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RESUMO

IDENTIFICACAO DE GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA AO
ESTRESSE AMBIENTAL NO MEXILHAO PERNA PERNA

Muitos genes t€m sido descritos por modificarem sua taxa de expressdo em
condigdes de estresse ambiental. Os receptores nucleares participam no controle da
expressio de varios genes na resposta ao estresse. Eles atuam como fatores de
transcrigdo, interagem com drogas hidrofobicas ou xenobidticos e ativam a
transcrigdo de genes que codificam transportadores ABC ou metalotioneina. A
transcrigdo da metalotioneina por sua vez pode ser induzida por metais e varios
poluentes ambientais presentes no ambiente. Outros genes que parecem responder a
xenobidticos e drogas sdo aqueles que codificam proteinas G, que estdo envolvidas
nas vias de sinalizag¢do celular.

Para compreendermos o mecanismo envolvido na regulagdo destes genes, decidimos
identificar seqiiéncias de genes de receptores nucleares, metalotioneina e proteina G
no genoma do Perna perna através do uso de PCR contra dominios evolutivamente
conservados destas proteinas. O mexilhdo Perna perna foi escolhido por sua
capacidade de acumular grandes quantidades de compostos tdxicos presentes na
agua e sobreviver em ambientes poluidos.

O DNA gen6mico e o RNA total foram extraidos de diferentes tecidos do mexilhdo
e a seqiiéncia correspondente ao dominio “zinc-finger” do receptor nuclear; o
dominio de ligagdo ao GTP da subunidade o das proteinas G e a metalotioneina
foram amplificados por PCR utilizando iniciadores degenerados. Os produtos de
amplifica¢do foram clonados. Os clones de receptor nuclear foram sequenciados e
comparados com seqii€ncias disponiveis em bancos de dados de DNA. Os resultados
demonstraram que a seqiiéncia tem grande homologia com o “zinc-finger” de
receptores nucleares 0rfdos. Identificamos um intron na seqiiéncia clonada no vetor,
que ¢ a primeira sequéncia intronica descrita para o mexilhdo Perna perna. A
seqiiéncia consenso estd depositada no GenBank sob o nimero de acesso AF312271.
Duas outras seqiiéncias obtidas a partir do cDNA também foram identificadas como
membros da superfamilia de receptores nucleares.

Fragmentos do tamanho esperado correspondendo a genes de proteinas G ¢ da
metalotioneina foram clonados, e aguardam sequenciamento.

A identificagido destes genes no mexithdo Perna perna pode fornecer informagdes
uteis para subsequentes avaliagdo e utilizagdo como novas ferramentas moleculares
para entender os mecanismos de resposta desencadeados pelo estresse ambiental.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF GENES INVOLVED IN ENVIRONMENTAL
STRESS RESPONSE IN THE MUSSEL PERNA PERNA

Environmental stress promotes differential gene expression in many tissues, cells
and organisms. Nuclear receptors (NR) participate in the gene expression control
of several genes involved in the stress response. They act as transcription factors
by interacting with hydrophobic drugs or xenobiotics and activating the
transcription of genes, i.e., coding for ABC transporters or metallothionein. Metals
and many different environmental pollutants present in the environment can induce
the metallothionein transcription. G protein genes are responsive to xenobiotics and
drugs, thus influencing the major signaling pathways.

To understand the mechanism involved in the regulation of these genes we decided
to identify gene sequences of nuclear receptors, metallothionein and G protein
genes in the genome of Perna perna by means of PCR directed towards
evolutionary conserved domains of these proteins. The mussel Perna perna was
chosen for its ability to accumulate toxic compounds present in water and to
survive in polluted environments.

Genomic DNA and total RNA were extracted from different tissues of mussel and
sequences corresponding to zinc-finger domain of nuclear receptors, GTP-binding
domain of the G protein o subunit and metallothionein were amplified by PCR
using degenerated primers. The amplified products were cloned. The clones from
putative nuclear receptors were sequenced and were compared to sequences in
DNA databases. The results demonstrated that the sequence is homologue to a
zinc-finger of orphan nuclear receptors. We identified an intron in this sequence,
which is the first intron sequence described for the mussel Perna perna. The
consensus sequence is deposited at GenBank accession number AF312271. Two
others sequences obtained from cDNA were also identified as members of nuclear
receptor superfamily.

Fragments of the expected size corresponding to the G protein and metallothionein
genes were also cloned.

The identification of these genes in the mussel P. perna can provide useful
information for subsequent evaluation and utilization as new molecular tools to
understand the response mechanisms induced by environmental stress.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tem havido um crescente interesse no estudo do
estresse causado por fatores ambientais. O estresse nos organismos pode ser
causado por anoxia, hipoxia, alteragdo de temperatura, exposi¢do a metais
pesados e uma série de contaminantes émbientais ou xenobioticos. No entanto,
muitas espécies aquaticas sdo capazes de sobreviver em ambientes que contém
niveis elevados de poluentes ambientais, antropogénicos ou toxinas naturais
(BARD, 2000). Estes poluentes ambientais, ou xenobidticos, que atingem um
determinado ecossistema podem provocar uma série de disturbios metabolicos
nos organismos, como por exemplo, infertilidade, diminui¢do das defesas
imunolégicas, alteragcdes no crescimento ¢ finalmente a morte (STEGEMAN,
1992).

O fato de alguns organismos conseguirem viver e se reproduzir em aguas
contaminadas sugere que devam possuir mecanismos para resistir a presenga de
poluentes, ou xenobidticos, no ambiente (CORNWALL et al., 1995).

Os organismos aquaticos, por exemplo, eliminam xenobioticos através de
mecanismos de detoxificagdo envolvendo a transformagido ou a conjugacdo de
compostos. Estes mecanismos podem ser considerados como uma linha de defesa
secundaria, uma vez que desde que o xenobidtico entra na célula, o dano pode
ocorrer antes que 0 mesmo seja removido.

Um mecanismo que atua como primeira linha de defesa usa uma proteina

transportadora de xenobidticos relacionada ao transporte de multiplas drogas
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(MXR - “MultiXenobiotic Resistance” ou Resisténcia a Multiplos
Xenobioticos), que ja foi bem caracterizado em células tumorais de mamiferos
(MDR “MultiDrug Resistance” ou Resisténcia a Multiplas Drogas). Este
transporte tem pouca especificidade pelo substrato e atua contra uma variedade
de produtos naturais, drogas e xenobidticos (CORNWALL et al, 1995;
GALGANI et al., 1996; BOLHUIS et al., 1997; KOLACZKOWSKI et al. 1998;
SMITAL e KURELEC, 1998; HAHN, 1999; BARD, 2000). Recentemente, em
trabalho desenvolvido em nosso laboratorio, foi identificado no mexilhdo Perna
perna um fragmento de gene homologo ao Transportador ABC, responsavel pela
fun¢do de MDR (GRIMM et al., 2000).

Alguns pesquisadores sugerem que o custo energético para manter um
continuo estado de resisténcia pode reduzir a viabilidade do organismo, em um
ambiente quimicamente estressante (WALKER et al, 1996; BARD, 2000). O
custo previsto da sintese de proteinas e a manutengdo da protegdo em mexilhdes
¢ peixes submetidos a condi¢des de estresée, atinge uma faixa de 18 a 26% de
perda da energia metabolica (HOFMANN e SOMERO, 1995).

Além disso, o desenvolvimento de resisténcia quimica, devido a exposi¢io
continua a xenobidticos, as vezes, permite ao organismo acumular altas
concentragdes de contaminantes, os quais podem ser passados aos consumidores
(Bioacumulagdo) que, por sua vez, podem nfo possuir a mesma resisténcia
(HAHN, 1999). Testes com o molusco bivalve Corbila fluminea, confirmaram a

capacidade de bioacumulagdo de metais pesados neste tipo de organismo
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(BAUDRIMONT et al., 1999). Além disso, em belugas e trutas, foi demonstrada
a bioacumulac¢do de organofosforados de alto peso molecular (FISK et al., 2000).
A relagdo entre a exposicdo de uma populagdo a um poluente e os
subsequentes efeitos bioldgicos € um importante aspecto da ecotoxicologia e
epidemiologia ambiental. Muitos estudos para verificar o risco de exposi¢do a
xenobidticos envolvem a deteccdo de residuos quimicos presentes na agua, solo
ou acumulados nos tecidos dos organismos. Estes métodos, no entanto, ndo
fornecem informagdes sobre os efeitos fisicos e moleculares da agio dos
xenobidticos sobre o organismo (VANDEN HEUVEL e DAVIS, 1999).

E de crucial importincia que os mecanismos celulares e moleculares pelos
quais os xenobioticos atuam, sejam desvendados. Isto porque, inimeros trabalhos
demonstram que as c€lulas sofrem alteragdes na expressdo génica em resposta ao
estresse ambiental (SHAW et al., 2000; URNOV e WOLFFE, 2001). Essa
resposta pode ser elicitada por uma variedade de estressores fisiologicos e

quimicos (VANDEN HEUVEL e DAVIS, 1999; BARD, 2000).

1.1. Alteragées na expressio génica causadas por estresse

As mudangas na expressdo génica associadas a resposta ao estresse sdo
extremamente rapidas e resultam na sintese induzida € acumulag¢do de proteinas
de estresse que possuem fungdo de protecdo (WALKER et al,1996). Estas
mudangas incluem alteragdes no nivel ou fungdo de enzimas, receptores €

intermediarios e modificagdes no DNA (WALKER et al.,1996).
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O mesmo xenobidtico pode induzir simultaneamente a expressdo de genes
de resisténcia a drogas (MXR), de metabolizagdo de drogas, da enzima glutationa
S-transferase, de proteinas de choque térmico, de metalotioneina, catalase, e de
Benzo(a) pireno hidroxilase, dentre outras, que pertencem ao sistema geral de
defesa, funcionando na protecdo das células em ambientes adversos (GALGANI
etal., 1996, SMITAL e KURELEC, 1998; BAUDRIMONT et al., 1999).

Em Neurospora crassa, por exemplo, as proteinas G estdo envolvidas na
regulagdo de varias respostas ambientais e também sdo essenciais para muitas
respostas de células eucaridticas a estimulos ambientais (TURNER e
BORKOVICH, 1993).

Os proprios xenobidticos induzem os mecanismos de defesa, servindo como
ligantes, ou moléculas efetoras, que se ligam a proteinas reguladoras. Estas
proteinas reguladoras englobam proteinas ativadoras que induzem a transcrigdo
a0 se ligarem em seqiiéncias especificas do DNA na regido regulatoria do gene
alvo (BOLHUIS et al., 1997). A regido regulatéria contém: a seqiiéncia
promotora que € o local onde os fatores gerais de transcrigdo € a RNA polimerase
se associam e as seqiiéncias onde as proteinas reguladoras se ligam para conﬁolar
a taxa dos processos de associagdo na regido do promotor (ALBERTS et al.,
1997, LEMON e TJIAN, 2000). Este processo também pode ter efeito repressor
quando proteinas repressoras que previnem a transcrigdo ligam-se ao sitio

consenso nos genes alvo (BOLHUIS ez al., 1997).
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Alguns xenobioticos ja sdo conhecidos por afetar a transcrigdo dos
genes através da interagdo com proteinas intracelulares especificas ou receptores
(VANDEN HEUVEL e DAVIS, 1998).

O DDT (Bis- clorofenil-tricloroetano) pode induzir uma resposta ligando-se
ao receptor de proliferagdo do peroxissoma (PPAR), um tipo de receptor nuclear,
ativando as peroxidases (HSU er al., 1991).

Os metais pesados podem induzir a sintese de metalotioneina ao se ligarem
em receptores nucleares que ativam a transcricdo (VANDEN HEUVE E DAVIS,
1998; BAUDRIMONT et al., 1999), sendo que ainda estimulos ndo metalicos
também parecem estimular a transcrigio deste gene (REMONDELLI et al.,
1999). Em mamiferos, por exemplo, agentes oxidantes e hormonio
glucocorticoide podem estimular a expressdo da metalotioneina, uma vez que ja
foram descritos elementos de resposta a estas substincias na regido promotora do
gene( VIARENGO et al., 1999).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) sdo conhecidos por
serem capazes de se ligar a receptores de hidrocarbonetos aromaticos (AhR) e
induzir a expressdo do citocromo P450 (MEEK e FINCH, 1999; TANGUAY ez
al., 1999). Outros hidrocarbonetos ciclicos t€ém demonstrado capacidade de
interagir com receptores nucleares. Os PAHs genotoxicos, como benzo(a) pireno
e benzo(a) antraceno, possuem habilidade de induzir a expressdo génica mediada
por ER em ratos (HAHN, 1999; FIELDEN et al, 2000). Além disso, os
metabdlitos derivados do metabolismo dos PAHs sdo altamente reativos e ligam-

se a moléculas como proteinas e acidos nucleicos formando adutos de DNA e
13



resultando em danos celulares (SANDVIK et al., 1998; PADROS et al.; 2000;
CORMIER et al., 2000; ROTCHELL et al., 2001). |

Os hidrocarbonetos aromaticos também sdo considerados possiveis
interferentes endocrinos. Sdo agentes que causam efeitos adversos a saide de um
organismo e sua progénie em conseqiiéncia das mudangas na fungdo enddcrina.
Os interferentes enddcrinos englobam um grupo diverso de compostos de
ocorréncia natural, xenobidticos, pesticidas, herbicidas e substdncias quimicas
industriais. Estes compostos naturais e sintéticos parecem mimetizar a atividade
de esterdides sexuais endogenos e afetar o desenvolvimento ¢ a saiude de
humanos e da vida selvagem (FIELDEN et al, 2000; BJARNASON et al,
2001). Estudos demonstram que muitos dos efeitos dos interferentes endocrinos
sdo mediados por receptores nucleares, mais precisamente os receptores de
esterdides (ER). Outros contaminantes como dioxinas, dibenzofuranos e bifenilas
coplanares, sdo considerados como interferentes, mas estes agiriam através do
AhR para elicitar a interferéncia enddcrina através da modulacdo da expressdo
génica e dos mecanismos de sinalizagdo endoécrina (MEEK, 1998; MEEK e
FINCH, 1999; FIELDEN et al, 2000). Varios trabalhos, no entanto,
demonstraram haver uma relagdo entre as respostas mediadas por AhR e ER
(NGUYEN et al., 1999; KUMAR et al., 1999; LINDER et al., 1999; FIELDEN
et al., 2000).

Para entendermos do ponto de vista molecular os mecanismos de resposta
ao estresse, neste trabalho nos propusemos a identificar alguns dos genes que

parecem estar envolvidos neste mecanismo. Entre estes genes estdo aqueles dos:
14



receptores nucleares, e das metalotioneinas e proteinas G. O modelo bioldgico

escolhido para este estudo foi o mexilhdo Perna perna.

1.2. Receptores Nucleares

Os receptores nucleares sdo fatores de transcrigdo que existem na forma de
uma apoproteina inativa tanto no citoplasma como no nicleo. Respondem a uma
variedade de sinais hormonais e metabolicos que regulam a atividade das mais
importantes cascatas de sinalizagdo (ALTUCCI e GRONEMEYER, 2001)

Ao ligarem-se ao seu respectivo ligante hormonal, os receptores sdo
ativados. A ligagdo de um hormoénio ao seu receptor induz uma mudanga
alostérica que permite o complexo hormdnio-receptor se ligar a sitios de alta
afinidade no DNA (STUNNENBERG, 1993; TSAI e O'MALLEY, 1994;
MANGELSDORF et al,1995; MANGELSDORF e EVANS, 1995;
MIYAMOTO et al., 2001). O complexo, pode se ligar efetivamente a um
elemento de resposta a hormdonio (HRE) do DNA e ativar ou inibir a transcrigdo
de um gene (Figura 1). Além de regular a transcri¢do, os hormonios esteroides
por exemplo, ocasionalmente, regulam a expressdo génica afetando a estabilidade
do mRNA e a eficiéncia traducional (ZILLIACUS er al., 1991; TSAI e
O'MALLEY, 1994).

Além do hormdnio especifico, um outro agonista pode se ligar ao receptor,
mimetizando a fun¢do do horménio (TSAI e O'MALLEY, 1994; ANOLIK ez al.,
1995). Os PAHs, como mencionado anteriormente, podem elicitar uma resposta

através da inducgdo da transcrigdo de genes mediados por ER. Assim como
15



particulas da exaustdo de diesel podem se ligar a receptores de estrogénio,

minetizando a atividade do estradiol (MEEK, 1998).

( Xenobidtico

Membrana

Figura 1. Esquema da atuagao do xenobidtico na indugdo ou repressdo da sintese
de RNA. O xenobiotico (em laranja) ao entrar na célula, liga-se ao receptor
nuclear (em lilas). O receptor sofre uma mudanga conformacional, e isto permite
que o complexo receptor-xenobidtico entre no nicleo e ligue-se ao DNA

ativando (ou inibindo) a transcrigdo e consequentemente a sintese de RNA.
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Os receptores esteroides pertencem a superfamilia dos receptores
hormonais nucleares. Esta superfamilia inclui receptores de glucocorticoide
(GR), mineralocorticéide (MR), androgénio (AR), hormdnio tireoideano (TR),
vitamina D (VDR), acido retindico (RAR), ecdisona (EcR) e ainda existem
receptores que nao possuem ligantes conhecidos e sdo denominados receptores
orfaos (TSAI e O'MALLEY, 1994; KOSTROUCH et al., 1995; KOSTROUCH
et al., 1998, KHORASANIZADEH e RASTINEJAD, 2001).

Os receptores hormonais nucleares sdo caracterizados por um dominio de
ligagdo ao DNA (DBD-“DNA Binding Domain” ou Dominio de Ligagdo ao
DNA). O DBD ¢ composto por dois dedos de zinco ou "zinc finger" e cada um
deles consiste de uma seqiiéncia de cerca 30 residuos de aminoacidos altamente
conservados; destes, quatro sendo Cisteina e coordenando um unico atomo de
zinco (MANGELSDOREF et al., 1995; IKEDA et al., 2001; MIYAMOTO et al.,
2001). O DBD ¢ uma estrutura globular que pode ser dividida em dois médulos.
O primeiro modulo contém o primeiro dedo de zinco, e comega com uma folha 3
antiparalela e termina no segundo par de Cisteinas que coordenam o zinco. A
folha B ajuda na orientagdo dos residuos que contatam o esqueleto fosfato do
DNA e a hélice faz contato com os nucleotideos no sulco maior da hélice de
DNA. O segundo modulo ¢ importante para o contato com o esqueleto de fosfato
e na dimerizagio (STUNNENBERG, 1993; TSAI e O'MALLEY, 1994;
KOSTROUCH et al., 1995; TERENZI et al., 1998; KHORASANIZADEH e

RASTINEJAD, 2001). A superficie do DBD encerrada ao longo do DNA,



mantém um potencial eletrostatico positivo que estabiliza sua associagdo com o
esqueleto fosfodiéster negativamente carregado do DNA (KHORASANIZADEH
e RASTINEJAD, 2001) e a dimerizagdo influencia o reconhecimento de
seqiiéncias de DNA alvo (MIYAMOTO er al., 2001)

Muitos dos genes de receptores nucleares sao homologos em rato, galinha,
camundongos, humanos, invertebrados de modo geral e outros organismos com
grande conservagdo de seqiiéncia de aminoacidos, principalmente nos dominios
de ligagdo ao DNA (DBD) e dominio de ligagao ao ligante (LBD) . Mais de 300
seqiiéncias diferentes ja foram obtidas da familia de genes dos receptores
nucleares em uma variedade de organismos (KOSTROUCH er al., 1995;
KOSTROUCH et al., 1998)

Em virtude da conservagao evolutiva dos genes dos receptores nucleares, a
utilizagdo de iniciadores degenerados para Rea¢do em Cadeia da Polimerase
(PCR), complementares as seqiiéncias de DNA que codificam seqiiéncias de
aminoacidos altamente conservadas, sdo capazes de amplificar seletivamente
membros dentro de uma familia multigénica.

A utilizagdo de iniciadores degenerados foi demonstrada em diversos
trabalhos, como por exemplo de Kostrouch e colaboradores, com o verme
Caenorhabditis elegans , em 1995 e com a agua-viva 1ripedalia cystophora, em
1998, ao identificarem receptores nucleares. Para isto utilizaram iniciadores que
hibridizao na por¢do distal do dominio de ligagdo com o DNA (DBD), o qual € a
regido mais conservada da familia de receptores nucleares (KOSTROUCH et

al., 1995; KOSTROUCH et al., 1998).



1.3. Proteina G

As proteinas G sao componentes dos sistemas de transdu¢do de sinal dos
eucariotos € estdo envolvidas em processos celulares criticos para viabilidade
dos organismos devido a sua participagdo em complexas vias de sinalizagao
(TURNER e BORKOVICH, 1993; RIOS et al., 2001). Estas proteinas passam a
informacdo a partir de um receptor ativado na membrana para efetores
intracelulares. Diferentes tipos de receptores transmembranares, como receptores
de hormonios, de neurotransmissores e receptores sensoriais, estdo acoplados via
proteinas G a uma grande variedade de efetores que incluem a adenilil ciclase,
fosfolipases, fosfodiesterases e canais de sédio e potassio. (STRATHMANN et
al. , 1989; DESSAUER, et al., 1998; LICHTARGE et al., 1996; SUNAHARA et
al., 1997).

As proteinas G sdo sinalizadores indispensaveis para uma serie de reagdes
metabolicas e sao heterodimeros compostos por subunidades o, B e y, formando
“uma das mais importantes nanomaquinas” da natureza (CLAPHAM, 1996).

O mecanismo de acoplamento do receptor de sinal com o efetor inicia-se
quando um ligante especifico ligado a um receptor de membrana induz uma
mudanga conformacional no receptor. Estes se ligariam, entdo como dimeros ou
oligomeros a proteina G (MORRIS ¢ MALBON, 1999; RIOS er al., 2001). A
alteracdo estrutural no dominio intracelular do receptor permite sua interagdo

com a proteina G. O receptor induz a troca de GDP por GTP na subunidade o da

proteina G (Ga). Este evento provoca o desacoplamento da subunidade a das

19



subunidades By (GPy) e o desligamento do receptor. A subunidade Ga ligada a
GTP e as subunidades GBy ligam-se ao efetor. E como possui um dominio de
atividade GTPase, a subunidade Ga restabelece sua conformacéo, hidrolisando
GTP a GDP. Ao retomar sua conformagao normal, Ga se liga novamente com as

subunidades Py, podendo se associar ao receptor novamente (TAUSSIG e
GILMAN, 1995; LICHTARGE er al., 1996, DESSAUER, ef al. ,1998; MORRIS
e MALBON, 1999).

Este mecanismo funciona tanto para proteinas G estimuladoras ou Gs como
também para proteinas G inibidoras ou Gi. A ativagdo da cascata ocorre quando
uma proteina Gs estimula o efetor, que por sua vez, passa a ter sua forma
cataliticamente ativa, que ira atuar nos processos metabolicos através da
interagdo com um segundo mensageiro. A inibigdo do mecanismo ocorre quando
uma proteina Gi, ao ser ativada por um antagonista, inativa o efetor, revertendo a
cascata; ou ainda quando uma proteina Gs deixa de ser induzida por um receptor
trasmembranar (CLAPHAM, 1996; TESMER et al.,1997; SUNAHARA et al.,
1997).

Muitos grupos tentam identificar as caracteristicas funcionais dessas
proteinas, bem como os genes envolvidos., seus receptores e efetores (TURNER
e BORKOVICH, 1993; LICHTARGE et al., 1996). Entretanto a estrutura
tridimensional do heterodimero Goafy, s6 foi desvendada quando dois grupos

independentes, Sigle e Hamm da Universidade de Yale e Sprang ¢ Gilman da
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Universidade do Texas, em 1997, resolveram a estrutura cristalizada da proteina
(MORRIS e MALBON, 2000).

Além de trabalhos envolvendo o sequenciamento de subunidades da
proteina G, varios estudos demonstram que certas toxinas e drogas podem afetar
a atividade da proteina. Modificagdes covalentes catalisadas pela toxina pertussis
parecem danificar a interagdo entre a subunidade ai e seu receptor, causando uma
interrupgao na sinalizagdo (TURNER e BORKOVICH, 1993).

Sassi e colaboradores (SASSI ef al., 1998) demonstraram, ao estudarem os
efeitos do hormoénio adenocortrofina (ACTH) no molusco Mytilus
galloprovincialis, que a utilizagdo de um inibidor que desacopla a proteina G do
receptor de superficie celular inibe o efeito do ACTH. Este hormonio é
responsavel pela resposta imune e neuroendocrina em vertebrados e
invertebrados. O ACTH atua ligando-se a um receptor especifico na membrana
que ativa a proteina G. Esta por sua vez, ativa a adenilil ciclase aumentando a
produgao do AMP ciclico e subseqiientemente ativando a proteina kinase (PKA),
possibilitando a transmissao de sinal para o nicleo. Quando esta via ¢ quebrada
pela inibigdo da proteina G, o efeito do ACTH ¢ completamente bloqueado
(SASSl et al., 1998).

A relaxina que ¢ um hormonio que atua no sistema reprodutor, contra¢do
muscular, nivel de AMP ciclico, canais de calcio entre outros, quando inibida
afeta a ativacgdo da adenilil ciclase de uma maneira dose-dependente no molusco

bivalve Anadonta cygnea. Quando impedida de ligar ao receptor, ndo ocorre a



ativagdo da proteina Gs que por sua vez nao ativa a adenilil ciclase, inibindo a
contragdo do musculo do pé do molusco (KUZNETSOVA et al., 1999).

Isto demonstra que a atividade da proteina G pode ser inibida quando um
analogo do ligante interage com o receptor de membrana, interrompendo a via de
sinalizagdo. Este efeito, eventualmente, poderia ser causado quando o organismo
¢ exposto a xenobioticos que agiriam como analogos do ligante. A alteragdo na
expressdao dos receptores acoplados a proteina G, pode afetar a sinergia entre
receptor e ligante e assim, a eficacia e poténcia de um determinado mecanismo
de sinalizagao (RIOS ef al., 2001)

Além disso os xenobiodticos, como metais pesados, podem estar afetando de
alguma forma a estabilidade da membrana, e consequentemente, afetando a
fungao da proteina G (BOLOGNESI e al., 1999).

Neste trabalho buscamos identificar genes de proteinas G, amplificando,
através da técnica de PCR, a seqiiéncia correspondente ao dominio de ligagdo de
GTP da subunidade a. Nesta subunidade, os aminoacidos que permitem a ligagdao
da subunidade Ga com nucleotideos de guanina encontram-se em Varios
dominios. Estes dominios possuem uma seqiiéncia de aminoacidos altamente
conservada dentre todas as proteinas G conhecidas, desde leveduras até
mamiferos. Para identificar a subunidade o da proteina G em Perna perna foram

utilizados iniciadores degenerados contra esta regido conservada.



1.4. Metalotioneina

Metalotioneinas (MTs) sdo proteinas caracterizadas pelo grande numero de
residuos de cisteinas, baixo peso molecular e por sua expressao ser induzida por
metais. Sdo responsaveis pelos processos basicos de homeostase e detoxificagao
de metais pesados como zinco, cobre e cadmio (ENGELKEN e
HILDEBRANDT, 1999; VIARENGO et al., 1999; KHOO e PATEL, 1999). Os
metais estdo presentes na célula, mas seus niveis podem ser aumentados devido a
mudangas nutricionais ou ambientais.

Além de metais, muitos fatores induzem a sintese de MTs, como estresse
fisico e fisiologico (HERNANDEZ et al., 2000) e respondem a fatores de
crescimento, horménios e diferentes tipos de substancias quimicas. Grandes
variagdes na temperatura, na concentragdo de oxigénio e na salinidade do meio,
também podem ocasionar um aumento na expressao de MTs (ENGELKEN e
HILDEBRANDT, 1999; VIARENGO et al., 1999).

As MTs possuem a seqiiéncia de aminoacidos evolutivamente conservada e
tém sido identificadas em diversos organismos desde mamiferos
(REMONDELLI et al., 1999) a moluscos, como Corbicula fluminea
(BAUDRIMONT et al., 1999), Mytilus galloprovincialis (VIARENGO ef al.,
1999) e Dreissena polymorpha (ENGELKEN e HILDEBRANDT, 1999).

Ja foram descritas as seqiiéncias destas proteinas em varias espécies de
mamiferos, anfibios, invertebrados e plantas. Recentemente, foi determinada a
seqiiéncia genomica de dois genes que codificam metalotioneinas em Perna

viridis (KHOO e PATEL, 1999).



Os genes que codificam as metalotioneinas apresentam em sua regiao
regulatdria seqiiéncias MRE ( Elementos de Resposta a Metais), assim como
seqiiéncias correspondentes a receptores de glucocorticoides (KHOO e PATEL,
1999), onde ligam-se receptores que ativam a transcrigao do gene (VIARENGO
et al., 1999; HERNANDEZ e¢f al., 2000) (Figura 2). A regulagdo transcricional
das metalotioneinas por metais pesados envolve principalmente regides MRE,
caracterizadas por dominios altamente conservados e localizados nos primeiros

200 pb anteriores ao sitio iniciador da transcrigdo (REMONDELLI ef al., 1999).

GRE

Figura 2. Esquema do gene que codifica a metalotioneina. Regido

regulatoria (amarelo), regido estrutural (lilas), Fator de transcrigdo (MTF).

Sabe-se que os metais podem funcionar como sinais de transdugdo, sendo
o zinco o mais utilizado pelos organismos. Existem diversas enzimas que
requerem zinco para o seu funcionamento, incluindo a RNA polimerase. O zinco,

particularmente, é componente integral de proteinas que regulam a atividade da
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RNA polimerase em eucariontes. Esses fatores sdo conhecidos com dedos de
zinco e sdo responsaveis pela transcrigdo de genes utilizando ions de zinco como
componentes estruturais de subdominios de proteinas que ligam-se em
sequiéncias regulatorias do DNA (REMONDELLI er al., 1999).

Acredita-se que um fator de transcrigdo conhecido como MTF-1 (MRE-
binding transcription factor) possua “dedos de zinco” em sua estrutura. Este fator
ligado a um ion metalico, como o zinco, ligar-se-ia as MRE, sendo o responsavel
pelo metabolismo basal das metalotioneinas. Entretanto, outros metais, como o
cadmio. poderiam ligar a estes mesmos fatores de transcrigio aumentando a
transcricao de metalotioneinas.

As metalotioneinas por estarem envolvidas em processos de detoxificagao
de metais, protecdo contra estresse oxidativo dentre outras fung¢des tém sido
proposta como ferramenta para o monitoramento de poluigdo ambiental
(VIARENGO et al., 1999; REMONDELLI er al., 1999). Por este motivo ¢
importante que estes genes que codificam para MTs sejam identificados,
particularmente em organismos considerados como bons bioindicadores.

Neste trabalho foram utilizados iniciadores degenerados obtidos a partir
das sequiéncias de Mytilus edulis (KHOO e PATEL, 1999) para a amplificagao de
uma regido conservada do gene da metalotioneina, possivelmente existente no

mexilhao Perna perna.



1.5. Modelo de Estudo: o mexilhdo Perna perna

Moluscos marinhos sdo comumente utilizados como organismos sentinelas
para a deteccdo de poluicdo ambiental em Aaguas costeiras devido a sua
capacidade de acumular varios contaminantes organicos e inorganicos
(NARBONNE ez al., 1999). O modelo de estudo escolhido foi o mexilhdo Perna
perna, pois este invertebrado possui caracteristicas que facilitam sua
manipulagdo e, assim como outros moluscos, ¢ um importante bioindicador de
polui¢do ou contaminagdo por xenobidticos (HAHN, 1999; NARBONNE ez al.,
19957,

O mexilhdo Perna perna tém a seguinte classificagdo sistematica: Filo
Molusca, Classe Bivalvia, Sub-Classe Lamellibranchia, Superordem Mytilida,
Ordem Mytiloida, Familia Mytilidae.

A classe Bivalvia ¢ também denominada Pelecipode (Pelecypoda — do
grego pélekys (machado) + pous, podos (pé)). O nome desta classe (pelecipodes)
advém da forma do pé, em muitas espécies sempre semelhante a uma lamina de
machado. Como sua concha ¢ formada por 2 valvas calcarias que se articulam,
sdo também denominados bivalves. Os bivalves sdo principalmente marinhos e
apenas alguns géneros vivem em agua doce.

Todos os representantes dessa classe efetuam trocas gasosas através de
branquias internas lamelares, de onde provém o nome lamelibranquios. A agua
que penetra em seu corpo traz particulas de alimento e oxigénio para as trocas
gasosas; além de banhar a cavidade do manto, onde estdo situadas as branquias.

Estas sdo cobertas por cilios ¢ uma camada de muco que possibilita a aderéncia
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de particulas alimentares conduzidas a boca através do batimento ciliar. Estes
organismos apresentam ainda, um sifao inalante e um exalante para entrada e
saida da agua, respectivamente.

Alguns bivalves, como ostras e mariscos adultos, vivem presos a um
substrato. Monoicos ou dioicos, geralmente tém fecunda¢do externa e
desenvolvimento indireto.

A classe Bivalvia, a qual o mexilhdo Perna perna pertence, engloba
invertebrados sedentarios e filtradores, sendo tolerantes a uma grande variedade
de contaminantes ambientais, abundam ao longo do ano, além de fornecerem
grandes quantidades de material biologico e apresentarem facil manejo (BAYNE,
1989).

Os mexilhdes sdao popularmente conhecidos como “mariscos” em Santa
Catarina. Sao organismos encontrados na costa litoranea da América do Sul, nas
regides do Caribe e costa africana, banhadas pelo Oceano Atlantico. No Brasil,
formam densos bancos naturais entre os Estados do Espirito Santo e Santa
Catarina. A espécie de mexilhdo Perna perna cultivada em Santa Catarina é
encontrada de forma abundante nos costdes litoraneos dos municipios, desde
Laguna a Itapoa. Nao possui restrigdes quanto ao clima e demonstra as maiores
taxas de crescimento nos meses de primavera e verdo. Seu desenvolvimento
ocorre em areas com salinidade superior a 25% e tolera valores até 15%, com
reducao de crescimento (EPAGRI, 2000).

Iniciada em Santa Catarina nos anos 80, a mitilicultura, ou seja, o cultivo

dos mexilhdes, tem grande valor socio-econdomico para as comunidades
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pesqueiras do litoral centro norte do Estado. Além de proporcionar uma renda
adicional aos pescadores, a mitilicultura, dentro da maricultura,  vem
contribuindo para a geracdo de mao-de-obra e fixagdo das populagoes
tradicionais, principalmente os jovens, nas suas areas de origem. O cultivo do
mexilhdo tornou-se uma importante fonte de renda para diversas comunidades, o
que torna o mexilhdo economicamente importante (EPAGRI, 2000).

Em 1990, a produg¢do de mexilhdes P’erna perna em Santa Catarina foi de
189.929 Kg, tendo aumentado consideravelmente em 1997 para 6.397.250 Kg. A
partir da evolugdo experimentada pela mitilicultura nos altimos anos, o crescente
interesse dos produtores e o despertar de grupos empresariais para a atividade,
estima-se que a produgdo catarinense possa atingir 10 mil toneladas nos
proximos dois anos. Com a extensdo dos cultivos para areas de maior
profundidade, via cultivos de meia agua, projetam-se volumes aproximados a 50
mil toneladas para os proximos anos (COSTA et al., 1998; EPAGRI, 2000).

Outra razdo para escolha do Perna perna como modelo ¢ devido a
facilidade na obtengdo estes espécimes assim como dados sobre cultivo, e
exposi¢do a xenobioticos, uma vez que na Universidade Federal de Santa
Catarina varios grupos de pesquisa se dedicam ao estudo desta espécie. Dentre
estes grupos destacam-se: os trabalhos realizados pelo Dr. Jaime F. Ferreira e da
Dra. Ayme R. M. Magalhaes, do Laboratorio de Cultivo de Moluscos Marinhos
(FREITAS et al., 1996; AQUINI et al., 1996, MAGALHAES et al., 1996), o
grupo de trabalho coordenado pela Dra. Maria Risoleta F. Marques e Dr. Afonso

C. D. Bainy no Laboratério de Biomarcadores de Contaminagdo Aquatica e
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Imunoquimica (BAINY er al., 2000; BAINY e MARQUES, 2001; MULLER et
al., 2000) e também os trabalhos realizados pelo grupo coordenado pela Dra.
Margherita A. A. M. Barracco , do Laboratério de Biologia Celular ( SILVA et
al., 2002; BARRACCO et al.; 1999).

Apesar da facilidade em se trabalhar com mexilhdes e sua grande
importancia economica, ndo existe até o momento nenhum artigo publicado em
revista indexada sobre expressdo génica, propriamente dita, no mexilhdo Perna
perna. Desta forma, ¢ importante que se busque ampliar os dados sobre o
genoma desta espécie, para que possam ser sugeridos modelos para avaliagdo dos

efeitos decorrentes da exposi¢do a xenobidticos.



2.0BJETIVOS

O objetivo deste trabalho ¢ identificar, através de clonagem e
sequenciamento, genes envolvidos na resposta ao estresse no mexilhdo Perna
perna. Isto permitirda ndo somente fornecer dados sobre o genoma desta espécie
de mexilhdo, mas também entender, do ponto de vista molecular o mecanismo de
indugdo da resposta ao estresse. Além disso, estes dados poderdo fornecer um
modelo da interagdo DNA-proteina, na regido regulatoria de genes de resposta ao
estresse. Os genes alvo escolhidos sdo: receptores nucleares, metalotioneinas e

proteinas G.



3. MATERIAIS E METODOS

F Coleta e preparacio das amostras (Perna perna)

l

Extracao DNA genomico
(Wizard Genomic DNA
Purification, Promega)

Extracdo de RNA total
(TRIzol, GibcoBRL.)

I

[

Amplificacio de genes envolvidos na resposta ao estresse ambiental

Purificacdo de fragmentos obtidos por PCR

Clonagem

Transformacio

Extracio do DNA plasmidial

Confirmacio dos fragmentos clonados

Sequenciamento e Analise das seqiiéncias

Figura 3. Esquema geral da metodologia utilizada neste trabalho




3.1. PREPARACAO DO MATERIAL BIOLOGICO

Preparacio de bactérias competentes

Esta técnica de preparagdo de bactérias competentes foi baseada no protocolo
descrito por Ausubel (AUSUBEL er al., 1995). Foram utilizadas as bactérias
I'scherichia coli XL1Blue e DHS5a, fornecidas pela professora Sueli Lopes Gomes
do Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Foram inoculados 4 ml de uma cultura de bactéria pré-crescidas, em meio LB
liquido (10 g Peptona, 5 g Extrato de Levedura, 5 g de NaCl em 1 litro agua, pH 7.5)
A cultura foi incubada a 37 °C , sob agitagdo por 18 horas. Pequenas aliquotas da
cultura foram retiradas para a determinagdo da densidade Optica a 590nm em
espectrofotometro. Este procedimento foi realizado até a densidade alcangar o valor
de 0.4 ( DOsoy = 0.4). A cultura foi entdo aliquotada em tubos de polipropileno e
mantida no gelo por 10 minutos. Apos este tempo, os tubos foram centrifugados por
7 minutos a 1600 x g a temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi desprezado por
inversdo e os precipitados ressuspendidos em 10 ml de solugao de CaCl, gelado (60
mM CaCl,, 15% Glicerol, PIPES 10 mM, pH 7,0). Os tubos foram centrifugados por
5 minutos a 1600 x g a 4 °C. Em seguida o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado ressuspendido em 10 ml de solugdo CaCl, mantido no gelo por 30
minutos; e novamente centrifugado por 5 minutos a 1600 x g a 4 °C. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido em 1,5 ml de solugédo
CaCl, . A amostra foi dividida em aliquotas de 150 ul por tubo e imediatamente

colocada no freezer — 80 °C.



Coleta e preparacio das amostras de mexilhdo

A coleta de mexilhoes Perna perna (Figura 4) foi realizada em cultivos nas
praias de Ribeirdo da Ilha, Sambaqui e no costdo da praia da Joaquina. Os mexilhdes
coletados foram colocados em vasilhames de plastico e transportados para o
laboratorio. No laboratorio os mexilhoes foram dissecados e suas branquias, tubo
digestivo e manto foram removidos, com o auxilio de pingas e tesoura. O tecido foi
pesado e separado, sendo colocado no gelo. Algumas amostras de tecido foram
congeladas a — 80 °C, enquanto outras foram utilizadas imediatamente para a

extragdo de DNA genomico ou de RNA total.

Figura 4. A) Mexilhdo Perna perna macho, com a
concha aberta. B) Perna perna fémea, coloragdo
alaranjada tipica. C) Diferentes formatos de conchas de
P.perna FONTE: Laboratdrio de cultivo de mexilhdes-
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3.2. EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

Extracio do DNA gendmico

A extragdo de DNA gendmico de Perna perna foi realizada utilizando-se o
sistema Wizard Genomic DNA Purification, Promega Corporation. Este sistema foi
utilizado para extragdo de DNA gendmico de brinquia, manto ou tubo digestivo foi
utilizado o mesmo procedimento para os diferentes tecidos e foi seguido o protocolo
descrito pelo fabricante.

Apds a extragdo, o DNA foi entdo ressuspendido em uma solugdo de
hidrata¢do contendo TE (Tris 10 mM, EDTA I1mM). As amostras foram
armazenadas a 8 °C. As amostras foram analisadas em gel de agarose 0,8% e

também quantificadas por espectrofotometria, através da absorbéancia 260 e 280 nm.

Extracdo de RNA total

A extragdo de RNA foi realizada de acordo com o protocolo para o reagente
TRIzol, Gibco BRL, Life Technologies. Além das branquias, foram retirados dos
animais o pé, manto e sifio os quais foram pesados, transferidos para microtubos e
lavados com PBS 1x gelado (Phosphate Buffered Saline tablets, Sigma — 1 tablete
em 100 ml de agua; concentragdo final: 100 mM tampdo fosfato; 27 mM KCI; 137
mM NaCl). Os microtubos foram entdo centrifugados a 2000 x g por 2 minutos,
sendo a lavagem e centrifugagdo repetida mais uma vez. Ao tecido foi entdo

adicionado 300ul TRIzol e 10ul glicogénio (ZOOug), sendo homogeneizado com o
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auxilio de um macerador. Adicionou-se mais 700 ul de TRIzol, sendo o material
entdo centrifugado a 12000 x g por 10 minutos (4 °C). O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e incubado no gelo por 5 minutos. A estes tubos foram
adicionados 200 pl de cloroformio e, em seguida, os mesmos foram agitados
vigorosamente por 15 segundos e incubados no gelo por 3 minutos. Os tubos foram
centrifugados a 10000 x g por 15 minutos (4 °C) e a fase aquosa foi transferida para
outros tubos novos. A fase aquosa foram adicionados 500l alcool isopropilico e
apos a incubag@o por 10 minutos no gelo, o material foi submetido a centrifugagdo a
12000 x g por 10 minutos (4°C). O sobrenadante foi descartado e os precipitados
obtidos foram lavados com 1ml etanol 75%, agitados e centrifugados a 7500 x g por
5 minutos. Os sobrenadantes foram novamente descartados, os precipitados secos a
temperatura ambiente foram, em seguida, ressuspendidos em 200ul de agua tratada
com Dietil pirocarbonato (DEPC), que ¢ um inibidor de RNAses , sendo guardados
a —80 °C. As amostras foram analisadas em gel de agarose 1% preparado como

descrito a seguir.

3.3. ELETROFORESE PARA ANALISE DE ACIDOS NUCLEICOS

Analise de DNA
Para as eletroforeses de DNA, foram preparados géis de agarose de diferentes

concentragdes, dependendo do tipo de amostra a ser analisada (DNA gendomico,
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produto de PCR, DNA digerido), utilizando agarose NA (Amershan Pharmacia) ou
Agarose Ultrapure (Promega), brometo de etidio (solugdo 10 mg/ml, concentragido
fmal no gel 5 pug). A cada amostra de DNA, foi adicionado tampio de amostra,
concentragio final 2x (solugdo 10x, Tris 10mM; glicerol 50%; azul de bromofenol
0,01%), para aplicagdo no gel. Como marcador de peso molecular, foi utilizado um
dos seguintes marcadores: 1 kb DNA Ladder Plus (Gibco BRL), 100 bp Ladder
(Gibco BRL), Molecular Weigth Marker III (Boheringer Mainnheim). As
eletroforeses foram realizadas a 100V, numa cuba horizontal (Mini Gel
Electrophoresis System — Mupid2, Cosmo Bio Co ou na cuba Life Technologies
11x 14 cm) , em tampdo de corrida TBE 0,5x (TBE 10x, 108 g Tris; 55 g acido
bérico; 40 ml EDTA 0,5 M, pH 8 em 1 L de agua destilada). Os géis foram

visualizados em transiluminador UV (AUSUBEL et al., 1995).

Analise de RNA

Para analise das amostras de RNA foi utilizado o mesmo método acima, no
entanto todas as solugdes foram tratadas com DEPC. Foi adicionado DEPC a agua
destilada utilizada para as solugdes e diluigdo do tampdo até a concentragéo final de
DEPC de 0,01% (AUSUBEL et al., 1995; SAMBROOK et al., 1989). Em seguida, a
4gua tratada foi colocada em estufa a 37 °C durante 18 horas e depois autoclavada.

A cuba de eletroforese € os pentes foram tratados com peroxido de hidrogénio
3% por 20 minutos e em seguida lavados com agua destilada tratada com DEPC. O

tampdo da amostra utilizado foi o mesmo para DNA, exceto que ao mesmo, foi
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adicionado DEPC na concentragdo final de 0,01% (AUSUBEL er al., 1995,

SAMBROOK et al., 1989).

3.4. AMPLIFICACAO DE GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA AO

ESTRESSE AMBIENTAL

3.4.1. AMPLIFICACAO DE GENES DE RECEPTORES NUCLEARES

A PARTIR DE DNA GENOMICO

Para amplificagdo dos receptores nucleares foram utilizados os seguintes

iniciadores degenerados (KOSTROUCH et al., 1995):

H 1 iniciador 5’
Sequéncia de nucleotideos: 5' TGY GAR GGY TGY AARRG 3’
Sequéncia de aminoacidos: CE G CK GR/S

H 2 iniciador 5’
Sequéncia de nucleotideos: 5’ TGY GAR GGY TGY AARRYT TCT T 3’
Sequéncia de aminoacidos: CEG CK A/T/VV S

H 3 iniciador 3’
Sequéncia de nucleotideos: 5' CAT ICC IAC I VAD RCA 3’

Sequéncia de aminoacidos: CLIMILFV GM

H 4 iniciador 3’
Sequéncia de nucleotideos: 5’ RCA YTT TCT BWR GCGRCA GKM YYS RCA 3’
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Sequéncia de aminoacidos: C QR/'W A/D/S/Y C R R/P/IC/W/SR K C

H 5 iniciador 3’
Sequéncia de nucleotideos: 5' RCA YTT TCT BWR YCT RCA GKM YYS RCA 3’
Sequéncia de aminoacidos: C QR/W A/D/IS/IY CR R/P/IC/W/S R K C

H 6 iniciador 3’
Sequéncia de nucleotidéos: 5"RCAYTT YTK GAR GCG RCAKWR YYGRCA 3’
Sequéncia de aminoacidos: C QR R/P/IC/S CR L/F K/N/E/D KC

H 7 iniciador 3’
Sequéncia de nucleotideos: 5 RCA YTT YTK GAR YCT RCAKWS YGG RCA

Sequéncia de aminoacidos: C P R/STICCRFLKQKZC

Figura 5. Sequéncias dos oligonucleotideos usados como iniciadores para
amplificagdo do Dominio de Ligagdo ao DNA (DBD) de receptores nucleares. Nas
sequéncias de nucleotideos R representa A ou G, Y representa C ou T; K representa
G ou T; S representa C ou G; M representa A ou C; W representa A ou T; D
representa A ou G ou T; V representa A ou C ou G; B representa G ou Cou T.e I

representa inosina (KOSTROUCH et al.,1995).
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Figura 6. Representagdo esquematica da regido homdloga aos
oligonucleotideos usados como iniciadores para amplificagio do Dominio de

Ligagdo ao DNA (DBD) de receptores nucleares (KOSTROUCH et al.,1995).
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A reagdio de amplificagdo continha: 4 pg da amostra de DNA gen6mico de
Perna perna, 3mM MgCl,, 1 unidade Taq DNA Polimerase (Gibco BRL), 1X
Tampdo de reagdio da enzima Taq DNA Polimerase ( PCR Buffer 10X: 200mM
Tris-HCl pH 8,4, 500 mM KCl1 ), 0,2 mM de cada ANTP, e 0,4 uM do iniciador 5’
( H2 ou H1) e de um dos iniciadores 3’ (H3, H4, H5, H6 ou H7), sendo o volume
final da reagdo de 25 pl. A reagdo foi realizada no termociclador Modelo PTC 150
Mini Cycler, MJ Research.

O programa utilizado foi modificado de Kostrouch e colaboradores
(KOSTROUCH et al.,1995): Programa RALL.

1) 40 segundos a 94 °C

2) 30 segundos a 65 °C

3) 1 minuto a72°C

4) ir para passo 1, repetindo 3 vezes
5) 40 segundos a 94 °C

6) 30 segundos a 60 °C

7) 1 minuto 72 °C

8) ir bara passo 5, repetindo 15 vezes
9) 40 segundos a 94 °C

10)30 segundos a 55 °C

11)1 minuto a 72 °C

12)ir para passo 9, repetindo 20 vezes

13)10 minutos a 72 °C
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14)4 °C por tempo indeterminado
15)fim
O Programa EDG?2 também foi utilizado para amplificacdo de receptores nucleares:
1) 5 minutos a 95 °C
2) 30 segundos a 93°C
3) 30 segundos a 65°C diminuindo 0,5°C por ciclo
4) 1 minuto a 72 °C
5) ir para passo 2, repetindo 39 vezes
6) 30 segundos a 95 °C
7) 30 segundos a 45 °C
8) 1 minuto a 72 °C
9) ir para passo 6, repetindo 19 vezes
10) 10 minutos a 72 °C
11) 4 °C por tempo indeterminado
12) fim
O controle utilizado foi o DNA do plasmidio pDBD 86-174 que contém o
dominio de ligagdo ao DNA do receptor nuclear Rev-erb B. O tamanho de fragmento
obtido apés a amplificagdo com iniciadores degenerados € de 130 pb (TERENZI et
al., 1998).
Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1,5% em tampédo
TBE 0,5X e corados com brometo de etidio. Os produtos de PCR amplificados

foram armazenados a — 20 °C.
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3.4.2. AMPLIFICACAO DE GENES DE RECEPTORES NUCLEARES

A PARTIR DO RNA

Transcricio Reversa

Para transcri¢do reversa foi utilizado o sistema Thermoscript RT-PCR System,
GibcoBRL de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. As amostras
de RNA total extraido de diversas tecidos do mexilhdo Perna perna foram
quantificadas e 1 pg foi utilizada para a transcrigéo reversa. Os iniciadores utilizados
para sintese de cDNA foram: iniciador H7 (20 pmol) ou de Oligo dT (50 pmol). Foi
utilizado o programa RT-PCR: 50 °C por 1 hora; 85 °C 5 minutos; 37 °C 25 minutos,
sendo que nos 5 minutos iniciais o programa foi interrompido para a adigdo de 1 pl
de Rnase H (2 U/ul). Foi dada continuidade ao programa até completar os 20

minutos restantes. O ¢cDNA resultante foi armazenado —80 °C.

Amplificacdo do cDNA

Para amplificagdo dos receptores nucleares foram utilizados iniciadores
degenerados H2 ¢ H7 (KOSTROUCH et al., 1995). Foi utilizado 1 pul da reagdo do
cDNA e foram empregadas as mesmas condi¢gdes descritas anteriormente para
amplificagdo do receptor nuclear a partir do DNA gendmico. O programa utilizado
foi o EDG2. Como controle da amplificagdo foi utilizado o DNA genOmico. As

amostras foram analisadas em gel de agarose 1,5%. -
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3.4.3. AMPLIFICACAO DAS EXTREMIDADES 5> E 3’ DO ¢DNA

(RACE) DO GENE DO RECEPTOR NUCLEAR

RACE

Para a realizagdo da técnica de RACE (Rapid Amplification of 5 and 3’ cDNA
ends) foi utilizado o sistema GeneRace, versio D, Invitrogem, de acordo com o
protocolo do fabricante. Este sistema possibilita a obtengdo de seqiiéncias completas
das extremidades 5’ ¢ 3’ de um gene a partir do cDNA. A técnica ¢ baseada na
ligagdo seletiva de um oligonucleotideo de RNA a extremidade 5° do RNAm,
utilizando uma ligase. Uma vez estando ligado a um oligo de seqii€éncia conhecida
na extremidade 5°, o RNA € transcrito utilizando-se um iniciador Oligo dT com
uma ‘cauda’ de seqiiéncia conhecida para criar um sitio de ligagdo para um iniciador
conhecido durante a amplificagdo do cDNA na extremidade 3°. Assim o cDNA pode

ser amplificado por PCR utilizando iniciadores para as extremidades 5° e 3° do gene.

PCR-RACE

Para a realizagdo do PCR a partir do cDNA obtido com o sistema GeneRACE
foram construidos dois iniciadores para amplificagdo do receptor nuclear, baseados
na seqii€éncia obtida com os iniciadores H2 ¢ H7 do fragmento de 1 Kb, clone
pNRIPP. Estes iniciadores foram construidos com o objeto de amplificar

especificamente 0 cDNA correspondente ao fragmento de 1 Kb.
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Os iniciadores utilizados foram:

RACE-H2 (5’ TGY GAG GGC TGY AAAAYT TCT TCA 37)

RACE-H7 (5’ TCT CCG TCG TTT GTC TAC TGG GCA GTT3?)

Foram utilizadas as seguintes combinagGes de iniciadores : RACE 5°/ RACE
H7; RACE H2/ RACE 3’; RACE 5°/ RACE 3’; RACE H2/ RACE H7; H2/ RACE
3’; RACE 5°/ H7 e H2/ H7.

Foi utilizado 1 pl cDNA, 2 mM MgCl, 2,5 unidades Taq DNA Polimerase
(Gibco BRL), 1x Tampdo de reagdo da enzima Taq DNA Polimerase ( PCR Buffer
10X: 200mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM KC1), 0,2 mM de cada dNTP e 0,2 uM do
iniciador iniciador 5’ e 0,2 uM de um dos iniciadores iniciador 3’ , para o volume
final da reagdo de 50 pl. Os tubos foram entdo colocados no termociclador Modelo
PTC 150 Mini Cycles, MJ Research. O programa utilizado foi:

Programa GeneRACE

1) 94 °C, 5 minutos

2) 94 °C, 30 segundos

3) 75 °C, 1 minutos

4) 72 °C, 3 minutos

5) ir para passo 2, repetindo 5 vezes
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6) 94 °C, 30 segundos

7) 75 °C 1 minuto, diminuindo 0,5 °C por ciclo
8) 72 °C 3 minutos

9) ir para passo 6, repetindo 30 vezes

10) 72 °C, 10 minutos

11) 4 °C por tempo indetrminado

12) fim

As amostras foram analisadas em gel de agarose 1,5%.

PCR-RACE Nested

Para identificar a presenga de produtos reais (e ndo artefatos) obtidos na reagéo
de PCR, foi realizado o nested PCR. Foram utilizados iniciadores fornecidos no
sistema GeneRACE que amplificam mais internamente o Oligo RNA na
extremidade 5’ ¢ 0 Oligo dT na extremidade 3.

Foram utilizados 2 pl da reagdo de PCR anterior ¢ a devida combinagdo de
iniciadores “sense” e “antisense”. Onde antes foi utilizado o iniciador RACE 5°,
utilizamos iniciador RACE 5’ Nested, e quando o iniciador RACE 3’ utilizamos
iniciador RACE 3° Nested. As concentrages de iniciadores e as condigdes de
reagdo foram idénticas aquelas utilizadas para PCR. O programa utilizado foi:
Programa Nested

1) 94 °C, 2 minutos

2) 94 °C, 30 segundos
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3) 70 °C, 30 segundos

4) 72 °C, 3 minutos

5) ir para passo 2, repetindo 25 vezes
6) 72 °C, 10 minutos

7) 4 °C por tempo indeterminado

8) fim

As amostras foram analisadas em gel de agarose 1,5%.

3.4.4. AMPLIFICACAO DE GENES DE PROTEINA G

Para a analise da proteina G os testes foram iniciados com a obtengdo do
c¢DNA, conforme descrito por Strathmann e colaboradores (STRATHMANN et al.,

1989). Os iniciadores utilizados para Proteina G foram:

OMP 41 iniciador 5’
Seqiiéncia de nucleotideos 5° G TCT AGA GAY GTN GGN GGN CAR MG 3’
Sequiéncia de aminoacidos DVGGQR

OMP 19 iniciador 5’
Sequéncia de nucleotideos 5° C GGA TCC AAR TGG ATH CAY TGY TT 3’
Seqiiéncia de aminoacidos KWIHCF

OMP 20 iniciador 3’
Seqiiéncia de nucleotideos 5’ G GAA TTC MTC YTT YTIT RTT NAG RAA 3’
Seqiiéncia de aminoacidos F L. N K K D
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OMP 21 “ antisense”
Seqiiéncia de nucleotideos 5° G GAA TTC RTC YTT YTT RTT YAARAA 3’

Seqiiéncia de aminoacidos F L N K K D

Figura 7. Seqiiéncias dos oligonucleotideos usados como iniciadores para
amplificagdo do gene correspondente a subunidade o da Proteina G que interage
com o nucleotideo Guanina. Nas seqiiéncias de nucleotideos, R representa A ou G,
Y representa C ou T; M representa A ou C; N representa A ou G ou T ou C; H
representa A ou C ou T (STRATHMANN et al.,, 1989 ). As seqiiéncias de
nucleotideos sublinhadas contem um sitio para uma endonuclease de restri¢do, nos
iniciadores OMP 41 ¢ OMP19 para Bam HI e nos iniciadores OMP 20 e OMP21

para Eco RI.

OME“,

oM?lQ

Toi  VGGRSERNEACHEGVECTIFCANL SAYDAVLVED B MRESLELANSTCHHKEFARTS VER KD mz}

Figura 8. Seqiiéncia prevista de aminoacidos de oito subunidades o da Proteina
G. As setas abaixo da seqiiéncia de aminoacidos dos iniciadores indicam a dire¢do
da polimerizagdo. As seqiiéncias comparadas sdo derivadas de cDNA de cérebro €

espematide de camundongos (STRATHMANN et al., 1989).

47



Transcri¢cio reversa

O cDNA foi preparado a partir de RNAtotal extraido com TRIZol, utilizando o
sistema Thermoscript RT-PCR System (Gibco). Os tecidos utilizados foram de
manto e branquia. Para a sintese da fita de cDNA foram utilizados 25 pmol/reag¢do
dos iniciadores “antisense” OMP20 e OMP21, separadamente.

Foram preparadas amostras de manto com os iniciadores OMP20 e OMP21 ¢
de branquia também com os mesmos iniciadores, resultando em quatro reagdes. A
reagdo de transcricdo foi realizada como descrito anteriormente para O receptor

nuclear.

PCR de ¢cDNA da Proteina G

A reagio foi processada utilizando-se 5 pl de cada uma das amostras de cDNA
de Perna perna, 1,5 mM MgCl,, 1,5 unidade Taq DNA Polimerase (Gibco BRL),
1X Tampdo de reagdo da enzima Taq DNA Polimerase ( PCR Buffer 10X: 200mM
Tris-HC1 pH 8,4, 500 mM KCl ), 0,2 mM de cada ANTP, ¢ 1 uM do iniciador
iniciador 5° ( OMP41 ou OMP19) e de um dos iniciadores iniciador 3° (OMP21 ou
OMP20), sendo o volume final da reagdo de 25 pl. Os tubos foram entdo colocados
no termociclador Modelo PTC 150 Mini Cycles, MJ Research. O programa
utilizado para a amplificagdo foi: Programa Gui

1) 95 °C, 5 minutos

2) 94 °C, 1 minuto

3) 45 °C, 30 segundos (diminuindo 1 °C/ciclo)
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4) 72 °C, 3 minutos

5) ir para passo 2, repetindo 8 vezes
6) 94 °C, 1 minuto

7) 50 °C, 1 minuto

8) 72 °C, 3 minutos

9) ir para passo 6, repetindo 24 vezes
10)72 °C, 10 minutos

11)15°C, por tempo indeterminado
12)fim

Apos a amplificagio, as amostras foram analisadas em gel de agarose 2% e as

bandas visualizadas no transiluminador com luz UV.
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3.4.5. AMPLIFICACAO DE GENES DE METALOTIONEINA

Reacio em cadeia da polimerase (PCR)

Para a reag@o de PCR foi utilizado o DNA gendmico extraido de Perna perna
com o sistema Wizard Genomic DNA, j& descrito anteriormente neste trabalho. Os
iniciadores degenerados utilizados para amplificagdo da Metalotioneina (KHOO e

PATEL, 1999) foram:

MTCI1 iniciador 5°

Seqiiéncia de nucleotideos 5° CCN TGY AAY TGY ATH GAR AC 3°

Seqiiéncia de aminoacidos PCNCIE

MTC2 iniciador 3’

Seqiiéncia de nucleotideos 5° CANCC NSW YTC RCA YTT RCA 3°

Seqiiéncia de aminoacidos C K CE DEN/QHL G C/W

Figura 9. Seqiiéncias dos oligonucleotideos usados como iniciadores para
amplificagdo da Metalotioneina . Nas seqiiéncias de nucleotideos R representa A ou
G, Y representa C ou T; S representa C ou G; W representa A ou T; N representa G

ouCouTouAeH representa AouCouT.
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10 20 30 40 50 60 19
{ } i 1 } i !
Med 10-I PAPCNCIETNVCICDTGCSGEGCRCGDACKCSGADCECSGCRVVCKC SGRCECGKGCTGPSTCKCAPGCSCK

Med 10-I1 PARCNCIETNVCICDTGCSGEGCRCGDACKCSGADCKCSGCKVVEKC S@SCECGKGCTGRSTCKCAPGCSCK
Med 10-IIT PAPCNCIESNVCICGTGCSGEGCROGDACKCSGADCKCSGCKVVCKC SGSCACEAGCTGPSTCRCAPGCSCK
Med 10~IV PAPCNCIRTNVCICDTGCSGEGCRCGDACKCSGADCKCSGCXVVCKC SGSCACEGGCTGPSTCKCAPGCSCK
Pvi PSPCNCIETUVCICCTGCSGEGCRCADACKCSSE COCEGCKVVCKCQPGECACGKQCTGPDTCRCDSSCSCK
Med 20Ia  PGPCHCIETNVCICGTGCSGKCCRCGDACKCASG CGCSGCKVVCKC SGTCRCGCDCTGPTNCECESGCSCK
Med 201Ib Psmcmmmcsrscssxccacma CGCIGCRVVCRE SGTCRCGCDCTGPTNCKCEAGCSCK
Med 20II  PGPCNCIETNVCICGTGCSGKCCRCGDACKCASG cscsséxvvcxc SGTCACGCDCTGPTNCKCESGCSCK
Med 2011la Pcmcmmxcsmssxgcgémmms cecsmvcgc sm(:ecncmmcxcssscscx

Med 201IIb PGPCNCIBTNVCICGTGCSGKCCQCGDACKCASG CGCSGCKVVCRC SGTCACGCDCTGPTNCECDSGCSCK

MTC1 MTC2

Figura 10. Comparagéo entre sequéncias homologas de Metalotioneina nos
moluscos Mytillus edulis (Med) e Perna viridis (Pvi). As setas indicam a dire¢do de

polimerizagdo dos iniciadores (KHOO e PATEL, 1999).
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Foi utilizado o sistema Ready-To-Go PCR Beads, Amersham Pharmacia
conforme o protocolo do fabricante. Foram adicionados aos tubos 3-4 pg de DNA
gendmico de Perna perna e 25 pmol dos iniciadores (iniciador 5> MTCI1 e iniciador
3> MTC2 )e o volume de reagdo completado com agua destilada até 25 pl de volume
final.

O programa utilizado para a amplificacdo foi:

Programa DEG-1

1) 94 °C, 1 minuto

2) 37 °C, 30 segundos

3) 72 °C, 3 minutos

4) ir para passo 1, repetindo 4 vezes

5) 94 °C, 1minuto

6) 50 °C, Iminuto

7) 72 °C, 3 minutos

8) ir para passo 5, repetindo 24 vezes

9) 72 °C, 7 minutos

10)15 °C, por tempo indeterminado

1) fim

As amostras foram analisadas em gel de agarose 1,5%.
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3.5. PURIFICACAO DE FRAGMENTOS OBTIDOS POR PCR

Os produtos de PCR que apresentaram fragmentos detectaveis no gel de
agarose foram purificados para eliminagdo de dNTPs e iniciadores presentes na
solugdo. Para a purificagdo dos produtos de PCR foram utilizados diferentes

métodos.

Isolamento e purificacdo com silica a partir do gel de agarose
Foi utilizado o sistema “Concert Matrix Gel Extraction System”, Gibco BRL
para o isolamento e purificagdo dos fragmentos amplificados e seguido o protocolo

do fabricante.

Isolamento e purificacido com coluna a partir do gel de agarose
Para o isolamento e purificagdo dos fragmentos foi utilizado o sistema
“Concert Rapid Gel Extraction System”, Gibco BRL, Life Technologies e foram

seguidas as recomendagdes do fabricante.

Isolamento e purificacio com fenol a partir do gel de agarose

Para esta técnica os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 1,5%.
O fragmento amplificado foi cortado do gel de agarose, sendo a fatia de gel colocada
em um eppendorf e incubada em banho a 65° C para que derretesse por completo,

uma vez que a temperatura deve ser controlada para que a amostra ndo volte ao seu
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estado insolavel. Quando a fatia do gel de agarose derreteu-se por completo foi
adicionado tampdo TE ( 10mM Tris + ImM EDTA) pH 8,0 para diminuir a
concentra¢do da agarose até 0,4%. Em seguida, foi adicionado 1 volume de fenol e
o material foi homogeneizado por 10 minutos. Depois deste procedimento, a
amostra foi centrifugada por 10 minutos a 15000 x g a temperatura ambiente. Em
seguida, o sobrenadante foi retirado e colocado em outro tubo Eppendorf. Foi
adicionado ao tubo 1:10 acetato de potassio e 2,5 volumes etanol 95%. As amostras
foram deixadas por aproximadamente 1 hora no freezer -20° C. Depois deste tempo,
outra centrifuga¢do foi realizada por 10 minutos a 13000 x g e, em seguida, a
amostra foi ressuspendida em 30 pl de tampdo TE. As amostras foram analisadas em

gel de agarose 1 %.

Purificacio dos produtos de Nested-PCR
Foi utilizado o sistema Concert Rapid PCR Purification System, GIBCO, BRL,

Life Technologies, nas condi¢des descritas pelo fabricante.

Purificacdo por precipitacio com etanol

A amostra contendo o produto da amplificagdo foi colocada em um tubo
Eppendorf de 1,5 ml e adicionados acetato de potassio 4,5 M na proporgdo 1:2 € 2,5
volumes de etanol 100%. O tubo foi deixado a —20 °C por 1 hora e, em seguida,
centrifugado a 10000 x g por 15 minutos a 4 °C. Apds a centrifugagdo, o

sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol 70%. A amostra foi
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deixada a temperatura ambiente para secar e, em seguida, o precipitado

ressuspendido em 100 pl de agua destilada. (AUSUBEL et al., 1995)

3.6. CLONAGEM

Para a clonagem dos fragmentos obtidos nas amplificacdes de genes de
receptor nuclear, proteina G e metalotioneina foram utilizados os seguintes sistemas

de clonagem:

Ligacdo ao vetor pGEM-T

Os insertos foram preparados, antes da clonagem no Vetor pGEM-T, com a
adi¢do de dATP, nas extremidades 5° e 3°. Esta adi¢do de dATP é necessaria pois
mesmo a Taq Polimerase tendo adicionado uma unica deoxiadenosina as
extremidades 3' dos fragmentos amplificados, esta adenosina tende a ser hidrolisada
apos o produto de PCR ter sido armazenado por alguns dias. Este passo ¢ uma
maneira de garantir a ligagdo do inserto, ao vetor tipo T, pGEM-T, Promega. Apds
esta incubagdo, foi realizada novamente uma purificagdo da amostra, através da
precipitagdo com etanol (AUSUBEL et al., 1995).

Ao produto de PCR purificado foram adicionados: Tampdo de reagdo da
enzima Taq DNA Polimerase 1X (PCR Buffer 10X), Taq DNA Polimerase 5
unidades, dATP 2,5 mM, MgCl, 3mM. Estas sdo as concentra¢des finais da reagdo.

A reagio foi incubada por 2 horas a 72 °C.
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Para a ligagdo do inserto ao vetor foi utilizado o Sistema pGEM-T Vector
System I, Promega Corporation, e seguido o protocolo do fabricante. Este vetor
possui no sitio de clonagem sitios de clivagem para as enzimas Nco I e Sal I para
detecgdo do fragmento clonado.

Este vetor ¢ um plasmidio pGEM-5Zf(+) que foi clivado com Eco RV e que
em ambas extremidades 3' terminal foram adicionadas timidinas. Esta Unica
timidina no sitio de inser¢do possibilita a ligagdo do vetor com produtos de PCR,
prevenindo a recircularizacdo do plasmidio e criando uma extremidade compativel
pelo produto de PCR gerados pela Tag DNA polimerase, uma vez que uma das
propriedades da enzima Taq polimerase ¢ freqilentemente adicionar uma tnica
deoxiadenosina a extremidade 3' dos fragmentos amplificados (Promega

Corporation, USA, cat # A3600).

Ligacio ao vetor pGEM-T Easy Vector

Foi utilizado o sistema pGEM-T Easy Vector System I, Promega. Este sistema
utiliza o mesmo vetor do sistema pGEM-T descrito anteriormente para clonagem, no
entanto este vetor possul no sitio de clonagem um sitio para clivagem com a enzima

Eco RI para detecgdo do fragmento clonado.

Ligacio ao vetor pUC 18/Sma I
Foi utilizado o sistema Sure Clone Ligation, Amersham Pharmacia Biotech.

Este sistema elimina as adeninas na extremidade 3’ do produto de PCR, utilizando a
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atividade 3°-5’ do fragmento Klenow da DNA Polimerase I. O fragmento de PCR ¢
entdo fosforilado pela T4 polinucleotideo kinase e o produto resultante é extraido
com fenol/cloroférmio, sendo posteriormente purificado em uma coluna. O produto
de PCR ¢ ligado a um vetor pUC 18 cortado com Sma I e que possui extremidades

cegas.

3.7. TRANSFORMACAQ

Como controle da transformagédo foi utilizado o plasmidio pBEND3. Foram
colocados 2ul da amostra de ligagdo do vetor e inserto em um tubo com 50l de E.
coli XL.1Blue ou DH5a competente que foi mantido no gelo por 15 minutos. Em
seguida, as amostras foram colocadas em banho-maria a 42 °C por 1 minuto e
novamente colocadas no gelo. Para cada tubo foi adicionado 1 ml de meio LB e
foram incubados a 37 °C por 2 horas. Apds este tempo, os tubos foram centrifugados
por 3 minutos a 2000 x g.

Foram removidos 750 pl do sobrenadante para ser desprezado, sendo o restante
utilizado para ressuspender as células. A suspensio de células foi entdo espalhada
sobre uma placa de meio LB solido (10 g Peptona, 5 g Extrato de Levedura, 5 g de
NaCl, 15 g de Agar em 1 litro agua, pH 7,5); contendo Ampicilina 50 pg/ml, IPTG

(isopropil-B-D-tiogalactosideo) 1,5 mM, X-Gal  (5-bromo-4 cloro-3-indolil-B-D-
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galactosideo) 80ug/ml e a placa colocada em estufa a 37 °C por 18 horas

(AUSUBEL et al., 1995)

3.8. EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL

Extracido doe DNA plasmidial em pequena escala

Apos o crescimento das coldnias em placas LB/Ampicilina/IPTG/X-Gal, foram
selecionadas coldnias brancas e azuis . Com a ajuda de uma ponteira foi retirada
uma colonia e colocada em um tubo contendo 3 ml de LB e 3 ul Ampicilina (50
mg/ml). Este procedimento foi realizado para coleta de varias colonias da mesma
placa, para aumentar as chances de obteng¢do do clone desejado. O procedimento foi
realizado de acordo com Ausubel e colaboradores (AUSUBEL et a/., 1995). O DNA

plasmidial obtido da extragdo foi analisado em gel de agarose 1 %.

Extracio do DNA plasmidial em grande escala

Para alguns dos clones que apresentaram o fragmento de 1 Kb depois da
digestdo, foi realizada uma nova extragdo de DNA plasmidial a partir das amostras
congeladas a —80 °C para obtengio de mais DNA.

Os clones foram inoculados em 25ml de meio LB/Ampicilina, sendo
colocados em agitador por 18 horas a 37° C. O procedimento foi realizado de acordo
com Ausubel e colaboradores (AUSUBEL er al., 1995). As amostras foram

observadas em gel 1,0 %.



3.9. CONFIRMACAO DOS FRAGMENTOS CLONADOS

Amplificacdo por PCR dos clones

Para confirmagdo dos clones positivos, foi realizada uma reagdo de PCR de
todos os clones obtidos de receptores nucleares, proteina G e metalotioneina. Foram
utilizados 2 pl do DNA obtido da extragdo do DNA plasmidial dos clones ¢ foram
seguidas as mesmas condi¢des utilizadas para amplificagdo por PCR dos respectivos
genes clonados. As amostras foram analisadas em gel de agarose e os clones

positivos foram sequenciados.

Digestio do DNA plasmidial

Os fragmentos clonados no Vetor pGEM-T foram também confirmados por
digestdo com enzimas de restri¢do

Para os clones com vetor pGEM-T foram utilizadas duas das enzimas que
clivam o DNA plasmidial pPGEM-T nas extremidades do local de ligag@o do inserto.
As duas enzimas sdo: Sal I (3000 unidades — 12 unidades/pl) e Ncol (300 unidades ~
10 unidades/ul). Foram utilizadas para cada reagdo: 2 unidades de cada enzima, 2X
- tampdo One PhorAll (OPA 10X : 100 mM Tris-acetato pH 7,5, 100 mM acetato de
Magnésio, 500 mM acetato de potassio, Amershan, Pharmacia), 1 pl de cada

amostra de DNA plasmidial e agua deionizada para completar o volume final para
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20 pl. Em seguida, as amostras foram incubadas por 2 horas a 37 °C e
posteriormente analisadas em gel de agarose 1%.

Para confirmar os fragmentos clonados no Vetor pGEM-T Easy foi realizada
uma clivagem com a enzima de restrigdo Eco RI. Foram utilizados 10 pul do DNA
clone, 1 ul Eco RI (12U/ul), 2 pl Tampido H 10x (500 mM Tris-HCl1 pH 7,5, 100
mM MgCl,, 10 mM DTT, 500 mM NaCl), e 7 ul de agua destilada. A reacgdo foi

incubada por 3 horas 37 °C. As amostras foram analisadas em gel de agarose e os

clones positivos foram sequenciados.

3.10. SEQUENCIAMENTO

Sequenciamento Automatico

Os clones foram enviados inicialmente ao Dr. Gustavo Goldman, do
Departamento de Tecnologia Farmacéutica , Faculdade de Ci€ncias Farmacéuticas,
USP de Ribeirdo Preto. A seqiiéncia foi realizada em sequenciador automatico.

Alguns clones, foram enviados ao Dr. Edmundo Carlos Grisard no Laboratdrio
de Protozoologia, do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da
Universidade Federal de Santa Catarina e sequenciados por Juliano Bordignon. Foi

utilizado o sequenciador automatico.
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Sequenciamento Manual

Para o sequenciamento manual foi utilizado o sistema SILVER SEQUENCE
DNA Sequencing System, Promega e seguido o protocolo do fabricante. Este ¢ um
sistema para sequenciamento nfio radioativo, baseado no sistema de sequenciamento
enzimatico de Sanger (SANGER et al., 1977), que combina sequenciamento no
termociclador e coloragdo por prata para detec¢do de bandas em um gel de
seqiiéncia (BASSAN et al, 1991). A coloragdo por prata é rapida, apresenta baixo
custo em comparagdo com a deteccdo radioativa, fluorescente ou
quimioluminescente.

Varios programas foram testados. Os programas utilizados foram:

Seq-2:

1) 95 °C, 2 minutos

2) 95°C, 30 segundos

3) 60 °C, 30 segundos

4) 70 °C, 1 minuto

5) 1r para passo 2, 60 vezes

6) 4 °C, por tempo indeterminado

7) fim

Seq-3
1) 95 °C, 2 minutos
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2) 95 °C, 30 segundos

3) 70 °C, 1 minuto

4) ir para passo 2, 60 vezes

5) 4 °C por tempo indeterminado

6) fim

Seq-4:

1) 95 °C, 2 minutos

2) 95 °C, 30 segundos

3) 72 °C, 1 minuto

4) 1ir para passo 2, 60 vezes

5) 4 °C, por tempo indeterminado
6) fim

As amostras foram armazenadas a -20 °C.

Gel de Sequenciamento

Foi utilizado o aparelho de eletroforese SQ3 Sequencer, Hoefer e fonte
PS30.00, Amersham Pharmacia.. O gel de sequenciamento foi preparado na
concentragdo de 6% Acrilamida, 7M Urea, conforme descrito por Sambrook e

colaboradores ( SAMBROOK et al., 1989).
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Coloracio do gel de sequenciamento por prata
A coloragdo com prata foi realizada conforme descrito pelo fabricante do
sistema SILVER SEQUENCE DNA Sequencing System, Promega (BASSAN et al.,

1991).

3.11. ANALISE DAS SEQUENCIAS

Através de computadores PC conectados a Internet, as seqiiéncias obtidas
foram analisadas. Esta analise foi constituida de varias etapas e para cada etapa foi
utilizado um programa especifico. O programa BioEdit Sequence Alignment Editor,
versio 5.0, (HALL, 1999) foi utilizado em varias analises. E um programa
distribuido gratuitamente na rede e pode ser instalado no computador através do site
www.bioexchange.com .

As etapas e os programas utilizados foram os seguintes:

1. Inicialmente as seqiiéncias obtidas foram transferidas para o computador e
foram eliminados os espagamentos, nimeros ou outros simbolos que
pudessem atrapalhar as analises. Isto porque muitos programas ndo
corrigem os espagamentos € nio léem letras ou numeros diferentes de A, T,
C, G e N (que representam os nucleotideos adenina, timina, citosina,
guanina, ou qualquer um dos nucleotideos, respectivamente) ocorrendo erro

de leitura ou ndo funcionamento do programa.
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. Foi realizada a identificagdo da seqiiéncia do vetor dentro do
sequenciamento obtido. Os programas utilizados foram o BioEdit, ou
VecScreen que ¢ uma ferramenta dentro do programa BLAST
(ALTSCHUL et al, 1997) www.ncbinlmnih.gov. A seqiiéncia
correspondente ao vetor, posteriormente foi apagada, para facilitar a
analise.

. Para a localizagdo da seqiiéncia dos iniciadores dentro da seqii€ncia obtida
foi utilizado o programa BioEdit ou através de analise manual. Isto foi
realizado para localizagdo precisa do inicio do fragmento clonado e para
determinagdo da diregdo em que o inserto foi ligado ao vetor.

. Uma vez determinado o sentido de leitura, algumas seqiiéncias foram
ihvertidas para facilitar a analise. Isto foi realizado através do programa
BioEdit.

. Quando existiam varias leituras para um mesmo clone, estas seqiiéncias
foram empilhadas, e foi obtida uma seqiiéncia consenso do clone. Clones
diferentes também foram empilhados para verificar as semelhangas ou
homologia de seqiiéncias entre clones diferentes. Para isto foram
utilizados os programas BioEdit através da ferramenta CLUSTALW, ou
CLUSTAL do EBL Européan Bioinformatics Institute www.ebi.ac.uk .

. As seqiiéncias foram entdo, traduzidas nas 3 fases de leitura para proteina

utilizando ferramentas disponiveis no site www.expasy.ch , como o

64



programa Translate, além do programa BLAST, localizado no site do
GeneBank www.ncbi.nlm.nhi.gov e do programa BioEdit.

7. Em seguida estas seqiiéncias de aminoacidos foram comparadas com outras
seqiiéncias armazenadas no banco de dados do SWISSPROT no site
http://dove.embl-heidelberg.de e do GeneBank www.ncbi.nlm.nhi.gov. As
seqﬁéncia; que apresentaram homologia com algum gene foram analisadas
mais detalhadamente

Outros programas auxiliares foram utilizados para analise das seqiiéncias e

serdo apresentados na discussdo deste trabalho.

3.12. ANALISE DO FRAGMENTO 1 KB (NR1PP) DO GENE DE

RECEPTOR NUCLEAR

Apds o sequenciamento, tendo sido confirmado que o fragmento de 1 Kb
(NR1PP) apresentava homologia com a seqiiéncia do Dominio de Ligagdo ao DNA
do receptor nuclear e foram iniciados uma série de testes para caracterizar melhor o

gene.
Teste de clivagem

O teste de restrigdo foi realizado virtualmente, através do programa BioEdit

Sequence Alignment Editor, versdo 5.0 (HALL, 1999).
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Foi inserida a seqiiéncia obtida no programa. Este programa contem um banco
de dados com diversas enzimas de restri¢do e automaticamente, localiza os sitios de
clivagem destas enzimas dentro de uma seqiiéncia e indica também as enzimas que
ndo clivam esta seqiiéncia.

Apés a analise, algumas enzimas foram escolhidas para o teste de restrigdo in
vitro do fragmento de 1Kb. Para cada reacéo foi utilizado 15 pl do fragmento de 1
Kb purificado (0,5 pg/ul), 2 ul tampdo OPA 10x, 2 ul de 4dgua destilada e 1 pl de.
enzima. As enzimas utilizadas foram: Eco RI (12 uv/ul), Eco RV(15 vw/ul), Bam HI
(12 u/pl), Hind III (18 u/ul), Sau3 Al (10 v/ul), Bgl I (15 vw/ul), Alu I (3 uw/ul) e Mbo
I (10 w/ul). A reagdo foi incubada a 37 °C por 1 hora. Apos este periodo as amostras

foram analisadas em gel de agarose 1,5%.

Marcacgiao do Fragmento de 1 Kb

Para a constru¢do de uma sonda molecular com o fragmento de 1Kb foi
utilizado o sistema Gene Images AlkPhos Direct labelling and detection system,
Amersham Life Science. O sistema foi utilizado para marcagdo e detec¢do de DNA
e RNA e é baseado no sistema de quimioluminiscéncia do dioxietano, envolvendo a
marcagdo direta da sonda com uma enzima fosfatase alcalina termo-estavel especial.
Durante a adigdo do “cross-linker” a fosfatase se liga covalentemente ao 4cido

nucléico. O protocolo foi seguido conforme recomendagdes do fabricante.
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Digestio do DNA genémico de Perna perna

Para a digestdo do DNA genonico foram utilizadas as seguintes enzimas e seus
respectivos tampdes : Eco RI (12 w/ul) e Eco RV(15 w/pul) com tampédo H 10x (500
mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM MgCl,, 10 mM DTT, 500 mM NaCl); Bam HI (12
w/pl) e Mbo I (10 u/pl) com tampdo K 10x (200 mM Tris-HCI pH 8,5, 100 mM
MgCl,, 10 mM DTT, 1 M KCl) ; Hind IIT (18 u/ul) e Bgl II (15 w/pul) com tampao
OPA 10x; Alu I (3 w/pl) com tampéo L (100 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM MgCl,,
10 mM DTT).

Para a rea¢do com cada enzima foram utilizados 3 pl de tampdo, 4,5 ul de
agua, 15 ul DNA genémico (1,98ug/ul) e 7,5 pl da enzima. Os tubos foram

incubados a 37 °C por 2 horas.

Southern Blot

Apds a digestdo do DNA gendmico, as amostras foram aplicadas em gel de
agarose 0,8%, ¢ a eletroforese foi corrida a 5V/cm, até o tampdo de corrida chegar
ao fim do gel. Foram aplicadas, além das amostras digeridas, o DNA gendomico de
mexilhdo, o fragmento de 1 Kb purificado, o DNA plasmidial contendo o inserto de
1 Kb e os padrdes de 1Kb ladder, Lambda DNA/ Hind III digested. A transferéncia
foi realizada conforme descrito por Sambrook e colaboradores (SAMBROOK et al.,

1989)
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Hibridizacio e Deteccao
Para a hibridizagio foi utilizado 0o mesmo sistema utilizado para marcagdo da
sonda “Gene Images AlkPhos Direct, Amersham Life Science labelling and

detection system” e seguido o protocolo do fabricante.

3.13. ANALISE DO FRAGMENTO DE 120 pb (NR26PP) DO GENE DO
RECEPTOR NUCLEAR

Apds o sequenciamento, tendo sido confirmado que o fragmento de 120 pb
correspondia a seqiiéncia do Dominio de Ligagdo ao DNA do receptor nuclear. Foi
iniciada uma série de testes para caracterizar o gene e verificar a expressdo deste

gene em mexilhdes.

Marcacio do fragmento de 120 pb

Para a construgio de uma sonda molecular com o fragmento de 120 pb
(NR26PP) foi utilizado o sistema Gene Images AlkPhos Direct labelling and
detection system, Amersham Life Science. O protocolo seguido foi aquele descrito

pelo fabricante..

Northern Blot
A amostras foram aplicadas em gel de foramaldeido e a transferéncia para

realizagdo “Northern Blot” foram preparados segundo Ausubel e colaboradores

(AUSUBEL et al., 1995).
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A eletroforese foi corrida a 5 V/cm. Além das amostras de RNA, foram

aplicados um padrio de peso molecular e o fragmento de 120 pb purificado.

Hibridizacao

A hibridizag¢do foi realizada conforme protocolo descrito anteriormente para
DNA, utilizando os reagentes de hibridizagdo do “Sistema Images AlkPhos Direct,
Amersham Life Science labelling and detection system” e seguido o protocolo do

fabricante. As solu¢do foram tratadas com DEPC.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

Diversos métodos de extragdo foram testados para os diferentes tecidos do
mexilhfo, por exemplo, fenol, proteinase K, entre outros. O sistema comercial
“Wizard Genomic DNA Purification” utilizado para a extracdo de DNA mostrou-se
bastante eficiente. Este sistema pdde ser utilizado para o isolamento de DNA de uma
série de tecidos como branquia, manto e aparelho digestivo. E um sistema baseado
em processo de 4 etapas e ndo envolve a utilizagdo de solventes organicos como o
fenol, que ¢ extremamente toxico.

Nas primeiras extra¢gdes o DNA gendmico apresentava um rastro no gel tipico
de degradagdo, como mostra a figura 11. Nesta extracdo ndo foi adicionado o
EDTA, que como agente quelante evitaria a degradagdo do DNA inibindo a agdo das
nucleases. A adi¢do de EDTA na primeira etapa do processo de extragdo antes do
tecido ser macerado incrementou qualitativamente e quantitativamente a obtengdo

de DNA gendmico, como podemos observar na figura 12.

70



Figura 11. Gel de agarose 0,8% mostrando o DNA genomico extraido de
mexilhdo. Extracdo de DNA genomico do mexilhdo Perna perna, realizada a partir
de: A) tecido de manto (amostra 1) e tubo digestivo (amostras 2 e 3); B) tecido de
branquia (amostras 1 a 3). O DNA apresenta um rastro caracteristico de degradagao.
O padrao de peso molecular utilizado foi o 1 Kb Ladder Plus , GIBCO BRL(amostra

PM).
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Figura 12. Gel de agarose 0,8% de DNA gendmico. Extragio de DNA
genomico de Perna perna, utilizando o “Kit Wizard Genomic DNA extraction”.
Com a adi¢do de EDTA antes da homogeneizacdo o DNA obtido ndo apresenta
sinais de degradagdo. Amostras extraidas de manto (1 e 2) e branquia (3 e 4); PM € o

padrio de peso molecular de 1 Kb Ladder Plus, GIBCO BRL.



Para a extragdo de RNA total foi utilizado o TRIzol, Gibco, que contem fenol
em sua composi¢do, o que exige um cuidado especial na manipulagdo devido a
toxicidade do fenol. As amostras que apresentaram melhores resultados , ou maior
quantidade de RNA, foram aqueles em que foi adicionado glicogénio juntamente
com o TRIzol (Figura 13). Com o glicogénio, que auxilia a precipitagdo do RNA,
foram observadas bandas menores, além das bandas de RNA ribossomal. Estas
bandas menores seriam correspondentes a RNAs mensageiros (SAMBROOK et al.,
1989).

Uma modificagdo, importante para obter RNA de boa qualidade, foi a
lavagem do tecido com o tampao fosfato PBS 1x (Phosphate Buffered Saline — 100
mM tampaéo fosfato; 27 mM KCI; 137 mM NaCl) antes da adigdo de fenol. O PBS
parece eliminar parte do muco que reveste os tecidos no mexilhdo, tornado mais
facil a homogeneizagao e posterior recuperacao do sobrenadante.

Foi utilizado um gel de agarose sem formaldeido para a analise qualitativa e
quantitativa do RNA total. Este tipo de gel permitiu a visualizagdo do RNA,
evitando a manipulagdo de substancias toxicas como o formaldeido e a formamida,

que tradicionalmente sdo utilizados para visualizagdo do RNA.



< 28S

< 18S

Figura 13. Gel de agarose 1% mostrando o RNA total obtido de diferentes
tecidos de Perna perna. RNA total extraido de branquia (1 a 5). RNA total extraido
com glicogénio a partir de tecido de branquia (6 e 9), pé (7) e manto (8). Em todas
as amostras observam-se as bandas referentes ao RNA ribossomal 28S e 18S. PM =

padrao de peso molecular 1Kb Ladder Plus, Gibco BRL.
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4.2. RECEPTOR NUCLEAR

4.2.1. Amplifica¢io e Clonagem de genes de Receptores Nucleares a Partir
de DNA Genémico

PCR

Inicialmente as amostras foram amplificadas para detec¢do do receptor nuclear
com os iniciadores H2 e H7 e foram utilizados 1,5 mM MgCl, e o programa RALL
para a reagdo de PCR, segundo descrito por Koustrouch e colaboradores
(KOUSTROCH et al, 1995). Apos varias tentativas onde ndo foi possivel visualizar
o produto da amplificagdo, foram realizados testes com diferentes concentragoes de
Cloreto de Magnésio , de 2 mM e 3 mM (dados ndo mostrados). A utilizagdo de
magnésio ¢ importante como cofator da enzima Taq polimerase. Com a
concentragdo de MgCl, 3 mM, foi possivel visualizar um fragmento de 1Kb.

Foi utilizado entdo o programa EDG2, que anteriormente ja havia sido
utilizado para amplificagdo do gene do Transportador ABC, com iniciadores
degenerados (GRIMM er al., 2000). Utilizando este programa foi amplificado
novamente o fragmento de 1 Kb e o controle pDBD 86-174 (Figura 14). O controle
da amplificagdo, pDBD 86-174, contém a seqiiéncia do “zinc finger” de um receptor
nuclear orfao NOR-1 e a amplificagdo desta seqiiéncia gera um fragmento de 130
pb. A amplificagdo do fragmento de 1Kb foi possivel em varios tecidos, uma vez

padronizada as condigoes otimas de PCR (Figura 15).
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1 Kb

130 pb

Figura 14. Gel de agarose 1,5%. DNA genomico de Perna perna
extraido de branquia amplificado por PCR, mostrando a presenca do
fragmento de 1 Kb (1,2,3,4). O pDBD 86-174, controle de

amplificagdio, é uma seqiiéncia de “zinc finger”(5). PM= padrdo de
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130pb >

Figura 15. Gel de agarose 1,5%. DNA genomico de Perna perna extraido de
branquia (1 e 5), manto (2, 3 e 4) amplificado por PCR, mostrando o fragmento de 1

Kb, utilizando os iniciadores H2 e H7. O pDBD 86-174, controle de amplificagéo, ¢

uma seqiiéncia de “zinc finger”(6).
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Tendo amplificado um fragmento com a combinagao de iniciadores H2/H7. foi
realizada uma reacdo de PCR com outras combinagdes de iniciadores, utilizando-se
as mesmas condigdes de reagdo (Figura 16). As combinagdoes H1/H3, HI1/H7, H2/H3
e H2/H5 amplificaram fragmentos de diversos tamanhos. Além de conterem
pequenas diferencas na seqiiéncia de nucleotideos, que aumenta as chances de
hibridizar com uma seqiiéncia de um receptor nuclear, o iniciador H1, por exemplo,
hibridiza com uma regido menor do receptor nuclear, quanto comparado com o

iniciador H2( ver figura 6).

Figura 16. Gel de agarose 1,5%, mostrando o resultado da amplificagdo
utilizando diferentes combinag¢oes de iniciadores: HI/H3 (1), HI/H4 (2), H1/HS5 (3),
H1/H6 (4), H1/H7 (5), H2/H3 (6), H2/H4 (7), H2/H5 (8), H2/H6 (9) e H2/H7 (10).

PM ¢ o padrao de peso molecular 1 Kb ladder.
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Com o uso de iniciadores degenerados e baseados nos resultados obtidos em
outros sistemas biolégicos (KOSTROUCH et al., 1995), nossos ensaios de PCR
foram dirigidos para a detec¢do de um fragmento de aproximadamente 130 pb, que
corresponde ao dominio “zinc finger” de receptores nucleares, como descrito para
Tripedalia cystophora (KOSTROUCH et al., 1998) e Caenorhabditis elegans
(KOSTROUCH et al., 1995). No entanto, como ja foram descritos receptores
nucleares contendo introns na regido do Dominio de Liga¢do do DNA, de tamanhos
variando entre 800 a 1000 pb aproximadamente, isto poderia justificar o fragmento
de 1 Kb obtido com os iniciadores H2/H7 e com outras combinagdes de iniciadores
(Figura 16) na amplificagdo do DNA genémico de Perna perna (OHKURA er al.,
1996; TORII et al., 1999).

Fragmentos maiores e menores que 1 Kb também foram obtidos (Figura 16) e

posteriormente purificados e clonados.

Purificacido do produto de PCR
Foi utilizada a precipitagdo do produto de PCR com etanol (Figura 17). Este
procedimento foi entdo utilizado para a purificagdo dos fragmentos obtidos com as

combinagdes de iniciadores H1/H3, HI/H7, H2/H3 e H2/HS.
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Figura 17. Visualizagdo do fragmento de 1 Kb apds a precipitagao do produto
de PCR com etanol. A quantidade de DNA recuperado apos a precipitagdo € de
aproximadamente 0,5 pg/ul. PM é o padrdo de peso molecular 1 Kb Ladder Plus,

Gibco BRL.
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Clonagem
Apos a purificagdo os fragmentos foram clonados no vetor pGEM-T, como
descrito em Materiais e Métodos, e foi feita a extragdo do DNA plasmidial em

pequena escala.

Digestio dos clones

Para confirmar o tamanho dos fragmentos clonados foi realizada a digestao
com enzimas de restri¢do Sal I e Nco 1. Estas enzimas clivam o DNA no sitio de
clonagem do Vetor PGEM-T, “liberando” o fragmento clonado. Somente os clones
que, teoricamente, possuem o fragmento de 1 Kb obtido com os iniciadores H2/H7
foram analisadas por digestio com enzima de restrigdo (Figura 18). Os clones
obtidos a partir de outras combinagdes de iniciadores nao foram digeridos.

Dos 16 clones derivados da amplificagdio com H2/H7 analisados, somente 6

apresentaram o fragmento de 1Kb.

81



a4 1Kb

Figura 18. Digestdo dos clones com Sal 1 e Ncol. Controle dos clones sem
enzima (1 e 3), clones digeridos (2 e 4). Observa-se o fragmento de 1 Kb nas linhas

2 e 4. PM= padrao de peso molecular.



Amplifica¢iao do fragmento clonado
Foi realizado o PCR dos clones, para detec¢do dos fragmentos clonados e
foram utilizados os iniciadores correspondentes aos utilizados na amplificagdo do

receptor nuclear do DNA genomico (Figura 19 e 20).

1Kb —»

Figura 15. Gel de agarose 1,5% mostrando a amplificagdo dos clones derivados
dos iniciadores H2/H7. Observa-se o fragmento de 1 Kb (1, 2, 3 ¢ 4). O padrao de

peso molecular (PM) é o 1Kb Ladder Plus, Gibco BRL.



1 600 pb

1 Kb
500 pb

300 pb

Figura 20. Amplificagdo dos clones derivados das combinagdes de iniciadores

H1/H3 (1, 2,3 e 4); HI/H7 (5); H2/H3 (6, 7, 8 ¢ 9); H2/H5 (10).

34



Ap6s a confirmagdo da presenga do inserto nos clones, estes foram nomeados
como mostra a tabela 1. Os seis clones derivados de H2/H7, por terem mostrado o
mesmo tamanho de fragmento receberam a mesma designagdo, pNRIPP.
Posteriormente, apos o sequenciamento seria comprovado que se trata da mesma

seqiiéncia clonada.

CLONE FRAGMENTO ORIGEM
CLONADO
pNR1PP 1 Kb H2/H7
pNR2PP 550 pb H1/H3
pNR3PP 400 pb H1/H3
pNR4PP 290 pb H1/H3
pNR5PP 300 pb H1/H3
pNR6PP 1 Kb H1/H7
pNR7PP 400 pb H2/H3
pNRSPP 600 pb H2/H3
pNROPP 600 pb H2/H3
pNR10PP 400 pb H2/H3
pNR11PP 1100 pb H2/H5

Tabela 1. Clones obtidos apds amplificagdo do dedo de zinco de receptor
nuclear a partir do DNA genomico de Perna perna. A denominagdo dos clones
significa NR= Nuclear receptor; PP = Perna perna. A origem significa os
iniciadores utilizados para amplificagio do DNA gendmico que amplificaram o

fragmento clonado.

A amplificagdo com iniciadores degenerados permite a amplificagdo de varios

genes da mesma familia (KOSTROUCH et al., 1995), isto poderia explicar a
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variedade de fragmentos obtidos. Além disso, ja foram descritos genes de uma
mesma familia contendo introns de tamanhos diferentes (KHOO e PATEL, 1999), o
que possibilitaria a amplificagdo de genes de receptores nucleares que possuam
tamanhos de introns diferentes. Por estas razdes, os clones obtidos, mesmo os de

fragmentos menores, sao candidatos ao sequenciamento.

4.2.1.1. Sequenciamento

Os seis clones de 1 Kb obtidos da amplificagdo com os iniciadores H2/H7, que
foram os primeiros a serem enviados para sequenciamento automatico no laboratorio
de Dr. Gustavo Goldmam- USP de Ribeirao Preto, foram sequenciados e todos os 6

clones mostraram ter a mesma seqiiéncia.

4.2.1.2. Analise da seqiiéncia do fragmento de 1 kb (NR1PP)

A partir da analise do clone pNRIPP, que continha o fragmento de 1 Kb
(NR1PP) foram obtidas 12 seqiiéncias, sendo 6 com o iniciador SP6 (reverso) e 6
com o iniciador T7. Quando as seqiiéncias foram empilhadas com a utilizagdo do
programa BioEdit, verificou-se que se tratavam de uma mesma seqiiéncia.

O programa BioEdit, produziu uma seqiiéncia consenso, ao comparar todas as
leituras. Na seqiiéncia obtida, mostrada na figura 21, apds a utilizagdo do programa

Translate que traduz as seqiiéncias de aminoacidos para proteinas, foi identificada
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uma seqii€éncia homdloga ao receptor nuclear (Figura 21). Ao ser analisada a
tradugdo, foi observado que a fase de leitura estava truncada, interrompida por um
intron. Para receptores nucleares ja foram descritos introns, em outros organismos,
na mesma posi¢do, apos o P-Box, em que foi encontrado na seqiiéncia do NR1PP
(GUO et al., 1996; CASTILLO et al., 1997; TARRI et al., 1999). A estrutura exon-
intron do gene NRI1PP obedece a regra de processamento GT.....AG (KHOO e
PATEL, 1999).

Para identificar este receptor nuclear foi realizada uma comparagdo com o
banco de dados do GenBank, através do programa BLAST. Inicialmente quando foi
colocada toda a seqiiéncia de 1 Kb no programa, ndo encontramos homologia com
nenhuma seqiiéncia do gene de receptor nuclear. Devido presenga do intron na
seqiiéncia do receptor nuclear clonado, o programa BLAST, nido reconhece a
“interrupgdao” do exon, e ndo encontra homologia. Entdo, apds a remogido da
seqiiéncia do intron e os resultados do BLAST mostraram uma grande homologia da
seqiiéncia do clone NR1PP com uma grande variedade de seqiiéncias de receptores
nucleares orfaos. A figura 22, mostra a comparagdo do gene NR1PP com receptores

nucleares de outros organismos (Figura 22).
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tgtgagggctgtaaaacttcttcaaggtaattatataagtcatctgcttcaattacgatg

C E G C K T 8 8 R
Ccaccattctcaaacaccatgttttctgcgtgaaatgtgaacgtatatggggaaaacgta
aaatctacgtgaacacacagtagtaataaactcaaaaatgttgaagtattcagaagtacat
gtactttattgaaatagttttactgttttactaattgatgggttagaaacttgatacatgt
acacgtaagcccatattttagagctagacaatatcatctaatacttcgtcactataaagat
cttttttaacgtaaatcatccagagtttagaattgaaagagaaataattacagcacacaca
caagacagattggtcaattgttttgtacattaatctctatttattttaactttatgacaac
ggtgcaacggcacaaaagaagtctaattgtgagaatcataacgtgacgatctaaggagccc
atacaaacaatcaaatcatagacctctgagaaaatcaaacacaatataggttaggtcactyg
acaagtacatttgcatgtaggtattacgttacggatacggtggatagtgcaaataacatag
cgcatactatttgcgcaatcatccggctagtttaaaaagatctgttggcagaacctgagta
ataagattagaatctaacacagcgcaatgtttcgctaataagaacatttgccccacctgat
gagtacatttgtacatatttctttttgtatttttttaatttcttttaagactgaacattat
ctaacaacaagacaaaattccaactgaaatataaatatagtttttaaataaaaatatgttt
ttatttttcagagaacagtacagaaaaatgccaagtacgtatgtttggccgagaagaac

T V. Q K N A K Y VvV C L A E K N

tgcccagtagacaaacgacggagaaataggtgncaactectgecaggetce

C P VvV D K R R RNIRTIEC®Q L C R L

Figura 21. Seqiiéncia do provavel receptor nuclear NR1PP. O exon contém a
seqiiéncia do “dedo de zinco” de receptor nuclear (vermelho) e esta separado por um
intron de 840 pb (preto). A seqiiéncia de aminoacidos (azul) esta representada sob os

respectivos codons.
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H. Sapiens CQHYGVRTCEGCKGFFKRTVQENAKYVCLANKNCPVDKRRRNRCQY CRFQ
R. norvegicus CQHYGVRTCEGCKGFFKRTVQKNAKYVCLANKNCPVDKRRRNRCQYCRFQ
X. laevis CQHYGVRTCEGCKGFFRKRTVQKNAKY I CLANKDCPVDKRRRNRCQYCRFQ
Pa peERaR; 2@ 000 —Emmsmsea CEGCKT-SSRIVQKNAKYVCLAEKNCPVDKRRRNRCQLCRL -
D. melanogaster CQHYGVRTCEGCKGFFKRTVQKGSKYVCLADKNCPVDKRRRNRCQFCRFQ

C. elegans CLHYGARTCEGCKGFFKRTVQENSKYTCAGNKTCPIDKRYRSRCQYCRYQ

Figura 22. Comparagdo entre a seqiiéncia do fragmento do gene do receptor
nuclear de Perna perna (NR1PP) com seqiiéncias de Homo sapiens (receptor
nuclear o6rfao NR42), Rattus norvegicus (receptor nuclear NOR-2), Xenopus laevis
(receptor orfio NURRI), Drosophila melanogaster (receptor nuclear HR38),
Caenorhabditis elegans (NHR6- receptor nuclear hormonal CNR 8), utilizando o
programa Clustal W EMBL. (* )aminoacidos iguais, ( . ) aminoacidos diferentes mas
com mesmas caracteristicas, ( : ) aminoacidos diferentes com caracteristicas

diferentes.
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Apos a identificagdo da seqiiéncia obtida do fragmento NR1PP homologa ao
“zinc-finger” de receptores nucleares orfaos, esta seqiiéncia foi depositada no banco
de dados do GeneBank sob o numero de acesso AF 312271. Esta ¢ a primeira

descrigdo de um intron no mexilhdo Perna perna.

Digestio do fragmento NR1PP

Foi realizado inicialmente um teste de digestdo enzimatica (mapa de restrigao)
do fragmento NR1PP através da utilizacdo do Programa BioEdit. Este programa
localiza dentro de uma seqiiéncia possiveis sitios de restrigdo para uma série de
enzimas, indicando os provaveis locais de clivagem da seqiiéncia (Figura 23).

Com os dados obtidos foi realizada a digestdo enzimatica do fragmento
NRIPP, com a escolha de enzimas sendo baseada no mapa gerado pelo programa.
Foram escolhidas enzimas que teoricamente ndo cortavam o fragmento e enzimas
que cortariam. O padrdo de digestdo observado em gel de agarose correspondeu aos

sitios previstos com as respectivas enzimas (Figura 24).
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Restriction table:

Enzyme Recognition frequency Positions
AccI GT 'mk AC 1 920
Afl1III A'CryG T 3 179, 238, 244
AlwNI CAG nnn'CTG 1 663
Apol r'AATT y 1 807
BanIT G_xGey'C 1 486
Bcefl ACGGCnnnnnnnnnnnn'n_ 1 449
BciVvI GTATCCnnnnn n' 1 573
BglII A'GATC T 2 301, 647
BmrI ACTGGG 1 916
BsaAl yAC'GTr 3 129, 247, 891
BsaBI GATnn'nnATC 1 679
BseMII CTCAGnnnnnnnn nn' 2 501, 652
Bspl286I G dGCh'C 1 486
BspLUl1lI A'CATG T 2 179, 238
Bs¥I ACTG _Gn' 1 913
BsrDI GCRATG_nn' bl 701
BsrGI T'GTAC A 3 241, 389, 741
BstYI r'GATC_y 2 301, 647
Cac8I GCn'nGC il 955
€jePT GAnnnnnNnNTGGnnnnnnn_nnnnnn' 1 124
CjePI CCAnnnnnnnTCnnnnnnnn_nnnnnn' 1 84
Dral TTT'AAA 2 642, 837
DxdI GACnn nn'nnGTC 1 375
Eael y'GGCC r 1 899
FokI GGATGnnnnnnnnn ' nnnn__ 2 310, 618
FspI TGC'GCA 1 623
GdiII C'GGCC_r L 902
Hpyl78III TCnnGA 1 325
MboII GAAGAnnnnnnn_n' 2 1g, 918
MmeTI TCCrACnnnnnnnnnnnnnnnnnn_nn' 1 836
MnlI CCTCnnnnnn_n' I 520
Ms1lI CAynn'nnrTG 1 560
MunI C'AATT G i1, 380
NgoGV GGnnCC 1 483
NlaIlVv GGn'nCC 1 483
NspI r CATG'y 3 183, 242, 565
PstI C TGCA'G i 955
SfaNI GCATCnnnnn 'nnnn_ 1 54
SfcI C'TryA G L 951
SnaBI TAC'GTA 1 891
TatI w'GTAC w 8 176, 182, 241, 389, 552,
741
870
TspRI _nnCAsTGnn' 1 550
Tthl111IT CAArCAnnnnnnnnn nn' 4 88, 507, 539, 882
Vspl AT'TA AT 1 395
Enzymes that cut five or fewer times
Enzyme Recognition frequency Positions
AccI GT'mk AC 1 920
Af1III A'CryG T 3 179, 238, 244
AlwNI CAG nnn'CTG 1 663
Apocl r'ARTT vy 1 807
BanII G rGCy'C 1 486
BcefI ACGGCnnnnnnnnnnnn'n_ 1 449
BciVI GTATCCnnnnn_n' 1 573

733,
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BglII A'GATC T 2 301, 647

BmrI ACTGGG i 916

BsaAl yAC'GTr 3 129, 247, 891
BsaBI GATnn'nnATC 1 679

BseMII CTCAGnnnnnnnn_nn' 2 501, 652
Bspl286I G dGCh'C 1 486

BspLUl1lI A'CATG T 2 179, 238

BsrI ACTG Gn' 1 913

BsrDI GCAATG nn' 1 701

BsrGI T'GTAC A 3 241, 389, 741
BSt¥I r'GATC y 2 301, 647
CacB81I GCn'nGC ik 955

CjePI GAnnnnnnnTGGnnnnnnn_nnnnnn' il 124

CjePT CCAnnnnnnnTCnnnnnnnn_nnnnnn' 1 84

Dral TTT'AARA 2 642, 837

DrdI GACnn_nn'nnGTC 1 375

Eael y'GGCC r 1 899

FokI GGATGnnnnnnnnn'nnnn__ 2 310, 618

Fspl TGC'GCA 1 623

GdiII C'GGCC_r 1 902

Hpyl78III TCnnGA 1 325

MboIlI GAAGAnnnnnnn n' 2 10, 918

MmeI TCCrACnnnnnnnnnnnnnnnnnn_nn' 1 836

MnlI CCTCnnnnnn_n' 1. 520

MslI CAynn'nnrTG 1 560

MunI C'AATT_G 1 380

NgoGV GGnnCC 1 483

NlaIVv GGn'nCC 1 483

NspI r CATG'y 3 183, 242, 565
Pstl C TGCA'G 1 955

SfaNI GCATCnnnnn 'nnnn_ L 51

Sfcl C'TryA G 1 951

SnaBI TAC'GTA 1 891

TspRI _nnCAsTGnn' 1 550

TthlllII CAArCAnnnnnnnnn nn' 4 88, 507, 539, 882
VspI AT'TA AT 1 395

Enzymes that do not cut:

AarI, AatII, AceIII, AclI, AflII, AhdI, AloI, AlwI, Apal, ApalLl, AscI, Aval,
AvrIIBaeI, BaeI, BamHI, BanI, BbsI, BbvI, BbvCI, Bce83I, BcgIl, BcgIl, BclI, BglI,
BmgIBplI, BplI, BpmI, BpulOI, Bpull02I, Bsal, BsaHI, BsaJI, BsaWI, BsaXI, BsbI,
BseRI,BseSI, Bsgl, BsiEI, BsiHKAI, BslI, BsmI, BsmAI, BsmBI, BsmFI, Bsp24I,
Bsp24I,BspEI, BspGI, BspMI, BsrBI, BsrFI, BssHII, BssSI, BstAPI, BstDSI, BstEII,
BstXI,Bstz17I, Bsu36I, BtrI, BtsI, Cjel, Cjel, Clal, Dralll, DrdII, Eagl, EarI,
EciI,Eco47III, Eco57I, EcoNI, Eco0109I, EcoRI, EcoRV, Faul, Fsel, Hael, HaellI,
HaelV,Hgal, HgiEII, HindI, HincII, HindIII, HpaI, HphI, KpnI, Mlul, MscI, MspAlI,
MwoI,NarI, NcoI, NdeI, NgoAIV, NheI, NotI, Nrul, NsiI, NspV, PacI, Pf11108I,
Pf1MI, PinAI, PleI, PmeI, PmlI, PpiI, PshAI, Psil, Psp5II, Pvul, Pvull, Rcal,
RleAI,RsrII, SacI, SacII, SalI, SanDI, SapI, SbfI, Scal, SexAI, Sfil, SgfI,
SgrAI, SmaI,SmlI, SpeI, SphI, SrfI, Sse8647I, SspIl, Sthl132I, Stul, StyI, SunI,
Swal, TaqII,TaqII, TthlllI, XbaI, XcmI, Xhol, XmnI

Figura 23 . Mapa de restrigdo previsto do fragmento NR1PP, analisado no
Programa BioEdit.
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1 Kb

500 pb —»
340 pb_»

200 pb _»

Figura 24. Analise em gel de agarose 1,5%, mostrando a digestdo com enzimas
de restricao do fragmento NRIPP. Gel de agarose mostrando as enzimas que nao
clivaram o fragmento EcoRI (2), EcoRV (3), BamHI (4), HindIII (5) e as enzimas
que clivaram o DNA Sau3Al (6), Bglll (7), Alul (8) e Mbol (9). Controle sem

enzima (1) e PM padrdo de peso molecular 1 Kb Ladder, Gibco, BRL.



Apos as duas digestdes foi observado que o padrdo de restrigao visualizado no
gel era compativel com o mapa de restrigdo previsto pelo programa. A utilizagao do
programa para predizer possiveis sitios de restricdo ¢ uma ferramenta de facil
utilizagdo que além da criacdo de um mapa de restri¢do da seqiiéncia, fornece dados
para a utilizagao de enzimas de restrigao no estudo de uma determinada seqiiéncia.
Este procedimento da digestdo foi importante para a escolha das enzimas que seriam
utilizada para realizagdo do Southern Blot, mais precisamente para digestdo do DNA

gendmico de Perna perna.

Southern Blot

Apos a identificagdo do fragmento NR1PP como uma seqiiéncia homologa ao
dedo de zinco de receptor nuclear 6rfao, o fragmento de 1 Kb correspondente ao
NRIPP foi marcado com fosfatase alcalina para ser utilizado como sonda para
detecgdo de genes homdlogos a receptores nucleares no mexilhdo Perna perna.

O DNA genomico foi digerido com enzimas de restricdo (Figura 25), este
DNA foi entdo transferido para uma membrana de nylon ¢ foi realizada a
hibridizagdo com a Sonda NR1PP (Figura 26). Foram produzidas varias membranas
com diferentes amostras de DNA, onde foi possivel observar o mesmo padrdo de
hibridizagdo em diferentes membranas. Pelo fato de ndo conhecermos a seqiiéncia
inteira do gene do receptor nuclear NR1PP, para analisar o padrao de hibridizagao

em nossos testes nos baseamos nos teste anteriores de clivagem do gene NR1PP.
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23130 pb__
6550 pb—»

3054 pb__,,

2036 pb__,,
1630 pb_,,

1Kb _p |

Figura 25. Digestao do DNA gendmico de Perna perna. Foram urilizadas para
digestao as enzimas EcoRI (1), HindlII (2), BamHI (3), EcoRV (4), Bglll (5). Alul
(6), Mbol (7). Para servirem como controles positivos da reag¢do foram aplicados no
gel o clone pNRI1PP (8) e o fragmento NR1PP (9). Os padrdes de peso molecular |
Kb Ladder (P1) e Lambda DNA Eco/Hind (P2), além se servirem marcadores, foram

usados como controle negativo da hibridizagao.
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1Kb —»

Figura 26. Hibridizagdo com a Sonda NR1PP. Revela¢do do filme de Raio X
mostrou que a Sonda foi capaz de hibridizar com os controles do clone pNR1PP(8) e
do fragmento NRIPP (9) e com o DNA genémico ndo digerido (10). As amostras
digeridas com as enzimas que cortavam o fragmento de 1Kb do receptor nuclear:
EcoRI (1), HindlII (2), BamHI (3), EcoRV (4) ; e que ndo cortam o fragmento, Bglll
(5), Alul (6), Mbol (7) sdo correspondentes as amostras visualizadas na figura 25.
Observa-se que a sonda nao encontrou homologia com os DNA de peso molecular

usados como controle.
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Através da hibridizagdo foi verificado que a sonda NRIPP construida
reconhece regides complementares no DNA do mexilhdo Perna perna. Nas
amostras digeridas existe um rastro que pode ser devido a digestdo parcial do DNA
ou a estringéncia utilizada na rea¢ao de hibridizagao.

Mesmo com o rastro observado, foi possivel a visualizagdo de algumas bandas,
em determinados tratamentos com enzimas, que tiveram seu tamanho estimado
(Tabela 2). Para melhorar a visualizagdo de tais bandas serdo necessarios outros
testes em diferentes condigdes de hibridizagdo como: variagdo da temperatura de
hibridizagdo e de lavagem da membrana, otimizagdo da concentracdo de sonda,

tempo de exposigdo ao filme de raio-X, concentragdo de sal nas solugdes.

ENZIMA TAMANHO ESTIMADO BANDAS
Hindlll 5900 pb; 3850 pb

EcoRlI 5900 pb; 3850 pb

Belll 14000 pb; 3340 pb; 2830

Alul 3340 pb; 2800 pb

Mbol 3340 pb; 2800 pb

Tabela 2. Tamanho dos fragmentos estimados com base na hibridizagio,

hibridizados com sonda NR1PP.
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4.2.2 Amplificacdo e Clonagem de Genes de Receptores Nucleares a Partir
do RNA

Transcricdo Reversa — Sintese do cDNA

Com o intuito de confirmar o sitio de processamento do provavel receptor
nuclear NR1PP, foi1 realizada a sintese de cDNA, a partir do RNA total extraido do
mexilhdo Perna perna.

A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se como iniciador da sintese o
iniciador H7, que ja havia sido utilizado para amplificagdo do DNA genomico, e
também foi utilizado um Oligo dT que inicia a sintese de cDNA a partir da cauda
poli A do RNA mensageiro. Apds a sintese do cDNA este, foi amplificado
utilizando-se os iniciadores H2/H7 e seguindo as mesmas condi¢des descrita para a
amplificagdo do DNA gendmico (Figura 27).

O resultado da amplificagdo mostrou, além do tamanho esperado de
aproximadamente 120 pb, fragmentos de 220 pb . O tamanho de 120 era o esperado
pois ja foram descritas seqiiéncias de dedos de zinco em receptores nucleares, com o
mesmo tamanho de pares de bases, como por exemplo, em C. elegans, 1. cystophora
(KOUSTROCH et al. 1995; KOSTROUCH et al., 1998).

Além disso, quando analisamos a seqiiéncia do fragmento NRI1PP, que foi
obtido a partir do DNA gendmico, ao ser removida a seqiiéncia correspondente ao
intron, a leitura da seqiiéncia correspondente ao exon tém 120 pb.

O fato dos fragmentos de PCR terem sido visualizados com uma unica
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amplificagao foi uma surpresa, visto que em trabalhos descritos anteriormente os
fragmentos sdo visualizados ap6s uma reamplificagdo (KOUSTROCH ef al. 1995;
KOSTROUCH et al., 1998). O ¢cDNA sintetizado com oligo dT ndo apresentou sinal

de amplificagao.

1Kb —»

Figura 27. Gel de agarose 2% mostrando a amplificagdo do ¢cDNA utilizando
iniciadores H2 e H7 para amplificagdo do receptor nuclear. Observa-se um
fragmento do tamanho esperado de 120 pb (3 e 4). As amostras em que foi utilizado
Oligo dT para a sintese de cDNA ndo obtivemos um fragmento do tamanho
esperado (2 e 4). O controle da amplificagdo foi 0 DNA gendémico de Perna perna,

que mostrou o fragmento e 1 Kb. PM corresponde padrdo de peso molecular.
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Purificaciio do produto de PCR e isolamento do fragmento de 120 pb

Os fragmentos foram purificados inicialmente por precipitagdo com etanol,
entretanto, somente foram obtidos clones com o fragmento de 220 pb. Por este
motivo foi realizado o isolamento e purificagdo do fragmento de 120 pb a partir do
gel de agarose com a utilizagdo de resina de silica (dados ndo mostrados). Apesar da
concentragdo do fragmentado de 120 pb obtida através deste método ser pequena, a

amostra foi utilizada para a clonagem.

Clonagem
Os fragmentos obtidos foram clonados em vetores pUC18 Smal. As colonias
positivas foram selecionadas e foi realizada a extragdo do DNA plasmidial em

pequena e grande escala.

Amplificacdo dos fragmentos clonados

Foi realizada uma reagdo de PCR com os clones obtidos para verificar a
presenca dos fragmentos, confirmando a clonagem. Tanto para os clones do
fragmento de 120 pb quanto para os de 220 pb foi realizada uma PCR com os
iniciadores H2 e H7, conforme descrito anteriormente. Os resultados obtidos nesta

reagdo estdo mostrado a seguir. (Figura 28 e 29).
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220 pb —

Figura 28. Gel de agarose 2 %. Amplificagdo dos clones obtidos com o
fragmento de 220 pb (1 a 6). O padrio de peso molecular 1 Kb Ladder Plus, Gibco

BRL, esta indicado por PM.

101



120 pb —»

Figura 29. Gel de agarose 2%. Amplificagdo dos clones contendo o fragmento
de 120 pb (2 a 5). Como controle da amplificagdo utilizamos o DNA gendomico de
Perna perna (1) que amplificou um fragmento de 1Kb. PM € o padrdo de peso

molecular 1 Kb Ladder Plus
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Com a realizag¢do da reacdo de amplificagdo dos clones foram identificados os
clones positivos. No entanto, ndo podemos afirmar que o fragmentos de 120 e de
200 pb correspondam a um unico gene, pois podem estar sendo amplificados
diferentes genes de receptores nucleares com o mesmo tamanho de bares de bases.
Isto devido a utilizagdo de iniciadores degenerados possibilita a amplificagdo de
varios genes de uma familia génica, neste caso, de receptores nucleares, cada clone
obtido foi nomeado individualmente.

Foram obtidos 11 clones contendo o fragmento de 220 pb e foram
denominados a partir de pNRI12PP até pNR22PP. Os 10 clones obtidos contendo o

fragmento de 120 pb foram denominados pNR23PP até¢ pNR32PP.

4.2.2.1. Sequenciamento

Alguns clones de 120 pb foram sequenciados manualmente utilizando-se o
sistema SILVER SEQUENCE DNA Sequencing System, Promega em nosso
laboratorio, através da detec¢do por coloragdo com prata. Varios programas para a
reagdo de sequenciamento foram testados em diferentes amostras. Inicialmente foi
utilizado o programa Seq-2, mas foram detectadas regides de compressao e bandas
nas quatro canaletas migrando na mesma altura, tornando impossivel a leitura.

Foi utilizado o programa Seq-3 que apresentou melhores resultados, mas
somente duas seqiiéncias foram lidas com clareza, aquelas dos clones pNR26PP

(dados ndo mostrados) e pNR30PP (Figura 30). Foram feitas varias tentativas para
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sequenciar outros clones, no entanto néo foi possivel repetir o sequenciamento dos

clones pNR30PP e pNR26.

Figura 30. Gel de sequenciamento corado com nitrato de prata. Seqiiéncia do
clone pNR30PP.
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4.2.2.2. ANALISE DAS SEQUENCIAS DO FRAGMENTO DE 120 pb
(NR26PP)

As seqiiéncias obtidas do clone pNR26 pelo sequenciamento manual e pelo
sequenciamento automatico foram analisadas conjuntamente. Inicialmente foram
removidas as partes das seqiiéncias que faziam parte do Vetor de clonagem
utilizando-se o programa VecScreen (www.ncbi.nlm.nhi.gov). A seqiiéncia
correspondente ao fragmento de 120 pb clonado foi entdo, empilhada no programa
BioEdit (HALL, 1999).

Apds a obtengdo de uma seqiiéncia consenso criada através do programa
BioEdit, foi realizada a tradugdo desta seqiiéncia pelo programa Translate
(www.expasy.ch) (Figura 31). A seqiiéncia do fragmento NR26PP quando
comparada com o banco de dados do GenBank através do programa BLAST,
mostrou homologia com receptores nucleares alfa de hormdnio tireoideano de
humanos, rato, camundongo entre outros (dados ndo mostrados). Mesmo nao tendo
a seqiiéncia completa do fragmento NR26PP, a analise da seqiiéncia mostrou se
tratar de um provavel receptor nuclear e assim este fragmento de 120 pb foi
purificado para construgdo de uma sonda.

Para a analise da seqiiéncia do fragmento NR3OPP foram realizados os
mesmos procedimentos que os utilizados para o fragmento NR26PP. Estamos
aguardando a chegada do sequenciador automatico do projeto GENOPAR, ao qual

estamos vinculados, para confirmar todas as seqiiéncias deste trabalho.
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Figura 31. Seqiiéncia provavel do “zinc finger” do receptor nuclear NR26PP
(vermelho) obtida a partir do ¢cDNA de mexilhdo Perna perna. A seqiiéncia de
aminoacidos (azul) esta representada sob os respectivos codons. Um stop codon (*)
pode ser observado na seqiiéncia, que pode ser devido a uma falha do

sequenciamento.
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Northern Blot

A partir do clone pNR26PP foi purificado o fragmento de 120 pb (NR26PP),
homologo ao receptor nuclear alfa de hormonio tireoideano, que foi marcado com
fosfatase alcalina. A sonda molecular NR26PP foi construida para identificar o RNA
mensageiro que codifica para o gene NR26PP. Amostras de RNA foram aplicadas
em um gel de formaldeido e transferidas para uma membrana de nylon. Apos a
hibridizagdo com a sonda NR26PP a membrana foi exposta a uma filme de Raio-x,
mas nao foi detectado sinal da sonda.

Alguns fatores poderiam estar impossibilitando a visualizagdo do sinal da
sonda. Como a expressdo diferencial de receptores nucleares em diferentes tecidos ja
foi descrita em varios trabalhos (STUNNENBERG, 1993), este gene poderia ndo
estar sendo expresso nos tecidos de branquia de onde foi extraido o RNA
(SCEARCE et al., 1993). Além disso, também ja foi descrito que a expressao do
gene pode variar em diferentes fases do ciclo de vida como descrito por Nakajima e
colaboradores (NAKAJIMA etr al., 2000) e em C. elegans por Kostrouch e
colaboradores (KOSTROUCH et al., 1995).

No entanto como o fragmento de 120 pb foi amplificado a partir do cDNA,
originado da transcrigdo reversa do RNA, significa que este gene esta sendo
expresso no tecido de branquia. E como através da técnica de PCR ocorre uma
amplificacdo exponencial do nimero de copias da seqiiéncia alvo, o gene

correspondente a seqiiéncia NR26PP pode ser detectado no gel de agarose mesmo
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estando, supostamente, sendo expresso em niveis ndo detectados por Northern Blot.

4.2.3. RACE — Amplificacio Rapida das Extremidades 5’ ¢ 3’ do cDNA

Com o objetivo de obter o gene completo do receptor nuclear, foi realizada a
técnica de RACE ( Kit GeneRACE, Promega). Para isso além dos iniciadores
degenerados, foram construidos iniciadores RACE H2 e RACE H7, menos
degenerados, baseados na seqiiéncia do fragmento NR1PP.

Apods a sintese do cDNA, as amostras foram amplificadas utilizando-se o
programa GeneRace no termociclador. Foram utilizados iniciadores para a
amplificagdo tanto no sentido 5’ quanto 3° do gene. Quando as amostras foram
aplicadas no gel de agarose os produtos visualizados apresentaram bandas fracas de
tamanhos variaveis entre 800 e 1600 pb (Figura 32). As amostras amplificadas com
as combinagdes de iniciadores Race H2/ Race H7 e H2 /H7, ndo amplificaram,
talvez por causa do programa de amplificacdo utilizado que difere do programa
EDG?2 utilizado normalmente para amplificagdo do receptor nuclear.

Foram utilizados iniciadores mais internos dos adaptadores ligados as
extremidades do cDNA, para o “nested PCR” ¢ as amostras aplicadas em gel de
agarose onde foram visualizadas bandas de tamanhos variando entre 300 a 1600 pb

(dados ndo mostrados). As amostras com as combinagdes de iniciadores Race H2/

Race H7 e H2 /H7, ndo apresentaram bandas novamente.
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800 pb —» |

Figura 32. Gel de agarose 1,5%. Amplificagdo do cDNA sintetizado com o kit
Gene RACE, Promega. Foram utilizadas as combinagdes de iniciadores Race 5/Race
H7 (1); Race H2/ Race 3” (2); Race 5°/Race 3’ (3); Race H2/Race H7 (4); H2/Race
3’ (5); Race 5°/H7 (6) e H2/H7. Foi utilizado o padrdao de peso molecular 100 pb,

Gibco.
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Purificacio dos produtos de amplificados por “Nested PCR”
Os produtos de PCR das amostras que apresentaram bandas no gel, foram
purificados com o um kit utilizando uma membrana de silica Concert Rapid PCR

Purification System, GIBCO, BRL, Life Technologies.

4.2.3.1. Clonagem

As amostras purificadas da amplificagcdo com os iniciadores Race H2/ Race 3’;
H2/Race 3’; Race 5°/Race 3’; Race 5°/H7 foram clonadas no Vetor pPGEM-T Easy.
Apoés a transformagdo, as colonias positivas foram selecionadas e foi realizada a

extragdo do DNA plasmidial em pequena e em grande escala.

Digestio dos clones

Os clones foram digeridos com enzima de restri¢do EcoRI. Esta enzima cliva o
DNA plasmidial do Vetor pGEM-T Easy em dois locais no sitio de clonagem,
liberando o inserto clonado. As amostras foram analisadas no gel de agarose 1 %. A

figura 33 mostra a digestdo de somente alguns dos clones (Figura 33).
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800 pb —»

Figura 33. Gel de agarose 1 %. Digestdo dos clones amplificados a partir do
c¢DNA sintetizado pelo kit GeneRace . P ¢ o padrdo de peso molecular 100 pb,
Gibco e C € o controle do DNA plasmidial ndo digerido. As amostras digeridas com

EcoRI (1 a 9) apresentaram bandas de tamanhos variaveis de 300 pb a 1100 pb.
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Amplificacdo dos fragmentos clonados

Foi realizada a reagao de PCR com o DNA plasmidial dos clones e foram
utilizados os iniciadores que inicialmente deram origem ao fragmento clonado. As

amostras foram analisadas em gel de agarose 1,5% (Figura 34 e 35).

Figura 34. Gel de agarose 1,5%. Reagdo de PCR dos clones obtidos pela
técnica de RACE, amplificados com os iniciadores Race H2/Race 3’Nested (1 a 9).

Padrao de peso molecular 100 pb, Gibco (P).



Figura 35. Gel de agarose 1,5%. Reagdo de PCR dos clones obtidos pela
técnica de RACE, amplificados com os iniciadores Race 5’Nested/Race 3’Nested

(1 a5) e Race 5’Nested/H7. Padrdo de peso molecular 100 pb, Gibco (P).
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Apoés a confirmagdo da presenga dos fragmentos clonados, os clones foram

denominados como mostra a tabela 3.

CLONES FRAGMENTO ORIGEM J
CLONADO (pb)
pNR33PP 500 Race 3°/H2 1
pNR34PP 1100 Race 3°/H2
pNR35PP 1100 Race 3°/H2
pNR36PP 1100 Race 3°/H2
pNR37PP 450 | Race 3'/H2
pNR38PP 500 Race 3°/H2
pNR39PP 650 Race 3°/H2
pNR40PP 1300 Race 3’/H2
pNR41PP 1300 Race 3°/H2
pNR42PP 1300 Race 3°/H2
pNR43PP 1300 Race 3°/H2
pNR44PP 1300 Race 3°/H2
pNR45PP 1300 Race 3°/H2
pNR46PP 1300 Race 3°/H2
pNR47PP 800 Race 5’/ Race 3’
pNR48PP 450 Race 5°/ Race 3’
pNR49PP 700 Race 5°/ Race 3’
| pPNR50PP 600 Race 5°/ Race 3’
| pPNR51PP 500 Race 5°/ Race 3’
pNR52PP 600 Race 5’/ Race 3’
NR53PP 300 Race 5°/H7
pNR54PP 600 Race 5°/H7
pNR55PP 450 Race 5°/H7
NR56PP 600 Race 5°/H7 1
pNR57PP 400 Race 5°/H7 |
PNRS8PP 450 Race 5°/H7 |

Tabela 3. Clones derivados da amplificacdo do cDNA sintetizado com o kit

Gene RACE. Origem significa a combinagdo de iniciadores que foram utilizados

para produzir o fragmento.
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4.2.3.2. SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento automatico foi realizado somente em algumas amostras, €
as leituras ndo apresentaram uma boa qualidade, sendo necessaria a repeti¢do do
sequenciamento futuramente.

Somente as seqiiéncias dos clones pNR39PP e pNRS54PP foram lidas e
mostraram homologia com fator de transcricdo da RNA Polimerase Il de varios
organismos (dados ndo apresentados). Estas seqiiéncias foram amplificadas pois o
iniciador Race 5 apresenta grande complementaridade com a seqiiéncia deste gene,
servindo tanto de iniciador “sense” como “antisense”.

O sequenciamento manual foi realizado com os clones obtidos da amplificag¢ao
com Race 5°/H7.

Os dados sdao preliminares e aguardamos a chegada do sequenciador

automatico do Projeto GENOPAR, ao qual nosso laboratorio esta vinculado.



4.3. METALOTIONEINA

O estudo de identificagdo de genes da metalotioneina no mexilhdo Perna
perna, foram realizadas em colaboragdo com o estudante de iniciagdo cientifica
Guilherme Razzera Maciel.

Foram utilizadas amostras de DNA genomico de diferentes tecidos para a
reagdo de amplificagdo. A partir de reagdes de PCR feitas com iniciadores MTC1 e

MTC?2, foram amplificados fragmentos de diversos tamanhos (Figura 36).

2 Kb —3

1500 pb
1000 pb —»
600 pb

400 pb —p

Figura 36. Gel de agarose 1,5%, mostrando o resultado da amplificagdo a partir
do DNA genomico extraido de manto (1) e branquia (2 e 3) de diferentes espécimes
de Perna perna, onde observa-se a amplificagdo de varios fragmentos. PM= Smart

Ladder, Amersham Pharmacia.
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O tamanho do gene que codifica para metalotioneina ¢ de aproximadamente
216 pb (ENGELKEN e HILDEBRANDT, 1999). No entanto, como a amplificagdo
foi realizada a partir de DNA genomico ¢ de se esperar que sejam obtidos
fragmentos maiores, como ocorreu em nosso experimento. Isto porque, podem
existir introns no gene da metalotioneina em moluscos como ja descritos por Khoo e
Patel (KHOO e PATEL, 1999) o que explicaria a visualizagdo de fragmentos de até
2 kb no gel. Além disso, pode existir mais de um gene que codifica para
metalotioneina em Perna perna, e a amplificagdo pode corresponder a amplificagdo
simultanea de mais de um gene. Khoo e Patel descreveram duas isoformas do gene
da metalotioneina em Perna viridis, que diferem entre si por apresentarem regioes
promotoras diferentes e ambas possuem dois introns que diferem em tamanho e esta
caracteristica poderia estar presente em Perna perna.

Além dos fragmentos de 1500 pb e 2 Kb, foram visualizados fragmentos de
tamanhos menores. Ao comparar os locais de hibridizacdo do iniciador “antisense”
MCT2 com outros organismos, principalmente o mexilhdo Perna viridis, vimos que
este iniciador poderia amplificar fragmentos de 2Kb, 1500 pb, 650bp e 450bp
aproximadamente (KHOO e PATEL, 1999), pois a seqiiéncia que corresponde aos
aminoacidos CKC do iniciador, se repete ao longo do gene. Assim todos esses
fragmentos menores seriam derivados da amplificagdo de regides internas da
seqiiéncia do fragmento maior de 2 Kb o qual seria correspondente a toda seqiiéncia

que codifica o gene da metalotioneina em Perna perna.
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O fragmento maior, de 2 Kb, foi entdo, isolado do gel de agarose e purificado
para a realizagdo uma reamplificagdo onde esperavamos que fosse obtido um padrao
de amplificagao semelhante ao mostrado na figura 36. Os fragmentos menores que 2
Kb iriam aparecer como derivados da amplificagdo de regides mais internas do
fragmento de 2 Kb que ¢ o tamanho esperado da amplificagdo do gene de
metalotioneina. O padrio visualizado no gel apos a reamplificagdo foi igual ao

padrdo visualizado na amplificagdo do DNA gendmico, como mostra a figura 37.

Figura 37. Gel de agarose 1,5% mostrando a reamplifica¢do do fragmento de
2 Kb (1 e 2). O padrio de bandas observadas é semelhante ao da amplificagdo do

DNA genodnico. PM ¢é o padrdo de peso molecular e (3) controle da amplificagao.
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Os produtos da reamplificagdo foram entdo clonados em um vetor pUC
18/Smal. Foram obtidos 6 clones e para a confirmagdo da clonagem, foi realizada
uma PCR com o DNA dos clones com os iniciadores MTC1 e MTC2. Ao serem
analisados em gel de agarose (dados ndo mostrados) somente 2 clones foram
positivos. Estes clones apresentaram fragmentos de 1500 pb e 2 Kb em um dos
clones e no outro clone um fragmentos de aproximadamente 1 Kb. Além destes
fragmentos também puderam ser observados fragmentos menores, como esperado,
uma vez que a partir de fragmentos maiores ¢ possivel a amplificagdo de regides
internas da seqiiéncia de metalotioneina.

Os clones foram nomeados pMTI e pMT2 (MT- metalotioneina). Os
resultados obtidos levam a crer que realmente se trata de um provavel gene de
metalotioneina, pelos motivos descritos anteriormente. O sequenciamento destes
clones sera realizado quando da chegada do sequenciador MegaBACE do Projeto

GENOPAR (Dr. Fabio Pedrosa - UFPR).
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4.4. PROTEINA G

A identificagdo de RNAm codificando subunidades « da proteina G foi
realizada através da transcrigdo reversa do RNA. Foram utilizados iniciadores
degenerados OMP20 e OMP21 descritos por Strathmann e colaboradores
(STRATHMANN et al., 1989) referentes a extremidade 3’ do dominio de ligagdo a
GTP, da subunidade o da proteina G, para obtengdo do cDNA. Apods a transcri¢do
foi realizada uma rea¢do de PCR onde foram utilizados além dos iniciadores OMP
20 e OMP 21, os iniciadores “sense” OMP 41 e OMP 19. Os tamanhos de
fragmentos esperados, segundo Strathmann e colaboradores (STRATHMANN ez al.,
1989) seriam de aproximadamente 215 pb com a combinagdo de iniciadores OMP41
e OMP20 ou OMP21 e de 190 pb com OMP19 e OMP20 ou OMP21.

A analise em gel de agarose dos produtos de PCR mostrou fragmentos de
tamanho aproximado aos esperados (Figura 38). As amostras 1, 3 (cDNA de
branquia) e 5 ( cDNA de manto) mostram o mesmo tamanho de fragmento apesar do
iniciador “antisense” ser diferente, pois estes iniciadores apesar de degenerados sdo
complementares a mesma seqiiéncia na mesma posi¢ao. O iniciador ‘“‘sense”
OMP19, produz fragmentos de 190 pb, por ser complementar a uma seqiiéncia mais
“interna” do gene, em relagdo ao iniciador “sense” OMP41 que produz fragmentos

de 215 pb (¢cDNA de manto).
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215 pb
190 pb 3

Figura 38. Gel de agarose 2 % mostrando a amplificagdo obtida a partir do
¢DNA, da subunidade o da proteina G. Fragmento de 190 pb utilizando os
iniciadores OMP19 e OMP20 (1 e 5) e OMP19 e OMP21 (3). Fragmento 215 pb
obtido com os iniciadores OMP41 ¢ OMP20 (6). PM= 1 Kb Ladder Plus, Gibco

BRL.
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As amostras de cDNA que ndo amplificaram, 2 e 4, sdo amostras de branquia
de individuos diferentes e foram utilizados para amplificagdo com os iniciadores
OMP41/0OMP20 e OMP41/OMP21, respectivamente. Como o iniciador “sense” € 0
fator comum nestas duas amostras, podemos levantar duas hipdteses. Primeiramente,
que este iniciador ndo tenha encontrado complementaridade no tecido analisado,
uma vez que a seqiiéncia deste iniciador apresenta pequenas diferengas quando
comparado com o iniciador OMP 19. No entanto como o iniciador OMP4]
amplificou 0 cDNA de manto, podemos sugerir a nao expressao ou a expressao em
niveis muito baixos deste gene na branquia de mexilhdes. Esta diferenca de
expressio entre tecidos diferentes ja foi demonstrada em camundongos
(STRATHMANN et al., 1989) e em diferentes estagios de vida de Neurospora
grassa ( TURNER e BORKOVICH, 1993).

Os fragmentos obtidos nas amostras 5 e 6 (Figura 38) foram precipitados com
etanol e clonados. Apos a clonagem, foi realizada a extragdo de DNA plasmidial e
este DNA amplificado foi clivado com enzimas de restrigdo (dados ndo mostrados)
para confirmar a presenga do inserto. Os clones da amostra 5 apresentam, além do
fragmento esperado de 190 pb um fragmento de 380 pb, coincidentemente o dobro

do tamanho esperado (Figura 39).
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911y 1251514 15

380 pb _p
215 pb
190 pb

Figura 39. Gel de agarose 2 % mostrando a amplificagdo dos clones com
OMP19/0OMP20 (1 a 7) e OMP41/OMP20 (8 a 15). O iniciador “antisense” foi o
mesmo utilizado para preparagdo do cDNA inicialmente. PM ¢ o padrdo de peso

molecular.
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O fragmento de 380 pb pode ter sido gerado, se durante o processo de
clonagem dois fragmentos de 190 pb foram ligados entre si e este fragmento
contendo duas seqiiéncias clonado no vetor. Isto possibilitou que na amplificagdo do
clone fossem amplificados fragmentos dos dois tamanhos: 190 pb correspondente a
uma seqiiéncia ¢ de 380 pb correspondente a amplificagdo de duas seqiiéncias
ligadas uma a outra e clonadas. Nos clones originados da amostra 6 somente o
fragmento de 215 pb foi visualizado, e alguns clones foram negativos, isto €, ndo
continham o inserto (Figura 39, linhas 9, 11, 14 ¢ 15).

No total foram obtidos 8 clones do fragmento de 190 pb (pPG1 a pPG8) 4
clones do fragmento de 215 (pPGS8, pPG10, pPG12 e pPG13). Os clones foram
nomeados como pPG (PG= Proteina G) e em seguida o numero referente a posi¢do
no gel da Figura 39.

Os clones obtidos correspondem ao tamanho de fragmento esperado da
subunidade o da proteina G. No entanto é necessario que seja realizado o
sequenciamento para confirmar as seqiiéncias dos fragmentos clonados. Além disso,
como foram utilizados iniciadores degenerados existe a possibilidade de que
diferentes seqiiéncias de mesmo tamanho correspondentes a diferentes subunidades
o da proteina tenham sido clonadas. Isto porque existem varias subunidades o em
um mesmo individuo, que podem estar sendo expressas simultancamente. Em
mamiferos, por exemplo, ja foram descritas 17 seqiiéncias para a subunidade o da

Proteina G (TURNER e BORKOVICH, 1993).
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5. CONCLUSOES

Nossos resultados demonstraram que a seqiiéncia NR1PP clonada a partir do
DNA gendmico do mexilhdo Perna perna possui grande homologia ao dominio
“zinc finger” de receptores nucleares 6rfdos. Esta seqiiéncia estd depositada no
GenBank sob o numero de acesso AF312271. Também foi identificado nesta
seqiiéncia gendmica um intron, que é a primeira seqii€ncia de um intron descrita
para o mexilhdo Perna perna. A localizagdo deste intron dentro do dominio do “zinc
finger” é corroborada por seqiiéncias de receptores nucleares Orfdos ja descritas
(GUO et al., 1996; CASTILLO et al., 1997; TARRI et al., 1999)que possuem o
intron na mesma posi¢do, apés o P-Box do primeiro dedo de zinco. A partir da
identificagdo do fragmento NRIPP como sendo um fragmento de um receptor
nuclear 6rfdo, sintetizamos uma sonda molecular para detec¢do do gene do receptor
nuclear.

Foi identificada através do sequenciamento do fragmento NR26PP, uma
seqiiéncia homologa a receptores nucleares alfa de hormonio tireoideano. O
fragmento NR26PP foi marcado com fosfatase alcalina para construgdo de uma
sonda para identificagdo do RNA mensageiro que codificaria o gene do receptor
nuclear alfa de hormoénio tireoideano. A sonda construida, denominada sonda
NR26PP, nio produziu sinal para detecgdo do RNAm. Em trabalhos para identificar
receptores nucleares através do Northen Blot, os pesquisadores tém utilizado sondas

marcadas radiativamente e com exposi¢io prolongada (KOSTROUCH et al., 1995)
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ou realizandeo-Southern Blot apdés a amplificagdo do cDNA (NAKAJIMA et al.,
2000).

Através da amplificagio do DNA gendmico do mexilhdo Perna perna
utilizando os iniciadores degenerados MTC1 e MTC2, foram obtidos fragmentos de
tamanho correspondente ao esperado para o gene da metalotioneina. Sendo que o
fragmento de 2 Kb deve corresponder a amplificagdo do gene inteiro da
metalotioneina (KHOO e PATEL, 1999). Os fragmentos clonados estdo aguardando
para serem sequenciados.

Com a utilizagdo de iniciadores degenerados foi amplificada a regido de
ligagdo de GTP de uma subunidade a de Proteina G do mexilhdo Perna perna. Os
fragmentos clonados, de 190 pb e 215 pb, correspondem ao tamanho de fragmento
resultante da amplificacdo da seqiiéncia da subunidade o obtido em outros
organismos (STRATHMANN et al., 1989). Os fragmentos clonados estdo
aguardando para serem sequenciados quando da chegada do sequenciador do projeto
GENOPAR, ao qual nosso laboratoério esta vinculado.

Os dados obtidos neste trabalho poderdo servir, futuramente, de base para
realizagdo de projetos de desenvolvimento de técnicas de biologia molecular para
detecgdo de efeitos de exposi¢io ao estresse. Assim como ja foram desenvolvidos,
modelos de detecgdo por técnicas de biologia molecular para detec¢do de alteragdes
de expressdo, risco de exposi¢do a xenobidticos, como 0 PCR quantitativo e teste do

gene reporter (MEEK, 1998; VANDEN HEUVEL e DAVIS, 1999).
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Além disso, esperamos estimular outros grupos de trabalho a desenvolver
pesquisas a nivel molecular referentes ao mexilhdo Perna perna ndo somente pela
importdncia cientifica de ampliar os dados referentes a espécie mas pela importancia

econdmica € social em nosso estado que representa.
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