Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Biociéncias
Bacharelado em Biotecnologia

Trabalho de Concluséo de Curso

Analise da expressao do gene MK2 ao longo do processo de
estrobilizacéo de Mesocestoides corti

Barbara Machado Marques

Orientador: Prof. Dr. Henrique Bunselmeyer Ferreira

Porto Alegre, junho de 2016



Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Biociéncias
Bacharelado em Biotecnologia

Trabalho de Concluséo de Curso

Andalise da expressado do gene MK2 ao longo do processo de
estrobilizacéo de Mesocestoides corti

Trabalho de Conclusdo de Curso submetido a
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
como requisito parcial para obtengéo do titulo de
Bacharel em Biotecnologia com Habilitacdo em
Biotecnologia Molecular

Barbara Machado Marques

Orientador: Prof. Dr. Henrique Bunselmeyer Ferreira

Porto Alegre, junho de 2016



Este trabalho foi desenvolvido no
Laboratério de Gendmica Estrutural e
Funcional da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul e no Laboratério de Biologia
Molecular de Cestddeos do Centro de
Biotecnologia da UFRGS, com apoio
financeiro do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPq), Coordenacdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e da
Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado
do Rio Grande do Sul (FAPERGYS)



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Olicio e Elisangela, e a minha irma Bibiana, que apesar da
distancia, sempre confiaram em mim e apoiaram todas as minhas decisdes, dando todo o

suporte que eu precisava para concluir a minha graduacéo.

Ao meu namorado Daniel, que sempre me motivou a ser cada vez melhor, por
acreditar em mim quando nem eu mesma acreditava, por sempre me dar forcas para eu ir
além do meu limite, por todo o seu apoio e carinho. N&o ha palavras para dimensionar

toda a tua importancia durante estes anos.

Ao meu orientador Prof® Henrique B. Ferreira, pelo voto de confianca ao me

incluir em seu grupo de pesquisa e por todos os ensinamentos durante este periodo.

A Tatiana Basika, por toda a dedicacio e companheirismo neste periodo, por estar
sempre disposta a ajudar e principalmente por toda a paciéncia em ensinar, mesmo

quando era preciso mais de uma explicacéo.

Aos colegas de laboratério, em especial a Edileuza, por estarem sempre dispostos

a ajudar uma aluna de iniciacéo cientifica perdida.

Aos colegas de graduacdo Karina, Solon, Gabriela, Alexia, Barbara e Isadora, por
todos os momentos felizes que vocés me proporcionaram durante estes quatro anos, que
foram essenciais para aliviar as preocupacdes e dificuldades da graduacdo. E
principalmente a Eduarda, pela amizade que construimos desde o primeiro dia na

graduacao.



RESUMO

Proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs, de mitogen-activated protein
kinases) sdo serino/treonino-proteino-quinases que realizam a conversdo de estimulos
extracelulares em uma variedade de respostas celulares. MAPKs estdo entre os
componentes de algumas das principais e mais conservadas rotas de transducao de sinais
que regulam muitos processos fisiologicos, incluindo a progressao do ciclo celular, a
migracdo celular, a organizacdo do citoesqueleto e o remodelamento da cromatina.
Estudos moleculares envolvendo platelmintos da classe Cestoda tém demonstrado que as
MAPKSs possuem um papel fundamental no desenvolvimento destes organismos.
Analises transcritbmicas preliminares realizadas pelo nosso grupo, evidenciaram a
expressao diferencial do gene que codifica uma proteina da familia das MAPKs chamada
MAPK-proteino-quinase ativada (MK2) entre os estagios larval e adulto do cestodeo
Mesocestoides corti, sugerindo seu possivel envolvimento na regulagdo do
desenvolvimento deste parasito. M. corti é uma espécie-modelo para o estudo da classe
Cestoda, utilizado inclusive para a investigacdo do processo de diferenciacdo da larva
(tetratirideo) no verme adulto, chamado de estrobilizacdo. Platelmintos cestdédeos sdo
agentes etioldgicos de parasitoses importantes (cestodiases), tanto em seres humanos
como em animais, causando doencas como a hidatidose e a cisticercose. Assim, o estudo
de aspectos basicos da biologia destes parasitos é importante para o desenvolvimento de
estratégias de prevencao e controle de cestodiases. O objetivo geral deste trabalho é a
investigacdo do possivel envolvimento da MK2 de M. corti em uma rota de sinalizacdo
de MAPKS, que pode regular o processo de estrobilizacdo deste parasito. A sequéncia
codificadora da McMK2 foi amplificada por PCR e clonada por recombinacdo homologa
in vivo no vetor de expressdo em pGEX-4T1-TEV. O plasmideo recombinante construido
foi entdo utilizado para a transformacdo genética de células de Escherichia coli BL21-
CodonPlus-RP. As condicdes de expressdao da McMK2 recombinante (rMcMK?2) foram
otimizadas e a proteina recombinante foi purificada para utilizacdo na imunizacao de
coelhos e producéo de anticorpos policlonais monoespecificos. Tais anticorpos serdo
posteriormente utilizados em experimentos de imunolocalizacdo, para avaliacdo dos
padrdes de expressao espaciais e temporais da McMK2 em diferentes estagios do
desenvolvimento estrobilar de M. corti. Os niveis de expressdo do gene McMK2,

codificador da McMK?2, foram investigados por meio de RT-gPCR. Uma diminuicéo



significativa na expressdo do gene McMK2 foi observada no verme estrobilado, em
comparagdo com a expressdo em tetratirideos, sugerindo que esta proteina pode estar
envolvida com a regulacdo da estrobilizacdo de M. corti.

ABSTRACT

Mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) are serine/threonine-protein kinases that
convert extracellular stimuli into a variety of cellular responses, participating of some of
the major and most conserved signal transduction pathways and regulating many
physiological processes. Molecular studies involving parasite platyhelminthes of the
Cestoda class (cestodes), have reported the importance of MAPKSs on the development of
these parasites. Previous transcriptomics studies carried out with Mesocestoides corti, a
cestode parasite, to search for differentially expressed genes between larvae
(tetrathyridia) and adult (proglottized and segmented) worms allowed to identify a M.
corti gene that codes for a possible ortholog of a vertebrate MAPK-activated protein
kinase 2 (MK2), also a component of MAPK signal pathways. M. corti, is an useful
experimental model to investigate the cestode developmental processes, such as those
involved in the transition of the larval to the adult worm stage, which is called strobilation.
Cestodes are etiological agents of important helminthiases, such as hydatidosis and
cysticercosis, which affect both humans and animals. The study of basic aspects of
cestode biology is important for the development of new strategies for prevention and
control of helminthiases. The aim of this work is to investigate the possible involvement
of M. corti MK2 (McMK?2) in MAPK signal transduction pathways that might regulate
the strobilation process of this parasite. The McMK?2 coding sequence was amplified by
RT-PCR and cloned into the pGEX-4T1-TEV plasmid by in vivo homologous
recombination in Escherichia coli KC8 cells. E. coli KC8 transformed cells were
analyzed by PCR in order to identify colonies carrying the recombinant construction
(pPGEX-McMK?2). E. coli strain BL21-CodonPlus-RP were transformed with pGEX-
McMK2 plasmid used for the expression of the recombinant McMK2 protein (rMcMK2).
Different induction conditions with different concentrations of isopropyl-p-D-
1thiogalactopyranoside (IPTG), incubation times and temperatures were evaluated in
order to optimize rMcMK?2 heterologous expression, which was evaluated by SDS-
PAGE. The rMcMK2 was expressed and purified, free of the GST moiety, by affinity

\



chromatography coupled with TEV digestion. Rabbits will be immunized with the
purified rMcMK2 in order to produce monospecific polyclonal antibodies against
McMK2. The anti-McMK?2 antibodies produced will be used in immunolocalization
experiments, to assess the spatial and temporal expression patterns of McMK2 along M.
corti strobilar development. The transcriptional levels of McMK2 encoding gene
(McMKZ2) were investigated by gPCR. A significant decrease of the expression levels of
the McMK2 gene was observed on strobilated stage, compared with tetrathyridia. This
results suggests a possible involvement of this protein at regulation of the M. corti

strobilation process.
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1. INTRODUCAO

1.1 Proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPKS)

Proteino-quinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs, do inglés mitogen-activated
protein kinases) sdo serino-treonino-proteino-quinases que realizam a fosforilacdo de
seus proprios residuos de serina e treonina (autofosforilagdo) ou ativam e inativam seus
substratos (Peti et al., 2013). MAPKSs estdo presentes nas principais rotas eucariéticas de
transducéo de sinais e atuam na mediacdo de muitos processos fisioldgicos, em resposta
a estimulos extracelulares como citocinas, fatores de crescimento, antigenos, toxinas,
drogas, formato celular, aderéncia a matriz extraceular e interacdes entre células. A
ativacdo de MAPKSs em resposta a estes estimulos contribui para o controle da transcricao,
proliferacdo, desenvolvimento, apoptose, motilidade e muitas outras respostas celulares
(Johnson et al., 2011; Peti et al., 2013; Lee et al., 2016) (Figura 1). Para controlar tantas
respostas bioldgicas, MAPKs sdo ativadas e inativadas com acuracidade espacial e
temporal dentro da célula. A perda desta regulacdo espaco-temporal, por mutacdes ou
expressdo alterada de proteinas que regulam as MAPKS, pode levar ao desenvolvimento
de cancer, doencas neurodegenerativas, inflamacGes e defeitos no desenvolvimento
(Johnson et al., 2011).

As cascatas de sinalizacdo de MAPKSs sdo compostas por pelo menos trés tipos de
quinases: as MAPK quinases quinases (MAP3Ks ou MKKKs), as MAPK quinases
(MAP2Ks ou MKKs) e as MAPKs. Em geral, os sinais recebidos pelos receptores
celulares sdo transduzidos para MKKKSs, gerando eventos subsequentes de fosforilacdes.
As MKKKs ativam MKKs pela fosforilagdo de dois residuos serina/treonina (S/T-
XXXXX-S/T, aonde X representa um aminoacido qualquer). As MKKs ativadas
fosforilam MAPKSs em residuos de treonina e/ou tirosina, no motivo T-X-Y. Fosforiladas,
as MAPKSs transduzem os sinais recebidos para diversas moléculas efetoras, regulando
sua atividade funcional, turnover e localizacdo (Johnson et al., 2011; Lee et al., 2016)
(Figura 1).

Em mamiferos, existem trés rotas de MAPKSs bem caracterizadas: as quinases
extracelular-reguladas 1 e 2 (ERK 1/2, do inglés extracellular-regulated kinase), as
quinases N-terminais c-JUN 1, 2 e 3 (JNK 1/2/3, do inglés c-JUN N-terminal kinase) e as
p38 MAPK a, B, 6 e y. As ERK 1/2, sdo ativadas em resposta a fatores de crescimento,



horménios e estimulos pro-inflamatérios, enquanto as JNK 1/2/3 ¢ as p38 MAPK a, B, &

e v sdo ativadas por estresses celulares e ambientais, além de estimulos pro-inflamatorios

(Owens et al., 2007; Kyriakis et al., 2012).
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Figura 1: Modelo de uma rede de sinalizagdo de MAPKSs. Estdo representadas em azul
as MKKKS, em verde as MKKs e em amarelo as MAPKSs. Por meio de um interatoma de

MAPKS, diferentes estimulos sdo transduzidos em diferentes respostas celulares. Adaptado
de Johnson et al. (2011).

1.2 Envolvimento de MAPKSs no desenvolvimento de platelmintos cestédeos

Estudos moleculares envolvendo cascatas de sinalizacdo de MAPKs em
platelmintos sdo fundamentais. Devido ao papel decisivo das rotas de MAPKs na
regulacdo de mecanismos importantes como a proliferacdo, apoptose e diferenciacao
celular, é possivel que rotas de quinases ortdlogas a mamiferos estejam envolvidas no
processo de desenvolvimento destes parasitos (Gelmedin et al., 2010). Neste contexto,
estudos de identificacdo e caracterizacdo de MAPKSs de cestodeos vem sendo
desenvolvidos. Em Echinococcus multilocularis, uma quinase ortologa a ERK de

mamiferos foi identificada (EmMPKZ1). A partir da caracterizacao estrutural e funcional,



foi evidenciado que esta proteina é constitutivamente expressa ao longo de um estagio de
desenvolvimento deste parasito, desde o cisto hidatico (metacestddeo) ao protoscolex.
Também demonstrou-se que a EmMPK1 é responsiva a estimulos externos do
hospedeiro, mediando o desenvolvimento de E. multilocularis (Spiliotis et al., 2006). Em
outros estudos deste mesmo grupo, foram caracterizadas outras duas quinases
pertencentes a esse parasito, que compdem a mesma via de sinalizacdo de EmMKP1
(Figura 2). Além da EmMKP1, fazem parte desta via as quinases EmMRAF (do inglés,
virus-induced rapidly accelerated fibrosarcoma), que pertence a familia das MKKKs, e
a EmMKK?2 (do inglés, mitogen-activated protein kinase kinase 2), que pertence a familia
das MKKs (Spiliotis et al., 2005; Gelmedin et al., 2010). Um estimulo do hospedeiro,
como fatores de crescimento, ativa a via de sinalizacdo pela fosforilagio de EmRAF,
gerando a transducdo de sinal, por consecutivas fosforilacbes de EMMKK2 e EmMMPK1
(Gelmedin et al., 2010).

Estimulo do Hospedeiro
(ex.: fatores de crescimento)

g

MKKK O\

MKK

b
b

MAPK .'\

Figura 2: Representacdo esquemdtica da via de
sinalizagdo de EmMKP1. Adaptado de Gelmedin et al.
(2010).

Outro trabalho envolvendo o estudo de MAPKS e o desenvolvimento de cetddeos
foi realizado em Taenia crassiceps. Comprovou-se que a quinase ERK-like esta

diretamente envolvida com o desenvolvimento reprodutivo deste parasito. Neste



organismo, a via de sinalizacdo de ERK-like é ativada pelo hormonio 17p4-estradiol,

secretado pelo hospedeiro (Escobedo et al., 2010).

1.3 MAPK proteino-quinase ativada 2 (MK2)

MAPK proteino-quinase ativada 2 (MK2, do inglés MAPK-activated protein
kinase 2), pertence a familia das MAPKAPK (do inglés MAPK-activated protein kinase),
que sdo ativadas por MAPKs. Em mamiferos, a MK2 é ativada pela MAPK p38 em
resposta a condicOes de estresse, como irradiacdo UV, choque térmico, estresse oxidativo,
hiperosmolaridade e diversas citocinas. Uma vez ativada, a MK2 regula processos como
producéo de citocinas, migracdo celular, remodelamento da actina, controle do ciclo
celular e a expresséo de genes (Cargnello et al., 2011).

A MK2 de humanos possui 400 aminoacidos e dois sitios para fosforilacdo nos
residuos Tyr??? e Tyr3*4 A regido C terminal possui um sitio para localizacdo nuclear
(NLS, do inglés nuclear localization signal) (Lys-Lys-Xaaio-Lys-Arg-Arg-Lys-Lys).
Este sitio NLS se localiza ao redor de um dominio D (do inglés, docking), que faz a
mediacdo de interacdes entre a MK2 e as isoformas p38a ¢ p38f (Smith et al., 2000). A
MK2 também possui um sitio para exportacdo nuclear (NES, do inglés nuclear export
signal) (Met-Thr-Ser-Ala-Leu-Ala-Thr-Met-Arg-Val), localizado entre o dominio
quinase e os sitios NLS e D (Ben-Levy et al., 1998; Meng et al., 2002) (Figura 3).

T222 T334
. L
f o * m~“
we (| B . = e 400 aa

Figura 3: Representacdo estrutural da cadeia total da MK2 de humanos Os sitios de fosforilacdo estdo
marcados pelo aminoécido e a posi¢do na qual séo fosforilados. NES (do inglés nuclear export signal), sitio para
exportacdo nuclear; NLS (do inglés nuclear localization signal), sitio de localizagdo nuclear; D (do inglés
docking) dominio D; SH3 (do inglés Src homology 3 domain) Adaptado de Cargnello et al. (2011).

A MK2 se localiza predominantemente no nucleo. Sobre condigdes de estresse
esta proteina é rapidamente exportada para o citoplasma da célula (Engel et al., 1998;
Neufeld et al., 2000). Este transporte para o citoplasma é aparentemente mediado pela

fosforilagdo do dominio quinase, uma vez que a mutagio fosfomimética em Tyr33*



aumenta a localizacdo citoplasmatica desta proteina (Engel et al., 1998). Por esta razao,
é possivel afirmar que a MK2 possui o sitio NLS constitutivamente ativo e o sitio NES
regulado por fosforilacdo (Cargnello et al., 2011).

Apesar da recorrente associagdo da MK2 a regulacdo de processos desencadeados
por estresses, estudos também tém demonstrado o envolvimento desta proteina no
desenvolvimento de organismos. Holloway et al., (2009) identificou a MK2 em Danio
renio (zebrafish) e comprovou uma funcdo modulatoria desta quinase no processo de
morfogénese de embrides. Neste organismo, a MK2 previne a constrigdo prematura de

blastosporos, observada em mutantes para o gene MK2.

Em nosso grupo de estudo, bibliotecas de cDNA enriquecidas com sequéncias
expressas pelos estagios larval (tetratirideo) e adulto (verme estrobilizado) do cestodeo
Mesocestoides corti, foram construidas. Por meio de analises de microarranjos de DNA,
foi possivel identificar genes diferencialmente expressos entre os dois estigios de
desenvolvimento analisados (Bizarro et al., 2005). Nesta andlise, a sequéncia
codificadora da MK2 foi identificada como diferencialmente expressa, sugerindo um
possivel envolvimento desta proteina no desenvolvimento estrobilar de Mesocestoides

corti.

1.4 Mesocestoides corti, organismo modelo para estudo dos cestodeos

Mesocestoides corti é um platelminto endoparasita da classe Cestoda, a mesma
classe da qual pertencem representantes dos géneros Echinococcus e Taenia, que
possuem relevancia medica e veterindria. Este organismo pertence a ordem
Cyclophyllidae, a qual é composta principalmente por parasitos de aves e mamiferos,
raramente ocorrendo em répteis e anfibios. M. corti € um organismo-modelo para diversos
aspectos bioldgicos de cestddeos (Kermmerling et al., 2006, Markoski et al., 2006) e tem
sido utilizado como modelo experimental para o estudo de relagdes parasito-hospedeiro,
desenvolvimento de drogas anti-helminticas e desenvolvimento de cestédeos (Cabrera et
al., 2010; Mishra & Teale, 2012, 2013). A capacidade da forma larvaria (tetratirideos) de
M. corti de se multiplicar assexuadamente tanto in vivo (especialmente em ratos e
camundongos) quanto in vitro (Markoski et al., 2003), torna esta espécie muito util como

modelo para o estudo do desenvolvimento dos cestodeos (Espinoza et al., 2005). Além



disso, sua manipulacdo é segura, uma vez que M. corti, diferente de outras espécies do
mesmo género, ndo € normalmente infectivo para seres humanos, tendo sido 0os poucos
casos de infecgdes humanas descritos na literatura causados por ingestdo massiva

acidental de tetratirideos (Fuentes et al., 2003).

Este parasito apresenta um ciclo de vida complexo (Figura 4), o qual
provavelmente inclui um hospedeiro definitivo (um carnivoro) e dois hospedeiros
intermediérios (o primeiro, um artrépode, e o segundo, um roedor, um anfibio ou um
réptil), e que apresenta algumas etapas do seu desenvolvimento ainda desconhecidas. O
ciclo inicia-se com a ingestdo de uma proglétide gravida, pelo seu primeiro hospedeiro
intermediério, a qual eclodiria e levaria ao desenvolvimento do estégio larval denominado
de procercoéide. Em seu segundo hospedeiro intermediario ocorreria o desenvolvimento
do procercéide em tetratirideo, estdgio larval capaz de reproducdo assexuada por
fissiparidade ou brotamento. J& no seu hospedeiro definitivo o verme é capaz de
reproducdo assexuada por divisao longitudinal do escélex e sexuada por fecundacao

cruzada que da origem a novas proglétides gravidas, reiniciando o ciclo.
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Figura 4: Representacgdo do provavel ciclo de vida de M. corti
(figura cedida por H. B. Ferreira).

Uma das etapas do ciclo de vida de M. corti que tem sido foco de estudo é a

estrobilizacdo. Esta etapa € caracterizada pela passagem da fase de tetratirideo

(metacestddeo) para a fase adulta, envolve o alongamento e segmentacdo corporal,



concomitantemente com a maturacdo dos orgaos sexuais (Olson et al., 2001, 2005). Um
sistema de cultura para indugdo da estrobilizagdo deste organismo ja esta padronizado
pelo nosso grupo. A adicéo de tripsina ao meio de cultura foi comprovadamente capaz de
induzir os processos de segmentacdo e diferenciacdo sexual in vitro (Markoski et al.,
2003; Espinoza et al., 2005). Porém, ainda é necessario o desenvolvimento de estudos
que caracterizem 0s processos moleculares envolvidos na regulacdo da estrobilizagéo
(Espinozaet al., 2005; Koziol et al., 2010). Neste sentido, Costa et al. (2015) caracterizou
0 padrdo de expressao espacial e temporal da proteina SET/TAF-IB, propondo a utilizagao
desta proteina como marcador molecular do desenvolvimento estrobilar de M. corti.
Basika et al. (submetido) reportou, pela primeira vez, perfis de expressédo de micro RNAs
(miRNAS) entre os estagios tetratirideo e verme estrobilado de M. corti, evidenciando

miRNAs estagio-especificos e diferencialmente expressos ao longo da estrobilizacao.



2. JUSTIFICATIVAS

Parasitos cestodeos que infectam seres humanos e animais domésticos sdo alvos
de investigacdo cientifica, com énfase para a busca de formas mais eficientes de
prevencdo, diagndstico e tratamento das enfermidades causadas por eles (Armua-
Fernandez et al., 2011; Cardona et al., 2013). Porém tais esforcos visando ao controle de
cestodiases tém apresentado resultados bastante limitados (Brunetti et al., 2011; Barnes
et al., 2012). O insucesso de programas de prevencdo e controle de cestodiases deve-se,
em parte, a escassez de conhecimentos sobre a biologia do desenvolvimento destes
parasitos e sobre aspectos moleculares das interacGes parasito-hospedeiro. Por isso, 0
estudo de aspectos moleculares basicos da biologia de cestddeos representa uma etapa
essencial para a ampliacdo do numero de proteinas parasitarias identificadas e
caracterizadas a sua expressdo e funcdo. Tais proteinas poderdo servir como marcadores
moleculares de processos de desenvolvimento, como novos antigenos para
imunodiagnodstico ou como potenciais alvos para intervencdo terapéutica. Sua
caracterizagdo funcional proporcionara uma melhor compreensdo de estratégias de
sobrevivéncia e de processos de desenvolvimento de estagios larvais patogénicos do
parasito, o que fornecera subsidios adicionais para a elaboracdo de novas estratégias de

prevencdo e controle de cestodiases.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
O objetivo geral deste trabalho foi a investigacdo do padrdo de expressdo espacial
e temporal do gene McMK2 e dos produtos codificados por ele, a fim de elucidar outros

processos moleculares envolvidos com a estrobilizagdo de M. corti.

3.2. Objetivos Especificos
(i) Expressao heteréloga da McMK2 e producdo da proteina recombinante;

(ii) Analise do padréo de expressao temporal da McMK?2 durante a estrobilizacao;



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Manuteng&o de estoques in vivo e cultivo in vitro de M. corti

Os procedimentos para manutencdo de estoques de tetratirideos in vivo, em
hospedeiros experimentais (camundongos) e para o cultivo de tetratirideos e a inducéo e
acompanhamento do processo de estrobilizagdo in vitro foram realizados como descrito
por Markoski et al. (2003). A manutencdo de estoques in vivo foi realizada a partir da
injecdo intraperitoneal de tetratirideos em camundongos Mus musculus, linhagem
BALB/c. Apos trés meses de infeccdo, os camundongos foram eutanasiados e 0s
tetratirideos foram aspirados da cavidade abdominal de cada animal. Inicialmente, os
tetratirideos foram mantidos em meio RPMI 1640 (Cultilab) a 37°C, em atmosfera com
5% COg, por 24 h, e posteriormente, foram transferidos para meio suplementado com
20% de SFB (RPMI/SFB). Todos os procedimentos com camundongos foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS (projeto: Estudo de
Aspectos Moleculares da Biologia de platelmintos parasitas da classe Cestoda, n® 21625)

e foram realizados de acordo com as normas vigentes.

Para inducdo da estrobilizacdo, os tetratirideos foram pré-incubados em meio
contendo tripsina (10° BAEE/mI) a 39°C, durante 24 h. Apods os tetratirideos foram
mantidos em RMPI 1640 suplementado com 10% de SFB, com trocas de meio cada 48
h. Apo6s aproximadamente 9 dias (tempo necessario para que ocorra a estrobilizagdo
completa), os parasitos foram retirados do meio e estocados em Trizol (Invitrogen) a -
80°C. As amostras obtidas foram utilizadas para extracao de proteinas (se¢do 5.3) ou de
RNA (Secdo 5.4).

4.2 Andlise eletroforética de DNA e RNA em géis de agarose

Para visualizacdo de amostras de DNA e RNA, foram utilizados géis de agarose
1% e 0,8%, em tampédo TBE 1X (2,5 MM EDTA, 89 mM é&cido bdrico 89 mM, Tris-HCI-
pH 8,3) e corado com GelRed. As amostras eram resolvidas em uma cuba eletroforética
horizontal (BioRad), com TBE 1X, em uma voltagem constante de 90 V. A visualizagdo
das bandas era feita sob luz ultravioleta e fotodocumentadas pelo aparelho Gel Doc XR
(BioRad).



4.3. Analise eletroforética de proteinas em geis de poliacrilamida-SDS

Para a visualizacdo de amostras proteicas, foram utilizados géis de poliacrilamida-
SDS (SDS-PAGE) 12%. As amostras eram resolvidas em uma cuba eletroforética vertical
(BioRad), com o tampéo Tris-glicina/SDS (250 mM Tris-Cl; 1,92 mM glicina; 1% SDS;
pH 8,3) e com uma voltagem constante de 100 V. As amostras a serem analisadas eram
adicionados 0,2 volume de tampao de amostra 5X com B-mercaptoetanol (625 mM Tris-
CI; 0,2% azul de bromofenol; 2,3% SDS; 10% glicerol; 5% p-mercaptoetanol), para
eletroforese em condi¢Oes redutoras. Para visualizagdo das proteinas apos a eletroforese,
0s geis eram corados com coomassie blue (1% coomasie brilliant blue R-250; 10% &cido
acético; 50% metanol) por 20 min a 65°C. O excesso de corante era removido com &cido
acético 10% em agua a 65°C.

4.4 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

RNA total de quatro estagios de desenvolvimento de M. corti (TT, 24H, 48H e
ST) foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen) e posteriormente tratado com
DNAse I. A sintese de cDNA foi realizada com a enzima transcriptase reversa M-MLV
(Invitrogen), de acordo com o protocolo do fornecedor. Os cDNAs obtidos foram
utilizados para a realizacdo dos experimentos de analise dos padrdes de expressao da
McMK2 por RT-gPCR (Se¢éo 5.7).

4.5. Amplificacédo e clonagem da sequéncia codificadora da McMK2

Para a amplificacdo do cDNA do gene McMK2, iniciadores especificos foram
projetados com base na sequéncia do gene correspondente (MCOS_0000001001). Os
cDNAs gerados foram novamente amplificados utilizando-se iniciadores especificos
contendo 25 nt homologos ao vetor de expressdo plasmidial de expressdo pGEX-4T1-
TEV (Costa et al., 2015) (Tabela 1 - MAPK2). Em uma segunda etapa de amplificacéo,
foram acrescentadas as extremidades do amplicon inicial 25 nt adicionais, homdlogos a
regido de clonagem do vetor de expresséo, utilizando iniciadores especificos (Tabela 1 —
recll).

O amplicon obtido nas etapas de amplificacdo anteriores foi entdo clonado no
vetor por recombinacdo homologa in vivo, em células de Escherichia coli KC8, segundo
protocolo descrito por Parrish et al. (2004). O plasmideo pGEX-4T1-TEV (Figura 5) é
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derivado do vetor de expressdo pGEX-4T1 (Amersham Biosciences), porém foi
modificado para incluir a sequéncia codificadora do sitio de clivagem da protease do
tabaco etch virus (TEV). Para a recombina¢do homologa in vivo, o vetor foi linearizado,
por clivagem com a endonuclease de restricdo Xhol (Promega) e defosforilado com a
enzima fosfatase alcalina de camardo (SAP, GE Healthcare). Os plasmideos clivados
foram separados por eletroforese em gel de agarose e purificados atraves do kit de
purificacdo DNA GFX (GE Healthcare). Células de E. coli KC8 foram transformadas por
choque térmico com 50 ng do vetor pGEX-4T1-TEV linearizado e 50 ng dos produtos de
PCR a serem clonados, em 25 ul de tampdo KCM 2X (200 mM KCI, 60 mM CacCly, 100
mM MgCly). Apds o choque térmico, as células foram incubadas em 1 ml de meio Luria
Bertani (LB) a 37°C por 1 h e plaqueadas em meio seletivo com antibidticos. A
identificacdo dos clones recombinantes foi feita por PCR das coldnias obtidas, utilizando
iniciadores especificos para o vetor pGEX-4T1-TEV (Tabela 1 — pGEX-AIt). Uma vez
inserida no plasmideo, a sequéncia codificadora da McMK2 tem a sua expressao
controlada pelo promotor tac, induzido na presenga de IPTG. O produto gerado pela
inducdo deste promotor é traduzido em uma proteina de fusdo com GST (rMcMK2-GST),

que possui um peso molecular total de aproximadamente 68 kDa.

Tabela 1. Iniciadores utilizados para amplificagdo e clonagem das sequéncias de M. corti. Em (D) iniciador direto e
(R) iniciador reverso. As sequéncias nucleotidicas especificas as sequéncias-alvo encontram-se em negrito, e as sequéncias

nucleotidicas em homologia ao vetor estdo demonstradas em letras maitsculas sem negrito.

. . Tm
Oligos Sequéncias
°C)
MK2 D:5-TAT TTT CAG GGA GAA TTC CCG GGT CCT CAAACACCTCTTCTT ACG A-3 77,0
R:5- GCG AGG CAG ATC GTC AGTCAGTCATGC TGT TGG TCG GGG TGAT- 3 82,9
recll D:5-TGG TTC CGC GTG GAT CTG AAA ACC TGT ATT TTC AGG GAG AATTCCCGG GT -3 |829
R:5°- GGT TTT CAC CGT CAT CAC CGA AAC GCG CGA GGC AGATCG TCAGTC AGTCA-3" |86,7
pGEX-
D:5- CCT GGA TGC GTT CCC AAA- 3
Alt 54,0
R:5-CGA CAC CCGCCAACACC-3 55,1
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Fiaura 5: Mapa do vetor bGEX-4T1-TEV.
4.6. Expressao e purificagdo de McMK2 recombinante

Para a expressao da McMK2 (rMcMK?2) recombinante, células de E. coli BL21-
CodonPlus-RP foram transformadas com o plasmideo pGEX-McMK2. As condicGes de
inducdo da expressdo da proteina recombinante foram otimizadas, na qual foram
avaliadas as concentragdes de 0,1 mM, 0,25 mM e 0,5 mM do indutor IPTG a 37°C por
14-16 h. Foram também avaliados diferentes tempos de inducdo (3, 5 e 16 h) e diferentes
temperaturas de incubacao (18 e 25°C). Apds a inducdo, as células bacterianas foram
rompidas por sonicagédo (sonicador VC601 Sonic and Materials Inc.) em banho de gelo
(6 pulsos de 30 s, com amplitude 60) e os lisados foram centrifugados a 13.000 g por 30
min, a 4°C, para separacdo das fracdes soltvel (sobrenadante) e insoltvel (precipitado).
Os niveis de expressdo e a solubilidade da rMcMK2-GST produzida foram avaliados em
cada condicdo testada por eletroforese em géis de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE).
Ap0s a otimizacdo das condi¢es de expressao, a proteina foi produzida em maior escala
e purificada por cromatografia de afinidade, utilizando a resina de Glutathione Sepharose
4B (GE Healthcare). Para a recuperacdo das proteinas recombinantes livres de GST, as
proteinas de fusdo foram clivadas com a protease TEV, na propor¢do de 0,01 mg da
protease para 0,1 mg da proteina de fusdo, em tampao contendo Tris-HCI 50 mM pH 8,0,
EDTA0,5mMeDTT 1 mM, a 34°C por 16 h.
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4.7. RT-PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR)

Para a analise do padrdo de expressdo temporal da McMK2 ao longo da
estrobilizacdo, foram realizados experimentos de RT-qPCR. O cDNA dos quatro estagios
de desenvolvimento (1:200) foram misturados com o0 mix contendo: iniciadores senso e
anti-senso (0,5 uM) (Tabela 1 — MK2), dNTPs (5 mM), tampéo de reacdo 10X, MgCl;
(50 mM), SYBR Green (1X), 0,24 U Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen,) e dgua
milli-Q autoclavada. As RT-gPCRs foram realizadas no equipamento 7500 Fast-Real
Time System (Applied Biosystems), tendo uma etapa inicial de 95°C por 5 min, seguida
de 40 ciclos de 95°C por 15 s, 60°C por 10 s e 72°C por 15 s. A quantificacdo relativa do
nivel de expressdo de McMK2 foi realizada pelo método de 2"24T, de acordo com Livak
and Schmittgen, 2001. O gene da proteina de ligagdo a poli-A (PABP, do inglés poly A
binding protein) foi utilizado como controle enddgeno. Esta reacdo foi realizada em
duplicatas bioldgicas e triplicatas técnicas. Em uma analise adicional, o gene McSET/TAF
de M. corti (Costa et al., 2015) foi utilizado como marcador de desenvolvimento. Nesta

nova anélise, foram utilizadas triplicatas técnicas.

4.8. Andlises in silico da proteina McMK?2

As caracteristicas fisico-quimicas e presenca de peptideo sinal da McMK2 foram
determinadas pela plataforma online EXPASy (SIB Bioinformatics Resouce Portal —

disponivel em http://www.expasy.org/). O servidor SMART (do inglés simple modular

architecture research tool) (Schultz et al., 1998; disponivel em http://smart.embl-

heidelberg.de/) foi utilizado para predi¢do de dominios quinase presentes na McMK2. A
busca por sequéncias ortdlogas a McMK2 foi realizada pelos servidores GeneDB

(disponivel em http://www.genedb.org/Homepage) e UniProt (disponivel em

http://www.uniprot.org/). Foram selecionadas seis sequéncias proteicas dos organismos

Echinococcus granulosus (GeneDB - EgrG_000899600), Echinococcus multilocularis
(GeneDB - EmuJ_000899600), Schistosoma mansoni (GeneDB - Smp_053560), Homo
sapiens (UniProtkKB - P49137), Mus musculus (UniProtKB - P49138) e Drosophila
melanogaster (UniProtKB - P49071). As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas
utilizado o software BioEdit Sequence Alignment Editor e o alinhamento foi visualizado
pelo software GeneDoc. A predicdo da estrutura tridimensional da McMK2 foi realizada
pelo servidor Phyre2 (Kelley et al., 2015; disponivel em
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlises in silico da proteina McMK2

A sequéncia proteica da McMK2 é composta por 377 aminoécidos, totalizando
uma massa molecular de aproximadamente 42,5 kDa e um ponto isoelétrico de 8,77, ndo
havendo peptideo sinal ao longo da sequéncia. A analise da sequéncia de aminoacidos da
McMK?2, feita por meio do servidor SMART, identificou a presenca de um dominio

catalitico Ser/Thr quinase entre os residuos Tyr!’ e Val?!,

O alinhamento realizado utilizando os softwares Bioedit e GeneDoc esta
representado na Figura 5. Com base na estrutura da MK2 de humanos (HsMK?2),
caracterizada por Meng et al., 2002, foram observadas semelhancas entre as sequéncias
proteicas analisadas. Os residuos Ser?’?, Thr??2 e Thr®34, descritos como dois dos
principais reguladores do sitio de fosforilagio da HsMK2, e o residuo Thr3®, associado a
atividade de autofosforilacdo, estdo conservados entre todos os organismos analisados
(Figura 5 — residuos destacados em vermelho). Residuos importantes para a atividade
catalitica da HsMK2 como a Lys®, Glu!®, Arg'®, Asp!® e Asp?® também estdo
conservados entre as MK2 analisadas (Figura 6 — residuos destacados em verde). Além
disso, regides como o sitio de ativacao (residuos 217 a 235) e o dominio quinase (residuos

260 a 290) da HsSMK2 também apresentam uma alta conservacao.

A modelagem da estrutura tridimensional da McMK2 foi feita pelo servidor
Phyre2. Este programa busca por caracteristicas evolutivamente conservadas da estrutura
de proteinas ort6logas a proteina dada como entrada, fazendo a predicdo da estrutura
tridimensional a partir destes dados (Kelley et al., 2015). A McMK2 foi modelada a partir
do fragmento de uma twitchin-quinase de Caenorhabditis elegans (UniProtKB -
Q23551). A analise obteve uma cobertura de 89% da sequéncia (correspondente a 335

amino&cidos) e 100% de confiabilidade, resultando na estrutura ilustrada pela Figura 7.
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Figura 6: Alinhamento multiplo de sequéncias ortélogas 8 McMK2. Destacados em verde os residuos associados
a atividade catalitica. Destacados em vermelho residuos associados a sitios de fosforilagao.

Figura 7: Estrutura tridimensional da proteina McMK2. A
modelagem desta estrutura foi realizada a partir do fragmento de
uma twitchin-quinase de Caenorhabditis elegans Destacadas em
amarelo as estruturas folhas € em rosa as a-hélices.
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6.2. Amplificacéo e clonagem da sequéncia codificadora da McMK?2

A sequéncia codificadora da McMK2 possui 1134 pb. Em duas etapas de
amplificacdo por PCR, foram adicionados a esta sequéncia 50 pb homologos ao vetor de
expressao pGEX-4T1-TEV, gerando um fragmento com o tamanho total de 1189 pb. Os
produtos gerados pelas duas etapas de amplificacdo foram analisados por eletroforese em
gel de agarose, representado na Figura 8. Por meio desta anélise, foi possivel observar a
presenca de bandas que representam fragmentos de aproximadamente 1200 pb,

confirmando o sucesso da amplificacéo.

O fragmento amplificado foi clonado por recombinacdo homdloga in vivo
utilizando células de E. coli KC8. As colbnias recombinantes obtidas foram avaliadas
quanto a inser¢do do fragmento de interesse no sitio de recombinacdo do plasmideo
pGEX-TEV, por PCR de colbnia. A anélise dos amplicons gerados foi realizada por
eletroforese em gel de agarose, onde foi possivel observar a presenca de amplicons
maiores em duas das 21 coldnias testadas (Figura 9 — 1 e 20), confirmando o evento de

recombinacédo nessas colonias.

1 2 3 456 7 89 10

1200pb ——

1213 1415161718192021 N

Figura 8: Analise eletroforética dos

amplicons da McMK2 com iniciadores Figura 9: Analise eletroforética dos produtos
primarios e secundarios. Em (1) da PCR de col6nia da clonagem da sequéncia
marcador de tamanho dos fragmentos de da McMK2. As bandas em destaque
DNA, (2) produto da amplificagdo com correspondem as coldnias recombinantes. Em (N)
iniciadores primarios e (3) produto da controle negativo.

amplificacdo com iniciadores

secundarios.



5.3. Padronizacdo das condi¢des de expressao da rMcMK2-GST

Células de E. coli BL21-CodonPlus-RP foram transformadas com o plasmideo
recombinante pGEX-McMK2, por choque térmico. Para avaliar as condicBes de
expressao em que havia maior producdo de rMcMK2-GST, foram utilizadas trés
concentracdes diferentes de IPTG para inducdo da expressdo das células bacterianas
transformadas. A avaliacdo da expressdo de rMcMK2-GST por eletroforese em SDS-
PAGE (Figura 10), mostra que houve uma producéo satisfatoria de rMcMK2-GST nas
trés condicdes testadas, quando comparadas ao cultivo ndo induzido (NI). Porém, nédo
houve diferenca significativa na quantidade de rMcMK2-GST produzida entre as trés
concentracgdes testadas (A, B e C), evidenciando que as trés concentragcfes sdo igualmente

eficientes para a inducdo da expressao de rMcMK2-GST.

Figura 10: Avaliagdo da expressdo da rMcMK2-GST sob indugéo
com diferentes concentragdes de IPTG, em SDS-PAGE 10%. (M)
Marcador de massa molecular (kDa); (NI) cultivo ndo induzido, (A)
cultivo induzido com 0,1 mM IPTG; (B) cultivo induzido com 0,25
mM IPTG; (C) cultivo com 0,5 mM IPTG, para cada coldnia. A banda
em destaque corresponde a rMcMK2-GST.

O tempo de inducdo da expressdo para obtencdo de maiores quantidades de
rMcMK2-GST também foi testado. A analise eletroforética em SDS-PAGE dos tempos
de inducéo testados (Figura 11), demonstra que foi obtida a maior quantia de rMcMK2-
GST 16 h apos a adicao de IPTG.
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Figura 11: Avaliacdo da expressdo da rMcMK2-GST sob indugdo em
diferentes tempos, em SDS-PAGE 10%. (M) Marcador de massa
molecular (kDa); (NI) cultivo ndo induzido. A banda em destaque
corresnonde a rMcMK2-GST
A temperatura de cultivo do in6culo induzido também foi otimizada, a fim de
solubilizar a rMcMK2 produzida. Os cultivos foram induzidos com 0,1 mM de IPTG, por
16h, nas temperaturas de 18 e 25°C. A analise em SDS-PAGE (Figura 12) demonstra que
a rIMcMK2 foi produzida em ambos os in6culos, porém a temperatura de 18°C foi mais

eficiente na producdo de rMcMK2-GST.

Induzido N&o Induzido Induzido N&o Induzido

Figura 12: Avaliacdo da expressdo da rMcMK2-GST sob inducao em diferentes temperaturas, em SDS-PAGE
10%. A: temperatura de inducéo de 25°C. B: temperatura de indugdo de 18°C. (M) Marcador de massa molecular
(kDa); (T) extrato total; (S) sobrenadante; (P) pellet; (Al) extrato anterior a indugdo. A banda em destaque corresponde
arMcMK2-GST.
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5.4. Expressao e purificacdo da rMcMK2

Ap0s a padronizacdo das condigdes de cultivo, descrito na se¢éo 5.3 células de E.
coli BL21-CodonPlus-RP transformadas com o plasmideo pGEX-McMK2 foram
cultivadas, para inducdo da expressdo de rMcMK2-GST em maior escala. A analise das
fracdes eluidas feita por SDS-PAGE, mostra que houve eluigédo parcial da rMcMK2 apos
a clivagem com TEV (Figura 13 — E1-3). Entretanto, grande parte da rMcMK2 produzida
permaneceu retina na resina, sugerindo uma possivel ligacdo de carater inespecifico da
rMcMK?2 com a resina (Figura 13 - Ma).

A B

MT P S NR M E1 E2 E3 E4 E5 Ma EGST

1

75 kDa :E 75 kDa
50 kDa g . 50 kDa -
3 35kDa W — ———
S — : =1 =
25kDa 25 kDa
—— m o -
S P—— . - oy

Figura 13: Avaliacdo da expressdo e purificacdo da McMK2 recombinante, em SDS-PAGE 12%.
(M) Marcador de massa molecular (kDa);. A: (T) extrato total; (P) pellet; (S) sobrenadante; (NR) fragdo
ndo retida. A banda em destaque corresponde a rMcMK2-GST. B: (E1-5) eluido ap6s clivagem com
TEV; (Ma) matriz apés clivagem com TEV; (EGST) elui¢do de GST. A banda em destaque corresponde
arMcMK2.
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5. Analise do padrao de expressao temporal do gene McMK?2

A andlise do padrdo de expressdo temporal do gene McMK2 foi realizada por RT-
gPCR a partir de amostras de cDNA de quatro estagios de desenvolvimento de M. corti
(TT, 24H, 48H, ST). Dentre os estagios analisados, foram encontradas diferencas
significativas nos niveis de expressao génica do gene McMK2 (Figura 14) entre o estagio
inicial (TT) e o estagio final (ST) de desenvolvimento de M. corti, conforme analise pelo
teste T. Em uma segunda avaliacdo da expressdo temporal de McMK2, foi incluido na
analise o gene McSET/TAF, como marcador do desenvolvimento estrobilar de M. corti,
padronizado por Costa et al. (2015). O nivel de expressdo do gene McMK2 seguiu 0
padrdo observado na primeira andlise (Figura 15). Observou-se uma expressao
significativamente aumentada de McMK2 no estagio inicial (TT) em relacdo ao estagio
final (ST), segundo analise pelo teste T. O gene McSET/TAF, utilizado como marcador
do desenvolvimento estrobilar de M.corti, seguiu 0 padrdo de expressdo descrito por
Costa et al. (2015).

1,60

1,40

1,20

a a
T a
1,00
b

0,80
0,60 m McMK2
0,40
0,20
0,00

TT 24H 48H ST

Estagio de desenvolvimento de M. corti

Média dos niveis de expressao de
McMK2

Figura 14: Média dos niveis de expressdo de McMK2. O nivel de expressdo de McMK2 foi
normalizado em relacdo ao nivel de expressdo do gene PABP. Dados que diferem com
significancia de 5% pelo teste T foram indicados com letras diferentes. As barras indicam desvio-
padréo.
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Figura 15: Média dos niveis de expressdo de McMK2 e McSET/TAF. Os niveis de expressao
de McMK2 e McSET/TAF foram normalizados em relacéo ao nivel de expressdo do gene PABP.
Dados que diferem com significancia de 5% pelo teste T foram indicados com letras diferentes.
As barras indicam desvio-padrao.

Os resultados parciais das analises de microarranjos de DNA apresentados por
Bizarro et al. (2005), evidenciam uma expressdo diferencial de McMK2, na qual se
observou uma expressao aumentada na fase estrobilar, em relacdo ao tetratirideo. Em
analises RNAseq, de ambos estagios de desenvolvimento, realizadas por Basika et al.
(2016) (manuscrito em preparacéao), ndo foi observada a expresséo diferencial deste gene
entre o tertratirideo e o verme estrobilado. Estes dados ndo estdo de acordo com o0s
inicialmente obtidos por meio de RT-gPCR, aonde foi observada a expressao aumentada
do gene na fase tetratirideo, em relacdo ao verme estrobilado. Entretanto, o padrdo de
expressao do gene McSET/TAF, observado nas analises de RT-qPCR, coincide com o

descrito por Costa et al. (2015), validando os resultados obtidos para 0 gene McMK2.,
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As analises in silico da McMK?2 identificaram o dominio Ser/Thr quinase,
caracteristico de proteino-quinases. Além disso, a conservacdo de residuos e dominios

importantes para a atividade de uma MK2 comprovam a identidade desta proteina.

Por meio da clonagem e expressdo heter6loga em células de E. coli, as condi¢Bes
de expressdo da foram otimizadas e arMcMK2 foi produzida e purificada em larga escala.
Em uma préxima etapa, a proteina recombinante produzida sera utilizada para imunizacao
de coelhos, a fim de produzir anticorpos policlonais monoespecificos anti-rMcMK2. Os
anticorpos serdo posteriormente utilizados em experimentos de imunohistoquimica, para
avaliacdo do padrdo de expressdo espacial e temporal da McMK2 ao longo da

estrobilizacdo.

A avaliacdo do padrdo de expressao temporal da McMK2 por RT-gPCR, mostrou
um indicativo de que este gene pode ser diferencialmente expresso ao longo da
estrobilizacdo, uma vez que o0s niveis de expressdao estavam significativamente
aumentados no estagio larval, em relacdo ao verme estrobilado. Entretanto, sera
necessaria a realizacdo de analises adicionais de RT-gPCR para confirmacdo dos
resultados obtidos. Experimentos de RNA de interferéncia também serdo realizados, para
avaliacdo de modificacdes no fendtipo de M. corti devido a perda de funcdo do gene
McMK2, e assim possivelmente inferir uma provavel fungéo para este gene.
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