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RESUMO

TAVARES, Kaio César Simiano. Biossintese de selenocisteina em Trypanosoma evansi.
2011. 94 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal). Universidade do Estado de Santa
Catarina. Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal, Lages, 2011.

O Trypanosoma evansi € o tripanossomatideo patogénico de maior distribuicdo mundial,
causador de prejuizos econdmicos na Africa, América do Sul, Europa, Asia e Oceania. Este
protozoéario € o agente etiologico da doenca conhecida como Surra ou Mal das Cadeiras, que
afeta praticamente todas as espécies de mamiferos, com um recente caso em humanos. Uma
importante via metabdlica descrita em todos os reinos da vida € a incorporacdo de selénio em
proteinas, com funcdo, principalmente, antioxidante. O selénio é utilizado na forma do
aminodacido selenocisteina, que € incorporada ao polipeptideo nascente co-traducionalmente
através do cdédon de parada “UGA”. Para que isto ocorra, Sa0 necessarias uma estrutura
nucleotidica sinalizadora no RNA mensageiro (SECIS), um RNA transportador especifico
(tRNA>) e um complexo de enzimas que permitem a conversdo do selénio em sua forma
ativa, monoselenofosfato (SPS), sua aminoacilacdo no tRNA®® (SerRS, PSTK, SepSecS) e o
acoplamento de estruturas nucleotidicas e protéicas (SECIS, EF-Sec, SBP2) para que o cddon
UGA seja traduzido em selenocisteina e a mesma seja inserida na proteina. Neste trabalho foi
demonstrado que o T. evansi expressa 0s genes selB (EF-Sec), selC (tRNA®®), selD (SPS) e
PSTK. A analise de dominios dos genes selB, selD e PSTK de T. evansi encontrou regifes
condizentes com as caracteristicas funcionais das proteinas formadas. A estrutura secundaria
predita do tRNA®®* de T. evansi compartilha a maioria das caracteristicas dos tRNA®* de
eucariotos. Através da técnica de Southern Blot, demonstrou-se que os genes selB, selD e
PSTK possuem copia Unica no DNA genémico de T. evansi. Utilizando-se Western Blot, a
proteina SPS foi localizada corretamente no extrato protéico do protozoério, formando uma
banda de 43 kDa. Foi realizada também uma imunolocalizacdo da SPS, sendo que a mesma
possui localizacdo citoplasmatica neste protozoario. O gene de uma selenoproteina exclusiva
de tripanossomatideos, a selTRYP, foi amplificado do cDNA e parcialmente sequenciado.

Através desses resultados, sugere-se que o T. evansi é capaz de utilizar selénio para a



formacdo de selenoproteinas, e a presenca dos genes da via de inser¢do de selenocisteina pode
indicar um potencial futuro alvo terapéutico, visto que recentes dados demonstram um
crescimento de cepas resistentes aos medicamentos disponiveis no mercado em Varios
continentes.

PALAVRAS-CHAVE: Trypanosoma evansi, selenocisteina, selB, selC, selD, selTRYP,
PSTK.



ABSTRACT

Biosynthesis of Selenocysteine in Trypanosoma evansi

Trypanosoma evansi is the pathogenic trypanosomatid with the worldwidest
distribution, generating economic losses in Africa, South America, Europe, Asia and Oceania.
This protozoan is the etiologic agent of the disease know as Surra or Mal das Cadeiras, wich
affects almost all species of mammals, with a recent case in humans. An important metabolic
pathway described in all the three kingdoms of life is the incorporation of selenium into
proteins, wich mainly has an antioxidant function. Selenium is used in the form of the amino
acid selenocysteine, which is incorporated into the nascent polypeptide co-translationally
through the stop codon "UGA". Some elements plays a key role into this pathway: a signaling
nucleotide structure in the messenger RNA (SECIS), a specifc tRNA (tRNA>) and an
enzyme complex that allows the conversion of selenium in its active form
monoselenophosphate (SPS), its aminoacylation in tRNA® (SerRS, PSTK, SepSecS) and the
coupling of nucleotidic and proteic structures (SECIS, EF-Sec, SBP2) in the UGA codon to
translation and insertion of selenocysteine into the protein. This work demonstrated that T.
evansi express the genes selB (EF-Sec), selC (tRNA>*), selD (SPS) and pstk in its mRNA.
The domains analysis of T. evansi selB, selD and PSTK genes found regions that are
consistent with the predicted proteins functions. The predicted secondary structure of T.
evansi tRNA>® shares the most of the characteristics of eukaryotic tRNA®®. Using Southern
Blot, we showed that selB, selD and pstk are single copie genes in T. evansi genomic DNA.
The SPS proteis was correctly localized in the total protein extract of the parasite, with a 43
kDa band. The same protein has a cytoplasmatic localization in T. evansi, as showed by
indirect immunofluorescence. The gene of a trypanosomatid exclusive selenoprotein,
selTRYP, was amplified of the cDNA and sequenced. Through these results, we suggest that
T. evansi is capable of using selenium for the formation of selenoproteins, and the presence of
the selTRYP, selb, selc, seld and pstk genes may indicate a potential future therapeutic target,

since recent data show an increase in the parasite resistance to the commercial available drugs

in different continents.



KEY-WORDS: Trypanosoma evansi, selenocysteine, selB, selC, selD, selTRYP, PSTK.
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2 INTRODUCAO

2.1 Trypanosoma evansi

2.1.1 Aspectos gerais e distribuicdo

O Trypanosoma evansi € um protozoario pertencente ao Filo Euglenozoa, Ordem
Kinetoplastida. Foi descrito pela primeira vez em 1880 por Griffith Evans, um médico
veterinario do exército do Reino Unido que, ao examinar ao microscopio laminas com o
sangue de equinos acometidos na India, observou o protozoario. Evans comprovou sua
hip6tese ao inocular o sangue de animais doentes em animais sadios e apds seis dias observar
0s protozoarios no sangue dos equinos inoculados (Fallis, 1986).

Este protozoario possui um corpo alongado, com comprimento variando entre 14-33 um
e largura entre 1,5-2,2 um, extremidades afiladas, um flagelo terminal, um nucleo central e
uma membrana ondulante que permeia toda a extensdo do parasito (Figura 1) (Brun et al.,
1998; Silva, 2002). O cinetoplasto pode ou ndo estar presente, dependendo da origem da cepa.
Cepas brasileiras ndao possuem cinetoplasto (Ventura et al.,, 2002), e as que possuem

apresentam-no incompleto, sem os maxicirculos (Borst et al., 1987).

Figura 1 - Esfregaco sanguineo periférico de um camundongo experimentalmente infectado com Trypanosoma
evansi, aumento de 1000 X.
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O Trypanosoma evansi tem origem africana, e trabalhos indicam que ele surgiu a partir
da perda parcial ou toal do DNA mitocondrial, ou cinetoplasto, do Trypanosoma brucei,
causador da doenga do sono em humanos. O cinetoplasto (KDNA) é uma rede de DNA
circular com replicacdo independente adicional ao DNA nuclear. Ele é composto por
maxicirculos e minicirculos, que complementarmente expressam 0 RNA mitocondrial e RNA
ribossdmico. Os maxicirculos expressam proteinas geralmente componentes de complexos
respiratérios, mas para que essa expressao ocorra, sdo necessarias certas insercdes ou delecdes
que sdo comandadas por RNAs guias (QRNAS), produtos da transcricdo dos minicirculos e
também maxicirculos (Liu et al., 2005).

O Trypanosoma brucei possui dois estagios: no vetor, moscas do género Glossina tsé-
tse, apresenta-se na forma prociclica, a qual tem a capacidade de sobreviver no inseto e
realizar recombinagdo do KDNA; nos hospedeiros mamiferos possui uma morfologia mais
alongada, que causa a doenca, chamada de forma tripomastigota. Quando 0s parasitos estdo
na forma prociclica, possuem um intenso metabolismo mitocondrial, apresentando uma
organela bem desenvolvida e totalmente ativa. J& quando estdo no hospedeiro vertebrado, na
forma tripomastigota, a obtencdo de energia € apenas por glicolise, e 0 metabolismo
mitocondrial encontra-se diminuido (Besteiro et al., 2005). Segundo revisaram Lun e
colaboradores (2010) e Jensen e colaboradores (2010), o Trypanosoma evansi teve origem a
partir de uma mutacdo do Trypanosoma brucei a qual causou a perda da heterogeneidade e
problemas na replicacdo dos minicirculos, consequentemente, uma gradual diminuicdo na
capacidade de expressar as proteinas dos maxicirculos foi sendo gerada até que 0s mesmos se
tornaram ausentes ou sem funcdo. Essa perda do KDNA tornou invidvel a sobrevivéncia do
parasito nas moscas tsé-tsé, pois as proteinas mitocondriais sdo essenciais para a
sobrevivéncia no inseto. Desta forma, a auséncia de cinetoplasto bloqueou a forma prociclica,
mantendo os tripanossomatideos exclusivamente na forma tripomastigota, Unica encontrada
no Trypanosoma evansi. Essa auséncia do cinetoplasto conferiu ao Trypanosoma evansi a
perda da dependéncia do vetor tsé-tsé para completar seu ciclo, e visto que as moscas do
género Glossina possuem uma distribuicdo limitada a certas regibes da Africa, este
protozoéario pdde avancar para outras regides através de transmissdo exclusivamente mecanica
(Lun e Desser, 1995), sendo considerado atualmente o tripanossomatideo patogénico com
maior distribuicdo mundial (Losos, 1980).

Outra espécie que se originou nesse processo de perda do cinetoplasto do Trypanosoma

brucei foi o Trypanosoma equiperdum (Lun et al., 2010; Jensen et al., 2010). T. evansi e T.
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equiperdum sdo indistinguiveis ultraestruturalmente e possuem caracteristicas bioldgicas,
bioquimicas e moleculares muito semelhantes (Brun et al., 1998). Apesar disso, as doengas
causadas por estes protozoéarios apresentam marcadas diferengas, principalmente quanto a via
de transmisséo (prioritariamente venérea para T. equiperdum), a localizacdo dos protozoarios
(raramente o T. equiperdum pode ser encontrado no sangue) e até no tratamento, visto que em
muitos casos a dourina, doenca causada por T. equiperdum, ndo possui tratamento (Hoare,
1972; Gillingwater et al., 2007). Controversamente, considerando todas as semelhancas
morfoldgicas, bioquimicas e moleculares, ndo ha uma explicacdo para as diferencas na
patogénese entre esses protozodrios e T. brucei, apesar de todos teoricamente possuirem uma
origem comum (Lun et al., 2010).

A doenca causada pela infec¢do por T. evansi ¢ mundialmente conhecida por “Surra”, e
na América Latina pode ser também chamada de “Mal das Cadeiras”. Desde a primeira
descrigéo feita por Evans na India em 1880, foram relatados casos de tripanossomiase por T.
evansi em praticamente todos os continentes. Atualmente, a Surra € de notificacdo obrigatéria
para a OIE (World Organization for Animal Health) (Figura 2). A doenga é endémica na
Africa, com casos descritos no Egito (Amer et al.,2011), Marrocos (Atarhouch et al., 2003),
Suddo (Musa et al., 1994; Elamin et al., 1998), Mauritania (Dia et al., 1997), Quénia (Ngaira
et al.,, 2003; Njiru et al., 2004), Chade (Delafosse e Doutoum, 2004) e Etiopia (Zeleke e
Bekele, 2001). Varios paises asiaticos também apresentaram recentes surtos de T. evansi:
india (Laha e Sasmal, 2008), Israel (Berlin et al., 2010), Paquistdo (Shahgzad et al., 2010),
China (Lun et al., 1993), Tailandia (Pholpark et al., 1999) e Filipinas (Dargantes et al., 2009).
Na Europa, foram detectados casos na Espanha (Gutierrez et al., 2000) e Franca (Desquesnes
et al., 2008). Animais soropositivos foram identificados na Oceania, em Papua Nova Guiné
por Reid e Copeman (2000). Na America do Sul, o T. evansi é endémico em algumas regides.
Segundo Davila e Silva (2000), ha casos no Brasil, Bolivia, Colémbia, Guiana Francesa, Peru,
Suriname, Venezuela e Argentina.

Estima-se que a chegada do T. evansi na América do Sul tenha ocorrido no final no
século XIX com a importacdo de cavalos da Espanha (Hoare, 1972; Santos et al., 1992). No
Brasil, ja foram relatados casos de infeccdo natural 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; Branddo et al., 2002), Santa Catarina (Da Silva et al., 2008a), Parana (Kubiak e Molfi,
1954) e no Pantanal, onde a doenca é endémica, com recorrentes casos (Silva et al., 2002).

Os tripanossomatideos africanos da secdo Salivaria, a qual pertence o T. evansi,

possuem uma interessante ferramenta para evadir as defesas do hospedeiro, a expressdo das
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glicoproteinas variaveis de superficie, ou variant surface glycoproteins (VSGs). Toda a
superficie do protozoario (aproximadamente 95%) é recoberta por esses dimeros, que
possuem a propriedade de se alterar, “enganando” o sistema imune humoral do hospedeiro
(Pays et al., 2004). O genoma desses tripanossomatideos possui centenas de genes que
codificam para diferentes VSGs, e apenas um € expresso por vez. As VSGs sdo traduzidas
com um dominio N- terminal que é variavel e um dominio C-terminal que é altamente
conservado e possui uma sequéncia para ancoras de GPI (glicofosfatidilinositol) que as
sustentam na superficie do parasito (Carrington et al., 1991). Quando os protozoarios mudam
sua cobertura de VSGs ocorrem 0s picos de parasitemia, observados na forma crénica da

doenca.

WAHID DIES 2010]

.

I:l No information

Newver Reported
- Not reported in this period
|:| Suspected

- Infection/Infestation
0 cripical-pizedee -

Disease limited toone or more zofes

Figura 2 - Casos de Surra notificados a OIE no periodo de julho a dezembro de 2009. Fonte: www.oie.int

2.1.2 Ciclo de vida e transmissao

O ciclo de vida do T. evansi consiste da transmissdo exclusivamente mecénica do
protozoario de um hospedeiro infectado para outro ndo infectado (Figura 3). Os vetores sdo
principalmente moscas tsé-tsé do género Glossina (na Africa), insetos hematdfagos (Tabanus
sp., Stomoxys sp.) e também morcegos (Desmodus rotundus) (Hoare, 1972; Losos, 1986).
Nestes vetores, 0 parasito ndo desenvolve nenhuma fase do ciclo (Silva et al., 2002).

Para que a transmissdo seja realizada com sucesso, a alimentacdo do vetor no

hospedeiro infectado deve ser interrompida, fazendo com que o0 inseto procure outro
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hospedeiro ndo infectado e inocule o parasito no mesmo. Em moscas do género Stomoxys, a
sobrevivéncia do parasito no aparelho bucal é de 480 minutos (Sumba et al., 1998). Deve
haver uma alta densidade de vetores e animais com alta parasitemia. Segundo um modelo
matematico de transmissdo por tabanideos proposto por Desquesnes e colaboradores (2009),
para que ocorram frequentes surtos em uma determinada populacdo, a prevaléncia de animais
infectados deve estar em torno de 10 a 15% do total. De acordo com o autor, nesse modelo
novos surtos podem acontecer em periodos de 3 a 5 anos. CondicGes estressantes como

alteracOes climaticas e alimentares podem iniciar 0s casos.

Capillary

Figura 3 - Ciclo de vida de do T. evansi. Fonte: Gardner et al., 1988.

Diferente dos outros tripanossomatideos que possuem varios estagios no seu ciclo de
vida (Hoare, 1972), o T. evansi € monomorfico, ou seja, permanece sempre na forma
tripomastigota, provavelmente devido a auséncia parcial ou total do cinetoplasto (Borst et al.,
1987), que impede a sobrevivéncia por longos periodos no vetor. Na circulagdo do
hospedeiro, o T. evansi divide-se assexuadamente por fissdo binaria. O tempo de geracédo
demonstrado em meio de cultura é de aproximadamente 11 horas (Hirumi et al., 1997).

Apesar de ndo haverem evidéncias de transmissao venérea de T. evansi, Uche & Jones
(1992) detectaram-no na mucosa vaginal de coelhas experimentalmente infectadas. Em
condicBes naturais, ha relatos de transmissdo transplacentaria em ruminantes (Ogwu & Nuru,
1981; Paikne & Dhake, 1972; Muraleedharan & Srinivas, 1985) e camundongos
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experimentalmente infectados (Sarmah, 1998). A transmissdo por via oral j& foi comprovada
experimentalmente em camundongos, cdes (Raina et al., 1985; Bazzoli et al., 2002) e
morcegos, que sdo vetores e reservatorios da doenca (Hoare, 1972).

Um elemento essencial na manutencdo ciclica da Surra sdo 0s animais que servem
como reservatorios da doenca na natureza. Capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris), coatis
(Nasua nasua) e morcegos hematofagos (Desmodus rotundus) sdo considerados os principais
reservatorios silvestres da doenca (Nunes et al., 1993; Silva et al., 2002). Herrera e
colaboradores (2004) acompanharam a infeccdo experimental de coatis por 262 dias,
demonstrando que os mesmos desenvolveram uma forma cronica da doencga caracterizada por
anemia severa e picos recorrentes de parasitemia. Porcos e javalis também sdo considerados
reservatorios do parasito (Reid et al., 1999; Herrera et al., 2008) por ndo desenvolverem sinais
clinicos acentuados, da mesma maneira que ruminantes em geral (Ngeranwa et al., 1993).
Geralmente em casos de surtos ha a convivéncia dos animais afetados, dos reservatérios e do

vetor em um mesmo ambiente, 0 que permite a transmissao do T. evansi.

2.1.3 Mal das Cadeiras ou Surra

A doenga causada pela infeccdo por T. evansi € conhecida como Surra ou Mal das
Cadeiras. Por ser o tripanossomatideo patogénico com maior distribuicdo mundial (Losos,
1980), e encontrado infectando uma abrangente gama de espécies: equinos, cdes, bovinos,
ovinos, caprinos, camelos, gatos, pequenos roedores, bufalos, capivaras, coatis, morcegos,
coelhos, porcos, javalis e pombos (Silva et al., 2002; Colpo et al., 2005; Pholpark et al., 1999;
Atarhouch et al., 2003; Sharma et al., 2000; Herrera et al., 2008; Uche e Jones, 1992; Mandal
et al., 2008). Ruminantes e animais silvestres apresentam uma forma crénica da doenga, com
picos intermitentes de parasitemia, enquanto que principalmente equinos, cdes e gatos
desenvolvem a forma aguda, que pode levar a morte.

Humanos sempre foram considerados refratarios a infeccdo por T. evansi, até que
Joshi e colaboradores (2005) relataram o primeiro caso. Um homem de 45 anos, fazendeiro,
da regido central da india, apresentou febre intermitente associada a déficit sensitivo. Foram
realizados  esfregacos  sanguineos  periféricos que  demonstraram  numerosos
tripanossomatideos em sua circulacdo (Figura 4). Anélises soroldgicas e moleculares
confirmaram a infeccdo natural por T. evansi. O paciente apresentou picos intermitentes de

parasitemia (que chegou a 10%/ml) associados a episodios febris durante cinco meses.
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Shegokar e colaboradores (2006) realizaram a sorologia de 1806 moradores da mesma
localidade na india e constataram que 22,7 % da populagio era soropositiva para T. evansi. A
infeccdo por T. evansi em humanos ndo é comum, pois 0S mesmos possuem em seu plasma
sanguineo uma apolipoproteina ligada a lipoproteinas de alta densidade que é considerada um
fator tripanolitico, chamado apolipoproteina L-1 (APOL1). A APOL1 entra no protozoario
por endocitose e promove a formagdo de poros na membrana lisossomal, induzindo o
rompimento destes compartimentos e morte celular (Vanhame et al.,, 2003). Um dos
tripanossomatideos Africanos que causa a doenca do sono em humanos (Trypanosoma brucei
rhodesiense) expressa uma proteina que confere resisténcia a APOL1, a proteina associada a
resisténcia ao soro (SRA) (Xong et al., 1998). O T. evansi é normalmente susceptivel ao
plasma humano, como demonstrado por Hawking (1978) e também por Otto e colaboradores
(2010) para um isolado brasileiro. Uma analise molecular do gene da APOL1 do paciente
indiano demonstrou uma rara mutacdo nos dois alelos, que levava a formacao de dois stop
codons no meio da fase aberta de leitura do gene, impedindo entdo a expressdo da APOL1
funcional neste paciente, o que provavelmente foi determinante para o desenvolvimento da
infeccdo (Vanhollebeke et al., 2006).

Varios sinais clinicos estdo associados com a infeccdo por T. evansi. Os principais sao
anorexia, perda de peso, febre, sinais neuroldgicos, ataxia, anemia, sinais oculares e aborto
(Kubiak e Molfi, 1954; Silva et al., 1995; Carreira, 2005; Da Silva et al., 2008b).

Os principais sinais neurologicos relatados em infec¢fes por T. evansi incluem ataxia,
hiperexcitabilidade, andar em circulos e deficit propioceptivo (Figura 5) (Rodrigues et al.,
2009). Segundo o mesmo autor, foram encontrados parasitos no parénquima cerebral de
equinos naturalmente infectados através de imunohistoquimica, o que pode ter causado as
lesbes de leucoencéfalomalacia assimétrica, encefalite necrotizante, edema, desmielinizacéo e
meningite na medula espinhal dos animais analisados. O modo como 0 protozoario entrou no
parénquima cerebral ndo esta elucidado, mas provavelmente a presenca dele neste local esta
associada com as lesdes descritas e 0s sinais clinicos neurolégicos caracteristicos da doenca.
A hipdtese de a presenca do parasito no sistema nervoso central ser um dos causadores dos
sinais clinicos neurologicos € sugerida também por Berlin e colaboradores (2009), que
fizeram o primeiro relato ante-mortem da presenca de DNA de T. evansi no cerebelo, cérebro
e medula espinhal em equinos naturalmente infectados. A presenca de protozoarios no sistema
nervoso central também foi descrita em bovinos (Tuntasuvan et al., 1997) e veados
(Tuntasuvan et al., 2000) .
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Figura 4 - Esfregago sanguineo periférico de um humano infectado com T. evansi, corado com Giemsa, aumento
de 1000 X. A seta indica o local da puncéo para a confeccdo do esfregaco. FONTE: Joshi et al., 2005.

Lesdes oculares também podem estar associadas a tripanossomiase em algumas
espécies. Cabras experimentalmente infectadas produziram ulcera de cdrnea e retinocoroidite
crénica (Morales et al., 2006). Em gatos, a infeccdo experimental manifestou edema de
palpebra e opacidade de cdrnea. E estes sinais podem estar associados a presenca de formas
tripomastigotas no humor aquoso, verificadas através do preparo de laminas (Da Silva et al.,
2010).

Um dos principais sinais clinicos descritos em infeccGes por T. evansi € a anemia.
Praticamente todas as espécies susceptiveis apresentam quadros que variam de leves a graves:
caes (Moreira e Machado, 1985; Franciscato, 2007), cabras (Sharma et al., 2000), camelos
(Atarhouch et al., 2003), coatis (Herrera et al., 2002; Herrera et al., 2004), cavalos (Herrera et
al., 2004) e gatos (Da Silva, 2010b). Herrera e colaboradores (2004) ndo encontraram anemia
em capivaras no Pantanal brasileiro, mesmo estando as mesmas com alta parasitemia. Este
achado corrobora o importante papel destes roedores como reservatorios da doenga. A anemia
descrita em infec¢bes experimentais geralmente é macrocitica hipocromica (Omer et al.,
2007), macrocitica normocrémica (Aquino et al., 1999), normocitica normocrémica (Da Silva
et al., 2010b). Apos 72h de infeccdo, Mijares e colaboradores (2009) encontraram uma queda
de 49,5% para 33% no hematocrito de ratos experimentalmente infectados, demonstrando
haver hemdlise. Desde que Jaktar e Purohit (1971) propuseram que a causa da anemia na
tripanossomiase ndo era devido a depressdo da medula 6ssea e sim a destruicdo de eritrocitos,
recentes trabalhos tem objetivado explicar suas causas, elucidando alguns pontos importantes
na sua patogenia. A membrana dos eritrocitos de animais infectados apresenta uma maior

fragilidade osmotica, tornando-se mais susceptivel a lise (Mijares et al., 2009). Associado a
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isso, a infecgdo por T. evansi gera um aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), acarretando em uma elevagdo na peroxidacdo lipidica da membrana dos eritrocitos
devido a interacdo com essas EROs (Wolkmer et al., 2009; Mijares et al. 2009). Omer e
colaboradores (2007) comprovaram um aumento da concentracdo nas enzimas do sistema
antioxidante glicose-6-fosfato desidrogenase (G6P-DH) e glutationa-peroxidase (GSH-Px). O
aumento da atividade da G6P-DH esté relacionado a uma maior atividade da via das pentoses-
fosfato, que produz a coenzima NADPH. O NADPH mantém a GSH-Px em sua forma
reduzida, para que ela possa atuar como um potente antioxidante. Esses trabalhos demonstram
entdo que a infeccdo por T. evansi esta associada a uma alta taxa de peroxidacdo lipidica
associada a uma producéo de EROs que aumentam a fragilidade da membrana dos eritrécitos,
podendo levar a hemdlise e a producdo da anemia.

Outro mecanismo para a anemia que pode tambem estar atuando conjuntamente com o
descrito acima é a eritrofagocitose promovida pela enzima sialidase ou neuraminidase. A
sialidase hidrolisa glicoconjugados que sustentam o acido sialico negativamente carregado da
membrana dos eritrocitos, causando alteracbes estruturais na ceélula facilitando a
eritrofagocitose por macrofagos e consequente anemia (Durocher et al., 1975). Nok e
colaboradores (2003) caracterizaram a sialidase de T. evansi, definindo sua localizacdo
superficial, propriedades e capacidade de hidrolise de celulas vermelhas principalmente em
caes, ratos e camundongos. Neste mesmo trabalho, células do tecido nervoso foram expostas a
sialidase de T. evansi e demonstraram um alto nivel de hidrélise de acido sialico, podendo
entdo este mecanismo também contribuir para a sintomatologia nervosa da Surra. Shehu e
colaboradores (2006) dosaram a atividade da sialidase em cabras experimentalmente
infectadas por T. evansi e encontraram um aumento no nimero de moléculas de acido sialico
livre concomitante com uma diminuicdo de &cido sialico na membrana de eritrdcitos e
aumento da parasitemia.

A formacédo de imunocomplexos também pode estar envolvida na anemia, pois Assoku
(1975) demonstrou que a injecdo repetida de extratos protéicos de T. evansi em ratos
desenvolveu uma anemia hemolitica moderadamente severa. Os imunocomplexos podem ser
uma das causas de glomerulonefrite relatada em um caso autéctone de T. evansi em um cao
no Estado do Rio Grande do Sul (Colpo et al., 2005).
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Figura 5 - Equino infectado por T. evansi apresentando déficit propioceptivo. Fonte: Rodrigues et al., 2009.

Apesar da patogenia ndo ser bem compreendida, o aborto pode acontecer em infecgdes
por T. evansi. Gutierrez e colaboradores (2006) relataram 5 abortos em 16 camelos,
principalmente no terco final da gestacdo; e Tuntasuvan e colaboradores (2003) em um surto
de Surra na Tailandia relataram 42% de aborto em éguas e mulas. Pholpark e colaboradores
(1999) descreveram queda significativa na producdo de leite de vacas em um surto de
tripanossomiase na Tailandia.

Além da acdo do T. evansi nas células do sistema nervoso central ser sugerida como
uma das causas da incoordenacdo motora caracteristica da doenca, Finol e colaboradores
(2001) analisaram alteracBes ultraestruturais em células musculares esqueléticas de
camundongos experimentalmente infectados e encontraram varias alteragdes morfologicas,
aléem de parasitos no citoplasma de células endoteliais. Estas alteragdes sugerem que as
células musculares esqueléticas sdo um importante alvo da acdo destes protozoarios.
Modificagdes ultraestruturais nas glandulas adrenais foram encontradas em um trabalho
semelhante realizado por Rossi e colaboradores (1999), que também sugere pela primeira vez

uma forma intracelular de T. evansi.
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2.1.4 Resposta Imune

Os principais componentes da resposta imune a infeccdo por T. evansi em
camundongos foram estudados por Baral e colaboradores (2007). Segundo os autores, o fator
de necrose tumoral (TNF), que é importante na infeccdo de outros tripanossomatideos, ndo
influencia na parasitemia ou tempo de sobrevivéncia dos animais. O interferon-gama (IFN- y)
também ndo influenciou a parasitemia e o tempo de sobrevivéncia, mas os animais sem o
gene do IFN- y apresentaram maior chance de desenvolver anemia. Os autores concluiram
também que o O6xido nitrico, produzido pelo hospedeiro mediante IFN- y, tem efeito
supressivo nas células T do hospedeiro, mas esse efeito ndo influenciou na parasitemia e
tempo de sobrevivéncia dos camundongos. Interessantemente, neste trabalho os autores
observaram o papel da IgM no controle da infec¢do por T. evansi. Os animais foram capazes
de controlar a infeccdo em seu inicio, onde havia altos niveis de IgM e baixa 1gG. A queda
dos niveis de IgM e aumento de IgG coincidiu com a perda do controle da infeccéo.
Camundongos deficientes em IgM também néo foram capazes de controlar o primeiro pico de
parasitemia. Para confirmar esta teoria, camundongos deficientes em IgM foram tratados
antes da infeccdo com IgM e IgG purificados de animais infectados, e apenas 0s que
receberam IgM foram capazes de controlar a infeccdo, demonstrando assim o papel

fundamental da IgM na tripanossomiase por T. evansi.

2.1.5 Diagnostico

Os sinais clinicos da infeccdo por T. evansi sdo em sua maioria inespecificos,
principalmente no inicio da doenca, sem nenhum sinal patognoménico (Silva et al., 2002).
Segundo a Organizacdo Internacional de Epizootias (OIE- OIE Terrestrial Manual
www.oie.int), varios procedimentos diagndsticos sdo indicados e as principais técnicas serao
discutidas a seguir.

A identificacdo direta do agente pode ser realizada na fase aguda da doenca, através da
analise de esfregaco sanguineo ou de linfonodos em microscépio. A busca por protozoarios
pode ser realizada analisando-se o material em lamina e laminula (busca por parasitos méveis)
ou corando-se 0 esfregaco com Giemsa. As limitacdes desta técnica sdo que ela é pouco
sensivel e em regifes em que ha mais de uma espécie de Trypanosoma spp. geralmente ndo é

possivel diferencia-las.
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Como em muitos casos a tripanossomiase apresenta baixa parasitemia, algumas
técnicas de concentracdo podem ser utilizadas. A primeira delas é a técnica de centrifugacao
em microhematocrito ou método de Woo (Woo, 1970), na qual o sangue é separado em tubos
capilares com anticoagulante e os protozoarios podem ser observados na juncdo entre a
camada de células brancas e o plasma. Outra técnica bastante sensivel é a mini-anion
exchange centrifugation technique (MAECT), que consiste na realizacdo de uma
cromatografia de troca iénica em DEAE (dietilaminoetil)-Celulose. As células sanguineas do
hospedeiro sdo mais negativamente carregadas do que os protozoarios, fazendo com que, com
0 uso de tampfes com a forca idnica adequada, os parasitos sejam eluidos pela coluna
enquanto as células do sangue permanecem retidas (Lanham e Godfrey, 1970). Os
protozodrios devem entdo ser centrifugados e visualizados em microscopio ptico.

Como o T. evansi é altamente infectante para pequenos roedores, a inoculagdo em
animais de laboratorios de sangue suspeito pode ser realizada. A parasitemia deve ser
acompanhada a cada 48h através de esfregaco sanguineo da cauda, e o0 periodo pré-patente
geralmente é curto (5 dias), variando conforme a patogenicidade da cepa. Alternativamente,
uma maior sensibilidade pode ser obtida com a inoculacdo da camada de células brancas,
sendo assim possivel detectar ate 1,25 parasitos/ml de sangue (Reid et al., 2001).

Um dos mais sensiveis métodos € a deteccdo especifica de DNA de T. evansi através
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Atualmente o padrdo ouro para a identificacdo do
subgénero Trypanozoon séo os iniciadores NRP ou TBR (Masiga et al., 1992; Moser et al.,
1989). Para a identificacdo da espécie, podem ser utilizados iniciadores especificos para T.
evansi, como, por exemplo, os que amplificam o gene RoTat 1.2, que é uma VSG exclusiva
de T. evansi, ndo presente em T. brucei (Claes et al., 2004). Algumas cepas de T. evansi
provenientes do Quénia ndo apresentam o gene RoTat 1.2, para estas podem ser utilizados
iniciadores que amplificam outra VSG, desenvolvidos por Ngaira e colaboradores (2005).
Apesar de ser a técnica mais sensivel para o diagndstico, o resultado pode ser falso negativo
em casos em que ndo € observada parasitemia (Bengaly et al., 2001). Por ndo serem baseados
em DNA do cinetoplasto, que é ausente em grande parte das cepas de T. evansi, estes dois
altimos iniciadores sdo capazes de abranger o diagnostico especifico de T. evansi para a
grande maioria das cepas (Ngaira et al., 2005).

Métodos soroldgicos também sdo bastante empregados na deteccdo de anticorpos
especificos anti- T. evansi no soro de animais suspeitos. Podem ser utilizados varios testes, 0s
mais empregados sdo imunofluorescéncia indireta, ELISA (enzyme-linked immunosorbent

assay) e o CATT (card agglutination test). Em cavalos experimentalmente infectados com T.
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evansi, Wernery e colaboradores (2001) compararam os trés métodos, e concluiram que o
CATT detectou os antigenos com 7,8 dias pos-infeccdo, seguido pela imunofluorescéncia
indireta com 15,7 dias e ELISA com 17,4 dias. Os autores também sugerem que deve ser feita
uma padronizacéo de valores de cut-off, pois em alguns testes animais negativos apresentaram
uma certa reatividade. ReacBes cruzadas podem acontecer entre tripanossomatideos,
principalmente entre os da mesma sec¢do. Os pertencentes a secdo Salivaria, como T. evansi,
T. brucei e T. vivax apresentam reatividade cruzada em diversos testes soroldgicos, tanto que
antigenos de T. evansi, que cresce mais facilmente em camundongos, podem ser utilizados
para o0 diagnostico soroldgico de T. vivax (Desquesnes et al., 2001; Camargo et al., 2004).
Recentemente, 102 pacientes portadores da doenca de Chagas, causada pelo T. cruzi, foram
submetidos ao ELISA utilizando antigenos de T. evansi, e surpreendentemente, 92,6% foram
positivos (Desquesnes et al., 2007). Este é um dos poucos estudos que demonstra reatividade
cruzada entre tripanossomatideos de diferentes secOes, visto que o T. cruzi pertence a secao
Stercoraria. Segundo os autores, muitos dos dados epidemioldgicos baseados apenas em
sorologia devem ser melhor examinados, pois animais podem desenvolver uma infeccéo
isolada ou com os dois protozoarios conjuntamente, sendo que ferramentas moleculares
devem ser empregadas para se obter a real proporcdo de cada agente que estd causando as
doencas. Savani e colaboradores (2005) relataram um cdo naturalmente infectado por T.
evansi e Leishmania chagasi, alertando também para a reagdo cruzada que pode ocorrer entre

esses dois protozoarios.

2.1.6 Tratamento

Os tripanossomatideos T. evansi e T. vivax constituem na América do Sul, Africa e
Asia um risco potencial para 500 milhdes de bovinos, 100 milhdes de bufalos e 12 milhdes de
camelos (Silva et al., 2002). Estima-se que o custo com T. evansi no Pantanal, incluindo
gastos com tratamento, pode chegar a 2,4 milhdes de délares com 6462 cavalos afetados por
ano (Seidl et al., 1998).

O tratamento para a Surra baseia-se principalmente em quatro drogas: suramina,
aceturato de diminazeno, quinapiramina e melarsomina (Brun et al., 1998). Ao contrario dos
trés primeiros, a melarsomina foi desenvolvida ha pouco mais de 20 anos (Raynauld et al.,
1989), e € o Unico composto que apresenta eficAcia comprovada em diversas espécies (Payne

et al., 1994; Australian Veterinary Emergency Plan-
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http://www.animalhealthaustralia.com.au/). Os grandes problemas sdo a alta toxicidade destas
drogas para o hospedeiro e o surgimento de cepas resistentes, visto que grande parte destes
compostos vem sendo utilizados no campo h& mais de 40 anos (Silva et al., 2002). Zhang e
colaboradores (1993) induziram a formacdo de resisténcia ao aceturato de diminazeno,
melarsomina e suramina no laboratorio, demonstrando que o uso indiscriminado destas drogas
pode culminar com uma menor sensibilidade dos protozoarios aos tratamentos disponiveis.
Recentemente, Gilligwater e colaboradores (2010) observaram que varios compostos
derivados de diamidina podem ser eficazes contra T. evansi, sendo que identificaram 31 com
alta eficacia contra o protozoério e baixa toxicidade para células de ratos em cultura.

Em um surto de Surra em cavalos e mulas na Tailandia, o tratamento com aceturato de
diminazeno mostrou-se ineficiente, visto que ap6s a segunda dose, 50% dos cavalos e 25%
das mulas permaneceram positivas (Tuntasuvan et al., 2003). A resisténcia ao aceturato de
diminazeno pode estar associada a expressdo de um gene, o0 TeDR40. Witola e colaboradores
(2005) demonstraram que este gene tem a expressdo aumentada em 1000 vezes em parasitos
resistentes. Outro fator envolvido na resisténcia ao aceturato de diminazeno € o transportador
de aminopurinas P2, que carrega a droga para dentro do protozoario. Quando foi realizado o
knock-out deste gene por RNA de interferéncia em T. evansi, o parasito foi capaz de crescer
axenicamente com doses 5,5 vezes maiores do que o maximo recomendado (Witola et al.,
2004). Zhou e colaboradores (2004) identificaram cepas pouco sensiveis a suramina e
quinapiramina na China, sendo que algumas delas mostraram-se totalmente resistentes as
doses curativas dessas drogas. Essa resisténcia a quinapiramina pode estar associada a duas
proteinas, uma de 15,9 e outra de 19,76 kDa (Liao e Shen, 2010). Em uma ampla avaliacédo
sobre a situacdo atual de resisténcia as quatro principais drogas correntemente utilizadas,
Gillingwater e colaboradores (2007) demonstraram que cepas da Colémbia e do Quénia sao
resistentes a suramina (a cepa queniana tem uma resisténcia 200 vezes maior que o padrao),
cepas do sudeste da Asia, Indonésia e Filipinas apresentaram resisténcia ao aceturato de
diminazeno e a cepa colombiana apresentou maior grau de resisténcia a quinapiramina,

seguida por uma brasileira.


http://www.animalhealthaustralia.com.au/

30

2.2 SELENIO E SELENOPROTEINAS

2.2.1 Aspectos gerais

Em 1818, o cientista sueco Jons Jacob Berzelius detectou pela primeira vez o elemento
selénio em cAmaras de chumbo de uma fabrica de &cido sulfdrico, atribuindo-o este nome em
homenagem a lua, do grego “selene” (Berzelius, 1818). A partir de 1950, o selénio foi
reconhecido como um micronutriente essencial, relacionado a varios beneficios na salde.
Possui atividade antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, reprodutiva, anticancerigena e na
prevencdo de doencas cardiovasculares e musculares (revisado por Hatfield e Gladyshev,
2002; Papp et al., 2007). O selénio também foi comprovadamente reconhecido como etiologia
de intoxicagcOes em pessoas e animais a partir de 1944, causando doencas atraves de sua
ingestdo excessiva, além de ser teratogénico e possivelmente carcinogénico (Yang et al.,
1983; Tiwari et al., 2006; Kamble et al., 2009; Flohé, 2009).

O selénio € um elemento essencial para eucariotos e procariotos. Ao contrario de
outros elementos que interagem com as proteinas na forma de cofatores, o selénio é co-
traducionalmente incorporado a determinados polipeptidios como parte do aminoacido
Selenocisteina (Sec), que hoje é considerado o 21° aminoacido do codigo genético (Hatfield e
Gladyshev, 2002). As principais selenoproteinas e 0 modo pelo qual a Sec é incorporada as

mesmas serdo detalhadas nos proximos itens.

2.2.2 Selenoproteinas

Selenoproteinas sdo todas as proteinas que possuem selénio em sua composi¢do, na
forma do aminoéacido selenocisteina. Essas proteinas sdo essenciais para diversos processos
celulares, sendo que a ingestdo de baixas quantidades de selénio, resultando em uma
deficiéncia de selenoproteinas, é a etiologia de algumas doencas, como a de Keshan
(miocardiopatia que ocorre em regibes na China com o solo deficiente em selénio), a de
Kashin-Beck (osteoartrite associada a ingestdo de baixas quantidades de selénio), cretinismo
endémico mixedematoso (a deficiéncia de selénio pode estar associada a deficiéncias na
tiredide que irdo acarretar em nanismo e deficiéncia mental) e infertilidade masculina
(Organizagdo  Mundial da Salude -  http://whglibdoc.who.int/publications/1996/
9241561734 _eng.pdf).
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O selenoproteoma humano é constituido de 25 proteinas, muitas destas com funcéo
conhecida (Kryukov et al., 2003). A primeira selenoproteina a identificada foi a glutationa-
peroxidase 1 (GPx-1), em 1973 por Flohé e colaboradores. As GPx estdo relacionadas a
reducdo de peroxido de hidrogénio e outros hidroperoxidos, protegendo as células do estresse
oxidativo (Papp et al., 2007). Sete GPx sdo conhecidas em humanos, sendo que 2 delas
possuem cisteina no lugar de selenocisteina. As tioredoxinas-redutases também sé&o
selenoproteinas envolvidas em processos de oxirredugdo que estdo presentes em praticamente
todos os organismos (Papp et al., 2007). Essas proteinas também podem possivelmente ser
inativadas pelo selénio em tumores, funcionando como um mecanismo antitumoral (Ganther,
1999) Arbogast e Ferreiro (2010) discutem o possivel papel da selenoproteina N (SelN) na
protecdo contra espécies reativas de oxigénio (EROs) e controle homeostatico do célcio. A
selenoproteina SelW, juntamente com SelN, esta envolvida na manutencdo e desenvolvimento
muscular (Lescure et al., 2009). A Sepl5 é uma selenoproteina que pode estar associado ao
enovelamento de proteinas no reticulo endoplasmatico, envolvida na formacgédo de pontes de
sulfeto. Também ha a possibilidade desta proteina participar do processo de apoptose, sendo
entdo um importante alvo no cancer (Papp et al., 2007). A selenoproteina P (SelP) contém a
maioria do selénio presente no plasma (pode ser utilizada como um biomarcador), e esta
associada ao transporte deste micronutriente do figado para diversos tecidos, como o cérebro;
aléem de também atuar como antioxidante (Burk et al., 2002). O grupo das iodotironinas
deiodinases (DIOs) constitui uma das principais selenoproteinas do metabolismo, pois as
DIOs atuam ativando ou inativando os hormdnios da tiredide, T3 e T4, que atuam em VArios
processos, como termogénese, crescimento e desenvolvimento do cérebro (Papp et al., 2007).
A selenofosfato sintetase 2 (SPS2) é interessantemente uma selenoproteina que € necessaria
para a formacao das demais, estando envolvida na fosforilacdo do selénio para que 0 mesmo
possa ser incorporado a selenocisteina (Xu et al., 2007). A selenoproteina K (SelK) possui
altos niveis de mRNA no musculo cardiaco e esta envolvida na protecdo dos danos por
estresse oxidativo no coracgdo (Lu et al., 2006). Outras selenoproteinas como SelH, SelO, Sell,
SelT e SelV ainda ndo possuem sua exata funcdo caracterizada, mas a maioria delas possui o
motivo CXXU (C= cisteina, U= selenocisteina) que caracteriza uma funcdo antioxidante
(Papp et al., 2007). Uma comparacdo das selenoproteinas descritas anteriormente e sua

presenca na Ordem Kinetoplastida esta descrita na Tabela 1.
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Tabela 1 Principais genes de selenoproteinas e selenoproteinas descritos em humanos e protozoarios da Ordem
Kinetoplastida.

Selenoproteina Humanos Ordem Kinetoplastida
Glutationa-peroxidase Flohé et al., 1973
lodotironinas deiodinases Papp et al., 2007
LmSell e LinfSell Cassago et al., 2006
ODD1 Iribar et al., 2003
Selenofosfato sintetase Xu et al., 2007 Sculaccio et al., 2008
SelK Lu et al., 2006 Lobanov et al., 2006
SelN Arbogast e

Ferreiro, 2010
SelP Burk et al., 2002
SelT Papp et al., 2007 Lobanov et al., 2006
SelTryp Lobanov et al., 2006
Selw Lescure et al., 2009
Sepl5 Papp et al., 2007
Tioedoxina-redutase Ganther, 1999;

Papp et al., 2007

Uma das principais fungdes das selenoproteinas € a protecdo contra as espécies
reativas de oxigénio (EROs), atuando como antioxidantes. As EROs sdo capazes de causar
danos as macromoléculas celulares, incluindo DNA, proteinas e lipideos. Em comparacao
com o aminodcido cisteina, a selenocisteina possui um selénio substituindo o enxofre da
cisteina (Arnér, 2010). Essa simples mudanca pode conferir a selenocisteina um potencial
entre 10 e 100 vezes maior para reacdes de oxirreducdo se comparada a cisteina. 1sso pode ser
explicado pelo fato de a Sec possuir um pk, de 5,2 enquanto o da cisteina é de 8,5, entdo, em
condicBes fisiolégicas (pH entre 6,5-7,5), a maioria das moléculas de Sec estardo
desprotonadas, portanto, mais propensas a participar de reacdes de oxirreducdo (Arnér, 2010).
Entretanto, o autor ndo considera apenas o baixo pk, da selenocisteina a Unica causa pela qual
ela se mantém expressa na natureza, visto que muitas proteinas homologas contendo cisteina
em vez de Sec mantém a capacidade antioxidante (Kanzok et al., 2001). Inclusive, algumas
selenoproteinas de mamiferos possuem homdélogas sem selénio em tripanossomatideos, mas
mantendo a funcdo antioxidante (Hillebrand et al., 2003).

Procariotos e eucariotos possuem variados numeros de selenoproteinas em sua
composicdo, podendo variar de zero em alguns fungos e plantas até 30 em alguns peixes e

algas (Lobanov et al., 2009). Com analises de bioinformatica, selenoproteomas de varias
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espécies foram identificados, como por exemplo em humanos, roedores, peixes, bactérias,
nematdides, insetos, protozoarios da Ordem Kinetoplastida (revisados por Lobanov et al.,
2009). Interessantemente, descobriu-se que a distribuicdo das selenoproteinas varia muito
conforme a espécie, sendo aparentemente dependente do ambiente em que o organismo vive e
da disponibilidade de selénio, visto que algumas plantas superiores perderam toda a
maquinaria de insercdo de Sec (Lobanov et al., 2007a) enquanto que para o T. brucei a
inibicdo de selenoproteinas pode ser fatal (Lobanov et al., 2006).

2.2.3 Biossintese de selenocisteina em Procariotos

A formacédo de proteinas contendo selenocisteina em sua constituicdo passa por uma
complexa, e ainda ndo totalmente elucidada, rota metabolica. Os detalhes desta via em
procariotos e eucariotos, bem como os principais elementos atuantes na incorporacdo co-
traducionalmente de Sec as proteinas serdo descritos a seguir.

Em procariotos, usando como modelo a enterobactéria Escherichia coli, Bock e
colaboradores (1991) desvendaram a via metabdlica, bem como os 4 principais elementos que
a compde. Poucos anos antes, em 1987, o0 mesmo grupo publicou um trabalho no qual
relataram que a enzima formato-desidrogenase de E. coli possui um codon UGA, que € um
cddon de parada da tradugdo (“stop-codon”), codificando para um aminoacido nesta proteina,
a selenocisteina (Zinoni et al., 1987). Esta descoberta quebrou o dogma de que um cdodon
pode ter apenas uma leitura em um mesmo organismo (Bdck, 2000), afirmando que o até
entdo “stop-cédon” UGA sinaliza também a inser¢do de selenocisteina em uma proteina.

O cbédon UGA é traduzido em selenocisteina por um RNA transportador (tRNA)
especializado, o tRNA>**, O tRNA**, conhecido como selC em procariotos, € inicialmente
aminoacilado com uma serina, pela enzima seril-tRNA-sintetase, formando o tRNAS®" [5¢7],
Esta serina tem um grupamento hidroxil removido de sua cadeia lateral pela enzima
selenocisteina-sintase (produto do gene selA), tornando-a susceptivel a incorporacdo de
monoselenofosfato, formando assim o tRNA carregado com selenocisteina, ou tRNA®>** (Bock
et al., 1991). A constituicdo do monoselenofosfato utilizado para a formagdo do tRNA>* é
mediada pela enzima selenofosfato-sintetase, que gera este elemento a partir de selenito e
ATP (Veres et al., 1992).

Em bactérias, logo ap6s o codon UGA do mRNA de selenoproteinas, na fase aberta de

leitura (ou ORF, do inglés “open reading frame”), encontra-se uma estrutura essencial e
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especifica de selenoproteinas, e que é determinante para que o cédon UGA codifique para
selenocisteina: a SECIS (sequéncia de inser¢do de selenocisteina, no inglés “SElenoCysteine
Insertion Sequence”) (Berry et al., 1991). A SECIS possui uma estrutura secundaria em forma
de “grampo”, contendo duas hélices e 2 loops, além de um quarteto de bases ndo-Watson-
Crick que séo o sitio funcional da estrutura (Figura 6) (Hatfield e Gladyshev, 2002).

¢ Apical
A 4 loop

Helix 1T

-G Quartet
<A (SECIS core)

% Internal
loop

Helix I

Figura 6 - Estrutura consenso da SECIS, com destaque para as 4 bases ndo Watson-Crick. Fonte: Hatfield e
Gladyshev, 2002.

No momento da traducdo de uma selenoproteina, um fator especial de traducéo, que
também pode ser considerado um fator de elongacdo EF-Tu, chamado selB, liga-se
especificamente a SECIS pela sua porcdo C-terminal e ao tRNA®* com uma alta
especificidade (Paleskava et al., 2010), e com esta interacdo e a quebra de GTP o codon UGA
sinaliza a insercdo de selenocisteina no polipeptideo nascente em procariotos (Bock, 2000). A

via completa em procariotos esta esquematizada na Figura 7.
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Figura 7 - Via de inser¢do de selenocisteina em procariotos. Fonte: http://www.uni-frankfurt.de/fb/fb15/
institute/inst-3-mol-biowiss/AK-Rother/research.html

2.2.4 Biossintese de selenocisteina em Eucariotos

A enzima selenocisteina-sintase (selA), que converte serina em selenocisteina
utilizando monoselenofosfato, ndo € encontrada em eucariotos. Alguns trabalhos
demonstraram a existéncia de uma serina fosforilada no tRNA, formada a partir da
fosforilacdo do tRNAS 59 (revisado por Allmang et al., 2009). Em 2004, Carlson e
colaboradores identificaram e caracterizaram a enzima O-fosfoseril-tRNA**-quinase (PSTK)

em archaea e camundongos, encontrando também um alto grau de conservacdo em diversas
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espécies destes reinos. Este trabalho também relatou a especificidade da PSTK pelo
tRNAS®T* demonstrando ent&o que esta enzima promove a formacéo de fosfoseril-tRNAS®"
[Sec] 3 partir de tRNAS 51 A especificidade de fosforilacdo da PSTK pelo tRNAS® < e nzo
pelo tRNAS® 51 ¢ um ponto de controle muito importante, que evita que seja formada Sec no
lugar de serina na célula, e foi demonstrada por Chiba e colaboradores (2010), que relataram
que a PSTK fosforila apenas tRNAS® 5¢1 e ngo tRNAS® 511

O ultimo passo para a formagdo tRNA carregado com selenocisteina é a conversao do
fosfoseril-tRNAS" 151 em tRNA®C. Esse processo é realizado pela enzima O-fosfoseril-
tRNAS® B tRN AS®_sintase (SepSecS), que é uma proteina de 48 kDa que foi originalmente
precipitada utilizando anticorpos de pacientes com hepatite auto-imune do tipo | (Gelpi et al.,
1992). O monoselenofosfato utilizado pela SepSecS para formar o tRNAS® é sintetizado pela
enzima selenofosfato-sintetase 2 (SPS2) (Xu et al., 2007). Segundo os autores, apenas a SPS2,
e ndo a SPS1, é capaz de sintetizar monoselenofosfato a partir de selenito e ATP in vitro. Isto
condiz com o fato de a SPS2 ser encontrada no genoma de todos 0s organismos que
sabidamente sintetizam Sec (Allmang et al., 2009) e também que alguns insetos que perderam
a via da Sec ainda apresentam a SPS1 (Chapple e Guigo, 2008), podendo estar esta enzima
relacionada a outras funcbes na celula (Lobanov et al., 2008). A biossintese de Sec em

eucariotos esta resumida na Figura 8.
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Figura 8 - Biossintese de selenocisteina em seu préprio tRNA. Fonte: Xu et al., 2007.

O posicionamento da SECIS em archaea e eucariotos é outro ponto de diferenca. A
localizacdo desta sequéncia é na regido 3"~ ndo-traduzida (3"-UTR) do gene (Hatfield e
Gladyshev, 2002). Em eucariotos, existem 2 tipos de SECIS, sendo que o tipo Il possui uma

terceira hélice e um menor loop apical se comparado ao tipo | (Allmang et al., 2009). O tipo
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Il constitui a maioria das SECIS encontradas (Figura 9).

SEPN1 SECIS (type 1)
Type 2 SECIS i e

) Apical loop Apical loop
Helix [l A
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Helix Il
Aic
Aic Ue U
Helix 11 c A+ G Non-Watson-Crick
G A quartet
Ue U
A
Internal loop |
Helix |
5 3'
3'UTR

Figura 9 - SECIS de eucariotos tipo | e tipo Il. Fonte: Allmang et al., 2009.

O papel feito por selB em procariotos é realizado por 2 proteinas em eucariotos: o
fator de elongacdo que liga 0 tRNA®* chamado EF-Sec; e uma proteina especifica que liga-se
a SECIS, a proteina ligante ao SECIS 2 (SBP2). Fagegaltier e colaboradores (2000)
identificaram um homologo a selB em camundongos que tinha capacidade de ligar-se ao
tRNA®® a GTP mas ndo era capaz de interagir com SECIS. O EF-Sec liga-se a0 tRNA® e
direciona-o para o sitio A do ribossomo. Assim que o ribossomo reconhece 0 tRNA>*, o EF-
Sec hidrolisa GTP e libera 0 tRNA™, deixando o sitio A livre novamente (Donovan e
Copeland, 2010). Ao contrario dos fatores de elongacdo dos outros aminoacidos, que possuem
3 dominios, o EF-Sec possui um quarto, responsavel pela interacdo com a SBP2 (Fagegaltier
et al., 2000).

A SBP2 ¢ o fator de incorporacao de selenocisteina mais estudado atualmente (Xu et
al., 2007; Allmang et al., 2009). Esta proteina liga-se a SECIS e ao EF-Sec, papel este
desempenhado em procariotos apenas por selB. Em bactérias, pelo fato de a SECIS estar
posicionada logo ap6s o codon UGA, é possivel que apenas selB faca a ligacdo em SECIS e

também ao tRNA®®, o que ndo é possivel em eucariotos, visto que o elemento SECIS esta
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posicionado na 3" -UTR do gene (Donovan e Copeland, 2010). O papel central deste elemento
na traducdo de selenoproteinas foi demonstrado pela primeira vez por Copeland e
colaboradores (2000), relatando que células sem SBP2 paravam totalmente a sintese de
selenoproteinas, que era restaurada apés a adicdo da proteina. A SBP2 possui 3 funcdes:
incorporacdo de Sec a proteina, ligacdo a SECIS e ligacdo ao ribossomo; e isso € comprovado
pela presenga de 3 principais dominios na proteina, sendo que o primeiro possui fungao
desconhecida, o segundo é necessario para incorporacdo de Sec e ligacdo a SECIS (chamado
de SID), e o terceiro que liga-se com o ribossomo (RBD). No momento da traducéo, a
afinidade da SPB2 com SECIS induz mudangas conformacionais no RBD, que recruta o SID
e promove a ligacdo a SECIS. A SECIS ligada a SBP2 permite a aproximagdo do EF-Sec,
induzindo mudancgas conformacionais em SID que sinaliza ao ribossomo a autorizacdo para
que 0 EF-Sec libere o tRNA>* no sitio A ribossomal. Apds, ocorre a hidrélise de GTP que
permite o desligamento do tRNA®* e do EF-Sec, ndo sendo conhecido o destino da SBP2
(Figura 10) (revisado por Donovan e Copeland, 2010). Um modelo proposto para a liberacéo
de SBP2 seria através da proteina ribossomal L30, que compete com SBP2 pela ligacdo a
SECIS (Papp et al., 2007).Estudos demonstram que uma terceira proteina, a SECp43,
aumenta a interacao entre EF-Sec e SBP2 in vivo (Small-Howard et al., 2006).

As principais diferencas entre as vias de biossintese e traducéo de selenoproteinas em

procariotos, arqueobactérias e eucariotos estao ilustradas nas Figuras 11 e 12.
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Figura 10 - Tradugdo de Sec, demonstrando o complexo formado entre SECIS-SBP2-EF-Sec e a interacdo com
0 ribossomo (cinza). Ver no texto maiores detalhes. Fonte: Donovan e Copeland, 2010. Modificado
por Tavares, 2010.

Ser- tRNA™ (1) Sec- tRNA™
o SelA
h -
%&O Se-donor + PLP
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T @ ot
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ATP ADP Se-donor + PLP

Figura 11 - Biossintese de Sec em procariotos em (1) (utilizando a via de selA) e em arqueobactérias e eucariotos
(2) (utilizando a via PSTK- SepSecS. Fonte:Yuan et al, 2006. Modificado por Tavares, 2011.
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Figura 12 - (A) Traducéo de selenocisteina em bactérias; (B) traducdo de selenocisteina em arqueobactérias; (C)
traducdo de selenocisteina em eucariotos. Fonte: Berry, 2005.

2.2.5 Selenoproteinas em Kinetoplastida

O Trypanosoma evansi pertence a ordem Kinetoplastida, cujos integrantes sdo
conhecidos como eucariotos inferiores. Poucos trabalhos visam elucidar a utilizacdo de
selenocisteina por protozoarios desta ordem. O primeiro gene de selenoproteina de
Kinetoplastida foi relato em 2003, a ODD1 em Leishmania major (lribar et al., 2003).
Cassago e colaboradores (2006) através de buscas nos genomas de Leishmania major,
Leishmania infantum, Trypanosoma brucei, Trypanosoma congolensis, Trypanosoma cruzi e
Trypanosoma vivax encontraram pela primeira vez homdlogos para SPS2, EF-Sec, PSTK e
SECp43, essenciais para a maquinaria de insercdo de selenocisteina. Também identificaram
possiveis genes homologos a GPx e SelR em L. major e T. brucei e SelX em T. brucei. Os
autores também reportaram a existéncia de um gene para uma possivel selenoproteina de L.
major e L. infantum, nomeada LmSell e LinfSell, respectivamente, juntamente com a SECIS
correspondente. A possivel selenoproteina incorporou °Se formando uma banda de tamanho

esperado em um experimento com células em cultura (Figura 13). Geslain e colaboradores



41

(2006) demonstraram que a enzima seril-tRNA sintetase é funcional em Trypanosoma spp.,
surpreendentemente aminoacilando o tRNA®® com uma eficiéncia 8 vezes maior que o
tRNAS®. Interessantemente, também foi demonstrado que o silenciamento do gene da seril-

tRNA sintetase promove uma parada no crescimento das células em cultura.

e}
¢ G
c-G uu
U-A uu AR AU kDa
G~ "GUGAGCEU GUUCGAUGACUCCUCGUGGAGA CCCUG
N RN RN RS B B O N U B N N [
GCGACAAACACGCA - CAGUCAUAGUAGGUCCACC - CU-GGUGU ayy
52 -
LmSel1 20 -
500 -
400 - ala
300 - Gc GG 12 -
200 - U-A U u AR AU
G~ TGUGAGCGU GUUUGAUGACUCCUCGUGGAGA CCCUG
100 - R N B R I T O 1 O O O I Y s
GCGACAAACACGCA- CAGUCAUAGUAGGUCCACC - CU-GGUGC o
LinfSell
(A) B) C) B d

Figura 13 - (A) Amplificacdo por RT-PCR de LmSell (linha 2) e LinfSell (linha 3). (B) Estruturas secundérias
preditas para SECIS. (C) Incorporacido de °Se por Leishmania, em 12 kDa possivelmente esta a
selenoproteina LmSell ou LinfSell. Fonte: Cassago et al., 2006.

Lobanov e colaboradores (2006) em uma busca por selenoproteinas no genoma de
Trypanosoma spp. e Leishmania spp. identificaram 3 selenoproteinas: SelK, SelT e SelTryp.
SelK e SelT sdo homdlogas as encontradas em mamiferos, mas SelTryp demonstrou ser
exclusiva de tripanossomatideos. Esta proteina apresenta o0 motivo CxxU, que € caracteristico
de selenoproteinas envolvidas em reacdes de oxirreducdo. Em um experimento de
incorporacdo de "Se por células de T. cruzi, os autores demonstraram a presenca apenas de
uma banda referente a SelK, mas Aeby e colaboradores (2009) encontraram bandas com
pesos correspondentes as 3 selenoproteinas. A inibi¢cdo de compostos contendo selénio em
cultura por auranofina (composto derivado do ouro), em T. brucei, gerou morte dos
protozoarios tanto na forma prociclica (encontrada em insetos) quanto na forma sanguinea
(Lobanov et al.,, 2006), o que contrasta com o0s resultados encontrados por Aeby e
colaboradores (2009), que utilizando células prociclicas com o0s genes para PSTK e SepSecS
silenciados ndo encontraram diferencas no crescimento comparando com células normais.

Os resultados obtidos por Lobanov e colaboradores (2006) sugerem que
selenoproteinas podem ser um futuro alvo para medicamentos, o que é reforcado pela

descoberta da SelTryp, que é exclusiva da ordem Kinetoplastida. Esses resultados séo
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reforcados pelo fato de que proteinas que participam da via metabolica de selenoproteinas
terem sido demonstradamente ativas em Trypanosoma spp. como por exemplo a SPS2
(Sculaccio et al., 2008) que é essencial nessa rota e a presenca do tRNA>® (Cassago et al.,

2006) com sua aminoacilagdo com serina pela seril-tRNA sintetase (Geslain et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Demonstrar a presenca de componentes da biossintese e incorporacdo de
selenocisteina em Trypanosoma evansi, bem como a presenca do gene de uma selenoproteina

exclusiva de tripanossomatideos neste protozoério.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Amplificar, clonar e sequenciar os genes selB, selC, selD, selTRYP e PSTK a
partir do DNA genémico e do cDNA de T. evansi;

e Realizar a predicdo da estrutura secundéria do tRNA>* e a analise de dominios
dos genes sequenciados utilizando softwares especificos;

e Determinar 0 numero de copias dos genes selB, selD e PSTK no DNA
genémico de T. evansi;

e Determinar a presenca na proteina SPS no extrato protéico de T. evansi;

e Imunolocalizar a proteina SPS no T. evansi.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO E PURIFICACAO DE Trypanosoma evansi

4.1.1 Comité de ética

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal
do CAV-UDESC

4.1.2 Amplificagdo do nimero de parasitos

O numero de parasitos necessarios para a realizacdo dos experimentos foi gerado a
partir da inoculacdo de um rato (Rattus norvegicus) com 10° tripomastigotas de um isolado de
Trypanosoma evansi (Colpo, 2005) gentilmente cedido pela Professora Dra. Silvia Gonzalez
Monteiro, do Laboratério de Parasitologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Maria. O animal foi acompanhado diariamente com a realizacdo de esfregaco periférico da
cauda corado com Pandtico Rapido®. A lamina era analisada duas vezes ao dia em
microscopio oOptico no aumento de 1000 vezes, e 0 numero de parasitos por campo
determinado.

No terceiro dia ap6s a inoculacdo, quando a parasitemia alcancou 100 parasitos por
campo (aproximadamente 10° parasitos/ml), o animal foi anestesiado em camara com éter e
foi realizado deslocamento cranio-cervical para a insensibilizacdo do mesmo. Em seguida foi
procedida a abertura do térax e puncéo cardiaca de 10 ml de sangue utilizando-se uma seringa

descartavel de 10 ml e agulha estéril 25 X 7 mm.

4.1.3 Purificacdo do Trypanosoma evansi do sangue

A separacdo do Trypanosoma evansi do sangue foi realizada em duas etapas. A
primeira foi a centrifugacdo em gradiente de Percoll® (GE Healthcare), para que ocorra o
fracionamento dos parasitos e da camada de células brancas (fase superior) das hemacias (fase

inferior). A proxima etapa foi a cromatografia de troca idnica utilizando-se a resina de
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dietilaminoetil-celulose (DEAE-Celulose), em que ocorreu a separacdo das células brancas

sanguineas dos parasitos através de sua carga elétrica superficial.

4.1.3.1 Centrifugacéo em gradiente de Percoll®

O sangue coletado foi aliquotado em volumes de 1 ml em microtubos para centrifuga
de 2 ml e misturado na proporgéo 1:1 com Percoll® tamponado com HEPES pH 7,4 contendo
8,5% de sacarose e 2,5% de D-glicose (Grab & Bwayo, 1982). Os microtubos foram
centrifugados por 25 minutos a 16870 x g. O sobrenadante com os parasitos e células brancas
foi transferido para um novo tubo e foram realizadas 2 lavagens com PBS-Glicose (0,78 g/L
NaH,P0,4.1H,0, 13,48 g/L NaH,POy4, 4,25 g/L NaCl, 15 g/L D-glicose, pH 8,0) na propor¢ao
de 1:3, centrifugando as amostras por 15 minutos a 6000 x g. Ao final, o pellet formado foi
eluido em 2 ml de PBS-Glicose para a realizacdo da cromatografia de troca idnica em DEAE-

Celulose.

4.1.3.2 Cromatografia de troca ibnica em DEAE-Celulose

Para a preparacdo da resina, 1 volume de DEAE-Celulose (Sigma Aldrich) foi
hidratado em 5 volumes de &gua ultrapura durante 45 minutos. Apds, a agua (fase superior)
foi descartada e 5 ml de resina foram empacotados em uma coluna plastica Poly-Prep
Chromatography Column (Biorad®). A resina entdo foi equilibrada com 10 ml de NaOH
0,1M contendo NaCl 0,5M, em seguida com 10 ml de NaCl 0,5M, ap6s com 10 ml de HCI
0,1M contendo NaCl 0,5M e com agua ultrapura até que o pH do eluido atingisse o valor 5,0.
Em seguida, foram passados pela coluna 10 ml de NaCl 1M e, por fim, 10 ml de PBS-
Glicose.

A amostra obtida da centrifugacdo em gradiente de Percoll® foi aplicada na coluna, e
em seguida eluida em PBS-Glicose 60%, de acordo com Lanham e Godfrey, 1970. A cada 2
ml de volume eluidos da coluna era realizada analise da viabilidade dos parasitos através de
pesquisa direta em lamina e laminula e visualizagdo em microscopio 6ptico no aumento de
400 X.

Cessada a purificacdo de parasitos, o volume total obtido foi centrifugado durante 15
minutos a 6000 x g, verificando-se a formacdo de um pellet de Trypanosoma evansi. O

sobrenadante foi descartado e o pellet eluido em 1 ml de PBS-Glicose. Deste volume, 500 ul
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foram destinados a extracdo de DNA gen6mico, 100 ul & extracdo de RNA total, 300 pl a
extragdo de proteinas totais e 100 ul & preparacdo de laminas para imunofluorescéncia
indireta. Para as extracbes de DNA gendmico e proteinas totais, os parasitos foram
centrifugados e estocados a -20°C. Para a extracdo de RNA total os parasitos foram
centrifugados e estocados em nitrogénio liquido, e a preparacdo de laminas para
imunofluorescéncia indireta foi realizada em seguida, enquanto 0s parasitos ainda

apresentavam-se Vviaveis.

4.2 AMPLIFICACAO, CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DAS ORFs DOS
GENES selB, selC, selD, PSTK E selTRYP

4.2.1 Extracdo de DNA gendmico

O pellet de Trypanosoma evansi foi ressuspendido em 500 pl de tampéo de lise (Tris
10 mM pH 7,4, EDTA 25 mM, SDS 1%) contendo 0,1 pg/ul de proteinase K e mantido a
42°C por 12 horas para a realizacdo da lise celular. Posteriormente foram realizadas 1
lavagem com fenol, uma lavagem com fenol:cloroformio na propor¢do 1:1 e uma lavagem
com cloroférmio. O DNA foi precipitado com isopropanol e etanol, sendo ao final eluido em
agua ultrapura e tratado com RNAse. O DNA foi avaliado quanto a sua viabilidade através de
eletroforese em gel de agarose e quanto a sua concentracdo em espectrofotdmetro,

observando-se a absorbancia a 260 e 280nm, além das relagdes 260/280nm e 260/230nm.

4.2.2 Extracdo de RNA total

O pellet de Trypanosoma evansi foi rapidamente retirado do nitrogénio liquido e
ressuspendido em 500 pl de Trizol (Invitrogen) com um micropipetador, até que toda a massa
de parasitos fosse completamente homogeneizada com o reagente. Em seguida adicionou-se
100 pl de cloroférmio e centrigou-se a amostra por 15 minutos a 12000 x g. A fase aquosa foi
retirada e misturada com 250 pl de isopropanol, e ap6s uma incubacdo de 10 minutos a 25°C
procedeu-se nova centrifugacdo por 10 minutos a 12000 x g. O pellet de RNA foi lavado com
500 ul de etanol 75% e por fim eluido em agua livre de Rnase. O RNA foi avaliado quanto a

sua viabilidade através de eletroforese em gel de agarose e quanto a sua concentracdo em
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espectrofotdmetro, observando-se a absorbancia a 260 e 280nm, além das relagdes 260/280nm
e 260/230nm.

4.2.3 Reacdo em cadeia da polimerase com transcricéo reversa (RT-PCR)

Para a sintese do DNA complementar ou cDNA foi utilizado o kit comercial
ProtoScript M-MuLV First Strand cDNA Synthesis® (Biolabs®), seguindo as recomendacoes
do fabricante. Na primeira fase adicionou-se a um microtubo estéril 6 pl do RNA extraido do
Trypanosoma evansi e 2 pl de Random Primer Mix, totalizando um volume de 8 pl. Seguiu-se
a desnaturagdo a 75°C por 5 minutos. Na segunda fase adicionou-se a0 microtubo 10 pl de
M-MuLV Reaction Mix e 2 pl M-MuLV Enzyme Mix , obtendo um volume final de 20 pl.
Uma nova incubacéo foi realizada a 25° por 5 minutos, 42°C por 60 minutos e no final 80°C
por 5 minutos. O produto foi eluido em 20 pl de 4gua Milli-Q®, obtendo um volume de 50 pl,

conservado a -20°C até o momento de uso na reagéo de PCR.

4.2.4 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As regides codificandes dos genes selB, selD, PSTK e selTRYP foram amplificadas
tanto do DNA genémico quanto do cDNA através da PCR. A ORF do gene selC foi
amplificada do cDNA. Oligonucleotideos especificos com sitios de clivagem para as enzimas
Xhol e Ndel foram utilizados, com excessdo para selC (Tabela 2). Os oligonucleotideos
utilizados foram desenhados com base nas sequéncias dos genes de Trypanosoma brucei,
visto que as duas espécies possuem a mesma origem e compartilham varias semelhancas
(Schnaufer et al., 2002; Jensen et al., 2008; Lun et al., 2010).

Para a ORF do gene selB, a reacdo foi montada utilizando-se 10 um de cada
oligonucleotideo, 100 ng de DNA ou cDNA, 0,8 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 1,25 U de
Platinum Tag DNA Polimerase® (Invitrogen®) juntamente com seu tamp&o de reacéo 1x. A
reacdo foi entdo submetida a uma desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 25
ciclos com 3 etapas: 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 2 minutos. Por

fim, ocorreu uma extensao final de 10 minutos a 72 °C.
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Tabela 2 - Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo das ORFs dos genes selB, selC, selD, PSTK e
selTRYP do DNA gendmico e cDNA de Trypanosoma evansi. Os sitios para as enzimas de restricao
Xhol (primers reverse-R) e Ndel (primers forward- F) estdo destacados.

Nome Sequéncia Referéncia

selBF GCCCATATGACAGAAGTTAATGATGTTGCCTCTG Rodrigues, 2008
selBR GCCCTCTGAGCTACTGCTGAAGCTGACTGTG Rodrigues, 2008
selCF GCCACGATGAGCTCAGCTGGTGCTG Rodrigues, 2008
selCR CACCACAAAGGCCGAATCGAACGGC Rodrigues, 2008
selDF ACGTACGTCATATGTCAGAGAAGGAAGGAAAAGTAATAC  Sculaccio et al., 2008
selDR ATCTGAGCTATCAAATAATCTATCATTTACCTTCGCTCCCA Sculaccio et al., 2008
PSTKF CCCATATGACAGTTTGTCTTGTTCTACTAA Evangelista, 2009
PSTKR CCCICTGAGTTATCAAAGATCTACTAAGGCATGA Evangelista, 2009
selTRYPF TATAAAGGATCCATGGTTTCTGAAGC (BamHI) Lobanov et al., 2006
selTRYPR AAGAGTAAGCTTTTACCTGGGTCAGC (HindlII) Lobanov et al., 2006

Para selC foram utilizados 10 um de cada oligonucleotideo, 100 ng de cDNA, 0,8
mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 U de Platinum Taqg DNA Polimerase® (Invitrogen®)
juntamente com seu tampéo de reacdo 1x. A reacdo foi entdo submetida a uma desnaturacédo
inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos com 3 etapas: 95 °C por 30 segundos, 50 °C
por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto. Por fim, ocorreu uma extensdo final de 10 minutos a
72 °C.

Para a ORF do gene selD, utilizaram-se 25 pum de cada oligonucleotideo, 100 ng de
DNA ou cDNA, 1 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 1,25 U de Platinum Tag DNA
Polimerase® (Invitrogen®) juntamente com seu tamp&o de reacdo 1x. A reacdo foi entéo
submetida a uma desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos com 3
etapas: 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 1,5 minutos. Por fim,
ocorreu uma extensao final de 10 minutos a 72 °C.

Para a ORF de PSTK a reacdo foi montada utilizando-se 10 pm de cada
oligonucleotideo, 50 ng de DNA ou cDNA, 0,8 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 1,25 U de
Platinum Tag DNA Polimerase® (Invitrogen®) juntamente com seu tamp&o de reacéo 1x. A
reacdo foi entdo submetida a uma desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 25
ciclos com 3 etapas: 95 °C por 45 segundos, 52 °C por 30 segundos e 72 °C por 1,5 minutos.
Por fim, ocorreu uma extensdo final de 10 minutos a 72 °C.

Para selTRYP, utilizaram-se 10 pum de cada oligonucleotideo, 100 ng de DNA ou
cDNA, 1 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 1,25 U de Platinum Taq DNA Polimerase®
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(Invitrogen®) juntamente com seu tamp&o de reacdo 1x. A reacdo foi entdo submetida a uma
desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos com 3 etapas: 95 °C por 30
segundos, 54,7 °C por 30 segundos e 72 °C por 3 minutos. Por fim, ocorreu uma extensao
final de 10 minutos a 72 °C.

4.2.5 Eletroforese e Clonagem das ORFs dos gene selB, selC, selD, PSTK e selTRYP
em pGEM-T Easy®

Um gel de agarose na concentragdo de 1% foi preparado utilizando-se tampéo tris-
borato-EDTA (TBE). Quarenta microlitros de PCR de cada gene foram aplicados no gel e
submetidos a 80V por 2 horas. Ao final, o gel foi corado em uma solucdo de brometo de
etideo 0,5 pg/ml por 30 minutos, exposto a luz UV e fotografado. As bandas com tamanho
correspondente a selB (1958 pb), selC (89 pb), selD (1179 pb), PSTK (1083 pb) e selTRYP
(2340 pb) foram excisadas do gel com o auxilio de uma lamina de bisturi estéril e 0 DNA
contido em cada banda foi purificado utilizando-se o kit Qiaquick Gel Extraction® (Qiagen®).

Cada gene foi ligado ao plasmideo pGEM-T Easy® (Promega®), utilizando o seguinte
protocolo:

e 5 pulde 2x Rapid Ligation Buffer

e 1 pldo vetor pPGEM-T Easy® (50ng)

e 3 uldo inserto (produto de PCR purificado)
e 1 puldaenzima T4 DNA ligase (1U)

As reagdes ocorreram a 4°C por 12 horas.

Para a transformacdo, foram utilizadas celulas de Escherichia coli DH10B
previamente tornadas calcio-competentes (Sambrook et al., 1989). Aliquotas de 50 ul de
células bacterianas foram homogeneizadas com 5 ul da ligacdo de cada gene em tubos para
microcentrifuga de 1,5 ml e incubadas por 30 minutos no gelo. Em seguida, foi realizado um
choque térmico a 42 °C por 45 segundos e nova incubagdo no gelo por 1,5 minutos. Apds,
foram adicionados 300 ul de meio SOC em cada tubo e os mesmos foram incubados a 37°C
sob agitacdo de 120 rpm por 1 hora. Apds esta incubacdo, 200 ul de cada transformacéo
foram plaqueados em meio LB sélido contendo 100 pg/ml de ampicilina, Xgal e IPTG para
que houvesse a formacdo de colbnias azuis (ndo contém inserto ligado ao plasmideo) ou

brancas (contém um inserto ligado ao plasmideo). As placas foram incubadas a 37 °C por 16
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horas.

A comprovacdo da presenca dos insertos e o tamanho dos mesmos foi realizada
através da amplificacéo do inserto por PCR diretamente da colonia de bactérias, utilizando-se
iniciadores especificos para o vetor pGEM-T Easy®, pGEM-F (5- ACG CCA AGC TAT
TTA GGT GAC ACT ATA -3) e EXCEL-R (5"- GTT GTA AAA CGA CGG CCA GTG
AAT- 3") (10pmol/reacdo de cada iniciador), os quais possuem seus sitios de ligacdo nas
extremidades do sitio de clonagem que contém o inserto. Assim, trés col6nias de cada gene
que se apresentaram positivas para a presenca de inserto através de PCR (selBpGEM,
selCpGEM, selDpGEM, PSTKpGEM e selTRYPpGEM) foram selecionadas para a extragdo
de DNA plasmidial, utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep Kit® (Qiagen®), e posterior

sequenciamento.

4.2.6 Sequenciamento dos clones selBpGEM, selCpGEM, seIDpGEM, PSTKpGEM e
selTRYPpGEM

O sequenciamento dos clones foi realizado em um equipamento MegaBace 1000®
DNA Analysis System® (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. As reacdes foram
realizadas na presenca de 5,0 pmol dos iniciadores pGEM-F e EXCEL-R e aproximadamente
800ng de DNA plasmidial, nas seguintes condic@es térmicas: 95°C por 25 segundos, seguidos
de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, ligacdo dos iniciadores a 55°C por 30
segundos e extensdo a 60°C por 80 segundos. Posteriormente, os produtos marcados foram
precipitados com isopropanol 70% e etanol absoluto, para retirada dos nucleotideos e
iniciadores nao incorporados. Os produtos purificados foram entdo eletroinjetados a 2KV por
100 segundos e eletroeluidos por 150 minutos a 7KV.

As sequéncias obtidas foram analisadas quanto a sua qualidade utilizando-se o pacote
Phred/Phrap/Consed (www.phrap.org) sendo consideradas somente as sequéncias com
qualidade Phred>20. A confirmacdo da identidade dos fragmentos realizou-se utilizando o
programa BLAST (“Basic Local Alignment Search”, disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST) e as sequéncias dos clones obtidos para um mesmo gene foram alinhadas utilizando-
se 0 programa ClustalW para formacdo de uma sequéncia consenso.

A andlise da identidade das sequéncias foi realizada utilizando-se o programa BLAST.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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A determinacdo do ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular (em kDa) estimados para as
sequéncias protéicas foi realizada utilizando-se a ferramenta “ProtParam” do Instituto Suico
de Bioinformaética (disponivel em http://expasy.org/tools/protparam.html). O alinhamento das
sequéncias protéicas foi realizado com o programa ClustalX (Thompson et al., 1997), e as
sequéncias utilizadas para comparacdo estdo disponiveis no ‘“National Center for
Biotechnology Information”- NCBI- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/. A analise dos
dominios foi realizada com os programas “InterProScan” (“European Bioinformatics
Institute”- EBI, disponivel em http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/) e “Conserved
Domain Search” (NCBI- disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/

wrpsb.cgi?).

4.3 SOUTHERN BLOT DOS GENES selB, selD E PSTK DE Trypanosoma evansi

Para a confirmacdo da presenca e determinacdo do numero de copias dos genes selB,
selD e PSTK no DNA gendmico (gDNA) de Trypanosoma evansi, foi realizada a técnica de
Southern Blot, na qual foram utilizadas sondas especificas para cada um dos genes acima
citados.

Para o preparo das sondas, foram realizadas PCRs para selB, selD e PSTK, as
amostras foram aplicadas em gel de agarose 0,8% e submetidas a 80V por 1 hora. As bandas
com o tamanho correspondente foram recortadas do gel e purificadas com o kit Qiaquick Gel
Extraction® (Qiagen®). Ap6s a purificacdo as amostras foram quantificadas utilizando-se
espectrofotbmetro e aproximadamente 300 ng de cada gene foi marcado com digoxina
utilizando-se o kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit 1° (Roche
Applied Science®), por um periodo de 20 horas. Para a comprovagdo da eficiéncia de
marcacdo das sondas, diluicdes sucessivas da sonda de cada gene e de DNA controle do kit
variando de 0,01 pg/ul a Ing/ul foram aplicadas na membrana de nylon positivamente
carregada Amershan Hybond N+® (GE Healthcare®), o DNA foi fixado a 80°C por 2 horas e
seguiu-se o bloqueio, lavagem com anticorpo anti-digoxigenina-fosfatase alcalina e revelacao
com NBT/BCIP, todos fornecidos pelo kit. Conforme a intensidade comparada dos spots do
DNA controle e das sondas determinou-se a concentracdo de 90 ng/ul para cada uma. Para as
hibridiza¢des subsequentes foram utilizados 25 ng/ul de cada sonda.

Apos a obtencdo das sequéncias das ORFs dos genes selB, selD e PSTK, as mesmas

foram analisadas quanto aos sitios internos para enzimas de restricao utilizando-se o programa


http://expasy.org/tools/protparam.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/
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NEB Cutter® (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php). Em seguida, 3 pg de gDNA de
T. evansi foram digeridos durante 12 horas a 37°C com enzimas especificas para cada gene
(Tabela 3), sendo que para cada um deles foi utilizada pelo menos uma enzima que clivou e

outra que ndo clivou sua sequéncia.

Tabela 3- Enzimas de restricdo utilizadas na técnica de Southern Blot para a clivagem de gDNA de
Trypanosoma evansi. Para cada gene foi utilizada pelo menos uma enzima que clivou e uma que ndo
clivou sua sequéncia.

Gene Enzimas que clivam sua sequéncia Enzimas que néo clivam sua sequéncia
selB Sall, EcoRlI BamHI, Ndel, Ncol, HindllI

selD HindlIlIl, Ncol EcoRI, BamHI, Ndel, Sall

PSTK BamHl, Sall EcoRI, Ndel, Ncol, HindllI

O gDNA digerido foi separado através de eletroforese em gel de agarose 1% em
tampéo tris-borato-EDTA (TBE) por 2 horas a 60V. Em seguida, o gel foi corado em brometo
de etideo e fotografado sob luz UV ao lado de uma régua, para posterior determinacdo do
tamanho dos fragmentos hibridizados. Posteriormente, realizou-se a depurinacdo do gel,
mantendo-o0 em solu¢do de HCI 250 mM por 12 minutos. Apos, o gel foi lavado em agua
ultrapura e foi realizada a desnaturagdo, mantendo-o em solu¢do NaCl 1,5 M com NaOH 0,5
M por 25 minutos. Seguiu-se nova lavagem com agua e posterior neutralizacdo em solucao de
NaCl 1,5 M com Tris-HCI 0,5 M pH 7,5 por 30 minutos.

O DNA do gel foi transferido para a membrana de nylon carregada positivamente
Amershan Hybond N+® (GE Healthcare®) através de capilaridade, utilizando-se tamp&o SSC
em concentracdes de 20 e 10X por 12 horas.

Apos a transferéncia, a membrana foi lavada com SSC 6X por 5 minutos e 0 DNA foi
fixado incubando-a a 80°C por 2 horas. Posteriormente, a membrana foi incubada por 30
minutos em solucdo de pré-hibridizacdo (fornecida pelo kit DIG High Prime DNA Labeling
and Detection Starter Kit 1®). Para a realizacdo da hibridizacdo, a sonda foi desnaturada
(aquecida a 100°C por 5 minutos e imediatamente resfriada), diluida em solucdo de
hibridizacdo para a concentra¢do de 25 ng/pl e incubada com a membrana por 12 horas a
42°C. As lavagens de estringéncia foram realizadas em SSC 2X com 0,1% de SDS duas vezes
por 5 minutos a temperatura ambiente e posteriormente em SSC 0,5X com 0,1% de SDS por
duas vezes a 65°C. As demais etapas foram processadas utilizando-se os reagentes do kit DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit 1® (Roche Applied Science®).


http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php
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Primeiramente, procedeu-se o bloqueio por 30 minutos, seguido de incubagdo com anticorpo
anti-digoxigenina-fosfatase alcalina por 20 minutos e a revelagdo com solucdo de NBT/BCIP
por 4 horas ao abrigo da luz. A reacgdo foi parada adicionando-se tampdo Tris-EDTA (0,01 M
de Tris-HCI e 0,001M de EDTA). A membrana foi documentada utilizando-se o scanner
ImageScanner 111° (GE®). As hibridizacdes com as sondas para selB, selD e PSTK foram
realizadas utilizando-se a mesma membrana, sendo que apos a documentacao era realizado o
stripping através de incubagdo em dimetilformamida a 55°C até a remocéo da colorago,
seguida de lavagem em é&gua ultrapura e 2 lavagens de 15 minutos em NaOH 0,2M com 0,1%
de SDS. Por fim, a membrana era mantida em SSC 2X até a realizacdo da proxima

hibridizagéo.

44  IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA SELENOFOSFATO
SINTETASE

A proteina selenofosfato sintetase, sintetizada a partir do gene selD, foi
imunolocalizada utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta, que permite visualizar a

localizagdo da proteina na célula do protozoario.

4.4.1 Preparo das laminas

Parasitos purificados por Percoll® e cromatografia em DEAE-Celulose foram
quantificados por contagem em camara de Neubauer e ajustados para 1 x 10° parasitos/ml.
Foram realizadas duas lavagens com tampédo PBS centrifugando as células duas vezes por 8
minutos a 1500 x g. Em seguida, os parasitos foram ressuspendidos em paraformaldeido 4%
em PBS por 40 minutos a temperatura ambiente, lavados duas vezes em PBS e eluidos
novamente em PBS. Os protozoarios foram distribuidos em laminas para imunofluorescéncia
com 10 pocos e mantidos por 12 horas em temperatura ambiente. As laminas foram estocadas

a -20°C ate sua utilizacéo.

4.4.2 Imunolocalizacao

Inicialmente, os parasitos foram permeabilizados realizando-se uma lavagem com
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Triton X-100 0,5% por 5 minutos. Apds a lamina foi lavada 3 vezes com PBS-Tween 0,1%
por 5 minutos. O bloqueio foi realizado em solucdo PBS-Tween 0,1% com leite em pd 5%
por 1 hora, apos foram realizadas 3 lavagens com PBS-Tween 0,1% por 5 minutos. A lamina
foi seca e em seguida foi aplicado o anticorpo policlonal anti-selenofosfato sintetase
(gentilmente cedido pelo Dr. Otavio Henrique Thiemann) diluido 1:100 em PBS-Tween 0,1%
com leite em pdé 0,5% e mantido por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente foram
realizadas 3 lavagens com PBS-Tween 0,1% por 5 minutos, a lamina foi seca com papel
absorvente e realizou-se a incubagdo com o anticorpo secundario anti- 1gG de camundongos
Alexa Fluor® (Invitrogen®) na diluicdo de 1:1000 por 15 minutos ao abrigo da luz. Foram
realizadas 3 lavagens com PBS-Tween 0,1% e em seguida a lamina foi corada com DAPI
para a visualizacdo do material genético na concentracdo de 1 pg/ml por 5 minutos. A

visualizagdo foi realizada em microscopio de imunofluorescéncia.

4.5 WESTERN BLOT PARA SELENOFOSFATO SINTETASE

4.5.1 Extracdo de proteinas de Trypanosoma evansi

Parasitos foram purificados conforme descrito anteriormente e quantificados em
camara de Neubauer. Aproximadamente 2 x 10’ células foram ressuspendidas em solugo 7,7
M de uréia, 2,2M de tiouréia e 4,4% de CHAPS. Foi adicionado coquetel de inibidores de
proteases (Invitrogen®) conforme instruces do fabricante. Posteriormente, foram realizados 3
ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C e
centrifugacdo a 17000 x g por 50 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo,
quantificado em espectrofotémetro (Bradford, 1976) e estocado a -20°C até o momento do

uso.

4.5.2 SDS-PAGE e transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose

O extrato protéico total de Trypanosoma evansi foi separado através de SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) com gel na concentracdo de 12%. A corrida foi realizada por 6 horas com a
corrente constante de 10 mA. Posteriormente o gel, uma membrana de nitrocelulose (Biorad®)

e 2 folhas de papel filtro (Paper Bridge, Biorad®) foram mergulhados em tampéo de
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transferéncia (5,82 g/L tris, 2,93 g/L glicina, 20% de metanol, 10% SDS, pH 9,2) por 15
minutos. Para a transferéncia, foi utilizado o equipamento Trans-Blot SD® (Biorad®),
colocando-se primeiramente uma folha de papel filtro, sobre esta o gel SDS-PAGE, sobre o
gel a membrana de nitrocelulose e por fim outra folha de papel filtro. O aparato foi mantido
por 1 hora a uma corrente constante de 40 mA. Apos a transferéncia a membrana foi corada
com Ponceau S por 5 minutos para verificar a qualidade da transferéncia e descorada com

agua ultrapura.

4.5.3 Procedimento do Blot

A membrana foi incubada por 1 hora sob agitacdo em solucdo 5 % de leite em po
desnatado em TBS (8,76 g/L de NaCl, 6,05 g/L de tris, 0,05% de Tween 20). Posteriormente
realizaram-se 3 lavagens de 5 minutos com TBS e incubacdo com o anticorpo anti-
selenofosfato sintetase (gentilmente cedido pelo Dr. Otavio H. Thiemann) diluido 1:500 em
TBS por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida foram realizadas 3 lavagens de 5
minutos com TBS e incubacdo com anti- 1gG de camundongo marcado com fosfatase alcalina
(Sigma Aldrich®) na diluicdo de 1:30000 por duas horas em temperatura ambiente. Foram
realizadas mais 3 lavagens com TBS e em seguida a membrana foi coberta com a solugédo
reveladora contendo NBT/BCIP (NBT/BCIP Solution, Sigma Aldrich®) até o aparecimento

das bandas.
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5 RESULTADOS

5.1 AMPLIFICACAO E OBTENCAO DAS SEQUENCIAS DOS GENES selB, selC,
selD, PSTK E selTRYP DE Trypanosoma evansi

5.1.1 gDNA e RNA

Apds a purificagdo dos protozoarios por cromatografia em DEAE-Celulose, procedeu-
se as extracdes de DNA genémico e RNA total, quantificacdo e eletroforese para verificar a
qualidade dos mesmos (Figura 14). A partir do RNA total foi realizada a RT-PCR para o

obtencdo do cDNA utilizado juntamente com 0 gDNA na amplificagcdo dos genes.

2000 @
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Figura 14 - (A) Eletroforese em gel de agarose 1 % de gDNA de T. evansi. 1- Marcador de massa molecular; 2-
gDNA. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% de RNA total de T. evansi. 1- RNA total de T. evansi

5.1.2 selB

A ORF do gene selB, que corresponde ao fator de elongacdo EF-Sec em eucariotos foi
amplificada tanto do gDNA quanto do cDNA de T. evansi utilizando a técnica de PCR. O
produto de PCR apresentou um tamanho de 1968 pb quando resolvido por eletroforese em gel

de agarose a 1% ( Figura 15).
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1968 pb

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose 1% da ORF de selB. 1- Marcador de massa molecular; 2- Produto de
PCR de selB, apresentando um tamanho de 1968 pb.

A identidade da sequéncia protéica obtida, gerada a partir da sequéncia nucleotidica, foi
confirmada utilizando a ferramenta BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”,
disponivel em http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi). A sequéncia foi confirmada como
sendo o fator de elongacdo especifico do tRNA de selenocisteina (EF-Sec), com uma
identidade de 99% para T. brucei brucei e T. gambiense, 68% para T. cruzi, 50% para
Leishmania infantum, 40 % para camundongos e 36% para humanos.

Utilizando-se a sequéncia protéica predita para selB (EF-Sec), foram determinados o
ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular (em kDa) estimados para a proteina EF-Sec,
utilizando a ferramenta “ProtParam” do Instituto Sui¢o de Bioinformatica (disponivel em
http://expasy.org/tools/protparam.html). A proteina possui um pl de 7,19 e uma massa
molecular de 71,7 kDa.

A sequéncia protéica de EF-Sec foi alinhada com a de humanos, camundongos, T.
brucei brucei, T. gambiense e T. cruzi (disponiveis no “National Center for Biotechnology
Information”- NCBI- http://www.ncbi.nIm.nih.gov/guide/) utilizando o programa ClustalX
(Thompson et al., 1997) (Figura 16). E possivel notar varias regibes conservadas com
eucariotos superiores (camundongos e humanos), sinalizadas com um (*) no alinhamento.

A sequéncia de aminoacidos da proteina EF-Sec de T. evansi foi analisada quanto aos
dominios presentes pelos programas “InterProScan” (“European Bioinformatics Institute”
disponivel em http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/) ¢ “Conserved Domain Search”

(NCBI- disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?). As regides
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de ligagdo ao GTP (aminodcidos 11-169); o dominio 2, envolvido na ligacdo ao tRNA
(aminoécidos 247-299); e da barreira B-ribossomal, envolvida no transporte do tRNA ao sitio
A do ribossomo (aminoéacidos 227-321) caracterizam o fator de elongacdo e encontram-se
bastante conservados entre diversas espécies (Figura 16).
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Figura 16 - Alinhamento das sequéncias de aminoécidos da proteina EF-Sec de T. evansi, T. gambiense, T.
brucei, T. cruzi, Mus musculus e Homo sapiens utilizando o programa ClustalX. As regides
sobrepostas por (*) sdo totalmente conservadas, as sobrepostas por (:) sdo parcialmente conservadas.
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5.1.3 selC

A ORF do gene selC, foi amplificada por PCR e resolvida por eletroforese em gel de
agarose 2%, formando um amplicom de 88 pb (Figura 17).

1000

500
400

300
200
100 @

4 88 pb

Figura 17 - Eletroforese em gel de agarose 2% da ORF de selC. 1- Marcador de massa molecular; 2- produto de
PCR de selC, apresentando um tamanho de 88 pb.

A identidade da sequéncia foi confirmada com o BLAST como sendo 0 tRNA®®, com
uma identidade de 97% com T. brucei brucei, T. brucei gambiense e T. cruzi e 90 % com
Leishmania infantum e L. major.

As sequéncias disponiveis no NCBI do tRNA>* para T. brucei, T. cruzi, Leishmania
major e camundongos foram alinhadas com a sequéncia obtida para T. evansi (Figura 18),
demonstrando regides conservadas que sao essenciais para a formacéo da estrutura secundaria

do tRNA>* que foi elaborada utilizando-se o programa ARAGORN (disponivel em
http://130.235.46.10/ARAGORNY/) (Figura 19).


http://130.235.46.10/ARAGORN/
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*kk  kEkEKK * *kkE * kkkk EkkAkAKEAKAE kkkk Kk kK * *  kkEkk kkkk  Kkkkk *k *
evansi selC GECACGATGAGCTCAGCTGGTGCTGAGTGLGGGE T TCARACCCGTAGGCGAGTTGGACTCGCGGLCGTTCGATTCGGCCTTTGTGGTG——— 91
cruzi_selC GCCACGATGAGCTCAGCTGGTGCTGGEGTGCGEGL T TCARACCCGTAGGCGAGTTGGACTCGCAGCCGTTCGATTCGGCCTTTGTGGTG——— 91
brucei_selC GCCACGATGAGCTCAGCTGGTGCTGGGTGCGGGLTTCARACCCGTAGGCGAGTTGGACTCGCAGCCGTTCGATTCGGCCTTTGTGGTG——— 91
L major selC GCCGCGATGAGCTCAGCTGGTGLTGGETGLGGELET TCARACCCGTAGGTGAGT TGCTCTCACAGCCGTTCGATTCGGCCTTCGTGGEG— -~ 91
M. _musculus_selC GCCCGGATGATCCTCAGTGGTCTGGGGTGCAGGCTTCAAACCTGTAGCTGT-TTAGCGACAGAGTGGTTCAATTCCACCTTTCGGGCGCCA 91

1....... 10........ 20........ 30........ 40........ 50........ 60........ TO...oie. 80........ 90.

Figura 18 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas de tRNAS* de T. evansi, T. brucei, T. cruzi, Leishmania
major e camundongos utilizando-se o programa ClustalX. As regides sobrepostas por (*) séo
totalmente conservadas, as sobrepostas por (:) sdo parcialmente conservadas.
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Figura 19 - Estrutura secundéria do tRNA3® de T. evansi elaborada com o programa ARAGORN. As flechas
destacam o anticbdon TCA e o brago extra alongado caracteristicos do tRNA especifico de
selenocisteina.
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5.1.4 selD

A ORF do gene selD de T. evansi formou um amplicom de 1182 pb (Figura 20).
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Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose 1% da ORF de selD. 1- Marcador de massa molecular; 2- produto de
PCR de selD, apresentando um tamanho de 1182 pb.

A identidade da sequéncia protéica (traduzida a partir da sequéncia de nucleotideos)
foi confirmada através de BLAST, que demonstrou uma similaridade de 99% com T. brucei
brucei, 100% T. gambiense, 75% com T. cruzi e 67% com Leishmania major, 43% com a
SPS2 de camundongos e 42% com a de humanaos.

Utilizando-se a sequéncia proteica predita para selD (selenofosfato sintetase- SPS),
foram determinados o ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular (em kDa). A proteina possui
um pl teorico de 5,46 e uma massa molecular de 43 kDa.

As sequéncias de SPS de T. evansi, T. brucei, T. cruzi, L. major, camundongos e
humanos (SPS2 para os dois Gltimos) foram alinhadas utilizando-se o programa ClutalX
(Figura 21). Os protozoarios apresentam varias regidoes conservadas (indicadas pela mesma
cor), e compartilham algumas com os eucariotos superiores (marcadas com *). Na posi¢éo 42,
todos os parasitos da ordem Kinetoplastida apresentam um residuo de cisteina, ao contrario
dos mamiferos que apresentam uma selenocisteina.

A analise da proteina SPS de T. evansi foi pelo programa “InterProScan” revelou a

presenca de dominios caracteristicos para selenofosfato sintetase. Existem 5 regibes com
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funcdo de ligacdo de ATP (amino&cidos 87-140), e 15 regides relatados & dimerizagdo da
proteina (aminoacidos 87-181 e 285). Também foram encontrados dominios ndo-especificos
AIRS, um N-terminal (aminoécidos 69-170) e outro C-terminal (aminoacidos 198-368); e um
dominio Pur-M, que estdo associados a ligacdo de ATP.
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Figura 21 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina SPS de T. evansi, T. brucei, T. cruzi, L.

major, Mus musculus e Homo sapiens utilizando o programa ClustalX. As regides sobrepostas por

(*) sdo totalmente conservadas, as sobrepostas por (:) sdo parcialmente conservadas.
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5.1.5PSTK

A ORF do gene PSTK de T. evansi foi amplificada por PCR, formando um produto de
1083 pb na eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 22).

1500

1000 1083 pb

Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose 1% da ORF de PSTK. 1- Marcador de massa molecular; 2- produto
de PCR de PSTK, apresentando um tamanho de 1083 pb.

A sequéncia de aminoacidos predita a partir da sequéncia nucleotidica da PSTK de T.
evansi foi submetida ao programa BLAST, e apresentou uma identidade de 99% com uma
proteina hipotética de T. brucei brucei e T. brucei gambiense, 40% com uma proteina
hipotética de T. cruzi, 28% com a PSTK de Methanocaldococcus infernus, 28% com a PSTK
de Callithrix jacchus e aproximadamente 25% com a PSTK de humanos.

A sequéncia de T. evansi foi considerada hipoteticamente uma PSTK por apresentar
uma grande similaridade, principalmente na porcdo N-terminal, com sequéncias descritas por
Carlson e colaboradores (2004), como demonstra o alinhamento da Figura 23. Também a
mesma sequéncia foi utilizada por Evangelista (2009) em um estudo sobre a enzima em T.
brucei e L. major.

A PSTK de T. evansi apresenta um peso molecular de 40 kDa e um PI teérico de 6,42.
A analise de dominios revelou que a sequéncia pertence a superfamilia P-loop NTPase, que é
caracterizada por possuir um motivo de ligacdo de ATP ou GTP. Também ha regides

caracteristicas de proteinas quinase, o que condiz com a funcdo executada pela PSTK na
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fosforilacdo do tRNA 5% Todos os dominios caracteristicos da proteina encontram-se na

N-terminal, entre os aminoacidos 1-164.

porcéo

sapiens,Methanococcus jannaschii e Methanopyrus kandleri utilizando o programa ClustalX. As

Figura 23 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina PSTK de T. evansi, Mus musculus, Homo
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regides sobrepostas por (*) sdo totalmente conservadas, as sobrepostas por (:) sdo parcialmente
conservadas.

5.1.6 selTRYP

A ORF do gene selTRYP de T. evansi foi amplificada por PCR, formando um produto
de 2340 pb na eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 24).

2000 2340

1500

500

100

Figura 24 - Eletroforese em gel de agarose 1% da ORF de selTRYP. 1- Marcador de massa molecular; 2- produto
de PCR de sel TRYP, apresentando um tamanho de 2340 pb.

A banda foi recortada e purificada do gel de agarose e clonada em pGEM-T-Easy,
formando a construcdo selTRYPpGEM, que foi posteriormente sequenciada. Devido a
problemas no sequenciamento, nao foi possivel obter a sequéncia completa do gene, apenas a
regido final que contém 772 pb.

A sequéncia parcial de aminoacidos foi gerada e apds uma analise no BLAST obteve
99% de similaridade com a proteina hipotética Th927.4.3410. Essa proteina foi considerada
por Lobanov e colaboradores (2006) como sendo a selTRYP de T. brucei. A analise da
sequéncia de aminoacidos demonstrou a presenca de um dominio Rhodanese (encontrado em
algumas desidrogenases e proteinas relacionadas ao estresse) e também esta presente 0 motivo
CXXU (em destaque na Figura 25), que é caracteristico de selenoproteinas, e esta relacionado

a atividade antioxidante.
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Figura 25 — Alinhamento das sequéncias de aminoécidos da proteina selTRYP de T. evansi e T. brucei. A seta

indica o motivo CxxU, caracteristico de selenoproteinas.
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5.2 SOUTHERN BLOT DOS GENES selB, selD E PSTK DE Trypanosoma evansi

A técnica de southern blot, que consiste na hibridizacdo de sequéncias especificas no
genoma de um determinado organismo, foi utilizada para a confirmacdo da presenca e do
namero de cdpias dos genes selB, selD e PSTK do genoma do T. evansi. O gDNA foi digerido
com 6 enzimas de restricdo e cada digestdo foi resolvida separadamente em eletroforese em
gel de agarose 1 %, assim como produtos de PCR de cada um dos genes (Figura 26).
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Figura 26 - Gel de agarose 1 % utilizado para transferéncia para membrana de nylon na técnica de Southern Blot.

O marcador de peso molecular, as enzimas utilizadas para a digestdo do gDNA de T. evansi bem
como os produtos de PCR de cada um dos genes estdo identificados.

Os DNAs foram entdo transferidos por capilaridade para uma membrana de nylon,
onde ocorreram separadamente as hibridizacdes com sondas especificas para a ORF de cada
um dos trés genes. Apds cada hibridizagdo, era realizado o “strip” da membrana para remover
as marcacg0es do gene anterior. Para cada gene, havia pelo menos uma enzima que néo cortava
sua sequéncia e outra que cortava, servindo assim como um controle da reagdo. Os mapas de

restricdo para cada um dos genes estdo sumarizados na Tabela 3 e na Figura 27
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. Figura 27 Mapas de Restricdo de (A) selb, (B) seld e (C) pstk. FONTE http://tools.neb.com/NEBcutter?2/.

O gene selB apresenta uma copia do genoma de T. evansi, como demonstrado

na


http://tools.neb.com/NEBcutter2/
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Figura 28, na qual é possivel observar 2 bandas no DNA digerido com as enzimas EcoRlI e

Sall, que clivam o gene, e 1 banda nas demais enzimas.
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Figura 28 - Southern Blot do gene selB de T. evansi. O marcador de peso molecular, as enzimas de restricdo
utilizadas e o controle negativo estdo indicados.

O gene selD, conforme indica a Figura 29, possui uma cépia Unica do genoma de T.
evansi, pois é possivel observar 2 bandas no DNA digerido com as enzimas HindlIl e Ncol e

1 banda na digestdo com as demais enzimas, com exce¢do da enzima Ndel, onde

possivelmente ocorreu uma clivagem inespecifica.
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Figura 29 - Southern Blot do gene selD de T. evansi. O marcador de peso molecular, as enzimas de restricdo
utilizadas e o controle negativo estdo indicados.

O gene PSTK de T. evansi também apresenta uma cdpia Unica do genoma deste
protozoario, conforme indica a Figura 30. E possivel verificar a presenca de uma banda tnica
para as enzimas que nao clivam o gene (EcoRI, Hindlll , Ncol e Ndel) e 2 bandas para a
enzima BamHlI, que cliva-o. A enzima Sall apresenta um sitio de restricdo na sequéncia, mas
0 mesmo provavelmente ndo induziu o corte da sequéncia pela presenca de uma ilha de

metilacdo (dados ndo apresentados).
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Figura 30 - Southern Blot do gene PSTK de T. evansi. O marcador de peso molecular, as enzimas de restricdo
utilizadas e os controles negativos estdo indicados.
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5.3 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA DA PROTEINA SELENOFOSFATO
SINTETASE DE Trypanosoma evansi

A proteina origindria da expressdo do gene selD, selenofosfato sintetase, foi
imunolocalizada em células de T. evansi. Visto que a sequéncia de aminoacidos da SPS de T.
brucei brucei e T. evansi apresentou uma similaridade de 99%, foi utilizado um anticorpo
anti-SPS de T. brucei brucei gentilmente cedido pelo Dr. Otévio H. Thiemann.

Os parasitos foram fixados em paraformaldeido 4% e incubados com o anticorpo anti-
SPS e o corante de acidos nucléicos DAPI. A proteina se apresentou como granulos
localizados no citoplasma do protozoario. Também é possivel notar a auséncia de cinetoplasto

no isolado de T. evansi utilizado (Figura 31).

Figura 31 - Imunofluorescéncia indireta da proteina SPS de T. evansi.(1) Luz branca; (2) colocagdo com DAPI;
(3) grénulos citoplasmaticos indicando a localizacdo da SPS; (4) Sobreposi¢ao das imagens 2 e 3.

5.4 WESTERN BLOT PARA A ENZIMA SELENOFOSFATO SINTETASE DE

Trypanosoma evansi

A técnica de Western Blot foi utilizada para a deteccdo da proteina SPS no extrato
protéico total de T. evansi, utilizando um anticorpo anti-SPS de T. brucei brucei gentilmente
cedido pelo Dr. Otavio H. Thiemann.

Células de T. evansi foram lisadas e o extrato protéico bruto foi aplicado em um gel
SDS-PAGE desnaturante 12 % para a separacdo das proteinas por peso molecular. As
proteinas foram entdo transferidas para uma membrana de nitrocelulose e incubadas com o

anticorpo anti-SPS. A reacdo demonstrou a formagdo de uma banda intensa no tamanho
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aproximado de 43 kDa (Figura 32).
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Figura 32 - Western Blot da proteina SPS de T. evansi. 1- BenchMark Protein Ladder (Invitrogen®); 2- Extrato
protéico de T. evansi.
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6 DISCUSSAO

A via de inser¢do de selenocisteina é uma rota metabdlica que esta presente em todos
os dominios da vida, com componentes demonstrados nos proteomas de eucariotos,
arqueobactérias e procariotos (Lobanov et al., 2009). Uma de suas principais funcdes é a
protecdo contra espécies reativas de oxigénio (EROSs), os radicais livres, através da promogéo
de reacGes de oxirreducdao com o motivo CXXU (C= cisteina, U= selenocisteina, X= qualquer
aminodcido) que caracteriza uma funcdo antioxidante (Papp et al., 2007).

Em eucariotos, para que ocorra a inser¢do de uma selenocisteina em uma proteina,
uma complexa rota envolvendo varios elementos € necessaria. Resumidamente, um tRNA
especifico, o tRNA>* (codificado pelo gene selC) é primeiramente aminoacilado com uma
serina que é fosforilada pela enzima PSTK. A enzima SepSecS converte a serina fosforilada
em selenocisteina, utilizando monoselenofosfato, que € formado pela reacdo entre selenito e
ATP catalisada pela enzima SPS2, produto do gene selD. No momento da traducdo, no
ribossomo, a estrutura SECIS liga-se a proteina SBP2, que liga-se ao fator EF-Sec (produto
do gene selB) que direciona o tRNA>* ao sitio A ribossomal, acoplando-se ao cédon UGA e
inserindo a selenocisteina no polipeptideo nascente (Donovan e Copeland, 2010).

Como descrito na revisdo bibliografica, poucos trabalhos buscam elucidar a
importancia das selenoproteinas em Kinetoplastida, e, no caso do T. evansi, ndo ha nenhuma
publicacdo relatada a esta via metabolica. Por este motivo, os resultados obtidos neste
trabalho tiveram por objetivo tentar identificar alguns dos componentes desta via metabdlica
em T. evansi.

As ORFs dos genes selB, selC, selD, selTRYP e PSTK foram amplificados com
sucesso a partir do DNA genémico e do cDNA, indicando que todos séo transcritos em T.
evansi, apesar de a regulacdo da expressdo génica em tripanossomatideos ocorrer
principalmente em nivel pos-transcricional (Haile e Papadopoulou, 2007). As sequéncias de
nucleotideos dos 5 genes apresentaram um alto grau de similaridade com as de T. brucei,
geralmente acima de 99%, reforcando a hipdtese da origem do T. evansi ter ocorrido a partir
de uma gradual perda do cinetoplasto do T. brucei (Jensen et al., 2010; Lun et al., 2010).

A sequéncia de aminoacidos deduzida de selB, que forma o fator de elongacdo EF-Sec
de T. evansi, possui uma massa de 71,7 kDa e um ponto isoelétrico de 7,19. A andlise de
dominios demonstrou que a proteina apresenta requisitos de um fator de elongacdo, como

capacidade de ligagdo ao GTP, ao tRNA™ e regides envolvidas no transporte do tRNA>* ao
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sitio A ribossomal. Essas caracteristicas sao compartilhadas pelos dominios I, Il e 11 do fator
de elongagdo EF-Tu, que reconhece todos os tRNAs com excecéo do tRNA® (Leibundgut et
al., 2005). A regido da porcdo C-terminal compreendida entre os aminodcidos 370-540
apresenta varios residuos conservados entre tripanossomatideos e eucariotos superiores,
sugerindo que pode corresponder ao dominio 1V, que se liga a proteina SBP2, formando um
complexo quaternario SECIS-SBP2-EF-Sec-tRNA®® no momento da traducdo (Donovan e
Copeland, 2010).

A ORF dogene selC de T. evansi foi amplificada a partir do cDNA, clonado e
sequenciado, originando uma sequéncia de 88 pb. A sequéncia apresentou 97% de identidade
com os tRNA™® de T. brucei e T. cruzi, e um alto grau de conservacdo também com Mus
musculus. A andlise da estrutura secundaria, gerada pelo softwate ARAGORN, revela que o
tRNA®® de T. evansi compartilha a maioria das caracteristicas dos tRNA>* de eucariotos,
como o brago aceptor com 9 pb, um braco extra de 6 pb, um braco D com 6 pb e um loop de 4
nucleotideos e o brago do anticédon com 6 pb de comprimento e um loop de 7 nucleotideos
(Itoh et al., 2009). Contrariamente aos eucariotos, que possuem o brago T¥C do tRNA®® com
4 pb, e semelhantemente aos procariotos, o braco TWC de T. evansi apresentou um
comprimento de 5 pb (Itoh et al., 2009). Por ser esta a Unica divergéncia com 0s demais
eucariotos, sugere-se que 0 motivo desta diferenca possa ser 0 erro no sequenciamento de
alguma das bases que tenha levado a uma predi¢do erronea do tamanho do bragco TWC do
tRNAS® de T. evansi. Porém, por esta estrutura secundaria ser apenas uma deduc&o in silico
realizada a partir da sequéncia do gene selC, mais estudos sdo necessarios para a confirmacéao
da real estrutura secundéria do tRNA>* de T. evansi.

O gene selD de T. evansi codifica uma proteina com massa molecular de 43 kDa e um
pl teodrico de 5,46, a proteina selenofosfato sintetase. A analise da sequéncia de aminoacidos
demonstrou que a proteina possui motivos de ligacdo ao ATP, o que condiz com sua funcao,
que ¢ fosforilar o selenito; e também regiGes que tendem a dimerizacdo, como comprovado
por Sculaccio e colaboradores (2008) que caracterizaram a SPS de T. brucei e L. major. Em
muitos organismos, como mamiferos e algumas arqueobactérias, a propria selenofosfato
sintetase € uma selenoproteina (Stock et al., 2010), o que ndo é o caso de T. evansi. Assim
como em T. brucei e L. major (Sculaccio et al., 2008), a SPS de T. evansi possui uma cisteina
(C) no lugar da selenocisteina, especificamente no residuo 42 (demonstrado no alinhamento
da Figura 21). Este residuo parece estar diretamente relacionado a funcéo da proteina, ja que
proteinas mutantes na qual houve a substituicdo da cisteina por uma alanina nesta posicéo

perdem sua fungéo (Sculaccio et al., 2008). Existem 2 formas de SPS descritas, mas apenas a
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SPS2 parece estar relacionada a incorporacdo de selenocisteina, visto que apenas o
silenciamento de SPS2, e ndo SPS1, causa perda da incorporacdo de "Se em células (Xu et
al., 2007).

Os iniciadores para a amplificacdo do possivel gene da PSTK de T. evansi foram
retirados da dissertacdo de mestrado de Evangelista (2009), que trabalhou com T. brucei e L.
major. Foi amplificada a fase aberta de leitura de 1083 pb de base que forma uma proteina
com 40 kDa e um pl de 6,42. A andlise das caracteristicas da proteina revelam que a mesma
pertence a superfamilia P-loop NTPase (possuem propriedades de ligacdo ao ATP ou GTP) e
que possui motivos condizentes com a fungdo de quinase, todos na por¢cdo N-terminal. Esses
dados séo semelhantes aos descritos por Carlson e colaboradores (2004), que caracterizaram
pela primeira vez a PSTK de mamiferos. Os autores realizaram buscas computacionais por
possiveis quinases em genomas de organismos que possuiam e que ndo possuiam a rota da
selenocisteina, e encontraram alguns candidatos. Posteriormente, caracterizaram in vivo a
proteina PSTK de camundongos. O alinhamento da possivel PSTK de T. evansi foi realizado
com 0s mesmos organismos utilizados por Carlson e colaboradores (2004) (Figura 23), e
possui regides conservadas, entre elas o dominio de ligacdo de ATP entre os residuos 25-32
(sinalizados com *). Sherrer e colaboradores (2008) alinharam sequéncias de quinases de
procariotos e PSTK de arqueobactérias e, comparando com a sequéncia de T. evansi, €
possivel identificar 3 motivos conservados entre todos: 0 motivo GxxxxGKT (residuos 10-
17), que forma o P-loop; uma asparagina da posicao 45 pertencente ao motivo Walker B, que
constitui o sitio ativo das P-loop quinases; e um motivo RNxxR (residuos 158-162), que
possui atividade ATPase e fosfotransferase. Esses trés motivos formam o sitio catalitico da
enzima, e mutacdes realizadas em residuos destes motivos em arqueobactérias levam a
formacdo de enzimas com diminuicdo de sua atividade (Sherrer et al., 2008).

O numero de copias e a confirmacdo da presenca dos genes selB, selD e PSTK no
gDNA de T. evansi foram determinados através da técnica de Southern Blot, utilizando como
sonda a ORF de cada gene. Como é possivel observar nas Figuras 28, 29 e 30, 0s genes estdo
presentes no DNA gendmico do protozoario em cdpia Unica, pois houve a formacdo de uma
banda Unica nas digestdes com as enzimas que ndo digeriam a ORF; e de duas bandas nas
digestdes com enzimas que digeriam a ORF dos genes em apenas um ponto. Resultados
semelhantes foram obtidos em procariotos para selB (Kromayer et al., 1996), selD em
arqueobactérias (Stock et al., 2010) e PSTK em T. brucei (Aeby et al., 2010).

Imunoensaios foram realizados para determinar a presenca e a localizagdo da SPS em

T. evansi com um anticorpo anti-SPS de T. brucei. Este anticorpo foi utilizado pelo fato de a
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sequéncia de aminoacidos das proteinas dos dois protozoarios ter apresentado mais de 99% de
similaridade. O Western Blot foi realizado com o extrato protéico total do protozoério e foi
possivel observar a formagdo de uma banda intensa de aproximadamente 43 kDa, condizente
com o tamanho predito para a SPS de T. evansi. A proteina possui localizagdo citoplasmatica,
provavelmente formando complexos com outras proteinas desta via (Small-Howard et al.,
2006).

O sistema antioxidante de tripanossomatideos é formado principalmente por proteinas
homdlogas as glutationas peroxidases, mas com cisteina no lugar de selenocisteina (Schlecker
et al., 2005). As peroxidases de T. brucei utilizam um sistema de proteinas proprias para a
reducdo de radicais livres, o sistema triparedoxina-tripanotiona (Fairlamb e Cerami, 1992). A
substituicdo de selenocisteina por cisteina nessas proteinas faz com que as mesmas tenham
uma diminuicdo na capacidade redutora, ja que a selenocisteina pode entre 10 e 100 vezes
mais eficiente do que a cisteina (Armer, 2010). A identificagdo de uma selenoproteina
exclusiva de tripanossomatideos (selTRYP) por Lobanov e colaboradores (2006), que possui 0
motivo CxxU relacionado a atividade antioxidante, além de outras duas proteinas (selT e
selK), sugere que as selenoproteinas podem contribuir na protecéo dos tripanossomatideos ao
ataque por EROs.

Parte da ORF da selTRYP foi amplificada, clonada e sequenciada em T. evansi neste
trabalho. Aliado ao fato da identificacdo da expressdo dos principais componentes da via de
insercdo de selenocisteina (selB, selC, selD e PSTK) e da identificacdo e localizacdo celular
da SPS neste protozoario, sugere-se que o T evansi possa utilizar selénio e incorpora-lo em
proteinas; e sendo a selTRYP uma destas possiveis selenoproteinas, seria interessante um
aprofundamento dos estudos desta rota metabdlica para a identificacdo de um possivel alvo
terapéutico, visto que a resisténcia do T. evansi aos medicamentos disponiveis no mercado é

crescente.



7 CONCLUSOES

O gene selB de T. evansi é transcrito e apresenta uma ORF de 1986 pb,
formando uma proteina com uma massa de 71,7 kDa e um Pl de 7,19;

O gene selC de T. evansi apresenta uma ORF de 88 pb e forma uma estrutura
secundaria compativel com o tRNA>® de eucariotos;

O gene selD de T. evansi € transcrito, forma uma ORF de 1182 pb e uma
proteina de 43 kDa e pl 5,46;

O gene PSTK de T. evansi é transcrito com uma ORF de 1083 pb formando
uma proteina de 40 kDa e pl 6,42;

O gene selTRYP esta parcialmente presente no genoma de T. evansi;

Os genes selB, selD e PSTK apresentaram um perfil na técnica de Southern
Blot compativel com uma cdpia cada no genoma de T. evansi;

A proteina selenofosfato sintetase possui localizagcdo citoplasmatica em T.
evansi;

A proteina selenofosfato sintetase esta presente no extrato protéico total de T.
evansi formando uma banda de aproximadamente 43 kDa no ensaio de
Western Blot.
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