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RESUMO

ELY, Carolina Schroeder. Amplificacao e clonagem da regiao codificante do gene da
enzima glicerol quinase de Trypanosoma evansi. 2011. 51 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal). Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia
Animal, Lages, 2011.

Trypanosoma evansi é um protozodrio de distribuicdo geografica mundial e o agente
etiologico da doenga conhecida como Mal das cadeiras que afeta praticamente todas as
espécies de animais. A importancia dessa doenca se deve as grandes perdas econdmicas ao
setor pecudrio em virtude de sua mortalidade, além dos gastos com o seu controle devido a
custos de diagndsticos, tratamento dos animais infectados, profilaxia e pesquisas sobre o
controle da doenga. Sistemas metabdlicos de parasitas sdo alvos atrativos para a quimioterapia
devido ao papel essencial destes na sobrevivéncia e adaptacdo dos patdgenos em ambientes
hostis. Outro fator de importancia quimioterapéutica € a diferenca entre os sistemas
metabdlicos dos parasitos e do hospedeiro, fato que possibilita o desenvolvimento de
farmacos mais seletivos e menos téxicos. A glicerol quinase, ¢ uma das enzimas envolvida na
via glicolitica. A via glicolitica nos tripanossomas ocorre em uma organela especializada,
denominada glicossomo. Esta via € um importante processo para obtencao de energia, sendo a
unica forma de producdo de ATP nas formas tripomastigotas do parasito. Neste trabalho a
regido codificante do gene da enzima glicerol quinase foi amplificada a partir do DNA
gendmico de Trypanosoma evansi. Essa regido foi clonada em vetor “pGEM-T Easy, e
inserida por meio de transformacao quimica em células bacterianas Escherichia coli DH10B.
O DNA plasmidial foi purificado e apds seu sequenciamento, a presenca de um inserto de
1.500pb foi confirmado, originando a sequencia de 1.500pb que apresentou um alto grau
(99%) de similaridade com a glicerol quinase de Trypanosoma brucei. Através desses
resultados, sugere-se que a presenga da enzima glicerol quinase em Trypanosoma evansi pode
indicar um alvo atrativo para a quimioterapia, visto que o seu estudo pode contribuir para o
desenvolvimento de novos agentes inibidores desta enzima.

PALAVRAS-CHAVE: Trypanosoma evansi, Mal das cadeiras, glicerol quinase, via
glicolitica



ABSTRACT

In trypanosomatids, glycolysis occurs in a specialized organelle called glycosome. The
glycolysis is an important process to obtain energy, since the trypanosomes bloodstream
forms, are highly dependent on that to produce ATP. The glycerol kinase is one of the
enzymes involved in the glycolytic pathway Trypanosoma evansi is the most widespread of
the pathogenic salivarian trypanosomes and affects most livestock and wild animals mainly in
endemic regions. The T. evansi infection is popularly known as “surra” or “mal das cadeiras”
and there are no effective drugs or vaccines to cure or prevent the disease. In order to obtain a
purified genomic DNA (gDNA), the blood of a Wistar rat infected with 7. evansi was first
purified by Percoll® gradient and ion exchange chromatography with DEAE-cellulose. The
gDNA was then obtained by extraction with phenol-chloroform. The open reading frame
encoding TeGK was obtained by using primers derived from T. brucei Glycerol kinase gene.
A fragment of 1500 base pairs was amplified by polymerase chain reaction, extracted,
purified and cloned into a commercial vector. TeGK displays a high homology with T. brucei
glycerol kinase (TbGK) and low homology with the host sequence. The recombinant protein
is being processed for further biochemical and structural characterizations.

KEY-WORDS: Trypanosoma evansi, glycerol kinase, glycolysis
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1 INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma evansi

O Trypanosoma (Trypanozoon) evansi (Figura 1), é o parasito causador da doenga
denominada de “Surra” (Africa) ou “Mal das cadeiras” (América do Sul) que afeta
principalmente equinos e camelideos e esporadicamente ruminantes (SILVA et al, 2002). Este
parasito foi descrito pela primeira vez em 1880 por Griffith Evans, um médico veterindrio do
exército do Reino Unido que, ao examinar ao microscopio laminas com o sangue de equinos

acometidos na India, observou o protozodrio (FALLIS, 1986).

»

_ _ I~ e
Figura 1 - Foto de um esfregaco sanguineo de um rato experimentalmente infectado com Trypanosoma evansi,
corado com Panético Rapido® aumento de 1000x.

Na Africa sua transmissdo é ciclica e ocorre por picadas das moscas tsé-tsé do género
Glossina e/ou outras moscas hematéfagas. Na América do Sul a transmissdao da forma
tripomastigota € feita por outros insetos hematéfagos como os dos géneros, Simullidae,
Tabanidae e Stomoxys ou por morcegos hematéfagos (Desmodus rotundus) que servem como
vetores e reservatorios (SILVA et al, 2002).

Uma grande diferenca do 7. evansi para outros membros da mesma familia, € que o



14

7z

parasito é considerado monomoérfico, ou seja, ndo passa por complexas mudancgas
morfoldgicas e bioquimicas, permanecendo em sua forma infectante (tripomastigota) na
proboscide de seus vetores (BRUN et al., 1998). Sendo assim, sua transmissdao ¢&
exclusivamente mecanica, nao ocorrendo desenvolvimento ciclico no vetor (Figura 2).

(FORTES, 2004).

Vaso
sanguineo

/

Tripomastigota

S

Tabanidae

Transmissao
mecanica

\ Tripomastigota

Figura 2 - Desenho esquemdtico do ciclo de vida de Trypanosoma evansi. O inseto vetor pica o hospedeiro
infectado, o parasito permanece na probéscide. Quando o inseto infectado pica outro animal ocorre a
transmissdo mecanica da forma tripomastigota. Fonte: SILVA et al., 2002.

Essa condi¢ao provavelmente se deve a auséncia parcial ou total do genoma
mitocondrial, que estd localizado em uma estrutura em forma de circulo, denominada
cinetoplasto. A auséncia parcial ou total do cinetoplasto é o que impede a sobrevivéncia por
longos periodos no vetor (LUN & DESSER, 1995).

O DNA do cinetoplasto tem uma organizacdo formada por moléculas circulares
denominadas maxicirculos e minicirculos. Os maxicirculos, que sao encontrados em menor
quantidade, sdo a parte funcional do DNA mitocondrial e codificam proteinas e RNAs
mitocondriais tipicos. Os milhares de minicirculos codificam RNAs guias que atuam no
processo de edi¢do dos transcritos dos genes do maxicirculo (LUN & DESSER, 1995).

O cinetoplasto pode ou ndo estar presente no 7. evansi, dependendo da origem da
cepa. Cepas brasileiras ndo possuem cinetoplasto (VENTURA et al., 2002), e as que possuem
apresentam-no incompleto, sem os maxicirculos. Os maxicirculos de todos os
tripanosomatideos t€m uma func¢do genética similar ao DNA mitocondrial de outros
organismos, bem como a caracteristica de dar ao cinetoplasto a capacidade de auto-replicacdo

(LUN & DESSER, 1995).
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Com a falta do cinetoplasto, consequentemente ndo hd desenvolvimento de 7. evansi
no vetor, pois alguns genes envolvidos na diferenciacdo do parasito estdo implicados na
presenca de um cinetoplasto funcional o qual contém enzimas e citocromos para a execugao
da fosforilacdo oxidativa mitocondrial, que produziria energia suficiente para que fosse
possivel a diferenciacdo do parasito (HANNAERT, 2003, LUN & DESSER, 1995).

A exigéncia de cinetoplasto em formas sanguineas de tripanosomatideos ¢é
controversa. J4 foi relatado que tanto em Trypanosoma brucei como Trypanosoma
equiperdum, a forma tripomastigota consegue se manter viva mesmo sem a presenca de um
cinetoplasto funcional, provavelmente devido a adaptacdes sofridas que permitem a sua
sobrevivéncia no sangue (TIMMS, et al., 2002). Evidéncias de que o cinetoplasto é
fundamental para o desenvolvimento ciclico no vetor foram obtidas em experimentos onde
moscas tse-tse foram infectadas com Trypanosoma brucei gambiense contendo formas
acinetoplésticas e formas com cinetoplasto. Somente as formas contendo cinetoplasto
sobreviveram. Em outro experimento uma cepa acinetoplastica de Trypanosoma brucei,
induzida por acriflavina, desenvolveu-se no hospedeiro mamifero, porém nao se desenvolveu
no vetor (LUN & DESSER, 1995).

Embora o T. evansi ndo apresente os maxicirculos, ele ainda assim consegue
desenvolver-se no hospedeiro mamifero porque as formas sanguineas conseguem se
multiplicar mesmo sem a presenca de uma mitocOndria funcional, e ndo requerem um sistema
respiratério que gere uma grande quantidade de energia. Como resultado da perda dos
maxicirculos e auséncia de transformacdes morfolégicas no vetor, a distribuicdo geografica
destes tripanosomas ndo depende da distribuicdo de seus vetores e por esta razdo Varios
insetos hematdfagos e até infec¢cdes mecanicas através de seringas tém potencial de transmiti-

lo de um hospedeiro mamifero para outro (SILVA et al., 2002).

1.1.1 Mal das cadeiras

A tripanosomiase causada pelo 7. evansi tem uma distribuicdo geografica
extremamente ampla e atualmente estd na lista das doencas de declaracdao obrigatdria da
WOAH (World Organization for Animal Health).

Ela ocorre no norte da Africa, India, Maldsia, Indonésia, China, Russia, Filipinas,
América Central e América do Sul (SILVA et al., 2002). Na Europa, foram detectados casos
na Espanha (TAMARIT et al, 2010, GUTIERREZ et al, 2010) e na Frangca (GUTIERREZ et
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al, 2010) associados com a importacdo de camelos dromedadrio das [lhas Candrias (TAMARIT
et al, 2010).

Na Figura 3, podemos observar que o Brasil ndo estd entre os paises em que a doenga
onde a doenca foi notificada a OIE. Surtos ou casos isolados desta tripanossomiase tém sido
relatados em diversas regides brasileiras, como no Rio Grande do Sul (COLPO et al., 2005;
CONRADO et al., 2005; FRANCISCATO et al., 2007), Mato Grosso do Sul (MOREIRA e
MACHADO, 1985; BRANDAO et al., 2002), Santa Catarina (DA SILVA et al., 2008a), ¢ no
Pantanal, onde a doenca € considerada endémica, com recorrentes casos (SILVA et al., 2002).

Até o momento nenhum dos casos encontrados no Brasil foi relatado a WOAH.

WAHID OIE © 20 II:II

. 3 ~he =

T_] no information

- Newver Reported

- Not reported im this period
I suspected . L

- Infection,/Infe station -
IEI&:,mm-nm
r-.nuil“u limited to one or mors 2o ]

Figura 3 - Casos de Surra notificados a OIE (World Organization for Animal Health) no periodo de julho a
dezembro de 2009. Fonte: Disponivel em www.oie.int

Os casos que ndo sdo reportados ou diagnosticados, dificultam uma real estimativa da
abrangéncia desta enfermidade no Brasil. E uma doenca que causa grande impacto econdmico
nas regides afetadas por dificultar o desenvolvimento rural e limitar a producdo agricola por
sua perda de animais de tracdo como os equinos que sio frequentemente afetados pela doenga
(HERRERA, 2004).

Ap6s a inoculacdo das formas tripomastigotas, os sinais clinicos aparecem depois de
aproximadamente 04 a 15 dias. Na maioria dos animais domésticos € em animais selvagens
estes sinais sdo: febre e anemia seguida de edema, caquexia e aumento dos linfonodos do
baco. Sintomas neurolégicos ocorrem com o prosseguimento da infec¢do e abortos ocorrem
em gestacdes terminais (BRUN et al, 1998).

Os transtornos locomotores consistem, a principio, em uma vacilacdo lateral da
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garupa, de onde vem o nome de “Mal das cadeiras”. Com um passo cambaleante, o equino
arrasta um ou outro membro posterior, cai ao dar voltas e levanta-se do solo com dificuldade.
Ao final apresenta paraplegia. A morte vem por esgotamento, num prazo que oscila entre uma
semana a seis meses do inicio da infec¢ao; entretanto hd ocasides em que a evolugdo é mais
lenta (FORTES, 2004).

Os sinais clinicos da infeccdo por 7. evansi sio em sua maioria inespecificos, € o
diagnoéstico das tripanosomiases deve ser realizado através de diferentes métodos
parasitologicos, soroldgicos e moleculares (FORTES, 2004).

Atualmente a quimioprofilaxia e o controle dos vetores sdo utilizados para fins de
controle das tripanosomiases. Varios farmacos t€m sido utilizadas no campo nos ultimos anos,
e seu uso tem sido associado com o desenvolvimento de resisténcia em muitas situagdes de
campo (SILVA, et al., 2004a). Firmacos como aceturato de dimenazeno, quinapiramina,
suramin e melarsomina ja foram usadas para animais com infec¢des por Trypanosoma evansi.
A escolha do farmaco, dosagem e via de administragdo variam de acordo com as espécies
afetadas, a preferéncia local, e a presenca de resisténcia a drogas tripanocidas (BRUN et al.,
1998). Em areas endémicas, a quinapiramina, pode ser injetada em equinos € bovinos a cada
dois ou trés meses, o que corresponde a quatro ou seis aplicagdes anuais (SILVA, 2004a). Os
grandes problemas sdo a alta toxicidade destes farmacos para o hospedeiro e o surgimento de
cepas resistentes, visto que grande parte destes compostos vem sendo utilizados no campo ha

mais de 40 anos (BRUN et al., 1998).

1.2 ALGUMAS CARACTERISTICAS DO METABOLISMO INTERMEDIARIO
DE TRIPANOSOMATIDEOS

1.2.1 Visao geral do metabolismo

A maioria dos tripanosomatideos estudados desenvolveu um estilo de vida digenético,
com mudangas morfologicas complexas na sua passagem por um ou mais hospedeiros
vertebrados e um vetor hematéfago que permita a sua transmissdao entre hospedeiros
vertebrados. Eles respondem a essas alteracdes morfoldgicas com alteracdes metabdlicas,
incluindo a adaptacdo do seu metabolismo de lipidios e energia (SMITH, 2010).

O metabolismo dos tripanosomatideos ¢ um tema que vem sendo estudado utilizando

como ferramentas os projetos de sequenciamento do genoma de diversos representantes da
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ordem Kinetoplastida como o 7. brucei, fornecendo ferramentas para determinar suas
complexidades metabdlicas. Além disso, a técnica de RNA de interferéncia (RNAi) também
vem sendo amplamente utilizada (BRINGAUD, 2006).

O que conhecemos hoje das vias metabdlicas provém de estudos realizados em
diversos parasitos e € aceito, ap0ds a finalizacdo do genoma de importantes Kinetoplastideos,
que o simples metabolismo energético da glicolise € comum a todos os tripanossomatideos,
porém existem pequenas e significativas diferencas entre os varios organismos (BRINGAUD
et al., 2000).

Os tripanosomatideos dependem da disponibilidade de fontes de carbono presentes em
seus hospedeiros para seu metabolismo energético. As formas prociclicas de 7. brucei
cultivadas em meios com glicose e aminodcidos consomem preferencialmente glicose, mesmo
sendo os aminodcidos L-prolina ou L-glutamina, os maiores constituintes da hemolinfa e
fluidos tissulares dos insetos hematéfagos. A quantidade de glicose € limitante quando os
tripanosomas se encontram na cavidade bucal desses insetos € consequentemente, eles
também dependem do catabolismo de aminodcidos, com preferencia para L-prolina para sua
sobrevivéncia no vetor (BRINGAUD, 2006).

Todos os aminoécidos utilizados pelos tripanosomas podem ser convertidos em
glutamato ou aspartato, os quais por sua vez sao transportados do citoplasma para mitocondria
e consequentemente processados via ciclo de Krebs (ALOYSIUS, 2009). As proteinas e
aminodcidos podem ser uma reserva energética para os parasitos, que sob algumas
circunstancias os utilizam como combustivel energético.

O metabolismo energético de carboidratos dos tripanosomatideos apresentam
caracteristicas diferenciadas em relacdo a outros eucariontes. Nos tripanosomatideos, ocorrem
taxas parecidas do consumo de glicose tanto em anaerobiose quanto em aerobiose, o que €
caracteristico de um metabolismo fermentativo. Por isso, este processo foi denominado
fermentacdo aerdbica, para enfatizar que os produtos liberados no meio sao produtos similares
tanto em condi¢des aerébicas como anaerdbicas (TIELENS, 1998).

A glicose € degradada por meio de etapas de oxidagdo controladas para fornecer
energia quimica na forma de ATP e de NADH por um processo denominado glicélise (VOET,
et al., 2000). Ao contrario da maior parte dos eucariotos onde a glicélise ocorre no citoplasma,
nos tripanosomatideos esta via ocorre em uma organela denominada glicossomo. No
glicossomo a molécula de glicose € convertida em duas moléculas de gliceraldeido-1,3-
bisfosfato o qual € transportado para o citosol e convertido em piruvato (BRINGAUD et al.,

2006).
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O piruvato € o produto final da glicdlise no metabolismo de formas sanguineas de
tripanosomatideos africanos. Porém a excrecdo de piruvato como o principal produto final é
altamente incomum, mesmo entre tripanosomatideos. Na maioria dos eucariontes, o piruvato
¢ transportado para a mitocondria para oxidagao adicional e formacao do ATP. Em condi¢des
anaerdbicas, onde a cadeia respiratoria mitocondrial € bloqueada, o piruvato ndo ¢
transportado para mitocondria. Ele atua entdo como aceptor final de elétrons e é reduzido no
citosol, muitas vezes a lactato pela lactato desidrogenase, a fim de manter o equilibrio redox.
No entanto, em tripanosomatideos diversos, tais como 7. brucei e T. cruzi, a lactato
desidrogenase ndo estd presente (ALOYSIUS, 2009).

O principal produto final da degradacdo da glicose na maioria dos tripanosomatideos €
0 acetato, exceto para as formas tripomastigotas de 7. brucei que excretam piruvato. O
metabolismo da energia de tripanosomatideos varia consideravelmente, ndo sé entre as
espécies, mas também entre fases distintas do ciclo de vida da mesma espécie. As formas
tripomastigotas de 7. brucei, T. b. brucei, T. b gambiense, T. b. rhodesiense e T. evansi
utilizam somente como fonte de energia a glicélise. Eles oxidam glicose até piruvato para
produzir ATP. Quantidades significativas de acetato ou succinato ndo sao produzidos e estes
organismos nao consomem aminodcidos. Eles ndo utilizam a cadeia respiratdria e fosforilagdao
oxidativa para a producdo de ATP. Comparado a capacidade metabdlica de outros
tripanosomatideos, os membros dessa categoria tém vias metabdlicas menos complexas, e,
portanto, menos flexiveis, ao metabolismo energético. Isso se justifica pelo fato de que esses
organismos nao tém mitocondrias funcionais quando se encontram em suas formas
tripomastigotas. Provavelmente isso se deve a perda de seu DNA mitocondrial, assim como ja
foi confirmado recentemente em 7. equiperdum e T. evansi, que, perdeu totalmente ou parte
de seu DNA mitocondrial (BRINGAUD et al., 2006).

Outra via para a degradagao da glicose, a via das pentoses fosfato, também pode ser
ativa em alguns tripanosomatideos (TIELENS, 1998). E uma via alternativa para oxidago de
glicose, que leva a produgdo de ribose 5-fosfato e NADPH. Ja foi confirmado que a via das
pentoses fosfato € operativa em 7. cruzi (HANNAERT, et al, 2003). O NADPH doa seus
elétrons para biossintese de dcidos graxos e esterdides, além de exercer um papel importante
na protecdo celular contra o estresse oxidativo (SMITH, 2010). Os niveis das enzimas da via
sdo substancialmente altos nos estdgios de 7. cruzi presente no hospedeiro mamifero. A
energia gerada neste processo € armazenada sob forma de poder redutor NADPH e ndo como
ATP, como acontece na glicolise. A ativacdo ou ndo dessa via em tripanosomatideos €&

fortemente dependente da situacdo em que se encontram (TIELENS, 1998).
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1.2.2 Glicélise nos tripanosomatideos

Na maioria dos animais e plantas, existem trés conjuntos de reacdes que agem em
série, sendo que os produtos de cada uma sdo o material inicial para o préximo: a glicdlise, o
ciclo de Krebs e a fosforilacao oxidativa, porém diferentemente, nas formas sanguineas dos
tripanosomas, a glicélise € a Unica fonte de energia para as células (BESTEIRO et al., 2005,
VOET et al., 2000).

No caso de T. brucei e outros tripanosomatideos, a glicélise ocorre no interior de uma
organela especializada denominada glicossomo (Figura 4), semelhante ao peroxissomo dos
vegetais, localizada no citosol, onde a taxa de consumo de glicose é 50 vezes maior que a dos

mamiferos (WANG, 1984).

Figura 4 - Vis@o geral de um conjunto de glicossomos encontrados na forma tripomastigota sanguinea de
Trypanosoma brucei. Fonte: SOUZA, de W., 2010.

Em 1977, Opperdoes e Borst descobriram um microcorpo que caracterizaram como
uma organela que apresentava praticamente todas as enzimas da via glicolitica do protozodrio,
razdo pela qual foi denominada glicossomo. Estudos mais recentes j4& demonstraram que essa

via metabdlica € a principal fonte de obtencdo energética para tripanosomatideos na forma
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tripomastigota, ocorrendo a morte dos parasitos na corrente sanguinea por bloqueio da
glicdlise in vitro (VERLINDE, 2002).

A forma tripomastigota sanguinea encontra um ambiente rico em glicose no
hospedeiro, produzindo toda energia através da glicdlise. Nessa fase do ciclo de vida algumas
vias metabdlicas mitocondriais, tais como o ciclo de Krebs e a fosforilagcao oxidativa e cadeia
de transporte de elétrons, estdo reprimidas (MICHELS, 2006).

Isto ja foi comprovado no tripanosomatideo africano, 7. brucei, que nao apresenta
reservas intracelulares de glicose, como glicogénio ou amido. Por isso, a glicose € importada
constantemente do meio externo (como a partir do sangue de mamiferos hospedeiros) através
de transportadores de hexoses dos quais em 7. brucei ja foram descritos trés. Em sua forma
tripomastigota, a mitocondria foi reduzida a um canal periférico sem ciclo de Krebs funcional,
ndo possuindo também formas de estoque de energia metabdlica, como carboidratos e
moléculas com grupos fosfato de alta energia (VISSER, 1979).

Apesar de o rendimento energético da glicélise ser baixo, as formas tripomastigotas
utilizam apenas a glicose como fonte energética, ja que estd € abundante nos fluidos de seus
hospedeiros vertebrados em condi¢des normais. A alta concentracao de glicose encontrada no
sangue (5 mM) favorece a produgdo de ATP pela via glicolitica. O T. brucei, por exemplo,
utiliza uma taxa extremamente alta de glicose, de 85 nmol de glicose por minuto a fim de
permitir que o parasito possa se dividir uma vez a cada sete horas (WANG, 1984).

Isso aumenta a vulnerabilidade deste organismo a compostos que venham afetar a
glicélise conforme demonstrado por Opperdoes et al., 1976. Portanto compostos que
bloqueiem a glicolise podem matar o parasito e poderdo ser utilizados como futuros farmacos
contra a doenca (BAKKER, et al., 2000).

No T. brucei, como em todos Kinetoplastideos estudados até hoje, sete s@o as enzimas
responsaveis pela quebra da molécula de glicose, e duas envolvidas no metabolismo do
glicerol, ambas localizadas dentro do glicossomo (OPPERDOES, et al., 1977).

A molécula de glicose depois que entra na célula tende a voltar para o sangue. Para
manter a glicose dentro da célula, é necessario que essa molécula seja fosforilada. Com a
fosforilagdo da molécula de glicose, a célula gasta energia (ATP). Essa reacao inicial € meio
contraditdria j4 que o objetivo da glicdlise € produzir energia. Porém esse gasto de energia
inicial € de extrema importincia para a preparacao da molécula de glicose e sua fosforilagdo,
para mais tarde produzir entdo energia (LEHNINGER, 1995). E € isso que ocorre tanto em
condi¢des aerdbicas, como anaerdbicas no 7. brucei. A glicose € fosforilada pelo ATP,

mantendo a glicose dentro do glicossomo. Apds um rearranjo da molécula, ela é novamente
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fosforilada pela catdlise da enzima fosfofrutoquinase, formando a molécula frutose 1,6-
bifosfato. Esse actcar de seis carbonos € clivado para produzir duas moléculas de trés
carbonos cada: gliceraldeido 3-fosfato e diidroxiacetona fosfato (KRAVOLA, et al., 2000).
Porém somente o gliceraldeido 3-fosfato pode ser processado imediatamente na glicdlise para
produzir energia. Entdo a diidroxiacetona fosfato € isomerizada para formar outra molécula de
gliceraldeido 3-fosfato. As duas moléculas de gliceraldeido 3-fosfato sao oxidadas pela reagcdao
catalisada pela enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, liberando NADH e em seguida
ocorrem mais duas reacdes de transferéncia do grupo fosfato de alta energia para o ADP
formando ATP completando a glicdlise. Essa fase final da glicdlise é uma fase de geracdo de
energia, pois sdo formadas uma molécula de NADH e duas moléculas de ATP por glicose
consumida (COOPER, 2007). A representacdo esquematica da glicélise de T. brucei, tanto em

condig¢des aerdbicas como anaerdbicas estd exemplificada na figura 5.

Glicolise B Glicolise
Aerdbica Anaerdbica
Glucose glucose
| giycosome I glycosome
4 2 ATP ™ 4 2 ATP ™
2 ADP 2 ADP
mitochondrion fructose 1,6-bisphosphata fructose 1,6-bisphosphate
- difydroxyacetons ghyceraldehyde dihydroncyacetone ghrceraldahyde
phosphate #—— " 3-phosphate phosphate +—— 3~pﬂospﬂahu
NADH MaDh NADH N.AD
2 NADY  MADH NAD NJ.DH
- glycerol 2 1,3-bisphospho- 1,3-bisphospho-
3-phosphate flycarata 3 prmphala glycarate
2 ADP 1 ADP  ADP
2 AT TP ATP
\ l Y, \_ “‘T“ l J
2 phosphoenolpyruvale glycarol phosphoanalpyruvate
2 ADP ADP
2 AT ATP
2 pyruvate pyruvate

Figura 5 - Representacdo esquemadtica da glic6lise em formas tripomastigotas de Trypanosoma brucei, em
condicdes aerdbicas (A) e anaerdbicas (B). Os nimeros destacados em vermelho correspondem as
enzimas: glicerol quinase (1), glicerol 3-fosfato desidrogenase (2) e glicerol 3-fosfato oxidase (3).
Fonte: KRAVOLA, 2000.

Porém o NADH liberado durante a glicdlise precisa constantemente ser reciclado para

poder voltar a participar da glic6lise na sua forma oxidada (NAD") (COOPER, 2007). O
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NADH produzido na glicélise nos tripanosomas serd reoxidado por uma reagdo catalisada
pela enzima glicerol 3-fosfato desidrogenase presente no glicossomo, e doa entdo seus
elétrons para a molécula de diidroxiacetona fosfato transformando-a em uma molécula de
glicerol 3-fosfato. O NADH entdo é reconvertido a NAD® (BAKKER, et al., 1999). No T.
brucei essa reagdao s6 ocorre em condicdes aerdbicas. O glicerol 3-fosfato € considerado
téxico para a célula se ficar acumulado dentro do glicossomo. Por isso ele tem que ser
constantemente reconvertido a diidroxiacetona fosfato por catalise da enzima mitocondrial,
glicerol 3-fosfato oxidase. Essa oxidacdo somente € possivel na presenca de oxigénio, que
ativa a enzima glicerol 3-fosfato oxidase e recebe os elétrons liberados na reacdo. Assim a
diidroxiacetona fosfato pode novamente entrar na via glicolitica para produgdo de energia e
em condicoes aerdbias, sendo a glicose € metabolizada completamente a piruvato. Cerca de

duas moléculas de piruvato sdao produzidas por molécula de glicose consumida, com a sintese

concomitante de duas moléculas da ATP (CHAUDHRURI, 2006).

1.2.3 A enzima glicerol quinase

Na auséncia de oxigénio, a forma tripomastigota de 7. brucei tem o seu metabolismo
de carboidratos modificado. Nessas condi¢des € que entra em acdo a enzima glicerol quinase.
Ela é uma das enzimas envolvidas na via glicolitica. Em condi¢des anaerdbicas ou na
presenca do inibidor da enzima glicerol 3-fosfato oxidase, o glicerol 3-fosfato ndo consegue
ser oxidado pela via glicolitica normal e acumula dentro do glicossomo. Essa grande
concentracdo de glicerol-3-fosfato faz com que seja ativada a reacdo inversa da reacdo
catalisada pela enzima glicerol quinase. Esta reacdo é termodinamicamente desfavordvel e
geralmente ndo ocorre em outras espécies, mas € possivel em tripanosomas devido a esse
compartimento metabdlico denominado glicossomo. J4 em condicdes aerdbicas, em
tripanosomas, e geralmente em outros organismos, a glicerol quinase serve para fosforilar o
glicerol na custa de um ATP, e nessas condi¢des o glicerol pode ser usado como uma fonte de
carboidrato, ja que o glicerol 3-fosfato € um intermedidrio da glicdlise, iniciando entdo o
processo de conversdo do glicerol em glicose (KRAVOLA, et al., 2000, OHASHI-SUSUKI,
2010).

A desfosforilacao de glicerol 3-fosfato é geralmente catalisada pela enzima glicerol 3-
fosfato oxidase. No entanto, tripanosomas em sua forma tripomastigota na corrente sanguinea,

ndo contem qualquer atividade significativa desta enzima, ja que a mesma ¢é ativada somente
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na presenca de oxigénio. Como mencionado anteriormente a forma sanguinea de 7. brucei
praticamente ndo apresenta uma mitocondria, sendo assim ndo € possivel de utilizar o
oxigénio em sua forma tripomastigota. Cabe entdo ao tripanosoma manter seu equilibrio
energético e quimico através da glicélise anaerdbica, sendo a enzima glicerol quinase
essencial para esse processo (KRAVOLA et al., 2000).

A reacgdo inversa da reagdo catalisada pela enzima glicerol quinase, também permite a
regeneracao do NADH pela enzima glicossomal glicerol 3-fosfato desidrogenase, na auséncia
da atividade da enzima glicerol 3-fosfato oxidase, ja que consegue transformar a molécula
glicerol 3-fosfato, novamente em glicerol - que € liberado para fora da célula - e, além disso,
produzir um ATP. Essa reacdo € extremamente importante para que a molécula de glicerol 3-
fosfato ndo fique acumulada dentro do glicossomo impedindo a regeneracdo da coenzima
NADH. A atividade da enzima glicerol quinase em tripanosomas desperta interesse devido a
habilidade desta enzima promover que o acimulo de agicar reduzido (glicerol 3-fosfato)
durante a glic6lise em condicdes sem oxigénio ndo cause danos para o parasita ja que este €
transformado em glicerol (VISSER, 1980). Com isso a enzima glicerol quinase também
garante que o balango entre ATP/ADP continue em equilibrio dentro do glicossomo mesmo
sob condi¢des anaerdbias, permitindo assim a continuacdo da via glicolitica. A diferenca é
que em anaerobiose apenas uma molécula de glicerol e piruvato sdao produzidas por molécula
de glicose, enquanto que em aerobiose duas moléculas de piruvato sdao produzidas. Isso tera
diferenca no ganho final energético que serd comentado a seguir (KRAVOLA, et al., 2000).

E importante salientar que a alta atividade enzimdtica da enzima glicerol quinase
encontrada em glicossomos de tripanosomas em sua forma sanguinea tripomastigota tem sido
invocado como uma condicdo prévia para a formacdo de glicerol e ATP. Uma vez que a
coenzima NADH ¢é produzida na glicélise, o mecanismo disponivel para a regeneracdo de
NAD" em condi¢des de anaerobiose é através da sintese de glicerol, dai a importancia da
enzima glicerol quinase (STEINBORN, 2000).

Como resultado dessa organizagdo, em condicdes anaerdbicas, para cada molécula de
glicose consumida, é formada agora apenas uma molécula de gliceraldeido 3-fosfato e uma de
glicerol, diferente do que ocorria na presenca de oxigénio onde se formam duas moléculas de
gliceraldeido 3-fosfato. A producao liquida de ATP sob condi¢des anaerdbicas € reduzida pela
metade ja que a segunda fase da glicdlise, que € a fase de ganho energético, sé vai ter uma
molécula de gliceraldeido-3-fosfato disponivel na reacdo para ser oxidada e metabolizada para
produzir energia. Em outras palavras quando a glicerol 3-fosfatase é convertida em glicerol

pela enzima glicerol quinase é formado uma molécula de ATP por glicerol liberado. Ja no
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caso da glicose formam-se duas moléculas de ATP por molécula de glicose consumida. A
eficiéncia da energia em condi¢des anaerdbicas, com a produgdo de ATP a partir do glicerol,
resulta em uma redugao de 50% na producao de ATP do tripanosoma (MICHELS, 2006).

A vasta quantidade de informagdes sobre o 7. brucei, facilita as pesquisas em
descoberta de novas enzimas de 7. evansi devido a similaridade entre os dois parasitos. Além
disso, vdrias vias bioquimicas, comuns aos tripanosomatideos e ausentes nos hospedeiros
mamiferos podem ser alvos moleculares atrativos, como a via glicolitica especifica dos
tripanosomatideos, por exemplo, (BAKKER, et al., 2000). O fato de ndo haver um farmaco
especifico e eficiente contra a doenca e os medicamentos existentes causarem efeitos
colaterais motiva o estudo para o desenvolvimento de novas drogas. Além disso, a distancia
evolutiva entre tripanosomatideos e hospedeiros mamiferos junto com a organizagdo
caracteristica da via glicolitica nos parasitos, faz com que a enzima glicerol quinase da via
glicolitica tenha possivelmente caracteristicas inicas que podem permitir o desenvolvimento
de inibidores seletivos que afetam somente os tripanosomos e ndo os hospedeiros
(VERLINDE, 2001).

Existem trabalhos como ja foram descritos na revisdo bibliografica que buscam
elucidar a importancia da via glicolitica em formas tripomastigotas do género Kinetoplastida
Assim, embora tenha um sistema respiratério semelhante ao de 7. brucei, a presenca da
enzima glicerol quinase em 7. evansi nunca foi relatada.

A enzima glicerol quinase ja foi purificada dos glicossomos de 7. brucei e suas
caracteristicas ja vém sendo estudadas por Kravola, et al (2000). Propde-se, a partir desta

pesquisa tentar identificar essa mesma enzima em 7. evansi.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Dentro da proposta de investigar abordagens alternativas para o desenvolvimento de
novos farmacos contra o parasito Trypanosoma evansi, o presente trabalho propde clonar a

regido codificante do gene da enzima glicerol quinase do parasito 7. evansi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Infectar ratos (Rattus norvegicus) com T. evansi para a obtengdo dos parasitos.

- Purificar os parasitos para realiza¢do da extracdo de DNA.

- Amplificar a regido codificante do gene da enzima glicerol quinase utilizando amostras
de DNA de T. evansi.

- Clonar da regido codificante do gene da enzima glicerol quinase em vetor de clonagem.

- Sequenciar os clones selecionados contendo a regido codificante do gene da enzima
glicerol quinase.

- Analisar a sequéncia obtida através de bioinformética e comparar com as ja descritas na

literatura.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO E PURIFICACAO DE TRYPANOSOMA EVANSI

3.1.1 Infeccdo experimental para obtenc¢do dos parasitos

O isolado de T. evansi utilizado foi gentilmente cedido pela Professora Dra. Silvia
Gonzalez Monteiro, do Laboratério de Parasitologia Veterinaria da Universidade Federal de
Santa Maria. O isolado foi inoculado por via intraperitoneal em um rato (Rattus norvegicus)
com 10° tripomastigotas, visando a replicacdo do parasito e a obten¢do do sangue com
parasitos tripomastigotas sanguicolas. O animal foi acompanhado diariamente, duas vezes por
dia com a realizacio de esfregaco periférico da cauda, corado com Panético Rapido®. A
lamina foi analisada em microscépio Optico no aumento de 1000 vezes, e o numero de
parasitos por campo determinado. Quando a parasitemia alcangou 100 parasitos por campo, o
animal foi anestesiado em camara com éter e foi realizado o deslocamento cranio-cervical
para a insensibilizacdo do mesmo. Em seguida foram colhidos por pun¢do cardiaca 10 ml de
sangue em recipiente contendo EDTA. Ap6s a colheita, 10 pl de sangue foi diluido em 990ul
de PBS, e a contagem dos parasitos foi realizada em cdmara de Neubauer obtendo-se, 6,75 x

10’ tripomastigotas de 7. evansi por ml de solugdo (sangue/conservante).

3.1.2 Purificacdo de Trypanosoma evansi do sangue

Para a purificacdo de T. evansi do sangue usados neste estudo, o sangue coletado dos
animais infectados foi misturado na propor¢ao 1:1 ao gradiente de Percol® (GE Healthcare),
tamponado com HEPES pH 7,4 contendo 8,5% de sacarose e 2,5% de D-glicose (GRAB &
BWAYO, 1982) para separacdo da fase de hemdcias e leucdcitos através da centrifugacio a
16870x g, durante 25 minutos. Na fase superior ficaram os parasitos e leucdcitos e na fase
inferior as hemadcias (Figura 6). O sobrenadante com os parasitos e leucocitos foi transferido
para um novo tubo e foram realizadas 2 lavagens com PBS-glicose (0,78g/L. NaH,PO..1H.O,
13,48g/L NaH.PO,, 4,25g/L. NaCl, 15g/LL D-glicose, pH 8,0) na propor¢cdo de 1:3,
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centrifugando as amostras por 15 minutos a 6000x g. Ao final das lavagens o sobrenadante foi
descartado e o pellet contendo os tripanosomas parcialmente purificados foi eluido em 2ml

de PBS-glicose para a realizag@o da cromatografia de troca idnica em DEAE-Celulose.

Figura 6 - Amostra de sangue apds a centrifugacio em gradiente de Percoll® (GE Healthcare). Na fase superior
encontram-se 0s parasitos e leucécitos e na fase inferior as hemadcias.

3.1.3 Cromatografia de troca idnica em DEAE-Celulose

Para a preparacio da resina, 1 volume de DEAE-Celulose (Sigma Aldrich®) foi
hidratado em 5 volumes de dgua ultrapura durante 45 minutos. Apds esse periodo, a dgua
excedente da fase superior foi descartada e S5ml de resina hidratada foram colocados em uma
coluna pléstica Poly-Prep Chromatography Column (Biorad®). A resina entio foi equilibrada
com 10ml de NaOH 0,1M contendo NaCl 0,5M, em seguida com 10ml de NaCl 0,5M, apds
com 10ml de HCI 0,1M contendo NaCl 0,5M e com dgua ultrapura até que o pH do eluido
atingisse o valor 5,0. Em seguida, foram passados pela coluna 10ml de NaCl 1M e, por
ultimo, 10ml de PBS-glicose.

A amostra obtida da centrifugacio em gradiente de Percoll® foi colocada na coluna, e
em seguida foi aplicado PBS-glicose 60%, de acordo com Lanham e Godfrey, 1970, na
coluna até a passagem de todos os parasitos. Para saber se os parasitos estavam passando pela
coluna, eram realizadas andlises da viabilidade dos parasitos através de pesquisa direta em

lamina e laminula e visualizacio em microscopio Optico no aumento de 400x a cada 30
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minutos. Os parasitos foram quantificados em camara de Neubauer e apds a purificacao total
dos parasitos, o volume total obtido foi centrifugado durante 15 minutos a 6000x g, e o pellet
formado de 7. evansi foi congelado e estocado a -20°C para posterior extracio de DNA

genodmico.

3.2 AMPLIFICACAO, CLONAGEM EM VETOR DE CLONAGEM E
SEQUENCIAMENTO DOS GENE DA ENZIMA GLICEROL QUINASE

3.2.1 Extracdo de DNA genomico de Trypanosoma evansi

Para a extracdo do DNA gendmico, os parasitos foram ressuspendidos em 500 uL de
tampao de lise (Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 25 mM, SDS 1%) contendo 0,1pg/ul de proteinase
K e incubados a 42°C por 12 horas. Apés este periodo foram realizadas trés lavagens com
fenol, fenol-cloroférmio na propor¢ao 1:1 e cloroférmio respectivamente, centrifugando-se a
14.000g por 10 minutos e retirando-se a fase aquosa. O DNA foi precipitado com isopropanol
e lavado com etanol 70%. O élcool foi evaporado em estufa a 37°C por 1 hora e o DNA

resultante foi eluido em 50 pl de dgua ultrapura e tratado com RNAse.

3.2.2 Dosagem de DNA

O DNA foi avaliado quanto a sua concentra¢do e quantificado em espectrofotdmetro,
observando-se a absorbancia a 260 e 280nm. A integridade do DNA obtido foi observada por

eletroforese em gel de agarose 1% corado por brometo de etideo.

3.2.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A regido codificante do gene da enzima glicerol quinase foi amplificadas através da
PCR. Oligonucleotideos especificos com sitios de clivagem para as enzimas BglIl e Ndel
foram utilizados (Tabela 1). Os oligonucleotideos utilizados foram os mesmos descritos por
Kravola, et al., 2000, que amplificou e clonou a mesma enzima do 7. brucei. Foi utilizada na

reacdo 0,25 M de cada oligonucleotideo, 100 ng de DNA, 250 mM de dNTP, 1,5 mM de
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MgCl, 1,5U de Platinum 7ag DNA Polimerase® (Invitrogen®) juntamente com seu tampao de
reacdo 10x e dgua ultrapura esterilizada, para um volume final de 20 ul. A reagdo foi feita nas
seguintes condicoes:

Desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos com 3 etapas:
desnaturagdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por

2 minutos € uma extensao final a 72°C por 10 minutos.

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo da regido codificante do gene da enzima glicerol
quinase do DNA gendmico de Trypanosoma evansi. Os sitios para as enzimas de restricdo BglIl
(primer reverse) e Ndel (primer forward) estdo destacados.

Nome Sequencia Referéncia
Glicerol Quinase GGCGCCGCATATGAAGTACGTCGG (KRAVOLA, et al.,
primer forward 2000)

Glicerol Quinase GGGAGATCTCTCAGAATACTACAA (KRAVOLA, et al.,
primer reverse 2000)

A reagdo foi otimizada com relacdo a concentracdo de magnésio e concentracdo de

DNA molde.

3.2.4 Eletroforese e clonagem em vetor de clonagem da regido codificante do gene da

enzima glicerol quinase

O produto de PCR foi analisado em um gel de agarose 1% preparado utilizando-se
tampao tris-borato-EDTA (TBE). Foram aplicados 20 ul de produto de PCR no gel que foi
submetido a tensdo constante de 80 volts por 80 minutos, juntamente com um padrdo de peso
molecular conhecido. Posteriormente, o gel foi corado em solucdo de brometo de etideo por
60 minutos, exposto a luz UV e fotografado digitalmente do gel. A banda de interesse, com o
tamanho correspondente a regido codificante do gene da enzima glicerol quinase (1500pb),
apos recortada com o auxilio de uma lamina de bisturi estéril, foi purificada a partir do gel
utilizando-se o kit Qiaquick Gel Extraction® (Qiagen) de acordo com as instrucdes do
fabricante.

O produto resultante da PCR, ja purificado, foi inserido em um plasmideo de
clonagem “pGEM-T Easy Vector Systems” (Promega), de 3015pb. Esse vetor permite fazer a
selecdo das células transformantes através da resisténcia ao antibidtico ampicilina e também

pela diferenca de coloracao apresentada pelas coldnias na placa de meio de cultura. A sele¢ao,
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em meio de cultura contendo ampicilina, aponta as células que receberam o plasmideo, mas
ndo fornece informacdo a respeito da presenca do inserto. J4 a selecdo por diferenca de
coloracdo das colOnias estd baseada no fato de que as coldnias azuis sdo formadas por
bactérias que receberam o plasmideo sem o inserto e as coldnias brancas indicam que as
bactérias devem ter recebido o inserto. Com a clonagem € possivel obter multiplas copias de
um gene para que se possa manipuld-lo posteriormente.

A clonagem no vetor foi feita seguindo as instrucdes do fabricante, presentes no
manual de instrucdo do vetor pGEM-T Easy® (Promega). O protocolo foi o seguinte:

- 5 uL de 2x rapid ligation buffer

- 1 uL. do vetor pGEM-T Ealsy® (Promega),

- 3 uL do inserto (produto de PCR purificado)

- 1 uLL da enzima T4 DNA ligase (1U)

A reagdo ocorreu a 4°C por 12 horas.

Para a realizacio da transformacdo, foram utilizadas bactérias hospedeiras,
Escherichia coli DHI0B, previamente tornadas cdlcio-competentes. A mistura de 3ul. do
produto de ligagdo com 50ul. de células bacterianas Escherichia coli DH10B previamente
descongeladas, foi mantida em gelo por 30 minutos. Em seguida, foi realizado um choque
térmico a 42°C por 45 segundos e mantido no gelo por 1,5 minutos. Apds o choque térmico,
nas células ja recombinantes acrescentou-se 300 pl de meio de cultura SOC (bacto-triptona
2%, bacto-extrato de levedura 0,5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCI 10 mM, glicose 20
mM e dgua) em cada tubo. Os mesmos foram incubados a 37°C sob agitagdo de 120 rpm por 1
hora. Apés esse periodo, 200 pl das bactérias transformadas foram plaqueadas em meio LB
solido contendo 100 pg/ml de ampicilina, Xgal e IPTG para a formacdo de coldnias azuis
(n3o contém o inserto ligado ao plasmideo) ou brancas (contém o inserto ligado ao
plasmideo). As placas forma incubadas a 37°C por 12 horas. Todas as etapas foram realizadas
em ambiente estéril.

A avaliagao das coldnias transformadas que continham o inserto foi realizada por PCR
de coldnia. O inéculo da coldnia foi adicionado a reagdo de PCR, com auxilio de uma
ponteira estéril, juntamente com os oligonucleotideos especificos para o vetor pPGEM-T Ealsy®
(Promega), pPGEM-F (5"- ACG CCA AGC TAT TTA GGT GAC ACT ATA -3") e EXCEL-R
(5- GTT GTA AAA CGA CGG CCA GTG AAT- 37) (10pmol/reacdo de cada
oligonucleotideo), os quais possuem seus sitios de ligacdo nas extremidades do sitio de

clonagem que contém o inserto. Em seguida essas mesmas colonias foram repicadas em meio
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LB soélido contendo 100pg/ml de ampicilina, Xgal e IPTG e mantidas a 37°C por 12 horas.

As colodnias que se apresentaram positivas para a presenca de inserto através de PCR,
foram selecionadas para extracdo de DNA plasmidial, utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep
Kit® (Qiagen), para posterior sequenciamento.

A clonagem bioldgica de um gene consiste em inseri-lo em um vetor (plasmidio
bacteriano) que entdo consegue se multiplicar dentro de um sistema vivo (bactéria). Cada
bactéria vai carregar multiplas copias do plasmidio que por sua vez carrega o gene clonado.
Quando se faz a extracio de DNA plasmidial utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep Kit®
(Qiagen), obtém-se entdo suficiente nimero de cOpias desse gene para manipulacdes
posteriores.

As coldnias que foram sequenciadas também foram utilizadas para preparar um

estoque em glicerol estéril e armazenadas a -80°C para os experimentos de expressao.

3.2.5 Sequenciamento da regido codificante do gene da enzima glicerol quinase

O sequenciamento dos clones selecionados foi realizado em colaboracdo com o
Laboratério de Bioinformdtica da Universidade Federal de Santa Catarina
(www.bioinformatica.ufsc.br). As amostras foram sequenciadas com o equipamento
MegaBace 1000@ DNA Analysis Systeme (GE/Amersham Biosciences). As reacdes de
sequenciamento foram preparadas a partir do DNA plasmidial e o Kit DYEnamic® ET Dye
Terminator (GE/Amersham Biosciences®) conforme especificacdes do fabricante. A reacdo
foi realizada na presenca de 5,0 pmol dos oligonucleotideos pGEM-F e EXCEL-R e
aproximadamente 800 ng de DNA plasmidial, nas seguintes condi¢des térmicas: 95°C por 25
segundos, seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos, ligagao dos
oligonucleotideos a 55°C por 30 segundos e extensao a 60°C por 80 segundos.
Posteriormente, os produtos marcados foram precipitados, utilizando-se isopropanol 70% e
etanol 70%, para retirada dos nucleotideos e oligonucleotideos nio incorporados. Os produtos
purificados foram eletroinjetados a 2kV por 100 segundos e eletroeluidos por 150 minutos a
7kV.

As sequéncias geradas foram analisadas quanto a sua qualidade utilizando-se o pacote
Phred/Phrap/Consed (disponivel em www.phrap.org) sendo consideradas somente as
sequéncias com qualidade Phred>20. A confirmacdo da identidade dos fragmentos e a andlise

da identidade das sequéncias foi realizada utilizando o programa BLAST (“Basic Local
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Alignment Search”, disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e as sequencias dos clones
obtidos foram alinhadas com outras sequéncias utilizando-se o programa ClustalX. As sequéncias
utilizadas para comparacdo estdo disponiveis no “National Center for Biotechnology

Information”- NCBI, disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/.

3.3 CLONAGEM EM VETOR DE EXPRESSAO DA REGIAO CODIFICANTE DO
GENE DA ENZIMA GLICEROL QUINASE

3.3.1 Digestao do vetor de expressio pET14b (Novagen) e da regido codificante do
gene da enzima glicerol quinase

Primeiramente, foi feita uma andlise quanto aos sitios internos para enzimas de
restricdo compativeis tanto para o vetor de expressao pET14b (Novagen) como para a regiao
codificante do gene da enzima glicerol quinase, utilizando-se o programa NEB Cutter®
(disponivel em http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php). Foi escolhido um dos clones
sequenciados contendo a regido codificante do gene da enzima glicerol quinase e fez-se uma
extracdo de DNA plasmidial, utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep Kit® (Qiagen®). Este
DNA plasmidial e o vetor de expressdo pET14b (Novagen®) foram entdo digeridos com as
enzimas de restricdo Ndel e Bglll. A verificacdo do sucesso desta digestdao foi feita através de
eletroforese em gel de agarose 1%, conforme descrito em 3.2.4. As bandas correspondentes as
sequencias de interesse, apds recortadas com o auxilio de uma Iamina de bisturi estéril, foram
purificadas a partir do gel utilizando-se o mesmo Kkit.

Apo6s a digestdo com as enzimas de restricdo e purificagdo do gel, ambos os produtos
apresentam extremidades coesivas, que permitem o anelamento da regido codificante do gene
da enzima glicerol quinase com o vetor de expressao pET14b (Novagen). Como as enzimas
Ndel e Bglll nao apresentam maxima eficiéncia no mesmo tampao, foram realizadas duas
reacoes de digestdo em etapas diferentes, descritas nas tabelas 2 e 3 respectivamente. Entre as
duas reagdes, uma precipitagcdo com etanol foi efetuada para retirar o excesso de tampao da

reacdo anterior. As reagdes da digestao foram mantidas em banho maria a 37°C por 12 horas.



Tabela 2 — Reagdes de digestdo com a enzima de restri¢do Ndel
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DNA plasmidial contendo a pET14b
regido codificante do gene da
enzima glicerol
Ndel (20000U/mL) 1,5uL 1,5uL
Tampdo 4 (10x) 3ul 3ulL
DNA 20uL. 20ulL
H-0 5,5ul 5,5uL
Volume total 30uL 30ul
Tabela 3 — Reacdes de digestdo com a enzima de restricao Bgl/ll
DNA plasmidial contendo a pET14b
regido codificante do gene da
enzima glicerol
BglIl (10000U/mL) 3ul 3ul
Tampdo 3 (10x) 3ul 3ul
DNA 20ul 20ul.
H-0 4ul 4ul
Volume total 30ul 30ul

3.3.2 Reacdo de ligacdo do vetor de expressdo pET14b (Novagen®) e da regido
codificante do gene da enzima glicerol quinase

As reagdes de ligacdo foram montadas variando-se as propor¢des de inserto e vetor, de

modo a maximizar as chances de sucesso do experimento. Os dois produtos foram

quantificados em espectrofotdmetro, observando-se a absorbancia a 260 e 280nm.

A ligacdo do inserto ao vetor se vale da presenga de regides coesivas deixadas pelas

enzimas de restricdo. As reacdes de ligacdo foram feitas na presenga da enzima T4 DNA

ligase (Invitrogen) e estdao apresentadas na tabela 4.

Tabela 4 - Reacdes de ligagdo com o vetor pET14b (Novagen®)

Ligacdo 1 (1:1)*

Ligacdo 2 (1:1,4)*

Ligacio 3 (3:1)*

pET 14b (~18ug/uL) 3ul 4,4ulL 3ul

Regido codificante do 0,5ul 0,5ul 1,3ulL
gene da enzima glicerol

quinase (~40ug/uL)

T4 DNA ligase (1U) 1ul 1ul 1ulL

Tampao T4 (10X) lul luL 1uL

H20 4,5ul 3ul 3,7ul
Volume total 10ull 10ull 10ul

*Proporg¢do inserto:vetor
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As reacOes foram mantidas durante 12 horas a 4°C e, apds este periodo, 6ul. das
ligacOes foram utilizados para transformar bactérias hospedeiras, Escherichia coli DH10B,
previamente tornadas cdlcio-competentes, conforme ja descrito anteriormente em 3.2.4, com a
diferenca que agora as bactérias transformadas foram plaqueadas em meio LB sélido
contendo somente 100pug/ml de ampicilina.

A avaliacdo de que se as coldnias transformadas continham o inserto foi realizada por
PCR de coldnia. Colonias isoladas foram escolhidas aleatoriamente, € um indculo da col6nia
foi adicionado a reacdo de PCR, com auxilio de uma ponteira estéril, juntamente com os
oligonucleotideos especificos para o vetor de expressdo pET14b (Novagen®), T7 “promoter
primer” (5 — TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG - 3’) e T7 “terminator primer” (5’ — GCT
AGT TAT TGC TCA GCG G - 3’). Em seguida essas mesmas coldnias foram repicadas em
meio LB sé6lido contendo 100 pg/ml de ampicilina e incubadas a 37°C por 12 horas.

As colodnias que se apresentaram positivas para a presenca de inserto através de PCR,
foram selecionadas para extracdo de DNA plasmidial, utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep

Kit® (Qiagen®), para posterior sequenciamento.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AMPLIFICACAO E OBTENCAO DAS SEQUENCIAS DA REGIAO

CODIFICANTE DO GENE DA ENZIMA GLICEROL QUINASE

4.1.1 Amplificacdo e sequenciamento do fragmento de interesse

Através da técnica de PCR, um fragmento correspondente a regido codificante do gene

da enzima glicerol quinase foi amplificado, sendo obtido um produto de 1500 pb (Figura 7).

1500pb

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose 1% e revelacdo em brometo de etideo. 1 — Marcador de peso
molecular (Ladder 100pb); 2 — Produto de PCR da regido codificante do gene da enzima glicerol
quinase, apresentando um tamanho esperado de 1500 pb.
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Inicialmente, amostras de DNA de 7. evansi foram empregadas, testando-se diversas
concentracdes de cloreto de magnésico (50 mM) com o intuito de verificar a melhor
reacdo. Em todas as concentragdes testadas a banda glicerol quinase foi amplificada

conforme pode ser verificado na figura 8.

1500pb

Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose 1% e revelacdo em brometo de etideo. 1 — Marcador de peso
molecular (Ladder 1000 pb); 2, 3, 4 e 5 — Produto de PCR da regido codificante do gene da enzima
glicerol quinase testando diferentes concentracdes de cloreto de magnésio. Sendo 2: MgCl, 1,5 mM;
3: MgCl, 2,0 mM; 4: MgCl, 2,5 mM e 5 MgCl, 3,0 mM, todos apresentando um tamanho esperado
de 1500 pb.

A ligacdo do produto amplificado no vetor de clonagem pGEM-T Easy® (Promega) foi
bem sucedida, assim como a transformacdo das bactérias competentes E. coli DH10B por
choque térmico. As colonias utilizadas no PCR de colonia foram triadas pelo auxilio da
colorac¢ao das coldnias, utilizando-se apenas coldnias brancas.

A eficiéncia da transformacdo pode ser confirmado através de reagdes de PCR das
colonias de bactérias, sendo cinco positivas (Figura 9). Nos cinco diferentes clones
considerados positivos no PCR de colonia, foi realizado a extracio de DNA plasmidial
utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep Kit® (Qiagen®) e trés desses clones foram submetidos

ao sequenciamento automatico.
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1500pb

Figura 9 - Gel de agarose 1% corado por brometo de etideo revelando o PCR de col6nia. 1: Marcador de peso
molecular (Ladder 100 pb). 2, 4, 5, 6 e 7: Amplificacdo dos insertos positivos diretamente da colonia
de bactérias. 3: Amplificag@o do inserto negativo diretamente da coldnia de bactérias.

A sequéncia nucleotidica obtida confirmou o fragmento correspondente a sequéncia
codificante para a enzima glicerol quinase, apresentando uma similaridade de 99% para T.
brucei brucei, revelando um perfil de nucleotideos semelhantes nas duas espécies, 88% para T.
congolense, 81% para T. vivax e 45% para equinos, cdes, ratos, camundongos e humanos,
utilizando a ferramenta BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”, disponivel em
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

As sequéncias de glicerol quinase de T. evansi, T. cruzi, T. brucei, ratos (Rattus
norvergicus), equinos (Equus caballus) e caninos (Canis familiares) foram alinhadas
utilizando-se o programa ClustalX. Os protozodrios apresentam vdrias regides conservadas, e

compartilham algumas com os eucariotos superiores (marcadas com *) (Figura 10).
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Figura 10 - Alinhamento das sequéncias de aminoécidos da regido codificante da enzima glicerol quinase de T.

evansi, T. cruzi, T. brucei, Equus caballus, Rattus norvergicus e Canis familiaris utilizando o

programa ClustalX. As regides sobrepostas por (*) sdo totalmente conservadas e as sobrepostas por

(-) sdo inexistentes.
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Comparando sua sequéncia com banco de dados, foi visto que a glicerol quinase de 7.
evansi possui alta homologia (99%) com a mesma enzima de 7. brucei identificadas por
Kravola, et al. (2000), que amplificou, clonou e expressou a enzima glicerol quinase em 7.
brucei. Por outro lado o perfil de nucleotideos revelou também uma semelhanca de apenas
45% com a enzima glicerol quinase de equinos, cdes, camundongos, ratos € humanos, que
leva a hipétese de que a enzima glicerol quinase de 7. evansi tenha possivelmente
caracteristicas unicas que podem permitir o desenvolvimento de inibidores seletivos que
afetam somente os tripanosomas e nao os hospedeiros.

Outras enzimas da via glicolitica j4 foram estudadas e confirmaram essa hipétese,
como ja foi mencionado por Souza et al. (1998), que caracterizou a estrutura tridimensional
da enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase — uma das enzimas envolvidas na via
glicolitica - de 7. cruzi. Foram observadas significantes diferencas estruturais e do ponto de
vista cinético dessa enzima quando comparada a homoéloga do hospedeiro mamifero, o que
justifica o interesse por enzimas dessa via metabdlica.

Opperdoes, el al. (1976), demonstram que a inibicdo da enzima glicerol 3-fosfato
oxidase de T. brucei, promove a morte desses parasitos, porém preservam a reagao feita pela
glicerol quinase. Recentemente uma alternativa um inibidor da enzima glicerol-3 fosfatase
oxidase foi identificado, o antibidtico ascofurone, mas ndo é efetivo para glicerol quinase
(MINAGAWA, et al., 1997).

A reacdo inversa da enzima glicerol quinase é termodinamicamente desfavordvel e
geralmente ndo ocorre em outras espécies, somente € possivel em tripanossomas devido ao
compartimento metabdlico presente nesses parasitos denominado glicossomo. Nenhuma
funcdo fisioldgica dessa reacdo tem sido relatada em hospedeiros mamiferos (OHASHI-
SUZUKI, 2010).

Neste contexto, o estudo de enzimas alternativas de 7. evansi pode contribuir para o
entendimento de suas funcdes neste protozodrio, além de fornecer base para o
desenvolvimento de novos agentes inibidores desta enzima.

No glicossomo de 7. brucei ja foram identificadas nove enzimas relacionadas a
glicélise. Duas envolvidas na degradacdo da glicose e duas na via do glicerol (MICHEL et al.,
2006). Porém a poucos trabalhos que buscam elucidar a importincia da enzima glicerol quinase
na via glicolitica em Kinetoplastida, e, no caso de 7. evansi, ndo hd nenhuma publicacdo relatada
sobre essa enzima e nem sobre essa via metabdlica tdo importante.

Enquanto a maioria dos tripanossomatideos estudados apresenta diferenciacdo em seu

estagio de vida no vetor, o 7. evansi é considerado monomorfico, ou seja, ndo passa por
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complexas mudancas morfolégicas e bioquimicas, permanecendo em sua infectante
(tripomastigota) durante toda sua vida (BRUN et al., 1998). Além disso, cepas brasileiras nao
possuem o cinetoplasto essencial para a realizacao de vias metabdlicas como o ciclo de Krebs
(VENTURA et al., 2002). Por isso especula-se que em virtude disso ele s6 possua a glicolise
anaerdbica como via metabolica para produgdo de energia, sendo a glicerol quinase essencial
para o funcionamento dessa via, j4 que somente ela consegue regenerar a coenzima NAD+
que € fundamental para que o glicélise nunca pare.

Este trabalho é a apenas a primeira etapa para o conhecimento do metabolismo
energético de T. evansi, sendo necessdrios mais estudos para que no futuro possam ser
descobertos novos agentes quimioterapéuticos, particularmente aqueles que atuem em
diferentes vias metabdlicas, sendo a glicerol quinase um alvo potencial devido ao seu papel

essencial na sobrevivéncia de 7. evansi no hospedeiro mamifero.

4.1.2 Expressao da enzima glicerol quinase

Dentre o sitio de clonagem multiplo existente no vetor de expressio pET14b foram
escolhidas as enzimas Ndel e Bglll, pois as mesmas também digerem as extremidades do
fragmento codificante da enzima glicerol quinase, deixando ambos os produtos com
extremidades coesivas, que permitem a posterior liga¢do do inserto com o vetor.

E essencial a presenca das sequencias alvo para estas enzimas na constituicio dos
oligonucleotideos especificos para a amplificacdo da regido codificante do gene da enzima
glicerol quinase, assim como a auséncia destes sitios de restricdo no restante da sequencia
nucleotidica do inserto, o que poderia causar a clivagem do inserto em regides ndo desejadas
quando as enzimas de restricdo fossem utilizadas. As mesmas enzimas de restricdo foram
utilizadas para clivagem do vetor de expressio pET-14b, onde ji existiam os sitios de
restricdo para estas duas enzimas, preparando 0 mesmo para posterior ligagdo no inserto. A
clonagem utilizando duas enzimas de restricao diferentes (clonagem unidirecional) possui a
vantagem de diminuir a probabilidade de auto-ligacdo do vetor de expressdo e ligacdo do
inserto em sentido contrério, por resultar em extremidades ndo complementares no vetor, apds
a digestdo. Esta estratégia aumenta a eficiéncia do processo comparada a utilizagdo de uma
tnica enzima (ALBERTS, 2004).

Ap6s a digestdo com as enzimas de restricao Ndel e Bglll do fragmento codificante da

enzima glicerol quinase e digestdao do plasmideo pET14b com as mesmas, procedeu-se a
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ligacdo do inserto com o vetor digeridos.

Os trés tipos de ligacdes testados, foram transformados em bactérias competentes E.
coli DH10B por choque térmico e somente duas foram bem sucedidas com o crescimento de
coldnias brancas (a liga¢do 1 e 2 da Tabela 4).

Apesar de os produtos digeridos, terem a banda na altura adequada; o que demonstra

que a digestdo ocorreu de forma satisfatéria (Figuras 11 e 12), a ligac@o nao foi tdo eficiente.

1 2 3

4671pb

1500pb

Figura 11 — Gel de agarose 1% corado por brometo de etideo. 1: Marcador de peso molecular. (Ladder 1000 pb)
2: Regido codificante da enzima glicerol quinase apds a digestdo com as enzimas de restricdo Ndel e
BgllI. 3: Plasmideo pET14b apds digestdo com as mesmas enzimas.

1 2 3

4671pb

Figura 12 — Gel de agarose 1% corado por brometo de etideo. 1: Marcador de peso molecular (Ladder 1000pb).
2: Plasmideo pET14b integro apresentando um tamanho esperado de 4671pb. 3: Plasmideo pET14b
apos digestdo com as enzimas de restri¢do Ndel e Bglil.

Foram tentados diversos protocolos, porém nenhum com resultado positivo (dados ndo
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mostrados). A eficiéncia da transformacdo foi verificada através de reacdes de PCR de
colonias de bactérias aleatdrias. Nao foi confirmado a presenga do inserto dentro do vetor
utilizando os oligonucleotideos especificos para o vetor de expressao pET14b (Novagem®),
T7 “promoter primer” (5° — TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG - 3°) e T7 “terminator
primer” (5° — GCT AGT TAT TGC TCA GCG G - 3’). Diversos clones foram analisados
para verificar a presenca de uma colOnia positiva, porém nenhum PCR de col6nia se
apresentou positivo.

A dificuldade encontrada se deve em funcdo de apesar de a digestdo do vetor e do
inserto ter sido realizada com sucesso, nessa construcao os sitios T7 promoter, rbs e His Tag
do vetor pET14b foram eliminados pela digestdo com a enzima de restricdo Bglll. (Figura
14). Com isso nao pode ser confirmado a presenca do inserto dentro do vetor utilizando o
iniciador especifico para o vetor de expressao primer T7 “promoter primer” (5> — TAA TAC
GAC TCA CTA TAG GG - 3’), ja que a regido onde o mesmo se liga foi eliminada. Além
disso regides como sequéncia de ligacdo ao ribossomo (rbs) e His Tag sdo de extrema
importancia tanto na ligacdo do fragmento ao ribossomo para iniciagdo da tradu¢do como na
purificacdo da proteina expressa, nao sendo possivel expressar uma proteina sem essas regioes

(Figura 13).
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Figura 13 - Vetor de expressao pET14b. A regido da flecha em vermelho mostra onde ocorre o corte da enzima
de restricdo Bglll. Toda a regido sublinhada em vermelho € retirada quando o pET14b ¢ digerido
com enzima de restricdo BglIl.

Devido a esse problema, uma nova enzima de restri¢ao foi escolhida e testada com o
auxilio do programa NEB Cutter® (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php), para digerir
o pET14b. Dentre o sitio de clonagem multiplo existente, foi escolhida a enzima BamHI para
substituir a BglII na digestao do pET14b, pois desta forma se preservaria regides importantes
que antes haviam sido retiradas. Ja o fragmento do gene da glicerol quinase vai ser mantido a
digestdo com a enzima Ndel e Bglll ja que os oligonucleotideos utilizados na amplificacao

por PCR, contem sitios de clivagem para essas enzimas.



5 CONCLUSAO

Durante o trabalho desenvolvido no periodo de mestrado foi possivel obter a clonagem
e sequenciamento de uma nova enzima nunca antes identificada em Trypanosoma evansi,
visando sua caracterizacdo molecular e o aumento da disponibilidade de informacdes para que
sequencias completas dos genes de Trypanosoma evansi possam ser identificadas.

Com a identificacdo da sequencia desta enzima pode-se observar que ela possui uma
massa molecular tedrica de 1500pb. Até o momento na literatura ndo se tinha o relato do
sequenciamento completo da regido codificadora do gene da enzima glicerol quinase em
Trypanosoma evansi.

O sequenciamento do fragmento do gene obtido apds clonagem do mesmo no vetor
pGEM-T Easy® (Promega®), confirmou a homologia do mesmo com a enzima glicerol
quinase de Trypanosoma brucei. A constru¢do do vetor de expressao pET 14b com o inserto
nao foi bem sucedida, e ndo foi possivel até o momento obter a subclonagem da regido
codificadora do gene da enzima glicerol quinase no vetor de expressdao pET-14b.

A perspectiva deste trabalho € que seja feita a constru¢do de um novo vetor de
expressdo, e posterior expressdo em grande escala, para que assim se possa purificar essa
enzima e desenvolver os estudos de sua caracterizacao bioquimica e bioldgica e pesquisas na
area de biotecnologia e industria farmacéutica.

A descoberta de novos medicamentos especificos para tripanossomiases, representa
grande importancia na terapéutica e sao alvos atrativos para a quimioterapia e neste contexto,
o estudo da enzima glicerol quinase de Trypansoma evansi pode contribuir para o

desenvolvimento de novos agentes inibidores desta enzima.
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