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RESUMO

Cubillos EG. O papel de dois fatores de transcricdo ApiAP2 no controle da transcrigdo de
genes variantes em Plasmodium falciparum. [dissertacdo (Mestrado em Biologia da Relagédo
Patogeno Hospedeiro)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo; 2015.

O parasita Plasmodium falciparum causa a forma mais grave da malaria humana e as pessoas
mais vulneraveis sdo criancas menores de cinco anos de idade e mulheres gravidas. Para
evadir a constante resposta imune do hospedeiro, as formas assexuadas do parasita usam a
variacdo antigénica de genes associados a viruléncia ou podem se diferenciar em formas
sexuais como estrategia para sobreviver e garantir a sua transmissdo para 0 mosquito. A base
molecular desses processos ainda € pouco compreendida e até agora apenas um fator de
transcricdo que pertence a familia ApiAP2 descoberto recentemente foi associado a formacéo
de gametdcitos. Além disso, alguns fatores epigenéticos foram envolvidos no controle da
variacdo antigénica e diferenciacdo sexual. No entanto, ndo se sabe como o parasita organiza
estes fendmenos, ou 0s mecanismos que desencadeiam estes processos e quais outros fatores
de transcricdo podem estar envolvidos. Por manipulacdo genética, nos identificamos a
participacdo fundamental de um fator de transcricdo da familia ApiAP2 ( PF3D7_1143100),
no controle da transcricdo de genes variantes, bem como no desenvolvimento em formas
sexuais na fase intraeritrocitica. Demonstramos ainda que outro membro desta familia,
PF3D7_1466400, ndo é essencial no ciclo assexual de P. falciparum, ja que seu silenciamento
ndo afetou o desenvolvimento normal do parasita.

Palavras-chave: Malaria. P. falciparum. Fatores de transcricdo ApiAP2.



ABSTRACT

Cubillos EG. The role of ApiAP2 transcription factors in the control of variant gene
transcription in Plasmodium falciparum. [Masters thesis (Biology of Host Pathogen
Relationship)].University of S&o Paulo; 2015.

The protozoan parasite Plasmodium falciparum causes the most severe form of human
malaria and the most vulnerable persons are children under the age of 5 years and pregnant
women. To evade the constantly evolving host immune response to infection, asexual parasite
forms employ antigenic variation of virulence-associated genes or differentiation to
gametocytes as a means to survive and secure their transmission to the mosquito. The
molecular basis behind these processes is still poorly understood and until now a transcription
factor belonging to the recently discovered ApiAP2 family was associated to gametocyte
formation. Also, an increasing number of epigenetic factors was involved in the control of
antigenic variation and sexual differentiation, however, it is not known how the parasite
orchestrates these phenomena and which other transcription factors are possibly involved. By
genetic manipulation, we indentified the decisive participation of a putative ApiAP2
transcription factor, PF3D7_1143100, in the control of variant gene transcription as well as in
the switching from asexual to sexual development in the intraerythrocytic stage. We also
demonstrate that the ApiAP2 factor PF3D7_1466400 is not essential in the asexual stage of P.
falciparum, since its knockdown did not affect the normal development of the parasite.

Keywords: Malaria. P. falciparum. ApiAP2 transcription factors.
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1 INTRODUCAO

1.1 Maléria: Aspectos gerais

A maléria humana é causada por parasitas protozoarios do género Plasmodium, que
sdo transmitidos naturalmente pela picada de mosquitos fémeas do género Anopheles. Esta
doenca ainda causa um grande impacto sobre a salde mundial, especialmente em paises da
Africa Subsaariana. Dados da organizacdo mundial da salde indicam que aproximadamente
3,3 bilhGes de pessoas, em 97 paises e territorios, estdo em risco de contrairem a doenca e 1,2
bilhGes em risco elevado (>1 caso de malaria por 1000 habitantes todos os anos) (figura 1).
Estima-se que a cada ano 300 milhdes de pessoas sdo afetadas pela maléria e mais de 600.000
morrem como consequéncia das complicacdes da doenca, sendo mais vulnerdveis criancas
menores de cinco anos de idade e mulheres gravidas [1].

Aproximadamente 90% dos casos de malaria registrados a cada ano se concentram na
Africa Tropical, e os restantes estdo distribuidos nas Américas Central e do Sul, Sudeste
Asidtico e llhas da Oceania. J4 na América do Sul, o maior nimero de casos é verificado na
Amazonia brasileira com registros de cerca de 300 a 400 mil pessoas infectadas por ano, o
que representa 60% do total de casos da América Latina, correspondendo a 99,5% dos casos
no territorio nacional [1].

A maléria concentra-se principalmente em regifes de baixos niveis socioecondémicos,
onde as comunidades mais gravemente afetadas sdo também as mais pobres e marginalizadas.
Essas comunidades possuem risco mais elevado de infeccdo e o acesso a servicos de
prevencdo, diagnostico e tratamento menos eficaz [1]. A doenca é responsavel por um atraso
do desenvolvimento humano e apesar dos recentes esforcos de paises com éareas de
transmissdo e organizagdes internacionais, focados na eliminacdo do vetor e a reducdo do
risco de adoecer e morrer de malaria, ainda ha milhdes de pessoas que ndo tém acesso a essas
intervengdes. Também, a resisténcia e/ou fracasso do tratamento contra a droga mais eficaz, a
artemisinina, ja foi registrada em varias regides de Camboja, Republica Democratica Popular
Lao, Myanmar, Tailandia, Vietnd e Guiana Francesa [2].
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Fonte: Rekgtdirios dos programas nacionals de Juta contra o paludismo.

Figura 1. Paises com transmissdo de malaria. Estima-se que a metade da populacdo mundial esteja em risco
de contrair a doenca. A partir do ano 2000, o financiamento e a cobertura dos programas de luta contra a malaria
aumentaram consideravelmente o que levou a uma reducdo em larga escala de: incidéncia e mortalidade da
doenga. Fonte World Health Organization, 2014 [1].

1.2 Maléria no Brasil

No final do século XIX, a malaria esteve presente em todo o territorio brasileiro.
Durante algum tempo a situacdo manteve-se inalterada, sem surtos epidémicos, até dois
movimentos migratorios importantes que ocorreram na Amazonia. Atraidos pela atividade da
extracdo de latex e a construcdo da estrada Madeira Mamoré, um grande nimero de
trabalhadores ficaram expostos a malaria na regido amazonica, resultando em uma intensa
transmissdo da doenca que, consequentemente causou milhares de mortes. Nesta época foram
estimados cerca de seis milhdes de casos por ano (ou seja, 15% da populagdo total do pais),
dos quais 80.000 vieram a 6bito [4].

Depois de uma campanha de erradicacdo ser iniciada em 1956 pela Organizacédo
Mundial de Saude (OMS), o numero de casos diminuiu drasticamente fora da Amazo6nia
brasileira e a doenga atingiu o seu nivel mais baixo no Brasil, com 36,9 mil casos em 1960.
Foi s6 no final de 1970 e inicio de 1980 que a intensa, rapida e desorganizada ocupagéo da
Amazonia causou outra mudanga drastica e importante na situacdo epidemioldgica associada
a maléria no pais. Os estados da regido Norte comegaram a receber um grande numero de
migrantes em busca de projetos de colonizacgdo, recursos ambientais e ganhos econdémicos.
Esses migrantes vieram de areas onde ndo existia a doenca ou ja havia sido eliminada. Mais
uma vez, o resultado foi a exposicdo de um grande ndmero de individuos ndo imunes ao

Plasmodium [4].
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Figura 2. Nimero de casos de malaria registrados anualmente (1961-2013) no Brasil de acordo com as
espécies de Plasmodium. Fonte: Pina-Costa et al. [4].

Na figura 2 evidencia-se o nimero de casos de malaria no Brasil desde 1961. Ao
contrario dos baixos numeros relatados em meados dos anos 1970, o nimero total de casos de
maléria foi 615.246 no inicio do século XXI. Atualmente, a malaria é endémica em nove
estados brasileiros: Acre, Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Par4, Rondbnia, Roraima,
Tocantins e Maranhdo. Pard e Amazonas registraram quase 70% dos casos em 2012; destes,
14,4% foram nas areas urbanas, 25% em outras areas de exploracdo de minérios e o restante
em assentamentos rurais e areas indigenas. Fora da Regido Amazbnica, houve 914 casos
registrados em 2012, em diferentes estados brasileiros, principalmente em S&o Paulo (SP)
(188), Rio de Janeiro (130), Minas Gerais (105), Goiéas (82) e Piaui (72) [3].

1.3 Malaria: O parasita

Os protozoarios do género Plasmodium pertencem ao filo Apicomplexa. Este filo
contém um grupo de parasitas unicelulares que sdo os agentes causadores de algumas das
doencas infecciosas de maior relevancia no mundo. Entre as caracteristicas distintivas dos
parasitas pertencentes a este filo encontra-se uma maquinaria especializada na regido anterior
do corpo para a invasao das células hospedeiras, denominada complexo apical. Também em
alguns destes parasitas existe uma organela derivada da endosimbiose com uma alga
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vermelha, conhecida como o apicoplasto onde ocorre principalmente a biossintese de
isoprenoides. Os parasitas humanos Plasmodium spp. e Toxoplasma gondii sdo 0s mais
amplamente estudados por ser de grande impacto na satide mundial [5].

Cinco sdo as espécies de Plasmodium capazes de infectar o homem e desencadear a
doenca: P. vivax, P. malériae, P. ovale, P. knowlesi e P. falciparum. As primeiras trés sdo
principalmente responsaveis pelas formas ndo complicadas da infeccdo, cujos sintomas
caracterizam-se por sudorese, mal estar, vémitos, cefaleia, mialgia e febres altas intermitentes,
enquanto que as infeccdes por P. falciparum, a espécie mais virulenta, podem evoluir para a
forma mais complicada da doenca conhecida como maléria grave, que pode ocorrer em varias
sintomatologias como malaria cerebral e/ou gestacional, sindrome pulmonar e anemia grave,
sendo esta evolucdo dependente da idade e da exposicdo do individuo ao parasita [3]. A
infeccdo com Plasmodium knowlesi ocorre exclusivamente no sudeste asiatico (Malasia) e
pode ser considerada zoonose, sendo que 0 orangotango é o hospedeiro mais importante. A
evolugdo da infeccdo com P. knowlesi muitas vezes é perigosa levando um ndmero
consideravel de pessoas infectadas a obito [73].

O ciclo de vida dos Plasmodium é complexo e alterna-se entre o hospedeiro definitivo
(o mosquito vetor) onde ocorre a fase sexuada, e o hospedeiro intermediario (vertebrado)
onde ocorre a fase assexuada.

No humano a infeccéo inicia-se com a picada de uma fémea Anopheles infectada que
injeta formas sexuadas do parasita chamadas esporozoitos junto com a saliva. Os esporozoitos
migram até o figado através da corrente sanguinea e infectam os hepatocitos onde se
multiplicam assexuadamente formando esquizontes hepaticos (Figura 3). Apds 6 a 14 dias sdo
liberados merozoitos que comecam a invadir heméacias (é de notar, que em P. vivax e P. ovale
existe um estagio dormente denominado hipnozoito que pode persistir no figado e causar
recaidas de infec¢Oes patentes semanas ou mesmo até meses mais tarde). Apds essa replicacdo
inicial no figado (esquizogonia exo-eritrocitica), ocorre a multiplicagdo assexuada nos
eritrocitos (esquizogonia eritrocitica). Nessa fase o parasita passa pelos estados morfologicos
de anéis, (as formas mais jovens observadas apds a invasdo dos merozoitos), trofozoitos e
esquizontes. Estes ultimos rompem a hemdcia infectada liberando novos merozoitos que irdo
invadir outros eritrocitos ndo infectados. Além dos merozoitos as hemacias infectadas
também liberam toxinas, dando inicio as diferentes manifestacoes clinicas da doenca. Embora
a grande maioria dos parasitas continua a ter uma replicagéo assexuada, eventualmente alguns

esquizontes liberam merozoitos ja destinados a se diferenciar em formas eritrocitarias sexuais
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(gametocitos). Em P. falciparum, o comprometimento para formacdo de gametécitos €
mediada ao menos pelo fator de transcricdo ApiAP2-G [6].
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Figura 3. Ciclo de vida de Plasmodium. O ciclo de vida tem duas fases, uma assexuada no hospedeiro humano
e uma sexuada que ocorre no vector Anopheles spp. Durante a alimentacdo sanguinea, a fémea do mosquito
Anopheles inocula os esporozoitos no hospedeiro humano (1). Os esporozoitos infectam as células do figado (2).
Formando esquizontes hepéticos (3). A ruptura dos hepatdcitos leva a liberacdo dos merozoitos (4). Apés a
replicacdo no figado, os parasitas sofrem multiplicacdo assexuada nos eritrocitos. Os merozoitos infectam as
hemécias (5). O estagio de anel diferencia-se em trofozoito e esquizonte (6). Alguns parasitas diferenciam-se em
gametdcitos (7), os quais sdo ingeridos pelo mosquito (8). No mosquito a multiplicacdo é conhecida como ciclo
esporogdnio. No estomago do mosquito, ocorre a geracdo dos zigotos (9). Os oocinetos (10) invadem a parede
do estbmago, onde se desenvolvem em oocistos (11). No oocisto sdo produzidos os esporozoitos (12) os quais,
apos liberados, migram até a glandula salivar, e ap6s o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado, se da a
continuidade no ciclo do parasita. Fonte: CDC-DPDx - Laboratory Identification of Parasitic Diseases of Public
Health Concern- Malaria [7].

Estas formas sdo transmitidas ao mosquito quando sugadas durante um novo repasto
sanguineo. A multiplicagdo dos parasitas no mosquito é conhecida como o ciclo
esporogbnico. No estbmago do mosquito, ocorre o processo de exflagelacdo dos
microgametas (gametocitos masculinos) que posteriormente fecundam o0s macrogametas
(oriundos de gametdcitos feminino) gerando zigotos. Os zigotos por sua vez, tornam-se
moveis e alongados (oocinetos) e invadem a parede do intestino médio do mosquito, onde se
instalam na parte distal do lumen intestinal. Aqui ocorre a meiose e desenvolvimento para
oocistos. Estes, por sua vez, crescem e liberam esporozoitos, que migram para as glandulas
salivares do mosquito, onde, em um novo repasto sanguineo poderdo ser inoculados em um

novo hospedeiro dando assim continuidade ao ciclo parasitario [7].
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1.4 Plasmodium falciparum

Esta espécie causa a forma mais grave da doenca e os indices mais altos de
mortalidade. Sua transmissdo e a maior prevaléncia ocorrem na Africa subsaariana, embora
seja encontrada em outras regides do mundo. Os principais vetores desta espécie sdo 0
Anopheles gambiae na Africa e o Anopheles darlingi no Brasil.

Uma diferenca importante entre P. falciparum e outras espécies de Plasmodium que
provavelmente o torna letal para hospedeiros humanos ndo imunes é a grande capacidade de
evitar sua passagem pelo baco através do sequestro de eritrdcitos infectados na
microvasculatura de 6rgdos. Este fendmeno conhecido como citoadesdo ou citoaderéncia
provoca obstrucdo vascular, processos inflamatdrios locais e é uma causa direta da malaria
cerebral e placentaria [8].

As formas maduras do parasita (trofozoitos e esquizontes) se aderem em tecidos de
varios oOrgdos, incluindo o coracdo, pulmao, cérebro, figado, rim, placenta e tecidos
subcutdneos. Tanto as células endoteliais nesses 6rgdos quanto os sincicio-trofoblastos na
placenta expressam diferentes receptores que o parasita deve reconhecer para aderir com éxito
a estas células. O fendtipo de adesdo ndo é homogéneo e diferentes parasitas podem ligar-se a
diferentes tipos de receptores do hospedeiro. Acredita-se que essas variabilidades afetam a
distribuicdo nos tecidos e a patogénese de parasita [8].

Esta adesdo é mediada por antigenos variantes codificados pelo proprio parasita e
exportados a superficie da hemécia infectada onde se agrupam em regides especificas da
membrana formando pequenas protuberdncias chamadas “knobs” que sdo os pontos de
contato com as células hospedeiras. O transporte destas proteinas é possivel gracas a
existéncia de um sistema composto pelos sinais de secrecdo PEXEL [76] ou VTS, um
complexo de estruturas membranosas denominadas Maurer’s clefts e 0 sistema de exportacao
PTEX (Plasmodium translocon of exported proteins), que medeiam no intercambio de
proteinas entre a membrana do parasita e a hemécia infectada através da membrana do
vacuolo parasitoforo [9]. Tambem existem proteinas secretadas que ndo possuim estas sinais
PEXEL [75].

Os diferentes antigenos que sé@o transportados para superficie da hemacia infectada
podem possuir papel de transportador, canal de ions ou funcdo desconhecida. Uma parte
destes antigenos expostos pertencem a familias de antigenos variantes como RIFINS
(repetitive interspersed family proteins), STEVOR (sub-telomeric variable open reading

frame proteins), SURFIN (surface-associated interspersed family) e PFEMP1 (P. falciparum
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erythrocyte membrane protein 1), sendo que estes Ultimos s&o os principais responsaveis pelo
sequestro dos eritrocitos infectados [17] (Figura 4).
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Figura 4. Antigenos exportados por P. falciparum a superficie da hemécia infectada. Fonte: Chan et al 2014
[17].

A familia RIFIN compreende aproximadamente 180 membros que estdo divididos em
dois subgrupos RIFIN A e RIFIN B. Antigenos do tipo RIFIN A parecem estar localizados na
superficie da hemacia infectada enquanto que os membros do subgrupo RIFIN B encontram-
se internos no parasita [10]. A familia STEVOR possui cerca de 40 membros que sdo
localizados no complexo Maurer’s clefts e associados a membrana de formas sexuais e
assexuais. Estes antigenos foram associados a ligacdo de eritrocitos infectados com outras
hemécias, provavelmente facilitando o sequestro do parasita na vasculatura de tecido
profundo e também parecem desempenhar um papel importante na invasdo de merozoitos
fazendo desta familia um dos principais contribuintes para a patologia do parasita [11]. Outro
grupo de antigenos exportados a superficie da hemécia infectada é a familia SURFIN que
contétm 10 membros. Estas proteinas de alto peso molecular (~280 — 300 KDa) sdo
codificadas por genes que se encontram nas regides subteloméricas dos cromossomos. Apesar
de dois membros SURFIN serem relacionados a uma estrutura associada a invasdo de
merozoitos, a fungdo destes antigenos ainda nao é clara [12].

A familia PFEMP1 consiste de aproximadamente 60 alelos antigenicamente
diferentes. Estes antigenos sdo responsaveis pelo fendmeno de adesdo e tem um importante
papel na viruléncia e patogenicidade do parasita [16]. O parasita direciona estas proteinas para
a membrana do eritrdcito infectado, sendo que as por¢des estendidas para 0 meio extracelular
sdo altamente variaveis e podem interagir com um grande nimero de receptores de outras
hemacias e de células do endotélio dos vasos sanguineos, incluindo ICAM1, EPCR, CD-36 e

o0 glicosaminoglicano condroitina sulfato A (CSA), presente em abundéancia na placenta [17].
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A interacdo PFEMP1-receptor pode desencadear diferentes manifestaces da doenga que
variam de leve a letal, dependendo de qual PFEMP1 é expressa e o quanto este fenotipo €
reconhecido pelos anticorpos do hospedeiro [13-14].

PfEMP1 sdo compostas de varias subunidades, denominadas dominios tipo Duffy
binding like domains (DBL) ou dominios ricos em Cisteina, Cystein-rich interdomain regions
(CIDR) os quais podem ser classificados em subfamilias [4], cada um destes pode interagir
com receptores endoteliais especificos, dependendo da sua sequéncia de aminoacidos (figura
5). Para alguns dominios a interacdo com receptores especificos ja foi demonstrada, e ha
evidéncia de que a expressao de pelo menos um deles pode ser associada a doenca grave: 0s
dominios DBL3y / DBL3X associados a malaria gestacional em mulheres na primeira

gravidez [15].

1.4.1 Genes variantes

No contexto gendmico as proteinas PFEMP1 séo codificadas pela familia de genes
variantes var, composta por cerca de 60 genes. As sequéncias codificantes destes genes
mostraram uma associacao a sequéncias promotoras especificas de regibes upstream 5' (ups).
A estrutura do dominio var/PfEMP1 esta em muitos casos ligada a promotores especificos,
inicialmente divididos em 5 grupos upsA-E, dependendo da regido do cromossomo onde se

encontram (figura 6) [22].
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UpsC UpsBC UpsB UpsA Total
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1 1 Type 2a
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3 3 Type 3
1 1 Typed
1 1 2 Type 5
1 1 Type 6
1 1 Type 7
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1 1 Type 10
1 1 Type 11
1 1 Type 12

(UpsE)t Type 13

1 1 Type 14

1 1 Type 15

1 1 Type 16

(UpsD)1* Type 17
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Figura 5. Estrutura das proteinas variantes PFEMP1 e dominios de ligacao associados. Classificacdo Ups A-
C indica os tipos de promotor associados a diferentes genes que codificam as PFEMP1. Fonte: Kraemer & Smith.
2006 [16].

Os genes var sdo transcritos de uma maneira especial. Dois grupos de pesquisadores
independentes descobriram em 1998 que apenas um gene var € transcrito por cada hemaécia
infectada, em quanto todos os outros estdo transcricionalmente silenciados, fendmeno
conhecido como exclusdo alélica, que consequentemente faz com que apenas uma proteina

PfEMP1 variante seja exposta pelo parasita na superficie do eritrocito infectado [18-19].
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Individuos com um sistema imune saudavel podem apresentar uma resposta de
anticorpos adequada contra a PfEMP1 exportada a superficie do eritrocito infectado, no
entanto, o parasita tem a capacidade de mudar o perfil de transcri¢cdo dos genes var, através de
um processo conhecido como “switching”. Isto faz com que sub-populacdes de parasitas
aparecam transcrevendo um gene var diferente, que por sua vez leva a expressdo de uma nova
PfEMP1 resultando em uma infeccdo persistente tipificada por sucessivas ondas de
parasitemia. Este mecanismo conhecido como variagcdo antigénica, confere ao parasita um
amplo repertério de antigenos variantes como estratégia de evasdo do sistema imune do
hospedeiro (figura 6)[19].
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Figura 6. Variagdo antigénica de PFEMPL. Diversos fen6tipos aderentes associam com as diferentes sequelas
da malaria grave. Mudanca sucessiva de fen6tipos (letras A a F na figura abaixo) leva a constante evasdo da
resposta imune sem perda da capacidade de citoaderéncia da hemécias infectadas. Fonte: Miller et al. 2002 [8].

1.4.2 Controle na transcri¢ao de genes var

O controle da expressao destes genes ocorre a nivel transcricional, o que significa que
guase todos os promotores sdo silenciados enquanto um Unico promotor var é induzido nos
estagios de anel e trofozoito jovem [20-21]. Porem, recentemente foram encontradas excecoes

para este modelo [23]. Ha evidéncias de que além do controle da expressdo no nivel da
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transcrigdo, existe também uma repressdo de traducdo, pelo menos para o gene var2CSA,
associado a maléria gestacional [24] e alguns genes com sequéncias do tipo upsC [25].

Em nivel epigenético, mostrou-se que modificacbes locais da cromatina,
especificamente na histona 3 lisina 9 (H3K9), desempenham um papel crucial na atividade ou
silenciamento de promotores var: A H3K9 quando acetilada ( H3K9ac ) foi associada ao
locus var transcricionalmente ativo [ 26,27], enquanto a H3K9 trimetilada ( H3K9me3 ) foi
encontrada em loci silenciados [28]. A primeira enzima modificadora de histona que foi
claramente associada ao controle da expressdo de genes var é a deacetilase de histona
PfSIR2A [26]. Em seguida, uma segunda deacetilase denominada PfSIR2B foi relacionada
com a regulacdo de um subconjunto de genes var e genes de outras familias variantes [29].
Recentemente, a importancia da histona-metil-transferase PfSET2 foi revelada quando
linhagens de parasitas knockout, ativaram praticamente todos os genes var no nucleo do
parasita 0 que também levou a expressdo de diferentes PFEMP1 na superficie de eritrocitos
infectados [30].

No parasita selvagem o padrdo de transcricdo dos genes var que permanecem
silenciados € mantido ao longo do tempo (memdria epigenética de transcri¢cdo) e apenas
alguns clones parasitarios parecem expressar outros antigenos PFEMP1 na sua superficie [18].
Isso implica que a variacdo na transcricdo dos genes var & um processo controlado e
sincronizado, que pode ser dependente da posi¢cdo cromossdmica dos mesmos [31-32]. Esta
memoria do estado ativo de um gene especifico durante varias reinvasdes é epigeneticamente
marcada (“earmarked”) pela dimetilagdo da H3K4 [33-34].

H& também evidéncias experimentais de que variantes de histonas especiais
desempenham uma funcdo importante na transcricdo dos genes var: a histona H2A.Z esté
associada a var loci ativo [35], enquanto a proteina heterocromatina 1 (HP1) associa-se a
regibes promotoras dos genes var inativos [36], e quando silenciada evita a exclusao alélica
dos genes var [37]. Também foram descobertos RNAs ndo codificantes que sao transcritos a
partir de repeticdes telémericas e é possivel que tenham uma influéncia sobre a transcri¢ao
dos genes var [38,39]. Por fim, mais recentemente foi descrito um mecanismo de
silenciamento de genes envolvendo a degradacdo de RNA nascente mediada por uma
exoribonuclease associada & cromatina, denominada PfRNase Il que controla o silenciamento
de genes var do grupo upsA [40]. De maneira interessante, muitas destas modificacOes
relacionadas até agora também sdo encontrados na familia de genes rif de antigenos variantes
[41,42], embora estes ndo paregcam seguir exatamente 0 modo rigoroso de exclusdo alélica na

transcricao [43].
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1.5  Fatores de transcrigdo ApiAP2

Apesar de toda a informacdo disponivel para a modificacdo da cromatina, existem
poucos dados sobre os fatores basicos que se ligam aos promotores var inativos ou ativos
(exceto para HP1), e inclusive até recentemente acreditava-se que poucos fatores de
transcricao existiam em P. falciparum [44]. No entanto, uma mudanca neste contexto ocorreu
com a descoberta de uma familia de proteinas conservadas, denominada Apetala 2 do grupo
Apicomplexa ( ApiAP2 ) [45]. Estas proteinas contém dominios de ligacdo ao DNA,
homologos aos fatores de transcricdo Apetala 2 presentes em plantas. Este estudo deu a
primeira indicacdo de que os parasitas Apicomplexa codificam uma familia de proteinas
reguladoras, gerando um novo foco de estudo na regulacdo da transcricdo [46]. Em
Plasmodium foram identificados 27 membros desta familia, e apenas alguns deles foram
associados a fungdes especificas.

Em P. berghei os ortdlogos de P. falciparum PF3D7_1466400 e PF3D7_1143100,
foram relacionados no desenvolvimento de oocineto e esporozoitos na fase sexual do parasita,
ja que quando mosquitos do genero Anopheles foram alimentados com linhagens knockout
para cada um dos genes ndo foi observado um desenvolvimento do parasita tanto nos
estomagos quanto nas glandulas salivares do mosquito [50,51]. Também, os ortologos de
PF14 0271, PF13 0235 e PF3D7_1466400 em P. yoelii, mostraram um aumento da
expressao Nos 00cistos e esporozoitos, o que pode indicar que eles exercem uma fungdo nessa
fase.

Ja em P. falciparum foi descrita a funcdo de alguns deles sendo que PfSIP2
(PlasmoDB ID antiga PF3D7_0604100) foi associado na formacdo de heterocromatina e
integridade de telébmeros [47] e o fator de transcricio PfAP2-G foi relacionado com a
formagédo de gametocitos e parece ser o principal regulador no inicio da gametocitogenese
[48,49]. De forma conjunta outros membros ApiAP2 parecem estar envolvidos na progressao
de desenvolvimento da fase sexual a assexual (PFF1100c, PF11091, PFD0985w,
PF3D7_1143100 e PF3D7_0604100 [52,53]). Contudo, em P. falciparum apenas trés
proteinas ApiAP2 foram analisados detalhadamente (PF3D7_0404100, knockout sem
fenotipo, PF3D7_0604100/PfSIP2 e PfAP2-G [ PF3D7_1222600 [54] ), e para 0s demais
genes ainda ndo foram descritas funcGes especificas.

Por outro lado, os motivos de ligacdo ao DNA da familia ApiAP2 em P. falciparum ja
foram analisados e em trés proteinas (PF3D7_0604100, PF3D7_1466400 e PF3D7_1143100)
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foram encontrados dominios com afinidade de ligacdo aos elementos presentes em regides 5’
ndo traduzidas de genes var [54]. Flueck e colaboradores sugeriram uma funcdo
aparentemente especifica de PF3D7_0604100 para o “tethering” da cromatina no grupo de
genes var tipo upsB [47]. Ja para as duas proteinas restantes ndo ha informacéo disponivel na
literatura sobre a sua fungdo e nédo foi reportado se um knockout de PF3D7_1466400 e
PF3D7_1143100 é possivel, e se estes desempenham uma funcdo crucial na transcri¢do de
genes var, ja que contém os dominios de ligacdo descritos anteriormente (Figura 7) [54]. N&o
estd claro se estes fatores ligam-se sempre a motivos especificos, ou se eles sdo recrutados

apos ativacao/silenciamento de qualquer locus determinado.
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Figura 7. Motivos de ligacao de trés fatores de transcrigdo ApiAP2 a sequencias de regides promotoras

5 ndo traduzidas de genes var. Mostrados sdo aproximadamente 2000 bp em 5’ do codon start de genes var. Os
cédigos de identidade novos de PFF0200c, Pf14 0633 e Pf11_442 sdo PF3D7_0604100, PF3D7_1466400 e
PF3D7_1143100 respectivamente. Fonte: Campbell e colegas [54].
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar do sequenciamento completo do genoma de P. falciparum no ano de 2002
[55], ainda existe um vasto numero de genes sem funcdo conhecida (~2700 genes). Entre
estes se encontram a grande maioria de fatores de transcricdo ApiAP2, os quais quando
estudados em outras espécies de Plasmodium parecem ter uma funcao importante no controle
de diferentes pontos do desenvolvimento do parasita tanto nas fases sexuadas no mosquito
quanto no hospedeiro vertebrado. Embora a visivel importancia destas proteinas em P.
falciparum, apenas duas foram amplamente estudadas e associadas a processos cruciais no
ciclo do parasita como a regulacdo de gametocitogenese controlada pelo PfAP2-G ou o
“tethering” da cromatina no grupo upsB de genes var mediado pelo PFF0200c.

Também foram descritos motivos com afinidade de ligagcdo a elementos promotores
dos genes var em trés proteinas ApiAP2, porém, apenas uma delas ja foi amplamente
estudada (PF3D7_0604100) enquanto que ainda ndo ha informacdes detalhadas na literatura
sobre as duas proteinas restantes. Sendo assim este trabalho busca elucidar a funcdo de
PF3D7_1466400 e PF3D7_1143100 no controle de transcricdo de genes variantes, focados
principalmente na familia dos genes var. Tal procedimento é por meio de manipulacdo
genética do parasita introduzindo na extremidade 3' do gene alvo: i) um dominio
desestabilizador que controla a estabilidade da proteina [59,60,61], ii) uma sequéncia da
ribozima glms, que desestabiliza a transcri¢do controlada por clivagem do sinal poliA [62] ou
iii) a introducdo de uma sequéncia de terminacdo flanqueada por sitios ‘loxP’, que pode ser
excluida pela expressdo controlada da enzima diCre-recombinase [63].

A nossa hipGtese € que o knockdown de PF3D7_1466400 e PF3D7_1143100
conduzem ao silenciamento ou a ativacdo de (todos/alguns) genes var, ou para um fendétipo
letal.

O projeto contribuira com novas informacGes sobre a transcricdo de fatores de
viruléncia importantes para o parasita e pode apontar para alvos de medicamentos novos ja
que, i) a interferéncia na expressdo de fatores de viruléncia torna o parasita vulneravel ao
ataque do sistema imunolégico e, ii) os fatores ApiAP2 de transcricdo estdo ausentes no

hospedeiro humano.
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3 OBJETIVO

3.1  Objetivo geral

Identificar a funcdo das proteinas ApiAP2: PF3D7_1466400 e PF3D7_1143100,

concentrando-se na sua influéncia no controle da transcricdo dos genes var.

3.2 Objetivos especificos

1. Obter linhagens de parasitas modificados geneticamente para controlar tanto a
transcricao do gene alvo quanto a estabilidade da proteina.

2. Estudar e comparar o perfil de transcricdo de genes var em parasitas com e sem
knockdown para os dois genes de interesse.

3. Estudar a memoria transcricional dos genes var ap6s o knockdown transiente dos
fatores de transcricdo ApiAP2 em parasitas selecionados previamente para expressar

determinados genes var.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Isolado de P. falciparum

Neste trabalho foi utilizado o isolado de P. falciparum NF54 (obtido no ano 1979 de
amostra sanguinea de paciente infectado na cidade de Amsterdd, Holanda). A linhagem 3D7
cuja sequencia esta depositada no PlasmoDB é um clone de NF54. Assim, pode se assumir

que a sequéncia genémica de NF54 ¢ idéntica a do 3D7.

4.2  Cultivo de P. falciparum

Os parasitas foram cultivados in vitro em 4% de hematdcrito em meio RPMI-HEPES
(Embriolife, Campinas) suplementado com 0,5% Albumax 1 (Invitrogen-S&o Paulo) e 0,23%
bicarbonato de sédio a 37 °C. O meio foi trocado todos os dias e os parasitas foram
alimentados com sangue fresco do tipo B a cada quatro dias ou mais frequente dependendo
da parasitemia na cultura. A porcentagem de parasitas foi monitorada por verificacdo
microscopica de esfregacos corados com o kit Panético Rapido (LabClin Séo Paulo).

Para armazenagem dos parasitas, as hemacias infectadas foram lavadas com RPMI e
centrifugadas a 1500 RPM durante 5 minutos. Em seguida foram adicionados 1,66 vezes o
volume do sedimento do reagente glycerolyte (45,3 V/V glicerol, 2,26% lactato de sédio, KCI
5mM, pH 7,2 acertado com NaHCO3) e transferido para criotubos que foram mantidos a -80
°C por uma noite e depois conservados em nitrogénio liquido.

Para o descongelamento das amostras foram utilizadas solucdes estéreis de NaCl 12%
(pH 6) e NaCl 1,6% (pH 5,5). Aliguotas descongeladas foram transferidas de criotubos para
tubos de 15 ml do tipo falcon e adicionado 1/5 do volume total das hemécias de NaCl 12%
gota a gota. Apos repouso por 1 minuto foram adicionados 10 volumes de NaCl 1,6% e a
suspensdo foi centrifugada a 1400 RPM durante 5 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi
aspirado e as hemacias compactadas foram resuspensas em RPMI-Albumax e transferidas
para garrafas e mantidas em condicOes de cultura como descrito acima.

Com o objetivo de obter culturas sincronizadas, parasitas foram sincronizados usando
Voluven 6% (Fresenius Kabi, Campinas, Brasil), que seleciona parasitas nas formas de
trofozoitos e esquizontes, seguindo os protocolos estabelecidos [56]. Quando foram
necessarios parasitas sincronicos em fases de anel, culturas com predominantemente esta

forma (até 8 h apos a re-invasdo) foram tratadas durante 10 minutos com 20 volumes de
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solugdo de sorbitol (Sigma) a 5%, seguindo os protocolos descritos por Ljungstrom e

colaboradores [57].

4.3  Extracdo de gDNA de P. falciparum

A 100 pl de sangue compactado com no minimo 5% de parasitemia foi acrescentado
1,25 ml de PBS (1X) mais 150 pl de saponina 1%. Os parasitas foram levemente misturados
por inversao e incubados no gelo por 5 minutos, até a solucao ficar translicida. Logo apds, 0s
parasitas agora liberados das hemécias foram centrifugados por 5 minutos a 12000 RPM, o
sedimento obtido (~50 pul) foi lavado uma vez com PBS 1X e dissolvido em 250 ul de TE
(Tris-HCI 10 mM pH 8 e 1 mM EDTA pH 8). Posteriormente, foi incubado com 100 pl de
tampdo de lise 4 X (40 mM Tris-HCI pH 8; 4 mM EDTA pH 8; 0,8 mM NaCl e 4% SDS)
acrescentando 20 pl de Proteinase K (10 mg/ml) por um periodo de 3 horas a 37 °C. Durante
este tempo, espera-se que proteinas sejam degradadas e membranas totalmente solubilizadas.

Subsequentes extracdes com fenol, fenol cloroférmio e cloroférmio (400 ul de cada,
incubacdo de 10 minutos na gangorra, e centrifugacdo a 8000 RPM durante 5 minutos para
cada solucdo, centrifuga Eppendorf) foram feitas para a eliminacao de lipideos e proteinas. Na
ultima extracdo o sobrenadante foi retirado e precipitado com 800 ul de etanol 100% por 15
minutos no gelo. Depois foi centrifugado a 8000 RPM durante 10 minutos e o sedimento foi
lavado uma vez com etanol 70%. Por fim, foi centrifugado mais uma vez e o sobrenadante foi
retirado até o tubo ficar seco, neste ponto o sedimento foi resuspenso em 50-200 ul de TE e

armazenado a 4 °C.

44  Reacgdo em cadeia de polimerase (PCR)

Para a amplificacdo dos fragmentos de PF3D7_1143100 e PF3D7_1466400 e
clonagem em plasmideos usados para inserir diferentes modificagfes no gene original, foram
desenhados diferentes pares de oligonucleotideos apresentados na tabela 1. Também foram
desenhados oligos para posterior confirmacdo da integracéo dos plasmideos no genoma. Estes
oligos amplificam fragmentos de cerca de 1000 pares de bases imediatamente anterior ao
codon de parada com sitios de restri¢ao para as enzimas Bgl2 (5’ do amplicon) e Pstl (3° do

amplicon).
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A reagdo de PCR foi feita num volume total de 15 pl em agua nuclease free usando
100 ng de gDNA de P. falciparum, 5 pM de cada oligo, dNTPs, e Taq polimerase Elongase
(Invitrogen) seguindo as instrucdes do fabricante.

A amplificacdo dos fragmentos iniciou-se com uma etapa de deshaturacdo por 5
minutos a 95 °C, seguida de 30 ciclos de desnaturagéo de 40 segundos a 94 °C, hibridando por
40 segundos a 53 °C e extensdo de 65 °C durante um minuto e meio. Quando terminados 0s
30 ciclos foi feita uma etapa adicional de extensdo a 72 °C por 10 minutos. Estas reacdes
foram feitas no termociclador Eppendorf Mastercycler.

O produto final foi analisado em gel de agarose 1% corado com crystal violet (0,18
pg/ml) e visualizado sob luz branca. O fragmento observado foi cortado do gel, purificado e
ligado no vetor pGEM T-easy® (Promega, Belo Horizonte). Posteriormente bactérias quimio-
competentes foram transformadas com esta ligacdo e os clones obtidos foram purificados e
analisados tanto por digestdes enzimaticas quanto por sequenciamento.

As seguintes reacdes de PCR seguiram as mesmas condi¢oes, porém foi utilizada Taq
polimerase convencional (Fermentas), e o DNA foi marcado com Brometo de etidio (0,2

pg/ml) e visualizado com luz ultravioleta.

45  Purificacédo do produto de PCR

O procedimento para purificacdo do DNA do gel foi feito usando silica “Glassmilk”
[57]. As bandas cortadas foram adicionados trés volumes de Nal 6M e incubados a 37 °C até
dissolver a agarose. Dep6s foram adicionados 5 pl de Glassmilk (100 mg/ml em 3 M Nal) e
incubado por 5 minutos. Logo foi centrifugado e o sedimento branco foi lavado com 1 ml de
New Wash Buffer (20 mM Trish-HCI pH 7.5 0,1 M de NaCl, 2 mM de EDTA, em 55% v/v
de etanol). O sedimento foi seco a temperatura ambiente e apds foi misturado em 20 ul de TE.
Por fim, foi centrifugado novamente e o sobrenadante contendo o fragmento purificado foi

transferido para um novo tubo que foi armazenado a -20 °C.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo por PCR de PF3D7_1466400 e
PF3D7_1143100. Os sitios de restri¢do introduzidos séo destacados em negrito.

Oligonucleotideos Tamanho do produto
amplificado

PF3D7_1466400 fw: 5°-
AGATCTGATATGGTTCATCGTATGAATAATAATATG

PF3D7_1466400rev: 5°- 1023 bp

CTGCAGCAGATTCAGAATTATCATATGAATTTGAC

PF3D7_1466400fw: 5’- check
GATTTATATAGAGGAAATGTATCACC

PF3D7_1143100 fw: 5°-
AGATCTACAAATATAAATAATTCTGAGGAAG

PF3D7_1143100rev: 5'- 1037 bp

CTGCAGCTGTTAACTTATTTCCATTATATATTATCG

PF3D7_1143100 fw: 5’- check
CATCAAAATGGATTTAATAATTGTTC

PF3D7_1466400 3’ UTR fw 785 bp
GAATTCCCTTTCATGGGAAATTATAAAATTTAG

PF3D7_1466400 3° UTR rev
CCATGGCACCACCCTTTGAACCATTTTC

PF3D7_1143100 3’UTR fw 811 bp
GAATTCATAACATGGTACATTTAAAATTGG

PF3D7_1143100 3°UTR rev
CCATGGTTTATATAGACGAAGCGCAAC

4.6  Ligacdo de DNA e transformacao de bactérias

Para a ligacdo foram utilizados 0,5 pl (5 ng) do vetor de clonagem (pGEM® T-easy)
ou vetores de transfeccdo previamente cortados com Bgl2/Pstl (pRESA-GFP-HA-DD24,
pTEX150-HA-loxTerm e pTEX150-HA-gImS [plasmideos construidos e cedidos gentilmente
pelo ex-pds-doutorando do laboratério, Mauro Ferreira de Azevedo] e pHH-TK [plasmideo
construido como opc¢do alternativa aos anteriores, que permite uma selecdo negativa de
parasitas nos quais ndo ocorrer recombinacdo (66)]) e 1,5 ul do inserto (fragmentos
amplificados e purificados como descrito acima).

Inserto e plasmideo foram incubados junto com a enzima T4 ligase (Thermo
Scientific) e 1 pl desta ligagdo foi usado para transformar 25 pl de células quimio-
competentes E. coli DH10B ou XL1-Blue preparadas como descrito por Sambrook et al. [64].
Para os plasmideos de transfeccdo, como controle de ligacdo, o vetor cortado também foi
submetido aos mesmos procedimentos. Logo depois da transformacéo foi aplicado um choque
térmico de 1 min a 42 °C e acrescentado meio LB sem antibiotico. Apds adicionais 10-20 min
a 37 °C, as transformacdes foram espalhadas em placas pré-aquecidas de Agar LB com

ampicilina e incubadas a 37 °C durante 12-16 horas.
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4.7  Extracédo de DNA plasmidial em pequena escala (Miniprep)

O procedimento foi realizado como descrito por Sambrook et al. 1991 [64], que
consiste da troca do meio LB ou TB das bactérias por um tampdo isoténico e posterior lise
com detergente ionico e alcali para desnaturacdo parcial de plasmideos e total de gDNA.
Depois precipitacdo de complexos SDS/proteina/gDNA e renaturacdo dos plasmideos, 0 DNA
plasmidial foi precipitado com isopropanol. Posteriormente ocorreu a eliminacdo de sais e
contaminantes por precipitagdo com isopropanol e etanol 70%.

Da placa Agar LB-amp foram escolhidas colonias para inocular em 1,5 ml de LB ou
TB-amp em tubo de 15 ml. Os cultivos foram incubados sob agitagéo por 16 horas a 37 °C,
com a tampa semiaberta. Posterior a incubacdo, as culturas crescidas foram transferidas para
tubos tipo Eppendorf e centrifugadas a 12000 RPM durante 1 minuto. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi resuspendido em 200 pl de tampédo 1 (Trish-HCI 0,1 M pH 8,
glicose 1% e 2 mM EDTA pH 8) e as bactérias foram lisadas por adi¢do de 400 pl tampéo 2
(NaOH 0,2 M, SDS 1%). As proteinas e DNA gendmico de E. coli foram precipitados com
300 pl de tampéo 3 (acetato de potassio 3 M e acido acético 5 M) e incubados por 5 minutos
no gelo. Depois foi centrifugado a 12000 RPM durante 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
transferido para um tubo novo e o material foi precipitado com 600 pl de isopropanol
incubado por 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de centrifugacdo a 12000 RPM
durante 5 minutos a 4 °C. O sedimento foi entdo lavado com etanol 70% e centrifugado por 2
minutos a 12000 RPM. Por fim, o sobrenadante foi retirado e o material foi resusspenso em
50 pl de TE suplementado com RNAse (10 pg/ml, Invitrogen).

Para analise e confirmagdo da clonagem, 4 pl do DNA plasmidial obtido foram
incubados com as respectivas enzimas de restricdo (Fermentas tipo comum ou fast digest) a
37 °C seguindo as instrugdes do fabricante. Os fragmentos resultantes foram submetidos a
eletroforese em gel TAE de agarose 1% e o DNA foi marcado com brometo de etidio e

observado em luz ultravioleta.

4.8  Sequénciamento

Ap0s analise de restricdo os fragmentos inseridos nos vetores pPGEM —Teasy foram
enviados para sequénciamento de DNA do proprio departamento que utiliza sequenciador
ABI 3550 e componentes BigDye 3.1 (Applied Biosystems). Ap6s confirmacdo de 100% de
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identidade dos fragmentos ApiAP2 com as sequéncias depositadas no plasmoDB, estes foram

excisados e clonados nos vetores de transfecgédo (Figura 8).

A

P. berghei DHFR terminator §53..9

thymidylate kinase 1995..860

polylinker B 7614..7635
1

7612 Ncol (2)

pPHHTK ApiAP2 glmS

5 UTR 2842..2002
10133 bp
3'UTR ApiAP2 6828..7613 polylinker A 2843..2863
polylinker B 6820..6827
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II, 3xHA 3921..4004
4017 Ncol (2)

Pb3" 4222..4691
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pApiAP2_GFP_HA DD24

74350
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Figura 8. Mapa dos vetores usados para transfec¢do. A. Plasmideo base pHH-TK-glms com a extremidade 3'
do gene alvo e a regido 3' UTR para induzir dupla recombinacdo. B. Plasmideo contendo o dominio
desestabilizador DD24 além de tag HA e sequéncia de GFP. C. Plasmideo com sitios LoxP e tag HA. D.
Plasmideo com sequéncia gimS e tag HA. Os ultimos trés plasmideos contém apenas a extremidade 3' do gene
gue permite eventualmente recombinagdo homdloga simples.

4.9  Extracdo de DNA plasmidial em grande escala (Maxiprep, segundo Sambrook et
al. 1991)

Ap0s confirmacéo por restricéo, 0,2 ul dos plasmideos positivos foram usados para re-
transformacdo de células competentes E. coli XL1 blue ou DH10B. Uma col6nia foi
inoculada em 5 ml de LB-amp + 2% de glicose e foi incubada em agitacdo a 37 °C durante o
dia e transferido a 100-200 ml de TB-Amp sob agitacdo a 37 °C durante a noite.
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No dia seguinte os cultivos foram centrifugados em tubos falcon de 50 ml a 2800
RPM durante 15 minutos a 4 °C em uma centrifuga Sorvall RC7. O sobrenadante foi
descartado e as bactérias sedimentadas foram dissolvidas em 5 ou 10 ml de tampéo 1, seguido
da adicdo de 10 ou 20 ml de tampdo 2 com uma leve agitacdo por inversdo do tubo e
incubacédo de 10 minutos. Depois, 7,5 ou 15 ml de tampéo 3 foram acrescentados seguido de
agitacdo e incubacdo no gelo durante 10 minutos. O material foi centrifugado a 2800 RPM
durante 10 minutos a 4 °C na centrifuga Sorvall.

O sobrenadante foi passado por um filtro de papel umedecido para um tubo novo e 0,6
volumes de isopropanol foram adicionados, seguido de um periodo de incubacdo de 15
minutos. Uma centrifugacdo a 2800 RPM durante 10 minutos a 4 °C foi feita para precipitar o
material e o sedimento foi ressuspenso em 3 ml de TE e forma entdo acrescentados 3 ml de
LIiCl 5 M (gelado). Apo6s nova centrifugacdo de 15 minutos a 2800 RPM e 4 °C o
sobrenadante foi transferido para um tubo novo e misturado com o mesmo volume de
isopropanol, seguido de uma nova centrifugacdo (15 minutos a 2800 RPM e 4 °C). O
sedimento foi ressuspenso em TE-RNAse 10 pg/ml, transferido para um tubo Eppendorf e
incubado por 30 minutos a 37 °C. Depois desta incubac¢do, 0,5 ml de PEG 6000/1,6 M NaCl
foram adicionados e o material foi centrifugado 5 minutos a 12000 RPM (centrifuga
Eppendorf). O sedimento foi ressuspenso em 0,5 ml de TE e subsequentes extragdes com
fenol, fenol cloroférmio e cloroférmio foram feitas. Ao produto obtido das extracdes foram
adicionados 100 pl de acetato de amoénio 10 M. Por fim, os plasmideos foram precipitados
com 1 ml de etanol 100%, centrifugado 5 minutos a 12000 RPM, lavados com etanol 70% e o
sedimento foi seco e ressuspenso em 100-200 ul de TE. O DNA purificado foi quantificado
no aparelho Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

410 Transfeccdo em P. falciparum

Os vetores obtidos foram transfectados em parasitas NF54 usando a metodologia
descrita por Hasenkamp, Russell, & Horrocks [65]. Para isso, hemacias vazias, previamente
lavadas com cytomix (120 mM KCI; 0,15 Mm CaCl,; 10 mM K;HPO4/KH,PO, pH 7,6; 25
mM HEPES pH 7,6; 2 mM EGTA; 3 mM MgCl,) foram eletroporadas com 40 ug de cada
plasmideo. As condi¢bes de eletroporacdo foram 0,31 kV e 960 pF em cubetas de
eletroporacgdo de 2 mm espessura usando o GenePulser 1 (BioRad). Depois, parasitas em fase

trofozoito/esquizonte de P. falciparum da linhagem NF54 previamente concentrados por
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plasmagel (figura 10 C) foram colocados para invadirem novamente as hemaécias
eletroporadas.

Uma vez que os plasmideos utilizados possuim um cassette com a sequéncia hDHFR
(dihidrofolato reductase humana) que confere resisténcia a pirimetamina e seu derivado
WR99210, no terceiro dia apds a transfeccdo, os parasitas foram submetidos a selegcdo por
este farmaco para manter apenas parasitas transfectados vivos. Eventualmente ocorre também
a integracdo do plasmideo no locus de interesse. Isso acontece por recombinacdo simples
fazendo com que o0 gene expresse as modificacGes presentes nos vetores construidos. Depois
de 6 dias de tratamento com a droga, ndo foram observados mais parasitas vivos e 0 meio
apenas foi trocado a cada dois dias até os parasitas reaparecerem depois de aproximadamente
20 a 25 dias. Quando as parasitemias chegaram 2-4% uma aliquota foi congelada como
backup.

Para selecdo de eventos de integracdo por recombinacdo simples em parasitas
transfectados com os vetores pApiAP2_GFP_HA DD24 e pApiAP2_HA loxTerm foi
retirada de forma intermitente a droga WR99210 por 14 a 20 dias e depois colocada
novamente no meio. Desta forma, parasitas que carregam formas episomais onde ndo ocorreu
recombinacdo, perdem os plasmideos e esperava-se que apenas parasitas com integracdo no
genoma sobrevivam a readicdo da droga.

Para parasitas recombinantes transfectados com o vetor pHHTK_ApiAP2_gims depois
de congelar um backup resistente a droga WR99210, foram selecionados aqueles que
integraram o plasmideo no genoma. Isso foi feito pela adi¢do de 4 uM Ganciclovir (Sigma)
que na presenca da Thymidylate Kinase (sequéncia inserida no plasmideo do virus Herpes
simplex) faz com que os parasitas que ainda carregam o vetor na forma episomal morram e
sobrevivam apenas aqueles onde ocorreu recombinacdo dupla por homologia e assim
perderam a sequéncia da timidilato quinase [66].

A integracdo dos vetores no locus de interesse foi detectada inicialmente por PCR
utilizando diferentes pares de oligonucleotideos dentro e fora do plasmideo integrado usando
como controles gDNA de parasitas selvagem e o plasmideo usado para cada transfeccdo
(Figura 9). Uma vez confirmada a modificacdo do gene, foi observada a correta expressao da
proteina por microscopia de fluorescéncia para parasitas com etiqueta GFP, e por meio da
técnica de Western blot utilizando anticorpo especifico para a etiqueta de HA.
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4.11 Microscopia de fluorescéncia

Parasitas transfectados foram incubados com 40 pg/ml de DAPI para a marcacao do
DNA do nucleo por 30 minutos a 37 °C. Ap0s esse periodo os parasitas foram lavados trés

vezes com PBS 1X e visualizados em microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axio Imager M2)

com aumento de 1000 vezes.
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Figura 9. Esquema do processo de recombinacao ap6s a transfeccao e integracao nas regiées homélogas
do genoma do parasita. A. Constru¢cBes com vetores que possuem apenas a regido terminal 3’ do gene. B.
Vetores que contém a regido terminal 3* e a regido 3° UTR do gene e o cassette de selecdo negativa timidilato
quinase que na presenca de ganciclovir torna letal para o parasita as formas episomais do plasmideo. As
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sequéncias alvos ndo possuem a regido do promotor, o que significa que apenas depois da integracéo a proteina
fusionada é expressa como tal. "Tag" nestas versdes dos plasmideos sdo os dominios desestabilizadores (DD24)
mais um dominio de hemaglutinina e uma GFP, ou uma combinacéo dos dois. As abreviaturas fazem referéncia
as regibes reguladoras de Plasmodium murino sem sequéncias correspondentes no genoma de P. falciparum,
para evitar a integracdo fora do locus de interesse. hDHFR é a diidrofolato reductase humana que torna os
parasitas resistentes a pirimetamina e seu derivado WR99210. Os dois pontos pretos no limite da regido UTR do
Pb 3' indicam os sitios loxP. O tridngulo vermelho marca o local onde a sequéncia da ribozima glmS de Bacillus
subtilis esta inserida em alguns vetores. As setas indicam primers de oligonucleotideos que permitem a
identificacdo de genes recombinados em linhas de parasitas transgénicos: enquanto o par de oligos 1/2 deve
amplificar em todos os parasitas, o par de oligos 3/4 apenas amplifica em loci recombinados. Além disso, a
combinacdo de 5 e 2 ou 4 (para os vetores com recombinacao simples) e 6 e 7 (para vetores com a sequéncia
timidilato quinase) apenas amplificam formas epissomais.

4.12 Clonagem dos parasitas por diluicdo limitante

Para obter linhagens de parasitas 100% integrados em transfectantes com
pApiAP2_GFP_HA DD24 e pApiAP2_HA loxTerm, foram feitas dilui¢cbes seriadas até
obter aproximadamente 30 parasitas em 9,6 ml de meio em 3-5% de hematdcrito, que foram
distribuidos em placas de 96 pocos durante duas semanas na auséncia de WR99210. A
deteccdo dos pocos positivos foi feita por esfregaco sanguineo corado com kit panético
rapido. Pogcos com parasitas foram expandidos até alcancarem parsitemias suficientes para

extracdo de gDNA com kit (Promega) e amplificacdo do gene de interesse por PCR.

4.13 Western Blot

Amostras de parasitas purificados e sincronizados em diferentes fases (figura 10)
foram lisadas com saponina 1%. Apds centrifugacdo (5 minutos, 12000 RPM), foram
ressupensasw em TE e foi acrescentado buffer 4x SDS PAGE (0,25 M Tris-Cl pH 6,8; 6%
SDS; 20% glicerol). O material foi desnaturado por 5 minutos por aquecimento em banho
seco a 94 °C (Thermo Scientific). A separacdo das proteinas foi feita em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE 10% em tampao de corrida 1x Running Buffer (0,192 M glicina; 0,025 M Tris;
0,1% SDS) durante 3 horas a 120V em aparelho mini-protean 3 (BioRad).

Ap0s a corrida os géis foram transferidos para membranas de nitrocelulose (Hybond
C) em tampdo de transferéncia (0,192 M glicina; 0,025 M Tris; 10% metanol) durante 1 hora
a 1V por cm? de gel. Depois deste tempo as membranas foram coradas com solugéo Ponceau
(0,1 g em 1% &cido acético) para observar se houve transferéncia de proteinas, uma vez que
isto foi confirmado, as membranas foram incubadas em leite desnatado 5% em PBS 0,1%

Tween20 durante 1 hora e subsequentemente lavadas trés vezes com PBS 0,1% Tween20. As
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membranas foram incubadas com o anticorpo primario, feito em camundongo (Anti-HA para
identificar proteinas quiméricas expressando a etiqueta de HA e anti-PTEX150 como controle
enddgeno em proporcdo 1:500), diluido em 2% de leite desnatado em PBS/ 0,1% Tween20,
durante 12 horas sob agitacdo. Apos esta incubacéo trés lavagens com PBS/ 0,1% Tween20
foram feitas e o0 anticorpo secundario (anti-mouse peroxidase KPL) diluido em 2% de leite
desnatado em PBS/ 0,1% Tween20 em proporces 1:2000 foi adicionado, seguido de
incubacdo sob agitacdo durante 2 horas. Apos este periodo foram feitas trés lavagens com
PBS/ 0,1% Tween20.

Proteinas detectadas foram visualizadas mediante quimioluminescéncia. Para isso, as
membranas foram molhadas com substrato Western Pico (KPL) que usa uma mistura de
luminol e agua oxigenada. A emissdo de luz foi documentada de foram acumulativa no

sistema Eagle eye (GE).

4.14  Selecéo de fendtipos aderentes a células CHO-CD36 (Panning)

Para se obter parasitas que transcrevem genes var definidos foram feitos ensaios de
citaderéncia que permitiu selecionar parasitas aderentes a células CHO-CD36. Este
procedimento foi realizado como descrito por Golnitz e colaboradores [68].

Parasitas em fase trofozoito foram flotados usando Voluven 6% (Fresenius Kabi,
Campinas, Brasil) (figura 10 C), e colocados em garrafas de cultura contendo células CHO-
CD36 em RPMI / plasma pH 6,8. Os parasitas foram incubados junto com as células durante
uma hora a 37 ° C e movimentadas de forma circular suavemente a cada 15 min. Ap6s 1 h, as
hemaécias ndo aderentes foram aspiradas e a cultura foi lavada trés vezes com meio RPMI (pH
6,8). As hemaécias que aderiram as células CHO-CD36 foram depois retiradas utilizando
RPMI / plasma, (pH 7,2) e devolvidas para condi¢fes normais de cultura. O processo foi
repetido de 4 a 5 vezes até obter populacdes homogéneas de parasitas expressando

dominantemente o gene var PFD0615c¢ (que medeia a adesdo ao receptor CD36).

4.15 Cultivo de P. falciparum com Shield-1

Shield-1 (Clontech inc) foi armazenado a -20 °C numa concentracdo de 1 mM diluido
em etanol. Para o uso na cultura de parasitas transfectados com vetores que contém o

Dominio Desestabilizador tipo 24 [70] foi adicionado diariamente em concentracéo final de
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0,5 puM. Este dominio tem sua base em formas mutadas de FKBP (FK506 humano/
rapamycin-binding-protein) que ja foi estabelecida em diversos tipos de células para explorar
a funcdo de proteinas. O Shield-1 € um derivado de rapamicina, altamente eficiente e nédo

apresenta toxicidade nas concentracfes usadas [61].

4.16 Ensaio da retirada de Shield-1

Para estes experimentos, culturas de parasitas transgéncios que continham o dominio
DD24 foram lavados com RPMI e centrifugados a 1500 rpm durante 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e os parasitas foram colocados em condigdes normais de cultura

sem o Shield-1.

4.17 Cultivo de P. falciparum com Ganciclovir

Uma vez congeladas as aliquotas de parasitas transfectados com o vetor
pHHTK_ApiAP2_glms estes foram submetidos a pressdo da droga Ganciclovir numa
concentracédo final de 4 uM. As culturas foram monitoradas por esfregagos corados com Kit
Panotico rapido. Apds o ressurgimento de parasitas (entre 6-10 dias) uma aliquota foi
congelada e amostras de gDNA e proteinas foram extraidas para confirmar a selecdo

negativa/eliminacao de parasitas que carregavam o plasmideo em forma episomal.

4.18 Cultivo de P. falciparum com N-Acetil glucosamina

Os RNAs de auto-clivagem, conhecidos como ribozimas, sdo elementos modulares
que retém a funcdo de RNA em diferentes contextos. A ribozima de Bacillus subtillus gmsS é
Unica, uma vez que tem um co-factor especifico (glucosamina ou seus derivados) e apenas na
sua presenca induz a degradacdo do mRNA [62]. Entdo, para induzir a clivagem do transcrito
alvo, parasitas transfectados com vetores que contem a sequéncia da ribozima glmS
(PHHTK_ApiAP2_glms) foram sincronizados e mantidos em cultura com N-Acetil
glucosamina 5 mM, e depds de 24 e 48 horas de incubacdo o RNA foi extraido para

posteriores analises de transcri¢do dos genes de interesse.
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4.19 Calculo das parasitemias

A quantidade de parasitas nas diferentes condi¢cGes experimentais foi analisada por
esfregaco sanguineo corado com Kit Panotico Rapido. Foram contadas as hemacias vazias e
parasitadas de um total de 10 campos e calculada a média. As medias e desvios padrdo foram
estabelecidos e os resultados plotados em gréficos usando o programa GraphPad Prism® 5.3.

4.20 Extracdo de RNA e transcricdo reversa

As coletas de RNA dos parasitas para analise do efeito da retirada do Shield-1 e da
incubacdo com N-Acetil Glucosamina foram feitas com culturas sincrénicas em diferentes
fases do parasita. Estas amostras foram tratadas com 0,1% de saponina em 1x PBS durante 15
minutos no gelo. Apos centrifugacdo a 3000g, o material sedimentado foi ressuspenso em 100
pl de 1 X PBS e lisado com 1 ml de Trizol (Invitrogen). Posteriormente 0 RNA foi extraido
seguindo as instrucdes do fabricante.

Apos a obtencdo do RNA, uma aliquota foi submetida a eletroforese em gel de TBE
0,8% agarose para observar a integridade e qualidade da amostra. O material foi marcado
com brometo de etidio e visualizado com luz ultravioleta.

Para a reacdo de transcricdo reversa RT foram utilizados 10 pug de RNA total que
foram digeridos trés vezes consecutivas pela enzima DNAse | (Fermentas). O material obtido
desta reacdo foi utilizado para sintese de cDNA usando transcriptase reversa RevertAid
(Fermentas) fazendo uso de oligonucleotideos hexaméricos randémicos.

Para testar a qualidade do cDNA obtido, foi amplificado por PCR convencional o gene
considerado como controle interno, seryl-tRNA sintetase “K1”. Como controles negativos
foram utilizadas as reacdes de RT-gPCR com os mesmos oligonucleotideos, sem transcriptase

reversa.

4.21 Quantificacdo dos transcritos por PCR em tempo real

Os oligonucleotideos especificos para cada gene foram desenhados baseados nas
sequéncias de mMRNA dos genes anotados no Plasmodb.org, usando o programa Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). A eficiéncia dos pares de oligonucleotideos foi testada

com DNA gendmico de P. falciparum da cepa NF54 usando diferentes dilu¢cbes onde o Ct
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(threshold cycle, que o ciclo da PCR onde a reacdo entra na fase exponencial e o amplicon
comeca a emitir fluorescéncia pela intercalagédo de SYBR Green acima do background) podia
variar de +/- 1 entre pares de oligos diferentes.

Para as reacdes de PCR em tempo real foram utilizados 50 ng de RNA convertido para
cDNA (por reacgdo individual), em SYBR Green Master Mix (Fermentas) e 0s experimentos
foram conduzidos no aparelho Realplex 2 (Eppendorf) segundo as instrucGes do fabricante.

Todas as reacOes tanto para cada gene foram feitas em triplicata e um controle

-ACT
2

negativo. Os dados foram analisados usando a formula em relacdo ao controle endégeno

“K1” (PF3D7_0717700) segundo proposto por Livak e Schmittgen [67].

4.22 Analises estatisticas

Para calcular se havia diferencias entre as parasitemias em diferentes condicOes foi

feito o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis que compara medias entre mais de 3 grupos.
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5 RESULTADOS

5.1 Sincronizagéo de P. falciparum
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Figura 10. Parasitas sincronizados nas trés diferentes fases intraeritrociticas. Estas formas foram
monitoradas por esfregacos corados com kit Panético Rapido por microscopia com ampliagdo de 1000X com
objetiva de imersdo. A. Parasitas em fase anel. B. Trofozoitos. C. Esquizontes. Tratamento com sorbitol 5% leva
a purificacdo de parasitas como mostrados em A, enquanto flotacdo com Voluven 6%/plasmagel leva a
purificacdo de predominantemente parasitas como em C e um pouco de formas em B.

Com o objetivo de obter parasitas sincronizados em diferentes fases do ciclo
intraeritrocitico os parasitas foram tratados com voluven para selecionar esquizontes e em
sorbitol para recuperar anéis de 4 a 8 horas ap0s reinvasdo (metodologia descrita) e mantidos
em condi¢des normais de cultivo. Pelo uso destas duas metodologias foram obtidas culturas
altamente sincrénicas que foram monitoradas por esfregaco sanguineo. Para transfeccdo de
parasitas, analise da transcricdo de genes var, extracao de proteinas para western e ensaios de
retirada do Shield-1 e adi¢cGes de glucosamina foram usadas culturas com minimo 80% de

parasitas sincrénicos (figura 10).

5.2  Transfeccdo em P. falciparum

Os vetores inicialmente  construidos (pPF3D7_1143100 GFP_HA DD24,
pPF3D7_1143100_HA loxTerm, pPF3D7_1143100_HA gImsS,
pP14 1466400 GFP_HA DD24, pPF3D7_1466400-HA-gImS e
pPF3D7_1466400 HA loxTerm) foram transfectados seguindo a metodologia descrita. Neste
ponto os eventos de recombinacdo (esquematizados na figura 9) foram cruciais para atingir o
objetivo de controlar a expressdo dos genes ja que apenas o plasmideo integrado leva a

expressao do transgene modificado (que permite controlar tanto o transcrito quanto a proteina
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alvo), devido aos plasmideos ndo possuirem as regides promotoras dos genes ApiAP2 a
expressdo das diferentes modificacdes ndo ocorre quando o vetor ainda esta em forma circular
no parasita. Portanto, era de se esperar que parasitas transfectados com o vetor
pApiAP2_GFP_HA DD24 expressassem proteinas ApiAP2 com a etiqueta de HA (epitope
principal de hemaglutinina), um dominio GFP (green fluorescence protein) e o dominio
desestabilizador DD24 que tornaria a proteina instavel na auséncia do ligante Shield-1. J& nos
parasitas transfectados com o vetor pApiAP2_HA loxTerm, 0s genes adquirem um novo
terminador flanqueado por sitios loxP e expressam uma proteina fusionada a etiqueta HA
(figura 9. A). Por fim, em parasitas com a sequéncia da ribozima glmS espera-se que ha a
presenca de uma etiqueta HA e no transcrito do gene alvo esteja presente a ribozima que
converte o transcrito instavel na presenca de N-Acetil glucosamina.

Depois de repetidas transfecces foram obtidas as linhagens de parasitas transgénicos
(resistentes a droga WR99210) NF54::PF3D7_1466400_ HA LoxTerm,
NF54::PF3D7_1466400 HA gImS, NF54::PF3D7_1143100 HA LoxTerm,
NF54::PF3D7_1143100_HA_gIlmS e NF54::PF3D7_1143100_GFP_HA_DD24. O plasmideo
pPF3D7_1466400 GFP_HA DD24 foi transfectado quatro vezes, porém, ndo foi possivel
obter uma linhagem inicial transfectada de forma estavel.

As demais culturas foram cicladas com adi¢do intermitente de WR99210, como
descrito na metodologia, com o objetivo de obter apenas parasitas que integraram o0s
plasmideos no locus de interesse por recombinacdo simples. Porém, foi observado que as
linhagens NF54::PF3D7_ 1143100 HA LoxTerm e NF54::PF3D7_1143100 HA glmS néo
sobreviveram a readicdo de WR99210 ap6s o primeiro ciclo, indicando que talvez estes
parasitas carregassem o0s plasmideos em formas episomais e ndo havia ocorrido a
recombinacdo por homologia, fazendo com que, quando cultivados na auséncia da droga,
perdessem os vetores que lhes conferiria resisténcia e em uma nova adicdo de WR99210 os

parasitas ndo sobreviveriam.

5.3 Confirmagcao de integracao dos plasmideos

Ap0s quatro ciclos de retirada e reintroducdo da droga WR99210 para selecdo de
parasitas recombinantes e eliminacdo de parasitas com plasmideos episomais foi testada a
integracdo no locus por PCR, Western blot e microscopia nas linhagens
NF54::PF3D7_1466400_HA_LoxTerm, NF54::PF3D7_1466400_HA_gImS, e
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NF54::PF3D7_1143100_GFP_HA DD24 que foram as Unicas que sobreviveram as
ciclagens.

Para confirmacdo por PCR foram extraidos os gDNA das trés linhagens e feitas
diferentes reacdes com pares de oligonucleotideos dentro e fora dos plasmideos integrados,
usando como controles gDNA de parasitas selvagem (NF54) e o plasmideo usado para cada
transfeccdo. Na figura 11 observa-se que houve a integracdo no locus, jA que os oligos
“check” para cada gene e rev HA (para as linhagens NF54::PF3D7_1466400 HA gImsS e
NF54::PF3D7_1466400 HA LoxP) ou revDD (para a linhagem
NF54::PF3D7_1143100 GPFF _HA _DD) apenas amplificaram usando DNA dos
transfectados, pois os plasmideos ndo continham as sequéncias de hibridacdo dos oligos
“check” e o parasita selvagem ndo possuia a sequéncia do HA ou DD. Porém, as trés
linhagens ainda apresentavam formas circulares do plasmideo, ja que, quando usados oligos
especificos para amplificarem apenas as formas episomais, foi observada uma banda na
mesma altura tanto nos plasmideos controles quanto nos parasitas transfectados, indicando

que ainda existia uma mistura de parasitas com loci integrados e epissomais.
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Figura 11. NF54::PF3D7_1466400_HA gImsS, NF54::PF3D7_1466400_HA gImS e
NF54::PF3D7_1143100_ GFP_HA DD24 mostra formas integradas dos plasmideos transfectados. A, Be C
respectivamente. Reacfes de PCR usando dois pares diferentes de oligos esquematizados em D. Uma
combinacdo do oligo reverso HA ou DD com o “check oligo” especifico para cada gene que esta ausente no
plasmideo. Como esperado, amplificou apenas nos parasitas transgénicos, ja que o DNA gendmico de NF54
selvagem nao possui as sequéncias HA/DD e o plasmideo ndo contém a sequéncia do Oligo check. Na segunda
reacdo foram utilizados os reversos HA/DD com o oligo RM13 localizado no plasmideo, antes da regido do
oligo knock-in, esta reagdo que detecta a presenca de plasmideos epissomais amplificou tanto no plasmideo
quanto nos transfectantes, o que significa que apesar de ter parasitas integrados, ainda havia parasitas com
formas episomais.

Para confirmar a correta expressdo das proteinas foi feito um Western Blot usando o
anticorpo especifico anti-HA que reconhece o peptideo HA presente nas extracfes proteicas
das linhagens NF54::PF3D7_1466400 HA_LoxTer, NF54::PF3D7_1466400 glmS e
NF54::PF3D7_1143100_ GFP_HA DD. Também foi observada a expressdo de proteinas
quiméricas contendo o dominio GFP na linhagem NF54::PF3D7_1143100 GFP_HA DD,

por microscopia de fluorescéncia. (Figura 12).
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Figura 12. Expressdo de proteinas quiméricas nas linhagens transgénicas. A. Parasitas transgénicos
expressando GFP. B. Western blot para identificar a expressdo de proteinas através da etiqueta de HA. B.1
controle negativo NF54. B.2 NF54::PF3D7_1466400_HA_LoxP. B.3. NF54::PF3D7_1466400_HA_gimS. B.4.
NF54::PF3D7_1143100 _GFP_HA _DD.

5.4  Linhagens clonais de parasitas transgénicos

Para obter parasitas 100% integrados de cada linhagem, foram feitas dilui¢fes seriadas
até obter aproximadamente 30 parasitas em 10 ml de cultivo, que foram distribuidos em
placas de 96 pocos e mantidos em condi¢des normais de cultura durante duas semanas na
auséncia de WR99210. Depois foram confirmados oS pogos com parasitas por esfregaco.
Quando o nimero de pocos positivos foi menor que 30 estes foram aumentados, e submetidos
a pressdo da droga novamente. Linhagens clonais que sobreviveram foram analisadas por
PCR para confirmar qual ou quais destes eram clones sem formas epissomais.

A linhagem NF54::PF3D7_1466400_HA gImS foi clonada em repetidas ocasifes e
apesar de observarmos pogos positivos ndo foi possivel expandir as culturas quando
adicionada a droga.

No caso da clonagem do NF54::PF3D7_1466400 LoxTerm foram encontrados 22
clones os quais foram crescidos durante duas reinvasdes na presenca de WR e apenas 5
sobreviveram, indicando que os outros 17 provavelmente foram parasitas com formas
episomais que perderam o plasmideos durante as duas semanas que cresceram sem a droga.

Na figura 12 é mostrado o PCR realizado para estes clones. A primeira reacdo foi feita
apenas para amplificar o gene com o oligo “check” e o reverso observando-se um padrédo de
bandas do mesmo tamanho, tanto dos clones quanto no parasita selvagem (figura 13A). Para

saber qual destes clones tinha a versdo integrada do plasmideo no locus original foi usado



53

uma combinacdo do oligo “check” e o reverso HA (figura 13B). Nesta reacdo se observou que
todos amplificaram, indicando que provavelmente estes ndo eram mais culturas mistas, tendo
em conta que eram produtos de um unico parasita. Finalmente, para confirmar que estes
parasitas tiveram o locus em questdo modificado integrados e ndo possuiam mais epissomaos,
foi feito um terceiro PCR usando os oligos especificos para amplificarem nestas formas
(figura 13C). Interessantemente todos os clones também amplificaram nesta reacdo. Tendo em
conta que a clonagem apresentou 22 pog¢os positivos dos quais 5 sobreviveram a droga, pode
se inferir que cada um era produto de um Unico parasita. Por isso, neste caso seria pouco
provavel que estes clones fossem culturas mistas de formas epissomais e integradas, razdo
pela qual se acredita que houve uma integracdo homdloga de dois plasmideos no locus
original o que levou a duplicacdo do plasmideo integrado.

Esta hipotese seria confirmada através de um southern blot usando o fragmento 3’ do
gene PF3D7_1466400. No entanto, primeiramente foi feito um western blot para observar se
essa possivel dupla integracdo ndo impedia os parasitas de expressarem proteinas quiméricas
com a etiqueta HA. Como controle negativo foi utilizada extrato protéico de NF54 selvagem e
como controle positivo proteina extraida da linhagem NF54::pRESA_GFP_HA (linhagem
clonal previamente obtida no laboratorio) que contém a proteina RESA (ring infected
erythrocyte surface antigen), fusionada a etiqueta de HA. Na figura 12C observa-se que
nenhum dos clones estava expressando proteinas com HA o que nos leva a pensar que no
momento da recombinacdo houve alguma mutacao que alterou o marco de leitura e fez com a
proteina ndo fosse traduzida corretamente. JA que o controle positivo é reconhecido pelo
anticorpo Anti-HA foi descartada a possibilidade do anticorpo ndo funcionar. Estes clones
foram congelados e ndo se procedeu a fazer o Southern blot j& que ndo seria possivel usar

estes para 0s ensaios de silenciamento do gene.
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Figura 13. Confirmacdo da integracdo em linhagens clonais de NF54::PF3D7_1466400_HA_LoxP e da
expressdo de proteinas com etiqueta de HA. A. Amplificagdo do locus de interesse usando como controle
positivo DNA selvagem. B. Amplificacdo do plasmideo integrado no locus original. C. Amplificacdo dos oligos
HA e RM13, para detectar a presenca de formas epissomais. D. Western blot.

Ja na linhagem NF54::PF3D7_1143100_GFP_HA DD24 foram obtidos 15 clones que
cresceram durante duas reinvasdes na presenca de WR e apenas 7 sobreviveram. Na figura 14
é mostrado o PCR feito para estes clones. Na primeira reacéo, feita apenas para amplificar o
gene com o oligo “check” e o reverso, observa-se um padrdo de bandas do mesmo tamanho,
tanto dos clones quanto no parasita selvagem (figura 14A). Para observar versdes integradas
do plasmideo no locus original foi usado uma combinacdo do oligo “check” e o reverso DD
(figura 14B). Nesta reacdo foram observados amplicones no tamanho esperado em todos 0s
clones. Ndo foram observadas bandas no plasmideo nem no parasita selvagem por ndo
possuirem as sequéncias de hibridacdo dos oligo “check” e o DD respectivamente.
Finalmente, para confirmar que estes parasitas eram integrados e ndo possuiam mais

epissomos, foi feito um terceiro PCR usando os oligos especificos para amplificarem nestas



55

formas (figura 14C). Nessa vez foi observado que dois dos clones ndo carregavam mais
formas episomais consistente com integragdo no locus. Para confirmar a correta expressao da
proteina foi feito um western blot usando o anticorpo anti-HA (figura 14 D) e observou-se
uma banda no tamanho esperado apenas num deles o qual foi escolhido para os experimentos
de silenciamento do gene. Estes resultados mostraram que foi obtida uma linhagem clonal de

parasitas que integraram o plasmideo provavelmente de forma correta no gene de interesse.

A. Check +Rev B. Check +Rev
NF54 plas 1 2 3 4 5 6 7neg NF54 plas 1 2 3 4 5 6 7neg

~1078

C. RM13+Rev D. Westem Blot Anti-HA

NFS54 1 23 4 5 6 7
poes e Clone 2 Clone 6

¥

-~

~130kDa> .

2244>

Figura 14. Figura 12. Confirmagdo da integragdo em linhagens clonais de
NF54::PF3D7_1143100_GFP_HA DD24 e da expressao de proteinas com etiqueta de HA. A. Amplificacdo
do locus de interesse usando como controle DNA selvagem e o Plasmideo usado para transfec¢do. B. Amplificéo
do plasmideo integrado no locus original. C. Amplificacdo usando os oligos revHA e RM13, para detectar a
presenca de formas episomais. D. Western blot.

5.5 Obtencao de parasitas integrados usando os plasmideos pHHTK_ApiAP2_glmS

Devido as dificuldades no decorrer das transfeccBes e clonagens, foram construidos
novos vetores que permitiriam a recombinacdo e obtencdo de parasitas transgénicos de uma
maneira mais rapida e efetiva sem a necessidade de ciclar os parasitas com WR99210 de
forma intermitente e possivelmente nem de clonar as linhagens.

Estes vetores foram desenhados na base do vetor pHHTK descrito por Duraisingh e
colaboradores [66] onde o plasmideo carrega a sequéncia da timidilato quinase que
transforma ganciclovir em um analogo de nucleotideo que é letal para a célula na qual esta

presente. Plasmideos recombinantes, além de conterem a porgdo 3’ do gene de interesse
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também contém uma parte da regido 3° UTR o que faz com que existam duas sequéncias
homdlogas ao genoma do parasita. Por fim estes vetores possuem a sequéncia da ribozima
glmS escolhida para estratégia de silenciamento e a etiqueta de HA para posterior
confirmacéo da expressdo da proteina.

Os vetores construidos (PHHTK_PF3D7_1143100_HA glms e
pHHTK _PF3D7_1466400_HA gImS) foram transfectados em parasitas selvagem como
descrito nos métodos. Uma primeira selecdo foi feita com a adicdo de WR99210 e depois de
18 a 20 dias foram observadas formas intraeritrociticas do parasita nas duas linhagens
(NF54::PF3D7_1143100_HA glmS_TK e NF54::PF3D7_1466400 HA_gImS_TK)
indicando que haviam parasitas que carregavam o0 plasmideo. Depois de congelar as
correspondentes aliquotas estas duas linhagens foram submetidas a selecdo negativa por
ganciclovir para eliminar parasitas contendo as formas epissomais pela toxicidade gerada por
este composto na presenca da timidilato quinase. Trés dias ap6s a adi¢do da droga ndo foram
mais observados parasitas e estes voltaram a aparecer apenas 14 a 18 dias depois indicando
que todos aqueles que morreram eram parasitas com formas episomais e apenas aqueles com
integracdo no locus de interesse sobreviveram por ndo possuirem mais a timidilato quinase.
Para confirmar a integracdo do plasmideo e a perda das formas epissomais foi extraido o
gDNA das duas linhagens para anélise por PCR usando diferentes combinagdes de oligos e a
extracdo de proteinas para identificacdo por western blot. Os esquemas das reacdes sdo
mostrados na figura 9 B.

No caso da linhagem NF54::PF3D7_ 1143100 HA glmS_TK, quando feita a reacédo
para observar versdes integradas do plasmideo no locus original com os oligo “check” e rev
HA, foram observadas bandas na altura correspondente apenas no gDNA dos parasitas
transfectados em quanto que no DNA selvagem e o plasmideo ndo foram observados produtos
(figura 15 A). Em uma segunda reacéo, para identificar formas episomais foram usados oligos
especificos para uma regido da sequéncia timidilato quinase, presente apenas no plasmideo,
nesta vez foi observado um amplicon apenas na reacdo usando o plasmideo como substrato
(figura 15 B), indicando que essa linhagem possuia apenas versées integradas do plasmideo e
que aqueles parasitas com formas epissomais haviam sido eliminados pela adi¢éo de
ganciclovir. Estes mesmos resultados foram observados na linhagem NF54::PF3D7_1466400
_HA gImS_TK (figura 15 C-D). Finalmente, para confirmar que o plasmideo havia integrado
de maneira correta e a proteina era corretamente traduzida foi feito um western blot usando
Anti-HA e observou-se a expressdo da proteina marcada com a etiqueta de HA nas duas

proteinas. (figura 15 E).
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Figura 15. Confirmacdo da integracdo do plasmideo no locus original nas linhagens
NF54:PF3D7_1143100_HA_glmS_TK e NF54:PF3D7_1466400_HA_glmS_TK. A. PCR para amplificar
formas integradas de NF54:PF3D7_1143100_HA gImS_TK. B. Reacdo para confirmar a auséncia de formas
episomais. C. PCR para amplificar formas integradas de NF54:PF3D7_1466400_HA glmS_TK. D. Reacéo para
observar formas epissomais. E. Western blot para identificar proteinas com a etiqueta de HA. E1. Extrato

protéico da linhagem NF54:PF3D7_1143100 HA gimS_TK. E2. Extrato protéico da linhagem
NF54:PF3D7_1466400_HA gimS_TK
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Uma vez obtidas linhagens com parasitas com o I6cus aprentemente modificado com

sucesso procedeu-se a realizacdo dos ensaios de silenciamento dos genes.

5.6 Elucidando o papel do fator de transcricdo PF3D7_1143100

Ja que foram obtidas duas linhagens transgénicas com este gene modificado,
NF54::PF3D7_1143100_GFP_HA _DD24 NF54::PF3D7_1143100_HA_glms, primeiramente
foi realizada uma avaliacdo dos dois sistemas de silenciamento com o intuito de observarmos
se eram funcionais e aplicaveis para induzir o silenciamento do gene.

5.5.1 Avaliacéo do sistema glmS

Parasitas modificados com a insercdo da ribozima glmS foram incubados por 72 horas
com N-Acetil Glucosamina para induzir a auto-clivagem do transcrito e em consequéncia a
ndo producdo de proteina. A cada 24 horas foi coletada uma amostra de RNA para analisar a
quantidade do transcrito alvo. Quando analisado o RNA extraido, foi observado que houve
uma forte degradacdo do transcrito o que levou a ndo-producédo da proteina evidenciando que

0 sistema era efetivo e podia ser usado como estratégia de knockdown. (figura 16).
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Figura 16. Silenciamento do gene PF3D7_1143100 induzido pela auto-clivagem da ribozima glmS na
presenca de N-Acetil glucosamina. A. Diminuicdo da quantidade de transcrito em parasitas transgénicos
cultivados com o indutor observado por RT-PCR. K1 indica o controle endégeno do RT-qPCR. B. Western blot
(Anti-HA e Anti-Ptex como controle enddgeno) de amostras de parasitas ndo tratados (0 H) e tratados com 5
mM glucosamina por 24, 48 e 72 horas ap0s a incubagdo com a mesma.

5.5.2 Avaliagio da expressdo de PF3D7_1143100 com dominio desestabilizador

Parasitas transfectados com o plasmideo que contém o dominio DD24 foram
incubados na auséncia do ligante Shield-1. Espera-se que nestas condi¢fes o dominio perca
estabilidade levando a degradacgéo da proteina (Figura 17 A). Seguindo a metodologia descrita

se procedeu a extrair proteina dos parasitas transfectados na presenca do ligante apds 24, 48 e
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72 horas sem Shield-1 para confirmar por Western blot a diminui¢do progressiva da proteina.
(Figura 17 B).

WAAL_pol_| oo NAVAY

DNA fusion

OH 24H 48H 72H

Anti-PTEX150 ~112 kDa

Figura 17. Degradacao da proteina PF3D7_1143100 modificada com o dominio desestabilizador. A. Figura
de Bonger e colaboradores [61], descri¢do da fun¢do do sistema DD. A. Molécula estabilizadora é um derivado
da rapamicina denominado Shield-1. POI é a proteina de interesse que seria a proteina 1143100. B. Ensaio de
retirada do Shield-1 durante 72 horas. Western Blot usando Anti HA para observar a degradagdo da proteina e
Anti-Ptex150 como controle enddgeno.

5.5.3 Fitness de P. falciparum apds knockdown de PF3D7_1143100 induzido pela
ribozima glmS e o dominio DD 24

Ja que observamos que os dois sistemas de silenciamento eram funcionais foram feitos
testes de sobrevivéncia para verificar se a proteina € essencial para 0 parasita e se seria
possivel analisar o papel deste suposto fator de transcricdo na exclusdo alélica dos genes var.
Linhagens NF54::PF3D7_1143100_GFP_HA DD24 e NF54::PF3D7_1143100_HA_glms
foram sincronizadas em fase anel como descrito nos métodos e diluidas para parasitemias de
2%, seguido de incubacédo durante 72 horas tanto na presenca de Shield-1 (para parasitas com
dominio DD) e 5 mM N acetil glucosamina (para parasitas com a ribozima glmsS), quanto na
auséncia dos mesmos. Também foram utilizados como controles parasitas selvagens

incubados com os mesmos compostos. Todos os experimentos foram feitos em triplicatas
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bioldgicas e o desenvolvimento do parasita nestas condi¢Ges foi monitorado por esfregaco
corado com kit panotico rapido.

Ao monitorar o crescimento da linhagem NF54::PF3D7_1143100_HA_glms quando
incubada com N-Acetil glucosamina apds 24 horas, foi observado que 0s parasitas ndo
morriam e continuavam a se desenvolver normalmente indicando que o silenciamento do gene
ndo levava a um fendtipo letal, porém, nem todos os parasitas apresentavam formas
assexuadas comumente observadas nas culturas e foram observadas formas parecidas com
gametdcitos nas trés replicatas em quantidades superiores a 20% (figura 18 A). Estas formas
ndo foram observadas em parasitas da mesma linhagem sem o indutor e em parasitas
selvagens incubados com glucosamina (figura 18 B-C). Isso parece indicar que os parasitas
estavam se diferenciando nestas formas devido ao silenciamento do gene e ndo por causa da
adicdo da glucosamina. As porcentagens foram aumentando conforme o periodo de incubacéo
com glucosamina, apresentando taxas de conversdao de mais de 60% apds 72 horas de
knockdown. (Figura 20). Mesmo depois de 72 h, parasitas tipo selvagem n&o apresentaram as

formas parecidas com gametocitos.
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Figura 18. Diferenciacdo de parasitas na fase assexual em possiveis gametdcitos apds adi¢do de N-Acetil
glucosamina na linhagem NF54::PF3D7_1143100_ HA_glmS_TK. A. Parasitas transfectantes apds 24, 48 e
72 horas de silenciamento do fator de transcricdo PF3D7_1143100. Setas vermelhas apontam a formas parecidas
com gametdcitos B. Parasitas transfectantes apos 24, 48 e 72 na auséncia de N-Acetil glucosamina. C. Parasitas
selvagens NF54 ap6s 24, 48 e 72 horas de incubagdo com N-Acetil glucosamina.
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Na linhagem NF54::PF3D7_1143100_GFP_HA _DD24 quando incubada sem Shield-1
também foi observado que os parasitas ndo morriam, confirmando que o silenciamento do
gene ndo influencia na sobrevivéncia do parasita. Somado a isso foram observadas formas
parecidas com gametdcitos apos 24 horas de incubacdo na auséncia de Shield-1 (figura 19),
cujas porcentagens foram aumentando ao longo do experimento observando-se taxas de
conversdo comparaveis com a linhagem NF54::PF3D7_1143100_HA _gIlms quando incubada
com N-Acetil glucosamina (figura 20). No controle NF54::PF3D7_1143100_GFP_HA_DD24

com adicdo de Shield-1 ndo foram evidenciadas estas formas ao longo do experimento.
A.
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Figura 19. Diferenciacdo de parasitas na fase assexuada em possiveis gametocitos apds retirada do Shield-
1 na linhagem NF54::PF3D7_1143100 _GFP_HA _DD. A. Desenvolvimento do parasita ao longo de 72 horas
na presenca de Shield-1. B. Formas observadas na auséncia de Shield-1.
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Figura 20. Efeito do silenciamento do gene PF3D7_1143100 ao longo de 72 horas. A. Curvas de parasitemia
de parasitas NF54::PF3D7_1143100 HA glmS e NF54 selvagens na presenca e auséncia de N-Acetil
glucosamina. B. Curvas de parasitemia de parasitas NF54::PF3D7_1143100_GFP_HA DD24 e NF54 selvagens
na presenca e auséncia de Shield-1. C. Taxas de conversdo a formas parecidas com gametdcitos em parasitas
knockdown, controles e NF54 selvagem. Nota-se que nos controles com Shield-1, sem GIcN e selvagem ndo sdo
observadas estas formas.

A observacdo destas formas ap6s o tratamento com N-Acetil glucosamina e a retirada
do Shield-1, pode ser atribuida a degradacdo do transcrito e a proteina respectivamente,
porém, ndo podemos afirmar que estas formas sdo de fato gametdcitos apenas com a
visualizagdo microscépica. Levando em consideracdo que a transcricdo de determinados
genes tem sido associada ao desenvolvimento de fases iniciais de gametécitos,
especificamente quando o factor de transcricdo PfAP2-G (tambem membro da familia
ApiAP2) é expresso [6], foi testado se o knockdown de PF3D7_1143100 também regulava os
transcritos induzidos na presenca de PfAP2-G, assim como a transcri¢éo do proprio PTAP2-G.
Para isso foram desenhados oligos (tabela 3) para amplificar este fator de transcricdo e cinco
dos genes associados ao desenvolvimento das primeiras fases de gametdcitos. O RNA de
parasitas incubados com/sem N-acetil-glucosamina ou Shield-1 foi coletado e a transcri¢cdo

destes genes foi analisada por RT PCR.
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Table 2 Oligonucleotideos para RT-PCR de genes associados ao desenvolvimento das primeiras fases de
gametdcitos

ApiAP2G

left primer TGTTCTGTACCTGTAGTTGTGGA
right primer TCACACTTTGTTTACTTCCGGT
Marcadores de Gametocitos

Pfgl4-744

left primer ATGGCTCTGTTGACGGAAGAAA
right primer AGCAAGTACTAATTCAGAGAGGCT
Pfs16(Pf_040620)

left primer CTCTCTTCATGCTGTTGGACCT
right primer AGCTAGCTGAGTTTCTAAAGGCA
Pfg27-25

left primer ATGAAACACATGCCCCTCTC

right primer GGATCCTTGCTAAGGGTCATC
PfGEXP17

left primer TGGTGAACCCAAAAGTTGTT

right primer TGCTCTTTTGTCAACTGTATGGA
PTGEXP02

left primer AGTTGCCCCACATCTTTCTG

right primer GAGCATAAGAAAAACAAAAGCAA

Nos dois casos (NF54::PF3D7_ 1143100 HA glmS _TK e NF54::PF3D7_ 1143100
_GFP_HA _DD) o knockdown do gene teve um efeito misto nos transcritos associados a
gametdcitos: enquanto que ndo foi observada diferenca nas quantidades de transcritos de
PfAP2-G, todos 0s genes previamente associado com o desenvolvimento de gametdcitos
foram encontrados em quantidades relativas significativamente maiores (Figura 21). A
transcricdo de Pfsl6 parecia induzida até 50-100 vezes quando comparada com o tipo

selvagem ou parasitas transfectantes cultivados sem N-acetil-glucosamina ou com Shield-1.
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Figura 21. Andlise do efeito do silenciamento de PF3D7_1143100 na transcri¢do de genes associados as
primeiras fases de formas sexuadas de P. falciparum. A. Perfil de transcricdo de genes especificos de formas
sexuadas com e sem Shield-1. B. Quantificacdo de transcritos na presenca de N-acetil glucosamina. C
transcricdo de genes associados a gametdcitos 72 horas depois do knockdown mediado pelo efeito da ribozima
glmsS. Este Gltimo resultado é representativo de 3 experimentos.

Para observarmos o perfil de transcricdo destes genes apds o knockdown de
PF3D7_1143100 foi coletado o RNA de parasitas 72 horas depois da retirada da N acetil
glucosamina. Observou-se que com a exce¢do de Pfsl6, que se manteve em quantidades
elevadas, todos os transcritos retornaram aos niveis observados antes do tratamento com N
acetil glucosamina (figura 21 C).

5.5.4 O papel do fator de transcrigdo PF3D7_1143100 na transcri¢ao de genes var

Para verificarmos se o knockdown de PF3D7_1143100 tinha algum efeito na
transcricdo dos genes var, a linhagem NF54::PF3D7_1143100_HA_glmS foi selecionada para
conter parasitas que expressavam dominantemente o locus var PFD_0615c. Isto foi realizado
por cinco ciclos de selecdo de hemécias infectadas para aderirem em células CHO, que
expressam o receptor CD36 humano como descrito na metodologia. As culturas foram
submetidas ou ndo ao tratamento de N-acetil glucosamina e 0 RNA foi extraido de parasitas

sincronicos em estagio anel (10-14 h pi). Uma parte dos parasitas tratados com glucosamina



66

foi posteriormente submetida a um crescimento continuo sem glucosamina e o seu RNA foi
recuperado apds 48 horas quando estavam novamente em fase anel.

Ap0s o knockdown de PF3D7_1143100, um namero de transcritos var apresentaram
quantidades relativas significativamente maiores (ID antiga: PFC1120c, PFDO0005w,
PFD0625c, PFE1640w, PFL0005w, PFL0020w, PF13_0364) enquanto que um desapareceu
(PFF1580c). O gene var inicialmente transcrito PFD_0615c diferiu pouco apds o tratamento
com N acetil glucosamina (figura 22). Analisamos se houve alguma preferéncia de
localizagdo cromossémica (upsA, B ou C) de inducdo de transcricdo de genes var na auséncia
de PF3D7_1143100. Foi observado que a maioria dos genes var regulados eram membros do
grupo subtelomerico upsB e centroméricos upsC, e apenas um (PFL0020w) era do tipo upsA /
B.

5.5.5 Auséncia temporaria de PF3D7_1143100 leva a reorganizacéo da transricao de
genes var (“reset”) e apaga a memoria epigenética

Posteriormente realizamos um experimento para observar se PF3D7_1143100
mantinha a memorial transcricional apdés o knockdown transiente. Para isto a N acetil
glucosamina foi retirada do meio e os parasitas foram mantidos em condi¢Ges normais de
cultura durante 48 horas. Apds este periodo 0 RNA destes parasitas em fase anel (10-12 h pi)
foi coletado e a transcicdo dos genes var foi analisada pela técnica de RT PCR. Os resultados
evidenciam que os genes var que estavam sendo predominantemente transcritos antes do
tratamento com glucosamina (PF3D7_0412400 e PF3D7_0420700) ndo foram mais
observados, indicando que a memoria var foi completamente apagada. Em comparacdo, a
mesma linhagem NF54::PF3D7_1143100_HA gIlmS selecionada para aderir a CHO-CD36,
na auséncia de glucosamina continuava a transcever os genes var PF3D7_ 0412400 e
PF3D7_0420700 confirmando que nenhum evento de switching ocorreu no decorrer do

experimento (figura 23).
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Figura 22. Perfil de transcri¢cdo de genes var na linhagem NF54::PF3D7_1143100_HA_gIlmS sem
glucosamina e 72 horas apés knockdown de PF3D7_1143100 induzido pela ribozima glmS na
presenca de glucosamina. As setas verdes indicam os genes silenciados e as setas vermelhas os
induzidos pelo knockdown.
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Figura 23. Perfil de transcricdo de genes var apds knockdown transiente de PF3D7_1143100.
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5.6  Elucidando o papel do fator de transcricdo PF3D7_1466400

Estes parasitas ndo puderam ser selecionados para expressar um Unico var gene
mediante ensaios de citoadesdo a celulas CHO devido aos problemas encontrados no
decorrer das transfeccdes e ciclagens que impediram obter linhagens modificadas no
periodo de tempo estabelecido. Por esta razdo s&o apresentados apenas resultados dos
ensaios de silenciamento e viabilidade dos parasitas ap6s knockdown de
PF3D7_1466400.

5.6.1 Avaliacdo do sistema glmS

Ja que foi obtida a linhagem NF54::PF3D7_1466400 HA glmS que permitia
controlar a expressao deste gene, primeiro foi feita uma avaliacdo do sistema glmS para
observar se o transcrito era degradado e em consequéncia a proteina ndo era produzida.

Parasitas sincrénicos em fase anel foram incubados com N acetil glucosamina
durante 72 horas e 0 RNA foi extraido a cada 24 horas para posteriores analises por RT-
PCR. Também foi analisada a expressdo da proteina por western blot (figura 24). Foi
evidenciado que o transcrito era degradado na presenca de N acetil glucosamina que por

sua vez nao permitiu a expressao da proteina.
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Figura 24. Efeito da N acetil glucosamina na transcri¢do do gene PF3D7_1466400 modificado. A.
Degradacdo do transcrito induzida pela clivagem da ribozyma glmS analisada por RT-PCR. B. Western
blot de parasitas antes do tratamento, 24, 48 e 72 horas depois da incubacdo com N acetil glucosamina. C.
Marcacdo de Ponceau que permite observar proteinas transferidas em membrana de nitrocelulose.
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5.6.2 Fitness de P. falciparum apos knockdown induzido pela ribozima glmS

Para avaliarmos se a proteina era essencial para o parasita, foram conduzidos
testes de sobrevivéncia. Parasitas da linhagem NF54::PF3D7_1466400_HA gIlmS
foram sincronizados em fase anel como descrito em métodos e diluidos para
parasitemias de 2%, seguido de incubacdo durante 72 horas na presenca/auséncia de N
acetil glucosamina. Como controles foram utilizados parasitas selvagens. Todos 0s
experimentos foram feitos em triplicatas bioldgicas e o desenvolvimento do parasita
nestas condi¢des foi monitorado por esfregaco corado com kit panotico réapido.

Observamos gue o silenciamento do gene ndo influenciava o desenvolvimento
do parasito e que estes continuavam a crescer em porcentagens comparaveis com 0s
controles, e quando submetidos a andlise estatistica ndo houve diferencia significativas
emtre as parasitemias (P = 0,8629) (figura 25 A). Todos os parasitas pareciam formas
comumente observadas na fase asexuada e ndo foram evidenciadas mudancas na
morfologia dos mesmos ou dificuldade para reinvadir ou se desenvolver normalmente
indicando que esta proteina nao é essencial na fase intraeritrocitica do parasito (figura
25 B). Neste momento estamos selecionando linhagens de parasitas
NF54::PF3D7_1466400 HA glmS para testar se ha mudanca no perfil de transcricdo
de genes var quando PF3D7_1466400 é diminuido.
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Figura 25. Efeito do silenciamento de PF3D7_1466400 no desenvolvimento de P. falciparum. A.
Curvas de parasitemias das linhagem NF54:: PF3D7_1466400_HA_gmlS_TKe selvagem tratados ou ndo
com N acetil glucosamina. B. Visualizagdo microscOpica de parasitas tratados ou ndo tratados durante 24,
48 e 72 horas. B-l. Linhagem NF54:: PF3D7_1466400 _HA gmIS_TK tratados com N acetil
glucosamina. B-II. Linhagem NF54:: PF3D7_1466400 _HA gmlIS_TK ndo tratada. B-Ill parasitas
selvagens NF54 com N acetyl glucosamina.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho foi possivel realizar a manipulacdo genética de dois fatores de
transcricdo membros da familia ApiAP2 de Plasmodium falciparum. Depois de
repetidas transfeccdes foi observado que nem todos os plasmideos inicialmente
construidos eram facilmente incorporados pelo parasita no locus de interesse. Os
eventos de recombinacgdo simples ndo ocorriam em propor¢des satisfatorias para obter
linhagens transgénicas capazes de expressar as modificacdes genéticas que iriam
permitir a manipulacdo dos genes.

Alguns autores ja reportaram anteriormente a dificuldade para obter linhagens de
parasitas 100% transgénicos por recombinacdo simples [66-62] e tém sido sugeridos
longos periodos de tempo para este processo. Durante este trabalho foi observado que
de oito tentativas apenas uma linhagem de parasitas transgénicos clonais foi obtida (Isto
apenas depois de 12 meses) enquanto as outras sete foram perdidas ao longo do projeto
por ndo conseguirem sobreviver a adicdo intermitente de WR99210 ou as repetidas
clonagens por diluicdo limitante (Tabela 2). Também foi observado que parasita que
pareciam conter o plasmideo no locus ndo conseguiam expressar proteinas quimeéricas
fusionadas a etiqueta de HA. Estes resultados mostram que foi mais frequente a a
manutencdo do plasmideo na forma episomal e que quando ocorreu o processo de
recombinacdo por homologia de sequéncias houve alguma mudanca na fase de leitura
que ndo permitiu a correta expressdo da proteina ou mesmo integracdo fora do lécus
desejado. Para verificar se houve mesmo integracdo no lécus desejado poderiam ser

conduzidos Southern blot simples ou pulsed-field eletroforese seguido de Southern blot.

Tabela 3. Desenvolvimento das linhagens construidas no inicio do projeto.
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PF3D7 1143100 HA GFP_DD24 | X X 4X | X X X X
PF3D7 1143100 HA loxTerm X X
PF3D7 1143100 HA glmS X X
PF3D7_ 1466400 HA GFP_DD24 | X X
PF3D7 1466400 HA loxTerm X X X | X X X
PF3D7_ 1466400 HA gIlmS X X 3X X X
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Devido a estas dificuldades, em paralelo as ciclagens intermitentes com
WR99210 e as clonagens foram construidos vetores que permitiam fazer uma selecao
negativa dos parasitas que ainda carregavam os plasmideos em formas episomais. Esta
nova estratégia permitiu obter linhagens 100% t ransgénicas em apenas dois meses apos
transfeccdo e quando avaliadas na expressdo das respectivas proteinas e os sistemas de
silenciamento foi observada uma alta eficiéncia. Isto mostra que a estratégia de selecéo
negativa proposta por Duraisingh e seu grupo [66] foi mais rapida e apropiada para
obter parasitas transgénicos e estudar o efeito da perda de fungdo no nosso estudo.

Recentemente foi publicada a aplicacdo de tecnologia CRISPR/CAS9 para
modificacdo genética de P. falciparum [71]. Este método parece acelerar a integracédo
exata de transgenes em loci alvo. Entretanto, a tecnologia necessita um esfor¢o ainda
maior de clonagem em plasmideos j4 grandes e ricos em AT. Testamos esta
aproximacdo também usando o lécus PF3D7_1143100, no entano, ap0s uma primeira
tentativa frustrada e o sucesso na recombinacdo do PF3D7_ 1143100 HA gImS na
versdo pHHTK, abandonamos esta estratégia por enquanto e continuamos a avaliar a
funcdo dos dois fatores de transcri¢do pelas metodologias ja descritas.

Alguns membros da familia de fatores de transcricdo ApiAP2 ja foram
associados a participar e controlar diferentes processos ao longo do ciclo de
Plasmodium tais como formacdo de gametdcitos na fase intraeritrocitica [6], o tethering
da cromatina [47] ou desenvolvimento no intestino do mosquito [50,51]. Em P.
falciparum a regulacdo da transcricdo depende das modificacGes de cromatina e nesse
sentido, proteinas modificadoras de cromatina tais como metiltransferases, demetilases,
acetiltransferases, e deacetilases de histonas possuem um papel central na atividade
transcricional da cromatina. No entanto, ainda ndo esta claro quais sdo 0s mecanismos
que direcionam estas modificacfes epigenéticas que levam ao silencianciamento ou
ativacdo de genes variantes. Neste trabalho, nds identificamos o primeiro fator de
transcricdo que, aparentemente, funciona antes das modificacfes da cromatina e regula
tanto a transcricdo de genes var quanto a transcricdo de genes associados a
gametocitogeneses. Interessantemente, o fator PF3D7_ 1143100 com efeito mais
pronunciado em nossos estudos nem foi detectado em fragdes nucleares [72] motivo
pelo qual o fator talvez ndo tenha sido estudado com mais énfase até agora.

Embora sugerido por Campbell e seu grupo [54] que este fator de transcricao
poderia influenciar a transcricdo dos genes var, nenhuma informacdo na literatura

associava 0 silenciamento de PF3D7_1143100 a formacdo de gametocitos. NOS
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observamos pelas duas estratégias de silenciamento que a represséo deste gene conduzia
a diferencacao de formas parecidas com gametocitos. Quando foi analisada a transcricéo
de um grupo de genes associados aos primeiros estagios de gametdcitos foi evidenciada
a inducdo destes na auséncia da proteina. Isto pode indicar que este fator de transcri¢éo
atua como um repressor de genes associados a gametocitos semelhante ao que foi
descrito para o outro fator ApiAP2, PfAP2-G [69], entretanto funcionalmente diferente
ja que a presenca de PFAP2-G induz gametdcitos ao contrario de PF3D7_1143100 cuja
auséncia leva a formas gametociticas.

PfAP2-G recentemente foi considerado o principal regulador da
gametocitogenese em P. falciparum. O knockdown deste gene ndo teve influéncia
significativa sobre a transcrigdo de PF3D7_1143100 [48] e inversamente, o knockdown
de PF3D7_1143100 n&o teve nenhum efeito sobre o a transcri¢cdo de PfAP2-G, o pode
significar que existem, pelo menos, duas vias aparentemente independentes que
conduzem a formacdo de gametdcitos.

Por outro lado, quando re-estabelecidos os niveis normais de PF3D7_1143100
houve uma reverséo na formacdo dos possiveis gametdcitos e todos os genes analisados
foram de novo silenciados a excecdo de Pfsl6 que ndo retornou as condicbes
observadas antes do knockdown. Existe a possibilidade de que a meia vida deste
transcrito é tdo alta que € necessaria mais do que uma reinvasdao para ndo detecta-lo
mais, ou que algum checkpoint no processo de formacdo de gametdcitos ainda nédo
descoberto foi passado o que levou a persisténcia da sua transcricdo mesmo sem
formacdo de gametdcitos.

No presente estudo, ainda ndo avaliamos se estas formas obsevadas apds o
knockdown de PF3D7_1143100 sdo de fato capazes de fecundar e concluir o ciclo
sexual em mosquitos. Se for assim, estas linhagens poderiam ser Gteis no aumento da
formacdo de gametocitos em experimentos conduzidos na fase sexual do parasita.

Recentemente, Brancucci e colaboradores mostraram que a proteina
heterocromatina 1 (HP-1) ndo controla apenas a transcricdo de genes associados a
gametdcitos por de-repressdo de PFAP2-G, mas também genes variantes, tais como var,
Rif e Pfmc-2TM [37]. Assim, estabeleceu-se pela primeira vez uma conexdo entre
gametocitogénese e genes variantes. Nos nossos experimentos, esta conexdo ficou
novamente evidente ja que a remocdo temporadria de PF3D7_1143100 também
influenciava tanto na gametocitogénese quanto na transcricdo de genes variantes.

Observamos que quando analisada a transcri¢cdo dos genes var em parasitas knockdown
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era induzido um grupo de genes principalmente de tipo upsB e upsC enquanto que um
gene era silenciado.

Ao comparar estes resultados com o proposto por Campbell et al. [54] foi
evidenciado que a maioria dos genes var aparentemente regulados por PF3D7_1143100
possuiam 0s motivos preditos, porém isto ndo foi observado no gene varlcsa
(PFE1640w) e no PFF1580c (silenciado). Por outro lado, muitos genes var que possuem
o motif identificado por Campbell ndo tiveram sua transcri¢do alterada. Estes resultados
indicam que embora o knockdown de PF3D7_1143100 exerce um efeito sobre alguns
loci var, estes ndo estdo relacionados exclusivamente ao indicado pelo estudo prévio
citado. Podemos apenas especular se e quais outros fatores, talvez do grupo ApiAP2,
ainda exercem um efeito sobre outros loci var.

Nos também estudamos a transcricdo dos genes var depois de restabelecida a
proteina e foi evidenciado que a memoria transcricional era completamente apagada ja
que os transcritos presentes antes do knockdown ndo eram mais observados. Esta
observacao indica que a funcdo de PF3D7_1143100 vai além de um simples “repressor”
de genes associado a gametocitogenese ou “modulador” de alguns genes var. Parece
que na auséncia deste fator mudancas profundas na maquinaria que modifica cromatina
ocorrem — especificamente de talvez todos os loci var (e talvez de outros genes
variantes?). Neste momento estamos analisando por RNAseq quais outros genes Sao
influenciados pela remocdo temporaria de PF3D7_1143100. Ja que a remoc¢do de
PF3D7_1143100 ndo interfere profundamente na sobrevivéncia do parasita, € cabivel
especular se uma “inativacdo” da fung¢ao da proteina ocorre de forma regular no ciclo de
vida do parasita, para exatamente desencadear os efeitos aqui observados.

Em resumo, através dfos nossos resultados podemos atribuir as seguintes
fungdes ao PF3D7_1143100: 1. Repressor de genes especificos de formas
gametociticas, 2. Repressor de alguns genes var e 3. Organizador geral da transcri¢ao de
genes var, cuja auséncia temporaria leva a extingdo da memoria epigenética. No
entanto, também surgem algumas perguntas que ndo podem ser respondidas apenas com
os resultados aqui apresentados e abrem a a porta a futuros estudos para ampliar e
complementar esta informacg&o. Por exemplo, ainda ndo esta claro 0 mecanismo exato
de regulacdo de PF3D7_1143100 nos genes que foram alterados neste estudo, existe a
possibilidade que este suposto fator de transcricdo se lige diretamente a regides
especificas de DNA dos genes regulados (testar por exemplo por electrophoretic

mobility shift assays - EMSA, ou ChIPseq precipitando via antiHA a proteina nativa
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PF3D7_1143100). Outra alternativa é que PF3D7_ 1143100 recruta enzimas
modificadoras de histonas que seguidamente ativam ou reprimem a transcri¢do ou que
esta associada em forma de complexo a estas proteinas e/ou talvez outras ainda nédo
conhecidas que regulam de forma conjunta a expressdo génica (a ser testado por
imunoprecipitacdo seguido de analise protedbmica).

Por outro lado, o outro fator de transcricdo ApiAP2 aqui estudado,
PF3D7_1466400, ndo parece influenciar o desenvolvimento do parasita e foi observado
que o knockdown induzido pela ribozima glmS ndo conduz a um fendtipo letal ou a
mudancas na morfologia do parasita. J& que outros membros da familia ApiAP2 foram
indicados a possuirem diferentes funcbes no controle de processos cruciais no ciclo de
vida do parasita, futuros experimentos precisam ser feitos para observar o efeito da
perda da funcéo deste gene na transcri¢do de genes variantes ou na transcri¢do global do
parasita na fase intraeritrocitica. Também seria interesante observar se este gene tem
alguma funcdo especifica no ciclo sexual do parasita ja que seu ortdlogo em P. berghei
foi associado ao desenvolvimento no intestino do mosquito [50].

De forma conjunta os dados aqui apresentados indicam que os fatores de
transcricdo ApiAP2 estdo associados a regulacdo e controle de diferentes processos no
desenvolvimento e mecanismos de sobrevivéncia do parasita. Futuros estudos devem
ser conduzidos para aprofundar a funcdo desta familia de genes e completar assim a
informacdo até agora conhecida sobre os mecanismos de regulacdo génica em P.
falciparum. Cabe ressaltar que os fatores ApiAP2 estdo ausentes em seres humanos e

talvez sirvam para intervencdo por farmacos.
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CONCLUSOES

e Para obter linhagens de parasitas transgénicos a estrategia de selecdo negativa de
parasitas por ganciclovir é mais rapida e eficiente.

e Para estudos de funcdo de genes em P. falciparum os sistemas de silenciamento
DD24 e glmS sdo comparaveis.

e O silenciamento dos genes PF3D7_ 1143100 e PF3D7_1466400 ndo conduz a
um fenotipo letal no ciclo intraeritrocitico do parasita.

e O knockdown do fator de transcricdo PF3D7_1143100 leva a repressdo de um
grupo de genes var e quando sua funcdo é re-estabelecida a memoria
transcricional é apagada.

e O silenciamento de PF3D7_1143100 induz um grupo de genes associados a
formas sexuais de P. falciparum e leva a formacdo de possiveis gametocitos; o
reestabelecimento leva a normalizacdo parcial dos niveis de transcritos nestes

parasitas com knockdown de PF3D7_1143100 temporaério.
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