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Resumo

LORENZON, Lucas Bigolin. Construcdo de Ferramentas Moleculares para
Avaliacdo de Expressédo Génica em Leishmania donovani. 2013. 63f. Trabalho
de Conclusdo de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade
Federal de Pelotas.

Leishmaniose é o nome dado a um grupo de doencas causadas por parasitos do
género Leishmania. Ha cerca de 1,5 a 2 milhdes de novos casos da doenca por ano,
sendo o numero de mortes anuais estimado em 70 mil. Leishmania Spp. possuem
controle de sua expressdo génica majoritariamente pos-transcricional, diferindo da
maioria dos outros organismos eucariotos. Sequencias intercodificadoras
conservadas (CICS) podem ter papel fundamental na regulacdo da expressao
génica de Leishmania spp. Nos propusemos a avaliar se as CICS 1722 e 4405,
encontradas na regido 3’ ndo traduzida de determinados genes s&o capazes de
interferir no padrdo da expressao génica de um locus constitutivo em Leishmania
donovani durante sua diferenciacéo, ja que em seus loci originais ocorrem alteracdes
claras dos niveis de expressdo génica. Para isto, objetivamos, num primeiro
momento, (i) produzir 3 plasmideos contendo um gene reporter (neo) flanqueado
pelas regides 5' e 3'UTR (acrescido ou ndo das CICS) do locus dhfr-ts, que expressa
constitutivamente enzima dihidrofolato redutase-timidato sintase; (ii) gerar o0s
fragmentos lineares contendo a regido de interesse (5'UTR-neo-3'UTR); e (iii) utiliza-
los para transfectar Leishmania donovani. Técnicas de biologia molecular e
microbiologia, tais como, reacdo em cadeia de polimerase (PCR), restricdo e ligagcao
enzimaticas, assembly PCR, cultivo e transformag¢@o de Escherichia coli € Leishmania
donovani foram utilizadas para desenvolver este trabalho. Os plasmideos foram
construidos com sucesso e, ap0s a obtencédo dos fragmentos lineares por digestéao

enzimatica, os mesmos foram utilizados para transfectar L. donovani. Estas



ferramentas podem ser Gteis em estudos futuros que visem elucidar mecanismos

envolvidos na regulacédo da expressao génica em Leishmania Spp.

Palavras chave: clonagem; tripanossomatideos; leishmaniose; sequéncias intercodificadoras

conservadas.
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Abstract

LORENZON, Lucas Bigolin. Construction of molecular tools to evaluate gene
expression in Leishmania donovani. 2013. 63f. Trabalho de Conclusdo de Curso
— Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

Leishmaniasisis a group of diseases caused by parasites from Leishmania genus.
There are about 1,5 to 2 million new cases of this desease per year and it causes the
death of 70 thousand infected people. Gene expression control in Leishmania occurs
mainly at the post-transcriptional level, unlike most eukariotes. Conserved
interceding sequences (CICS) can have key roles on regulation of gene expression
in Leishmania spp. We aimed to evaluate if CICS 1722 and 4405, found on 3
untranslated region (3’UTR) of certain Leishmania genes, which suffer modulation
during differentiation from promastigotes to amastigotes, are able to modulate gene
expression pattern of a constituvive locus in Leishmania donovani throughout
differentiation. To do that, we first aimed to (i) construct 3 plasmids bearing a reporter
gene (neo) flanked by the 5" and 3' UTR (to which we added, or not, the CICS) of
dhfr-ts locus, which expresses constitutively the enzyme dihydrofolate redutase-
timidilate synthase; (ii) generate linear fragments containing the region of interest
(5'UTR-neo0-3'UTR) from the rest of the plasmids for integration on the homologous
region in the genome; and (iii) use them to transfect Leishmania donovani. Molecular
biology and microbiology techniques, such as, polymerase chain reaction (PCR),
enzymatic restriction and ligation, assembly PCR, culture and transformation of
Escherichia coli and Leishmania donovani were used to develop this work. The plasmids
were sucefully built, the linear fragments were generated by enzymatic digestion, and
were subsequently used to transfect L. donovani. These tools can be useful in future
studies which aim unravel the mechanisms involved on regulation of gene expression

in Leishmania Spp.

Key words: cloning; trypanosomatids; leishmaniasis; conserved intercoding sequences.
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1. Introducéo Geral

Este trabalho foi realizado no laboratério de Parasitologia Molecular da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo, pertencente a Universidade de S&o Paulo.
Estabeleci contato com a professora doutora Angela Kaysel Cruz, que coordena o
laboratério, durante o XI Curso de Bioquimica do departamento de Bioquimica, do
qual participei em julho deste ano. Tive a honra de ser aceito por ela para estagiar
em seu laboratorio, podendo assim realizar 0 meu estagio final obrigatorio, bem
como, me preparar para a sele¢cado de mestrado do Programa de Pés-Graduacdo em

Biologia Celular e Molecular.

As linhas de pesquisa majoritarias do laboratério propdem-se a desvendar
mecanismos de regulacdo da expressdo génica em tripanossomatideos. Sendo
assim, meu trabalho foi desenvolvido nessa perspectiva. A professora Angela me
passou uma parte do trabalho da doutora Mdnica Cristina Terréo, que consistia em
investigar se pequenas sequéncias intercodificadoras conservadas (CICS - do
inglés, conserved intercoding sequences) no interior de sequéncias 3’ ndo traduzidas
(3 UTR — do inglés, untranslated regions), presentes em transcritos que sofrem
modulacdo de expressao durante a diferenciacdo de promastigotas em amastigotas
in vitro, seriam capazes de modificar o padrdo de expressdo de um gene de
expressao constitutiva durante a diferenciacéo in vitro de Leishmania donovani BOB.
Este isolado foi escolhido para o trabalho por estar presente nos estoques do
laboratorio, bem como por ser possivel induzir sua diferenciagdo de promastigota
para amastigota in vitro. CICS e regifes nédo traduzidas serdo abordadas com mais
detalhes na revisdo bibliografica. Para desenvolver determinado trabalho, seria
necessario construir inicialmente 3 plasmideos recombinantes, contendo (i) a

sequéncia 5" UTR do gene dhfrts, que codifica para a enzima Dihidrofolato redutase,
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de expresséo constitutiva (ii) 0 gene reporter neo, que também desempenha o papel
de marcador de selegcao nas construgoes, e (iii) a regidao 3'UTR do gene dhfrts. As
duas regides UTR flanqueando o gene repérter sdo fundamentais para o sucesso da
recombinacdo homadloga no I6cus dhfrts. Os plasmideos diferem entre si pelo fato de
um deles conter a regido 3’ UTR selvagem, servindo como controle, enquanto nos
outros dois, na 3’ UTR foi inserida uma das CICS (CICS 1722 e CICS 4405). A
origem e o motivo de escolha dessas duas CICS sdo abordados mais adiante,

durante a revisao bibliografica.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais: Desenvolver ferramentas moleculares para investigacdo da

regulacédo de expressao génica em Leishmania donovani.

2.2. Objetivos especificos: (i) construir um plasmideo contendo o cassete 5’UTR-
neo-3'UTR selvagem; (ii) construir um plasmideo contendo o cassete 5’UTR-neo-
3'UTR contendo a CICS 1722; (iii) construir um plasmideo contendo o cassete
5’UTR-neo-3’'UTR; (iv) gerar os cassetes de integracdo, fragmentos lineares

extraidos do plasmideo e (v) utiliza-los para transfectar Leishmania donovani BOB.
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3. Reviséo Bibliografica
3.1. Leishmaniose

Entende-se por leishmaniose um grupo doencas causadas pelos parasitos
protozoarios da familia Trypanosomatidae e género Leishmania. O nimero de casos
novos dessas doengas € estimado em cerca de 1,5 a 2 milhdes por ano, enquanto
sao estimadas 70 mil mortes por ano. 350 milhdes de pessoas vivem atualmente em
area de risco para infeccdo e doenca (WHO, 2004). Nos Ultimos anos ocorreu um
aumento no numero de casos de leishmaniose, e esta doenca € considerada
emergente em algumas areas, e reemergente em outras (Ashford, 2000). Os 3
principais fatores que estdo relacionados com a expansao das leishmanioses sao
mudancas ambientais que favorecam a proliferacdo do inseto vetor, situacdo do

sistema imune do individuo e falhas no tratamento (Dujardim, 2006).

Leishmania Spp. entram em contato com os hospedeiros mamiferos através da
picada da fémea de insetos da familia Psychodide e subfamilia Phlebotominae, que
ao alimentar-se do sangue do mamifero, libera algumas espécies de parasitos em
sua corrente sanguinea (Nagill e Kaur, 2011). Ha cerca de 70 entre as 400 espécies
descritas do género Phlebotomus OU Lutzomyia que podem transmitir leishmaniose.
Enquanto que, no velho mundo, o primeiro género é responsavel pela maioria das
infeccbes, no novo, as infeccdes pela picada de fémeas do género Lutzomyia S0
predominantes. Atualmente, sdo aproximadamente 20 espécies de incriminadas na
veiculacdo de Leishmanias ao homem e animais no Brasil (Rangel e Lainsoh, 2003).
E sabido que a presenca de uma concentragdo maior de dioxido de carbono (CO,)
no ambiente é capaz de atrair tais insetos, explicando o fato de determinadas
espécies alimentarem-se do sangue de diferentes espécies de mamiferos. Insetos

machos também s&o atraidos pela maior concentragdo de CO,, bem como, por


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567576911002190
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567576911002190
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odores especificos de cada mamifero. Visto que ndo realizam hematofagia, uma
possivel explicacdo para esta atracdo diz que os machos sdo atraidos para

encontrar uma parceira, e assim, facilitar o acasalamento (Pinto et al., 2001).

3.2. Tipos de Leishmaniose

O termo leishmaniose inclui duas principais doencas, leishmaniose
tegumentar e leishmaniose visceral, que sdo causadas por mais de 20 diferentes
espécies do género Leishmania (CDC, 2004). Das 12 espécies de Leishmania
neotropical universalmente aceitas, e que causam doenca no homem, sete ocorrem
no Brasil. A forma mais comum da doenca é a leishmaniose cutanea, que
usualmente é identificada pelo aparecimento de uma ou mais Ulceras indolores na
pele, podendo também apresentar danos a mucosa nasal e oral (sendo entédo,
classificada como leishmaniose mucocutanea). Tais lesées podem ocorrer de meses
a anos ap6s o aparecimento de Ulceras cutdneas (cerca de 10% das lesbes
cutdneas progridem para lesbes mucocutaneas). A forma cutanea da doenca €
endémica nas regides tropicais e neotropicais, atingindo mais de 70 paises
(Reithinger et al., 2007). No velho mundo, as principais espécies que causam
leishmaniose cutédnea séo: L. tropica, L. major, L. aethiopica € L. chagasi. Na regido dos
mares Mediterrdneo e Caspio, L. infantum € L. chagasi. NO novo mundo, 0s principais
agentes etiolégicos da doenca s&@o L. braziliensis, L. guyaniensis, L. amazonensis, L.
mexicana, L. panamensis € L. peruviana (Dowlati, 1996). Cerca de 90% dos casos de
leishmaniose cutanea ocorrem no Afeganistdo, Argeélia, Brasil, Paquistdo, Peru,

Arabia Saudita e Siria (Nagiil e Kaur, 2011).

Leishmaniose visceral, também conhecida como Calazar, é a forma mais
grave da doencga, ja que os parasitos se alojam e multiplicam em células do sistema

fagocitario mononuclear, levando a um quadro clinico complexo, acompanhado de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1473309907702098
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hepato-esplenomegalia e imuno-supressao (WHO, 2004; Bryceson, 1995).
Pacientes infectados apresentam febre, perda de peso, aumento no tamanho do
baco e do figado, bem como diminuicdo na producdo de células sanguineas, que
pode levar a anemia, sangramentos e infec¢cdes por outros organismos. Essa forma
da doenca é causada por parasitos do complexo Leishmania donovani- L. d. donovani e L.
d. archibaldi (India, Asia e leste africano), L. d. chagasi (América) e L. d. infantum (Europa,
norte africano e América Latina). L. d. chagasi € a Unica espécie que causa
leishmaniose visceral no Brasil. A mortalidade causada por leishmaniose visceral,
quando a doenca ndo € tratada, pode chegar a alarmantes 75-79% dos casos
(Piscopo e Mallia, 2006). Esta doenca é mais comum no sul da Asia, com um
namero estimado de 300000 casos em 2006, seguido pelo leste africano, com 30000
casos por ano, Brasil com mais de 3500 casos notificados em 2009 (Sinam/SVS/MS)
e Etiopia, com cerca de 4000 casos por ano (Alvar et al., 2007). Mais de 90% dos
casos ocorrem em 6 paises: Bangladesh, india, Nepal, Sud&o, Etiépia e Brasil. O
Brasil € um dos principais paises considerando-se ambos os tipos de leishmaniose,
sendo o Unico a estar presente nas duas listas de paises responsaveis por 90% dos
casos de leishmaniose visceral e tegumentar. A presenca do cdo em areas
endémicas supera em importancia a presenca humana para a doenga, uma vez que
0S cdes sao 0s principais reservatorios de Leishmania sSpp. A maior incidéncia desta
doenca estd na é&rea rural destes paises, onde fatores responsaveis por tal
incidéncia séo principalmente méas condi¢cbes de saneamento ambiental, construgao
de casas a menos de 500 metros das matas, desmatamento, nivel s6cio-econémico
da populacédo, migracdo para areas endémicas, falta de medidas de controle e a
presenca do vetor de transmissdo devido a condi¢cbes ambientais favoraveis a sua

proliferagao (Nagiil e Kaur, 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bryceson%20A%5Bauth%5D
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3.3. Ciclo de vida de Leishmania Spp.

O ciclo de vida de parasitos do género Leishmania envolve diversos estagios de
desenvolvimento e alterna entre os insetos vetores e os mamiferos hospedeiros.
Uma das principais diferencas no desenvolvimento de tais parasitos é a ocorréncia
dos mesmos como formas amastigotas intracelulares nos macréfagos dos
mamiferos e como formas promastigotas extracelulares nos flebotomineos (Silva et
al.,, 2011). Como mencionado anteriormente, a transmissdo do parasito de um
hospedeiro vertebrado para outro é feita por insetos dos géneros Phlebotomus (Velho
Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo).

A transmissdo do parasito a partir do hospedeiro mamifero para o inseto
ocorre quando este realiza hematofagia para alimentar-se, ingerindo assim
macrofagos infectados. Ao chegarem no intestino médio do inseto, os macrofagos
sdo rompidos, liberando assim parasitos na forma de amastigotas, que em resposta
as diferencas ambientais encontradas diferenciam-se na forma replicativa
promastigota prociclica que se aderem a membrana peritréfica e multiplicam-se.
Apos a proliferac@o, essas formas se diferenciam na forma infectiva promastigota
metaciclica, perdem a adesdo a membrana e migram para a regido do esodfago do
inseto de onde séo regurgitados durante o repasto sanguineo, infectando assim o
hospedeiro mamifero (Terrdo, 2012). Ao alcancar a derme do hospedeiro
vertebrado, e na presenca de uma reacdo inflamatéria local, os parasitos séo
reconhecidos e fagocitados (principalmente) por macréfagos que migraram para o
sitio de infec¢do. Ja dentro do macréfago, quando o fagossomo contendo o parasito
funde-se ao lisossomo, ocorre a diferenciacdo da forma promastigota para formas
intracelulares com flagelo rudimentar (amastigotas), que se replicam dentro dos

fagolisossomos (Real e Mortara, 2012). Quando o numero de parasitos dentro do
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macrofago aumenta demais, este é lisado, liberando amastigotas. Novos
macrofagos as fagocitam e perpetuam a infeccao. O ciclo de vida é fechado quando
as fémeas de flebotomineos ingerem o0s macrofagos infectados, durante a
hematofagia. Sabe-se que a etapa de diferenciacdo de promastigota para
amastigota é fundamental para a sobrevivéncia intracelular desses parasitos e,
embora este processo ndo seja muito bem elucidado no &mbito molecular, € sabido
gue alteracbes em fatores ambientais, tais como pH e temperatura, sdo capazes de
desencadear este processo (Zilberstein e Shapira, 1994). O ciclo de vida de
Leishmania Spp. encontra-se ilustrado na figura 1.

Estagios no vetor Estagios no hospedeiro mamifero
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Figura 1: Ciclo de vida de Leishmania spp. Adaptado de CDC, 2004.

3.4. Prevencao e controle

7z

Prevencdo e controle de leishmaniose é baseada em duas categorias

principais: (i) medidas para diminuir a exposicdo humana a picadas do vetor e (ii)
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medidas para diminuir 0os reservatorios de infeccdo. Ao estabelecer-se uma
estratégia para controle é importante conhecer o comportamento dos flebotomineos
locais e as espécies hospedeiras. Para diminuir os reservatérios de infeccéo, é ideal
um diagndstico rapido em humanos. Em caso de animais domésticos portadores de
leishmaniose visceral, principalmente cdes, medidas de eliminacdo tém sido
utilizadas. A aplicacdo de inseticidas no domicilio e peridomicilio ajuda a diminuir a
populacao do vetor. Telas contendo inseticida utilizadas para vedar janelas e portas

ajudam bastante quando o pico de atividade do inseto é tarde da noite (CDC, 2004).

3.5. Tratamento

Algumas lesbes cutdneas causadas por leishmaniose curam sem a
necessidade de quimioterapia. Nesses casos, € feito um balanco entre pontos a
favor e contra da medicacdo, uma vez que esta desencadeia alguns efeitos
colaterais. Existem disponiveis formulacdes para emprego parenteral, por via
endovenosa ou intramuscular. No caso de lesBes mucocutaneas e viscerais, as
principais drogas utilizadas s&o os antimoniais pentavalentes. Embora sejam
bastante eficazes, algumas espécies de Leishmania tém desenvolvido resisténcia, por
superexpressarem proteinas transportadoras de membrana, que bombeiam a droga
para fora da célula. Anfotericina B também tém sido utilizada, embora desencadeie
efeitos colaterais. Ha uma constante busca por desenvolvimento de novas drogas
para combater infeccdes por Leishmania spp (Ravinder et al., 2012). Uma nova droga
tem sido testada in vitro contra Leishmanias, a nirantina, que atua sobra a
topoisomerase | de Leishmania, dificultando a replicacéo e a transcricdo do parasito,

levando-o a morte (Chowdhury et al., 2012).

3.6. Organizacdo gendmica de Leishmania Spp.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chowdhury%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23027614
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E sabido que os organismos se adaptam a mudancas ambientais regulando
sua expressdo génica, garantindo-lhes caracteristicas fundamentais para a sua
sobrevivéncia nessas novas condicbes. Enquanto na maioria dos eucariotos o
principal ponto de controle da regulacdo da expressao génica ocorre no primeiro
nivel de controle, a iniciacdo da transcri¢cdo, inibindo ou ativando a transcricdo de
seus genes, tripanossomatideos quase nao realizam este tipo de regulacdo. As
caracteristicas adquiridas por esses organismos parecem nao ter relacdo alguma
com processos regulados pela RNA polimerase Il (Clayton, 2002). Os genes que
codificam para proteinas em tripanossomatideos estdo organizados em unidades
policistrénicas, gerando um transcrito policistronico, pré-mRNA que contém
informacdo para varias proteinas e que deve ser processado (Myler et al., 2000;
Berriman et al., 2005). Os principais sitios de inicio de transcricdo em Leishmania Spp.
sdo encontrados nas regifes de troca de fita que separam os clusters direcionais de
genes (DCG) divergentes (Myler et al., 2000; Ivens et al., 2005). Os genes de
Leishmania spp. séo transcritos e processados continuamente (Rosenzweig et al.,
2008). O pré-mRNA produzido na transcricdo sofre duas principais reacdes co-
transcricionais: (i) trans-splicing, onde uma moélecula de RNA de 39 a 41
nucleotideos, o spliced-leader (SLRNA), que contém o cap €é adicionado a
extremidade 5' do RNA codificador (Bruzik et al., 1988); e (ii) poliadenilacédo, que
ocorre na extremidade 3' do RNA apos a clivagem do transcrito (Liang et al., 2003).
Estes dois processos sdo acoplados, uma vez que a poliadenilacdo ocorre quando o
prée-mRNA é clivado para receber o spliced-leader (Lebowitz et al., 1993). A
auséncia de promotores para a RNA polimerase Il nos genes que codificam
proteinas e a transcricdo policistronica dos mesmos indica que a regulacdo da
expressao génica em tripanossomatideos ocorre posteriormente ao processamento
(Clayton, 2002), em diversos niveis, pelo transporte seletivo do mRNA para o
citoplasma, controle diverso da estabilidade de cada transcrito, selecdo das
sequéncias de mRNA que serdo traduzidas, processamentos pos-traducionais ou
degradacéo dirigida das proteinas (Rosenzweig et al., 2008). Processamento pos-

transcricional regulado por
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RNAs citoplasmaticos (Jager et al., 2007), silenciamento da transcricdo do SL-RNA

mediando a resposta a estresse ambiental (Lustig et al., 2007), presenca de
regulons transcricionais em determinados genes tém recebido atencdo dos
pesquisadores nos ultimos anos. Quanto ao controle da estabilidade dos mRNAs, a
maioria dos estudos investiga o papel da regido 3' ndo traduzida (3'UTR), onde
ocorre a ligacdo de complexos protéicos, resultando na modificacdo da estabilidade

do transcrito (Wu et al., 2000).

Comparando-se a sequéncia gendmica das trés primeiras espécies de
Leishmania que tiveram seu genoma sequenciado (L. major, L. infantum e L. braziliensis),
nota-se grande conservacao de sintenia entre elas, bem como um alto grau de
conservacao das regides que codificam proteinas (do inglés, CDS) (Laurentino et al.,
2004). Por outro lado, a conservacéo de sequéncias intercodificadoras entre L. major
e L. braziliensis é de cerca de 50% (Laurentino et al., 2004). Isso nos permite postular
que tais regides intercodificadoras, quando sao conservadas, sofram presséo
seletiva e, por consequéncia, desempenhem papéis importantes na regulacdo da
expressdo génica. Pensando dessa forma, Vasconcelos e colaboradores
(Vasconcelos et al., 2012) desenvolveram algoritmos para buscar sequéncias
intercodificadoras conservadas (CICS) entre os trés genomas. Mais do que isto,
conseguiram agrupar genes que possuiam as mesmas CICS (em clusters). O
trabalho de Lahav (Lahav et al., 2011) disponibilizou um perfil global das
modulagOes de expresséo génica de Leishmania donovani durante sua diferenciagéo de
promastigota para amastigota. Vasconcelos verificou se genes agrupados por conter
a mesma CICS em suas regides 3'UTR também estariam agrupados por seu perfil
de expressao durante a diferenciagéo e confirmou a correlagdo positiva para alguns
grupos de genes. Dentre os genes agrupados por CICS que apresentaram

correlagcdo com o perfil de expressao durante a diferenciacéo estdo a CICS 1722 (28
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pares de base) e 4405 (20 pares de base). Estas duas CICS foram objeto de estudo

deste trabalho.
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4. Relatorio de estagio

4.1. Estratégia de clonagem

Como mencionado anteriormente, nos propusemos a construir trés vetores
portando gene repérter e UTRs diferentes para integracdo, por recombinacao
homologa, no genoma de Leishmania donovani, no l6cus dhfrts. Escolhemos o vetor
PGEM-T easy (Promega) para servir como base para as clonagens. Este vetor é
amplamente utilizado por permitir a clonagem de produtos de PCR, sem a
necessidade de digestdo prévia. Cada plasmideo deveria receber 3 insertos na
seguinte ordem: 5’'UTR, 3’'UTR e, por fim, a insergdo de neo entre as duas regioes
UTR. O cronograma dos trabalhos realizados na Universidade de S&do Paulo esta
representado na tabela 1.

Tabela 1: Cronograma.

CRONOGRAMA ago/12 set/12 out/12 nov/12 dez/12
Estratégia de clonagem X
Atividades paralelas X X
Construcao de plasmideos X X X
Transfec¢ao de L. donovani X

4.2. Metodologia
4.2.1. Reacado em cadeia de polimerase (PCR)

Todas as reacbes de polimerase em cadeia foram realizadas utilizando
oligonucleotideos iniciadores, DNTPs, MgCl,, tampé&o e enzima Taq DNA polimerase
da marca Invitrogen. Os parametros utilizados para fazer todas as PCRs deste

trabalho estdo apresentadas na tabela 2.
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Tabela 2: Ciclos das reac6es em cadeia de polimerase.

Ciclos Temperatura | Tempo Vezes
Desnaturagao 95 5' 1X
Desnaturacdo 94 30"
Anelamento 55 30" 32 x
Extensdo 72 1'30"

Extensdo 72 8' 1X
Store 4 oo 1X

4.2.2. Eletroforeses

Todas as eletroforeses apresentadas neste trabalho foram feitas em gel de
agarose 0,8%. O tampao utilizado foi TAE 1X (Tris, acetato e EDTA). A voltagem de
corrida foi mantida constante em 100 volts. Apds as corridas, os géis foram corados
por 20 minutos em solucdo de brometo de etideo. Todas as imagens de géis foram

capturadas no aparelho Image Quant Las 4000 (GE).

4.2.3. Clonagens

Os fragmentos de DNA separados nos géis de agarose foram purificados com
kit de purificacdo de DNA (Axygen). Enzimas de restricdo que geram corte coesivo
foram utilizadas para gerar extremidades complementares nos fragmentos de DNA,
possibilitando que estes sejam ligados eficientemente nas etapas posteriores. Todas
as enzimas de restri¢cao utilizadas neste trabalho (EcoRI, Ndel, Ncol, Spel e HindllIl)
foram adquiridas junto a New England Biolabs. Os protocolos do fabricante,
indicando tempo de digestédo, quantidade de enzima e tamp&o, bem como tempo de
reacao foram seguidos a risca. A primeira reacao de ligacdo (pGEM-T + 5’'UTR) foi
feita utilizando a enzima T4 DNA ligase, que vem no mesmo kit que o plasmideo
pPGEM-T easy (Promega). As ligacbes subsequentes (inser¢cdo de 3'UTR e neo no
pGEM-5'UTR) foram feitas utilizando a enzima T4 DNA ligase da marca New

England Biolabs. O protocolo de ambos os fabricantes foi seguido.
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4.2.4. Cultivo e transformacao de Escherichia coli € Leishmania donovani.

Em todas as etapas de propagacdo de plasmideos foi utilizada a bactéria
Escherichia coli DH10B. O meio de cultivo Luria-Bertani (LB) foi utilizado para cultivar
E. coli. A temperatura utilizada foi 37°C, com agitacdo de 200 RPM. Quando foi
necessario selecionar clones recombinantes, foi utilizado meio LB s6lido (contendo
1,5% de agar) com 100 pg.ml™. Leishmania donovani foi cultivada em meio M199,
acrescido de 10% soro fetal bovino. Quando houve necessidade de selecionar
parasitos recombinantes, foi utilizado meio M199 sdlido (contendo 1% de agar) com
10 pg.mI™* da droga de selecdo G418 (anéloga de neomicina). Os cultivos de L.

donovani foram feitos em estufa a 25°C.

4.3. Construcédo de pGEM-5'UTR
O DNA de Leishmania donovani BOB, extraido pela Dra. Ménica C. Terrdao
(Terrédo, 2012), foi analisado por eletroforese em gel de agarose. A figura 2 mostra a

foto da eletroforese do DNA gendmico.
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Figura 2: Avaliacdo do DNA gendmico extraido de L. donovani por eletroforese em gel de agarose.
Amostra 1: DNA do fago Lambda digerido com Hindlll; 2 e 3: duas amostras de DNA gen6mico de

Leishmania donovani BOB.
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Utilizando os oligonucleotideos iniciadores 5UTR-F e 5UTR-R (Tabela 1) foi
possivel amplificar, pelo método de reacdo em cadeia de polimerase (PCR), um
fragmento de 570 pares de base da regido 5 nado traduzida do gene que codifica
para a enzima Dihidrofolato redutase. O produto da PCR foi submetido a

eletroforese em gel de agarose 0,8% (figura 3 A).

Tabela 3: Lista dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para as amplificagdes por PCR.

Oligonucleotideos iniciadores

5'UTR- F 5' CCTCCCTCCTCACACCATCA

5'UTR-R 5' ATATAACTAGTAGAAGCTCCTCGACGGTGG

3'UTR-F 5' ATATAACTAGTAGAGATAGGAGGCGCCAT

3'UTR-R 5' TATACATATGGAGCACCAAAAAAGCGCAAG

3'UTR-1722-F 5' GGACCCTGAGATGCCACACGCTGAGGTGGGACCCTCATTCCCTCGAT
3'UTR-1722-R 5' CACCTCAGCGTGTGGCATCTCAGGGTCCCAGCACACAACGGAGAACAG
3'UTR- 4405-F 5' GTGTGCGCGTGCGTGTGTGTGGACCCTCATTCCCTCGAT

3'UTR- 4405-R 5' ACACACACGCACGCGCACACCAGCACACAACGGAGAACAG

Em verde, os sitios de clivagem para a enzima Spel. Em azul, o sitio de clivagem para a enzima Ndel.
Em vermelho, as regibes CICS, utilizadas para hibridizar a um amplicon com outro e garantir a

insercdo da sequéncia hibridizada entre uma sequiéncia qualquer que se queira amplificar.

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR da S’UTR de dhfrts. A: Amostra 1: DNA
de fago Lambda digerido com Hindlll; 2, 3 e 4: amplicons 5’'UTR-dhfrts; 5: controle negativo. B:

Amostra 1: DNA de fago Lambda digerido com HindlIl; 2: amplicon 5UTR-DHFR.
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As amostras dos pogos 2, 3 e 4 da figura 3A foram misturadas e o total de
DNA foi fracionado novamente em agarose 0,8% (figura 3B), possibilitando a
quantidade de DNA suficiente para ser posteriormente purificada e empregada na

clonagem.

O fragmento da amostra 2 da figura 3B foi, entéo, extraida do gel e purificada
com o kit de purificacdo de DNA em gel (Axygen). A amostra purificada foi
quantificada e utilizada para realizar uma ligagdo com o vetor pGEM-T Easy,
conforme instru¢cBes do fabricante (Promega). Foi feito um célculo para resultar uma
proporcao de inserto:vetor 6:1, visando obter alta eficiéncia de ligacdo. O produto de
ligacdo foi utilizado para transformar células competentes de Escherichia coli DH10B,
por meio de eletroporagéo (2,5 kv). Os clones transformados foram selecionados em
meio Luria-Bertani (LB), contendo 100 ug de ampicilina por mL de meio. Além disso,
X-gal e IPTG foram aplicados sobre o meio antes da sele¢éo, permitindo a distincao

entre clones recombinantes e ndo recombinantes.

Poucos clones resultaram desta primeira tentativa de clonagem. -O DNA
plasmideal de 8 clones foi extraido e submetido a eletroforese em gel de agarose

(figura 4).
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose de DNA plasmideal extraido dos possiveis clones pGEM-
5'UTR. Amostra 1: DNA de fago Lambda digerido com Hindlll; 2 e 9: DNA extraido de plasmideos
pPGEM (col6nia azul — controle); 3 a 8: DNA plasmideal extraido de 6 clones brancos (recombinantes).

A seta vermelha indica o Unico clone cujos plasmideos migraram menos do que a amostra controle.

O fracionamento do DNA dos diferentes clones sugeria diferenca de tamanho
de moléculas. Somente um dos clones continha plasmideos que migraram menos no
gel do que a amostra controle, indicando que possuia maior peso molecular,
possivelmente em funcdo da inser¢do do inserto 5UTR. A seguir o DNA dos
mesmos plasmideos recombinantes foram submetidos a digestdo com a enzima de
restricdo EcoRI. Caso o plasmideo a ser digerido fosse o pGEM-5’UTR (o vetor
esperado, cujo mapa estd apresentado na figura 5), tal digestdo liberaria um
fragmento de tamanho similar ao inserto (5’UTR-DHFR), uma vez que dois sitios de
EcoRlI flanqueiam o inserto. Sendo assim, plasmideos representando cada um dos
padrdes distintos (figura 4) foram digeridos com EcoRlI, de acordo com as instrucdes
do fabricante (New England Biolabs).O produto das digestdes foi fracionado em gel

de agarose 0,8% (figura 6).
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose de plasmideos pGEM-5’UTR digeridos com EcoRI. Amostra

1: DNA do fago Lambda digerido com Hindlll; 2 a 5: digestéo de 4 clones pGEM-5’UTR com EcoRI; 6:

amplicon 5’UTR-dhfrts (controle).

O Unico clone que continha um inserto do tamanho esperado (amostra 5 da

figura anterior) foi entdo sequenciado pelo método de Sanger, no equipamento 3100

ABI Prism Genetic Analyzer (Applied Biosystems). O resultado do seqlienciamento

demonstrou que, apesar de 0 inserto ser o esperado, este estava no sentido

contrario ao que era necessario para prosseguir com as clonagens. Assim sendo,

uma nova ligagéo foi feita para selecionar novos clones em busca de um que
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portasse a sequéncia esperada no sentido correto. Novamente, varios padrdes de

bandas foram encontrados na triagem por extracdo de plasmideos (figura 7).
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose do DNA plasmideal de possiveis clones pGEM-5'UTR.
Amostra 1: DNA do fago Lambda digerido com Hindlll; 2;: DNA extraido de plasmideos pGEM-T
(colbnia azul — controle); 3 a 12: DNA plasmideal extraido de dez diferentes clones, potenciais

pGEM-5’'UTR; 13: pGEM-5'UTR (sentido invertido — controle).

Como nenhum clone pGEM-5’UTR na direcdo correta foi obtido para
prosseguir com as construcées, uma nova ligacao foi feita, desta vez utilizando uma
nova aliquota de pGEM-T easy. O protocolo do fabricante foi novamente seguido,
tanto para ligacdo quanto para transformacéo de células eletrocompetentes (recém-
preparadas). Desta vez, varios clones foram obtidos, todos portando plasmideos que
migraram em gel de agarose com o perfil de bandas compativel com o controle

pGEM-5’UTR invertido, sugerindo igual peso molecular (Figura 8).
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose de DNA plasmideal de possiveis clones pGEM-5'UTR.
Amostra 1: DNA do fago Lambda digerido com Hindlll; 2 e 13: pGEM-5'UTR invertido (controle); 3 a

12: extragdo de plasmideos de 10 clones de pGEM-5'UTR.

Trés clones foram escolhidos aleatoriamente para serem sequenciados,
visando verificar o sentido do seu inserto. Os dados do sequenciamento foram
analisados no programa MEGA5 (disponivel para download no link
http://www.megasoftware.net/). O alinhamento dos dados juntamente com a
sequéncia do amplicon 5’UTR-DHFR nos mostrou que os trés clones testados

estavam, novamente, no sentido inverso.

Como o sequenciamento de DNA é feito como rotina, uma vez por semana no
laboratério em que este trabalho foi desenvolvido, outros métodos foram usados
para triar os clones obtidos, agilizando assim, o prosseguimento dos experimentos.
As triagens foram, entdo, feitas por digestdo enzimatica do DNA, que fosse
diagnoéstica do sentido do inserto. Foi percebido que, caso a enzima Spel fosse
utilizada, seria possivel diferenciar clones de pGEM-5'UTR de clones pGEM-5’UTR
invertido (figura 9). Sendo assim, DNA plasmideal de dez colbnias foi extraido e
submetido a digestdo enzimatica com Spel, segundo protocolo do fabricante (New

England Biolabs). As digestdes foram corridas em gel de agarose 0,8% (figura 10).
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Figura 9: Mapas de pGEM-5'UTR. A: pGEM-5'UTR com a regido 5'UTR na orientacdo correta; B:

pGEM-5'UTR com a regido 5'UTR na orientacéo incorreta.
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose plasmideos pGEM-5’UTR digeridos com Spel. Amostra 1:
DNA do fago Lambda digerido com Hindlll; 2: pPGEM-5'UTR invertido (controle); 3 a 12: dez clones de

pGEM-5’UTR digeridos com Spel.

Todos os clones triados continham o inserto 5’UTR na regido invertida. Uma
vez que a probabilidade de insercdo no sentido incorreto € de 50% no protocolo
utilizado, este resultado nos foi estranho. Ao analisarmos as etapas anteriores,
buscando possiveis erros, descobrimos que os clones nédo estavam sendo triados de
forma aleatéria (apenas colbnias maiores haviam sido triadas). Assim sendo, mais
dez clones foram triados, escolhendo-se 5 colénias grandes e 5 colénias menores. A
triagem foi feita por extracao de plasmideos e posterior digestdo do DNA resultante

com a enzima Spel (figura 11).
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose de clones de pGEM-5'UTR digeridos com Spel. Amostra
1: DNA do fago Lambda digerido com Hindlll; 2: pGEM-5’UTR invertido n&o digerido (controle); 3 a 7:
5 DNA de clones independentes de pGEM-5’UTR (colénias maiores) digeridos com Spel; 8 a 12: DNA
de 5 clones independentes de pGEM-5'UTR (colénias menores) digeridos com Spel. Setas vermelhas

indicam os clones em que o inserto 5’UTR foi inserido na orientagéo correta.

Este resultado demonstrou que os clones com o inserto no sentido correto
eram aqueles cujas colbnias eram menores (amostras 8 a 12 da figura anterior). Um
dos clones com inserto na direcdo correta foi sequenciado, confirmando sua

orientacdo, para que as etapas seguintes de clonagem pudessem ser iniciadas.

4.4. Construcéo de pGEM-5’UTR-3’UTR

Com o vetor pGEM-5'UTR pronto, a etapa seguinte foi a clonagem as regides
3UTR nesse vetor. No caso da construgdo da regido 3'UTR WT, os
oligonucleotideos iniciadores 3'UTR-F e 3'UTR-R (Tabela 1) foram utilizados para
amplificar uma regido de aproximadamente 600 pares de base. J4 nos casos das
3'UTR contendo CICS, tivemos que fazer uma etapa a mais. Utilizamos a técnica de
Assembly PCR, onde um amplicon serve como molde para extensao de outro e

também como oligonucleotideo iniciador para sua propria extenséo. Essa técnica é
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baseada na complementaridade de bases entre nas regides 5 de cada
oligonucleotideo iniciador interno utilizado (3'UTR-1722-F e 3'UTR-1722-R, no caso
da construcédo de 3'UTR 17) (figura 12). Brevemente, para se chegar ao produto de
PCR final desejado, contendo cerca de 600 pares de bases, primeiro foram feitos
dois PCRs diferentes, para conseguir dois produtos de 312 e 356 pares de base

(figura 13).

5 CATGATGCGACTAGTCGATGGCTAGTTTAAATAT 3
3’ GTACTACGCTGATCAGCTACCGATCAAATTTATAS'

5 TAGTTTAAATATTAGCATGTGACTGATGTAGCTAGCTAGTCAG 3’
1 3 ATCAAATTTATAATCGTACACTGACTACATCGATCGATCAGTC 57

5 CATGATGCGACTAGTCGATGGCTAGTTTAAATAT 3
2 3 ATCAAATTTATAATCGTACACTGACTACATCGATCGATCAGTC 5

5 CATGATGCGACTAGTCGATGGCTAGTTTAAATAT TAGCATGTGACTGATGTAGCTAGCTAGTCAG 3’
3’ GTACTACGCTGATCAGCTACCG ATCAAATTTATAATCGTACACTGACTACATCGATCGATCAGTC 5

3

Figura 12: Assembly PCR. (1) Dois amplicons com regides complementares entre si sdo utilizados
para uma segunda PCR, onde as fitas simples se anelam em fitas simples do outro amplicon (2),

permitindo a geragao de um amplicon hibrido (3).
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Figura 13: Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR 3'UTR do locus dhfrts. Amostra 1:
DNA do fago Lambda digerido com Hindlll; 2 e 3: Amplicon construido com os oligonucleotideos
iniciadores 3'UTR-F e 3'UTR-1722-R; 4 e 5: Amplicon construido com os oligonucleotideos
iniciadores 3'UTR-F e 3'UTR-4405-R; 6 e 7: Amplicon construido com os oligonucleotideos
iniciadores 3 UTR-R e 3'UTR-1722-F; 8 e 9: 3UTR-R e 3'UTR-4405-F; 10: controle negativo da

PCR.

Os amplicons de 312 e 356 pares de base foram purificados do gel com o kit
da Axygen, quantificados e utilizados para realizar uma segunda PCR. Como
descrito anteriormente, além de servirem como molde para produzir uma nova
molécula, os amplicons servem como oligonucleotideo iniciador para elongar a fita
de DNA que hibridizar com eles. Foram testadas duas concentra¢cées dos amplicons
da PCR anterior para realizar a proxima PCR (20 e 40 ng) de cada amplicon. Além
dos amplicons, os oligonucleotideos iniciadores 3'UTR-F e 3'UTR-R foram utilizados
na reacdo para amplificar os hibridos formados. O produto das PCRs foi fracionado
em gel de agarose 1% para avaliar se experimento fora desempenhado com

sucesso (figura 14).
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Figura 14: Eletroforese em gel de agarose dos amplicons 3'UTR mutados e WT. Amostra 1: DNA do
fago Lambda digerido com HindlIl; 2 e 3: 3'UTR-1722 usando 20 e 40 ng de DNA, respectivamente; 4
e 5: 3UTR-4405 usando 20 e 40 ng de DNA; 6: amplicon 3UTR WT usando gDNA como template; 7:
controle negativo; 8: Aplicon 3'UTR produzido com os oligonucleotideos iniciadores 3'UTR-F e

3'UTR-1722-R.

Este resultado nos mostrou que o experimento funcionou corretamente,
dando origem as sequéncias 3'UTR contendo as CICS 1722 e 4405 em seu interior.
Além disso, foi possivel observar que a concentracdo de 20 ng de cada amplicon

utilizado no experimento resultou em uma melhor amplificacéo.

Com as regides 3'UTR “montadas”, outra PCR foi feita utilizando-as como
template (figura 15). Os oligonucleotideos iniciadores 3'UTR-F e 3'UTR-R foram
utilizados para amplificar as regides 3'UTR completas (~640 bp). Desse modo,
conseguimos DNA suficiente para digerir com as enzimas Spel e Ndel, para
insercdo das 3’'UTRs no vetor pGEM-5’UTR (digerido com as mesmas enzimas). As
digestbes foram feitas conforme protocolo do fabricante das enzimas (New England
Biolabs). Utilizamos a enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs) para ligar as

regides 3’'UTR digeridas ao vetor pGEM-5'UTR. As reacdes de ligacdo foram
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utilizadas para transformar Escherichia coli DH10B, e os clones foram selecionados em
meio LB solido contendo 100 ug de ampicilina por mL. Cinco clones de cada ligacéao
(PGEM-5’UTR + 3'UTR WT, pGEM-5’UTR + 3'UTR 1722 e pGEM-5’'UTR +3'UTR

44005) foram triados por extragéo de seu DNA plasmideal (figura 16).

4361 bp
2027 bp—==

640 bp

Figura 15: Eletroforese em gel de agarose dos amplicons 3'UTR WT e mutados. Amostra 1: DNA do
fago Lambda digerido com Hindlll; 2, 3 e 4: amplicon 3UTR WT; 5, 6 e 7: amplicon 3UTR 17; 8,9 e

10: amplicon 3’'UTR 44.

Figura 16: Eletroforese em gel de agarose de potenciais clones pGEM-5’'UTR-3'UTR. Amostra 1:
DNA do fago Lambda digerido com Hindlll; 2: pGEM-5'UTR (controle); 3 a 7: clones pGEM-5UTR-
JUTR WT; 8 a 12: clones pGEM-5'UTR-3'UTR; 13 a 17: clones pGEM-5’UTR-3'UTR. Setas

vermelhas indicam alguns clones pGEM-5’UTR-3'UTR; setas azuis indicam clones pGEM-5'UTR

(sem JUTR).
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Este resultado nos indicou que haviamos conseguido véarios clones pGEM-
5UTR-3’UTR, tanto para a 3UTR WT quanto para aquelas portando as CICS. Uma
vez que o fracionamento de moléculas circulares por eletroforese é pouco
informativa quanto ao contetdo da construgéo, foi feita digestdo dos clones obtidos
com as enzimas Ncol e Ndel para distinguir moléculas de pGEM-5'UTR contendo
3'UTR das que ndo a continham (veja mapas da figura 17). Quando estes vetores
sao digeridos com Ncol e Ndel, o primeiro libera um fragmento de 1191 pares de
base, enquanto o segundo, 630 pares de base, tornando-se facil diferenciar um do
outro por uma digestdo seguida de eletroforese. As digestbes foram submetidas a

eletroforese em gel de agarose e o resultado foi analisado (figura 18).
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Figura 17: Mapas dos vetores pGEM-5'UTR (A) e pPGEM-5'UTR-3'UTR (B).
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Figura 18: Eletroforese em gel de agarose do DNA de potenciais clones pGEM-5UTR-3'UTR
digerido com Ndel e EcoRI. Amostra 1: DNA do fago Lambda digerido com Hindlll; 2: digestdo pGEM-
5'UTR (controle); 3 a 7:digestdo de clones pGEM-5’'UTR-3'UTR WT; 8 a 12:digestdo de clones de
pGEM-5’UTR-3'UTR 1722; 13 a 17: Digestao de clones de pGEM-5UTR-3'UTR 4405; 18: pGEM-
5'UTR nao digerido (controle). Setas vermelhas indicam clones pGEM-5'UTR-3'UTR; azuis: clones

pGEM-5'UTR (sem 3'UTR).

Este resultado pdde confirmar o sucesso da clonagem planejada. Sendo
assim, os clones positivos foram sequenciados para confirmar a presenca da regiao
3'UTR nos vetores, bem como, a presencga das CICS no interior destas regides. O
oligonucleotideo iniciador m13 reverso foi utilizado para fazer a reacdo de
sequenciamento. O sequenciamento demonstrou que as sequéncias 3'UTR foram
inseridas no vetor pGEM-5'UTR, formando os vetores pGEM-5'UTR-3'UTR.
Demonstrou, também, que as CICS 1722 e 4405 foram inseridas com sucesso nas
regides 3'UTR. Foi feita mais uma eletroforese com os vetores pGEM-5'UTR-3'UTR
(figura 19). Sendo assim, foi possivel iniciar a ultima etapa das clonagens, a

insercao do gene neo entre as regides UTR dos vetores.
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Figura 19: Eletroforese em gel de agarose dos plasmideos pGEM-5UTR-3’'UTR WT e mutados.
Amostra 1: DNA do fago Lambda digerido com Hindlll; 2: pGEM-5’UTR (controle); 3: pGEM-5UTR-

JUTR WT,; 4: pGEM-5’UTR-3'UTR 1722; 5: pGEM-5’'UTR-3'UTR 4405.

4.5. Construcéo de pGEM-5'UTR-neo-3'UTR

Como ndo foram desenhados oligonucleotideos iniciadores para amplificar
neo, esse gene foi isolado através da digestdo enzimatica do vetor pX63-Neo
(Kapler et al., 1990). Dois sitios de restricdo para a enzima Spel flanqueiam a
sequéncia de neo neste vetor, portanto, uma digestdo com esta enzima foi realizada,
de acordo com o protocolo do fabricante (New England Biolabs), para isolar neo.
Todo o volume da digestao foi fracionado em gel de agarose 0,8% para separar 0s
fragmentos digeridos, e posteriormente, purificar o fragmento desejado (neo) (figura

20).
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Figura 20: Eletroforese em gel de agarose de pX63neo digerido com Spel. Amostra 1: DNA do fago
Lambda digerido com Hindlll, em ambos painéis; 2:digestdo de pX63-Neo com Spel em A, e

purificagdo de neo em B.

Neo foi utilizado para fazer uma ligagdo com os vetores pGEM-5'UTR-3'UTR,
previamente digeridos com Spel. O produto da ligacao foi utilizado para transformar
células competentes de Escherichia coli DH10B, por eletroporagdo. As primeiras
triagens em busca de clones recombinantes foram realizadas por meio de extracéo
de plasmideos seguida de eletroforese. Como a eficiéncia de ligacdo foi baixa,
resolvemos utilizar outra técnica para essas triagens, que nos permitisse analisar um
namero maior de clones por vez. Esta técnica € conhecida como screening de
colénias recombinantes e é feita misturando-se uma coldnia bacteriana a
Fenol:Cloroférmio:Alcoolisoamilico (25:24:1) e tamp&o de amostra (glicerol, azul de
bromofenol e Tris-EDTA). A amostra é misturada com vigor (pelo uso de vortex) e
submetida a centrifugacdo. Na fracdo sobrenadante encontra-se, entre outras
moléculas, o DNA das células, que pode entdo ser analisado por eletroforese. A

figura 21 mostra o screening de pGEM-5'UTR-neo-3'UTR WT, 1722 e 4405.
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Figura 21: Eletroforese em gel de agarose de screening de clones recombinantes. (A) Amostra 1:
DNA de fago Lambda digerido com Hindlll; 2: pGEM-5’UTR-3'UTR WT (controle); 3 a 40: possiveis
clones pGEM-5'UTR-neo-3'UTR WT. (B) Amostra 1: pGEM-5’UTR-3UTR WT (controle); 2 a 39:
possiveis clones pGEM-5'UTR-neo-3'UTR 1722. (C) Amostra 1: DNA de fago Lambda digerido com
Hindlll; 2: pGEM-5UTR-3'UTR WT (controle); 3 a 40: possiveis clones pGEM-5'UTR-neo-3'UTR

4405. Setas vermelhas indicam clones positivos (com neo inserido entre as regides UTRS).

Embora inimeros clones pGEM-5'UTR-neo-3'UTR 1722 e 4405 tenham sido
obtidos, apenas um clone pGEM-5'UTR-neo-3'UTR WT foi observado. Alguns

destes clones foram escolhidos para fazer uma extragdo de DNA plasmideal, uma
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vez que era ainda necessario confirmar a orientacdo de neo. Ao analisarmos 0s
mapas dos vetores produzidos (figura 22), a enzima Ncol foi escolhida para digeri-
los, uma vez que seria possivel distinguir clones com neo na orientacao correta de
clones errados. Digerindo-se estes vetores com Ncol, o primeiro libera um fragmento
de 1197 pares de base, enquanto o segundo, 874 pares de base. As digestdes

foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (figura 23).
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t\?‘:,] 5 UTR
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Figura 22: Mapas de pGEM-5'UTR-neo-3'UTR. A: pGEM-5'UTR-neo-3'UTR com neo na orientacéo

correta; B: pPGEM-5'UTR-neo-3'UTR com neo na orientacéo incorreta.
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Figura 23: Eletroforese em gel de agarose de pGEM-5UTR-neo-3'UTR. Amostra 1: DNA do fago
Lambda digerido com Hindlll; 2: pGEM-5'UTR-neo-3UTR WT (controle); 3: digestdo de pGEM-
5’'UTR-neo-3'UTR WT invertido (controle negativo); 4 a 10: digestdo de clones pGEM-5'UTR-neo-
3'UTR 17; 11: digestdo do clone pGEM-5’'UTR-neo-3’'UTR WT. Setas vermelhas indicam clones
contendo o inserto neo na orientacdo correta; setas azuis indicam clones com o inserto neo na

orientacéo incorreta.

Os plasmideos das amostras 4 e 11 (figura 23) demonstraram portar o inserto
neo no sentido correto e, juntamente com um clone plasmideo pGEM-5UTR-neo-
3'UTR 4405 foram utilizados para transformar Escherichia coli DH10B. As células
recombinantes foram cultivadas em 300 mL de meio LB, para podermos fazer uma
extracdo de plasmideos em maior escala (maxi-prep), visando conseguir DNA
suficiente para transfectar Leishmania donovani BOB. A maxi-prep foi realizada com o
kit Maxi-Prep (Quiagen), conforme protocolo do fabricante. Os plasmideos extraidos

foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (figura 24).
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Figura 24: Eletroforese em gel de agarose de pGEM-5UTR-neo-3'UTR. Amostra 1: DNA do fago
Lambda digerido com Hindlll; 2 e 3: primeira e segunda eluicbes de pGEM-5UTR-neo-3’'UTR WT,
respectivamente; 4 e 5: primeira e segunda eluicdes de pGEM-5UTR-neo-3’'UTR 1722,
respectivamente; 6 e 7: primeira e segunda eluicbes de pGEM-5UTR-neo-3’'UTR 4405,

respectivamente.

O DNA plasmideal extraido foi quantificado por espectrofotometria. 100 ug de
cada vetor foram digeridos com as enzimas de restricdo EcoRIl e Ndel, visando
liberar o cassete necessario para a recombinacdo homologa (5'UTR-neo-3'UTR) do
restante do vetor. O produto das digestdes foi fracionado em gel de agarose 0,8% e
os cassetes (aproximadamente 2300 bp de comprimento) foram purificados do gel

com kit da Axygen (figura 25).
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Figura 25: Eletroforese em gel de agarose de pGEM-5UTR-neo-3'UTR digeridos com EcoRI e Ndel.
(A) Amostra 1: DNA do fago Lambda digerido com Hindlll; 2: pGEM-5’'UTR-neo-3'UTR WT (controle);
3:pGEM-5’UTR-neo-3'UTR WT digerido; 4: pGEM-5’'UTR-neo-3'UTR 1722 digerido; 5: pPGEM-5'UTR-
neo-3’'UTR 4405 digerido. (B) Amostra 1: DNA do fago Lambda digerido com Hindlll; 2: cassete

5’UTR-neo-3’UTR WT; 3:cassete 5UTR-neo-3’'UTR 1722; 4: cassete 5’UTR-neo-3'UTR 4405.

Os cassetes 5'UTR-neo-3'UTR (WT, 1722 e 4405) purificados foram
quantificados. 3 ug de cada cassete foram utilizadas para transfectar 5x10° células
de Leishmania donovani BOB por eletroporacdo. As células eletroporadas foram
incubadas em meio M199 overnight para recuperarem-se do stress causado pelo
choque. No dia seguinte, foram plagueadas em meio M199 sdlido contendo 10
pMg/mL da droga G418, um analogo da neomicina, visando a selecdo de clones
recombinantes. As placas foram mantidas em estufa a 25° C por duas semanas. Ao
final dessas duas semanas, as placas foram analisadas, mas nenhum clone
cresceu. As placas foram deixadas na estufa por mais duas semanas, e duas

colbnias cresceram, porém ainda ndo foram analisadas.
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5. Conclusdes e perspectivas

Foi possivel construir moléculas recombinantes, que envolveram diferentes
etapas de clonagem e metodologias de mutagénese in vitro, como em nossa
proposta original. Foi possivel ainda transfectar Leishmania donovani com 0S
fragmentos lineares contendo o gene repdrter acompanhado das UTRs selvagem e
mutadas. Duas colonias foram observadas nas placas. As novas etapas deste
trabalho serdo a obtencdo de clones transfectantes e analise da expressao génica

de neo.



56
6. Consideracdes Finais

O tempo que passei ha Universidade de Sdo Paulo foi bastante proveitoso
para mim, ndo somente pelo lado profissional, mas também por representar uma
boa experiéncia de vida. Conheci pessoas dentro e fora da universidade, fiz grandes
amigos e tive a oportunidade de trabalhar em um laboratério de ponta na area em

que atua. N&o tenho duvidas do quanto esta experiéncia foi importante pra mim.
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