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Resumo — As proteinas que unem calcio do tipo EF-HAND tém um papel muito importante nas vias de

transducdo de sinais que permitem as células eucariotas adaptarem-se as mudancas no ambiente externo. O

parasita Giardia intestinalis é reconhecido como um excelente modelo para estudar as vias de sinalizacdo, por

sua altamente simplificada maquinaria molecular. O objetivo do presente trabalho foi estudar o gene que

codifica para uma possivel proteina do tipo EF-HAND. O gene foi clonado e a proteina EF 453 foi expressa

no parasita. Andlises de bioinformatica foram realizadas por meio do software I-TASSER. O gene foi

amplificado por PCR com primers

desenhados

(5’ATGACATCTCTGGGTGCCA3’ e

5'CTAGACCTCAAAAGGCAA3') e foi clonado no vetor de expressdo pTubN (possui um tag de HA e um
gene de resisténcia a puromicina) usando E. coli cepa TOP 10. Com o plasmideo recombinante foi feita a

transfeccdo em trofozoitos de Giardia intestinalis por eletroporacdo. Logo, foram selecionados os parasitas

resistentes a puromicina. Nesses parasitas foi confirmada a expressio da proteina EF-453 por ensaios de

Western Blot pela deteccao de uma proteina a 55 KDa com um anticorpo contra HA.

Palavras-chave: Giardia intestinalis. proteinas de unido a calcio. motivo EF-HAND. tecnologia recombinante.

1. INTRODUCAO

Giardia intestinalis, também conhecida como Giardia
lamblia é um parasita eucariota unicelular flagelado
que coloniza o intestino fraco dos seres humanos e
ocasiona uma doenca conhecida como Giardiasis
(CASTILLO-ROMERO et 2009). Estudos
filogenéticos baseados na sequéncia do rRNA 16S e o

al.,

fator de elongacdo das proteinas, tem mostrado que
Giardia é um organismo basal, ou que divergiu muito
cedo durante a evolu¢do (MORRISON et al., 2007).
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O ciclo de vida de G. intestinalis é simples e consiste
no intercambio entre duas formas celulares claramente
diferenciadas: o trofozoito e o cisto (LOURENCO et
2012). O

morfolégica (nica com forma de pera e é a forma

al., trofozoito tem uma aparéncia

replicativa, se multiplica por divisdo binaria e possui
dois ntcleos diploides (LOURENCO et al., 2012); por
outro lado o cisto é a forma infectiva e ¢é
metabolicamente passivo, possui uma parede celular

formada principalmente de N-acetilgalctosamina e
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varias proteinas e é altamente resistente a diversos
fatores externos (ELVIRA; MORA, 2009; MANNING
et al.,, 2011). Giardia intestinalis tem dois processos
de diferenciacdo dentro do deu ciclo de vida os quais
sdo a excistacdo, que é a transformac3o de cisto a
trofozoito, e a encistacdo que é o passo de trofozoito
a cisto. Os dois processos sdo marcadamente
diferentes quanto a morfologia, transporte celular e
(REINER, 2008),

sujeitos a aos processos de sinalizacdo celular.

regulacdo génica porém estao
As interacGes bioquimicas de uma célula formam
complexas redes com diferentes funcdes. Uma parte
transcendental é o sistema de transducdo dos sinais
celulares que tem sido estudada a nivel tedrico e
experimental. Isto é possivel porque existem bases de
dados disponiveis que contem informac3o especifica
de proteinas que fazem parte de uma rede de
transduc3o de sinais (KONDOR; VATTAY, 2013). A
conversdo dos sinais extracelulares em intracelulares
ocorre por causa das cadeias proteicas de sinalizacdo
e por pequenas moléculas chamadas segundos
mensageiros. A funcdo dos segundos mensageiros e a
de amplificar ou transducir o sinal (MCCORMICK;

BAILLIE, 2014).

O célcio como segundo mensageiro é essencial porque
regula processos em células diferenciadas como a
controle do ciclo

contracdo muscular, exocitose,

celular, metabolismo energético e
transcricdo (CLAPHAM, 1995;

ABRAHAMSE, 2009).

regulacdo da
EVANS;

Quando a concentracdo de calcio intracelular cresce
acontece por duas racbes: porque hd uma entrada
extracelular deste cation ou porque ocorre uma
liberacdo no interior da célula. De qualquer modo, é
detectado pelas proteinas de unido ao célcio, as quais
podem ter duas funcdes, bem seja como proteinas
sensores ou tamp3do. As proteinas de unido a Ca*’
sensores transduzem e fazem parte de uma queda de
uma cascada de sinalizacdo. As proteinas tampdo
capturam e transportam os ions de célcio para manter
a homeostase na concentracdo intracelular de Ca*

(CARAFOLI, 2002).
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Um tipo especial de proteinas de unido ao calcio sio
as proteinas com motivo EF-HAND. As EF-HAND se
caracterizam por sua estrutura de hélice-loop-hélice,
assim com os ligandos apresentados no loop
(GIFFORD; WALSH; VOGEL, 2007). S3o proteinas
centrais em todos os aspetos referentes aos processos
Ca*.

distintas funcdes como a apertura de canais de célcio

que envolvem a sinalizacdo de Possuem

ou a modulacdo da intensidade e duracdo dos sinais
2 . .

de Ca*", para que sejam transduzidas em respostas

bioquimicas ou biomecénicas (CHAZIN, 2012).

Porém este trabalho pretendeu estudar a sequéncia
GL50803_17157 (GIARDIADB.ORG, 2009) reportada
no gene bank e nomeado neste trabalho EF-453 por
seus 453 aminoacidos que compdem sua estrutura
primaria in silico, a qual possivelmente codifica para
unido ao calcio em Giardia

uma proteina de

intestinalis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Analise bioinformatica

As andlises bioinformaticas foram realizadas por meio
do software I-TASSER (GROUP; ZHANG, 2008) com
a sequéncia GL50803_17157 reportada no Gene Bank
e o desenho dos primers foi realizado mediante a
primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov /tools/primer-blast/).

ferramenta

2.2. Clonacdao em pGEMT- easy e Sub Clonacao
em pTubN

Realizou-se um cultivo in vitro de Giardia intestinalis
no meio de cultivo TYI-S 33 para obter uma
quantidade adequada de parasitas no estado de
DNA genomico. A
purificacdo do DNA foi feita por meio do kit
comercial (DNA Purification System — PROMEGA)

Depois foi feita uma PRC com Tm de 58 °C e uma

trofozoito e assim extrair

concentracdo de MgS0O, de 2 mM num termociclador
(BIO —RAD MyCycler™ Thermal Cycler System With
Gradient Option).

A clonacdo no vetor pGEM-T foi realizada segundo a

recomendac3o do fabricante com os produtos de PCR
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de EF-453 em bactérias competentes JM 109 de E.
coli. As bactérias foram rastreadas por PCR e o
plasmideo recombinante foi extraido por lise alcalina e
verificado por eletroforese de agarose em buffer TBE.
O plasmideo purificado foi digerido enzimaticamente
com as enzimas BamHI e Notl para obter a sequéncia
EF-453. A sub clonacdo foi feita pela transformacio
do plasmideo recombinante pTubN em bactérias TOP
10 de E. coli. As bactérias foram rastreadas por PCR
e o plasmideo recombinante foi extraido por lise
alcalina e verificado por eletroforese de agarose em
buffer TB.E

2.3. Transfeccao do plasmideo EF-453-pTubN em
trofozoitos WB de Giardia intestinalis

A transfeccdo foi realizada por eletroporacdo com
uma voltagem de 350 V, una capacitancia de 95 pF e
una resisténcia de 800 Q num eletroporador (Gene
Pulser Xcel™
trofozoitos de

Electroporation usando

Giardia
Coletaram-se parasitas em 300 pL de meio de cultivo

Systems)
intestinalis da cepa WAB.

sem suplementacdo com soro e foram agregados em
cubetas de eletroporacdo de 4 mm. Depois do pulso
elétrico, as células eletroporadas foram transferidas a

meio de cultivo de recuperacao.

Depois de 24 horas de recuperacido aproximadamente,

foi agregada a puromicina para a selecdo de

trofozoitos transfetados com o plasmideo

recombinante EF-453-pTubN exitosamente.

2.4. Deteccao da proteina 453 por western blot

453 fusionada um TAG de
hemaglutinina (HA) foi detectada por western blot.

A proteina com
Os parasitas silvestres e os transfectantes foram

cultivados, coletados e lisados em buffer de
electroforese, assim foram separados por SDS-PAGE e
transferidos a uma membrana de PVDF. Depois a
membrana foi bloqueada com TBS-T 0,5% de leite
por 1 hora e foi incubada com o anticorpo primario
(aHA-mouse-SIGMA)

incubacdo do

monoclonal
1:1000. A anticorpo
(amouse-biotin-SIGMA) foi realizada por 1 hora. O

revelado foi realizado com fosfatasse alcalina.

com relacdo

secundario
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Anadlise bioinformatica

Foi feito um blast da proteina por ProteinBlast para
procurar os dominios EF-HAND na sequéncia EF-453
onde foram encontrados dominios conservados de

proteinas de unido ao calcio, especificamente da

superfamilia EF-HAND de transducido de sinais.

Figura 01 — Proteina modelada in silico. A sequéncia de aminoacidos a
proteina EF-453 foi modelada por I-TASSER, se mostram as hélices e os
loops que apresenta a proteina, cada loop e cada hélice apresentam uma core
distinta. A esfera cinza representa o Ca”".

Depois a sequéncia primaria do gene EF-453 foi
utilizada para ser analisada pelo programa I-TASSER
para encontrar os dominios principais responsaveis
pela unido a célcio em essa sequéncia de aminoéacidos.
O projeto I-TASSER utiliza a sequéncia primaria de
aminoacidos de uma proteina para a modelagem
estrutural mais estavel acordo a dois itens: similitude
com proteinas cristalizadas e torcdo prépria da
estrutura.

Assim o resultado obtido da modelagem foi analisado
no programa RasMol (BERNSTEIN, 2005) o qual
permitiu observar os dois dominios EF-HAND na sua
1A).

encontraram-se 5

estrutura primaria  (Figura Assim  foram

reconhecidos aminoacidos
especificos responsaveis pela unido ao calcio nos

motivos EF-HAND: E297, D286, D288, D290 e L292.

Estes aminoacidos encontrados suportam  os

resultados encontrados nas bases de dados e o blast
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realizado neste estudo. Além disso, concordam quase
todos com os ligandos monodentados tipicos na unido
a célcio nas proteinas EF-HAND (YANYI et al.,
2011). Com os resultados obtidos do blast e da
modelagem foi realizado o desenho dos primiers para
a amplificacdo por PRC, cada um deles com uma
sequéncia de reconhecimento para uma enzima de
resultados estdo

restricdo, estes

Tabela 1.

presentes na

Tabela 01 — Sequéncia dos primers sentido e anti-sentido para amplificar o
gene EF-453. Em preto se mostra a sequéncia para as enzimas de restricdo.

Primer sequencia Tamanho (pb)
Ef453s S'GGATCCATGACATCTCTGGGTGCCAS  (BamHI) 1.362
Efd53as 5'GCGGCCGCCTAGACCTCAAAAGGCAS  (Notl)

1374pb

Figura 02 — Padroniza;ﬁo- das condigGes da PCR para EF-453. M. marcador

1 Kb, 1. Produto de PCR 1 mM de Mg“ a 55 °C, 2. Produto de PCR 2
mM de Mg® a 55 °C, 3. Produto de PCR 3 mM de Mg’ a 55 °C, 4.
Produto de PCR 1 mM de Mg®" a 58 °C, 5. Produto de PCR 2 mM de
Mg®" a 58 °C, 6. Produto de PCR 3 mM de Mg®" a 58 °C, 7. Produto de
PCR 1 mM de Mg®" a 60 °C, 8. Produto de PCR 2 mM de Mg*" a 60 °C,
9. Produto de PCR 3 mM de Mg®* a 60 °C, 10. Controle negativo.

Para iniciar os procedimentos de amplificacdo foi
realizada a padronizacdo da Tm e da concentracdo de

2 . .

Mg, Assim, as temperaturas Tm avaliadas foram 55,
58 e 60 °C;

padronizacdo foram 1, 2 e 3 mM de Mg®". Como se

as concentracdes usadas para a
pode evidenciar na Figura 2, as condicdes étimas para
a amplificacdo por PCR foram a 58 °C de Tm e 2

mM de Mg”".
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3.2. Clonacao em pGEMT- easy e Sub Clonacdo
em pTubN

Para a clonacdo do gene EF-453 foi selecionado o
vetor comercial pGEM-T o qual facilita a clonacdo
dos produtos de PCR pois possui um sitio linearizado
no sitio EcoRV e apresenta uma sequéncia de timinas
nos extremos 3° a qual é complementar com a
sequéncia de adeninas que deixa a taq polimerase nos
produtos de PCR (Figura 3A). O gene foi amplificado
com as condicGes estandardizadas, este produto se

purificou e se ligou no vetor pGEM-T.

A B
Figura 03 — 3A_ Amplificacdo por PCR de EF-453. Eletroforese em agarose
tingida co bromuro de etidio. M. marcador 1Kb. 1 e 2. Produto de PCR
sobre DNA gendémico. 3. Controle negativo, reacdo de PCR sem DNA.
Figura 3B_ Rastreio de colénias EF-453-pGEM-T. M. Marcador 1 Kb. 1-5.
Produto de PCR sobre as col6nias 1-5. 6. Controle negativo sem DNA. 7.
Controle positivo sobre DNA gendmico de G. intestinalis

6230 pb

1471 pb

A B

Figura 04 — 4A_ PCR rastreio de colénias positivas de EF-453-pTub-N. M.
marcador 1Kb, 1. colénia 1, M. Marcador de tamanho. 1-3. Produto de
PCR sobre as col6nias 1-3. 4. controle negativo sem DNA de colénia. 5.
controle positivo sobre DNA gendmico de G. intestinalis. Figura 4B_
Linearizacdo de EF-453pTub-N. M. marcador A Hindlll, 1. Plasmideo EF-
453pTub-N extraido por lise alcalina, 2. linearizagdo de EF-453pTub-N
cortado com BamHI.

A reacdo de ligacdo foi utilizada para transformar
células competentes JM 109 de E. coli por choque
térmico. Logo as colénias que cresceram no meio
sélido de selecio (LB/ampicilina/IPTG/XGAL) foram
rastreadas por PCR para confirmar a presenca do
EF-453-pGEM-T (Figura

plasmideo recombinante
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3B). Isolou-se uma colénia positiva em meio liquido
(LB/ampicilina) e se extraiu DNA (plasmideo) o qual
foi digerido junto com o plasmideo pTubN com as
enzimas BamHI e Notl.

O vetor e o inserto foram purificados e ligados. A

reacio de ligacdo foi utilizada para transformar
bactérias competentes TOP 10 de E. coli por choque
térmico. As colbnias que cresceram foram rastreadas
por PCR com primers especificos (Figura 4A). Foi
selecionada uma coldnia positiva, se cresceu em meio
liquido LB/AMP e se realizou uma extracio de
plasmideo por lise alcalina. O plasmideo recombinante
EF-453-pTubN foi digerido com a enzima BamHI para
verificar o éxito da clonacdo (Figura 4B). Além disso,
o plasmideo foi sequenciado com tecnologia SANGER,

o qual verificou que a subclonacdo foi exitosa.

3.3. Transfeccdo do plasmideo EF-453-pTubN em
trofozoitos WB de Giardia intestinalis

Ef-453-ptTub

Figura 05 — PCR sobre DNA gendmico extraido de transfectantes 453. Carril
1: amplificagdo de DNAg de transfectantes 892, Carril 2: Amplificacdo de
DNAg de transfectantes 453, Carril 3: Amplificacio de DNAg de
transfectantes 764, Carril 4: Amplificagdo de DNAg de WB, Carril 5: controle
negativo, Carril M: marcador 100 pb.

O plasmideo recombinante EF-453-pTubN foi
Giardia

intestinalis da cepa WB. Depois de 15 dias de obter

utilizado para transfectar trofozoitos de
uma linha de parasitas transfectantes resistentes a
puromicina, foi extraido DNA gendmico para fazer
uma PCR e verificar que realmente o plasmideo EF-
453-pTubN se acoplou ao genoma e n3o foi a nivel
episomal (Figura 5). A transfeccio foi estavel e n3o

Syn. scy. UTFPR, Pato Branco, v. 10, n. 1, p. 67—-73, 2015.
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transitéria porque expressou a proteina depois de um
longo periodo de cultivo em presenca de puromicina
(DAVIS-HAYMAN; NASH, 2002; SU et al., 2007).
Assim, se obteve linha de

uma parasitas

transfectantes estavel.

3.4. Deteccao da proteina 453 por western blot

O vetor de expressio pTubN produz uma proteina
recombinante como um tag de HA , o que permite
que seja detetada num extrato completo de frecoes
solivel e insolGvel usando um anticorpo comercial
contra HA (Anti-HA, SIGMA). Porem se realizou um
ensaio de western blot sobre parasitas completos
EF-453, PCD (controle
positivo) e de parasitas WB (controle negativo).

transfectantes parasitas

M WB PCD 453
§ ..*' i
-
0 EES ]
S5 (- -@ SR
40
m—————
35 e
A———
25 . o
| em—
15

-

i

Figura 06 — Deteccdo da proteina EF-453 em parasitas completos. Carril M:
marcador pré-tingido, Carril WB: parasitas completos WB, Carril PCD:
controle positivo, parasitas completos de transfectantes PCD, Carril 453:
parasitas completos de transfectantes 453. Membrana revelada com a HA-
mouse.

Como pode ser observado na Figura 6, se obteve um
sinal
parasitas transfectados EF-453, dos quais 52 KDa
pertencem & proteina e 3 KDa ao tag de HA. Este

esperada em uma banda de 55 KDa nos

ensaio confirmou que a entrada do inserto-vetor foi
correta e que a proteina foi expressa.

4. CONCLUSAOQ

Os resultados obtidos na andlise bioinformatica
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mostraram que a sequéncia primaria da proteina 453
obtida por bases de dados e modelada
apresenta dois motivos EF-HAND e aminoacidos
tipicos
sequéncia

subclonar em um vetor de expressdo para Giardia

Cloning and overexpression of a gene that codifies for calcium binding protein

Synergismus scyentifica UTFPR

in silico
parasita mediante ensaios de imunodetecc3o.
no loop. Também foi clonar a

EF-453 em

possivel .
Agradecimento

um vetor de clonacio e

apoio financeiro do projeto.

in Giardia intestinalis

Abstract — Calcium binding EF-HAND proteins have an important role in signal transduction pathways that
allow eukaryotic cells adjust to an extracellular environment. Giardia intestinalis is recognized to be an
excellent model to study signalization pathways because the simple molecular machinery. The objective of
this work was study a gene that codifies for a possible EF-HAND calcium binding protein. Gene was cloning
and EF-453 protein was expressed in parasite. Bioinformatic analyses were performed in I-TASSER software.
The gene amplified by PCR whit designed primers (5'ATGACATCTCTGGGTGCCA3' e
5'CTAGACCTCAAAAGGCAA3') and was cloning in pTubN expression vector (have a HA tag and a
puromicin resistance gene) using E. coli TOP 10. Transfection was done with recombinant plasmid in Giardia

was

intestinalis trophozoites by electroporation. Then, parasites with puromicine resistance were selected. Over
expression of EF-453 protein was confirmed by western blot essays and a protein detection with 55 KDa with

intestinalis. Por fim, foi possivel confirmar a sobre-

expressao da proteina EF-453 em trofozoitos do

A Fundacién Banco de la Repiiblica de Colombia pelo

a anti HA antibody.

Keywords: Giardia intestinalis. calcium binding proteins. EF-HAND motif. recombinant technology.
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