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RESUMO

Neste trabalho apresentamos a ideia de realizar ensaios de excisdo utilizando o elemento
transponivel piggyBac como fornecedor da enzima e das sequéncias terminais invertidas do
elemento, ambos necessarios para mobilizacdo. Células S2 de Drosophila melanogaster foram
eletroporadas para que houvesse inser¢do de dois diferentes plasmideos no citoplasma das células,
um plasmideo portando as repeti¢cdes terminais invertidas do elemento piggyBac flanqueando um
gene GFP e o outro com a sequéncia codificadora da enzima transposase, a qual reconhece as
repetices terminais invertidas e excisa o elemento da regido onde estd inserido, num sistema
vector-helper, em que um fragmento € excisado de um plasmideo com ajuda da transposase
localizada no outro. PCR convencional foi usado para verificar os eventos de excisdo, mostrando
uma regido de amplificacdo de 200pb nos casos de excisdo do fragmento e uma regido amplicada de
3kb, nas ocasides em que o fragmento ficou inteiro, ou seja, ndo foi mobilizado. A gPCR foi
utilizada para quantificar a excisdo desse fragmento, realizando comparacdes da quantidade de
DNA plasmidial recuperado das células S2 ap6s o término do experimento com diluicbes em série
do plasmideo com as ITRs, que foi utilizado como standard. Os resultados mostraram que a técnica
envolvendo eletroporacdo e gPCR € exequivel e pode ser utilizada para quantificar mobilizacdo de
elementos transponiveis. Fazendo um paralelo com as ferramentas ja existentes para esse tipo de
quantificacdo, gPCR mostra-se como uma técnica bastante sensivel de deteccdo de mobilizacéo,

bem como uma técnica de baixo custo orcamentario.

Palavras-chaves: células S2, piggyBac, excisdo, eletroporacéao, gPCR.



ABSTRACT

A new way to quantify transposon mobilization using piggyBac as model

In this work we presented the idea to perform excision assays using the piggyBac transposable
element as enzyme supplier and the inverted terminal sequences of the element, both necessary for
mobilization of a transposable element. Drosophila S2 cells were electroporated to perform
insertion of two different plasmids in the cytoplasm of cells, a plasmid carrying the terminal
inverted repeats of piggyBac element flanking a GFP gene and other with the transposase coding
sequence enzyme which recognizes the terminal inverted repeats, excise of the region where the
element is and insert it into another locus. This is a vector-helper system, in which a fragment is
excised from a plasmid with the help of the transposase located in the other. Conventional PCR was
used to verify excision events showing a 200bp amplification region where the fragment was
excised and a region 3kb amplification reagion at times when the fragment was full, ie, it has not
mobilized. The gPCR technique was used to quantify the excision of this fragment, carrying out
comparisons of the amount of plasmid DNA recovered from the S2 cells after the end of experiment
with serial dilutions of the original plasmids carrying the ITRs, which was used as standard. The
results showed that the technique involving electroporation and gPCR is feasible and can be used to
quantify mobilization of transposable elements. Paralleling with existing tools for this type of
quantification, gPCR shows up as a very sensitive technique of detection mobilization, as well as a
low cost technique budget.

Key words: S2 cell lineage, piggyBac, excision, electroporation, qPCR.



1. INTRODUCAO

1.1 Elementos transponiveis

Inseridas no genoma da grande maioria dos organismos j& estudados até hoje, podemos
encontrar sequéncias de DNAs chamadas elementos de transposic¢do (TEs — do inglés Transposable
Elements). Os TEs séo portadores de mobilidade, podendo saltar e de uma regido cromossémica
para outra do mesmo ou de cromossomos diferentes. Essa habilidade de movimentacéo e integracéo
em outro local do genoma chame-se transposicéo, e diferentes TES possuem diferentes mecanismos
de transposicdo e diversidade em suas sequéncias. Tal diversidade confere-lhes ampla distribuicao
entre 0s organismos ja estudados, com apenas algumas excecles (Feschotte & Pritham, 2007;
Pritham, 2009).

Além disso, podem compor grande porcentagem dos genomas, como em Drosophila
melanogaster em que sdo 15% a 22% do genoma, 45% em Homo sapiens e em algumas espécies
de plantas e anfibios, mais de 70% (Biémont & Vieira, 2006). Os TEs sdo, também, considerados
sequéncias de DNA “parasitas” e a presenca ou auséncia de controle da transposicdo pelo
hospedeiro pode provocar alteracbes no genoma. Pode ocorrer inativagcdo de genes se o TE instala-
se no meio da sequéncia deste; alteracdes de expressao génica, se inserido em regiGes promotoras,
ou a reducdo da capacidade de sobrevivéncia e reproducdo do hospedeiro, gerada por rearranjos
cromossdmicos e outras mutagdes (Feschotte & Pritham, 2007; Giraud & Capy, 1996; Kidwell &
Lisch, 1997).

Entretanto, a mobilizacdo dos TEs é uma importante fonte de variabilidade genética, pois
agem como modeladores da estrutura, funcdo e evolugdo dos genomas hospedeiros (Biémont,
2010). A mobilidade também gera grande variagdo no numero de copias dos TEs dentro dos

genomas (Kidwell & Lisch, 1997), e algumas dessas cdpias podem ser incorporadas pelo genoma



hospedeiro por meio de ‘domesticacdo génica’, quando os TEs passam a exercer func¢Ges favoraveis
ao genoma (Cordaux et al. 2006; Nowacki et al. 2009).

Os TEs podem ser denominados autdbnomos ou ndo-autbnomos. Os TEs ditos elementos
autdbnomos codificam todos os dominios que sdo normalmente necessarios para a sua transposi¢éo,
ja os TEs ndo-autbnomos carecem de algum dominio e podem utilizar enzimas fornecidas por

outros TEs.

1.2 Classificagdo dos elementos transponiveis

Em virtude da grande variedade de elementos transponiveis descobertos nos genomas, foi
preciso estabelecer um sistema de classificagdo. O primeiro sistema de classificagéo, proposto por
Finnegan (1989), foi baseado nos mecanismos de transposigao e dividiu os TEs em duas classes: 0s
elementos de classe | e os elementos de classe I1.

Elementos de classe I, ou retrotransposons, possuem 0 mecanismo de transposi¢do chamado
de “copia e cola”, em que um intermediario de RNA ¢ transcrito a partir de uma copia do TE pré-
existente no genoma hospedeiro, esse RNA ¢, entdo, usado como molde para sintese de DNA pela
enzima transcriptase reversa e esta copia de DNA ¢é inserida em outra regido gendmica por acdo da
enzima integrase. Essas enzimas podem ser codificadas pelo TE e transcritas pelo hospedeiro, sendo
que cada ciclo pode gerar novas copias do retrotransposon.

Os retrotransposons séo subdivididos em cinco ordens de acordo com suas caracteristicas de
mecanismo de insercdo, organizacdo e filogenia da transcriptase reversa: retrotransposons com
LTRs (do inglés Long Terminal Repeats), elementos DIRS-like, elementos Penelope-like, LINEs
(do inglés Long Intersparced Nuclear Elements) e SINEs (do inglés Short Interspersed Nuclear
Elements). Os SINES séo sequéncias ndo-autbnomos e nao sdo derivados de TEs, mas podem

abrigar um dominio interno com capacidade de codificar genes de transposicdo e podem
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mobilizarem-se por ativacdo cruzada de um elemento autonomo (Wicker et al. 2007).

Os elementos da Classe 1l sdo chamados de transposons e 0 mecanismo de transposi¢éo é do
tipo “corta e cola” (Wicker et al. 2007). Nessa classe, ha um intermediario de DNA que pode ser
retirado do seu sitio original e inserido em outra regido do genoma hospedeiro por a¢éo da enzima
transposase, que pode ser codificada pelo préprio elemento.

Outra classificacdo ja foi proposta para organizar os TEs (Capy et al., 1998). Segundo
Wicker et al. (2007), os TEs s&o classificados em um sistema mais atual que manteve as duas
classes ja descritas, porém novas classificagdes mais inclusivas foram adicionadas seguindo uma
ordem hierarquica taxonémica:

- Subclasse: TEs que, durante a mobilizacdo, cortam os dois filamentos de DNA e deixam um sitio
doador no local para inserirem-se em outra regido pertencem a subclasse I, enquanto aqueles que
cortam apenas um filamento de DNA, gerando c6pias de si mesmo, pertencem a Subclasse II.

- Ordem: distingue entre 0s mecanismos de insercéo, organizacao geral e enzimologia dos TES.

- Superfamilia: além de compartilhar a mesma estratégia de transposicéo dentro de uma ordem, sdo
identificados por apresentarem caracteristicas uniformes como estrutura de proteinas, dominios ndo
codificantes, presenca e tamanho de repeti¢es de nucleotideos geradas nas extremidades dos TEs
quando sdo inseridos em outros locais dos genomas. Esse sitio € chamado de sitio alvo de
duplicacdo (TSD do inglés — Target Site Duplication).

- Familia: baseia-se na conservacdo de aminoacidos. A similaridade entre TEs que pertencem a
mesma familia em suas sequéncias codificadoras, dominios internos ou em regides repetidas
terminais deve ser de 80% ou mais.

- Subfamilia: sdo definidas através de analises filogenéticas podendo distinguir em alguns casos

entre populagdes muito homogéneas de elementos autbnomos e ndo autdbnomos.
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1.3. O transposon piggyBac

O transposon piggyBac é um elemento de classe Il, inicialmente considerado como o
elemento IFP2 da linhagem de células de insetos lepiddpteros TN-368 (Fraser et al. 1983; Fraser et
al. 1985). Funcionalmente, piggyBac codifica uma transposase com um mecanismo “corta ¢ cola”
com preferéncia de inser¢do em sitios TT'AA (Fraser et al. 1995; Elick et al. 1996), caracterizando-
se um elemento tipico da familia de transposons especifico- TTAA (Fraser et al. 2000).
Estruturalmente, piggyBac ¢ uma molécula de DNA de 2,4kb com um unico quadro aberto de
leitura de 1,8kb que termina, em ambas as extremidades, com dominios de ITRs perfeitas de 13pb e,
também, tem duas repeticbes invertidas subterminais adicionais de 19pb localizados
assimetricamente 31pb de 5- TRD (do inglés Target Recognition Domain- dominio de
reconhecimento-alvo, no caso, “TTAA”) ¢ 3pb de 3'-TRD (Cary et al. 1989). Sequéncias
semelhantes ao quadro aberto de leitura de piggyBac foram identificados em todas as espécies
animais cujas sequéncias gendmicas estdo disponiveis, incluindo o ser humano. No entanto, a
maioria dessas sequencias parece ser incompleta ou interrompida e, por conseguinte, provavelmente
néo codifica transposases funcionais (Sarkar et al. 2003).

As fungdes de mobilidade e de transposicdo de piggyBac foram estabelecidas e exploradas
para desenvolver um importante sistema binario para a transformacdo da linha germinativa de
insetos (Fraser et al. 1995). Este sistema consiste de um vetor de DNA, que pode ser mobilizado
devido a presenca das sequencias 5'- e 3'- TRDs do piggyBac, mais um plasmideo auxiliar,
contendo o quadro aberto de leitura que codifica a transposase. O vetor também inclui um
promotor, o qual controla a transcricdo de um inserto (0 gene heterdlogo de interesse) e um
marcador que manifesta expressao ao longo todo o corpo ou na cor dos olhos, que pode ser utilizado
para identificar descendéncia transgénica. A mosca-das-frutas mediterranea foi o primeiro

organismo a ser transformado com sucesso utilizando o sistema piggyBac (Handler et al. 1998) e
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tem sido subsequentemente utilizado para transformar uma vasta variedade de insetos (revisto em
referéncia (Handler et al. 2002). Recentemente, o sistema vetor- piggyBac foi utilizado para
transformar muitos outros tipos de organismos que vao desde protistas, Plasmodium falciparum
(Balu et al. 2005) até rato, Mus musculus (Ding et al. 2005). Assim, piggyBac é amplamente e cada
vez mais reconhecido como uma ferramenta importante para a transformagdo genética em muitos

sistemas bioldgicos diferentes.

1.4. O sistema vector-helper em estudos com ensaios de excisao de elementos transponiveis

Dentre as caracteristicas mais marcantes de um TE, duas sdo de fundamental importancia: os
TEs possuem em sua sequéncia uma ORF (open reading frame ou 'quadro aberto de leitura’) que
codifica uma enzima chamada de transposase, a qual atua na clivagem do elemento em uma
determinada regido e insere-o0 em outra por¢do do genoma do hospedeiro. A segunda caracteristica
importante a ser observada sdo as regides terminais destes elementos, as quais, em alguns, sdo
altamente conservadas e estdo dispostas de forma invertida (ITR - inverted terminal repeat). Assim,
podemos dizer que um TE generalizado necessita de um gene codificador de uma enzima que
reconhece as préprias extremidades flanqueadoras do gene, cliva-as e entdo carrega o TE para

novas regides do genoma para ali inseri-lo.

Nesse trabalho, lancamos mao de um sistema binario de plasmideos chamado vector-helper,
para realizar os ensaios de excisdo. Representando o vector, utilizamos o plasmideo pBac [3xp3-
EGFPafm] (Horn & Wimmer, 2000), contendo as repeti¢des terminais invertidas (ITRs) do
elemento piggyBac (figura 1). O plasmideo pBASac helper-plasmid foi utilizado como helper,
contendo o gene que codifica a transposase do elemento piggyBac com sua subunidade 5' deletada

(Handler & Harrell, 1999) (figura3).
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Sobre as caracteristicas e o histdrico de ensaios de excisdo do elemento piggyBac, outro tipo
celular ja fora testado, bem como foi utilizado um baculovirus como vetor. No entanto, uma vez que
este ensaio foi em células infectadas por virus, o envolvimento dos produtos dos genes virais
codificados para gerar estes eventos de excisdes precisas ndo poderiam ser excluidos. J& foi
demonstrado que a excisdo precisa da piggyBac ocorre na auséncia de quaisquer proteinas virais
codificadas. A frequéncia destes eventos de excisdo precisas em células IPLB-SF21AE (cultura de
celulas de nome popular sf21, do inseto Spodoptera frugiperda) transitoriamente transfectadas é
grandemente aumentada pela presenca de um elemento auxiliar, o plasmideo helper, que codifica
uma transposase completa de piggyBac deixa para tras, depois da excisdo, uma pegada
caracteristica, um unico sitio TT'AA. A partir destes resultados pode-se inferir que a excisdo de
piggyBac envolve quebras de cadeia dupla em algum lugar dentro dos locais-alvo flanqueados por
TT'AA e que o vazio criado pela excisdo do transposon é imediatamente reparado por ligaces das

extremidades livres de DNA (Elick et al. 1996).

Segundo Fraser et. al 1995, a ausencia de tecnicas moleculares com capacidade de recuperar
facilmente excis@es independentes de plasmideos helper reflete uma frequéncia de excisdo que esta
ligeiramente abaixo ou, entdo, no limite de deteccdo. Em contraste, 0s eventos de excisdes precisas,
independente de plasmideos auxiliares e relativamente pouco frequentes sdo mais faceis de detectar
no ensaio de excisdo de baculovirus, visto que estes eventos sdo amplificados em virus do tipo
selvagem, competentes para a replicacdo. Resultados de estudos combinados de ensaios de excisao
do virus e do plasmideo sugerem que, embora a transposase de piggyBac nao seja necessariamente
requerida para a excisao precisa do elemento piggyBac em células IPLB-SF21AE, a adi¢do de um

transposon piggyBac helper assegura um aumento da frequéncia de eventos de excisdo detectiveis.

1.5. A importancia da quantificacdo de mobilizacao de elementos transponiveis

Elementos transponiveis podem ser explorados em estudos de diversas maneiras para
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estudos avancados de genética. Aplicagdes tipicas incluem mutagéneses insercionais (Dupuy et al.
2005), manipulagcdes gendmicas (Robert & Bessereau, 2007), transgénese, estudos de gendmica
funcional (Kekarainen et al. 2002; Miskey et al. 2005), terapia génica (lvics & lzsvak, 2006;
VandenDriessche et al. 2009) e inducdo de células-tronco pluripotentes (VandenDriessche et al.
2009). Atualmente, essas metodologias estdo em forte desenvolvimento e é esperado que novas
plicacdes baseadas em transposicdo sejam desenvolvidas e que novas estratégias surjam num futuro
préximo. Um ndmero crescente de sistemas com transposons estdo sendo adaptados para estudos
avancados de biologia molecular e aplicagdes genémicas, bem como modificacOes e adaptacdes
desses sistemas estdo sendo realizadas para que seja possivel uma melhor performance desses
experimentos. Concomitante a isto, novos genomas estdo sendo sequenciados para estudos e,
consequentemente, novos elementos transponiveis estdo sendo descobertos em questdo de dias de

analise de dados de bioinformatica.

E esperado que o uso das plataformas existentes bem como a proposta nesse trabalho gerem
melhores vers@es para as futuras taticas de estudo dos sistemas de transposicdo dos TEs, fornecendo
melhores ferramentas para a biologia molecular e oferecendo veiculos de modificacdo genémica
para uma variedade de estudos futuros, principalmente no que se refere a biologia do cancer, terapia

génica, pesquisas com células-tronco e estudos de transgenia.

Tanto o melhoramento das técnicas existentes utilizando transposicdo quanto o
desenvolvimento de métodos mais sensiveis necessitam de analises quantitativas robustas, entdo,
nosso trabalho apresenta uma forma de andlise quantitativa de mobilizacdo de elementos

transponiveis que pode ser aplicada a uma grande variedade de elementos moveis de DNA.

1.6. Linhagem de Células Schneider 2
Cerca de 94 linhagens de celulas de drosofila sdo independentemente cultivadas, das quais

12 aproximadamente tém sido mais facilmente manipuladas. Para a expressé@o de genes heterélogos,
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as linhagens S2 e S3 (Cherbas et al.,1994) tém sido bastante utilizadas. Neste trabalho utilizamos
apenas a linhagem S2, mas ambas constituem células semi- aderentes derivadas de uma cultura
primaria de embrides em estagio tardio de desenvolvimento. Dentre as vantagens do sistema de
expressdo génica em células de droséfila observa-se a alta taxa de crescimento celular, a
simplicidade de manipulacdo, além das condi¢fes de manutencdo ndo requererem atmosfera de gas
carbonico (CO; ) e serem capazes de cultivo em temperatura ambiente. Estas caracteristicas tornam
a cultura de células de inseto vantajosa economicamente, pois requer baixo custo para sua

manutenc¢éo e manipulagéo.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Contribuir para o entendimento do ciclo de de vida dos TEs como os grandes geradores de

variedade genética e, consequentemente, da biodiversidade dos organismos.

2.2. Objetivos Especificos

1. Desenvolver ensaios de excisdo com o transposon piggyBac e a técnica de eletroporacdo em
células cultivadas de Drosophila melanogaster da linhagem Schneider 2 (S2)

2. Verificar a excisdo do elemento por meio da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)

3. Quantificar a mobilizacéo do elemento por meio de gPCR (Quantitative PCR)

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Cultura de Células

Células da linhagem S2 de Drosophila melanogaster sdo mantidas congeladas em
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Nitrogénio liquido (-196°C). Para os experimentos, as células foram descongeladas e cultivadas
com meio de cultura Schneider em garrafas de cultivo celular de 25cm?, mantidas em temperatura
de 25°C. Em cada garrafa, foram aliquotados 5mL de meio de cultura suplementado com 10% de
SFB (Soro Fetal Bovino), 25uL. de penicilina/estreptomicina e 12,5ul. de anfotericina. Em cada
experimento foram utilizadas 3 garrafas de cultura com células. Um dia apds o descongelamento,
cada garrafa teve seu contetudo de células contados em camara de Neubauer, utilizando o corante
Azul de Tripan para diferenciar células viaveis e ndo viaveis. Uma vez que a garrafa apresentasse
um ndmero de células vidveis préximo a 2 x 10’ célulassmL, a mesma foi utilizada nos

experimentos.

2.2. Plasmideos

Neste trabalho, foi utilizado um sistema binario de plasmideos, chamado “vector-helper”.
Representando o vector, utilizamos o plasmideo pBac [3xp3-EGFPafm] (Horn & Wimmer, 2000),
contendo as repeti¢cdes terminais invertidas (ITRs) do elemento piggyBac (figura 1). O plasmideo
pBASac helper-plasmid foi utilizado como helper, contendo 0 gene que codifica a transposase do
elemento piggyBac com sua subunidade 5' deletada (Handler & Harrell, 1999) (figura2). Ambos o0s
plasmideos possuem, além das sequéncias de interesse, um gene que confere resisténcia ao
antibioético Ampicilina. Para 0 uso nos experimentos, os plasmideos de interesse foram clonados,

extraidos e purificados.
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({nverted 7Termininal Repeat) (Inverted 7érmininal Repeat)

ITR do elemento piggyBac. ITR do elemento piggyBac.
Sitio de reconhecimento da Sitio de reconhecimento da
enzima transposase. enzima transposase.

Figura 1. Esta figura esta representando esquematicamente as ITRs (circuladas em vermelho) do elemento piggyBac,
que sdo os sitios de reconhecimento da enzima transposase. O plasmidio utilizado nesse experimento tem, flanqueado
pelas ITRs, um gene que codifica a proteina GFP (Green Fluorescent Protein) que, para estudos futuros, pode ser
utilizada para ensaios de expressdo do fragmento excisado.

Figura 2. Representacdo esquematica do plasmideo helper. Esse plasmideo é utilizado como fonte da enzima
transposase do elemento piggyBac, que ter4 como alvo as ITRs encontradas no plasmido vector. O circulo mostra que
apenas uma das ITRs do elemento est4 presente no plasmideo helper, o que impede sua automobilizagdo, ja o plasmideo
vector, possuidor das duas ITRs necessarias para mobilizagdo, pode ser mobilizado na presenca da enzima codificada
pelo gene da transposase presente nesse plasmideo auxiliar. O gene dessa transposase esta sob efeito de um promotor
artificial do gene Paxé.
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2.2.1. Clonagem dos plasmideos vetores

Para obter uma grande quantidade dos plasmideos utilizados nos experimentos, 0s
plasmideos foram clonados em Escherichia coli, linhagem TOP 10, por meio de transformacéo por
eletroporacdo em equipamento Gene Pulser Xcell TM System, seguindo as instruc¢des do fabricante.
Apos a eletroporacdo, os plasmideos foram clonados utilizando-se o TA Cloning Kit (Invitrogen),

seguindo o protocolo do fabricante.

2.2.2. Extracdo de plasmideo das bactérias transformadas

O DNA plasmidial utilizado nos ensaios de excisdo foi extraido das colbnias de bacteérias.
Ap6s serem semeadas em placa de Petri e deixadas por 16h a 37°C, cada col6nia foi semeada em 3
mL de meio LB liquido contendo ampicilina. A extracdo de plasmideo foi realizada seguindo o
método de lise alcanina, 16h apds exposicdo direta a 37°C, onde cada tubo contendo uma colonia
positiva para o plasmideo de interesse teve seu conteldo de 3mL concentrado em tudo de 1,5mL.
As bactérias presentes no pellet coletado por meio de centrifugacdo foram ressuspendidas em
200uL de solucéo contendo 8% de tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) 1M (PH=8), 2% de &acido
etilenodiamino tetra- acético (EDTA) 0,5M e 90% de &gua destilada autoclavada. Apos, foi
adicionado 200uL de solucdo de lise contendo 20% de NaOH 1M, 10% de dodecil sulfato de sddio
(SDS) 10%. Uma vez adicionada a solucdo de lise, o conteudo do tubo de 1,5mL foi
cuidadosamente misturado. A essa mistura acrescentou-se 200uL de acetato de potassio 5M e,
novamente, o conteldo do tubo foi cuidadosamente misturado e, entdo, levado ao freezer por 15
minutos. Em seguida, os tubos foram retirados do freezer a submetidos a centrifugacdo de
15000rpm por 15 minutos. Uma vez centrifugados, os tubos tiveram seu sobrenadante retirado e

passado para um novo tubo, no qual foi acrescentado um volume de isopropanol e os tubos com os
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pellets foram descartados. Uma vez acrescidos de isopropanol e cuidadosamente misturado ate que
o0 liquido ficasse completamente homogéneo, os tubos com as amostras foram deixados a 16h no
freezer (aproximadamente -6°C). Depois desse periodo, os tubos com amostras foram novamente
centrifugados a 15000rpm por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet (uma fina pelicula
no fundo do tubo, as vezes bem pouco visivel) foi submetido a secagem em estufa a 37°C, o tempo
de secagem é variavel, por isso a amostra foi verificada de 20 em 20 minutos depois dos primeiros
45 minutos para garantir uma secagem perfeita e sem excesso. Seguidamente, a amostra foi eluida

em 30ul de agua mili-Q.

2.3. Quantificagdo de DNA

O DNA plasmidial que foi eletroporado e as amostras de DNA plasmidial extraido das
celulas eletroporadas foram previamente quantificados quanto a sua concentracdo no equipamento
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) bem como langamos méo desse

equipamento para ajustar as concentracdes das amostras que foram utilizadas na reacdo de qPCR.

2.4. Eletroporacéo

Utilizamos o sistema de eletroporacdo (Gene Pulser Xcell TM System), em que as células
foram eletroporadas para incorporacdo de ambos os plasmideos. A preparacdo das células seguiu as
seguintes etapas (todas realizadas em ambiente estéril):

1. As células da garrafa, distribuidas em 5mL, foram centrifugadas e concentradas em um tubo de
1,5mL, o meio em que elas estavam foi descartado e a cultura lavada por duas vezes somente com
meio Schneider, visto que para a realizacdo do experimento, a cultura deve estar isenta de SFB.

2. Ap0s o processo de lavagem, as celulas foram concentradas em 600uL de meio livre de SFB,
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colocadas em uma cubeta de 2mL e 40ug de cada plasmideo e 200L de tampéo fosfato de calcio
(PBS) foi adicionado as células na cubeta.

3. A mistura (células + plasmideos) na cubeta foi submetida a pulsos de 715V com capaciténcia de
1200uF, por 1 segundo (Cherbas & Cherbas 1994).

4. Imediatamente apos a eletroporacdo, as células foram deixadas em repouso por 10 minutos, 0s
800uL de células + plasmideos + PBS foram transferidos para uma nova garrafa, previamente

preparada, com as mesmas quantidades de meio e SFB anteriores ao experimento (Figura 3).

@@?@a@
1
|

Figura 3. Esquema representando esquematicamente o processo eletroporacdo em. 1 (a, b e c¢). As células em
cultura. 2. Os plasmideos que foram eletroporados, (d) um tubo contendo o plasmideo com as ITRs do elemento
piggyBac e o gene Egfp e outro tubo contendo o plasmideo que porta a sequéncia da transposase do elemento
piggyBac que reconhece as ITRs presentes no outro plasmideo, (¢) um tubo contendo apenas o plasmideo que
possui as ITRs, para termos um controle e verificar se pode ocorrer excisdo com alguma transposase que possaq
estar presente no genoma da linhagem de células S2, (f) o controle negativo do experimento, no qual as células
passardo pelas mesmas etapas, mas sem serem subtidas ao contato com os plasmideos. 3. (g) O aparelho
eletroporador utilizado. 4. ApGs a eletroporagdo, as células sdo novamente cultivadas por 24h.

2.5. Extracdo de DNA
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O DNA gendmico das células eletroporadas foi extraido com o Kit Genomic DNA Isolation
Kit (NORGEN BIOTEK CORPORATION). Também fizemos extracdo de plasmideo dessas
celulas, visto que o material de interesse € o DNA plasmidial que foi eletroporado e ambos os

resultados de extragdo foram utilizados nos experimentos.

2.6. PCR para testar a mobilizacédo de piggyBac

O DNA extraido das células foi submetido a uma reagdo de PCR, em que 0s primers
utilizados para amplificar a regido do plasmideo contendo as ITRs do elemento piggyBac foram:
pyBACQPCR_F (5CAATCTCACAGACAGCGTTGA3) e pyBACPCR_Exc
(5CGACTTGGTTTGCCATTCTT 3'), ou seja, esses foram os primers utilizados para verificar se
ocorreu ou ndo a excisdo da sequéncia portadora das ITRs de piggyBac. Uma vez que a excisao
tenha acontecido, parte da sequéncia deixa de compor o plasmideo e é obtido um fragmento de
aproximadamente 200pb, nos casos onde ndo houve excisdo, o fragmento continua a compor o
plasmideo original e o fragmento obtido com a reagdo de PCR ¢ de 3kb.

Também foram desenhados primers para indicar a presenca do plasmideo,
independentemente de eventos de excisdo - pois mesmo em casos positivos de excisdo, parte do
DNA plasmidial recuperado nas células sera de plasmideos integros, sendo impossivel muito pouco
provavel que ocorra uma taxa de 100% de todos os plasmideos eletroporados com as ITRs de
piggyBac. Para tal, utilizando para isso o primer pyBACgPCR_F (0 mesmo utilizado para testar
excisdo) e o primer PigBinver_2 (55CCGATAAAACACATGCGTCAZ'), a regido amplificada por
esse par de primers compreende uma regido do plasmideo 3' acima de uma das ITRs e outra 5' apos
o término dessa ITR, gerando um fragmento de aproximadamente 160pb. A figura 5 traz uma

representacdo esquematica das regides de anelamento dos primers. Foram feitas reagdes de 25 uL
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utilizando 20ng de DNA, 1U Taq DNA Polymerase (Invitrogen), tampdo de reagdo em 1x , 200uM
dNTPs, 20pmol de cada primer e 1.5mM de MgCl, com condi¢bes de 94°C por 2 minutos seguindo
de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e uma extensao
final de 72°C por 5 minutos. O produto das reacOes foi aplicado em gel de agarose 1% para
comparar 0 tamanho das bandas e verificar se houve mobilizagcdo do elemento. Nosso controle
positivo foi o plasmideo completo, com as ITRs do elemento e a sequéncia do gene EGFP,
totalizando um fragmento de 3kb nessa regido, sendo o plasmideo completo formado por 6kb. Nas

amostras em que ocorreu mobilizacdo, o fragmento amplificado foi de aproximadamente 200pb.

pyBACqPCR_F pyBACqPCR_exc
) &
4.
As

- seta

PigBinver 2 S

colo

ridas representam a regido em que o primer nomeado acima deve anelar. As estrelas nas pontas da seta que
representa a parte mdvel do elemento representam a regido das ITRs de piggyBac.

Fig
ura

2.6. PCR Quantitativa — gPCR

A gPCR foi utilizada para estimar o numero de excisfes do elemento piggyBac nas células
eletroporadas. Nesse trabalho, utilizamos o equipamento StepOnePlusTM Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, USA). As reacOes foram feitas em volume final de 10ul contendo 5ul de
DNA plasmidial tanto dos ensaios quanto dos templates diluidos, 0.25U da enzima DNA-
polimerase - Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen, CA, USA), tampédo de reacdo em 1X,
3mM de MgCly, 25uM de dNTPs, 0.2uM de cada primer e como corante foi utilizado SYBR Green

(Molecular Probes, USA) em 1x.
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A estimativa do nimero de excisfes (mobilizagao) foi realizada construindo-se uma curva-
padrdo baseada dos valores de Ct obtidos da reacdo de gPCR, utilizando como template o plasmideo
original (pBac [3xp3-EGFPafm]) contendo as ITRs do elemento piggyBac, o qual gerou amplicons
de 158pb. Foram realizadas diluicdes em série do plasmideo supracitado correspondentes a 500ng,
50ng, 5ng, 0,5ng e 0,05ng. Essas dilui¢cbes foram submetidas a reacédo de gPCR juntamente com as

triplicatas do ensaio de exciséo.

3. RESULTADOS

3.1. Ensaios de excisao

Apos passadas 24h, as células submetidas a eletroporacdo foram novamente contadas antes

de serem submetidas a extracdo de plasmideo, apresentando uma média de 5,6 x 10% células/mL,
60% de recuperacdo. Uma vez extraidos os plasmideos foi observado, por meio de PCR
convencional (com os primers pyBACgPCR_F e pyBACQgPCR_Exc), a excisdo do elemento
piggyBac em 3 ensaios independentes. Dos 40ug de plasmideo eletroporado nas células, uma média
de 12ng foram recuperados e utilizados nas reac6es de PCR.

O resultado das reacbes de PCR podem ser observados na figura 5. As bandas de
amplificacdo entre 100 e 300pb representam a amplificacdo da regido do plasmideo de

aproximadamente 200pb uma vez que ocorreu excisdo do fragmento flanqueado pelas ITRs de

piggyBac.
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300pb
100pb

Figura 5. Foto do gel de agarose obtido os nimeros representam; 1) Marcador de peso molecular de 100pb, 2)
Controle negativo do 3° ensaio de excisdo, 3) Controle negativo do 2° ensaio de excisdo, 4) Controle negativo do
1° ensaio de excisdo, 5) DNA plasmidial extraido das células eletroporadas com vector + helper do 1° ensaio, 6)
DNA plasmidial extraido das células eletroporadas apenas com vector do 1° ensaio, 7) DNA plasmidial extraido
das células eletroporadas com vector + helper do 2° ensaio, 8) DNA plasmidial extraido das células eletroporadas
apenas com vector do 2° ensaio, 9) DNA plasmidial extraido das células eletroporadas apenas com vector do 3°
ensaio, 10) DNA plasmidial extraido das células eletroporadas com vector + helper do 3° ensaio, 11) Controle
negativo da PCR.

3.2.PCR Quantitativa

Os dados brutos da reacdo de qPCR foram coletados e analisados através da média dos
valores de Ct e a média dos desvios-padrdo obtidos para cada uma das diluicdes em série do
plasmideo template, o original (ou seja, o plasmideo possuidor do inserto com as ITRs de piggyBac
flanqueando o gene Egfp). A figura 6 representa o resultado dos ensaios de excisdo submetidos a
reacdo de qPCR com os primers pyBACgPCR_F e pyBACqPCR_EXc, 0s quais acusam excisdo do
inserto por meio da geracdo de um amplicon de 200pb. Os pontos de diluicdo do plasmideo
template nos permite localizar os pontos ocupados pelos ensaios e, na figura 7, podemos observar as
mesmas amostras de DNA da figura 6 submetidas a uma reacdo de gPCR apenas com 0s primers
sendo diferentes (pyBACgPCR_Exc e PigBinver_2), sendo esse Ultimo par de primers aqueles que

apenas indicam a presenca do plasmideo com as ITRs de piggyBac, sem intencdo de acusar casos de
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excisao.

A figura 8 mostra a amplificacdo da amostra dos ensaios em que foi foi eletroporado nas
celulas apenas o plasmideo portador das ITRs de piggyBac, sem o plasmideo helper que transporta
a transposase, sendo, pois a indica¢do da recuperacéo do plasmideo representado na figura 3 em 2-e.
Os valores de “Ct” em uma reagdo de qPCR indicam o ciclo em que um fragmento comegou ser

amplificado com a geracéo do dobro de produto (amplicons) a cada novo ciclo.
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Figura 6. O gréafico gerado a partir dos dados de Ct da gPCR dos ensaios e das diluicbes em série, mostrando o
desvio padrdo de ambas séries de dados. Nos pontos em que o desvio padrdo ndo aparece é devido ao pequeno
tamanho da barra. O nome “F _EXC” faz mengdo aos primers utilizados pyBACqPCR_F e pyBACgPCR_Exc. A
cor rosa faz mencédo ao ensaio 1, a cor verde ao ensaio 2 e cor lilas ao ensaio 3. Cada ensaio foi feito com 3
diferentes objetivos (um com os 2 plasmideos, outro com apenas um e outro sendo o controle negativo), como
mostra a figura 3. Nesse caso, estamos analisando as amostras dos ensaios em que foram eletroporados nas células
o plasmideo com a transposase reconhecedora das ITRs de piggyBac + o plasmideo portador do inserto
flanqueado pelas ITRs de piggyBac. O DNA submetido a reacdo de gPCR representado na figura é o DNA
plasmidial extraido das células S2 24h apés terem sido eletroporados nas mesmas. O que podemos estimar através
desse grafico é a quantidade, em nanogramas, de plasmideos excisados em comparacdo ao template que ja possui
estimativa de quantidade estabelecida.

26



35 Binver

30
25

20

Ct
o
/

15 ) \\“'-\,_7\ ]

10 | o

0.05 0.50 5.00 50.00 500.00

Concentragao (ng)

Figura 7. Grafico mostrando a recuperacéo de plasmideos portando as ITRs de piggyBac, independentemente de
eventos de excisdo, mesma amostra da figura 6, apenas primers diferentes. O nome “Binver” faz menc¢ido ao
primer pigBinver_2 utilizado em conjunto com o pyBACgPCR_Exc para gerar esses dados. A cor rosa faz
mencdo ao ensaio 1, a cor verde ao ensaio 2 e cor lild&s ao ensaio 3. Cada ensaio foi feito com 3 diferentes
objetivos (um com os 2 plasmideos, outro com apenas e um sendo o controle negativo), como mostra a figura 3.
Nesse caso, estamos analisando as amostras dos ensaios em que foram eletroporados nas células o plasmideo com
a transposase reconhecedora das ITRs de piggyBac + o plasmideo portador do inserto flanqueado pelas ITRs de
piggyBac. O DNA submetido a reacdo de qPCR representado na figura é o DNA plasmidial extraido das células
S2 24h apo6s terem sido eletroporados nas mesmas. O que podemos estimar através desse grafico é a quantidade,
em nanogramas, de plasmideos eletroporados, mas que ndo sofreram excisdo (fpram apenas recuperados) em
comparacdo ao template que ja possui estimativa de quantidade estabelecida. Se compararmos os valores de Ct
dessa figura com os valores de Ct da figura anterior, veremos que aqui os valores sdo menores, isso indica que 0s
amplicons dobraram em quantidade a cada novo ciclo bem antes que o representado na figura 6, assim, podemos
afirmar que recuperamos muito mais plasmideos ndo-excisados do que excisados.
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Figura 8. Grafico mostrando o resultado da gPCR de presenca do plasmideo com as ITRs em células S2
eletroporadas sem o plasmideo helper, para podermos estimar a quantidade de plasmideos recuperados apds
eletroporacdo em comparacdo com o template, visto que plasmideos eventualmente excisados ndo sdo
amplificados com esse par de primers. Os primers pyBACgPCR_EXc e o pigBinver_2.
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Figura 9. Grafico mostrando o resultado da gPCR de presenca do plasmideo com as ITRs em células S2
eletroporadas sem o plasmideo helper, para verificarmos se é possivel que haja alguma outra fonte de transposase
capaz de reconhecer as ITRs de piggyBac no genoma das células S2. Como podemos observar nos pontos
coloridos do gréfico, a principio podemos dizer que hd uma indicacdo de mobilizagcdo do inserto com as ITRs de
piggyBac sem a presenca do plasmideo helper, abrindo portas para novas discussdes. Para a reacdo de gPCR que
deu origem a esse gréfico foram usados os primers pyBACgPCR_Exc e 0 pyBACpPCR_F.

4. DISCUSSAO

Sobre as caracteristicas e o historico de ensaios de excisdo do elemento piggyBac, outro tipo
celular ja fora testado, bem como foi utilizado um baculovirus como vetor. No entanto, uma vez que

este ensaio foi feito em células infectadas por virus, o envolvimento dos produtos dos genes virais
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codificados para gerar os eventos de excisdes precisas ndo poderiam ser excluidos. Porém, ja foi
demonstrado que a excisdo precisa de piggyBac ocorre na auséncia de quaisquer proteinas virais
codificadas e que a frequéncia destes eventos de excisdo precisas em células IPLB-SF21AE (cultura
de células de nome popular sf21, do inseto Spodoptera frugiperda) transitoriamente transfectadas é
grandemente aumentada pela presenca de um elemento auxiliar, o plasmideo helper, que codifica
uma transposase completa de piggyBac e que deixa para trds, depois da excisdo, uma pegada
caracteristica, um unico sitio TT'AA. A partir destes resultados pode-se inferir que a excisdo de
piggyBac envolve quebras de cadeia dupla em algum lugar dentro dos locais-alvo flanqueados por
TT'AA e que o vazio criado pela excisdo do transposon é imediatamente reparado por ligaces das
extremidades livres de DNA (Elick et al. 1996). Analises anteriores haviam demonstrado que a
transposicdo de elementos piggyBac geneticamente marcados foi reforcada pela presenca do
transposon auxiliar p3E1.2 (Fraser et al. 1995), estabelecendo que a exciséo precisa de piggyBac
também é melhorada pela adicdo de um transposon auxiliar inserido no plasmideo p3E1.2 em
celulas IPLB-SF21AE transfectadas, esse plasmideo &, pois, uma fonte de transposase de piggyBac.
Excisdes de piggyBac geneticamente marcados, a partir de genomas mutantes de baculovirus foram,
também, observadas na auséncia de um transposon helper (Fraser et al., 1995), entretanto, nesses
experimentos, ndo foi possivel detectar excisdo como eventos significativamente reportados.
Excisbes independentes do plasmideo helper provavelmente ocorrem em alguma frequéncia da
linha de base. Na verdade, foi observado um U(nico evento de excisdo de piggyBac
independentemente do plasmideo helper em células IPLB-SF21AE em experimentos separados,
contudo um Unico evento ndo é uma demonstracdo conclusiva, entdo acreditou-se que a
confirmacéo de excisdes precisas independentes de plasmideos helper, com plasmideos adicionais a

serem escolhidos e testados, ainda precisa ser estudada.

Embora o foco do trabalho ndo tenha sido analisar e comparar as pegadas de excisdo dos

elementos, é importante a compreensao e o estudo da forma com que o elemento transponivel deixa
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o lugar que ocupava no genoma. Sobre piggyBac, a relevancia de saber como é seu método de
excisdo resume-se ao fato de ja ser considerado uma importante ferramenta para estudos de terapia
génica, por exemplo. A excisdo de piggyBac é unica dentre os transposons de Classe Il, visto que
nenhum outro transposon dessa classe deixa pegadas de excisdo precisas na frequéncia observada
para piggyBac. Outros transposons Classe Il costumam deixar nucleotideos de enchimento ou
residuos terminais nas lacunas criadas pela excisdo, resultando em pegadas imprecisas de excisao
(Atkinson et al. 1993; Handler & Gomez, 1995; O'Brochta & Handler, 1993; Takasu-Ishikawa et al.
1992; Coen & Carpenter, 1988; O'Brochta et al. 1991; van Leunen et al. 1994; Moerman et al.

1991).

Fazendo um paralelo com outros elementos transponiveis de mesma classe, no caso de o
elemento hobo de Drosophila melanogaster, a excisdo a partir de plasmideos em embriGes
microinjetados envolve, mais frequentemente, a remocdo completa de hobo e alguns nucleotideos
que o flanqueiam, com a adicéo de sequéncias de DNA relacionadas as sequéncias flanqueadoras do
elemento nos pontos de interrupcao de excisdo do transposon. O processo de excisao de hobo requer
a transposase do proprio hobo ou mobilizacdo in trans por um transposon semelhante com
atividade hobo-like (Atkinson et al. 1993; Gomez & Handler, 1995; O'Brochta & Handler, 1993;

O'Brochta et al, 1994;. Warren et al. 1994).

Do mesmo modo, no elemento piggyBac a mobilizagdo pode ser do tipo cruzada, em que o
elemento é mobilizado por outros elementos TT'AA- especificos residentes na linhagem celular
IPLB-SF21AE, na auséncia de adi¢cdo da transposase de piggyBac (Fraser et al., 1995), essa seria
uma das formas para explicar a presenca de mobiliza¢do do inserto portador das ITRs de piggyBac
identificadas em nossas analises de gPCR (figura 9) , sendo uma interessante descoberta, uma vez
que seja corroborado por outros métodos que ha, no genoma da linhagem de células S2 algum gene

para transposase de elementos TT'AA- especificos.
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Da mesma maneira que piggyBac, o elemento P pode excisar-se precisamente de plasmideos
in vitro na presenca de transposase (Rio et al. 1986), mas esse evento ndo é frequente. Além disso, 0
elemento P, na maioria das vezes, excisa imprecisamente in vivo, deixando para trds as sequéncias
repetitivas terminais residuais nos pontos excisdo (O'Brochta et al. 1991; Takasu-Ishikawa et al.
1992). Os eventos de excisdes precisas aparentes de elementos P genémicos in vivo sdo homologo-

dependentes de reparacdo dos gaps gerados (Engels et al., 1990).

Como ndo existem modelos de reparacédo ectopica representando piggyBac nos locais vazios
tanto em ensaios baseados em plasmideos ou em células infectadas com baculovirus, a excisdo
precisa de piggyBac é mais provavel que ocorra acoplada ao seu proprio processo de clivagem ao
invés de ser uma consequéncia de um evento posterior de reparacao. Elick et al., 1996 deduziram
um modelo de excisdo de piggyBac que envolve a clivagem de cadeia dupla e geracdo de
extremidades coesivas no gap de excisdo, uma vez que este é o Unico modelo que explica, de forma
satisfatoria, a excisdo precisa e de alta frequéncia observada em ambos os baculovirus replicantes

(Fraser et al. 1995) e os plasmideos nao replicantes.

Resultados obtidos com piggyBac véo de encontro ao modelo abrangente que explica todas
as pegadas de excisdo dos elementos de Classe |1, pois tal modelo ndo explica as pegadas de excisao
variaveis de outros transposons Classe Il como hobo, elemento P, Tcl ou Mariner. A linhagem
celular IPLB-SF21AE, derivada de S. frugiperda, foi criada em meados de 1970 (Vaughn et al.,
1977) e é desprovida de sequéncias homdlogas a piggyBac e, mesmo assim, piggyBac é capaz de
excisar-se em alta frequéncia em células IPLB-SF21AE quando Ihe é fornecida uma transposase de
piggyBac. Um relatério anterior (Fraser et al., 1995) demonstrou que piggyBac também é capaz de
transpor nestas células, uma vez que o processo de excisdao em células IPLB-SF21AE (Fraser et al.
1995). Um ensaio de excisdo poderia, entdo, ser Util para determinar a capacidade de mobilizar

piggyBac em outras espécies também.
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Dessa forma, neste trabalho, apresentamos a capacidade de excisdo de piggyBac em células
da linhagem S2 de Drosophila melanogaster, abrindo caminho para estudos de eletroporagéo e
transposicdo com essa linhagem celular, uma vez que podemos, a partir de agora, além de detectar
excisdo, quantificar a mobilidade desse elemento nessa linhagem celular e também estudar os niveis
de insercdo desses fragmentos excisados no genoma das células por meio da deteccdo de presenca
ou auséncia da expressao do gene Egfp nas células em cultura, utilizando as mais modernas técnicas

de microscopia confocal.

Ja foram desenvolvidos varios métodos para andlise in vivo de frequéncia de transposicéo,
com exemplos tipicos incluindo cruzamentos e ensaios com fagos (Miller. 1992; Wenreich &
Reznicoff. 1992; Pajunen et al. 2010), porém esses métodos ndo sdo ideais para estudos em larga
escala. Atualmente, os métodos mais difundidos para estudar transposicdo in vivo sdo por meio de
coloracdo de microcoldnias (‘papilas’) crescendo dentro de colénias incolores de bactérias. Esses
ensaios de “papila¢dao” foram desenvolvidos para eventos de excisao de um locus especifico (Foster
et al. 1981). Mais recentemente, a maioria dos ensaios de “papilagdo” exploram um transposon
repdrter especifico, sendo tipica a utilizacdo do gene lacZ como marcador, onde a insercdo do
transposon repdrter dentro de um locus genémico sob o controle de um promotor ativo, deve gerar
uma fusdo génica, facilitando a expressdo do gene lacZ, detectavel como papilas coloridas Lac+ e
Lac- em colbnias sem coloracdo, sendo o nimero de papilas coloridas por col6nia proporcional a
frequéncia de eventos de transposicdo, catalisados pela transposase. Ensaios de papilacdo sao
especificos para o transposon de interesse e ha exemplos para o elemento Tn5 (Makris et al. 1998),
Tn7 (Lu & Craig. 2000), Tn10 (Bender & Kleckner. 1992), 1S903 (Twiss et al. 2005) e Mu (Lee &

Harshey).

Em 2010, Pajunen e colaboradores propuseram um método de papilacdo com algumas

diferencas utilizando como modelo-teste a transposicdo do fago Mu, sendo esse método aplicavel a
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uma grande variedade de elementos moéveis. Muitos desses ensaios de papilacdo carecem de
ajustabilidade para serem empregados em diferentes elementos, e, além disso, outros sdo bastante
complicados porque requerem o uso de varios plasmideos. Dessa maneira, fica clara a necessidade
de métodos mais simples e rapidos de quantificar a excisdo de elementos transponiveis. A técnica
de quantificacdo por meio de gPCR é uma alternativa de baixo custo para laboratérios que ja
possuem o equipamento e de rapida execucdo, necessitando de pouco material além dos pares de

primers a serem utilizados e dos reagentes necessarios para as reagdes.

5. CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que, de fato, piggyBac pode ser mobilizado em células S2 de
Drosophila melanogaster utilizando um plasmideo helper como fonte de transposase, como mostra
a figura 6. E interessante notar a posicdo dos ensaios de recuperacdo do plasmideo sem a
transposase na curva gerada pelos valores de Ct das dilui¢des em série do plasmideo amplificados
pelos primers de presenca na figura 8, que foi muito semelhante ao grafico gerado na figura 7. Caso
seja um evento em que piggyBac consegue mobilizar-se em células S2 sem a presenca de um
plasmideo helper portando a transposase, acabamos por apresentar um método capaz de detectar
pequenas taxas de excisdo, resolvendo o problema citado por Fraser et al. 1995 mencionado acima.
Os valores de Ct da figura 6 indicam taxas de excisdo bem mais significativas do que o apresentado

da figura 7.

6. PERSPECTIVAS

Os dados apresentados no presente trabalho trazem uma abordagem estimativa de
quantificacdo de excisdo, visto que para que possa ser feita a quantificagdo exata de eventos de
excisdo, necessitamos refinar ainda mais a analise das amplificagdes por gPCR acrescentando mais

diluices para comparagdo, bem como mais ensaios positivos de excisdo podem contribuir para uma
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visdo mais real dos processos moleculares envolvidos nos eventos de mobilizagao e transposicao de

elementos transponiveis.
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