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Resumo

O protozoario Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatorio (filo
Apicomplexa) que infeta vertebrados. Este parasita constitui uma preocupagdo séria
de seguranca sanitéria dos alimentos e € um importante agente patogénico oportunista

em doentes com SIDA e outros individuos imunossuprimidos.

Durante a infecdo, a resposta imunitaria do hospedeiro induz a conversdo deste
parasita intracelular da sua forma proliferativa (taquizoitos) para a sua forma latente
de quisto (bradizoitos). Os quistos de bradizoito podem permanecer nos tecidos do
hospedeiro durante toda a vida. Quando a imunidade do hospedeiro € atenuada os
bradizoitos podem reconverter em taquizoitos que replicam ativamente, representando

uma infe¢do cronica.

A proteina Mobl é uma excelente candidata a participante no controlo da
replicacdo do parasita e consequentemente no estabelecimento da infecdo. A Mob1l é
essencial na citocinese e no controlo da proliferacéo cellular versus apoptose. A Mob1
humana, para além do envolvimento no controlo da proliferacdo também esta

envolvida na duplicagdo do centrossoma.

Resultados obtidos pelo grupo onde me insiro demonstraram que a expressao
do gene Mob1 em T.gondii diminui durante a replicacdo do parasita dentro das células
hospedeiras, nomeadamente quarto horas ap6s a invasdo. Este periodo de tempo
corresponde, de facto, ao inicio da replicacdo do parasita. Foi ainda criada uma estirpe
de T. gondii a sobre-expressar Mob1 e analisado o fendtipo replicativo do parasita em
resposta a sobre-expressdo da Mobl. Os parasitas que sobre-expressavam Mobl

apresentavam um atraso na replicacdo comparativamente a estirpe selvagem.

Estes resultados suportam a hipétese de que a Mob1 de T. gondii esta envolvida

no controlo da replicacdo do parasita e do nimero de parasitas dentro do hospedeiro.

Com este trabalho pretendo construir um “knockout” condicional da Mobl em
T. gondii demonstrando qual o papel da proteina na replicacdo do parasita. Contudo
ndo foi possivel concluir, ficando por inserir na construgdo a 5’UTR e, posteriormente,
0 cDNA da Mobl.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Toxoplasmose, Mobl, Mob1l KO.
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Summary

The protozoan Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite (phylum
Apicomplexa) that infects warm-blooded vertebrates. This parasite is a major food
security concern and an important life-threatening opportunistic pathogen in AIDS

patients and other immunosuppressed individuals.

During the infection, the host immune response induces this intracelular
parasite to convert from a proliferating stage (tachyzoite) into a latent tissue cyst stage
(bradyzoite). Bradyzoite cysts can remain in the host tissues for life. Bradyzoites can
reconvert to actively replicating tachyzoites when host immunity is attenuated,
representing a lifelong chronic infection.

Mobl protein is an excellent candidate to control parasite replication and
consequently it would be crucial for the establishment of the infection process. Mob1l
protein is essential for the control of cellular proliferation versus apoptosis. Human
MOBL1 has been implicated in cell proliferation control and also plays a role in

centrosome duplication.

Based in results of the group Mobl gene expression in T. gondii is strongly
down-regulated during the parasite replication inside the host cell, namely four hours
post infection. Indeed, this period of time corresponds to the beginning of parasite
replication cycle. It was also created a T. gondii strain over expressing Mobl and
analyzed the parasite replicative phenotype in response to the Mol over expression.
The parasites over expressing Mob1 show a significant delay in the replication process

in comparison to the wild type strain.

These data support our hypothesis that in T. gondii Mob1 is involved in the

control of parasite replication and number inside the host.

With this work | intend to produce Mob1 conditional knockout in T. gondii to
demonstrate the Mob1 role in parasite replication, however this was not completed,
lacking the 5’UTR introduction in the construction and subsequently the cDNA of
Mobl.

Keywords: Toxoplasma gondii, Toxoplasmosis, Mobl, Mobl KO.
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1.1 Caracteristicas Bioldgicas de Toxoplasma gondii

O protozoéario Toxoplasma gondii € uma parasita intracelular obrigatorio que infeta

vertebrados, constituindo uma preocupacao séria de seguranca sanitéria dos alimentos.
1.1.2 Taxonomia

Segundo descrito por Levine et al. (1980), a espécie Toxoplasma gondii (Nicolle
e Manceaux, 1908), pertence ao reino Protista (Haeckel, 1866); sub-reino Protozoa
(Golffuss, 1918 e Von Siebold, 1845); filo Apicomplexa (Levine, 1970); classe
Sporozoa (Leukart, 1879); ordem Eucocidia (Léger e Duboscp, 1910); sub-ordem
Eimeriina (Léger, 1911); familia Sarcocystidae (Poche, 1913); sub-familia
Toxoplasmatinae (Biocca, 1956) e género Toxoplasma.

1.1.2 Morfologia e Ciclo de vida
1.1.2.1 Morfologia

O protozoario T. gondii possui um complexo apical completo do qual fazem parte
0 corpo condide que define a extremidade apical, o anel apical a partir do qual se
projetam os microtdbulos sub-peliculares, um par de microtdbulos central que
atravessa o anel apical e ainda organelas secretoras especializadas como as roptrias e
micronemas, que auxiliam no processo de invasdo e adesdo celular respetivamente
(Figurale 2).
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Figura 1 - Representagdo esquematica da estrutura do taquizoito, adaptado de Ajioka, JW. et al., 2001

O T. gondii tem quatro diferentes formas infetantes, quer para os hospedeiros
intermediérios (por exemplo o Homem) quer para os hospedeiros definitivos
(membros da familia Felidae), os taquizoitos, os bradizoitos, os merozoitos e 0s
esporozoitos. Os taquizoitos e 0s merozoitos sdo responsaveis pela expansdo da
populacdo de parasitas na célula hospedeira, os bradizoitos e 0s esporozoitos sdo

capazes de infetar novos hospedeiros através do ambiente (Hu et al., 2002).

Todas as formas infetantes possuem a mesma morfologia, com apenas pequenas

variacdes entre elas.

Os taquizoitos sdo a forma infetante de T. gondii mais estudada, constituem a
forma de proliferacdo rapida do parasita. Requerem um habitat intracelular para
conseguirem sobreviver, formam rosetas que acabam por provocar a lise das células
hospedeiras, e multiplicam-se libertando taquizoitos para novas invasdes (Gross. U.,
et al, 1996).

Os ooquistos, com esporozoitos no seu interior, podem ser encontrados na
agua ou em alimentos que se encontrem contaminados. Cada ooquisto possui 2
esporoquistos com 4 esporozoitos cada. Esta forma de resisténcia do parasita T. gondii
possui uma elevada resisténcia ambiental, podendo permanecer viavel no solo durante

meses (Montoya e Lisenfeld, 2004).

Os bradizoitos, morfologicamente semelhantes aos taquizoitos, firmam-se como
forma de proliferacéo lenta. Os quistos, que poderdo conter milhares de bradizoitos no

seu interior, localizam-se de forma preferencial ao nivel do cérebro, musculo cardiaco
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e esquelético. Quando a imunidade do hospedeiro se encontra comprometida, 0s
bradizoitos convertem a taquizoitos e causam uma re-infe¢do (Montoya e Lisenfeld,
2004).

Condide
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Microtubulos interno (IMC)
subpeliculares (MT)

Figura 2 - Complexo apical de Toxoplasma gondii. (A) Esquema global do T. gondii; (B) Esquema
do complexo apical em detalhe, adaptado de Ke Hu et al., 2006

Os estadios de infecdo correspondentes aos taquizoitos, bradizoitos,
esporozoitos e merozoitos diferem entre si no nimero de organelas, da forma e
densidade das roptrias, da localizacdo do nucleo e da presenca ou auséncia de granulos
polissacaridos (Coppin et al., 2005). As diferencas mais evidentes sdo ao nivel das

organelas localizadas na zona apical do parasita (Dubey et al., 1998).

1.1.2.2 Ciclo de vida

Para além de infetar mamiferos incluindo os seres humanos, o T. gondii tem

a capacidade de infetar também outros animais (Tenter, et al., 2000; Dubey., 2004).
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O T. gondii apresenta um ciclo de vida complexo, até a data os Unicos hospedeiros
definitivos conhecidos, do T. gondii s8o os membros da familia Felidae
(maioritariamente gatos), e é através das fezes dos hospedeiros definitivos que os
ooquistos ndo esporulados sdo excretados para o meio ambiente (Dubey et al., 1998).
Normalmente os ooquistos levam 1-2 semanas a serem libertados, sendo a grande
maioria dos quistos excretada e ao fim de 1-5 dias ocorre a esporulacdo, onde os

quistos se tornam infeciosos (fase sexuada do ciclo) (Dubey et al., 1998).

Os hospedeiros intermediarios (aves, roedores, etc,...) podem ficar infetados apds
a ingestdo agua ou alimentos contaminados com ooquistos e, ap6s a ingestdo, 0s
ooquistos converter-se-40 em taquizoitos que irdo alojar-se no tecido neuronal e
muscular, onde irdo formar o vaclolo parasitéforo e camuflar-se do sistema
imunitario, desenvolvendo-se posteriormente em bradizoitos (fase assexuada do ciclo)
(Figura 3).

A~ Infecao
A= Diagnéstico

e o
Ooquistos
teciduais

:‘*3{? Hospedeiro
. / Definitivo

Ooquistos
fecais

Figura 3 - Ciclo de vida do T. gondii, adaptado de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.
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Os gatos (hospedeiros definitivos) ficam infetados depois de se terem
alimentado de aves e roedores que se encontravam infetados. Podem ainda ficar

infetados através da ingestao direta de ooquistos esporulados.

Relativamente ao Homem, pode ser infetado atraves de diferentes vias entre as
quais se realca a ingestdo de carne mal cozinhada de animais portadores de quistos
teciduais, o consumo de alimentos ou agua contaminados com fezes de gato ou
amostras ambientais que se encontrem contaminadas, transfusGes de sangue ou
transplante de 6rgdos e ainda via transplacentaria, da mée para o feto. No Homem, os
parasitas formam quistos teciduais mais frequentemente no musculo-esquelético,
miocéardio, cérebro e olhos, onde podem permanecer durante toda a vida do

hospedeiro.

1.1.3 Resposta Imunitaria

Os mecanismos de defesa do hospedeiro desempenham um papel
fundamental no controlo da atividade do T. gondii.

A resposta imunoldgica especifica acaba por inibir de forma eficiente a
replicacdo do parasita contudo, ndo € capaz de o destruir.

Este parasita possui mecanismos de escape do sistema imunitario,
apresentando uma reduzida imunogenicidade sob a forma de quistos teciduais, que se

mantém viaveis ao longo da vida do hospedeiro.

1.1.4 InfecBes provocadas por T. gondii

1.1.4.1 Epidemiologia

A toxoplasmose, possui uma ampla distribuicdo geografica com casos
descritos em todos o0s continentes, estimando-se que mais de um terco da populagéo

mundial se encontre infetada cronicamente (Montoya et al., 2004).

Como referido anteriormente, tanto 0 Homem como os animais podem ser

infetados pelo T. gondii através da ingestdo de alimentos crus ou agua, contaminados.
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Os taquizoitos de T. gondii desempenham um papel fundamental na
transmissédo vertical e, uma menor influéncia, na transmisséo horizontal uma vez que
apresentam elevada sensibilidade ao meio ambiente sendo por isso inativados quando
se encontram fora do hospedeiro. Assim, conforme descrito por Tenter (2000), a
infecdo transmitida sob a forma de taquizoitos através da alimentacdo parece nédo

representar grande impacto epidemiologicamente.

1.1.4.2 Fatores de risco

A toxoplasmose é considerada uma doenca alimentar, uma vez que a principal
fonte de contaminacéo € via infecdo oral. Contudo nao deixam de ser relevantes outras
vias de transmissdo, como referido anteriormente, atribuindo destaque a transmissao

transplacentaria, transfusdes de sangue e ainda transplante de 6rgaos.

Tém sido realizados estudos com o objetivo de identificar fatores de
exposicao que representem risco de infecdo por T. gondii. Foram formados grupos de
doentes infetados e identificados. Havia um grupo formado por criancgas, outro em que
os doentes eram adultos com imunidade recente ou mais antiga, outro constituido por
individuos imunocomprometidos, outro por gravidas que apresentavam imunidade ou
gravidas infetadas recentemente, outro por gravidas com seroconversdo durante a
gestacdo ou méaes de recém-nascidos com infecdo congénita por T. gondii, definindo
assim que fatores como individuos imunocomprometidos ou grévidas, por exemplo,
constituem parametros de elevado risco de infecdo por T. gondii (Remington JS. et al.,
2004).

1.1.4.3 Diagnostico

O diagndstico de toxoplasmose comecou por ser feito com a realizacdo do
teste de “Sabin-Feldman”. Sabin e Feldman desenvolveram um teste serologico, com
capacidade de identificar infecbes provocadas por T. gondii e ainda de fazer o
diagnostico diferencial de outras patologias que partilhem a mesma sintomatologia que

a toxoplasmose (Sabin and Feldman, 1949).
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Mais tarde, Remington e colaboradores propuseram a detecédo de anticorpos
IgM no sangue do corddo umbilical para o diagndstico de toxoplasmose congénita.
Apesar de algumas limitacOes, este teste mostrou-se bastante Gtil para programas de

rastreio (Remington et al., 2001).

Contudo uma das técnicas que tem demonstrado ser bastante atil no
diagndstico de toxoplasmose é a detecdo de DNA de T. gondii através da técnica de
PCR. Em 1989, Burg e colaboradores reportaram a primeira detecdo de DNA de T.
gondii a partir de um Unico taquizoito, através da amplificacdo do gene B1. Com o
desenvolvimento de novos estudos, foram definidos novos genes alvo para o

diagnéstico desta infecdo (Remington et al., 2011).

1.2 Controlo da Replicagéo Celular

O conhecimento dos mecanismos moleculares associados ao controlo da
replicacdo dos parasitas, € 0 nimero de parasitas na célula hospedeira, podera ser a
chave para a pesquisa de novos alvos moleculares e desenvolvimento de novas

terapias.

O processo de divisao celular, bem como a eficacia da mesma, é fundamental
para a manutencdo da ploidia das células e estabilidade genética. Eventos como a
replicacdo do DNA, a segregacdo dos cromossomas, a finalizacdo da mitose e a
citocinese tém de ser rigorosamente controlados de forma a manter a homeostasia dos

organismos (Kops e Cleveland, 2007).

A “Mitotic Exit Network” (MEN) ¢ uma cascata de sinalizagdo, descrita em
leveduras, que controla a mitose até a transicdo da fase M para G1. No final da via
MEN ocorre a ativagdo da Cdcl4, uma Cdk (cinase dependente de ciclina), que
promove a degradacdo das ciclinas, um evento crucial para a saida de mitose e
citocinese em todos 0s organismos eucariotas. A ativacdo da Cdcl4 é dependente da
atividade cinase do complexo Mobl / Dbf2 (Bardin e Amon, 2001). A Mob1 interage
com a proteina Dbf2, uma cinase necessaria para a correta progressao atraves da
mitose, mais especificamente durante a telofase. Esta associacao fisica entre Mobl e

Dbf2, juntamente com os niveis de expressdo semelhantes durante o ciclo celular,
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sugerem que estas proteinas possam cooperar na regulacao da fase final da mitose, ou
seja, que a proteina Dbf2 se encontre envolvida na regulagdo de um passo crucial da

telofase com o auxilio da Mob1 (Komarnitsky et al., 1998).

Muitas das proteinas envolvidas na MEN sdo conservadas em eucariotos
superiores. Ortdlogos das cinases envolvidas na via MEN tém sido caracterizados em
mamiferos e em Drosophila, fazendo parte de uma cascata de fosforilacdo conservada
conhecida como “Hippo pathway”. Esta via esta descrita como crucial para o controlo
da proliferacdo celular versus apoptose, controlando o tamanho dos 6rgéos e o

desenvolvimento de cancro (Zeng e Hong, 2008; Hergovich et al, 2009).

Nos mamiferos sempre que esta via esta ativa, durante a proliferacdo celular,
as cinases da via “Hippo” regulam negativamente a actividade da YAP (“Yes
Associated Protein”), por fosforilagdo, impedindo a sua localizagdo no nucleo da
célula. Contudo, se ndo ocorrer a fosforilacdo da YAP, esta ira localizar-se no ndcleo
e exercer a sua atividade como ativador de fatores de transcricdo especificos,

promovendo a expressao de genes pro-mitoticos (Zeng e Hong, 2008).

Com os dados apresentados, parece claro o envolvimento quer da via “MEN”
quer da via “Hippo” no controlo da proliferacao celular, sendo os seus componentes

excelentes alvos para a regulagéo do controle do ciclo celular.
1.2.1 Proteina Mob

As proteinas da familia Mob pertencem a uma pequena familia de proteinas
ndo cataliticas altamente conservadas nos Eucariotas (Luca & Winey, 1998 e
Hergovich, 2011). Estas proteinas partilham varias sequéncias bastante semelhantes e
sdo caracteristicas por possuirem um dominio Mob conservado com cerca de 180
residuos de aminoacidos. O facto de estas proteinas se encontrarem conservadas sugere
que desempenhem funcbes ao nivel do estabelecimento e manutencdo de

caracteristicas-chave dos Eucariotas durante a sua evolugéo (Ye et al., 2009).

Estas proteinas ndo cataliticas expandiram-se ao longo da evolugéo. Partiram
de 2 proteinas, identificadas em Saccharomyces cerevisiae (Moblp e Mob2p), para 4
proteinas Mob em Drosophila melanogaster (dMob1 a 4) e para 7 em células humanas
(hMOB1A / 1B, hMOB2A / 2B / 2C, hMOB3 e hMOBA4) (Chow et al, 2010).
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Apesar de estarem identificados inimeros membros da superfamilia Mob, a

funcdo desempenhada pela grande maioria destes genes continua por esclarecer.

1.2.1.1 Mob1l de Saccharomyces cerevisiae

A proteina Mob1 (Mps One Binder) foi a primeira proteina pertencente a esta
familia identificada na levedura S. cerevisiae, por Luca & Winey em 1998. A sua
identificacdo foi feita num rastreio de proteinas que interagissem com a cinase Mpsl1,
uma proteina essencial para a duplicacéo do SPB (spindle pole body) e para a regulacéo
do fuso mitdtico, estudo feito atraves do sistema de dois hibridos em leveduras. Apesar
da interacdo verificada entre estas duas proteinas, a proteina Mobl parece nao ser
necessaria em qualquer uma das fungdes descritas, apesar de ser necessaria para a

conclusédo da mitose e para a manutencdo da ploidia (Luca & Winey, 1998).

1.2.1.2 Mobl de Saccharomyces pombe

Na levedura S. pombe existe um gene Mobl homologo ao de S. cerevisiae,
também ele envolvido no controlo da saida de mitose. Este gene foi identificado em
simultaneo por dois grupos diferentes que utilizaram diferentes abordagens

experimentais (Hou et al., 2000).

Tal como em S. cerevisiae, a Mobl de S. pombe também tem um papel
fundamental. Células em que o gene foi deletado apresentam um fendtipo tipico dos
mutantes na rede de sinalizacdo da septacdo, uma vez que ndo conseguem formar o
septo e ndo completam a citocinese, conduzindo a formacéo de células multinucleadas
(Salimova et al., 2000; Hou et al., 2000).

Como os mutantes Mob1 de S. pombe n&o evidenciam qualquer defeito no final
da mitose e apenas sdo requeridos para a citocinese € possivel que, ao contrério do que
acontece em S. cerevisiae, onde este gene esta descrito como estando envolvido na
regulacdo de varios eventos na fase final da mitose, a principal fungdo da Mobl em S.
pombe seja o controlo da septacdo através da via SIN (Salimova et al., 2000; Hou et
al., 2000).
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1.2.1.3 Mobl de células humanas

Em células humanas estéo identificados 7 genes do tipo MOBL1 - hsMOB1,
hsMOB2, hsMOB3A/3B/3C e hsMOB4A/4B. Apds analise dos produtos de expressdo
destes genes, 0 que se encontrava com 0s niveis mais préximos da Mobl de levedura
é a hsMob4 (com cerca de 43% de identidade).

Um estudo da anélise dos padrfes de expressdo dos mMRNAs dos hsMobs em
diferentes tecidos humanos revelou que had uma expressao seletiva de cada uma destas
proteinas. O hsMob4A e o hsMob4B possuem 95% de identidade mas diferentes
padrGes de expressdo em tecidos humanos. Para aléem disso alguns dos tecidos
expressam apenas uma das proteinas hsMob, como é o caso da traqueia e dos rins que

apenas expressam hsMob3B e hsMob2, respetivamente (Chow et al., 2010).

1.2.1.4 Mobl de Protozoarios

Existem poucos estudos da Mob1 em Protozoérios, em Trypanossoma brucei
0s parasitas com a proteina depletada apresentam falhas na citocinese (Hammarton et
al., 2005).

O estudo desta proteina em protozoarios é de grande interesse e relevancia, as
mais recentes descobertas evidenciam a existéncia de marcadores de morte celular em
parasitas livres (Kaczanowski et al, 2011). Estas moléculas parecem desempenhar um
papel importante na regulacdo da proliferacdo do parasita durante a infecdo. Para
permitir a infecdo e a transmissdo para um novo hospedeiro, os parasitas devem evitar
0 crescimento excessivo, uma vez que o seu crescimento descontrolado no interior da
célula hospedeira pode conduzir ndo s6 a morte do hospedeiro como a morte do préprio
parasita (Luder et al, 2010). Assim, o parasita parece desempenhar um papel
fundamental na regulacdo do nimero de parasitas, ndo sendo este nimero apenas uma

consequéncia dos mecanismos de defesa do hospedeiro.

O protozoario Tetrahymena thermophila possui um gene Mob descrito como
sendo fator essencial para o estabelecimento do eixo de divisdo e, consequentemente,
pela correta orientacdo do plano de divisdo celular para a ocorréncia da citocinese
(Tavares, A., et al. 2012). No mesmo estudo, verificou-se que a diminuigdo de Mob1l

nas células de T. thermophila (“Mobl1-KD”), causa alteragdes consideraveis na
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orientacdo do plano de divisdo da célula. Nestas células a citocinese ndo é concluida,
no entanto continuam a tentar dividir-se originando células anormalmente grandes, que
ndo finalizaram a diviséao (figura 4), com a incorreta orientacao do eixo de polaridade
(Tavares, A, et al., 2011).

CENTRINA

Figura 4 - T. termophila sem finalizag8o da citocinese, resultado da formag&o de células anormalmente
gigantes com a incorreta orientagéo do eixo de polaridade (OA — Aparelho Oral), adaptado de Tavares,
A.etal., 2011.

O nosso grupo de investigacdo tem particular interesse em estudar o0s
mecanismos moleculares envolvidos na invasdo e replicacdo de T. gondii. Este parasita
é um excelente modelo bioldgico, apresentando inumeras ferramentas moleculares
disponiveis para a manipulacdo genética. O T. gondii apresenta apenas um gene que
codifica para a proteina Mobl. Estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de
investigacao, resultados ndo publicados, suportam a hip6tese de que a proteina Mobl
podera estar envolvida na regulacdo da replicacdo. Nestes estudos observou-se a
diminuicdo da expressdo de mobl no interior da célula hospedeira, nomeadamente 4
horas apds a invasao do parasita (figura 5). De facto, 4 horas apds invasdo, momento
em que 0s parasitas comecam a replicar, os niveis de expressdo de mobl sdo quase
vestigiais em comparacdo com o ndmero de parasitas livres (controlo), sendo estes
valores mantidos até pelo menos 24 horas ap6s a entrada na célula hospedeira. Estes
resultados suportam fortemente a hipétese de que a Mob1 de T. gondii esta envolvida
no controlo da replicacdo, uma vez que para que ocorra a replicacdo, pelo menos ao

nivel de mRNA, a expressdo da mobl diminui.
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Figura 5 - Resultados PCR em tempo real para anélise da expressdo de mobl em T. gondii apds invasdo
celular (Resultados ndo publicados de Tavares, A. et al, 2013).

De seguida foi criada uma estirpe de T.gondii a sobre expressar a mobl e foi
avaliada a capacidade do parasita proliferar no interior da célula hospedeira.
Suportando o envolvimento de Mobl no controle da proliferacdo de T. gondii,
observou-se que em sobre expressdao de Mobl os parasitas apresentam um atraso
significativo na sua capacidade de replicagéo.

Estes resultados vieram sustentar a hipétese de que a Mobl de T. gondii estara
envolvida no controlo da replicacdo do parasita, bem como no controlo do nimero de
parasitas dentro do hospedeiro.

Proteinas envolvidas na regulacdo do ciclo celular, proliferacdo e morte
celular sdo excelentes candidatas a reguladoras do numero de células quer em
organismos multicelulares quer em organismos unicelulares, nomeadamente em
parasitas protozodrios. Assim sendo, e uma vez que as proteinas Mob estdo envolvidas

quer na regulagéo, quer na proliferagcdo e morte celular, estas podem ser alvos ideais
para combater parasitas protozoarios.
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1.1 Objetivo

Com a realizacdo deste trabalho, pretende-se prosseguir com o estudo do papel
da proteina Mobl na replicacdo de T. gondii através da construgdo de “knockout”

condicional no parasita.

Este trabalho teve por objetivo obter a construgdo gendmica necessaria a futura
producdo de um KO condicional. Desta forma foi necessario sintetizar o cDNA da
Mob1 bem como os bracos de homologia a partir de DNA gendémico do parasita. Estes

fragmentos serdo posteriormente clonados no vetor KO.

Apoés a construgdo “MoblTg Ko” o objetivo sera transfetar T. gondii por
eletroporagéo.
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Capitulo 11

Materiais e métodos
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1.1 Cultura de células

11.1.1 Estirpes bacterianas e condic¢des de cultura

11.1.1.1 Estirpes bacterianas

Para a realizacao deste trabalho foi utilizada a estirpe de Escherichia coli TOP10
(ATCC™ “American Type Culture Collection”) para a amplificacdo de DNA
plasmidico.

11.1.1.2  Meios e condi¢Ges de cultura

A cultura bacteriana foi feita em meio de cultura liquido Luria Broth (LB)
(NZYtech), quando necessario suplementado com o antibio6tico adequado (ampicilina
a concentracdo final de 100 pg/ml), a 37°C, com agitacdo. Para uma conservacao
durante um maior periodo de tempo, as células foram congeladas em meio LB
suplementado com glicerol (20%) a -80°C.

Para as culturas bacterianas em meio LB solido (NZYtech), a cada 250ml de
meio LB com agar adicionou-se 250ul de ampicilina a uma concentragdo de 100

mg/ml.

1.L1.2.1  Preparacdo de células E.coli competentes

Para poderem ser transformadas com plasmideos de DNA, as células E.coli
precisam estar competentes. Para tal, foi feita uma pré-cultura no dia anterior, com 50
ml de meio, sem antibidtico, o qual foi inoculado com uma “ponta estéril” com a qual
se “picou” o “stock” de cé€lulas em glicerol. No dia seguinte, lancou-se uma nova
cultura (cerca de 300 ml) com aproximadamente 0,0750 de densidade 6tica (600nm) a
partir da pré-cultura (para atingir esta densidade Otica faz-se uma diluicdo de
aproximadamente 1/100, ou seja, 3ml inéculo em 300 ml de meio), controlou-se o
crescimento até atingir os 0,3 de densidade 6tica a 600nm. Centrifugou-se a cultura a
4.500 x g a 4°C durante 2 minutos, descartou-se o sobrenadante e lavou-se as células
com MgCl, 0.1M (¥ do volume inicial da cultura, 150ml). Ressuspendeu-se o

precipitado e repetiu-se a centrifugacgéo a 4.500 x g a 4°C durante 2 minutos, descartou-

30



se 0 sobrenadante e fez-se uma lavagem das células com CaCl; 0.1M (%2 do volume
inicial da cultura, 150ml) e incubou-se no gelo durante 20 minutos. Efetuou-se nova
centrifugacdo a 4.500 x g, a 4°C durante 2 minutos, descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se as celulas com CaCl, 0.1M/Glicerol 15% (1/50 do volume inicial da
cultura, 6ml).

Fizeram-se aliquotas de utilizacdo Unica, 100ul de células competentes em tubos

de 1.5 ml, colocou-se no gelo e armazenou-se a -80°C.

11.1.1.4. Transformacédo de células competentes

Para cada transformacéo foram usados 100 pl de células competentes, as quais
se adicionou o DNA plasmidico ou mistura de reacdo de ligacdo, e se incubou no gelo
durante 20 minutos. Apds os 20 minutos, as células foram submetidas a um choque
térmico durante 90 segundos a 42°C e 2 minutos no gelo. Apds esta incubagdo
adicionou-se as células 600 pl de meio de cultura (LB liquido sem antibiotico) e
incubou-se 37°C, durante 30-60 minutos com agitacdo. Apos esta incubacéo as células
foram centrifugadas a 4500 x g durante 1 minuto, desprezou-se o sobrenadante e 0
sedimento de células foi ressuspendido em aproximadamente 100 ul de LB e

plagueado em meio sélido suplementado com ampicilina.

11.1.2 Células de mamifero e condic¢des de cultura

11.1.2.2 Linhas celulares de mamifero

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 2 linhas celulares: HFF
(fibroblastos humanos provenientes de prepucio) e Vero (células epiteliais

provenientes do rim de macaco verde africano, Cercopithecus aethiops).

11.1.2.2 Meios e condicGes de cultura

As linhas celulares foram mantidas numa estufa a 37°C, em atmosfera hiimida

com 5% de CO2, em frascos de cultura de células de 25cm? (T25) com meio de cultura
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DMEM (de “Dulbecco’s modified Eagle’s medium”) com glutamax, suplementado

com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen).

As células foram mantidas em culturas subconfluentes. Imediatamente antes de
atingirem a confluéncia total, as células foram lavadas com PBS e tratadas com tripsina
(Invitrogen) de forma a se destacarem da placa de cultura através da quebra das
ligacGes peptidicas entre as células e a superficie da placa. Apds o tratamento com
tripsina, as células foram diluidas em meio de cultura, o fator de diluicdo determina o
tempo que as células demorardo a estar novamente confluentes, por exemplo, para um
intervalo de 2 dias (de sexta para segunda-feira) usa-se uma proporcdo de 1:3 de
células HFF e 1:8 de células Vero. Nas células HFF, este procedimento ndo ultrapassou
as 25 passagens seguidas. Ja nas células Vero, uma vez que sdo células cancerigenas,
de proliferacdo continua, o0 mesmo procedimento pode repetir-se indefinidamente, no
entanto nunca deixamos passar as 30 passagens para minimizar a acumulagéo de erros
no DNA. Ap0s ser atingido este nimero de passagens foram descongeladas novas

células a partir do “stock” mantido em azoto liquido.

O “stock” de células consiste no armazenamento das mesmas em azoto liquido,
tendo sido o meio de congelagdo composto por DMEM suplementado com 20% de
soro fetal bovino e 10% de DMSO (criopreservante). As células sdo colocadas num
recipiente apropriado, onde a temperatura diminui de forma gradual (1°C/minuto).
Esse recipiente encontra-se a temperatura ambiente e é colocado a -80°C durante a

noite e no dia seguinte as células sao transferidas para o azoto liquido.

Relativamente ao processo de descongelacdo das células, este deve ser feito o
mais rapidamente possivel para que o DMSO, que para além de criopreservante é

citoxico, seja rapidamente diluido no meio de cultura.

11.1.3 Toxoplasma gondii e condic¢des de cultura

11.1.3.1 Estirpes de T. gondii

A estirpe de T. gondii utilizada neste trabalho foi a RH Ku80 :: diCre. Esta

estirpe foi criada para favorecer a recombina¢do homologa em vez da integracdo ao

32



acaso, na construgao das estirpes ‘“knockout” (KO). Esta estirpe permite a criacao de
KOs condicionais uma vez que produz uma cre recombinase dimérica cuja atividade é

dependente da adicdo de rapamicina.
11.1.3.2 Meios e condicGes de cultura

Como o T. gondii € um parasita intracelular obrigatorio, para a sua manutencéo

é fundamental a existéncia de linhas celulares preparadas para serem infetadas.

A partir de um frasco T25 com parasitas que tenham lisado a totalidade das
células, transfere-se 1pl para um novo frasco T25 de células HFF confluentes com 4
ml de meio de cultura. Este processo repete-se sempre que as células estiverem
totalmente lisadas, com 1ul de inéculo este processo demora aproximadamente 1
semana. Variando a quantidade de inoculo inicial podemos manipular o tempo que 0s

parasitas demoram a lisar todas as células, quanto maior o inéculo menor sera o tempo.

1.2 Técnicas utilizadas para a amplificacdo de DNA

recombinante e clonagem molecular

11.2.1 Extracdo de DNA gendémico de T. gondii

Para a extracdo de DNA gendmico de T.gondii, recolheu-se por centrifugacéo
(10 minutos a 800 x g) os parasitas presentes no meio de cultura de um T25 ap06s lise
total das células. Desprezou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se o0s parasitas em 5 ml
de PBS 1X (Invitrogen) e efetuou-se nova centrifugacdo nas mesmas condicdes. A
partir do precipitado obtido, procedeu-se a extracdo de DNA gendémico com a
utilizacdo do kit DNeasy® Blood & Tissue kit (50) (QIAGEN), de acordo com as

recomendacdes do fabricante.
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11.2.2 Extracdo de RNA de T. gondii

Para a extracdo de RNA, recolheu-se por centrifugacdo (10 minutos a 800 x g)
0s parasitas presentes num frasco T25 ap0s lise total das células. De seguida, efetuou-
se 2 lavagens com PBS 1X (5ml) utilizando o mesmo procedimento do ponto 11.2.1. A
partir do precipitado obtido procedeu-se a extracdo de RNA utilizando o kit BioTeq

(VWR), de acordo com a recomendacdes do fabricante.

11.2.3 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foi utilizado o RNA extraido no ponto 11.2.2.
Este procedimento deve ser efetuado no gelo e com pontas estéreis.

A um tubo de 0,2 ml foram adicionados 8ul de RNA, 1ul de tampdo DNase
10x, 1pl de DNase AmpGrade e incubou-se 30 minutos a 37°C (para remover
contaminacdo com DNA gendmico). Ap6s a incubacdo, para que ocorresse a
inativacdo da DNase, adicionou-se 1pl de EDTA (25mM) e incubou-se a reacdo
durante 10 minutos a 65°C no termociclador. A reacdo anterior adicionou-se 1ul de
Oligo dt (uma pequena sequéncia de nucleétidos desoxi-timina, que emparelha com a
cauda poliA e que ira permitir a sintese da cadeia de DNA complementar, através da
acdo de transcriptase reversa), 1ul de H20 livre de RNases, 1pl de dNTPs
(desoxirribonucle6tidos trifosfato, 10mM) e incubou-se durante 5 minutos a 65°C no

termociclador e colocou-se no gelo.

Para a sintese de cDNA, adicionou-se a reacao 4ul de Tampdao SuperScript 111
(5X), 1ul de Ditiotreitol (DTT), 1l de SuperScript 111 (SSI1I) e incubou-se 60 minutos
a 50°C e seguidamente 15 minutos a 70°C no termociclador. A partir desta fase, a
sintese de cDNA fica completa e pode ser utilizado como DNA molde nas reacGes de
PCR.
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11.2.4.2 PCR

11.2.4.2.1 Amplificacdo dos fragmentos 5’UTR e 3°’UTR do gene da Mob
de T. gondii

Antes da realizacdo da reacdo de PCR, procedeu-se a hidrolise do DNA
genémico com o enzima Bam-HI, uma vez que tentativas anteriores de amplificacéo
direta dos bracos de homologia a partir do DNA gendémico ndo tinham sido bem
sucedidas. A hidrolise do DNA genomico altera a sua estrutura e o emparelhamento
dos “primers”/sintese de DNA podera ser facilitado. Os “primers” foram desenhados
apo6s consulta da sequéncia de DNA genomico de T. gondii na base de dados
“ToxoDB”.

Amplificacdo da regido 3°UTR

Para a amplificagdo da regido 3’UTR a partir do DNA genémico de T.gondii,
foram desenhados “primers” especificos (tabela 1) aos quais se acrescentou a
sequéncia especifica do enzima de restricdo selecionado (verde) para posterior

clonagem no vetor KO, bem como a sequéncia que ird otimizar a acdo do enzima.

Apds algumas tentativas para amplificacdo da regido 3’UTR com o enzima
“home made”, foi feita uma reacdo com 3 enzimas diferentes, “home made”, a Dream
Tagq DNA Polymerase” (New England Biolabs, NEB®) e a Phusion ® High-Fidelity
DNA Polymerase. As componentes da “Mix” para a reac¢do com a Dream Taq e com

a Phusion foram segundo as recomendac@es do fabricante.

Uma vez que houve grande dificuldade em amplificar a regido 3’UTR com os
“primers” F — 3’ mob e R — 3’ mob, houve necessidade de desenhar novas sequéncias
de “primers” para tentar ultrapassar essa dificuldade. Os novos pares de “primers”
voltaram a falhar na amplificagdo da regido 3° UTR. Desta forma, optou-se por fazer
um cruzamento entre todos os “primers” (ver figura 6), juntamente com a realizacéo
de uma rampa de temperaturas no PCR. Ao longo da linha do termociclador a
temperatura de emparelhamento para cada reacao altera-se de acordo com o gradiente
selecionado, de 50°C até 63°C. Os unicos que obtiveram produto de amplificacdo
foram os “primers” F1 - 3> mob e o R2 - 3’ mob (~2100pb), curiosamente um dos

pares de “primers” cruzados. Posteriormente encomendou-se novos “primers” onde
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foram adicionadas as sequéncias de reconhecimento para 0s enzimas de restrigdo que
foram utilizados na clonagem do respetivo fragmento (Notl no “primer” F1 ¢ Mfel no

“primer” R2).

Tabela 1 — “Primers” desenhados para amplificar o fragmento 3°’UTR

Sequéncia Tm
F—3"mob ATAAGAAT GCGGCCGC ATC CCCTTA AAT CAG AGTTTC 58 ¢C
R—-3"mob CCC CAATTG TAT GAA AAT GAC CCG AACGC 58 ¢C
F1-3"mob ATA AGA AT G CGG CCG CGACAACGGACACAGACAGA 58 ¢C
F2-3'3’ TGTCTCCGGTGTGCTTGAG 60 oC
mob
R1-3" mob CA GGA AGC AAT GGACTTTGA 58 eC
R2 -3’ mob CCC CAATTG GAC AGC AAG CCT GCG GTT 58 eC

A mistura da reacdo de PCR encontra-se descrita na tabela 2, e as condigdes
gerais da reacdo de PCR na tabela 3 (Rampa de temperaturas utilizada para obter a regido
3'UTR por PCR).
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Figura 6 — Esquema da rampa de temperaturas utilizada para obter a regido 3'UTR por PCR

Tabela 2 - Mistura de reacdo de PCR para amplificar a regido 3° UTR

Reagentes
Volume Concentracdo final
Tampao de PCR 10x 2,5ul 1x
dNTPs 2mM 2,5ul 0,2 mM
MgCl;25mM 1,25ul 1.25mM
Primer Forward 30pmol/ul 1l
Primer Reverse 30pmol/pul 1ul
DNAg (40ng/ul) 1ul
Taq Polimerase 0,5ul
concentragdo 1U/pl
Agua 15,25l
Volume final 25ul

37



Tabela 3 - Condicdes da reacdo de PCR

Etapas da reagao Tempo Temperatura Numero de ciclos
Desnaturagao 5 min 95eC 1x
Desnaturagao 30 seg 95¢C

Emparelhamento 30 seg 58eC 35x

Elongacdo 2 min 72°C
Elongacdo 15 min 72°C 1x
Arrefecimento 5 min 5eC 1x
Amplificacdo da S’UTR

Para a amplificagdo da regido 5’UTR a partir do DNA genémico de T.gondii,
foram desenhados “primers” especificos (tabela 4) aos quais se acrescentou a
sequéncia especifica do enzima de restricdo selecionada (verde), Spel no caso do
“primer” F-5’mob e BamHI para o R-5’mob, para posterior clonagem no vetor KO,

bem como a sequéncia que ira otimizar a acdo do enzima escolhido.

Tabela 4 - Primers desenhados para amplificar o fragmento 5S’UTR

Sequéncia Tm
F—-5"mob GG ACTAGT GCG ACG CCCTTC GAA ACC 60 eC
R—-5"mob CG GGATCC AAG GCG ACG GCA AACGAAG 60 eC

O produto de PCR esperado terd um tamanho de aproximadamente 2000pb.

A composicgdo da mistura para a reagdo de PCR encontra-se descrita na tabela

3 (asemelhanga da utilizada para amplificar a regido 3’ UTR), e as condi¢des da reacao
de PCR na tabela 5.
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Tabela 5 - Condigdes da reacdo de PCR

Etapas da reagao Tempo Temperatura Numero de ciclos
Desnaturagao 5 min 95eC 1x
Desnaturagao 30 seg 95¢C

Emparelhamento 30 seg 59¢C 35x

Elongacdo 2 min 72°C
Elongacdo 15 min 72°C 1x
Arrefecimento 5 min 5eC 1x

11.2.4.2.2 Amplificacdo do cDNA da Mobl

Para a amplificacdo do cDNA da Mobl de T.gondii,

foram desenhados

“primers” especificos (tabela 6), apds consulta da sequéncia de cDNA da Mob1 de T.

gondii na base de dados “ToxoDB”, aos quais se acrescentou a sequéncia especifica

do enzima de restricdo escolhido (verde), AflII no caso do “primer” F mob KO e Pacl

para 0 R mob KO, para posterior clonagem no vetor KO, bem como a sequéncia que

ird otimizar a acdo do enzima.

Tabela 6 - Primers desenhados para amplificar o cDNA da Mob1l

Sequéncia Tm
F mob KO 5 CCC CTTAAG AAC TACTGG ACGTCTTGG C?¥ 58 2C
R mob KO 5 CCC TTAATTAA TCA AAA ACT GGC CTG AGA GC ¥ 60 °C

O produto de PCR esperado tera um tamanho de aproximadamente 942pb.
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A composicdo da mistura de reacdo de PCR encontra-se descrita na tabela 3 (a
semelhanga da utilizada para amplificar a regido 3> UTR e 5’UTR), e as condig¢des

gerais da reacdo de PCR na tabela 7.

Tabela 7 - Condicdes da reacdo de PCR

Etapas da reacdo Tempo Temperatura Numero de ciclos
Desnaturagao 5 min 95eC 1x
Desnaturagao 30 seg 95¢C

Emparelhamento 30 seg 5629C 35x

Elongacdo 30 seg 72°C
Elongagdo 15 min 72°C 1x
Arrefecimento 5 min 5¢C 1x

11.2.5 Eletroforese de DNA

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%
(m/v) em tampédo TAE 1X (Tris 40 mM, EDTA 1mM pH8.3) ao qual se adicionou 10
pl, por cada 1L de H.O, de “green safe”, corante de DNA, segundo recomendag&o do
fabricante (NZY Tech). As amostras de DNA adicionou-se tampao de amostra [Ficoll
400 2,5% (m/v), EDTA 16mM pH 8,0, Azul bromofenol 0,2% (m/v) em TAE 1X]. No
gel, foi aplicado um marcador de DNA da “Thermofisher 1Kb” (Fisher), a partir do
qual estimou-se a massa molecular dos fragmentos de DNA. A eletroforese decorreu
durante cerca de 60 minutos a 80V. A imagem digital foi capturada com o sistema de
aquisicdo de imagem Pharmacia da Biotech e com o programa Liscap (Pharmacia
Biotech).
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11.2.6 Extracdo e purificagdo de fragmentos de DNA a

partir de um gel de agarose

A extracéo e purificagdo de DNA foi feita a partir do gel de agarose, do qual
se cortou a banda de DNA com o tamanho esperado. A extracéo foi feita com o

QIAquick-Gel Extraction Kit (Qiagen), de acordo com as especificacdes do fabricante.

Ap0s a obtencdo do DNA, foi feita a quantificacdo do mesmo recorrendo ao

Nanodrop 2000c (Thermoscientific).

11.2.7 Sub-clonagem do fragmento 3’UTR no vetor p-
GEM T-Easy

Tal como descrito na sec¢do 11.4.2.1, a obteng¢do da regido 3’UTR néo foi
imediata, como tal optou-se por clonar o fragmento amplificado num vetor especifico
para produtos de PCR, o vetor p-GEM T-Easy. O fragmento serd removido por
hidrolise para posterior clonagem no vetor KO, desta forma, temos a certeza que
fragmento estd bem hidrolisado em ambas as extremidades. Este vetor tem a
particularidade de nas suas extremidades possuir uma deoxitimidina (T) que ira
permitir a ligacdo imediata dos fragmentos resultantes do PCR que se encontram

adenilados, com o auxilio do enzima T4 DNA ligase.

11.2.7.2 Ligacéo

Foi feita a reagdo de ligagdo, num volume final de 10pul, utilizando 40ng de
vetor e, para calcular a concentracdo de fragmento a adicionar a reacéo, utilizou-se a
seguinte férmula:

n (vetor) _ mn(fragmento) o 40ng __ n(fragmento) x 10
pb (vetor) - pb (fragmento) 3015 pb - 2100 pb

Assim, para a ligagdo usou-se 40 ng de vetor e 27,87 ng de fragmento,
juntamente com 1pl de tampao da ligase (10X), 1ul de ligase (1U) e, caso necessario,

perfazer os 10 pl da reagdo com agua estéril. O periodo de incubacéo foi de cerca de
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12 horas a 4°C. Para avaliar a eficiéncia da ligacdo é fundamental a utilizacdo de um
controlo negativo, sujeito exatamente ao mesmo procedimento, exceto a adigdo do
fragmento de DNA. Este controlo permite avaliar as re-ligacdes do plasmideo devido

as hidrolises parciais.

Ap0s a reacdo de ligacao transformou-se bactérias competentes (ponto 1.1.1 do

presente capitulo).

11.2.8 Reacdo de PCR para testar se as coldnias

bacterianas sdo recombinantes — “Colony PCR”

Apos a obtengdo dos transformantes, picou-se as col6nias obtidas para dentro
de um tubo de PCR e efetuou-se um riscado (figura 7), os riscados foram numerados
de acordo com a numeracao dos tubos de PCR. De seguida fez-se uma reacdo de PCR
para identificar quais as colonias recombinantes (positivas, que inseriram o fragmento

no vetor) e selecionar as mesmas para extrair DNA plasmidico em pequena escala.

1 2
3 4 5|/6
:> | :>(7 o| slo)
/ 11 14
12 13
15| 16

1 2 3

Figura 7 - Esquema do teste das coldnias bacterianas. As col6nias séo picadas da placa de cultura com
uma ponta, a coldnia é colocada dentro de um tubo de PCR e é feito um riscado bacteriano, utilizando

a mesma ponta, numa nova placa de cultura.
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Para testar as coldnias, foram desenhados “primers” para amplificar uma

sequéncia interna da regido 3’UTR (“primers” internos, tabela 8).

Tabela 8 - “Primers” desenhados para testar as colonias

Sequéncia Tm
F_3_int_mob > GATCTGCATTGCTAGCGACA® 58 oC
R_3_int_mob ¥ GACAGGAAAGGCACAGAGGA ¥ 58 oC

O produto de PCR esperado tera um tamanho de aproximadamente 698pb caso
as colonias sejam positivas, ou seja, caso o plasmideo tenha integrado o fragmento

com o qual se efetuou a ligacéo.

A composicdo da mistura para a reacdo de PCR encontra-se descrita na tabela
3 (a semelhanca das misturas utilizas nas reacdes de PCR anteriores). As condi¢des da

reacdo de PCR encontram-se descritas na tabela 9.

Tabela 9 - Condicdes da reacdo de PCR

Etapas da reagao Tempo Temperatura Numero de ciclos
Desnaturagao 5 min 95eC 1x
Desnaturagao 30 seg 95eC

Emparelhamento 30 seg 55¢9C 35x

Elongacgao 1 min 72°C
Elongacao 15 min 72°C 1x
Arrefecimento 5 min 5¢C 1x
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11.2.9 Confirmacdo das sequéncias nucleotidicas por

sequenciacao automatica

Apds a identificacdo dos clones positivos por “colony PCR”, estes foram
analisados por sequenciacdo automatica, de forma a determinar se as sequéncias

clonadas foram inseridas corretamente e comprovar a auséncia de erros/mutaces.

As reacdes de sequenciagdo foram feitas com o “Big Dye Terminator 1.1 Cycle
Sequencing Kit” por PCR (25 ciclos compostos por 10 segundos a 96°C, 5 segundos a
50°C e 4 minutos a 60°C). A sequéncia dos “primers” utilizados para a sequenciagéo
encontra-se na tabela 10. Apds a reacdo de PCR, o produto de amplificacdo foi
precipitado com 1/10 do volume de CH3COONa (acetato de sodio) 3M e 2,5 volumes
de etanol absoluto durante 15 minutos. De seguida foram centrifugados a 16100 x g
durante 15 minutos a 4°C. Desprezou-se o sobrenadante e deixou-se o sedimento de
DNA a secar. Os tubos foram, posteriormente, enviados para o Instituto Gulbenkian
de Ciéncia (IGC) para sequenciar as amostras. O sequenciador utilizado para a
sequenciagdo automatica foi o “ABI Prism 377 DNA Sequencer” (Applied
Biosystems). O “software” utilizado para o “377 DNA Sequencer” requer o “filter set
E” e “377 BigDye Terminator vl.1 Matrix Standards”. Foram feitos 1200

“scans”/hora.

Table 10 - “Primers” utilizados para sequenciar a regido 3'UTR

Sequéncia Tm
5 -3 UTR mob Seq 5 GATCTGCATTGCTAGCGACA ¥ 60 2C
3 -3 UTR mob Seq ¥ GACAGGAAAGGCACAGAGGA ¥ 60 2C
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1.3 Clonagem dos fragmentos no vetor “knockout”

(KO) de T. gondii

A estratégia adotada para a construcéo do KO condicional em T.gondii, implica

a substituicdo do gene Mob1 “wild-type” no genoma, por outro flanqueado por dois

locais “loxP”. Estes locais serdao reconhecidos pela enzima Cre recombinase e, na sua

presenca, ocorrerd a excisao do gene. A construcdo sera posteriormente inserida, por

recombinag¢do homologa (através dos bracos de homologia da regido 5’ e na regido 3°),

na estirpe T. gondii Ku80::diCre.

Acc651 - 865 - G'GTAC_C
Kpnl - 869 - G_GTAC'C
PspOMI - 871 - G'GGCC_C
i Apal - 875 - G_GGCC'C
f HindlIII - 895 - A'AGCT_T
HindlIll - 1035 - A'AGCT_T
==>F vectorKO -1170 - Tm=55,9°C

==> Mob Tg F int - 1557 - Tm=60,3°C
<== Mob Tg 5 seq - 1611 - Tm=59,4°C
Xmal - 1657 - C'CCGG_G
Srfl - 1659 - GCCC'GGGC
Smal - 1659 - CCC'GGG
Mfel - 1899 - C'AATT_G
Befl - 2122 - T'GATC_A - dam methylated!
<==Mob Tg R int - 2143 - Tm=60,9°C
SanDI - 2258 - GG'GwC_CC
=> Mob Tg 3 seq - 2282 - Tm=54,2°C

BsaBl - 8927 - GATnn'nnATC
Nrul - 8829 - TCG'CGA
PshAl - 8290 - GACnn'nnGTC

<==R - R mob KO - 2380 - Tm=52,4°C

SexAl - 8251 - A'CCwGG_T - dem methylated! m
o

<=F - 3"op=rosT- Tm=-52°C \ -»

==>5-3 UTR mob Seq - 7821 - Tm=56,4°C 2 Py vy e V=T

Ascl - 7364 - GG'CGCG_CC
<=3’ UTR mob F - 7185 - Tm=62,3°C
==>3" UTR mob R - 6697 - Tm=60,5°C

Stul - 6331 - AGG'CCT

<==3-5UTR mob Seq - 4110 - Tm=66,7°C

HindIII -.4238 - A'AGCT_T
Mfel - 4426 - C'AATT_G

AGGICLT ~ . T HindIlI - 4820 - A'AGCT_T
- Rsrll-6101-CG'GWC_CG - -t ==> 5 UTR mob R - 4873 - Tm=60,4°C
<=3 -3 UTR mob Seq - 6096 - Tm=62,4°C BbvCl - 5254 - CC'TCA GC
Pl T .- <==5UTR mob F - 5533 - Tm=59,2°C
‘ —> 5 5UTR mob Seq - 5846 - Tm=59,3°C
==t LA G <—F -5 mob - 5915 - Tm=66°C

PspXI - 5945 - vC'TCGA_GH BsBL. 5919 - TT'CG. AA
X0l - 5933 - A'CTAGLLS ¥

PORAVIG2 revision 11,119 UNLICENSED  Printed 17-12:2013 hitpfiwaw acacione com

Figura 8 - Construgdo KO Mob1l

Os enzimas escolhidos para a clonagem tém que existir no vetor e nao

hidrolisar o fragmento que ira ser clonado (Figura 8). Desta forma, as sequéncias de

reconhecimento dos enzimas selecionados foram adicionadas as sequéncias dos

“primers” utilizados nas reacdes de PCR de cada fragmento a clonar.
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Serédo clonadas 3 sequéncias distintas neste vetor, cONA da Mob, 3'UTR e
5'UTR e ha que ter em conta que cada sequéncia clonada leva consigo novos locais de
restricdo. Por esta razdo, foi necessario criar uma ordem de clonagem dos diferentes

fragmentos para ndo arriscar a hidrolise do vetor mais do que uma vez.

Assim, o primeiro fragmento a ser clonado sera a regido 3’UTR, depois serd a

regido 5’UTR e por ultimo o cDNA da Mobl.

11.3.1 Hidrolise dos fragmentos e do vetor
Fragmento 3°UTR

Para a hidrolise do fragmento 3’UTR, foram utilizados os enzimas Notl (1U) e
Mfel (1U) (NEB), num volume de reacéo final de 30 pl. Aos enzimas adicionou-se 3
pl de tampdo CutSmart 10x (NEB) e 25 ul de DNA (1200ng). A hidrélise decorreu

durante cerca de 16h, em banho-maria, a 37°C.

Para a hidrolise do vetor, foram utilizados os mesmos enzimas da hidrélise do
fragmento. No caso do vetor hidrolisou-se 1400ng.

Apos a hidrdlise desfosforilou-se o vetor, para minimizar religagdes do mesmo
aquando da ocorréncia de hidrdlises parciais. Nesta reacdo utilizou-se o volume total
da reacao (30 pul), ao qual se adicionou 3,5 pl de tampdo da Fosfatase 10x e 1 ul de
Fosfatase Alcalina (1U) (BioRad). A reacdo decorreu durante 2h a 37°C.

Para terminar a reagdo procedeu-se & inativacdo do enzima incubando a reagéo

durante 20 minutos a 65°C.
Fragmento S’UTR

Para a hidrdlise do fragmento 5°UTR, foram utilizados os enzimas Spe (1U) e
BamHI (1U) (NEB), num volume de reacdo final de 30 pl. Aos enzimas adicionou-se
3 ul de tampdo CutSmart 10x e 25 pl de DNA (1200ng). A hidrélise decorreu durante
cerca de 16h a 37°C.
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Tal como descrito anteriormente, o vetor que nesta fase ja continha a regido
3’UTR foi também hidrolisado com os enzimas utilizados para a hidrélise da regido
5’UTR.

A semelhanca da hidrolise do vetor, também se procedeu & desfosforilacéo do
volume total da reacdo de hidrolise do fragmento correspondente ao vetor ja com a
regido 3’UTR.

Para terminar a reacéo procedeu-se & inativacdo do enzima incubando a reagdo

durante 20 minutos a 65°C.

11.3.2 Hidrolise do cDNA Mobl

O cDNA correspondente a proteina Mob1 foi hidrolisado com os enzimas Afll|
e Pacl, num volume de reacao final de 30 pl. Aos enzimas adicionou-se 3 pl de tampéo
CutSmart 10x e 4,5 ul de DNA (1200ng). A hidrdlise decorreu durante cerca de 16h,
em banho-maria, a 37°C.

11.3.3 Mistura de ligacéao

As reacdes de ligagdo dos fragmentos ao vetor KO foram feitas de acordo com

o0 descrito no ponto 11.2.7.2.

Fragmento 3°UTR

Para a mistura de ligacdo do fragmento 3’UTR ao vetor KO, previamente
hidrolisados, adicionou-se 115ng de fragmento para 40ng de vetor, 1ul de tampédo

Ligase 10x e 1U de Ligase (Fermentas).

Para avaliar a eficiéncia da ligacéo é fundamental a utilizagdo de um controlo
negativo, sujeito exatamente ao mesmo procedimento, exceto a adicdo do fragmento

de DNA. Tal como descrito na seccédo 11.2.7.2.
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A reacdo de ligacao do fragmento ao vetor foi feita durante aproximadamente
12h, a 4°C.

Ap6s a reacdo de ligacdo, procedeu-se a transformacdo de bactérias
competentes de acordo com o descrito no ponto 11.1.1.4. Feita a transformacao, foram
testadas as coldnias (“Colony PCR”) utilizando os “primers” internos da regido 3’'UTR

e 0 mesmo procedimento do ponto 11.2.8.
Fragmento S’UTR

Para a mistura de ligagdo do fragmento 5’UTR ao vetor KO, ja com a regido
3’UTR clonada e previamente hidrolisados, adicionou-se 115ng de fragmento para
40ng de vetor, 1pl de tamp&o Ligase 10x e 1U de Ligase (Fermentas). A semelhanca

do referido na seccéo 11.3.3, também aqui foi preparado um controlo negativo.

A reacdo de ligacdo do fragmento ao vetor foi feita durante aproximadamente
12h, a 4°C.

Ap6s a reacdo de ligacdo, procedeu-se a transformacdo de bactérias
competentes de acordo com o descrito no ponto 11.1.1.4. Feita a transformacdo, foram
testadas as coldnias (“Colony PCR”), segundo o procedimento explicado no ponto
11.2.7.2 do presente capitulo, utilizando os “primers” internos da regido 5’UTR
apresentados na tabela 11, as condi¢des de PCR encontram-se descritas na tabela 12 e
0 produto de PCR é de cerca de 660 pb.

Table 11 - “Primers” utilizados para o “Colony PCR” da 5’UTR

Sequéncia Tm
5’UTR_Mob_R ¥ GGGTTTGCTTTTCTCTGCGG* 60 2C
5’UTR_Mob_F > AATCATGAAGCGAATGCGGC ¥ 62 °C
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Tabela 102 - CondicGes da reacdo de PCR

Etapas da reacéo Tempo Temperatura Numero de ciclos
Desnaturacéo 5 min 95°C 1x
Desnaturacéo 30 seg 95°C

Emparelhamento 30 seg 58°C 35X

Elongacéo 1 min 72°C
Elongacéo 15 min 72°C 1x
Arrefecimento 5 min 5°C 1x

114 Preparacdo de DNA plasmidico

11.4.1 Em pequena escala (“minipreps”)

Apbs selecdo dos transformantes recombinantes pelo teste do PCR em
colonias, estes foram “picados” a chama com o auxilio de uma ponta que serviu para
inocular meio LB liquido suplementado com ampicilina. Incubou-se a cultura durante

a noite a 37°C com uma agitacdo de 180rpm.

No dia seguinte, centrifugou-se 3ml da cultura bacteriana durante um minuto,
a 6000g, a temperatura ambiente. Para a preparacdo de DNA plasmidico em pequena
escala foi utilizado o kit QIAprep®spin Miniprep (50) (QIAGEN) de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

1.1 Em média escala (“midipreps”)

Apos a confirmacgdo por sequenciacgdo da correta insercao dos fragmentos e da
auséncia de mutacdes, os plasmideos recombinantes foram usados para transformar
bactérias competentes para serem amplificados e proceder-se a sua prepara¢do em
média escala. Para isso, as células transformadas foram usadas para inocular meio LB
liquido (100ml) suplementado com ampicilina. As culturas cresceram durante a noite
a 37°C com agitacdo de 180 rpm e depois foram utilizadas para extrair DNA
plasmidico com o Plasmid Midi Kit (QIAGEN), de acordo com as recomendacdes do

fabricante.
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Capitulo 111

Resultados
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1.1  Amplificacao dos fragmentos 3’UTR e 5’UTR da
Mob, a partir de DNA genomico de T. gondii

I11.1.1 Amplificacido da regido 3°’UTR da Mob de T. gondii

Para amplificar aregido 3’UTR a partir de DNA gendmico, foram desenhados
“primers” especificos (F — 3’'UTR e R — 5’UTR) que originaram um produto de
amplificacdo de aproximadamente 2000 pb. As condi¢bes de PCR encontram-se

descritas no ponto 11.2.4.2.1.

Figura 9 - Andlise eletroforética dos produtos de amplificagdo da regido 3'UTR. Apds a reacdo de PCR
os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% MM — Marcador de
massa molecular (O"GeneRuler 1kb DNA Ladder), C- Controlo negativo (amostra sem DNA molde),
1, 2 e 3 - Produtos de PCR para a regido 3’UTR com os “primers” F —3’UTR e R — 3’UTR.

Através da anélise da figura 9 observa-se que ndo houve amplificacdo do
fragmento previsto com 2000 pb, sendo a banda observada correspondente aos

“primers” que ndo foram utilizados.
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Figura 10 - Analise eletroforética dos produtos de amplificacdo da regido 3'UTR. Ap6s a reacdo de
PCR os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM —
Marcador de massa molecular (O"GeneRuler 1kb DNA Ladder), C- Controlo negativo (amostra sem
DNA molde), 1, 2 e 3 - Produtos de PCR para a regido 3’UTR com os “primers” F — 3’'UTR e R —
3’UTR.

Apds andlise da figura 10, continua-se a ndo se observar a presenca do produto
de amplificacdo na eletroforese. Desta forma, optou-se por hidrolisar o DNA genémico
com o0 enzima Bam-HI (enzima de restricdo que ndo hidrolisa 0 nosso fragmento de
interesse) para tentar facilitar o emparelhamento dos “primers” através da

fragmentacdo do DNA gendmico e consequente alteracdo estrutural do mesmo.

Figura 11 - Andlise eletroforética dos produtos de amplificagdo da regido 3'UTR apds hidrélise do
DNA genémico com a enzima BamHI. Ap6s a reacdo de PCR os produtos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler
1kb DNA Ladder), C- Controlo negativo (amostra sem DNA molde), 1, 2 e 3 - Produtos de PCR para a
regido 3°’UTR com os “primers” F —3’UTR e R — 3’UTR.
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Devido a auséncia de sucesso na amplificacdo da regido 3’UTR (figura 11),
fez-se um gradiente de temperaturas (de 55°C a 63.5°C) para tentar encontrar a

temperatura ideal de emparelhamento dos “primers” (consultar imagem secgdo 11.1).

Figura 12 - Andlise eletroforética dos produtos de amplificacdo da regido 3'UTR a diferentes
temperaturas de hibrida¢do dos “primers”. Apds a reacdo de PCR os produtos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler
1kb DNA Ladder), C- Controlo negativo (amostra sem DNA molde) com os “primers” F — 3’UTR ¢ R
— 3’UTR; 1-11 - Produtos de PCR para amplificacdo da regido 3’UTR com os “primers” F — 3’'UTR ¢
R — 3’UTR (a reagdo 1 corresponde a temperatura de 55°C que aumenta gradualmente até aos 63,5°C,
reacdo 11).

A figura 12 volta a demonstrar a auséncia do produto de amplificacdo da regido
3’UTR. Desta forma, efetuou-se nova extracdo de DNA genémico de T.gondii, para
excluir a hipotese do DNA molde néo estar em boas condi¢des. De seguida, procedeu-
se novamente a hidrolise do DNA gendmico com a enzima Bam-HI e procedeu-se a

novas reacoes de PCR.
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Figura 13 - Analise eletroforética dos produtos de amplificacdo da regido 3'UTR apds hidrdlise do
DNA gendmico com a enzima BamHI. Apds a reacdo de PCR os produtos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler
1kb DNA Ladder), C- Controlo negativo (amostra sem DNA molde) com os “primers” F —3’UTR ¢ R
—3’UTR, 1-4 - Produtos de PCR para a regido 3’UTR com os “primers” F — 3’UTR e R — 3’UTR.

A figura 13 demonstra a ndo amplificacdo do fragmento esperado. Repetiu-se

0 PCR com as mesmas condicdes.
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Figura 14 - Andlise eletroforética dos produtos de amplificacdo da regido 3'UTR apo6s hidrélise do
DNA genémico com a enzima BamHI. Ap6s a reacdo de PCR os produtos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler
1kb DNA Ladder), C- Controlo negativo (amostra sem DNA molde) com os “primers” F —3’UTR e R
—3’UTR, 1-3 - Produtos de PCR para a regido 3’UTR com os “primers” F —3’'UTR e R — 3’"UTR.

A figura 14 demonstra a amplificacdo de véarias bandas provavelmente
inespecificas uma vez que nenhuma delas corresponde ao tamanho esperado (2000
pb). N&o se deveriam observar produtos de amplificagdo no controlo negativo,

indicando que a existéncia das mesmas podera ser devida a alguma contaminagéo. A

54



fim de tentar compreender a origem da contaminagdo foram feitas varias reacdes de
PCR, onde em cada reacdo era substituido um dos componentes da mistura de reacdo
por outro novo. Apo6s a substituicdo de todos os reagentes o controlo negativo

permanecia contaminado, exceto quando se utilizou uma enzima nova.
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Figura 15 - Analise eletroforética dos produtos de amplificacdo da regido 3'UTR apds hidrélise do
DNA gendémico com a enzima BamHI. Apés a reacdo de PCR os produtos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler
1kb DNA Ladder), C- Controlo negativo (amostra sem DNA molde) com os “primers” F —3’UTR e R
—3’UTR, 1-3 - Produtos de PCR para a regido 3’UTR com os “primers” F — 3’UTR e R — 3’UTR.

Apesar de se ter eliminado a contaminacao a figura 15 volta a revelar auséncia
de produto de amplificagdo da regido 3’UTR, voltando a optar-se por efetuar um novo
gradiente de temperaturas com as mesmas condigdes e com temperaturas entre 55°C e
61.3°C.
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Figura 16 - Analise eletroforética dos produtos de amplificacdo da regido 3'UTR a diferentes
temperaturas de hibrida¢do dos “primers”. Apés a reacdo de PCR os produtos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler
1kb DNA Ladder), C- Controlo negativo (amostra sem DNA molde) com os “primers” F —3’UTR e R
—3’UTR, 1-11 - Produtos de PCR para amplificagdo da regido 3’UTR com os “primers” F — 3°UTR e
R — 3’UTR (a reagéiol corresponde a temperatura de 55°C que aumenta gradualmente até aos 63,5°C,
reacdo 11).

Apds a analise da figura 16, parece haver a presenca de uma banda com o
tamanho esperado (2000pb), a partir da amostra 5, para além da presenca de bandas

inespecificas inclusivamente no controlo negativo.

Repetiu-se a reacdo de PCR, nas mesmas condicdes, selecionando-se a

temperatura referente a uma das amostras onde houve produto de amplificacdo (61°C).
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Figura 17 - Analise eletroforética dos produtos de amplificagdo da regido 3'UTR apo6s hidrélise do
DNA genémico com a enzima BamHI, a temperatura de 61°C. Apoés a reacdo de PCR os produtos
amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa
molecular (O"GeneRuler 1kb DNA Ladder), C- Controlo negativo (amostra sem DNA molde), 1-3 -
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Produtos de PCR para a regido 3’UTR com os “primers” F —3’UTR e R — 3’UTR. A) Antes da extracao
das bandas do gel, para purificacdo do DNA; B) ApGs a extracdo das bandas de DNA do gel.

No gel da figura 17A, identificou-se as bandas com o tamanho esperado e
procedeu-se ao corte e remocdo das mesmas para extracdo do DNA. A figura 17B
confirma a correta remocdao das bandas do gel.

Apds a extracdo quantificou-se 0 DNA obtido, inesperadamente, néo se detetou
DNA na amostra. Repetiu-se a quantificacdo e confirmou-se a auséncia de DNA.
Repetiu-se a reacdo de PCR com as mesmas condi¢Oes para voltar a fazer nova
extracdo de DNA.

Figura 18 - Andlise eletroforética dos produtos de amplificacdo da regido 3'UTR apo6s hidrélise do
DNA gendémico com a enzima BamHI, & temperatura de 61°C. Apoés a reagdo de PCR os produtos
amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa
molecular (O"GeneRuler 1kb DNA Ladder), C- Controlo negativo (amostra sem DNA molde), 1-3 -
Produtos de PCR para a regido 3’UTR com os “primers” F — 3°UTR e R — 3’'UTR.

Infelizmente voltou a verificar-se a auséncia do produto de amplificacéo
(figura 18). Prepararam-se 3 novas reag0es de PCR para testar ao mesmo tempo 3
DNA polimerases diferentes.
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Figura 19 - Analise eletroforética dos produtos de amplificacdo da regido 3'UTR apds hidrdlise do
DNA gendémico com a enzima BamHlI, a temperatura de 61°C, utilizando 3 DNA polimerases diferentes.
MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler 1kb DNA Ladder); CN - controlo negativo;
Reacdes de amplificacdo com o enzima 1; ReacBes de amplificacdo com o enzima 2 e Reacles de
amplificacdo com o enzima 3.

Continuou-se a verificar a auséncia de produtos de PCR (figura 19).

Desenharam-se novos “primers” (ver tabela 1 do capitulo referente aos

Materiais e métodos) e efetuou-se um PCR para cada um dos novos pares de “primers”.

"™ Ca 1 2 3MMCb4 5 6 MM

Figura 20 - Analise eletroforética dos produtos de amplificagdo da regido 3'UTR apds hidrolise
do DNA gendmico com a enzima BamHlI, & temperatura de 61°C, tilizando os novos pares de primers.
MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler 1kb DNA Ladder); Ca - Controlo negativo; 1-3 -
reacdes de amplificagdo com os “primers” F — 3’'UTR e R — 3’UTR; Cb — Controlo negativo 4-6 -
reagdes de amplificagdo com os “primers” F2 — 3’mob e R2 — 3’mob

Uma vez que também n&o se obteve qualquer produto de amplificagdo com os
novos “primers” (Figura 20), optou-se por fazer um cruzamento entre todos o0s

“primers” desenhados (ver tabela 1 do capitulo II), juntamente com o gradiente de

58



temperaturas para cada reagdo, entre 50°C e 63°C (ver figura 1 do capitulo II). As
imagens referentes aos dois géis de eletroforese em gel de agarose com os produtos de
amplificacdo das restantes reacfes ficaram em mau estado, ndo sendo por isso

apresentadas neste trabalho.

C1 2 3 4 56 7 89 10 11MMC2 pb

Figura 21 - Analise eletroforética dos produtos de amplificacdo da regido 3'UTR, com 0s novos pares
de “primers” a diferentes temperaturas de hibridagdo. Apds a reagdo de PCR os produtos amplificados
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa molecular
(O"GeneRuler 1kb DNA Ladder), C, C2 e C3 - Controlo negativo (C) (amostra sem DNA molde), 1-11
- Produtos de PCR para amplificag¢do da regido 3’UTR com os “primers” F1 — 3°’UTR e R1 — 3’'UTR
(ao reagdo 1 corresponde a temperatura de 50°C que aumenta gradualmente até aos 61,3°C, reacdo 11);
12-22 - Produtos de PCR para amplificagdo da regido 3’UTR com os “primers” F1 — 3’°UTR e R2 —
3’UTR (a reagdo 12 corresponde a temperatura de 50°C que aumenta gradualmente até aos 61,3°C,
reagéo 22); 23-27 — Produtos de PCR para amplificagdo da regido 3’UTR com os “primers” F2 —3’UTR
e R—3’UTR (areacdo 23 corresponde a temperatura se 50°C que aumenta gradualmente até aos 55.4,
reacao 2).

Analisando a parte superior do gel (figura 21), refente aos produtos de PCR
obtidos com a utilizagdo dos “primers” F1 — 3’UTR e R1 — 3’UTR, nas primeiras
reacOes (1-5) parece haver um produto com o tamanho esperado. O controlo negativo
(C) parece estar contaminado, verificando-se a presenca de bandas no mesmo.
Relativamente a parte inferior do gel, referente aos produtos de PCR obtidos com a
utilizagdo dos “primers” F1 — 3’UTR e R2 — 3’UTR, parece claro que a partir do
po¢ol16 ha produto de amplificacéo, neste caso com o tamanho esperado, cerca de 2100
pb. Para obter maior quantidade do produto amplificado, preparou-se nova reacao de
PCR com os “primers” F1 — 3’'UTR e R2 — 3’'UTR e com a temperatura de
emparelhamento de 60°C.

59



Figura 22 - Anélise eletroforética dos produtos de amplificacdo da regido 3'UTR apds hidrélise do
DNA genémico com o enzima BamHI, & temperatura de 60°C, utilizando os “primers” F1 — 3’mob e
R2 — 3’mob. MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler 1kb DNA Ladder); C- Controlo
negativo (amostra sem DNA molde), 1-3 - Produtos de PCR para amplifica¢do da regido 3’UTR.

Analisando a figura 22 ¢é possivel observar as bandas de DNA com o tamanho
esperado (2100 pb) e, apesar de se verificar a presenca de bandas inespecificas e do
controlo negativo se encontrar contaminado, procedeu-se ao corte e remocdo das

bandas para extragdo do DNA. Desta vez o DNA foi extraido com sucesso.

Tal como descrito no ponto 11.2.7 do capitulo 1lI, foi feita a clonagem do
fragmento 3’UTR no vetor p — GEM T-Easy. Foi feita a reacdo de ligacdo e
transformacao de bactérias competentes, a partir das quais se picou as colonias obtidas
e testou-se por PCR, confirmando assim se o plasmideo tinha integrado o fragmento.
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Figura 23 - Analise eletroforética dos resultados obtidos por “Colony PCR” referente a clonagem da
3UTR no vetor p — GEM T-Easy. Apos o “colony PCR” as rea¢des de amplificagdo foram analisadas
por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler 1kb DNA
Ladder); C- Controlo negativo (amostra sem DNA molde), 1-11 - Produtos de PCR.

Ap0s analise da eletroforese do “colony PCR” (Figura 23), selecionaram-se as
colonias 2 e 7 para extracdo de DNA plasmidico e posterior confirmacéo da sequéncia

da regido 3’UTR por sequenciagdo automatica.

Com os resultados da sequenciacao verificou-se que o produto correspondia de

facto a regido 3’UTR e ndo se encontrou qualquer alteracdo da sequéncia.

Uma vez que os “primers” F1 —3’UTR e R2 — 3’UTR ndo tinham a sequéncia
de reconhecimento para as enzimas de restri¢éo, teve que ser feita uma nova reacao de
PCR a partir do vetor T-easy com os “primers” contendo os locais de restrigdo

desejados.
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Figura 24 - Analise eletroforética da amplificagdo da regidao 3’UTR, a partir do vetor p-GEM T-Easy,
com os “primers” contendo os locais de restricdo. Apoés 0 PCR as reacdes foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler 1kb DNA
Ladder), C- Controlo negativo (amostra sem DNA molde), 1, 2 e 3 - Produtos de PCR para a regido
3’UTR com a partir do vetor p-Gem T-Easy. A) imagem do gel antes da extracdo das bandas de DNA
e B) imagem do gel apds extragdo das bandas de DNA.

Analisando a figura 24A, verifica-se a presenca das bandas com o tamanho
esperado, procedeu-se ao corte e remogéo das bandas para extracdo do DNA. A figura
24B, confirma que as bandas referentes ao produto de PCR esperado foram removidas

na totalidade. O DNA foi extraido com sucesso.

111.1.2 Amplificaciio da regiio 5UTR

Para amplificar a regido 5’UTR a partir de DNA gendmico foram desenhados
“primers” especificos (F — 3’mob e R — 5’mob), que permitem amplificar um
fragmento de DNA de 2000 pb. As condic¢des de PCR encontram-se descritas no ponto
11.2.4.2. Uma vez que a obtencao do fragmento 3’UTR nao foi imediata, optou-

se logo por fazer um gradiente de temperaturas de hibridagéo (58°C — 62.2°C).
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Figura 25 - Analise eletroforética das reacdes de PCR para a amplificacdo da regido 5'UTR, utilizando
um gradiente de temperaturas. Ap6s o0 PCR as reagdes foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose a 1%. MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler 1kb DNA Ladder); C- Controlo
negativo (amostra sem DNA molde); 1-11 - Produtos de PCR para a amplificacdo da regido 5’UTR (a
reacdo 1 corresponde & temperatura de 58°C que aumenta gradualmente até aos 62°C).

Através da analise da figura 25, verifica-se a presenca de banda com o tamanho
esperado (2000 pb). Contudo o controlo negativo encontra-se contaminado, com um
fragmento de tamanho inferior. Repetiu-se a reacdo de PCR a uma temperatura de

emparelhamento de 59°C.
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Figura 26 - Andlise eletroforética das reacdes de PCR para a amplificacdo da regido 5'UTR, a
59°C. Analise das reacdes de PCR por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa
molecular (O"GeneRuler 1kb DNA Ladder), C- Controlo negativo (amostra sem DNA molde), 1,2 e 3
- Produtos de PCR para amplificar a regido 5’UTR. A) Imagem do gel antes da extracdo das bandas; B)
imagem do gel ap6s esxtracdo das bandas do gel.
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Na figura 26A, verifica-se a presenca das bandas com o tamanho esperado,
procedendo-se ao corte e remog¢do das mesmas para extracdo do DNA. Pela anélise da
figura 26B, as bandas referentes ao produto de PCR foram removidas na totalidade. A

extracdo do DNA ocorreu como esperado.

111.1.3 Amplificacdo do cDNA da Mob1

Para amplificar o cDNA da Mobl a partir de cDNA previamente sintetizado,
foram desenhados “primers” especificos (F — mob KO e R —mob KO), que amplificam
um fragmento de DNA de 942pb. As condi¢des de PCR encontram-se descritas no
ponto 11.2.4.2.2.
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Figura 27 - Andlise eletroforética das reacGes de amplificacdo do cDNA da Mobl. Apoés a reacdo de
PCR analisou-se as amostras por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa
molecular (O"GeneRuler 1kb DNA Ladder), C- Controlo negativo (amostra ssm DNA molde), 1 e 2 -
Produtos de PCR referentes a0 cDNA da Mob1.

Verificou-se a presenca das bandas com o tamanho esperado (942 pb, figura
27), procedeu-se ao corte e remogédo das mesmas para posterior extracdo do DNA. O

DNA foi extraido com sucesso.
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I11.2  Clonagem dos fragmentos no vetor KO de T.

gondii

I11.2.1 Clonagem do fragmento 3°UTR no vetor KO

Obtidos os fragmentos a clonar no vetor KO de T. gondii, procedeu-se a
proxima fase: hidrolisar quer o fragmento 3’UTR quer o proprio vetor. Como descrito
no ponto 1.3, o primeiro fragmento a ser inserido na construcdo é o fragmento
correspondente a regido 3°UTR. Assim, foi feita a hidrolise do mesmo com os enzimas
Notl e Mfel bem como do vetor. Feita a reagdo de ligacdo e apds a transformacéo de
bactérias competentes, fez-se um “colony PCR” para testar quais as colonias positivas,
ou seja, quais os plasmideos que tinham integrado o fragmento. Os “primers”
utilizados no “colony PCR”, técnica utilizada para testar as colonias, foram o0s
“primers” internos da regido 3’UTR, F 3 int mob e R 3 int mob, estes “primers”
permitem a amplificagdo de um fragmento de DNA de 698 pb. As condigdes de PCR

estdo descritas na tabela 9 do capitulo 11.

9 10 1 12

Figura 28 - Analise eletroforética das reagdes do “Colony PCR”, para a identifica¢do do fragmento
3’UTR no vetor. Ap6s o0 PCR as reacBes foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM
— Marcador de massa molecular (O"GeneRuler 1kb DNA Ladder). C- Controlo negativo (amostra sem
DNA molde); 1-12 - Produtos de PCR.

Pela anéalise da figura 28, nenhuma das col6nias era positiva, ou seja, nao
apresentavam um produto de PCR de 698 pb. Contudo, a fim de confirmar este
resultado, selecionou-se 3 coldnias (7, 8, e 9) e extraiu-se DNA plasmidico em pequena

escala. Testou-se por hidrélise com o enzima Sac-l1 uma das coldnias e se fossem
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visiveis duas bandas de tamanho aproximadamente 2888 pb e 6051 pb, significaria
que o plasmideo tinha integrado o fragmento.

pb

6000

2000

2000
1500

1000
750
S00

250

Figura 29 - Analise eletroforética da hidrélise do DNA plasmidico de uma colénia do vetor KO com a
3’UTR clonada (enzima Sacl). Ap6s a hidrolise do DNA plasmidico as mesmas foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler 1kb DNA
Ladder). 1- Produto de Hidrdlise com o enzima Sacl.

Tal como esperado, devido aos resultados do “colony PCR”, a figura 29 mostra
a presenca de uma unica banda que tudo indica ser o fragmento linear (~6900 pb), ou

seja que o fragmento ndo foi integrado.

Das coldnias selecionadas do gel referente a figura 20, preparou-se uma nova

reacdo de hidrélise seguindo 0 mesmo procedimento para as trés coldnias selecionadas.
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Figura 30 - Anélise eletroforética para observagdo do produto de hidrolise do vetor KO com a 3’UTR
das 3 coldnias selecionadas com o enzima Sacl. Ap6s a hidrélise do DNA plasmidico as mesmas foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa molecular (O"GeneRuler
1kb DNA Ladder); 1 — produto de hidrélise proveniente da colénia 7; 2 - produto de hidrélise
proveniente da col6nia 8; 3 - produto de hidrolise proveniente da coldnia 9.

A figura 30 mostra que as diferentes amostras parecem apresentar um padrao
de bandas diferente. Aparentemente a amostra 3 parece ter um padrdo de bandas

coincidente com o tamanho do vetor com o fragmento 3’UTR (8940 pb).

1. Clonagem do fragmento 5’UTR no vetor

Para a inser¢do do fragmento 5’UTR no vetor, ja com a 3’UTR previamente
clonada, procedeu-se a hidrélise, quer do fragmento 5’UTR quer do vetor com a
3’UTR, com os enzimas Spel e BamHI. Feita a reacdo de ligacdo e apds a
transformac&o de bactérias competentes, fez-se um “colony PCR” para testar quais as
colonias positivas, ou seja, quais as contru¢des que tinham inserido o fragmento. Os
“primers” utilizados no “colony PCR” foram os “primers” internos da regido 5’UTR,
5’UTR_Mob F e 5’UTR _Mob R, estes “primers” permitem amplificar um produto
de 660 pb. As condigOes de PCR estéo descritas na tabela 12 do capitulo I1.
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Figura 31 - Analise eletroforética das reagdes do “Colony PCR”, para a identifica¢do do fragmento
5’UTR no vetor. Apos o PCR as reagdes foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM
— Marcador de massa molecular (O"GeneRuler 1kb DNA Ladder). C - Controlo negativo (amostra sem
DNA molde); 1-11 - Produtos de PCR.

N&o se obteve qualquer coldnia positiva (figura 31), ou seja, o fragmento
5’UTR ndo foi integrado no plasmideo. Continuou-se a verificar a auséncia de colonias
positivas e repetiu-se a hidrélise dos fragmentos obtidos a partir das coldnias 8 e 9
(figura 30) com os enzimas Notl e Mfel para voltar a confirmar se o fragmento

correspondente a regido 3’UTR se encontrava no vetor.
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Figura 32 - Analise eletroforética para observacdo do produto de hidrdlise do vetor KO com a 3’UTR
das 3 colonias selecionadas com os enzimas Notl e Mfel. Ap6s a hidrolise do DNA plasmidico as
mesmas foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa molecular
(O"GeneRuler 1kb DNA Ladder); 1 — produto de hidrélise proveniente da col6nia 8; 2 - produto de
hidrdlise proveniente da colénia 9; 3 - produto de hidrolise proveniente da col6nia 9.
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Na figura 32 pode verificar-se, no pogo 2 referente ao produto de hidrolise do
fragmento obtido a partir da colénia 9, a presenca de uma banda com cerca de 2000 pb
(3°’UTR) e outra com cerca de 6940 pb (vetor KO). Com o intuito de perceber qual o
motivo da falha na inser¢do do fragmento correspondente a regido 5’UTR no vetor,
testou-se em reagdes individuais a atividade dos enzimas Spel e BamHI, no vetor KO

com o fragmento 3’UTR.
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Figura 33 - Andlise eletroforética para observagdo do produto de hidrdlise do vetor KO com a 3’UTR
das 3 coldnias selecionadas com os enzimas BamHI e Spel. Ap6s a hidrolise do DNA plasmidico as
mesmas foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa molecular
(O"GeneRuler 1kb DNA Ladder); 1 — produto de hidrdlise do vetor KO com a 3’UTR, com o enzima
BamHI; 2 - produto de hidrélise do vetor KO com a 3’UTR, com o enzima Spel; 3 — vetor ndo
hidrolisado com a 3’UTR.

Na figura 33, pode-se observar a presenca de uma banda na amostra 1 e 2 que
corresponderd ao vetor KO com o fragmento 3’UTR (~8940 pb). Na tentativa de
perceber se a falha na insercdo do fragmento 5’UTR estd na reagdo de hidrdlise,
preparou-se uma reacdo s6 com o enzima BamHI, outra com o enzima Spel, uma
reacao de hidrolise inicial com BamHI com posterior adicdo de Spel e, por fim, uma
reacao de hidrolise inicial com Spel e posterior adigdo de BamHI, uma vez que apos a
primeira hidrélise o segundo enzima pode ter maior dificuldade em atuar na

extremidade.
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Figura 34 - Analise eletroforética para observac¢do do produto de hidrdlise do vetor KO com a 3’°UTR
das 3 coldnias selecionadas com os enzimas BamHI e Spel. Ap6s a hidrolise do DNA plasmidico as
mesmas foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa molecular
(O"GeneRuler 1kb DNA Ladder); 1 — produto de hidrolise com o enzima BamHI; 2 - produto de
hidrdlise com o enzima Spel; 3 — produto de hidrolise com o enzima BamHI/Spel; 4 - produto de
hidrélise com o enzima Spel/BamHI; 5 - vetor ndo hidrolisado.

A figura 34 indica que os enzimas BamHI e Spel estao a funcionar corretamente
de forma isolada (pocos 1 e 2 respetivamente) quando atuam uma depois da outra na
mesma rea¢do o padrdo de bandas € igual independentemente do primeiro enzima a

atuar (pocos 3 e 4).

Foi feita nova reacdo de ligagdo com o fragmento correspondente a 5’UTR,
transformacdo de bactérias competentes, e teste das coldnias transformantes por
“colony PCR”. Continuou-Se a ndo detectar qualquer coldnia positiva para a integracao
da 5’UTR pelo plasmideo.

Foi feita nova reacdo de hidrélise s6 com o enzima BamHI, outra s6 com o
enzima Spel, novamente uma reagdo de hidrélise inicial com BamHI com posterior
adicdo de Spel, uma reacdo de hidroélise inicial com Spel e posterior adicdo de BamHl,
uma reacdo de hidrélise com os dois enzimas em simultdneo, uma reacdo com outro
plasmideo (pIC 113) com cada um dos enzimas em reagOes separadas, para o
plasmideo pIC 113 com um tamanho de ~4850 pb. Desta forma voltaria a testar-te a
eficacia dos enzimas ndo s6 com o vetor KO como num vetor que a partida se saberia
ser hidrolisavel pelos enzimas selecionados, servindo assim de controlo positivo para

a atividade dos mesmos.
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Figura 35 - Analise eletroforética para observagdo do produto de hidrolise do vetor KO com a 3’UTR
e do vetor pIC113 com os enzimas BamHI e Spel. Apds a hidrolise do DNA plasmidico as mesmas
foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%. MM — Marcador de massa molecular
(O"GeneRuler 1kb DNA Ladder); 1 — produto de hidrélise com o enzima BamHI/Spe; 2 - produto de
hidrélise com o enzima Spel/BamHI; 3 — produto de hidrélise com os enzimas BamHI/Spe em
simultaneo; 4 — Produto de hidrélise do vetor pIC113 com o enzima BamHI ; 5 - Produto de hidrolise
do vetor pIC113 com o enzima Spel; 6 - produto de hidrolise do vetor KO com o enzima BamHlI; 7 -
produto de hidrolise do vetor KO com o enzima Spel.

De facto apds vaérias tentativas para testar a atividade dos enzimas, estes
parecem estar a funcionar corretamente quer no vetor com a 3’UTR (pogos 1,2, 3,6 ¢
7) quer noutro vetor (pocos 5 e 6), dissipando a hipotese da atividade dos enzimas estar
comprometida. Uma vez que ap@s varias tentativas ndo se conseguiu inserir a regido
5’UTR na constru¢do do KO, preparou-se uma reagdo de sequenciagéo do vetor KO
com a 3’UTR clonada a fim de perceber se a entrada deste fragmento no vetor causou
alguma alteragdo na construcdo que, eventualmente, comprometesse a entrada do
fragmento 5’UTR.
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Discussao dos Resultados

Os parasitas protozoarios pertencentes ao Filo Apicomplexa sdo agentes
patogénicos responsaveis por diversas doencas. Apesar da grande biodiversidade deste
filo, os mecanismos moleculares subjacentes ao processo de invasdo das células

hospedeiras parecem ser conservados entre diferentes espécies (Montoya et al., 2004).

As proteinas envolvidas na regulacdo da replicagdo do parasita sdo excelentes
alvos para controlar ndo sé a formacao de bradizoitos (forma de proliferacdo lenta do
parasita) como a reativacao de bradizoitos latentes, controlando assim o processo de

infecéo.

A proteina Mobl de T. gondii parece estar envolvida no controlo da
replicacdo do parasita, bem como no controlo do nimero de parasitas dentro do
hospedeiro.

Estudos da proteina Mobl em T. gondii, desenvolvidos pelo grupo,
demonstram que a expressdo da mesma é fortemente diminuida durante a replicacéo
do parasita. Foi ainda criada uma estirpe de T. gondii a sobre expressar a proteina em
fusdo com a GFP e, apds a analise do fenoétipo replicativo, verificou-se um atraso
significativo no processo de replicacdo do parasita, comparativamente a estirpe

selvagem.

Com o objetivo de tentar perceber qual a influéncia desta proteina na
replicacdo do parasita, iniciou-se a construgdo de um “knockout” condicional da Mob1

em T. gondii.

A construcdo do KO condicional, implica a substituicdo do gene selvagem
por um flanqueado por locais de reconhecimento de uma recombinase. Esta
substituicdo é feita por recombinacdo homdloga, logo a construcdo genética implica a
obten¢do de um clone com o cDNA da Mob 1 (a partir do cDNA de T. gondii) e com

os bracos de homologia da regido 5’ e 3’ (a partir de DNA gen6émico).

A obtencéo dos fragmentos para posterior inser¢do na construcao foi feita por
PCR, no caso dos bracos de homologia a partir de DNA genomico de T. gondii e no
caso do cDNA da proteina Mob1 a partir de cDNA sintetizado a partir de mRNA.
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Definida a ordem de inser¢édo dos fragmentos na construcdo para evitar que a
clonagem dos trés fragmentos crie novos locais de restricdo no vetor, comegou-se por
amplificar a regido 3’UTR. Contudo, este processo nao foi imediato. Foram
necessarias varias reaces de PCR, com tentativas de otimizacdo da reacdo com 0s
“primers” especificos desenhados, foram desenhadas novas sequéncias de “primers”
para amplificar aquela regiéo e, apenas quando foi feito o cruzamento entre todas as
sequéncias de “primers” desenhadas (Figura 1, capitulo II) e com gradiente de
temperaturas ¢ que se conseguiu obter o fragmento correspondente a regido 3’UTR
(figura 13, capitulo I11). Tendo ocorrido esta dificuldade na obtengdo do fragmento,
foi feita a clonagem do mesmo num vetor especifico para produtos de PCR para
posterior sequenciacdo e, posteriormente, remover por hidrélise e clonar no vetor KO
(figura 15, capitulo 111). O fragmento seria removido do vetor por hidrélise para
posterior clonagem no vetor KO, garantindo assim que o fragmento se encontra bem
hidrolisado nas duas extremidades. Para garantir que o fragmento correspondia
exatamente ao produto esperado, 2100 pb, e que ndo haviam quaisquer alteracdes do
mesmo foi ainda feita rea¢do de sequenciacdo, onde se veio a confirmar que de facto

ndo sO a sequéncia era a mesma como nédo foram identificadas quaisquer alteraces.

Relativamente ao fragmento correspondente a regido 5’UTR, a sua obtencao
foi relativamente imediata (figura 17 e 18, capitulo 111), sem grandes dificuldades,

como se pode ver na figura 17.

Por fim, a obtencdo do cDNA da Mob1 também foi rapida (figura 19), sem

grandes dificuldades.

Apos a obtencdo dos fragmentos a clonar no vetor KO de T. gondii, foi feita
a reacdo de hidrolise dos mesmos. Assim, comecou-se por hidrolisar o fragmento
correspondente a regido 3’UTR e o vetor KO de T. gondii com os enzimas Notl e Mfel
e posterior reacdo de ligacdo. Apos a transformacdo de bactérias competentes testou-
se as colonias com os “primers” internos da regido 3’UTR, onde seria de esperar um
produto com cerca de 698 pb. No entanto, como se pode observar na figura 20 do
capitulo 111, ndo se obteve nenhuma banda com esse tamanho ou seja, aparentemente
nenhum plasmideo teria integrado o fragmento correspondente a regido 3 UTR.
Testou-se mais colonias e repetiu-se a reacdo de ligacdo, permanecendo o padrao de

auséncia da banda esperada. Ainda assim, e uma vez que o padrdo encontrado nos geéis
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de eletroforese analisados era 0 mesmo, foram selecionadas 3 coldnias para preparar
DNA plasmidico em pequena escala e posteriormente testar por hidrolise com o
enzima Sacl (figura 21 e 22, capitulo IIl). Pela analise dos géis, a colonia
correspondente ao poco 9 parecia representar padrdo de bandas esperado para um
produto de hidrélise do vetor KO (6840 pb) com o fragmento 3’UTR (2100 pb).

Relativamente a clonagem do fragmento 5’UTR no vetor KO ja com a regido
3’UTR clonada, nao foi concluida com sucesso. Ap6s a hidrolise do fragmento com
o0s enzimas BamHI e Spel, e respetiva reacdo de ligacdo com o vetor, também aqui ndo
se verificou a presenga de quaisquer coldnias positivas (Figura 23, capitulo 111). Apos
inimeras tentativas também se selecionou 3 coldnias para extracdo de DNA
plasmidico e posterior hidrolise, contudo ndo se observou nenhuma col6nia positiva
para a regido 5S’UTR. Na tentativa de perceber o que poderia estar a falhar na reacao,
testou-se por hidrolise o vetor KO com a 3’UTR com os enzimas Notl e Mfel para
comprovar que o fragmento 3’UTR se encontrava mesmo na constru¢do, € como se
pode verificar na figura 24 na amostra 2, a banda referente aos 2100 pb parece estar
presente. A atividade dos enzimas foi ainda testada individualmente (figura 25,
capitulo II1). Outra das hipdteses apontada para a falha da clonagem do fragmento
5’UTR seria um dos enzimas atuar primeiro e dificultar a atividade do segundo enzima
na extremidade, ou seja um dos enzimas ser mais eficaz que o outro. Para esclarecer
essa situacdo foi feita uma reacdo de hidrélise com um dos enzimas e s6 depois com o
outro, e vice-versa, e através da figura 26 do capitulo Il pode concluir-se que essa
hipdtese ndo se verifica. Estes enzimas foram ainda testados noutro vetor que ndo o
KO, o0 pIC113 (4850 pb), e pela figura 27 confirma-se que de facto a sua atividade nao
estava comprometida. Foi ainda feita a sequenciacdo automatica do vetor com o
fragmento 3’UTR para tentar perceber se teria ocorrido alguma alteragdo na
construc¢ao que pudesse comprometer a entrada do fragmento 5’UTR no vetor, mas os

resultados ndo revelaram qualquer alteracéo.
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Consideracdes finais e Perspetivas Futuras

Relativamente ao objetivo geral do trabalho, que visava a construgéo do clone
que permitiria a obtengdo de um “Knockout” condicional da Mobl em T. gondii, este
ndo foi cumprido na sua totalidade tendo ficado por completar a insercéo do fragmento

5’UTR na construgdo e, posteriormente, o cDNA da Mobl.

Finda a construcdo o proximo passo seria a transfecdo do DNA por

eletroporacgdo no T. gondii.

Numa ultima fase, 0 KO_Mobl seria confirmado por PCR, os fendtipos

caracterizados através da técnica de microscopia de fluorescéncia e Western blot.
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