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RESUMO

Abelhas sfo insetos sociais que se organizam em colénias, originadas na Africa com expans&o
na Europa e Asia. Estdo presentes em quase todos os paises com 42% da polinizagdo dos
principais cultivos mundiais. Abelhas tém importancia nos ecossistemas e na economia,
prevenindo a desertificacdo e sendo responsaveis pela produgdo de compostos como cera, mel
e propolis. Apis mellifera representa a principal espécie utilizada economicamente no Brasil,
contudo, varios fatores tém contribuido para o desaparecimento e a morte em massa de abelhas
no pais e no mundo. Alguns desses eventos podem ser explicados pelo uso extensivo de
pesticidas em cultivos proximos aos apiarios, as deficiéncias nutricionais ocasionadas pela falta
de estudos na area, as mudangas climaticas, ao desmatamento, as infec¢cbes como por virus e
acaros. identificadas recentemente. Para analisar as condi¢bes que afetam o bem-estar e a
longevidade de abelhas faz-se necessario estudos in vitro que possam acessar diretamente as
especificidades da cada especie. Considerando que a criacdo de linhagem imortalizada de Apis
mellifera foi estabelecida apenas por meio de insercdo de genes exdgenos e que outros estudos
se baseiam no uso de tecidos ja diferenciados, este trabalho visa a indugdo de mutacdo do gene
ras em cDNA de larva de Apis mellifera para a producédo de um plasmideo de expressao, que
pudesse induzir proliferacdo celular indeterminada. Isto € possivel uma vez eu o gene de ras
esta presente em Apis mellifera A proteina Ras apresenta uma gama de mutages relacionadas
com cancer, principalmente a partir da inativacdo do supressor de tumor p53, que controla o
ciclo celular. A variante HRAS com mutacdo V12, presente em grande nimero de neoplasias,
foi utilizada para a imortalizacdo de células de Drosophila melanogaster. O gene ras V12 foi
também escolhido como potencial indutor de proliferacdo celular de Apis mellifera, assim, para
produzir o vetor passivel de imortalizacdo, foi utilizado PCR com primer degenerado para a
troca de Guanina por Timina no nucleotideo 35. O amplicon gerado foi clonado em vetor
pcDNA™3 1/V5-His TOPO TA da empresa Invitrogen por conter o promotor CMV,
compativel com insetos. Ap6s a amplificagdo do plasmideo em Escherichia coli DH5a, a
sequéncia foi avaliada por sequenciamento de Sanger, uma vez que continha a mutacao
intencionada o plasmideo foi nomeado pcDNA3.1-RASV12, para futura insercdo em Apis

mellifera e estabelecimento de linhagem permanente.



Palavras-chave: Apis mellifera, Linhagem de abelha, Imortalizagéo celular, ras V12.



ABSTRACT

Bees are social insects that group in colonies, originated in Africa with expansion in Europe
and Asia, bees are present in almost every country, they pollinate 42% of the world's leading
crops. Bees are important for the ecosystem, by preventing desertification and for the economy,
by producing a variate of compounds such as beeswax, honey, and propolis. Apis mellifera
represents the main economically used species in Brazil, indeed several factors have contributed
to the disappearance and death of bees in the country and in the world. Some of these events
can be explained by the extensive use of pesticides in crops that are close to apiaries, by
nutritional deficiencies because of the lack of studies, by climate change e deforestation and
also viral infections. In order to analyze the conditions that affect the wellbeing and the
longevity of bees, in vitro studies are necessary for directly accessing the specificities of each
species. Considering that the creation of immortalized lineage of Apis mellifera was established
only through insertion of exogenous genes and that other studies are based on the use of already
differentiated tissues, this work aims the induce mutation of the ras gene with cDNA from bee
larva cells of Apis mellifera for the production of an expression plasmid that could induce
indeterminate cell proliferation and posterior immortalization of bee larva cells. This could be
possible once the ras gene is already present in Apis mellifera. The Ras protein has a range of
mutations related to cancer, mainly from the inactivation of the p53 tumor suppressor, which
controls the cell cycle. The HRAS protein variant with the V12 mutation, present in a large
number of neoplasms, was recently used for the immortalization of Drosophila melanogaster
cells. The ras V12 protein was then chosen as a potential inducer of cell proliferation in Apis
mellifera. For the immortalization process, PCR with degenerate primer was used to exchange
Guanine for Thymine at nucleotide 35. The generated amplicon was cloned into the Invitrogen
company's pcDNA ™ 3.1/VV5-His TOPO TA vector once it has the insect-compatible CMV
promoter. After the amplification of the plasmid in Escherichia coli DH5a, the sequence was
evaluated by Sanger sequencing, the plasmid contained the desired mutation and was named
pcDNA3.1-RASV12, for future insertion in Apis mellifera and establishment of permanent

lineage.

Keywords: Apis mellifera, Bee Lineage, Cell immortalization, ras V12.
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1 Introducéo

1.1 Culturas celulares

Nas areas de pesquisa basica e biologia molecular existem dois niveis de estudos
experimentais, o estudo in vivo, que utiliza modelos animais, sendo ideal para avaliagdes
imunoldgicas e de interacdo celular por apresentar modelos complexos de tecidos e mimetizar
respostas mais proximas a realidade, e o estudo in vitro, que utiliza células isoladas de
organismo vivo em cultura liquida, solida ou semiliquida para crescimento com aderéncia ou
em suspensdo para manipulagcdo em condigdes controladas®.

Entretanto, o uso de testes em animais estd diminuindo ano apds ano devido a fatores
éticos, controle de variaveis, custos de manutencao e limitacéo de respostas.

Visto que linhagens celulares apresentam manutencdo controlada, menor tempo de
replicacdo, e sensibilidade superior a estimulos, culturas celulares caracterizam uma
alternativa robusta de resposta bioldgica, sendo preferencialmente a primeira estratégia
metodoldgica de experimentacio nas areas de ciéncias bioldgicas?.

Linhagens celulares in vitro podem ser de dois tipos principais: culturas primarias, que
sdo mantidas sem ou com separacdo de tipos celulares, mas ndo podem ser cultivadas por
longos periodos, e as linhagens permanentes, também chamadas de imortalizadas®, que
sobrevivem indeterminadamente ap0s sucessivas repassagens. As primeiras culturas celulares
comecaram a ser desenvolvidas em 1885, a partir das quais muitas melhorias foram realizadas
para o estabelecimento da técnica de cultivo como ferramenta de biologia celular. Na Tabela

1 apresenta-se 0 histdrico dos principais marcos no desenvolvimento de cultura de tecidos e

celular.
TABELA 1
Alguns Marcos no Desenvolvimento de Tecidos e Cultura Celular.
Ano Autor Estudo
1885 Roux Células embribnicas de pintainho em solugéo salina.
1907 Harrison Células de medula espinhal de anfibios em coégulo linfatico.
1910 Rous Inducédo de tumor com filtrado de extrato tumorais de frango.
1913 Carrel Células crescem em cultura, se nutridas regularmente em condigdes assépticas.

1948 Earle et. al Fibroblastos isolados formam clones em cultura de tecidos.



Continuacéo Tabela 1

1952

1954

1955

1956

1958

1961

1964

1964

1965

1965

1968

1975

1976

1977

1986

1998

Gey
Levi-Montalcini

Eagle

Puck et. al

Temin e Rubin

Hayflick e Moorhead
Littlefield

Kato e Takeuchi
Ham

Harris e Watkins
Augusti-Tocco e Sato
Kohler e Milstein

Sato et. al

Wigler e Axel
Martin e Evans

Thomson e Gearhart
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Células continuas de carcinoma cervical humano (HeLa).
Crescimento de axdnios na cultura de tecidos.

Células animais podem se propagar em mistura definida com proteinas

séricas.
Selecdo de mutantes de crescimento alterados da cultura HeLa.

Ensaio quantitativo para infecgdo de células de pintainho em cultura pelo

virus sarcoma usado por Rous.

Caracterizam morte de fibroblastos humanos ap6s divisdes em cultura.
Meio HAT para o crescimento de hibridos de células somaticas.

Obtém planta de cenoura completa a partir de célula em cultura.

Meio definido, sem soro para crescimento de células de mamiferos.
Heterocarionte de células de mamiferos por fusdo induzida por virus.
Cultura de neuroblastoma murino, isolam clones eletricamente excitaveis.
Anticorpo monoclonal de hibridoma.

Estabelecem a necessidade de diferentes misturas de horménios e fatores

de crescimento para crescimento celular em meio isento de soro.
Introducéo de genes copia Unica de mamiferos em cultivado.
Células-tronco embrionérias pluripotentes de rato.

Células estaminais embrionarias humanas.

Fonte: Adaptado de Molecular Biology of the Cell (Alberts B, Johnson A, Lewis J, et al., 2002, v. 4, tabela 8-3,

traducéo nossa.

Para o estabelecimento das linhagens celulares existem basicamente trés meétodos

eficazes ja estabelecidos. O primeiro descreve a imortalizacdo espontanea usando tecidos que

naturalmente se multiplicam indiscriminadamente, como células tumorais, assim como as

células HelLa e de cancer de mama*; o segundo método ¢ a inducéo de proliferagéo celular por

meio de genes virais, como utilizado nas células HEK293 (Graham et al, 1977)°, onde

antigenos T do virus simio 40 (SV-40) reprimem os genes de retinoblastoma (Rb) e p53,

controladores enddgenos do ciclo celular. Este processo pode ser induzido também por virus

carcinogénicos como o HPV-16 que resultou na linhagem BLTR-4¢.
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Outra opcdo para o estabelecimento de uma linhagem permanente é por meio da
expressao de genes que conferem imortalidade naturalmente, como o gene da Telomerase
(hTERT), que codifica uma ribonucleoproteina capaz de estender a sequéncia de DNA dos

telomeros, interrompendo a senescéncia e induzindo divisdes constantes in vitro "8,

1.2 Linhagens celulares de insetos

Na classe Insecta, cerca de 100 espécies tém linhagens celulares permanentes
estabelecidas, sendo a maioria Diptera e Lepidoptera®. A primeira linhagem estabelecida a
partir da inducdo de ovarios imaturos de traca por meio de cultura foi publicada em 1962%°.
Em contrapartida, a ordem Hymenoptera da qual Apis mellifera faz parte, possui apenas seis
linhagens celulares imortalizadas: Neodiprion lecontei, Trichogramma pretiosum,
Trichogramma confusum, Trichogramma exiguum, Mormoniella vitripennis, e Hyposoter
didymatort121314.15 o que caracteriza um grande obstaculo no estudo e na manipulagio de

espécies dessa classe.

1.3 Cultura celular de Apis mellifera

Abelhas sdo insetos sociais pertencentes a ordem Hymenoptera, com estrutura
segmentada em cabeca, torax e abddmen, cobertas por exoesqueleto de quitina. Apresentam
desenvolvimento por metamorfose completa (ovo, larva, pupa e individuo adulto) e
determinacéo haplodiploide do sexo, com machos haploides e fémeas diploides®®. Dividem-
se em dois grupos de acordo com sua longevidade, as de vida curta em ambientes de alta
temperatura (= 35 dias) e as de vida longa, que vivem em climas temperados (=135 dias)'"8,

As abelhas da espécie Apis mellifera sdo originarias da Africa com expanséo na Asia e
Europa’®, sendo a manipulacio de col6nias de abelha melifera datando de mais de 4.500 anos
atras no Egito, onde gravuras de retirada de mel foram encontradas?®?!. As abelhas sdo ainda
0s insetos responsaveis pela polinizagdo de cerca de 42% dos principais cultivos do mundo??
e pela producéo de produtos como o prépolis, 0 mel e a cera. Além de sua grande importancia
na biodiversidade, mantendo o equilibrio de ecossistemas contra a desertificagdo®.

Entretanto, inimeras mazelas vém afetando a estrutura saudavel das colénias e seus
individuos?, caracterizando a perda em massa de insetos e 0 desaparecimento de populacoes
inteiras, assim como o Colapso das Colénias (CCD) fenbmeno ainda sem relacdo de causa

concreta®. O desaparecimento de abelhas pode ser atribuido ao uso extensivo de pesticidas?,
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as deficiéncias nutricionais?’, as mudangas climaticas?®, ao desmatamento, as infeccdes, como
por virus e acaros?®. Consequentemente, maior foco tem sido atribuido ao estudo das abelhas
e suas interacGes com ambiente, sendo a falta de culturas imortalizadas um grande empecilho
para o avanco da apicultura.

Alguns esforcos para o estabelecimento de linhagens celulares de Apis mellifera vem
sido realizados desde 1988, sendo a primeira tentativa por Van Steenkiste em 1988 com o
uso de hemolinfa. Outros esforcos foram realizados por Goldberg et. al. em 1999 que
cultivaram por 10 dias células de cérebro de abelha em meio Leibovitz L15%, e por Sorescu
et. al. em 2003 com culturas primordiais de larva de hemdcitos por 21 dias®?. Além de culturas
de larva cultivadas de 4 a 9 dias®***. Protocolo com outros tecidos, assim como antena também
foram realizados®*®.

Os resultados mais relevantes foram gerados a partir da insercéo de transgenes. Kunieda
e Kubo em 2004 inseriram o gene GFP por meio do plasmideo phGFP-S65T em células de
cérebro adulto de Apis mellifera para facilitar estudos a nivel molecular sobre os habitos
comportamentais de abelha®’ e Kitagishi et al. que em 2011 estabeleceram linhagem
imortalizada por meio de insercdo do gene c-Myc humano em embrides de abelha®, contudo,
esta cultura ndo é considerada genuinamente de abelha por conter sequéncias de outra espécie.

A proteina RAS apresenta 5 dominios, sendo o principal dominio o loop-P1,
caracterizado por grande quantidade de glicina em estrutura de loop flexivel entre uma folha
B-pregueada e uma a-hélice (Figura 1). RAS localiza-se na membrana plasmatica, exercendo
atividade GTPase de hidrdlise de GTP quando ativado por ligantes®*“° assim como receptores
de tirosina quinase. Na presenca de GAP e GEF (GAP: Proteina ativadora de GTPase e GEF:
Fator de troca de nucleotideos guanosina)** RAS ativa a via de sinalizacio Mek-Erk (Mek:
proteina quinase ativada por mitdgeno e Erk: quinase regulada por sinal extracelular) e regula
o ciclo celular. A variante com mutacdo no cdédon 12 (V12G35) apresenta ativacao

permanente de proliferacdo celular*,
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Figura 1. Estrutura tridimensional de HRAS uma das variantes de RAS, com destaque para o sitio de mutacdo

indicado como estrutura de cadeia principal.

Fonte: Protein Data Bank (RCSB PDB)*.

Levando em consideracédo a alta conservacdo de RAS, acreditamos que a expresséo do
gene modificado tenha efeito neoplasico em abelhas podendo gerar uma linhagem celular

imortalizada de abelha.
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2 Justificativa

Abelhas representam o grupo de polinizadores com maior relevancia econdmica na
agricultura, aléem de serem responsaveis pela produgdo de compostos como a cera, a propolis
e 0 mel. Entretanto, inimeras mazelas vém afetando a estrutura saudavel das coldnias e seus
individuos, caracterizando a perda em massa de insetos e o desaparecimento de populacdes
inteiras. Tais patologias podem ser atribuidas ao uso extensivo de pesticidas, a deficiéncia
nutricional, as mudancas climéticas, ao desmatamento e as infec¢Bes que se instalam nos
apiarios.

Consequentemente, maior foco tem sido atribuido ao estudo das abelhas e suas
interacdes com o ambiente. Devido & impossibilidade de se manter abelhas no laboratério de
forma constante, as culturas celulares seriam uma alternativa viavel para o estudo do efeito de
alguns patdgenos intracelulares e substancias quimicas que afetam a viabilidade das abelhas
ou alteram seus comportamentos; assim, diante da falta de linhagens imortais disponiveis para
esta especie de inseto faz-se necessaria a criagdo de alternativas que permitam sua criacéo e,
neste sentido, modificacdes de genes de abelhas baseadas no conhecimento dos oncogenes

humanos deveriam ser exploradas.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Clonar a sequéncia selvagem do gene ras de Apis mellifera e criar sua variante
oncogénica V12, visando criar uma ferramenta para o desenvolvimento de linhagens

imortalizadas de Apis mellifera.

3.2 Objetivos especificos

o Obter as variantes tipo selvagem e modificada (mutacdo G12V) do gene ras de Apis
mellifera por meio de PCR com cDNA de larva de abelha com primers degenerados e
especificos;

o Clonar o gene ras (selvagem e modificado) em vetor de expressédo para insetos do tipo

Topo - TA contendo o promotor CMV;

o Confirmar a qualidade dos vetores produzidos por meio de sequenciamento de Sanger

e analise de dominios e identidade.
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4 Materiais e métodos

4.1 Identificacdo Genbmica

A escolha do gene de interesse para imortalizacao foi realizada manualmente pela busca
e comparacdo de genes presentes na literatura, priorizando entre eles os que respeitavam em
maior grau algumas caracteristicas desejadas intrinsecas, tais como 1. a homologia do gene
entre espécies, especialmente em insetos, evidenciando estabilidade gendmica para
manipulacdo®; 2. a capacidade neoplasica estimulando a proliferagdo e potencial
imortalizacéo in vivo*; 3. tamanho, complexidade e variabilidade diminuidos da proteina, o
que contribuiria para a manipulacdo molecular e diminuiria efeitos indesejados, como
interacBes inespecificas, splicing alternativo e rearranjos*®*’ e; 4. existéncia de protocolo de
imortalizagdo ja descrito em insetos para atestar a eficiéncia do método*4°,

Subsequentes analises de conservacgdo e alinhamento com alvo em Apis mellifera foram
realizadas por meio de BLASTn e BLASTp para caracterizar 0s genes correspondentes em

Apis mellifera.

4.2 Alinhamento de sequéncias de interesse, usando as ferramentas BLAST (NCBI)

A sequéncia de aminoacidos do gene HRAS (Homo sapiens, ID: CAG38816.1) serviu
de base para a obtencdo de sequéncias de alta similaridade no genoma de Apis mellifera
através da utilizacdo da ferramenta BLASTp®’. Na secéo destinada ao organismo de busca, 0s
parametros foram adequados a espécie Apis mellifera (taxid:7460). Posteriormente a
ferramenta tBLASTn foi usada para buscar mRNA que codificariam a proteina em Apis

mellifera.

4.3 Desenho de primers para clonagem e mutacao da sequéncia ras de Apis mellifera

Deste modo, foram desenhados 3 primers distintos para o gene Ras, sendo dois deles
diretos, com hibridizacdo na porcéo inicial da regido codificante (incluindo o cédon de inicio),
e o terceiro primer reverso, especifico a porcao final do gene (incluindo o cddon de parada),
formando assim 2 pares de primers. Essa diferenca entre os primers diretos foi necessaria para
a amplificacdo tanto do ras nativo (aqui descrito como D Wt), quanto o ras com mutacao

induzida (aqui descrito como D V12), o primer reverso foi 0 mesmo para as duas reacoes.
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A inducdo de mutacdo por PCR visando a troca do aminoécido 12 de Glicina para a
Valina, foi realizada com o primer degenerado D V12 que possui uma modificacéo intencional
de Guanina para Timina no nucleotideo 35 (a partir da primeira base de inicio, ATG). O primer
direto Wt foi desenhado com complementaridade completa a sequéncia Ras.

O desenho de primers foi realizado manualmente, obedecendo o0s seguintes pré-
requisitos: 1. proporcdo de nucleotideos Adenina-Timina em relacdo a Citosina-Guanina
preferencialmente de 50%. 2. tamanho de sequéncias entre 19 e 22 pares de bases para as
sequéncias ndo mutadas. No caso do primer direto para gerar a mutacdo foi desenhado um
primer de 44 bases que contém o cddon de inicio e se estende até a base 44 da regido
codificante garantindo pelo menos 9 bases de complementaridade ap6s a base mutada.

A andlise das propriedades fisicas e especificidade dos primers contra variantes X1, X2 e
X3 do mRNA de Ras-like protein 1 - LOC410812 foram realizadas usando a plataforma
Multiple Primer Analyzer (ThermoFisher Scientific)®. As caracteristicas analisadas foram
Temperatura de melting ou de desnaturacdo (Tm) em °C, contetido CG em %, comprimento,
numero de bases, coeficiente de extingdo (I/(mol.cm)), peso molecular (g/mol), quantidade

molar/OD (nmol/OD2¢0), absor¢do molar relacionada e raz&o entre massa/OD (ug/OD26o).

4.4 PCR para amplificagio do gene

A reacédo de PCR foi realizada de acordo com o tamanho do gene amplificado, usando
como molde cDNA de larvas de abelha coletas na cidade de Bagé - Rio Grande do Sul em
2014. O cDNA foi previamente sintetizado por Barcellos et al. para avaliagdo da presenca de
virus nos apiarios utilizando-se de oligonucleotideo poli dT como primer e MMLV
(Invitrogen™)%2, como transcriptase reversa. Reacio de PCR foi realizada com volume final
de 25 ul contendo 2,5 ul de Tampao (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCl), 1 ul de dNTPs
(0,2 mM cada), 1 pl de MgCl2 (1,5 mM), 1 ul de primers (10 pmol/ml), 1 ul de cDNA, 0,5 ul
Taq Polimerase (25 unidades/ml) e H20 Mili-Q.

Temperatura e tempo foram adaptados de acordo com a especificidades dos primers
escolhidos, as melhores condi¢c6es para ambos pares de primers consistiram em: desnaturacao
de 94 °C por 3 minutos, 40 ciclos de trés passos, sendo: 1. desnaturacdo a 94 °C por 40
segundos; 2. Hibridizagcdo por 30 segundos a 58 °C e 3. Extensdo a 72 °C por 1:30 minuto,
apos os 40 ciclos foi adicionado um passo extra de extensdo de 72 °C por 2 min (necessario
para garantir amplificacdo de residuos de adenina na extremidade 3’ do DNA, para posterior

clonagem em vetor). Os primers escolhidos foram identificados na sequéncia genémica
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referente a0 MRNA da variante X3 (MRNA de .1 - LOC410812) em razdo de seus valores de

confiabilidade superiores. As sequéncias foram selecionadas a fim de incluir o inicio e final

da ORF, desprezando sequéncias anteriores ao codon ATG e posteriores ao terminador TCA,

primers estdo dispostos a seguir:

. D Wt: 5> ATGACAGAGTACAAGCTCGTAG 3°

. R: 5’ GACTTAAAGCAAACAGCATCG 3°,

. D Viz: 5S’ATGACAGAGTACAAGCTCGTAGTTGTGGGAGCTGTAGGTGTTGG 3’
Os produtos de PCR foram migrados em gel de agarose 1% corados com GelRed™

(Biotium) para visualizagdo dos mesmos, o tamanho molecular foi determinado com uso de

marcador Ladder 100 pb (Ludwig Biotecnologia).

4.5 Purificacéo de produto de PCR

Para evitar a clonagem de dimeros de primers foi realizada uma etapa de purificacéo de
DNA proveniente de produto de PCR por meio do Kit AxyPrep PCR Clean-up Kit (Axygen)
de acordo com as especificacdes do fabricante. Pureza e concentracdo do DNA obtido foram
determinadas com o equipamento NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare) a

partir das absorbancias 230 nm, 260 nm e 280 nm seguindo os procedimentos padrdes.

4.6 Clonagem no sistema pcDNA™3.1/V5-His TOPO® TA

A estratégia de clonagem aqui usada é baseada na ligacdo do produto de PCR ao vetor
pcDNA™3 1/V5-His TOPO® TA (Invitrogen); escolhido pela presenga do promotor CMV,
compativel com células de inseto, a reagdo de clonagem consistiu na adi¢do de 1 ul de Sal (50
mM NacCl, 2,5 mM MgCly), 1 ul de vetor Topo - TA e 4 ul de produto de PCR em temperatura

ambiente (25 °C) por 5 minutos.

4.7 Transformagéo de Escherichia coli DH5a por meio de eletroporagao

Para preparacdo das bactérias eletrocompetentes, Escherichia coli DH50 foram
incubadas em 5 ml de meio LB liquido para crescimento overnight (16 h— 18 h)) com agitacdo
a 250 RPM e 37 °C. Ap0s esse periodo, 2 ml da cultura bacteriana foram transferidos para
Erlenmeyer, contendo 50 ml de meio LB (volume necessério para 10 eletroporagdes) e o

crescimento bacteriano foi acessado por meio de analise de absorbancia em espectrofotémetro
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a 600 nm de 30 em 30 min. Apds crescimento bacteriano chegar a fase log (OD entre 0,4 e
0,6) as bacteérias foram lavadas com 50 ml de agua destilada duas vezes, centrifugando a 8000
XG durante 8 minutos. Apos o fim a terceira centrifugacéo o pellet gerado foi ressuspendido
em 200 ul de 4agua destilada. As células prontas foram mantidas no gelo para até a aplicagao
do protocolo pré-configurado de Escherichia coli do eletroporador Gene Pulser Xcell
Electroporation System (Bio-Rad).

A eletroporacéo foi realizada em cubetas de 0,2 cm. 20 ul de bactéria eletrocompetente
e 1 ul do produto da ligagdo (TOPO TA + ras) foram adicionados e descarga elétrica de 25
uF, 3,0 kV e 200 Ohms foi aplicada; 500 ul de meio LB foram adicionados a cada
eletroporacdo e amostras foram mantidas a 37 °C por 1 h e, posteriormente, 200 pl foram
plaqueados em meio LB &gar com ampicilina (10 pg/ml). As placas foram mantidas em estufa
por 37 °C por 16 h.

4.8 Purificacdo de plasmideo por QlAprep® Miniprep

Coldnias isoladas resistentes foram selecionadas com o auxilio da pipeta e adicionadas
a 5 ml de meio LB com ampicilina para crescimento overnight (16 - 18h), 2 ml de cultura
foram transferidos para microtubos para a realizagdo de protocolo de purificagédo por lise

alcalina com o kit QIAgem® Miniprep de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.9 Avaliacdo do sentido de integracédo por meio de PCR

A orientacdo do inserto pode influenciar na expressdo do gene se a sequéncia nao estiver
na fase de leitura correta do vetor de expressdo, para isso € necessario saber o sentido de
orientacdo do gene clonado, sendo a orientacdo senso almejada (Figura 2).

Reacbes de PCR foram executadas usando como molde as amostras de plasmideo
purificados e primers alternando entre os confeccionados para ras e os fornecidos pelo kit de
clonagem TOPO - TA para sequenciamento dos produtos recombinantes:

e T7direto: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3 ¢;
e BGH reverso: 5"-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’

Assim, foram usadas cada umas das combinagdes contendo um dos primers especificos
ao vetor e outro primer complementar ao inserto, seguindo a estratégia demonstrada na Figura
2.
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Figura 2. Orientacdes possiveis de ras no vetor de expressao: A esquerda orientacéo desejada senso, favorecendo

a fase de leitura, e a direita possivel orientacao antisenso ndo desejada.

Gene Ras Gene Ras

pCR3.1v5 - Ras

T7

mm=) Orientagdo do inserto
Orientagdo do vetor
Primer Direto do vetor (T7)
[ Primer Reverso do vetor (BGH)
B Primer Direto de Ras (Wt e V12)
I Primer Reverso de Ras

Fonte: Do Autor.

4.10 Sequenciamento de Sanger e analise das sequéncias

As amostras que demonstraram orientacdo correta foram enviadas para a empresa
Ludwig Biotec (Rio Grande do Sul) onde foi realizado o sequenciamento pelo método de
Sanger. O sequenciamento foi realizado com o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) e analise de cromatograma por Chromas 2.6.4 (Technelysium
Pty, Australia).

Com a sequéncia do vetor em formato Fasta foi realizado alinhamento por BLASTn
com organismo alvo Apis mellifera para avaliacdo de identidade. O resultado do
sequenciamento foi sobreposto a sequéncia do plasmideo pcDNA3.1/V5-His-TOPO® por
meio da plataforma pDRAW32 1.0 Revision 1.1.133, onde a traducéo foi revisada. Por outro
lado, as sequéncias proteicas foram visualizadas em formato Fasta para alinhamento BLASTp
com alvo em Apis mellifera e analise de dominio e propriedades proteicas pelas ferramentas
MOTIF (GenomeNet, Institute for Chemical Research, Kyoto University, Japdo) e PROSITE
(ExXPASYy, SIB - Swiss Institute of Bioinformatics, Suica).
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5 Resultados e discussao

5.1 Selecéo de ras como gene de interesse

Obedecendo os pardmetros de sele¢do anteriormente descritos, a proteina RAS foi
escolhida como ferramenta de potencial transformacdo/imortalizacdo celular devido a
existéncia da variante com mutagdo V12, que apresenta potencial neoplasico®*%%". O gene
precursor de HRAS, identificado na base de dados do NCBI, possui 983 entradas relacionadas
em 83 espécies (apéndice A), incluindo Drosophila melanogaster, organismo modelo para
insetos e referéncia nesse trabalho.

As trés principais isoformas presentes na literatura foram os genes KRAS, NRAS e
HRAS, todas passiveis de mutago e atividade carcinogénica®®. Contudo a variante HRAS em
Homo sapiens, de 5,046 pb e proteina de 189 aa (cromossomo 11 entre 532,242 pb - 537,287
pb, fita complementar ID: CAG38816.1 e ID da proteina: G1:49168642) foi selecionada para
as analises comparativas em Apis mellifera (Anexo A), uma vez que suas isoformas mutadas
estdo presentes em 16% das neoplasias humanas®®.

Entre as possiveis mutagdes de RAS escolhemos a isoforma com mutagdo V12,
considerando sua prevaléncia maior em cancer®. Esta variante modifica a via de sinalizago
que leva a inativacdo desregulada do supressor de tumor p53, um regulador do ciclo celular e
indutor de apoptose responsavel pela senescéncia de células danificadas, levando a processos
neoplasicos®.

Adicionalmente, ras foi a proteina usada no estabelecimento da linhagem de Drosophila
melanogaster in vitro por Simcox et. al. em 2008 (com apenas uma variante na espécie), tal
metodologia favoreceu para a escolha de Ras uma vez que a proximidade evolutiva entre
Drosophila melanogaster e Apis mellifera, ambas da classe insecta, é superior quando
comparado a Homo sapiens; portanto, decidimos avaliar a identidade de sequéncias entre
RAS humano e de Drosophila melanogaster a fim de acessar diferencas pontuais que
possivelmente estariam presentes em Apis mellifera. Visto que o protocolo de imortalizagédo
de Drosophila melanogaster foi efetivo, tais diferencas contribuiram para comparar possiveis

fendtipos gerados por ras V12 em abelha.

5.2 Conservacdo de Ras entre espécies

Para obter a sequéncia semelhante aguela mutada em humanos e Drosophila e avaliar
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sua conservacdo em Apis mellifera, inicialmente foi realizado alinhamento BLASTp entre
HRAS de humanos e de Drosophila melanogaster, que identificou como proteina de maior
correspondéncia a ras 85D ID: NP_476699.1, com 81% de identidade e 189 aa. O resultado
de alinhamento entre HRAS de humanos e ras de Drosophila melanogaster demonstra alta
conservacao da sequéncia proteica, que foi mantida até aproximadamente o septuagésimo
aminoacido. Ainda que com diferencas proteicas significativas na por¢do carboxi-terminal da
proteina, 0 nimero de aminoacidos se manteve, o que pode indicar uma substituicdo evolutiva
de aminoacidos ndo seria totalmente deletéria.

A conservagdo aparente corrobora com a escolha do gene ras como ferramenta de
imortalizacdo, dado que as diferencas na sequéncia ndo foram suficientes para alterar a
efetividade do método de imortalizacdo em Drosophila melanogaster como j& demonstrado
no trabalho de Simcox et. al., além do alinhamento demonstrar conservacao entre diferentes
espécies, incluindo insetos, um dos critérios de escolha. Ao mesmo tempo cabe ressaltar que
a mutacdo V12 encontra-se na regido amino desta proteina, que apresenta 100% de

conservacao entre ambas sequéncias, como salientado na Figura 3.

Figura 3. Valores de alinhamento BLASTp entre HRAS (Homo sapiens) e Drosophila melanogaster. Em

vermelho sitio de mutagénese de ras e HRAS que afeta 0 aminoécido 12.

Ras oncogene at 85D [Drosophila melanogaster]
Sequence ID: NP_476699.1 Length: 189 Number of Matches: 1

> See 6 more title(s)

Range 1: 1 to 181 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
280 bits(716) 4e-97 Compositional matrix adjust. 147/181(81%) 162/181(89%) 6/181(3%)

Query 1 MTEYKLVVVG VGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAG 60
MTEYKLVVVG VGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAG
Sbjct 1 MTEYKLVVVG VGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAG 60
Query 61 QEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHQYREQIKRVKDSDDVPMVLVGNKCDL 120
QEEYSAMRDQYMRTGEGFL VFA+N+ KSFEDI YREQIKRVKD+++VPMVLVGNKCDL
Sbjct 61 QEEYSAMRDQYMRTGEGFLLVFAVNSAKSFEDIGTYREQIKRVKDAEEVPMVLVGNKCDL 120

Query 121 AARTVESRQAQDLARSYGIPYIETSAKTRQGVEDAFYTLVREIRQHK------ LRKLNPP 174

A+ V + QA+++A+ YGIPYIETSAKTR GV+DAFYTLVREIR+ K RK+N P
Sbjct 121 ASWNVNNEQAREVAKQYGIPYIETSAKTRMGVDDAFYTLVREIRKDKDNKGRRGRKMNKP 180
Query 175 D 175

+
Sbjct 181 N 181

Fonte: Do autor, adaptado do alinhamento na ferramenta BLASTp.

Com o intuito de prospectar genes similares em abelha, a sequéncia de HRAS foi
submetida ao alinhamento com Apis mellifera por tBLASTn. A andlise identificou 3 variantes

de mRNAs de sequéncias idénticas, com 78% de identidade com HRAS, tais variantes tém
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sitios de transcricdo diferentes, assim como promotores localizados em regifes distintas, tais
variantes sdo denominadas:
o Apis mellifera ras-like protein 1 (LOC410812), X3, XM_016918146.1 (734 pb);
o Apis mellifera ras-like protein 1 (LOC410812), X1, XM_006568776.2 (840 pb);
o Apis mellifera ras-like protein 1 (LOC410812), X2, XM_006568777.2 (1246 pb).

A pontuacéo relativa ao valor maximo, valor total, sequéncia submetida ao programa
(query cover) e identidade das trés variantes se manteve, embora os parametros de confianca

(E-value) tenham divergido entre elas, como demonstrado na Tabela 2 por ordem crescente de
parametros de confianca.

TABELA 2
Representacdo esquematica do alinhamento tBLASTnN entre HRAS e variantes X3, X1 e X2
de Apis mellifera Ras-like protein 1 (LOC410812).

Descricao Valormax. Valor total Querycover E-Value  ldent. Numero de acesso
Variante X3 269 269 88% 6.00E-92 78% XM 016918146.1
Variante X1 269 269 88% 2.00E-91 78% XM 006568776.2
Variante X2 269 269 88% 1.00E-89  78% XM 006568777.2

Fonte: Do Autor.
Legenda: Variantes transcricionais de ras em Apis mellifera; indicados na tabela estdo: valor maximo, valor total,

porcentagem de sequéncia submetida ao programa (query cover), parametros de confianca (E-value), identidade
e nimeros de acesso. ldentidade das sequéncias se mantém entre as variantes.

Embora diferentes quanto ao sitio de transcricéo, as trés variantes obtiveram a mesma
correspondéncia de aminodcidos com HRAS, considerando que as diferencas entre elas
acontecem apenas nas regides néo traduzidas dos transcritos, (regides X3 entre 67 pb e 570
pb; X1 entre 173 pb e 676 pb e; X2 entre 579 pb e 1082 pb), a figura 4 indica a localiza¢éo de
cada uma das trés variantes de ras em Apis mellifera.
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Figura 4. Localizacdo gendmica das variantes X1, X2 e X3 de ras em Apis mellifera. XM_006568776.2 refere-
se a variante X1, XM_006568777.2 a variante X2 e XM_006568777.2 a variante X3 por ordem do tamanho do

transcrito correspondente.

| 14,863,200 14,863,400 14,863,600 |14.863,800 14,864 K 14,864,200 14,664 400 14,864 600 |14.864,800 |14.885 K 14,865,200

NCBI Apis mellifera Annotation Release 103, 2016-05-24 ]
LoCc410812
¥H_POBSES776.2 I — T —— U — — I ——————— N 0 1P posseea39l
HN_DOBSER7772 > > > — D —— L —— ) KP_p065688401
1 p169181461 I———— I —— T —— N N ——————— I S P 0167736351

Fonte: Do autor, adaptado da base de dados do NCBI.

Adicionalmente, regides com maior identidade foram observadas, principalmente, na
primeira porcdo de aminoacidos, como ilustrado na Figura 5. Aminoacidos representados em
cinza e em letras mindsculas (entre 7 aa e 15 aa) foram classificados como “low-complexity”,
isto é, composicOes que podem gerar diferencas na similaridade entre proteinas, atingindo
diferentes estruturas secundarias nas proteinas®®, umas das hipoteses para tal caracteristica é
a contribuicdo dessas regides para a formacdo de novas sequéncias codificantes o que pode
levar ao surgimento de novas funcdes proteicas®. Tal caracteristica ¢ notoria, dado que a
regido € a do sitio de mutacéo, portanto, as diferencas representadas no alinhamento néo sao
significativas para o protocolo uma vez que as proteinas correspondentes apresentam 100%
de identidade.

Figura 5. Alinhamento por tBLASTn entre a proteina HRAS (CAG38816.1) e Apis mellifera. Resultado gerou
proteinas correspondentes X1, X2 e X3 de Ras-like protein 1 (LOC410812) em Apis mellifera “N” representa 0S
aminodcidos correspondentes nas variantes de ras (as trés variantes de mMRNA produzem a mesma proteina).
Aminoécidos representados em cinza e em letras minusculas (7-15) foram classificados como “low-complexity”,

isto é, sequéncia que pode gerar diferencas no peptideo.

Query 1 MTEYKLvvvyalpp vgKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAG 60
MTEYKLVVVGAEVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAG
Alvo N MTEYKLVVVGAEVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAG N

Query 61 QEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHQYREQIKRVKDSDDVPMVLVGNKCDL 120
QEEYSAMRDQYMRTGEGFL VFA+N+ KSFEDI YREQIKRVKD+++VPMVLVGNKCDL
Alvo N QEEYSAMRDQYMRTGEGFLLVFAVNSAKSFEDIGTYREQIKRVKDAEEVPMVLVGNKCDL N

Query 121 -ARRTVESRQAQDLARSYGIPYIETSAKTRQGVEDAFYTLVREIRQHK 167
+ Vv QA+++AR YG+P++ETSAKTR GV+DAFYTLVREIR+ K
Alvo N QQSWAVNMTQAREVARQYGVPFVETSAKTRMGVDDAFYTLVREIRKDK N

Fonte: Do Autor.

5.3 Anadlise das propriedades dos primers

Uma reagdo de PCR adequada necessita de temperaturas de hibridizacdo e extensdo
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correspondentes as condicGes 6timas de funcionalidade dos primers, a fim de evitar formacéo
de estruturas secundarias e baixa amplificacdo. Normalmente a temperatura de hibridizacao é
calculada a partir da subtracéo de 5 °C da temperatura de desnaturacéo dos primers. Idealmente

Tm entre 52 e 58 °C resultam em amplificacdes adequadas®?.

5.3.1 Propriedades fisico-quimicas

Para acessar propriedades fisico-quimicas dos primers e estabelecer condicoes
adequadas de reacdo de PCR, os primers desenhados foram submetidos a analise por Multiple
Primer Analyzer, ferramenta que avalia entre outros a temperatura de hibridizacdo adequada
para cada primer. Como esperado, os resultados dispostos na Tabela 3, demonstram grande
discrepancia na temperatura de hibridizacdo (Tm) entre os primers especificos e o degenerado
devido a diferenca de tamanho. O grande comprimento do primer degenerado (D V12)

resultou em uma temperatura de hibridizagcdo mais alta.

TABELA 3
Propriedades fisico-quimicas dos primers de ras escolhidos.

Primer Tm(°C) % de GC Tamanho A T C G l/(mol'cm) Pesog/mol nmol/OD.s pg/ODaso

Dvi2 81,2 50,0 44pb 10 12 5 17 440600 13763,0 2,3 31,2
D Wt 58,3 45,5 22 pb 8 4 4 6 228500 6792,5 4.4 29,7
R 61.8 42,9 21 pb 9 3 5 4 213700 6432,3 4,7 30,1

Fonte: Do Autor.
Legenda: Temperatura de melting ou de desnaturacdo (Tm) em °C, contelldo CG em %, comprimento, nimero
de bases presentes, coeficiente de extincdo (l/(mol.cm)), peso molecular (g/mol), quantidade molar/OD

(nmol/OD2g), absorcdo molar relacionada e razéo entre massa/OD (pg/OD 260).

5.3.2 Analise de formacao de dimeros

Outra analise de grande importancia para caracterizacao de bons primers é a avaliagcdo
de dimerizagdo, evento que afeta a disponibilidade de primers livres e prejudica a
amplificagdo. A presente analise foi acessada por meio da ferramenta PCR Products da
plataforma Sequence Manipulation Suite, (Stothard Research Group e Scilico, LLC)

disponivel em <http://bioinformatics.org/sms2/>, essa plataforma foi escolhida devido a
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dificuldade de analise de primers com mais de 36 pb em outras plataformas. Foram
encontradas duas possibilidades de auto dimerizacdo, para D V12 e D WHt, estruturas que
ficaram evidentes nos géis de agarose, mas que ndo afetaram na qualidade final da
amplificagdo, como demonstrado no gel disposto na pag. 31, fig. 9, possivelmente porque a
dimerizacdo néo afeta a extremidade 3 "dos primers.
Os possiveis dimeros a serem formados sao:
o Possivel dimerizacao do primer direto de Ras V12
5’-atgacagagtacaagctcgtagttgtgggagctgtaggtgttgg->
LT EEEE T
<-ggttgtggatgtcgagggtgttgatgctcgaacatgagacagta-5’
o Possivel dimerizagdo do primer direto de Ras Wt
5’-atgacagagtacaagctcgtag->
LT

<-gatgctcgaacatgagacagtat-5’

5.3.3. Analise dos alvos de hibridizagado

Outra analise de grande importancia para caracterizar bons primers € a avaliacdo dos
alvos de hibridizacdo dos primers, que mimetiza amplificagdo in silico, procurando por
complementaridade em outros transcritos e gerando possiveis produtos de PCR inespecificos.
Os pares de primers especificos e degenerado apresentaram caracteristicas de hibridizagado
idénticas, com amplificacdo completa das trés variantes nos mesmos sitios de alinhamento
(Figuras 6 e 7).

Figura 6. Amplificagdo in silico do par de primers nativo (D Wt e R) constando sitios de hibridizacdo e
comprimento do produto de PCR esperado. Amplificacdo realizada contra as trés variantes de ras em Apis
mellifera (X1, X2 e X3).

Primers D Wte R

Tamanho das sequéncias amplificadas: 588 pb

Variante X3, mRNA
1 ATGACAGAGTACAAGCTCGTAG 22
BT e 88
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1 GACTTAAAGCAAACAGCATCG 21

Variante X2, mRNA
1 ATGACAGAGTACAAGCTCGTAG 22

Variante X1, mRNA
1 ATGACAGAGTACAAGCTCGTAG 22

Fonte: Do Autor.

Figura 7. Amplificagdo in silico do par de primers degenerado (D V12 e R) constando sitios de hibridizacdo e
comprimento do produto de PCR esperado. Amplificacdo realizada contra as trés variantes de ras em Apis
mellifera (X1, X2 e X3).

PrimersD V12 e R

Tamanho das sequéncias amplificada: 588 pb

Variante X3, mRNA
1 ATGACAGAGTACAAGCTCGTAGTTGTGGGAGCTGKAGGTGTTGG 44

Variante X2, mRNA
1 ATGACAGAGTACAAGCTCGTAGTTGTGGGAGCTGKAGGTGTTGG 44
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Variante X1, mRNA
1 ATGACAGAGTACAAGCTCGTAGTTGTGGGAGCTGKAGGTGTTGG 44

Fonte: Do Autor.

5.4 Amplificacdo, PCR e purificacdo de amplicons

Amplificagcdo de DNA gendmico e de cDNA de larva de zangéo e de larva de abelha
foram submetidos a PCR com primer especifico Ras D Wt para avaliacdo da integridade das
amostras em estoque. A amplificacdo obtida foi correspondente aos pesos moleculares
esperados de DNA genémico e de cDNA (sem introns). Os amplicons obtidos do cDNA
apresentaram bandas com tamanho esperado de 588 pb e as amostras de DNA apresentaram

as bandas com tamanho esperado de 910 pb (Figura 8).

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose (1%) para avaliacdo da integridade das amostras em estoque com
primer especifico Ras D Wt. Na canaleta 1 foi aplicada reacdo de PCR sem amostra de DNA (controle negativo),
nas canaletas 2 e 3 foram aplicadas reaces de PCR de DNA gendmico de larva de zangéo e de larva de abelha
respectivamente, enquanto nas canaletas 4 e 5 foram adicionados Produto de PCR de cDNA de zangéo e larva

de abelha. PM: Marcador de massa molecular Ladder 100 pb (Ludwig Biotecnologia).

PM 1 2 3 4 5

2.080 -
1.000
900

600
500

Fonte: Do Autor.
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Pardmetros para amplificacdo de amostra de Apis mellifera com primers especifico e
degenerado foram adequados para favorecer ambos os primers. A temperatura de hibridizacao
teoricamente determinada pela média das temperaturas dos primers foi de 62 °C; contudo, a
temperatura de hibridizacdo usada foi de 60 °C considerando que precisariamos de maior
quantidade de amplicons para purificar e ligar no plasmideo.

Apos otimizacdo das condicdes de PCR, diversas amostras de Apis mellifera foram
submetidas a reacdo de amplificacdo da ORF normal (WT) ou mutada (V12), entretanto, a
amplificacdo das amostras apresentou discrepancia na migracao e dimeros de primers, devido
possivelmente a qualidade das amostras e temperatura de hibridizacdo que foi alterada nas
reacdes subsequentes (dados ndo mostrados).

As reacdes de PCR consecutivas foram realizadas com as melhores amostras de cDNA
(larva de abelha) para a obtencdo de grandes quantidades de DNA para purificagéo.
Parametros da reacdo de PCR foram ajustados para: desnaturagdo a 94 °C por 3 minutos,
seguida de 40 ciclos de: 1. Desnaturacdo a 94°C (40 segundos.); 2. Hibridizacdo a 58°C por
30 segundos, para otimizacdo de amplificacdo 3. Extensdo a 72 °C por 1,5 minuto; Etapa extra

de extensédo a 72 °C por 2 minutos (Figura 9).

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose (1%) de reacdes de PCR com primers degenerados e especificos para
purificagdo. Canaletas 1- 7 referentes & ras Wt de larva de abelha com primers especificos. Canaletas 8-14
referem-se as amostras de reagdo de PCR com indugdo de mutacdo (primer degenerado D V12). Canaletas 1 e 8

controles negativos sem presenca de amostra.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

2.080 -

1.000 -|
700 -
500 -

Ras Wt Ras V12

Fonte: Do Autor.

Os produtos de PCR foram purificados com o Kit AxyPrep PCR Clean-up Kit (Axygen)
foram analisados no equipamento NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare).

Amostras de DNA puras normalmente apresentam raz&o de absorbancias 260 nm / 280 nm
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entre 1,7 e 1,9 %. Assim, amostras de ras nativo (Wt) e ras mutado (V12) obtiveram valores
de razdo 260/280 de 1,859 e 1,927 e concentragdes 39,5 ng/ul e 15,8 ng/ul, respectivamente.
As analises das concentracdes e pureza sdo mostradas na Figura 10. Estas amostras foram

usadas para proceder com o processo de ligacéo.

Figura 10. Imagem das analises de DNA proveniente de purificacdo de produto de PCR de ras (Apis mellifera).
(A) representa variante V12, (B) representa variante Wt. (A) representa variante V12 de concentragio 39,5ng/ul,

260nm. (B) representa variante Wt, com concentragdo de 15,8ng/pl, com curva correspondente em 260nm.

A

DNA

Concentration

J,, \,:'L:],‘J 0 ] | |

Fonte: Do Autor.

5.5 Anélise de orientacdo de vetor Ras-Topo.

Produtos purificados foram ligados ao vetor pcDNA™3.1/V5-His TOPO® TA de
acordo com o protocolo do fabricante e usados para transformar Escherichia coli DH5a como
ja descrito. As coldnias obtidas foram usadas para avaliar a orientacdo do inserto por PCR.
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Diferenca de tamanho entre os amplicons com primers distintos € visivel, uma vez que o
fragmento gerado por primers T7 e R tem tamanho de 763 pb (90 pb até o inserto e mais 673
pb de ras) e por primers D e BGH tem tamanho de 907 pb (672 pb de ras e mais 234 pb do
final do gene até o sitio de BGH.

Na amostra de col6nia de ras mutado houve amplificacédo de ras V12 com os dois pares
de primers utilizados, confirmando orientacdo correta, enquanto ras Wt apresentou
amplificacdo apenas da reagdo com primers T7 e R apresentando ambiguidade na leitura de
orientagcdo do primer, como demonstrado na Figura 11; mesmo assim, estas amostras foram

enviadas para confirmacdo por sequenciamento.

Figura 11. Identificacdo de orientagdo de ras-Topo Wt e ras-Topo V12 proveniente de transformacdo em
bactérias Escherichia coli DH5a. PM: Marcador de peso molecular Ladder 100 pb (Ludwig Biotecnologia);
Canaleta 1: Plasmideo controle pcDNA™3.1/V5-HisTOPO/lacZ; Canaleta 2: Controle Wt, reagentes sem DNA,;
Canaleta 3: Ras-Topo Wt, primers T7 e R; Canaleta 4: Ras-Topo Wt, primers D Wt e BGH; Canaleta 5: Controle
V12, reagentes sem DNA,; Canaleta 6: ras V12-Topo, primers T7 e R; Canaleta 7: ras V12-Topo, primers D e
BGH.
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Fonte: Do Autor.

5.6 Avaliacdo das sequéncias dos plasmideos recombinantes

Sequenciamento de Sanger foi o Gltimo método de analise do vetor e inserto para

garantir a integridade das sequéncias, os cromatogramas foram revisados pela ferramenta
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Chromas 2.6.4, gerando sequéncias Fasta que foram submetidas a alinhamento BLASTn
contra a base de dados de MRNA de Apis mellifera.

Trés clones diferentes foram sequenciados, sendo duas amostras de vetor ras Wt (aqui
identificadas como 1 e 4) e uma de vetor com o inserto ras V12. Primers T7 ou BGH foram
adicionados as amostras para serem sequenciadas de Ras-Topo, denominadas: 1. ras Wt4 —
BGH; 2. ras V12 — BGH; 3. ras Wtl — BGH. 4. ras Wt4 - T7; 5ras V12 - T7; e 6. ras Wtl -
T7.

Alinhamentos evidenciaram a auséncia de ras no fragmento Wtl e Wt4, sendo que o
fragmento clonado correspondeu a dimeros de primer (Dados ndo mostrados), mas a presenca
da mutacdo V12 de ras V12 foi comprovada tanto no sequenciamento com o primer T7 quanto
com o primer BGH. Na Figura 12 ¢ apresentado o cromatograma do clone V12 sequenciado

com o primer T7 evidenciando o local da mutacao.

Figura 12. Cromatograma de ras V12 (Primer T7), em destaque regido de hibridizacdo do primer ras V12 e em

vermelho mutagdo induzida no cddon GGA — GTA

50 €0 70 g0 EX) 100 110 120 130
TCAGTIGIGGTGGART TGCCC T AT GACAGAGTAMMAKCTICGTAGTTGT GGGAGCGIAIGGT GTIGGFARATCT GCS CTTACAATTICAGTTG

L

RASV12-T7

Fonte: Do Autor.
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5.7 Sobreposicao ao vetor

Fragmentos sequenciados de pcDNA3.1-RASV12 em formato Fasta foram alinhados as
sequéncias  nucleotidicas do vetor pcDNA3.1  V5-His-TOPO  disponivel em
<https://www.addgene.org/browse/sequence_vdb/5587/>. Alinhamento de pcDNA3.1-
RASV12 com o vetor original resultou em dois fragmentos de 97% de identidade com um
hiato de 588 pb, correspondente ao inserto (Dados ndo mostrados).

A sobreposicéo realizada resultou em plasmideo batizado de pcDNA3.1-RASV12 que possui
6113 pb e é apresentado na Figura 13.

Ambos pcDNA3.1-RASV12 T7 e pcDNA3.1-RASV12 BGH foram submetidos a
BLASTnN contra Apis mellifera; o alinhamento de pcDNA3.1-RASV12 T7 e pcDNAS3.1-
RASV12 BGH apresentaram alinhamento com 99% de identidade com Ras-like protein 1
variante X3 (Apéndices B e C), com diferenca observada na sequéncia corresponde a mutacao
induzida pela PCR, confirmando que este plasmideo esta apto para ser usado posteriormente;
contudo, a clonagem da sequéncia selvagem devera ser repetida para que possa ser usada como

controle nos experimentos de transformagéo celular.

Figura 13. Mapa do plasmideo de expressdo pcDNA3.1-RASV12.

Ras V12 f
A

Fonte: Modificado de Manual do usuario Invitrogen, 2009.
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6 Concluséao

Considerando a falta de metodologias para o estabelecimento de linhagens celulares
permanentes de abelha, o presente estudo obteve o plasmideo para a transformacéo de células
de abelha a partir da modificagdo de gene ras endogeno. Esta caracteristica € um fator
importante na relevancia desse protocolo por favorecer os fenotipos e metabolismo mais
proximo do nativo. Até o presente momento ndo foram descritos isolamento de ras V12 em
abelhas na natureza, possivelmente por auséncia de estudos do tipo ou dificuldade de selecéo.

Ainda que a auséncia de identificacbes neoplasicas in vivo de Apis mellifera ndo
favoreca previsdes da efetividade do protocolo, as analises de bioinformética sugerem que a
proteina produzida se equipara a usada no protocolo de Simcox et. al. Portanto, insercdo de
pcDNA3.1-RASV12 em larvas de abelha por protocolo de eletroporacdo podera atestar a
efetividade do método.



37

7 Considerac0es finais

Com o objetivo de testar a efetividade de pcDNA3.1-RASV12 in vitro analises futuras
poderdo ser realizadas para acessar a possivel inser¢cdo do vetor no genoma e padrdo de
expressdo. A utilizagdo de um marcador de selecdo adaptado a células de inseto é importante
para a selecdo de clones transformados nos protocolos de transformacéo subsequentes.

Entretanto, antes de comegarmos 0s experimentos com ras V12, precisaremos obter o
clone contendo a sequéncia ras selvagem para ser usada como controle, junto ao plasmideo
vazio (sem inserto).

Uma vez que o protocolo resulte em células aderidas existe grande propensdo de
eficiéncia onde andlises de confirmacao poderdo ser realizadas, outra possibilidade € inserir o
gene GFP junto & ras para a visualizagdo por microscopio de células modificadas, ambos

protocolos serdo avaliados em estudos futuros.
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APENDICES

APENDICE A - Ort6logos de HRAS em 83 espécies anotadas.

Organismo

Alpaca (Vicugna pacos)
Amazon molly (Poecilia formosa)
Ancestral sequence
Anole lizard (Anolis carolinensis)
Armadillo (Dasypus novemcinctus)
Brazilian guinea pig (Cavia aperea)
Bushbaby (Otolemur garnettii)
Caenorhabditis elegans
Cat (Felis catus)

Cave fish (Astyanax mexicanus)
Chicken (Gallus gallus)

Chicken (Gallus gallus)

Chicken (Gallus gallus)
Chimpanzee (Pan troglodytes)
Chinese hamster CHOK1GS (Cricetulus
griseus)

Chinese hamster CriGri (Cricetulus griseus)
Chinese softshell turtle (Pelodiscus
sinensis)

Cod (Gadus morhua)

Cow (Bos taurus)

Damara mole rat (Fukomys damarensis)
Degu (Octodon degus)

Dog (Canis lupus familiaris)
Dolphin (Tursiops truncatus)
Dolphin (Tursiops truncatus)

Duck (Anas platyrhynchos)
Flycatcher (Ficedula albicollis)
Fruitfly (Drosophila melanogaster)
Fugu (Takifugu rubripes)
Gibbon (Nomascus leucogenys)
Golden Hamster (Mesocricetus auratus)
Gorilla (Gorilla gorilla gorilla)
Guinea Pig (Cavia porcellus)
Hedgehog (Erinaceus europaeus)
Horse (Equus caballus)
Kangaroo rat (Dipodomys ordii)
Lamprey (Petromyzon marinus)
Lesser Egyptian jerboa (Jaculus jaculus)
Lesser Egyptian jerboa (Jaculus jaculus)
Lesser hedgehog tenrec (Echinops telfairi)
Long-tailed chinchilla (Chinchilla lanigera)

%ID de ortélogos
em HRAS
99.11%
95.77%
89.42%
97.35%
94.18%
99.47%
98.41%
76.09%
97.88%
95.24%
97.88%
97.88%
93.79%
99.47%

100.00%
100.00%
96.32%

93.48%
73.58%
82.20%
99.47%
74.60%
96.30%
56.38%
98.78%
97.88%
77.78%
84.46%
100.00%
100.00%
99.47%
99.47%
87.86%
97.37%
81.25%
88.02%
99.42%
99.47%
97.35%
99.47%

%ID de HRAS em
ortdlogos
59.26%
95.77%
89.42%
97.35%
94.18%
99.47%
98.41%
74.07%
97.88%
95.24%
97.88%
97.88%
79.89%
99.47%

100.00%
100.00%
96.83%

91.01%
95.77%
83.07%
99.47%
97.88%
96.30%
44.44%
85.71%
97.88%
77.78%
86.24%
100.00%
100.00%
99.47%
99.47%
80.42%
97.88%
82.54%
89.42%
90.48%
99.47%
97.35%
99.47%



Macaque (Macaca mulatta)
Marmoset (Callithrix jacchus)
Medaka (Oryzias latipes)
Mouse Lemur (Microcebus murinus)
Mouse (Mus musculus)

Naked mole-rat female (Heterocephalus
glaber)

Naked mole-rat male (Heterocephalus
glaber)

Northern American deer mouse
(Peromyscus maniculatus bairdii)
Northern American deer mouse
(Peromyscus maniculatus bairdii)
Olive baboon (Papio anubis)
Olive baboon (Papio anubis)
Opossum (Monodelphis domestica)
Orangutan (Pongo abelii)
Panda (Ailuropoda melanoleuca)
Pig (Sus scrofa)

Platyfish (Xiphophorus maculatus)
Prairie vole (Microtus ochrogaster)
Rat (Rattus norvegicus)
Ryukyu mouse (Mus caroli)
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Sheep (Ovis aries)

Shrew mouse (Mus pahari)
Spotted gar (Lepisosteus oculatus)
Squirrel (Ictidomys tridecemlineatus)
Stickleback (Gasterosteus aculeatus)
Tetraodon (Tetraodon nigroviridis)
Tilapia (Oreochromis niloticus)
Turkey (Meleagris gallopavo)
Upper Galilee mountains blind mole rat
(Nannospalax galili)
Vervet-AGM (Chlorocebus sabaeus)
Wallaby (Notamacropus eugenii)
Xenopus (Xenopus tropicalis)
Zebra Finch (Taeniopygia guttata)
Zebrafish (Danio rerio)
Zebrafish (Danio rerio)

100.00%
100.00%
95.24%
99.47%
100.00%

99.47%

99.47%

86.77%

100.00%

100.00%
99.47%
70.00%

100.00%
72.33%
97.35%
95.77%
100.00%
100.00%
99.47%
33.85%
34.30%
98.68%
99.47%
95.77%
100.00%
84.47%
94.71%
95.77%
77.37%

83.07%

100.00%
86.56%
96.30%
97.88%
94.18%
94.71%

100.00%
100.00%
95.24%
99.47%
100.00%

99.47%

99.47%

86.77%

100.00%

100.00%
99.47%
77.78%

100.00%
96.83%
97.35%
95.77%
100.00%
100.00%
99.47%
57.67%
56.08%
78.84%
99.47%
95.77%
100.00%
92.06%
94.71%
95.77%
77.78%

83.07%

100.00%
85.19%
96.30%
97.88%
94.18%
94.71%

44



45

APENDICE B - Alinhamento completo de Ras - Topo V12 BGH com alvo em Apis mellifera
(abaixo alinhamento com variante X3, considerando-se que alinhamento € idéntico em X1 e
X2).

Alinhamento Ras - Topo V12 BGH e Apis mellifera ras-like protein 1 (LOC410812), X3, ID:
XM_016918146.1

Range 1: 67 to 655 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1079 bits(584) 0.0 587/589(99%) 0/589(0%) Plus/Minus

Query 150 TGACTTAAAGCAAACAGCATCGATGTTTTCTACGGTTCGCGTTACCTGTCTTCATACGTT 209

sbjct 655 TCGATGTTTTCTACGGTTCGCGTTACCTGTCTTCATACGT 596
Query 210 TCLtLttttCTTTACCTCTATGTTCTTTGTCTTTCCGTATTTCTCTCACCAGTGTATAAA 269

Sbjct 595 TCTTTTTTTCTTTACCTCTATGTTCTTTGTCTTTCCGTATTTCTCTCACCAGTGTATAAA 536
Query 270 AAGCATCATCTACTCCCATTCTCGTTTTAGCTGAAGTTTCAACAAAAGGCACACCATATT 329

sbjct 535 GCATCATCTACTCCCATTCTCGTTTTAGCTGA GCACACCATAT 476

Query 330 GACGGGCAACTTCTCTTGCTTGTGTCATATTTACTGCCCAAGATTGTTGAAGATCACATT 389

sbjct 475 CGGGCAACTTCTCTTGCTTGTGTCATATTTACT TTGAAGATCA 416

Query 390 TATTTCCTACTAAAACCATTGGTACTTCTTCTGCATCTTTTACTCTTTTTATTTGTTCCC 449

Sbjct 415 TATTTCCTACTAAAACCATTGGTACTTCTTCTGCATCTTTTACTCTTTTTATTTIGTTCCC 356

Query 450 TATATGTTCCAATATCTTCAAAACTTTTTGCTGAATTTACAGCAAATACTAATAAAAAT 509

Sbjct 355 ATATGTTCCAATATC TGCTGAATTTA 296
Query 510 CTTCTCCAGTTCTCATATATTGATCTCTCATTGCACTGTATTCTTCTTGACCAGCTGTAT 569

sbjct 295 TCTCCAGTTCTCATATATTGATCTCTCATTGCACTGTATTCTTCTTGACCAGCTGTA 236
Query 570 CTAATATATCTAAAAGGCATGTCTCTCCATCTATAACTACTTGTTTTCTATAAGAATCTT 629

sbjct 235 TCTCTCCATCTATAA TTTTCTATAAGAATC 176
Query 630 CTATAGTGGGATCATATTCATCTACAAAATGATTTTGTATCAMCTGAATTGTAAGCGCAG 639

Sbjct 175 CTATAGTGGGATCATATTCATCTACAAAATGATTTTGTATCAACTGAATTGTAAGCGCAG 116
Query £69@ ATTTACCAACACCTACAGCTCCCACAACTACGAGCTTGTACTCTGTCAT 738

sbjct 115 TTACCAACACCTCCAGCTCCCACAACTACGAGCTTGTACTCTGTCAT 67

Fonte: Adaptado de BLAST (NCBI).
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APENDICE C - Alinhamento completo de Ras - Topo V12 T7 com alvo em Apis mellifera
(abaixo alinhamento com variante X3, considerando-se que alinhamento € idéntico em X1 e

X2).

Alinhamento ras - Topo V12 T7 e Apis mellifera ras-like protein 1 (LOC410812), X3, ID:

XM_016918146.1

Range 1: 579 to 1167 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1068 bits(578) 0.0 584/589(99%) 0/589(0%) Plus/Plus
e ittt .
sbjct 579 ATGACAGAGTACAAGCTCGTAGTTGTGGGAGCTGGAGGTGTTGGTAAATCTGCGCTTACA 638
Query 130 ATTCAGTTGATACAAAATCATTTTGTAGATGAATATGATCCCACTATAGAAGATTCTTAT 189
. ||||\|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H||||
sbjct 639 TTCAGTTGATACAAAA TTGTAGATGAATATGATCCCACTATAGAAGATTCT 698
e LT T
Shjct 699 ACAAGTAGTTATAGATGGAGAGACATGCCTTTTAGATATATTAGATACAGCTGG 758
Query 250 CAAGAAGAATACAGTGCAATGAGAGATCAATATATGAGAACTGGAGAAGGATTTTTATTA 389
. ||||\|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H|||I
sbjct 759 AGAATACAGTGCAATGAGAGATCAA TGGAGAAGGATTTTTATT. 818
Query 310  GTATTTGCTGTAAATTCAGCAAAAAGTTTTGAAGATATTGGAACATATAGGGAACAAATA 369
. ||||\|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H||||
sbjct 819 CTGTAAA AAGATATTGGAACATATAGGGAACA. 878
R it .
Sbjct 879 AAAAGAGTAAAAGATGCAGAAGAAGTACCAATGGTTTTAGTAGGAAATAAATGTGATCTT 938
Query 430 CAACAATCTTGGGCAGTAAATATGACACAAGCAAGAGAAGTTGCCCGTCAATATGGTGTG 489
. ||||\|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H|||I
Shjct 939 AACAATCTTGGGCAGTAAATATGA AGAAGTTGCCCGTCAATATGGT 998
enam it thmtiymninsih .
Ssbjct 999 CCTTTTGTTGAAACTTCAGCTAAAACGAGAATGGGAGTAGATGATGCTTTTTATACACTG 1@58
Query 550 GAGAGAAATACG 629
. ||||\|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H||||
sbjct 1859 AGAGAAA 1118
Query 610 ACAGGTAACGCGAACCGTAGAAAACATCGATGCTGTTTGCTTTAAGTCA 658
. ||||\||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 1119 TAACGCGAA ATGCTGTTTGCTTTAAGTCA 1167

Fonte: Adaptado de BLAST (NCBI).
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ANEXO

ANEXO A - Sequéncia de aminoacidos de HRAS (Homo sapiens)

Sequéncia de aminoacidos de HRAS (Homo sapiens) disponivel na base de dados de GenBank:
G1:49168642

>HRAS proto-oncogene, GTPase - Homo sapiens
MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAG
QEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHQYREQIKRVKDSDDVPMVLVGNKCD
LAARTVESRQAQDLARSYGIPYIETSAKTRQGVEDAFYTLVREIRQHKLRKLNPPDESGPG

CMSCKCVLS




