. Barra de escala: 10 um.

A proteina A03 foi expressa em T. cruzi fusionada a etiqueta fluorescente, utilizando o
vetor pTcGFP. Foram utilizados os vetores que fusionam a etiqueta GFP em ambas as
extremidade da proteina. A posicdo da etiqueta fluorescente em ambas as extremidades
evidenciou um padrédo de fluorescéncia difuso pelo citoplasma celular da forma epimastigota,
com um pequeno acumulo de fluorescéncia na regido posterior dos parasitas nos quais a

etiqueta fluorescente foi fusionada na extremidade amino-terminal da proteina (Figura 5.19).

A incongruéncia da localizacdo pela imunofluorescéncia e pela fusdo com GFP ndo é
totalmente inesperada. A proteina em estudo se expressa prioritariamente em tripomastigota
metaciclico e ndo foi possivel observar sinal da proteina fusionada a GFP nessa forma; a
expressao em epimastigota, por ser em um contexto celular distinto do natural, pode impedir a
localizagédo nuclear da mesma. Além disso, € sabido que a fusdo da proteina com uma etiqueta
pode alterar a sua conformacéo e consequentemente a sua localizacdo celular. E importante
salientar que o modelo génico clonado é uma versdo mais curta, sem uma extremidade amino-

terminal, a qual poderia ser um sinal de localizagdo nuclear.
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Figura 5.19: Micrografia da localizacédo da proteina A03 fusionada a etiqueta fluorescente.
Parasitas com a etiqueta florescente GFP fusionada na extremidade carboxila-terminal(A, B e C) e amino-
terminal (D, E e F). A) e D) contraste de fase; B) e E) localizagdo celular com o uso da etiqueta GFP (verde); C)
e F) sobreposicao da localizagéo celular GFP com o marcador de fluorescéncia de nicleo e cinetoplasto,
Hoeschst. Barra de escala: 10 pum.

Foi realizado western blot para comprovar a fusdo da proteina de estudo com a
etiqueta GFP. Foi utilizado o soro anti-A03 e o0s extratos dos parasitas transfectantes com a

etiqueta GFP na extremidade amino e carboxila, mas no entanto, ndo foram visualizadas

bandas no western blot.

5.13.3 A04, TcCLB.507143.60, Proteina Hipotética.

O clone AO04 corresponde ao grupo g@énico SG1919 (modelos génicos
TcCLB.507143.60 e TcCLB.506319.40) e possui 1.451 pares de bases que codificam uma

proteina hipotética de aproximadamente 53 kDa, ndo apresentando um dominio descrito no

banco de dados de familias proteicas PFAM.



Foi observada a existéncia de um ortdlogo em T. cruzi marinkellei (Tc_ MARK 1170),
uma subespécie de T. cruzi associada a morcego, com um escore de similaridade de 89,5%. A
Figura 5.20 mostra o padréo de similaridade entre A0O4 e Tc_MARK _1170.
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Figura 5.20: Anélise de similaridade entre A04 e a proteina ortéloga em T. cruzi marinkellei
Em cinza, a esquerda, a identificacdo do gene A04. Na parte superior do alinhamento se encontra a numeragéo
referente a posicdo dos aminoacidos.

O gene AO04 foi amplificado e inserido nos vetores utilizados pela plataforma
Gateway®. Foi obtido sucesso na expressdo heteréloga da proteina na cepa bacteriana
Tuner(DE3)pLysS, procedendo em seguida para a purificacdo e inoculacdo da mesma em
camundongos. Apos a obtencdo dos soros, a qualidade dos mesmos foi analisada por western
blot contra os extratos do ciclo de vida (Figura 5.21). Pela comparagdo com o grafico obtido
do RNAseq, é possivel constatar que o nivel de expressédo da proteina corresponde ao nivel de

MRNA observado, apesar do fraco sinal obtido no western blot.
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Figura 5.21: Western blot com o soro A04 contra os extratos proteicos do T. cruzi.
A) contra extrados das quatro formas celulares do parasita; B) padrdo de expressdo do gene TcCLB.507143.60
obtido pelos dados de RNAseq. E: forma epimastigota; M: forma tripomastigota metaciclico; A: forma
amastigota; T: tripomastigota sanguineo. Ao lado esquerdo de cada figura, duas bandas de referéncia do
marcador de peso molecular.
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Foi realizado o ensaio de western blot contra os diferentes pontos da metaciclogénese,
no entanto, ndo foi possivel visualizar o reconhecimento do anticorpo com a proteina. Esse

procedimento sera repetido.

E possivel observar pela Figura 5.22 a imunolocalizacdo da proteina A04,
apresentando uma localizacdo difusa pelo citoplasma celular, nas formas epimastigota e
tripomastigota metaciclica. Além disso, na forma tripomastigota a proteina aparenta ter uma

localizagdo mais acentuada na metade proximal do flagelo do parasita.

Figura 5.22: Imunolocalizaco celular da proteina A04.
A), B) e C) parasitas na fora epimastigota; D), E) e F) parasitas na forma tripomastigota metaciclica. A) e D)
contraste de fase; B) e E) imunolicalizagéo celular com soro contra a proteina A04; C) e F) sobreposicédo da
imunolocalizagdo com o marcador de fluorescéncia de nicleo e cinetoplasto, Hoeschst. Barra de escala: 10 pm.

A proteina A04 foi expressa no préprio T. cruzi fusionada a etiqueta fluorescente GFP,
utilizando o vetor pTcGFP. Foram utilizados vetores que fusionam a etiqueta fluorescente em
ambas as extremidade da proteina. O padréo de fluorescéncia observado, apesar de fraco, foi
difuso por todo o citoplasma das células, e possivel de visualizar somente dos vetores com a

etiqueta fluorescente na extremidade amino-terminal (Figura 5.23).
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Figura 5.23: Micrografia da localizacéo da proteina A04 fusionada a etiqueta fluorescente.
A) contraste de fase; B) localizagdo celular com o uso da etiqueta GFP (verde) fusionada a extremidade amino-
terminal; em azul marcador de fluorescéncia Hoechst. Barra de escala: 10 pm.

O resultado do western blot de comprovacéo da fusdo da proteina A04 com a etiqueta
fluorescente pode ser visualizado na Figura 5.24. Seriam esperadas duas bandas no resultado
do western blot: uma referente a proteina A04, perto de 50 kDa, e uma banda cerca de 30 kDa
acima, referente a proteina A04 mais a etiqueta GFP. Apesar de apresentar bandas nas regides

esperadas, a presenca de outras bandas inespecificas impossibilita uma comprovacéo precisa.
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Figura 5.24: Comprovacao da fusdo da proteina A04 com a etiqueta GFP.
A) Extrato protéico dos parasitas com a GFP na extremidade carboxila; B) extrato protéico dos parasitas com a
GFP na extremidade amino. X marca a regido esperada da ocorréncia das bandas.

5.13.4 AO05, TcCLB.506925.10, Proteina Hipotética.

O clone AO05 corresponde ao grupo génico SG7098 (modelo génico
TcCLB.506925.10) e possui 936 pares de bases, codificando uma proteina hipotética com

cerca de 36 kDa, que possui um dominio da familia das ciclinas em sua sequéncia.

66



Possui um ortélogo em T. cruzi marinkellei (Tc_ MARK 6266), com um escore de
similaridade de 90,0%. A Figura 5.25 mostra o padrdo de similaridade entre AQ05 e
Tc_MARK_6266.
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Figura 5.25: Analise de similaridade entre A05 e a proteina ortéloga em T. cruzi marinkellei.
Em cinza, a esquerda, a identificacdo do gene A05. Em preto a regido do dominio ciclina. Na parte superior do
alinhamento se encontra a numeragao referente a posicdo dos aminoacidos.

As ciclinas compreendem um grupo de proteinas eucaridticas que desempenham um
papel ativo no controle dos ciclos de divisdo celular e regulando um grupo de enzimas
quinases dependentes de ciclina (CDKSs). Existem dois grupos principais de ciclinas, as G1/S
ciclinas, essenciais no controle do inicio do ciclo celular, e as G,/M ciclinas, essenciais no
controle da mitose (GALDERISI et al., 2003).

O gene AO05 foi amplificado com sucesso e inserido nos vetores de entrada e destino
utilizados pela plataforma Gateway®. Foi obtido sucesso na expressdo heteréloga da proteina
na cepa bacteriana Tuner(DE3)pLysS, procedendo em seguida para a purificacdo e inoculacéo
da proteina em camundongos. Os soros obtidos contra a proteina A05 foram analisados por
western blot contra extratos do ciclo de vida do T. cruzi (Figura 5.26). Apesar do baixo sinal
obtido no western blot, é possivel constatar que o nivel de expressdo da proteina corresponde
ao nivel de mRNA obtido pelo RNAseq.
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Figura 5.26: Western blot com o soro A05 contra os extratos proteicos do T. cruzi.

A) contra extrados das quatro formas celulares do parasita; B) padrdo de expresséo do gene TcCLB.506925.10
obtido pelos dados de RNAseq. E: forma epimastigota; M: forma tripomastigota metaciclico; A: forma
amastigota; T: tripomastigota sanguineo. Ao lado esquerdo de cada figura, duas bandas de referéncia do

marcador de peso molecular.

Apesar de também ter sido realizado o western blot contra os pontos da

metaciclogénese, ndo foi possivel visualizar o reconhecimento do anticorpo com a proteina.

Foi entdo realizada a imunolocalizacdo da proteina A05, utilizando o soro usado no
western blot do ciclo de vida (Figura 5.27). Nos parasitas na forma epimastigota foi
observado um padrdo de localizacdo difuso pelo citoplasma celular, apresentando, assim
como para a proteina A04, um sinal mais acentuado na porcéo proximal do flagelo. N&o foi

observada sinal de fluorescéncia na forma tripomastigota metaciclica.

Figura 5.27: Imunolocalizacéo da proteina AO5.
A) contraste de fase; B) imunolicalizacdo celular com soro contra a proteina A05; C) sobreposicéo da
imunolocalizagcdo com o marcador de fluorescéncia de nucleo e cinetoplasto, Hoeschst. Barra de escala: 10 um.
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A proteina A05 foi expressa no proprio T. cruzi fusionada a etiqueta fluorescente GFP,
utilizando o vetor pTcGFP. Foram utilizados os vetores que fusionam a etiqueta GFP em
ambas as extremidades da proteina. No entanto, os parasitas transfectados com a etiqueta
fluorescente na extremidade carboxila-terminal ndo sobreviveram as primeiras semanas apos
a transfeccdo. Nos parasitas transfectantes com a etiqueta GFP fusionada a extremidade
amino-terminal ndo foi observada fluorescéncia, provavelmente devido a baixos sinal e

estabilidade da etiqueta fluorescente.

5.13.5 A06, TcCLB.505789.20, Proteina Hipotética Conservada.

O clone AO06 corresponde ao grupo g@énico SG0222 (modelos génicos
TcCLB.505789.20, TcCLB.510065.10, TcCLB.505789.10, TcCLB.509441.10,
TcCLB.510063.30 e TcCLB.510065.5) e possui 1.461 pares de bases e codifica uma proteina
hipotética conservada de aproximadamente 53 kDa. Dois dominios foram identificados
utilizando o banco de dados PFAM, um dominio Prominin com e-value de 0,14 e um dominio
SUR7 com e-value de 0,61 Também foi identificada no proteoma da membrana do
reservossomo da cepa Dm28c de T. cruzi, realizado por SANT'ANNA e colaboradores
(2009), assim como na anélise do proteoma de T. cruzi durante a metaciclogénese publicada
por DE GODOY e colaboradores. (2012), com uma expressdo diferenciada na forma
tripomastigota metaciclica. Ela apresenta ortélogos em diversos outros tripanossomatideos, e

a Figura 15.28 apresenta o padrdo de similaridade entre eles.
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Figura 5.28: Analise de similaridade entre AO6 e ortélogos em outros tripanossomatideos.
Em cinza, a esquerda, a identificacdo do gene A06. A barra preta inferior delimita a regido do dominio prominin
e a barra inferior vermelha a regido do dominio SUR7. Na parte superior do alinhamento se encontra a
numeracao referente a posicdo dos aminoacidos.

Quando a sequéncia proteica € analisada considerando sua hidrofobicidade, é possivel
observar cerca de 5 agrupamentos de aminoacidos hidrofobicos, o que possivelmente
representa regides transmembrana (Figura 5.29). Esse fato corrobora a identificagdo dessa

proteina no proteoma da membrana de reservossomos.
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Figura 5.29: Analise da hidrofobicidade da proteina A06 e de seus ortélogos.
Em cinza, a esquerda, a identificacdo do gene A06. Em vermelho os aminoécidos com caracteristicas
hidrofobicas. Na parte superior do alinhamento se encontra a numeragao referente a posicdo dos aminoacidos.
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Prominin corresponde a uma familia de proteinas de membrana conservada por todo o
reino animal. Apresentam uma topologia de membrana contendo cerca de 5 regifes
transmembrana e dois grandes loops extracelulares glicosilados. A nivel molecular, interage
com colesterol de membrana e é marcador de um novo tipo de lipid-raft baseado em
colesterol. Acredita-se que proteinas da familia prominin possuam um papel na geracdo de
protrusdes da membrana plasmatica, assim como na composicao e organizacao de lipidios de

membrana e em interagdes membrana-membrana (CORBEIL et al., 2001).

SURY € um dominio protéico especifico de fungos, que age no processo de endocitose.
Acredita-se que atue com uma proteina ancora eisossomos, que sdo complexos protéicos
imdveis, que colocalizam com sitios de endocitose de proteinas e lipidios na membrana

plasmatica.

O gene que codifica a proteina A06 foi amplificado e inserido nos vetores de entrada e
destino utilizados pela plataforma Gateway®, mas ndo obteve-se sucesso ha expressio
heter6loga da proteina, mesmo utilizando diferentes cepas de E. coli para a expressdo,
possivelmente devido aos agrupamentos de aminoacidos hidrofébicos encontrados ao longo
da proteina. Futuramente, serdo analisadas novas condi¢des de expressdo, visando otimizar a
expressao desses proteinas com dominios hidrofobicos. Até 0 momento, devido a atrasos na
obtencdo dos clones de entrada, gene A06 ndo foi inserido nos vetores pTcGFP,

impossibilitando a realizacdo dos ensaios de localizacdo celular da proteina.

Devido ao grande numero de cOpias génicas desse gene no genoma de T. cruzi, ndo é

possivel realizar ensaios de nocaute génico.

A Figura 15.30 apresenta a similaridade entre as proteinas A06 e A07 (modelo génico
TcCLB.510065.10), ambas representantes do mesmo grupo génico. Como é possivel
observar, a principal diferenca entre elas se encontra na extremidade carboxila-terminal, que
em AOQ7 se estende 12 aminoacidos a mais do que em A06. Como dito anteriormente, nao foi

obtido sucesso na amplificacdo do clone A07.
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Figura 5.30: Analise de similaridade entre A06 e A07.
Em cinza, a esquerda, a identificacdo do gene A06. Na parte superior do alinhamento se encontra a numeracao
referente a posicao dos aminoacidos.

5.13.6 A08, TcCLB.508863.10, Proteina Hipotética Conservada.

O clone AO08 corresponde ao grupo génico SG8686 (modelo génico
TcCLB.508863.10) que possui 564 pares de bases, codificando uma proteina de cerca de 20
kDa anotada como hipotética conservada, observada em diversos tripanossomatideos. Foram
encontradas duas regides referentes a possiveis dominios para essa proteina no banco de
dados de familias proteicas PFAM: uma regido de dominio DUF1152 (Domain of Unknown
Function), com um valor de e-value de 2,6E+04, e uma regido de dominio LSR (Lipolysis-
Stimulated Receptor), com valor de 0,38. Essa proteina foi identificada na andlise do
proteoma do T. cruzi durante o processo de metaciclogénese realizado por DE GODOY e
colaboradores (2012), com uma expressao diferenciada na forma tripomastigota metaciclica.
A Figura 5.31 apresenta a similaridade entre A08 e seus ortélogos nos outros

tripanossomatideos, evidenciando a regido dos dois dominios descritos.
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Figura 5.31: Andlise de similaridade entre A08 e ortdlogos em outros tripanossomatideos.
Em cinza, a esquerda, a identificacdo do gene A08. A barra preta delimita a regido do dominio DUF1152 e a
barra vermelha o dominio LSR. Na parte superior do alinhamento se encontra a numeracéo referente a posicao
dos aminoé&cidos.

Levando em consideracdo a hidrofobicidade da sequéncia aminoacidica, é possivel
observar duas grandes regides de concentragdo de aminoacidos hidrofébicos (Figura 5.32).
Isso pode sugerir uma localizacdo transmembranar para a proteina A08, o que justificaria a
impossibilidade de obtencdo da proteina recombinante, visto que proteinas com regides

hidrofébicas de membrana séo de dificil obtengdo em bactérias.
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Figura 5.32 Andlise da hidrofobicidade da protéina A08 e de seus ortdlogos.
Em vermelho os aminoécidos com caracteristicas hidrofobicas. Na parte superior do alinhamento se encontra a
numeracao referente a posi¢do dos aminoacidos.

O LSR (Lipolysis-stimulated receptor) € um receptor de lipoproteina encontrado no
figado que, na presenca de &cidos graxos, reconhece apolipoproteinas (proteinas que
interagem com lipideos para formar lipoproteinas) B ou E e leva a internalizacdo ou
degradacéo de particulas de lipoproteinas. Ele apresenta maior afinidade por lipoproteinas
ricas em triglicerideos (BIHAIN & YEN, 1998).
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O gene A08 foi amplificado e inserido nos vetores de entrada e destino utilizados pela
plataforma Gateway®. No entanto, néo foi obtido sucesso na expressdo heteréloga da proteina

com as cepas bacterianas utilizadas, e com isso ndo foram realizados os ensaios imunoldgicos.

O gene A08 foi inserido no vetor pTcGFP de expressdao em T. cruzi. Para esse gene,
foram utilizados vetores que fusionam a etiqueta fluorescente GFP em ambas as extremidade
da proteina. Foi observado um padrdo de fluorescéncia colocalizando com a marcagdo do
cinetoplasto na proteina com a etiqueta fluorescente na extremidade amino, e uma localizago
difusa pelo citoplasma, na proteina com a etiqueta na extremidade carboxila-terminal (Figura
5.33).

.
.
Figura 5.33: Micrografia da localiza¢édo da proteina A08 fusionada a etiqueta fluorescente.
Parasitas com a etiqueta florescente GFP fusionada na extremidade carboxila-terminal(A, B e C) e amino-
terminal (D, E e F). A) e D) contraste de fase; B) e E) localizagdo celular com o uso da etiqueta GFP (verde); C)

e F) sobreposicdo da localizacdo celular GFP com o marcador de fluorescéncia de ndcleo e cinetoplasto,
Hoeschst. Barra de escala: 10 pum.



5.13.7 A09, TcCLB.508355.230, Proteina Hipotética.

O clone AO09 corresponde ao grupo génico SG8597 (modelo génico
TcCLB.508355.230) e possui 1.323 pares de bases e codifica uma proteina hipotética de
aproximadamente 50 kDa. Ela apresenta ortdlogo no tripanossomatideo T. cruzi marinkellei
(Tc_MARK _4186), com um escore de similaridade de 83,2%. A Figura 5.34 mostra o padrao
de similaridade entre a proteina A09 e seu ortdlogo Tc_ MARK 4186.

221
To_MSARK_418e/0-440 221

|
To_MARK_41861-440 33

Figura 5.34: Analise de similaridade entre A09 e a proteina ort6loga em T. cruzi marinkelle.
Em cinza, a esquerda, a identificacdo do gene A09. Na parte superior do alinhamento se encontra a numeragéo
referente a posicdo dos aminoacidos.

O gene TcCLB.508355.230 foi amplificado e inserido nos vetores de entrada e destino
utilizados pela plataforma Gateway®. Foi obtido sucesso na expressdo heteréloga da proteina
somente na cepa bacteriana Rosetta-gami 2, mas no entanto o rendimento da mesma foi muito
baixo, o que impossibilitou sua inoculagdo nos camundongos. Tentou-se otimizar a expressao
da proteina, modificando o volume de indu¢do, mas o rendimento ainda continuou baixo, 0

que levou a descontinuidade dos experimentos com essa proteina.

O gene A09 foi com sucesso inserido no vetor pTcGFP de expressdo em T. cruzi. Para
esse gene, foram utilizados os vetores que fusionam a etiqueta fluorescente GFP em ambas as
extremidade da proteina. No entanto, ndo foi possivel observar nenhuma fluorescéncia nos
parasitas transfectantes. Provavelmente isso se deva a um problema de baixo de sinal da

propria proteina fluorescente.

O nocaute simples do gene TcCLB.508355.230 foi realizado. Apds os parasitas terem
sido selecionados, foi realizada uma curva de crescimento para analisar o efeito da delegéo
desse gene no crescimento da cultura de parasitas. A Figura 5.36 mostra o grafico realizado

com os dados obtidos da curva de crescimento realizada por um periodo de sete dias. N&o
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houve diferenca significativa no crescimento dos parasitas nocaute em comparacdo com 0S

parasitas selvagens.

5.13.8 A10, TcCLB.510355.230, Proteina Hipotética Conservada.

O clone A10 corresponde ao grupo g@énico SG6132 (modelos génicos
TcCLB.510355.230 e TcCLB.506753.70) que tem 498 pares de bases e codifica uma proteina
hipotética conservada de cerca de 19 kDa, que possui dois dominios identificados no banco de
dados PFAM: um dominio Rlla (Regulatory subunit of type 1l PKA R-subunit), com um valor
de confiabilidade de 2,4E+03, e um dominio EF-hand, com um valor de confiabilidade
7,3E+03. A Figura 5.35 mostra a similaridade entre a proteina A10 e ort6logos nos outros

tripanossomatideos, assim como a posi¢do dos dominios identificados.
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Figura 5.35: Analise de similaridade entre A10 e ort6logos em outros tripanossomatideos.
Em cinza, a esquerda, a identificacdo do gene A10. A barra preta delimita a regido do dominio Rlla e a barra
vermelha o dominio EF-hand. Na parte superior do alinhamento se encontra a numeragao referente a posicdo dos
aminoéacidos.

Em eucariotos, proteinas quinases cAMP-dependentes (PKAs) medeiam uma vasta
variedade de respostas a estimulos externos. As PKAs sdo formadas por subunidades
cataliticas (C) e regulatorias (R), que correspondem a produtos de genes distintos. Além de
atuar como inibidor da subunidade C, a subunidade R ancora a holoenzima em um local
especifico no interior da célula, impedindo a entrada da subunidade C no ndcleo. S&o
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descritos dois tipos de subunidade R - | e Il - cada um dividido em alfa e beta. E nessas
subunidades que se encontram a interface de dimerizacdo da enzima e o sitio de ligacdo para
as proteinas de ancoramento da quinase A (AKAPs) (CANAVES, et al., 2002).

O gene A10 foi amplificado e inserido nos vetores de entrada e destino utilizados pela
plataforma Gateway®. Foi obtido sucesso na expressdo heteréloga da proteina na cepa

bacteriana Tuner(DE3)pLysS, procedendo em seguida para a purificacdo e inoculagdo nos
camundongos.

Tendo obtido os soros contra a proteina A10, foram feitas analises por western blot
para analisar a qualidade do mesmo. Esses ensaios foram realizados contra extratos de T.
cruzi referentes as 4 formas celulares do parasita e a diversos pontos do processo de
metaciclogénese (Figuras 5.36 e 5.37).
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Figura 5.36: Western blot com o soro A10 contra os extratos proteicos do T. cruzi.
A) contra extrados das quatro formas celulares do parasita; B) padrdo de expressdo do gene TcCLB.510355.230
obtido pelos dados de RNAseq. E: forma epimastigota; M: forma tripomastigota metaciclico; A: forma
amastigota; T: tripomastigota sanguineo. Ao lado esquerdo de cada figura, duas bandas de referéncia do
marcador de peso molecular.
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Figura 5.37: Western blot com o soro A10 contra os extratos proteicos da metaciclogénese.
Contra extratos pontos da metaciclogénese. E: forma epimastigota; M: forma tripomastigota metaciclica; 3h, 6h,
12h, 18h, 24h, 48h, 72h: extratos proteicos de parasitas aderidos ao substrato apds 3, 6, 12, 18, 24, 48 e 72 horas

de inducdo com TAU3AAG, respectivamente. Ao lado esquerdo da figura, duas bandas de referéncia do

marcador de peso molecular.

E possivel comparar o resultado do western blot da Figura 5.36A com o grafico obtido
do RNAseq (Figura 5.36B). No grafico em questdo € possivel observar que 0s parasitas na
forma amastigota apresentam uma taxa menor de mRNA da proteina em questdo, se
comparado com as outras formas de celulares do parasita. No resultado do western blot é
observada a auséncia de expressdo da proteina em amastigotas e uma maior expressao em
tripomastigota sanguineo, ndo muito condizente com o resultado de RNAseq. Provavelmente,
essa alteracdo se deva a processos de regulacdo pos-transcricional observados no parasita,
como degradacdo de mRNA ou da prépria proteina. No western blot utilizando os extratos da
metaciclogénese € observado um acentuado aumento no sinal na forma tripomastigota

metaciclica, como esperado.

Com os soros obtidos foi realizada a imunolocalizacdo da proteina Al10, e foi
observado um padréo de localizagdo no flagelo do parasita (Figura 5.38), tanto nas formas

epimastigota como nas formas tripomastigota metaciclica.
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Figura 5.38: Imunolocalizacéo da proteina A10.
A), B) e C) parasitas na fora epimastigota; D), E) e F) parasitas na forma tripomastigota metaciclica. A) e D)
contraste de fase; B) e E) imunolicalizacdo celular com soro contra a proteina A10; C) e F) sobreposicdo da
imunolocalizacdo com o marcador de fluorescéncia de nicleo e cinetoplasto, Hoeschst. Barra de escala: 10 um.

Comparando o resultado do western blot com o observado nas imunolocalizages, é
possivel correlacionar a fungédo da proteina A10 com a atividade do flagelo do parasita, visto
que a Unica forma celular do parasita a qual o anticorpo anti-A10 ndo se ligou foi amastigota,
a forma celular na qual o flagelo se encontra bastante reduzido. Talvez seja interessante no

futuro realizar a imunolocalizacdo da proteina A10 em parasitas na forma amastigota.

A proteina A10 também foi expressa no préprio T. cruzi fusionada a etiqueta
fluorescente GFP. Foram utilizados os vetores que fusionam a etiqueta fluorescente em ambas
as extremidade da proteina. Sé foi possivel a visualizacdo de fluorescéncia quando a etiqueta
GFP foi fusionada a extremidade amino-terminal da proteina, apresentando um padrao difuso
pelo citoplasma celular, com uma intensidade maior de fluorescéncia em alguns pontos da

regiao posterior do parasita (Figura 5.39).
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Figura 5.39: Micrografia da localizacédo da proteina A10 fusionada a etiqueta fluorescente.
Parasitas com a etiqueta florescente GFP fusionada na extremidade amino-terminal. A) contraste de fase; B)
localizagéo celular com o uso da etiqueta GFP (verde); C) sobreposicéo da localizagdo celular GFP com o
marcador de fluorescéncia de nlcleo e cinetoplasto, Hoeschst. Barra de escala: 10 pum.

N&o foi observada uma correspondéncia entre as imunolocalizacfes e 0s ensaios de
localizacdo celular com a proteina A10 fusionada a uma etiqueta fluorescente. Uma
possibilidade é que a adicdo de uma etiqueta fluorescente, com aproximadamente 240
aminoacidos, pode ter interferir com a correta localizacdo da proteina, supondo que a
imunolocalizacdo esteja correta. O resultado do western blot apresentou as duas bandas
esperadas: uma com cerca de 20 kDa, referente ao tamanho da proteina Al10, e outra com

aproximadamente 50 kDa, correspondendo a fusdo de A10 com a etiqueta GFP (Figura 5.40).
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Figura 5.40: Comprovacao da fusdo da proteina A10 com a etiqueta GFP.
A) Extrato protéico dos parasitas com a GFP na extremidade carboxila; B) extrato protéico dos parasitas com a
GFP na extremidade amino. Os circulos marcam as bandas esperadas: circulos inferiores, a proteina A10, e
circulos superiores, a fusdo A10 + GFP.
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5.13.9 All, TcCLB.506825.40, Proteina Hipotética Conservada.

O clone A1l corresponde ao grupo g@énico SG3124 (modelos génicos
TcCLB.506825.40 e TcCLB.506681.40), possui 1.548 pares de bases, e codifica uma proteina
hipotética conservada de aproximadamente 58 kDa, que apresenta no banco de dados PFAM
uma regido TPR-like (Tetratrico-peptide repeat), com um valor de confiabilidade baixo de
0,2. Essa proteina foi identificada no proteoma do ciclo de vida do T. cruzi de ATWOOD e
colaboradores (2005), no fosfoproteoma do processo de metaciclogénese estudado por
MARCHINI e colaboradores (2011), no proteoma do reservossomo da cepa Dm28c de
SANT'ANNA e colaboradores (2009) e no proteoma do processo de metaciclogénese DE
GODOY e colaboradores (2012), com uma expressdo diferenciada na forma tripomastigota
metaciclica. A Figura 5.41 mostra o padrdo de similaridade entre a proteina A1l e ort6logos

no outros tripanossomatideos.
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Figura 5.41: Analise de similaridade entre A1l e ort6logos em outros tripanossomatideos.
Em cinza, a esquerda, a identificacdo do gene All. A barra preta delimita a regido do dominio TPR 11. Na parte
superior do alinhamento se encontra a numeracao referente a posi¢do dos aminoacidos.

A regido repetitiva TPR € um motivo estrutural presente em uma grande variedade de
proteinas, e medeia interacBes proteina-proteina e a associacio de complexos multiproteina. E
um motivo repetido de 34 aminoacidos, variando de 3 a 16 repeticdes em tandem. Proteinas
qgue contém regides repetitivas TPR estdo envolvidas em diversos processo em células

eucarioticas, como a fusdo de vesiculas sinapticas e importacdo mitocondrial. Em bactérias foi
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demonstrada sua importancia em processos como associacdo de membrana externa e
patogenicidade (CORTAJARENA & REGA, 2006; ZEYTUNI & ZARIVACH, 2012).

O gene A11 foi amplificado e inserido nos vetores de entrada e destino utilizados pela
plataforma Gateway®. Foi obtido sucesso na expressio heteréloga da proteina na cepa de E.
coli Tuner(DE3)pLysS, procedendo entdo para a purificacdo e inoculacdo da mesma em

camundongos.

Ap6s a obtencdo dos soros contra a proteina All, foram feitas analises por western
blot para verificar sua qualidade e especificidade. Esses ensaios foram realizados contra
extratos proteicos referentes as 4 formas celulares de T. cruzi e extratos proteicos de diversos

pontos do processo de metaciclogénese (Figuras 5.42 e 5.43).
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Figura 5.42: Western blot com o soro A1l contra os extratos proteicos do T. cruzi.
A) contra extrados das quatro formas celulares do parasita; B) padrdo de expressdo do gene TcCLB.506825.40
obtido pelos dados de RNAseq. E: forma epimastigota; M: forma tripomastigota metaciclico; A: forma
amastigota; T: tripomastigota sanguineo. Ao lado esquerdo de cada figura, duas bandas de referéncia do
marcador de peso molecular.
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Figura 5.43. Western blot com o soro A1l contra os extratos proteicos da metaciclogénese.
Contra extratos pontos da metaciclogénese. E: forma epimastigota; M: forma tripomastigota metaciclica; 3h, 6h,
12h, 18h, 24h, 48h, 72h: extratos proteicos de parasitas aderidos ao substrato apds 3, 6, 12, 18, 24, 48 e 72 horas

de inducdo com TAU3AAG, respectivamente. Ao lado esquerdo da figura, duas bandas de referéncia do

marcador de peso molecular.
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Na Figura 5.42A ¢ possivel observar a maior expressdo da proteina na forma
tripomastigota metaciclica, condizente com o observado no gréfico do sequenciamento
MRNA (Figura 5.42B). Quando observado o western blot do soro anti-All contra extratos da
metaciclogénese é possivel observar um leve aumento de sinal nos extratos de 48 horas, 72

horas e nos tripomastigotas metaciclicos, como seria esperado.

Com os soros obtidos foi realizada a imunolocalizacdo da proteina All, que
apresentou um padréo de localizagéo difuso pelo citoplasma na forma celular epimastigota, e
uma localizagdo pontual nas formas tripomastigota metaciclicas, na regido anterior do parasita
(Figura 5.44).

Figura 5.44. Imunolocalizacdo da proteina Al1l.
A), B) e C) parasitas na fora epimastigota; D), E) e F) parasitas na forma tripomastigota metaciclica. A) e D)
contraste de fase; B) e E) imunolicalizagdo celular com soro contra a proteina A11; C) e F) sobreposi¢do da
imunolocalizagdo com o marcador de fluorescéncia de nicleo e cinetoplasto, Hoeschst. Barra de escala: 10 um.

Além disso, o gene A1l foi inserido nos vetores pTcGFP de expressao em T. cruzi,
que fusionam a etiqueta fluorescente GFP nas extremidades carboxila- e amino-terminal.
Quando analisados os parasitas transfectantes nos quais a etiqueta fluorescente foi fusionada a
extremidade carboxila-terminal da proteina, foi observada uma localizacdo celular na regido
posterior do parasita, podendo corresponder a regido de reservossomos. Quando se observou

0s parasitas nos quais a etiqueta fluorescente foi fusionada a extremidade amino-terminal da
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proteina, foi evidenciado um padrdo de fluorescéncia difuso por todo o citoplasma celular
(Figura 5.45).

. .
Figura 5.45: Micrografia da localizacédo da proteina A1l fusionada a etiqueta fluorescente.
AParasitas com a etiqueta florescente GFP fusionada na extremidade carboxila-terminal(A, B e C) e amino-
terminal (D, E e F). A) e D) contraste de fase; B) e E) localizagdo celular com o uso da etiqueta GFP (verde); C)

e F) sobreposicao da localizagéo celular GFP com o marcador de fluorescéncia de nicleo e cinetoplasto,
Hoeschst. Barra de escala: 10 pum.

Foi comprovada a fusdo da proteina A10 com a etiqueta fluorescente GFP por western
blot. A Figura 5.46 mostra a ocorréncia das duas bandas esperadas, uma referente a proteina

All e outra, cerca de 30 kDa acima, referente a fusdo de A11 com a etiqueta GFP.
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Figura 5.46: Comprovacao da fusdo da proteina A1l com a etiqueta GFP.
A) Extrato protéico dos parasitas com a GFP na extremidade carboxila; B) extrato protéico dos parasitas com a
GFP na extremidade amino. Os circulos marcam as bandas esperadas.

5.13.10 A12, TcCLB.511577.120, Proteina Hipotética Conservada.

O clone A12 corresponde ao grupo génico SG4253 (modelos génicos
TcCLB.511577.120 e TcCLB.509339.10) e possui 507 pares de bases que codificam uma
proteina hipotética conservada de cerca de 19 kDa. Essa proteina foi identificada na analise do
proteoma de T. cruzi durante a metaciclogénese publicada por DE GODOY e colaboradores
(2012), apresentando uma expressdo diferenciada na forma tripomastigota metaciclica.
Utilizando o banco de dados PFAM ndo foram encontrados dominios referentes a essa
proteina, que possui ortélogos em T. brucei, T. brucei gambiense, T. congolense e T. evansi.

A Figura 5.47 mostra a similaridade entre a proteina A12 e seus ort6logos.
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Figura 5.47: Analise de similaridade entre A12 e ort6logos em outros tripanossomatideos.
Em cinza, a esquerda, a identificacdo do gene A12. Na parte superior do alinhamento se encontra a numeragéo
referente & posicao dos aminoacidos.

O gene TcCLB.511577.120 foi amplificado com sucesso e inserido nos vetores de
entrada e destino utilizados pela plataforma Gateway®. A proteina Al2 foi expressa
heterologamente na cepa de E. coli Tuner(DE3)pLysS, procedendo entdo para a purificacdo e

inoculacdo da mesma em camundongos.
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Apds a obtencdo dos soros contra a proteina Al2, também foram feitas analises por
western blot para verificar a qualidade e especificidade dos mesmos. Esses ensaios foram
realizados contra extratos proteicos referentes as 4 formas celulares do T. cruzi e extratos

proteicos de diversos pontos do processo de metaciclogénese (Figura 5.48 e 5.49).
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Figura 5.48: Western blot com o soro A12 contra os extratos proteicos do T. cruzi.
A) contra extrados das quatro formas celulares do parasita, B) padrdo de expressao do gene TcCLB.511577.120
obtido pelos dados de RNAseq. E: forma epimastigota; M: forma tripomastigota metaciclico; A: forma
amastigota; T: tripomastigota sanguineo. Ao lado esquerdo de cada figura, duas bandas de referéncia do
marcador de peso molecular.
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Figura 5.49: Western blot com 0 soro A12 contra os extratos proteicos da metaciclogénese.
Contra extratos pontos da metaciclogénese. E: forma epimastigota; M: forma tripomastigota metaciclica; 3h, 6h,
12h, 18h, 24h, 48h, 72h: extratos proteicos de parasitas aderidos ao substrato ap0s 3, 6, 12, 18, 24, 48 e 72 horas

de inducdo com TAU3AAG, respectivamente. Ao lado esquerdo da figura, duas bandas de referéncia do

marcador de peso molecular.

Na Figura 5.48 o resultado de western blot é condizente com o observado no grafico
de sequenciamento de mRNA, sendo que a maior expressdo da proteina é observada em
tripomastigota metaciclico, seguido de uma expressdo mais fraca nas outras formas celulares

do parasita. No western blot utilizando pontos da metaciclogénese como extrato proteico
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(Figura 5.49), foi observado uma expressao especifica em tripomastigota metaciclico, sem

expressao em nenhum dos outros pontos do processo.

Tendo o soro contra a proteina A12 em maos, procedeu-se para 0S ensaios de
imunolocalizacdo, utilizando parasitas na forma epimastigota e tripomastigota metaciclica
(Figura 5.50). Nos parasitas na forma epimastigota foi observado um padréo de localizacdo
difuso/granular pelo citoplasma celular. Em compensacgédo, ndo foi observada fluorescéncia

nos tripomastigotas metaciclicos.

D
/
Figura 5.50: Imunolocalizacéo celular da proteina Al12.
A), B) e C) parasitas na fora epimastigota; D), E) e F) parasitas na forma tripomastigota metaciclica. A) e D)

contraste de fase; B) e E) imunolicalizacdo celular com soro contra a proteina A12; C) e F) sobreposicdo da
imunolocalizacdo com o marcador de fluorescéncia de nicleo e cinetoplasto, Hoeschst. Barra de escala: 10 um.

Além disso, 0 gene TcCLB.511577.120 foi inserido nos vetores pTcGFP de expressao
em T. cruzi, que fusionam a etiqueta fluorescente GFP tanto na extremidades amino-terminal
guanto na extremidade carboxila-terminal da proteina no parasita. No entanto, ndo foi
possivel observar nenhuma fluorescéncia nos parasitas transfectantes, provavelmente devido a
um baixo de sinal da etiqueta fluorescente. O western blot realizado para comprovacgédo da
fusdo da proteina Al12 com a etiqueta GFP também apresentou um baixo sinal, nédo

permitindo a distincdo de bandas nas regides esperadas (dados ndo mostrados).
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6. CONCLUSAO

Dando continuidade a diversos trabalhos de caracterizacdo de proteinas realizados pelo
Instituto de Biologia Molecular do Parand (IBMP) e pelo Instituto Carlos Chagas (ICC-
FIOCRUZ/PR) (PRETI, 2007, LEPREVOST, 2009, YAMAMOTO, 2009), o presente
trabalho deu inicio a caracterizacdo de 10 proteinas do Trypanosoma cruzi, que foram
anotadas no sequenciamento do genoma do parasita como sendo "hipotéticas™ ou "hipotéticas
conservadas”, cujos genes se mostraram diferencialmente expressos na forma celular
tripomastigota metaciclica, dado esse obtido por analises de sequenciamento de RNA
(RNASeq).

Dos 10 genes selecionados, todos foram clonados em vetores compativeis com a
plataforma Gateway®. Inicialmente esses genes foram inseridos no vetor de entrada
pDONR™221, e em seguida transferidos para os vetores de expressdo pDEST ™17, para
expressdo heter6loga em bactéria, e pTcGFP, para a expressdo da proteina em T. cruzi
fusionada a uma etiqueta fluorescente, esse ultimo desenvolvido por nosso grupo (BATISTA,
2008, BATISTA et al., 2010).

Desses dez genes, sete foram expressos em E. coli, sendo que desses, seis (60% do
total) foram obtidos em quantidade adequada para inoculagdo em camundongos para obtencédo
de anticorpos policlonais. A qualidade dos soros obtidos foi analisada por ensaios de western
blot utilizando extratos das quatro formas celulares de T. cruzi, assim como extratos de
diversos pontos do processo de metaciclogénese. Os padrdes de expressdo observados nos
ensaios de western blot condizem com os dados obtidos pelo sequenciamento de mRNA
realizado pelo grupo. Apesar dos dados ndo se complementarem totalmente, o padrdo de
expressao mais elevado em tripomastigota metaciclicos foi observada em todos os resultados

de western blot.

Com os soros, foram realizadas imunolocalizagbes para analisar a posicdo das
proteinas no parasita. Dos seis soros obtidos, trés apresentaram um padrdo de localizacédo
difuso por todo o citoplasma dos epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos. A proteina
AO03 apresentou um padrdo de localizagcdo nuclear em ambas as formas celulares observadas.
A proteina A10 apresentou um padrdo de localizacdo flagelar bastante intenso nas duas
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formas, e A1l apresentou um padrdo difuso pelo citoplasma em epimastigotas e uma

localizacdo pontual anterior em tripomastigotas metaciclicos.

Apesar de terem sido realizados ensaios de localizagdo celular com a proteina
fusionada a etiqueta fluorescente GFP, ndo foi possivel correlacionar esses dados com o0s
dados de localizacdo observados nas imunolocalizagdes. Provavelmente,o grande tamanho da
etiqueta fluorescente influenciou no posicionamento da proteina no interior das células. Além
disso, ndo foi obtido sinal na forma tripomastigota metaciclica, o que inviabilizou a utilizacéo

da etiqueta fluorescente para a realizacdo de localizacéo celular.

Apesar da metodologia de nocaute por PCR de fusdo estar sendo utilizada e ter dado
resultados satisfatorios, a grande dificuldade na obtencdo dos cassetes de nocaute torna a
tarefa bastante trabalhosa, consumindo bastante tempo. E necessario otimizar ainda mais as
condigdes utilizadas na metodologia de PCR de fusdo para a obtencdo dos cassetes de
nocaute. Os resultados obtidos até 0 moment ainda sdo incipientes e sera necessario um

periodo adicional para a realizagdo das andlises e obtencéo de resultados conclusivos.

A finalidade desse trabalho foi trazer um pouco mais de luz sobre esse grupo de
proteinas de funcdo desconhecida, visando auxiliar futuros trabalhos que venham a estudar o

Trypanosoma cruzi de forma mais global.

No inicio do trabalho foram estabelecidas metas e taxas de sucesso para cada um dos
objetivos especificos aos quais nos proptnhamos a realizar. Esses objetivos e suas respectivas
taxas de sucesso estdo listadas abaixo:

Tabela 6.1: Metas propostas e taxa de sucesso.

Objetivos propostos Taxa de Sucesso
Clonagem dos genes (Gateway®) 100%
Expressao das proteinas 80%
Imunizacéo e obtencédo de anticorpos 50%
Imunolocalizacdo 50%
Imunoprecipitacdo e interacao proteina-proteina 30%
Localizacdo celular das proteinas fusionadas GFP 70%
Nocaute dos genes selecionados 50%
RNA-seq dos nocautes 30%
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Um resumo dos resultados obtidos pode ser visualizado na Tabela 6.2. Na tabela, em
verde estdo representadas as etapas que foram realizadas com sucesso. Em amarelo as etapas
que ainda estdo em andamento e em vermelho as etapas que foram realizadas mas que néo

deram resultado. Os espacos com um X representam etapas que ndo puderam ser realizadas
devido a auséncia de resultado em etapas anteriores.

Tabela 6.2: Tabela resumida das etapas realizadas.

ID do gene AO01|A03|A04 | A05 | A06|AO8|A09|AL0|ALL| AL2
Amplificacéo
Clonagem
Expressdo da proteina
Obtencdo de anticorpos
Imunolocalizagédo
Localizacdo celular (GFP)

3 Cassetes de
= nocaute

Neb) .
> Transfeccédo
[

5 x

T Selegdo

o

O 3

2 Anélise

Comparando a Tabela 6.1 com as metas propostas no inicio do trabalho, e que estdo

listadas abaixo, podemos observar que a maioria das etapas propostas foram realizadas com a
taxa de sucesso esperado.

Apesar da taxa de sucesso de algumas etapas ndo ter sido alcancada até 0 momento,
elas ainda estdo sendo realizadas, e espera-se em um futuro proximo completar a tabela com
os dados que serdo obtidos, o que ird culminar na elaboracdo de artigos cientificos
descrevendo as caracteristicas obtidas e analisadas durante o trabalho.
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7. PERSPECTIVAS

Como proximos passos pretende-se concluir os ensaios de nocaute génico, realizando
0 nocaute duplo em todos os parasitas que ja foram transfectados com um cassete de nocaute.
Diferentes ensaios para comprovacdo e analise dos nocautes serdo realizados assim que esses

parasitas forem selecionados:
- A comprovacéo dos nocautes sera feita por PCR;

- Serdo realizadas curvas de crescimento para analisar a taxa de crescimento dos

parasitas nocauteados;

- Serdo feitas analises de microscopia para analisar a morfologia desses parasitas

transfectantes;

- Pretende-se realizar o sequenciamento de mRNA (RNAseq) desses nocautes, para

analisar qual o efeito das dele¢Oes desses genes no transcriptoma do parasita.

Além das analises de nocaute génico, que ja foram iniciadas, pretende-se realizar
ensaios de co-imunoprecipitacdo, utilizando os anticorpos especificos obtidos, para descobrir
se as proteinas de estudo sdo encontradas em complexos proteicos, e também para auxiliar na

inferéncia de localizacao celular dessas proteinas.

Ap0s o termino dos experimentos laboratoriais, os resultados obtidos serdo utilizados

para a elaboracdo de artigos sobre a caracterizacdo das proteinas estudadas.
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