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RESUMO

BOAVENTURA, Bruna Larissa. CLONAGEM DO GENEQUE DA PROTEINA DE
CHOQUE TERMICO DE 70 kDa (HSP70) deTrypanosoma evansi.66f.

Tripanossomoses sdo doencgas causadas por protozoarios pertencentes ao género Trypanosoma
que podem infectar uma ampla gama de animais, inclusiveo homem. OTrypanosoma evansi é
um hemoparasito que acomete varias espécies de animais, principalmente equinos, sendo
responsavel pela enfermidade conhecida como tripanossomose equina, tendo relato também
de sua ocorréncia em humanos,sendo, por tanto uma zoonose. Possui ampla distribuicdo
geografica, e é importante causa de prejuizos econémicos em criacdes de equinos. O controle
do agente ¢ feito por meio da utilizacdo de tripanocidas, porém, ao longo dos anos tém sido
descritas cepas resistentes as drogas atualmente disponiveis. As proteinas de choque térmico
da familia HSP 70 sdo componentes centrais da rede celular, auxiliando em diversas funcées
como dobramento de proteinas e se destacando como importantes alvos para terapias génicas
e biomarcadores por serem proteinas altamente conservadas em diversos parasitos. A
realizacdo deste trabalho teve como objetivo clonar o gene codificante para a proteina HSP70
de T. evansi (TEHSP70) e realizar estudos in silico com a proteina TEHSP70. A clonagem do
gene TEHSP70 em pGEM- T easy®, foi bem sucedida e a partir do seu sequenciamento
obteve-se a sequencia de nucleotideos que, traduzida, forneceu a sequencia primaria da
proteina alvo TEHSP70. A sequéncia de TEHSP70 foi comparada com de ortologos de genes
de Trypanosomas disponiveis em banco de dados publicos e os resultados mostraram que
TEHSP70 possui alta similaridade filogenética com as espécies de Trypanosomas de maior
ocorréncia. A analise de bioinformatica realizada na HSP70 e sua co-chaperona HSP40
demonstrou que a regido C-terminal da HSP70 pode atuar como um potente alvo para
interrupcao do ciclo bioldgico do parasito.O estudo de proteinas funcionais, envolvidas no
metabolismo do parasito, pode servir de base para o desenvolvimento de novas drogas.

Palavras-chave: Trypanosoma evansi; Proteina de choque térmico; Clonagem; HSP70,
HSP40.



ABSTRACT

BOAVENTURA, Bruna Larissa. CLONING OF HEAT SHOCK PROTEIN HSP70
GENE IN Trypanosoma evansi. 2016. 66p.

Trypanosomes are diseases caused by protozoa belonging to the genus Trypanosoma that can
infect a wide range of animals, including man.Trypanosoma evansi is a hemoparasite that
affects several species of animals, mainly equines, being responsible for the disease known as
equine trypanosomiasis, and also reports of its occurrence in humans, being, therefore, a
zoonosis. It has a wide geographical distribution, and is an important cause of economic losses
in equine breeding. Control of the agent is done through the use oftrypanocides, however,
over the years, resistant strains of drugs currently available have been described.The heat
shock proteins of the HSP 70 family are central components of the cellular network, assisting
in several functions such as protein folding and stand out as important targets for gene
therapies and biomarkers because they are proteins highly conserved in several parasites. The
objective of this work was to clone the gene coding for the HSP70 protein of T. evansi
(TEHSP70) and to perform in silico studies with the TEHSP70 protein.Cloning of the
TEHSP70 gene in pGEM-T easy® was successful and from its sequencing the nucleotide
sequence was obtained which translated gave the primary sequence of the target protein
TEHSP70. The sequence of TEHSP70 was compared with that of orthologs of Trypanosome
genes available in public database and the results showed that TEHSP70 has high
phylogenetic similarity with the most frequent species of Trypanosomes.The bioinformatics
analysis performed on HSP70 and its HSP40 co-chaperone demonstrated that the C-terminal
region of HSP70 may act as a potent target for disruption of the parasite’s life cycle. The study
of functional proteins, involved in the metabolism of the parasite, can serve as the basis for
the development of new drugs.

Keywords:Trypanosoma evansi; Heat Shock Protein; Cloning; HSP70; HSP40.
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1 INTRODUCAO

Com o surgimento e o reaparecimento de doencas, a ocorréncia de mudangas
climaticas interferindo nos ciclos biolégicos e comportamento dos patdgenos, além da perda
de biodiversidade, tem-se observado um crescente interesse em compreender essas
enfermidades uma vez que podem estar ligadas a mortalidade de animais silvestres,
domésticos, de producdo e até mesmo o ser humano.

Entretanto, uma das principais razes desse crescente interesse é a preocupagdo com as
enfermidades que acometem animais silvestres, uma vez que a desfragmentacdo dos
ambientes naturais esta cada vez maior, 0 que tem favorecido o contato dessas espécies com
animais de producéo e domesticos.

Com isso, a ocorréncia de zoonoses associadas a essas mudancas ambientais tem
aumentado, uma vez que animais silvestres sdo potenciais reservatorios de diversos agentes
patologicos.

Entre tantas enfermidades de carater zoonotico, temos as tripanossomoses, causadas
por diversas espécies de Trypanosomas, que podem acometer humanos e outros animais. A
familia Trypanosomatidae compreende dois géneros importantes na medicina humana e
medicina veterinaria: 0s géneros Leishmania e Trypanosoma.

Os Trypanosomas sdo hemoparasitos flagelados de aspecto tipicamente folidceo ou
arredondados, caracterizados por possuirem uma membrana ondulante, assim como o
cinetoplasto presente somente em algumas espécies (FORTES, 2004). Os parasitos
pertencentes a este género possuem uma grande importancia em sadde pablica, como € o caso
deT. cruzi, causador da doenga de “Chagas” nas Américas, zoonose que atinge cerca de 15
milhdes de pessoas na América Latina (COURA; DIAS, 2009), dos Trypanosomas T. brucei.
rhodesiense e T. b. gambiense, causadores da doenca do “sono” na Africa, responsaveis pela
ocorréncia aproximada de 50 mil a 70 mil casos anuais da doenca (MERCALDI, 2010) e de
T. evansi para o qual houve o recente relato de infeccdo humana na India ocasionando
tripanosomose (JOSHI et al., 2005). O fato de muitos dos parasitos deste género serem
digenéticos, ou seja, possuirem dois ciclos de vida, alternando entre dois hospedeiros, acaba
caracterizando-o0s como um problema zoonotico.

“Surra”, “peste quebra bunda” ou “mal das cadeiras”, é o nome popular dado a

infeccdo que acomete equinos, a qual é ocasionada pelo flagelado T. evansi, gerando grandes
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prejuizos econbmicos para criadores e pecuaristas que dependem dos equinos para a
comercializagdo dos mesmos ou realizar o manejo de seus rebanhos.

T. evansi, foi o primeiro Trypanosoma patogénico descrito em 1880 por Griffth Evans,
sendo considerado o primeiro Trypanosoma a ser descrito no mundo (HOARE, 1972). Sua
capacidade de invadir tecidos como o sistema nervoso, ndo apenas de cavalos e cdes, mas
também de bovinos, bufalos e porcos, o faz considerado um parasito sanguineo e tissular
(HOLLAND et al., 2003).Sua ampla distribuicdo geogréfica, permite que seja encontrado no
norte e centro do continente africano, sudoeste da Asia, partes da Europa, América Central e
do Sul (LOSOS, 1980). No Brasil, na regido do Pantanal Mato-grossense, a tripanossomose
causada por T. evansi é considerada uma das doencas mais importantes (SILVA et al., 1995b),
e tem como principal veiculador moscas do género Tabanidae, Stomoxys e mamiferos
voadores como morcegos (Desmodus rotundus).

Clinicamente, a doenca é caracterizada por anemia e febre ocasionadas pela liberagédo
das toxinas do parasito no sangue do hospedeiro. Com a evolucdo da doenca, o hospedeiro
passa a desenvolver sinais no sistema nervoso central, hemolise, seguida de uma redugéo na
producédo de hemacias, evoluindo para uma paresia seguida de paraplegia (FORTES, 2004).

A busca por novos quimioterapicos, biomarcadores e até mesmo alvos especificos
como proteinas é fundamental para o controle e diagnostico deste tipo de parasitose.

Uilenberg (1998) relata que, desde 1985, varias drogas tripanocidas foram retiradas do
mercado e que nada de novo foi desenvolvido. Muitas drogas podem ser toxicas e seu UsoO
indiscriminado pode favorecer o aparecimento de populacdes resistentes, como ja foi
reportado na Africa para Trypanosoma(KINABO, 1993).

Com isso, o desenvolvimento de novos “kits” imunoldgicos para o diagndstico rapido
do parasito, o avanco da sintese de novas moléculas que possam atuar como drogas
antiparasitarias, o desenvolvimento de biomarcadores, para diagndsticos e/ou testes de
possiveis drogas ou prospec¢do de novas moléculas-alvo, a partir de informacdes bioquimicas
do parasito, que podem culminar na producdo de terapias imunogénicas, fazem necessarios
através de estudos cada vez mais especificos.

O estudo de proteinas de choque-térmico (HSP’s) é muito relevante, uma vez que
essas proteinas estdo diretamente ligadas a homeostase celular. Especificamente, as HSP70
estdo envolvidas em diversos processos bioldgicos, como os de liberacdo de energia para a
célula, enovelamento e translocacdo de proteinas através de membranas, até a sua

degradacdo.As HSP70 podem atuar em complexos proteicos sendo a interagdo proteina-
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proteina, HSP70-HSP40, considerada essencial para a sobrevivéncia de T. evansi
(CASSANDRA et., al. 2010).

No presente estudo foi explorado o papel da HSP70 na bioquimica do T. evansi, uma
vez que as proteinas HSP70 vem se mostrando alvos promissores para 0 desenvolvimento de

drogas antiparasitarias, biomarcadores e antigeno vacinal.



2 REVISAO DE LITERATURA

Tripanosomoses sdo doencas ocasionadas por protozodrios pertencentes a familia
Tripanosomatidae e que podem acometer diversos mamiferos, dos quais muitos sdo
considerados reservatorios naturais destes parasitos.

Atualmente, a familia Tripanosomatidae, é dividida em dois géneros, Leishmania e
Trypanosoma, sendo que o primeiro género é causador da doenca conhecida como
leishmaniose, zoonose que tem como hospedeiros roedores, marsupiais (Didelphis sp) e cées,
apresentando no homem trés formas clinicas: visceral, tegumentar e difusa. J& membros do
género, pode parasitar anfibios, répteis, peixes, aves, artropodes, anelideos e, principalmente,
mamiferos. Os tripanosomas sdo causadores de doengas conhecidas como tripanossomoses,
sendo descritos os marsupiais (Didelphis sp) e roedores como a capivara (Hydrochaeris
hydrochaeris) como seus principais reservatorios naturais.

O género Trypanosoma pode ser diferenciado de acordo com o modo de transmissao,
sendo os Trypanosomas de mamiferos classificados nas se¢Oes Salivaria e Stercoraria,
segundo Hoare (1972). Na secdo salivaria estdo alocados 0s seguintes subgéneros:
Trypanozoon, e que engloba espécies com pequeno cinetoplasto subterminal, transmitidos
ciclicamente, tais como Trypanosoma (Trypanozoon) brucei, causador da doenga do sono na
Africa, e espécies como o T. evansi e T. equiperdum, que parasitam principalmente equinos.
Nesta secdo tambem encontramos tripanosomatideos dos subgéneros: Nannomonas,
Duttonella, e Pycnomonas. Na secdo stercoraria, encontramos 0s subgéneros Schizotrypanum
(T. cruzi), Herpetosoma (T. lewisi), e Megatrypanum (T. theileri) (HOARE, 1972).

T. evansi foi descrito pela primeira vez por Griffth Evans, através da observacdo do
sangue de equinos e dromedarios originarios da India, sendo considerado o primeiro
Trypanosoma a ser descrito no mundo (DESQUESNES, et al., 2013b), parasito extracelular,
monomorfico, que mede aproximadamente entre 14 a 33um, de comprimento e 1,5 a 2,2um
de largura conforme ilustrado na figura 1, sendo indistinguivel de outros Trypanosomas como
T. brucei brucei, T. brucei rhodesiense, T. brucei gambiense gambiense (BRUN et al,
1998).Possui um flagelo livre e um pequeno subcinetoplasto terminal (COSTA, 2013).
Algumas cepas de T. evansi ndo apresentam o cinetoplasto, sendo caracterizadas como
acinetoplasticas. O fato de ndo ser um parasito digenético, caracteriza a auséncia da
necessidade de passar por um segundo hospedeiro para o seu desenvolvimento, utilizando

apenas vetores mecanicos como insetos hemat6fagos ou mamiferos hemat6fagos.
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Figura 1 - Morfologia de T. evansi em microscopia Optica no aumento de 1000 x. A seta
indica a forma tripomastigotas do parasito. Colora(;éo em Panético Rapido®.

Fonte: proprio autor.

T. evansi € um parasito com alto potencial infectante e baixa especificidade, o que o
leva a ser encontrado em mamiferos, répteis, anfibios, aves e artropodes sendo que,dentre
essas classes, os mamiferos possuem animais que funcionam como reservatorios naturais do
T. evansi, como é o caso das capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) e coatis (Nasua nasua).
O morcego hematdfago (Desmodus rotundus), além de ser considerado um reservatorio
natural do parasito, atua também como vetor mecéanico (HOARE, 1972), auxiliando em sua
propagacao.

Entretanto, nos casos mais comuns de surtos de tripanossomose equina, ao se realizar
uma inspecdo no local, nota-se a presenca de dipteros, 0os quais sdo considerados vetores
mecanicos de T. evansi. Na América do Sul, a transmissdo deste parasito ocorre por insetos
dos géneros Simulium, Tabanus e Stomoxys (SILVA, et al, 2003). Segundo Silva e
colaboradores. (1995a), o principal vetor do T. evansi no Pantanal Mato-Grossense € 0
Tabanus importunus (mutuca).

Pelo fato de T. evansi ndo ser um parasito digenético, ou seja, ndo ha mudanca de
nenhuma de suas formas, para que ocorra a infeccdo de novos hospedeiros, segundo Aquino
(2007), ele depende exclusivamente da transmissdo mecanica pelo diptero em que se encontra
apos a alimentacdo, logo, a eficiéncia de infeccdo dependerd do tempo em que o diptero
levara para realizar um novo repasto sanguineo.

Para que ocorra a sua transmissao, as formas tripomastigotas necessitam ficar na

probdscide de seu vetor. Através da picada no hospedeiro ocorrera a transmissdo do parasito
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para a corrente sanguinea do hospedeiro, onde comegara o seu desenvolvimento conforme
ilustra a figura 2. O periodo pré-patenteé relativamente curto, ocorrendo entre 4 a 10 dias

originando a fase de parasitemia.

Figura 2 -Ciclo de vida de T. evansi. O inseto hemat6fago transmite a forma tripomastigotas
de T. evansi, o qual na corrente sanguinea se multiplicard, originando o quadro
clinico no hospedeiro.

Vaso
sanguineo

/ Yy 74 -7

Tabanidae

))

Transmissio Ll (=
mecinica A [

{
\&
Tripomastigota

VT AN

= o X e SRS Fissio
N A ‘ Binaria

Fonte: Adaptado de Gardner et al., 1988

A doenca ocasionada por T. evansi em equinos & conhecida popularmente como
“peste-quebra-bunda”, “mal das cadeiras” ou “surra”pode ser cronica ou aguda: onde na fase
aguda pode ocorrer a manifestacdo dos sinais clinicos, podendo culminar na morte do animal,
enquanto que na fase crénica, o animal que esta infectado por T. evansi acaba tornando-se um
reservatorio e disseminador da doenca.

A sintomatologia provocada em equinos porT. evansi, apresenta sinais clinicos
caracteristicos da tripanossomose como: febre, anemia, perda de apetite e peso, perda de
estado e produtividade, sinais nervosos e/ou aborto, caquexia, culminando para morte (SILVA
et al., 1995a). Entretanto, a doenca pode ser sintomatica ou assintomatica, tudo a depender de
fatores como a especificidade do hospedeiro, situacdo geogréafica e epidemioldgica do local
e,principalmente, do estado de imunossupressdo em que 0 hospedeiro se encontrara
(DESQUESNES et al., 2013b).

Atualmente, a linha de diagnéstico relacionada a tripanossomose equina, de uma

forma geral, esta baseada nos métodos parasitologicos, soroldgicos e moleculares, sendo que
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um grande problema dos dois primeiros métodos citados € a falta de fidelidade dos resultados,
ou seja, a ocorréncia de falsos negativo nos exames utilizando-se a técnica de esfregaco
sanguineo ou da linfa. As ferramentas mais comuns para o diagndstico sdo o Teste de
Aglutinacdo (detectar IgM) para T. evansi (CATT / T. evansi) e o ELISA para T. evansi que
proporciona a mesma faixa de sensibilidade e especificidade (90-95%) para as diversas
espécies de hospedeiros. O CATT demonstrou ser altamente sensivel em camelos e equinos,
entretanto, com baixa sensibilidade em bovinos (12%), mesmo em condigdes experimentais
(DESQUESNES et al., 2013a).

Na linha molecular, técnicas como a PCR (reacdo em cadeia da polimerase) é
considerado “padrdo ouro” para a diferenciagdo entre as espécies de tripanossomatideos,
ocorrendo a excecdo deT. evansi ndo ser diferenciado deT. equiperdum por essa técnica
(DESQUESNES, 2004).

Com relacdo a téecnicas utilizadas para estudos e caracterizacdo das formas encontradas
em amostras que continham T. evansi, temos como exemplo o uso de RFLP, PCR, sondas
nucleares, sondas do cinetoplasto, analise de isoenzimas a partir do RAPD, foram encontrados
“fingerprints” as quais foram capazes de caracterizar todas as amostras testadas. Entretanto as
técnicas mencionadas acima sdo inviaveis em campo (DESQUESNES, 2004). Apesar da
amplitude dos métodos de diagndsticos disponiveis para tripanossomose equina, ainda ha
buscas por um método totalmente capaz de diagnosticar a presenca de T. evansi sem que
possam ocorrer falsos negativos ou reacdes cruzadas.

As moléculas utilizadas para tratamento de tripanossomose atualmente ja apresentam
resisténcia do parasito. O tratamento disponivel para a tripanossomose esta baseado em seis
moléculas (PEREGRINE, 1994), que sdo classificadas em dois grupos: drogas curativas e
drogas preventivas. Diminazeno, brometo de homidium e isometamidium séo utilizados
principalmente para o tratamento e profilaxia de tripanossomoses em bovinos, ovinos e
caprinos. Quinapiramina, suramina e melarsomina sdo utilizados principalmente como
agentes terapéuticos para infec¢cbes com T. evansi, embora quinapiramina também seja usada
para fins profilaticos (PEREGRINE, 1994). Entretanto, a toxicidade que algumas dessas
moléculas apresentam ao animal e a existéncia de cepas resistentes, decorrentes da utilizacao
inadequada dessas drogas, tem dificultado o uso das mesmas. Segundo dados da EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), nos ultimos 30 anos as moléculas
dimenazeno, brometo de homidium, isometamidium, quinapiramina e suramina tém sido
usadas no campo, entretanto cada um destes cinco compostos tem sido associado com o

desenvolvimento de resisténcia as drogas em muitas situacdes de campo. Peregrine (1994)


https://www.google.com.br/search?biw=1024&bih=667&q=Quinapiramina&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjezfXp4-rLAhVJkZAKHbc6DMUQBQgZKAA
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ressalta que a similaridade entre esses compostos quimicos, estdo relacionadas ao
aparecimento de resisténcia cruzada.

Além dos quimioterapicos utilizados no tratamento e na profilaxia, o controle dos
vetores e métodos que evitem o contato do vetor com 0s animais mais susceptiveis a infeccdo
séo de extrema importancia para o controle dessa enfermidade.

Amplamente distribuido, conforme a ilustracdo 3, nos paises onde ha producédo
pecudria e a utilizagdo dos equinos para 0 manejo dos animais a ocorréncia de T. evansi é
muito frequente.

Casos de tripanosomoses por T. evansi, ja foram descritos na Asia, Africa, América
Central e América do Sul. Na Africa, T. evansi ¢ comumente encontrado parasitando bovinos
(Bos taurus), asininos (Equus asinus), jumentos, mulas, porém os equinos, especialmente
cavalos (Equus caballus), sdo os mais susceptiveis a parasitemia por T. evansi
(DESQUESNES et al., 2013b).

A preocupacgdo epidemiolégica relacionada a T. evansi, ndo se restringe apenas a
Africa.Na Asia, uma ampla gama de animais sdo parasitados por ele, como os bufalos
(Bubalus bubalis), animais extremamente importantes na economia de diversos Paises
Asiaticos, por serem fonte de leite, carne e couro. Segundo Desquesnes (2013b), na Asia 0s
bovinos sdo mais susceptiveis que na Africa e América Latina, podendo apresentar sinais
clinicos e alta parasitemia (10® parasitos/mL). De uma forma geral, T. evansi, ndo parasita
somente equino ou bovino: foi descrito nas Filipinas, parasitemia porT. evansiem diversos
animais de producédo sendo 80 bufalos, 40 cabecas de gado, 200 porcos, 150 cabras/ovelhas e
15 cavalos, levando a uma perda econdmica anual de atée US$ 158.000 por ano
(DESQUESNES et al., 2013a).

Recentemente um trabalho feito por Kocher e colaboradores (2015), mostrou o
aparecimento do parasito em camelos na Europa. Na América do Sul, segundo levantamento
realizado por Moreno e colaboradores (2013), estima-se que, na Venezuela no ano de 2008, o
namero de animais infectados por T. evansi na regido de Lianos, era de 112.295 cavalos
(68,7% do rebanho nacional), 7.202.226 bovinos (56,8%), 129.645 bubalinos (57,4%),
totalizando a infeccdo em 127.188 fazendas de gado (45,3%) e 1.342 fazendas de bufalos
(54,6%). Na Argentina, T. evansi € considerado endémico (MONZON et al., 1990).

Na América do Sul, infeccdo porT. evansi, representa risco potencial para quase 300
milhdes de bovinos, 1,8 milhdes de bufalos e 16 milhdes de cavalos (DAVILA; SILVA,
2000).
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No Brasil, a tripanossomose em equinos foi descrita pela primeira vez por Jansen
(1941), em uma sub-regido do Pantanal do Mato Grosso do Sul, em Nhecolandia (DAVILA et
al., 1999), onde os rebanhos apresentaram 68% de equinos sorologicamente positivos. No
estado do Mato Grosso (FRANKE; GREINER; MEHLITZ, 1994), na regido do Pantanal de
Poconé, registraram a prevaléncia de T. evansi em equinos, bovinos, capivaras e cées,
utilizando métodos parasitolégico obtiveram-se 0.3, 8.6 e 8.0% para equinos, cées e
capivaras, respectivamente.Os mesmos autores realizaram o método de Ag-ELISA (“enzyme-
linked immunosorbent assay”) e obtiveram soroprevaléncia de 4,1%, 2,3%, 7,1% e 22,0%
encontrada em cavalos, bovinos, cées e capivaras, respectivamente.

No estado do Rio Grande do Sul, foi relatada a infec¢do de 18 animais (RODRIGUES
et al., 2005), sendo que destes, apenas 17 apresentaram resultados positivos. Um outro relato
realizado por Zanette (2008), confirma a presenca do parasito infectando 4 éguas de uma
propriedade no municipio de Cruz Alta, sendo que a confirmacdo dos dados se deu por
exames parasitoldgicos, presenca do vetor mecéanico e a morte de caes que foi causada por T.
evansi.

Da Silva e colaboradores (2007), relataram a ocorréncia de T. evansi no Estado de

Santa Catarina, municipio de Videira, parasitando bovinos em uma leitaria.

Figura 3 -Distribuicdo geografica de T. evansi no mundo. Em vermelho as regifes de maior
ocorréncia do parasito.

Fonte: Desquesnes et al (2013b).
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Ainda assim, com tantos casos relatados, hd falta de dados epidemioldgicos,
patoldgicos e bioguimicos, sendo ainda a tripanossomose causada por T. evansi uma doenca
negligenciada no Brasil e no mundo.

Proteina de Choque Térmico de 70 kDa (HSP70)

A estrutura de uma proteina é a responsavel por assegurar o desempenho correto da
funcdo da mesma. Embora existam estudos que comprovem que a estrutura de uma proteina ja
vem pré-estabelecida de acordo com a sequéncia de seus aminoécidos,sabe-se que diversos
fatores podem interferir no enovelamento (folding) correto das mesmas, tais como:
temperatura, pH, presenca de metais pesados (WESTERHEIDE et al, 2005).

Uma maquinaria de proteinas especificas esta presente nas células para assegurar que
esses e outros fatores ndo interfiram no enovelamento correto das proteinas. Conhecidas como
chaperonas moleculares ou HSP (do inglés Heat Shock Proteins) (LINDQUIST, CRAIG,
1988), sdo uma classe de proteinas responsaveis por facilitar o dobramento de polipeptideos e
por atuar na homeostase, sendo super expressadas em resposta a variantes ambientais e
fisiologicas, atuando em condigdes de estresse celular.

As proteinas HSPs compreendem proteinas que diferem-se na massa molecular
mensurada em quilodalton (kDa), compreendendo as HSP100, HSP90, HSP70, HSP60,
HSP40 (proteinas dominio-J) e familias de proteinas de choque térmico pequena (shsp)
(WESTERHEIDE et al., 2005). A principal caracteristica das HSPs € fato de possuirem um

dominio de ligacdo ao substrato com exposicao de regides hidrofébicas (KIM et al., 2013).

Sistema HSP70

As HSP70 compdem uma classe de proteinas altamente conservadas, atuando
principalmente de dois modos: ligando-se a polipeptideos de proteinas desenoveladas, e
auxiliando no dobramento correto de proteinas recém-sintetizadas. Sao as proteinas de choque
térmico mais abundantes nas células e mais estudadas em niveis de estresse celular, pois
estudos apontam que sdo as proteinas mais expressas em eventos de estresse celular
(MUKHOPADHYAY et al., 2003).

As HSP70 promovem processos de enovelamentos de segmentos peptidicos se ligando


http://www.jbc.org/search?author1=Sandy+D.+Westerheide&sortspec=date&submit=Submit
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a sequéncias hidrofébicas expostas de outras proteinas nos seus estados ndo nativos,
mantendo a cadeia polipeptidica desenovelada, até que ela possa assumir a conformacéo
tridimensional correta, impedindo a agregacdo e ma formacdo das proteinas. Além disso,
Mosser (1997) relata que as HSPs70 interagem diretamente com elementos da via apoptotica,
inibindo a cascata de eventos que direcionam para a morte celular.

A HSP70 possui um dominio modular ATPase, presente no N-terminal, e um dominio
de ligacdo com o substrato (SBD) conforme figura 4, presente no C-terminal com 28kDa. O
SBD é dividido em duas regifes, um dominio de ligacdo a peptideos (PBD) composto por
384-543 aminoéacidos, com massa molecular de 18 kDa, e um dominio de ligacdo de proteinas
(PBD) que forma uma fenda, a qual “abre e fecha”,onde o acesso ao substrato € controlado
por uma tampa C-terminal que expGe o sitio de ligacdo aos peptideos, o “Lid” (COUTURIER
et al.,, 2010). Através de interacdes hidrofébicas, o dominio SBD € unido ao dominio N-
terminal, realizando atividade ATPasica (KAMPINGA; CRAIG, 2010).

Figura 4 -Estrutura da HSP 70. N: dominio N-terminal (em lil&s). C: dominio C-terminal (em
rosa). Dominio de ligacdo ao substrato (em verde).
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Fonte: préprio autor.

Com massa molecular de 10kDa, o “Lid” tem uma estrutura helicoidal e para que ele
possa abrir e fechar, é necessario que corra uma reacdo reversivel de ligacdo de ATP,
hidrolise, e liberacdo de ADP pelo dominio de ligacdo do nucleotideo(NDB). Na presenca de
ATP, o “Lid” ¢ aberto, ocorrendo a associa¢do com o substrato. Quando ha presenca de ADP,
o “Lid” se fecha, ocorrendo a liberagdo do substrato (COUTURIER et al., 2010), conforme o
esquema 5.

Este ciclo é controlado tanto por co-chaperonas da familia das HSP40, que dirigem as
HSP70 para os seus substratos, como por fatores permutadores de nucleotideos que
determinam o tempo de vida do complexo HSP70-substrato conforme figura 5.

O mecanismo da HSP70 melhor estudado € o da bactéria Escherichia coli (KARZAI,

MCMACKEN, 1996).
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Figura 5 - Sistema HSP70. (A) Proteina auxiliadora HSP40 se liga a proteina cliente. (B)
Apresentacdo da proteina cliente a HSP70 e formacdo do complexo
HSP70+ATP+HSP40+substrato. (C) Estado de alta afinidade entre HSP70 e
proteina cliente, ocorrendo mudanca no estado conformacional da HSP70
estruturando a proteina cliente. (D) Fator de Troca de Nucleotideo (NEF) auxilia
na hidrélise de ATP formando ADP. Uma nova molécula de ATP se liga a HSP70
baixando seu estado de afinidade com a proteina cliente, resultado na liberacdo da
mesma.
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Fonte: proprio autor.

O fato de sua estrutura quimica ser composta por uma ATPase N-terminal no dominio

44kDa, e tendo como subdominio um C-terminal ligado ao substrato 15-18 kDa, seguido por
outro subdominio-helicoidal identificado como 10kDa, lhe confere uma estrutura altamente
conservada (KAMPIGNA; CRAIG, 2010).
Wisniewska e colaboradores (2010), em seu estudo, relatam que o dominio NBD de diversos
membros da familia HSP70 demonstraram ser altamente conservados possuindo pouca
contribuicdo na especificidade das proteinas clientes. Entretanto, o dominio SBD pertencente
ao C-terminal, tem demostrado diferenciacéo, entre as espécies, conferindo especificidades as
mesmas como em um estudo relatado.

Estudos apontam as proteinas de choque térmico de 70 kDa como promissores
biomarcadores de diversos parasitos como: Cryptosporidium spp. (SULAIMAN et al., 2000;
LANGKJAER et al., 2007;),Babesia spp.(YAMASAKI et al., 2002, 2007), Giardia spp.,
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Entamoeba spp., Microsporidium spp. (ARISUE et al., 2002b), Blastocystis hominis
(ARISUE et al., 2002a),e o cinetoplastida do género Leishmania (FRAGA et al., 2010), além
de serem potentes alvos para terapias bioldégicas como para T. cruzi (PLANELLES et al.,
2002). Kumar e colaboradores (2015) desenvolveram, anticorpo contra policlonal contra
HSP70 deT. evansi em equinos, os resultados iniciais obtidos indicaram que HSP70 tem
potencial para deteccdo da infeccdo por T. evansi, entretanto precisa de maiores estudos. As
HSP70 vem assumindo um importante papel na producéao de terapias de bases bioldgicas para
toxoplasmose (Toxoplasma gondii) (BARENCO, 2013). Além disso, o dominio C-terminal da
HSP70 foi utilizado como ferramenta de diagndstico especifico em espécies de T. congolense
(BANNAI, 2003) e L. braziliensis (BOULANGE et al., 2002; ZURITA et al., 2003). Segundo
Cassandra e colaboradores (2010), as HSPs70 participam ativamente das mudancas
morfologicas e consequentemente, do ciclo de vida de tripanosomatideos como T. brucei, T.
cruzi e Leishmania major.

Conhecida a importancia da HSP70 para o diagnostico sorologico, desenvolvimento
de drogas antiparasitarias e imunoterapias utilizadas para a prevencéo e controle de doencas
parasitarias em humanos e animais e as lacunas no conhecimento da bioquimica destes
organismos, o presente estudo focou na identificacdo da HSP70 de T. evansi com o objetivo

de possibilitar a futura geracdo novas ferramentas para o diagnostico e controle desse parasito.



3.1

3.2

OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Clonagem do gene da proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70) de T. evansi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Clonar e expressar 0 gene da Hsp70 de T. evansi

e Analisar por meio de bioinformatica a sequéncia da proteina HSP70 de T. evansi.



4 CLONAGEM DO GENE QUE CODIFICA A PROTEINA DE CHOQUE
TERMICO DE 70 kDa (HSP70) DE Trypanosoma evansi

4.1 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Comité de Etica e Experimentagdo Animal

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal do CAV/UDESC.

4.1.2 Amplificagdo do numero de parasitos

Os parasitos foram obtidos por meio da infeccdo via intraperitoneal de um espécime
de rato (Rattus norvegicus). A cepa utilizada é proveniente do Laboratorio de Parasitologia
Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria. A parasitemia foi acompanhada
diariamente, realizando-se esfregaco sanguineo, obtido a partir da puncdo da veia caudal. O
esfregaco foi corado através da utilizacdo do kit comercial Panotico Rapido® (Newprov).
Apos a coloracdo da ldamina, a mesma era analisada em microscopia Optica no aumento de
1000 vezes, para determinacao do nimero de parasitos.

Em média, no sétimo dia apo6s a inoculacdo, foi alcancada a parasitemia ideal (40
parasitos/campo) para a obtencdo do T. evansi, sendo entdo realizada puncdo cardiaca no
animal. Primeiramente, o animal foi anestesiado com Tiopental sodico (0,2mL via
intraperitoneal) e, em seguida, submetido a camara de éter, seguido por deslocamento
cervical. Foi realizada uma torocotomia, seguida por puncdo cardiaca, utilizando seringa

descartavel e agulha estéril 25 X 8mm, e obteve-se 10 mL de sangue contendo T. evansi.

4.1.3 Purificacdo e extracdo do DNA gendmico de Trypanosoma evansi

A purificacdo do parasito € um método que consiste na separacdo do parasito do

sangue de seu hospedeiro. A realizagdo da purificacdo de T. evansi, procedeu-se em duas

etapas descritas a seguir:
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Separacéo por gradiente de Percoll® (GE Healthcare)

O sangue colhido foi misturado com igual quantidade de Percoll® tamponado com HEPES,
pH 7,4%, contendo 8,5% de sacarose e 2,5% de D-glicose (GRAB; BWAYO, 1982). A
mistura foi centrifugada a 10.416gpor 25 minutos a 4°C. Os parasitos foram entdo
recuperados das camadas superior e mediana do gradiente de Percoll®, sendo entdo
ressuspendidos em PBS contendo 1% de D-glicose. Apds trés lavagens com 0 mesmo tampao,
0s parasitos foram ressuspendidos em 10mL de PBS-Glicose, sendo entdo realizada a
cromatografia de troca idnica em DEAE Celulose.

Purificacdo por Cromatografia de Troca lonica

Os parasitos parcialmente purificados com solucdo de PBS-Glicose foram
cromatografados em coluna de DEAE-Celulose. A resina utilizada para compor a coluna, foi
preparada hidratando-se 1 volume de DEAE Celulose (Sigma Aldrich®) em 5 volumes de
agua ultrapura, durante 45 minutos. Apds este periodo, a fase superior (agua) foi descartada
utilizando-se a resina para compor a coluna plastica Poly-Prep Chromatography Column
(Biorad®). A resina foi equilibrada conforme instrucées do fabricante.

A amostra obtida através da centrifugacdo em gradiente de Percoll® foi aplicada na
coluna, e em seguida eluida em PBS-Glicose 60% na propor¢do de 1:2 respectivamente. A
analise da viabilidade dos parasitos foi realizada conforme ocorria a cromatografia, por
pesquisa direta em lamina e laminula, sendo observadas em microscépio éptico no aumento
de 400 x.

Finalizada a purificacdo dos parasitos, o volume total foi aliquotado em microtubos de
1,5mL e submetidos a centrifugacdo a 10.416g por 15 minutos obtendo-se o0s parasitos
concentrados na forma de “pellet”. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” armazenado a -

20°C para posterior extracdo de DNA gendmico.
4.1.4 Extracdo do DNA genbémico de T. evansi
Para a fase de lise celular do DNA genémico de T. evansi, 0 “pellet” formado na etapa

anterior foi ressuspendido em 500ul de tampao de lise (Tris 10mM, pH 7,4, EDTA 25mM,

SDS1%) e 0,1ug/ul de Proteinase K, sendo incubado overnight (12 horas) a uma temperatura
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de 42°C. A fase seguinte consiste na extracdo de DNA, que foi realizada através da
metodologia de fenol-cloroformio, tendo trés etapas: a primeira com fenol mais a amostra
(1:1), seguida pela adicdo de cloroférmio junto a fase superior obtida da etapa anterior (1:1).
A fase superior foi novamente coletada e precipitada com isopropanol mais acetato de sodio
3M (pH 7,5). O protocolo de extragdo foi adaptado de Sambrook (2001).

4.1.5 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Para amplificacdo do gene da proteina de choque-térmico de 70 kDa, foi utilizada a
técnica de PCR, onde por meio de ferramentas de bioinformatica foram desenhados “primers”
“reverse” contendo 25 nucleotideos e “forward” contendo 24 nucleotideos, cujas sequéncias

estdo descritas na tabela nUmero 1:

Tabela 1 -Nome e sequéncia dos “primers” utilizados para a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Em Negrito a sequéncia correspondente ao sitio de restricdo das
endonucleases.

NOME DO PRIMER SEQUENE[A
Forward TEHSP70F “ACATATGACATACGAAGGCGCCAT ¥
Reverse TEHSPTIR TACTCGAGAGAGACGAAGGAAATY

Fonte: Proprio autor.

O DNA utilizado como molde para o desenho de TEHSP70F e TEHSP70R foi
baseado no DNA de T. brucei, uma vez que a filogenia de ambos segundo Lun (2010)
encontra-se entremeada e principalmente por ndo ter a sequéncia da HSP70 de T. evansi
disponivel até entdo.

As condicBes utilizadas para a amplificacdo génica por meio de PCR foram de
desnaturacdo: 94°C, anelamento: 50°C, e extensdo: 72°C, tendo como total 25 ciclos.A enzima
utilizada na PCR foi PFU DNA polimerase. O termociclador utilizado foi Biocicler®. Para a
visualizacdo da amplificacdo, foi realizada corrida em gel de agarose “low melting”
(Agargen) 1% com tampédo TAE (Tris-Acetato-EDTA), sendo aplicados 30ul da amostra.

Apos a obtencdo do resultado, as bandas formadas aproximadamente na regido de

2070pb foram extraidas e purificadas do gel utilizando-se o Kit de extragdo de gel PureLink ™
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(Invitrogen). Foi realizada uma reagdo de adenilacdo, afim de adicionar uma adenosina no
final das fitas amplificadas para o desenvolvimento correto da clonagem no vetor pGEM- T
Easy® (Promega). A reacdo consistiu na adicdo del ul de dATP (0,2 mM), 1ul da enzima
Taq DNA polimerase (5U),6 ul da reacdo proveniente do PCR, 1 pl do tampdo de reagdo da
Taq DNA polimerase.

A reacdo foi incubada a uma temperatura de 70°C, por 25 minutos. Apos foi realizada
a ligagdo no vetor pGEM- T Easy® de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.1.6 Clonagem do gene HSP70 no vetor pGEM- T Easy®

Para a realizacdo da clonagem do inserto no vetor pPGEM- T Easy® (Promega) foi
realizada uma reacao de ligacéo seguindo as indicacgdes do fabricante. A reacdo ocorreu a 4°C
por 12 horas.

O vetor de clonagem deve conter algumas caracteristicas tais como: funcionar como
um veiculo de transporte do gene para o interior da célula hospedeira, normalmente uma
bactéria, no interior da célula hospedeira o vetor deve multiplicar-se, produzindo numerosas
copias idénticas ndo sé de si préprio, mas também do gene que transporta. Quando a célula
hospedeira se divide, a sua descendéncia deve receber coOpias das moléculas de DNA
recombinante, continuando depois a replicacdo dos vetores, e apds um grande numero de
divisdes celulares, é produzido uma col6nia ou clone, de células hospedeiras idénticas. Cada
célula no clone deve conter uma ou mais cépias da molécula de DNA recombinante. Além

dessas caracteristicas ele deve conter certa especificidades demonstradas na ilustracdo 6.
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Figura 6 - Mapa do vetor de clonagem pGEM- T Easy. (A) Marca de selecdo do vetor de
clonagem: Ampicilina. (B) Origem de replicagdo. (C) Operon Lac Local de
insercdo do gene a ser amplificado, essa regido conta com varios sitios de
restricdo de endonucleases.
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Fonte: Promega. Adaptado pelo autor.

Células eletrocompetentes de Escherichia coliXL1blueforam utilizadas para a
transformacéo. Aliquotas contendo 100ul de células, foram transformadas em eletroporador
(Eppendorf Eporator®) a 1750 Volt com 10ul da reacdo de clonagem, apos as células foram
submetidas a um pré-crescimento em meio SOC(600pl) a 37°C por 1 hora sob agitacdo de 250
rpm e seguida, plagueadas em meio LB sélido contendo 100ug/mL de ampicilina sddica,
IPTG (200mg/mL) e XGAL (20mg/mL) para formacéo de coldnias brancas e azuis, as quais
continham ou ndo,respectivamente, o inserto ligado ao plasmideo. As placas foram incubadas
a 37°C de 12-16 horas.

Para a confirmacdo da ligacdo, foram selecionadas colénias brancas e realizada uma
PCR de colonia com os “primers” TEHSP70F ¢ TEHSP70R, esperando-se a formagdo de
banda na regido de 2070pb. As coldnias que obtiveram resultados positivos na PCR, foram
crescidas em meio LB liquido acrescido de ampicilina sédica (100ug/mL). O DNA plasmidial
foi extraido através de um miniprep, Kit PureLinK™ (Invitrogen), conforme as
recomendacdes do fabricante.

O produto purificado foi preparado e submetido para sequenciamento utilizando-se os
primers TEHSP70F e TEHSP70R.
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4.1.7 Clonagem no vetor de expressao pET30

Para a clonagem no sistema pET, foi utilizado vetor de expressdo clonado em uma
defensina formando a construcdo pET30DEF. As construcbes pET30DEF e pGEMHSP70
foram submetidos a digestdo enzimatica com as enzimas de restricdo Xhol e Ndel. Apds a
digestdo dos plasmideos, um gel de agarose “low melting” foi corrido para avaliacdo da
digest&o e recuperacédo do inserto de 2070pb. Uma reacéo de ligacdo do inserto recuperado ao
sistema de expressdo pET30 foi realizada seguindo as propor¢fes moleculares de um de
inserto para um de vetor, trés de inserto para um de vetor, e seis de inserto para um de vetor
DNA ligase e tampéo adequados, conforme instrugdes do fabricante.

Os vetores de expressdo sdo capazes de permitir expressdo de proteinas
recombinantes, sendo utilizados quando a busca de uma determinada sequéncia se faz por
meio da deteccdo da proteina por ela codificada. Para isso, o sitio mualtiplo de clonagem é
inserido proximo a regido promotora, além disso possui uma marca de sele¢do auxiliando no

crescimento apenas dos clones que contém o gene inserido conforme ilustra a figura 7.

Figura 7 - Mapa do vetor de clonagem pET30. (A) Sitio multiplo de clonagem com regido
para endonucleases de restricdo. (B) Origem de replicacdo. (C) Marca de selecao.
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Fonte: SnapGene. Adaptado pelo autor.
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O periodo total da reacdo foi de 48 horas, sendo realizados ciclos com oscilagdo de
temperatura entre 16°C a 4°C durante as 48 horas. Apos este periodo, o volume total da
ligagdo foi transformado em células eletrocompetentes de XL1blue para nova selecdo de
transformantes. As células transformadas foram crescidas em meio SOC, a 37°C, sob agitacao
a 200 rpm por uma hora, em seguida foram plaqueadas em meio LBso6lido contendo o
antibiético canamicina (50ug/mL) e incubadas em estufa a 37°C por 12-16 horas.

Para a confirmacdo da presenca do DNA plasmidial nos clones formados na placa,
foram selecionadas algumas col6nias aleatoriamente e realizado uma PCR de coldnias com 0s
“primers” TEHSP70F e TEHSP70R. As colbnias que mostraram-se positivas foram crescidas
em 100mL de meio LB acrescido de 100uL de antibiotico canamicina (50pg/mL) por 12
horas. Apds realizado um mini-prep para a obtencdo do DNA plasmidial, utilizando o Kit
PureLinK™ (Invitrogen) conforme recomendacées do fabricante.

O DNA plasmidial, foi submetido para sequenciamento contendo os “primers”
TEHSP70F e TEHSP70R.

4.1.8 Comparacao da filogenia do gene da proteina de choque térmico 70

A anélise filogenética do gene que expressa a proteina de choque térmico 70 foi
realizada através da plataforma de pesquisa basica de alinhamento de genes (BLAST) que
encontra regides de similaridade entre sequéncias. O programa compara as sequéncias de
nucleotideos ou de aminoécidos frente a banco de dados publicos, inferindo relacfes
funcionais e evolutivas entre as sequéncias, favorecendo a identificacdo dos membros de

familias de genes.

4.1.9 Modelagem comparativa da proteina HSP70 kDa de TEHSP70

Uma das ferramentas mais bem sucedida na predicdo de estruturas tridimensionais de
proteinas é a modelagem por homologia, também conhecida como modelagem comparativa.
Baseado no resultado da sequéncia obtida através da clonagem do gene TEHSP70 foi
submetida ao programa Phyre2 afim de realizar a modelagem da estrutura da proteina HSP70

de T. evansi. A visualizacdo da estrutura 3D foi realizada através do programa PyMol.
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4.1.10 Predicao de sitio de interacao entre hsp70 e hsp40 de Trypanosoma brucei

Apos a predicdo da estrutura 3D da sequéncia de aminoécidos que compde a proteina
TEHSP70, nés buscamos os sitios de interacdo entre as sequéncias de aminoacidos das
proteinas HSP70 e HSP40, afim de avaliar os sitios de interacdo entre essas duas proteinas. O

programa utilizado para a submisséo das sequéncias foi o Pipe.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas de choque térmico de 70 kDa, sdo reportadas na literatura como
imunogénicas para diversos patdgenos, entre eles T. evansi, T. congolense, T. b. rhodesiense,
Leishmania sp. e Babesia sp. (BOULANGE et al., 2002). Além de serem imunogénica as
HSP70’s estdo ligadas a diversos processos celulares no hospedeiro como a promocao e
inducdo de citocinas em diferentes células imunolédgicas (RAFATI et al., 2007). Diante do
exposto, sera apresentado os resultados obtidos do estudo bioquimico e molecular da HSP 70

deste parasito.

5.1  AMPLIFICACAO DO GENE TEHSP70 E CLONAGEM NO VETOR pGEM- T
EASY®

A amplificacdo do DNA referente ao gene TEHSP70, foi realizada um gradiente de
temperatura a fim de padronizar a reacdo da PCR, utilizando a enzima PFU DNA polimerase

e cujos resultados estdo ilustrados na figura8.
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Figura 8 -Padronizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em vérias temperaturas de
anelamento. Eletroforese em gel de agarose a 1%. Canaleta 1: Padrdo de massa
molecular 100pb DNA Ladder. Canaleta 2: Temperatura 50°C. Canaleta 3:
Temperatura 55°C. Canaleta 4:Temperatura58°C. Canaleta 5: Temperatura 60°C.
Canaleta 6: Temperatura 63°C. Canaleta 7: Temperatura 65°C. Canaleta 8:
Temperatura 68°C. Canaleta 9: Controle negativo. Canaleta 10: Temperatura 69°C.

Fonte: préprio autor.

ApoOs a realizacdo do gradiente de temperatura, foi estabelecido 55°C como a
temperatura ideal para o anelamento dos “primers” e consequente amplificacdo de banda

Unica com tamanho correspondente ao gene TEHSP70 de T. evansi (2070pb) (figura 9).



40

Figura 9 - Amplificagdo por PCR do fragmento correspondente ao gene TEHSP70.
Eletroforese em gel de agarose a 1%. Canaleta 1: Padrdo de massa molecular
100pb DNA Ladder. Canaleta 2: produto da reacdo de PCR realizadas a partir do
gDNA.

Fonte: préprio autor.

Os oligonucleotideos utilizados no experimento, foram desenhados com base na
sequéncia do mRNA de T. brucei Brucei (ID: 3655603) onde foram inseridos sitios de
restricbes para as enzimas Xhol e Ndel, facilitando a posterior clonagem no vetor de
expressdo. Cabe ressaltar que os sitios de restricbes foram desenhados de tal modo que foram
preservados os cddons originais de iniciacdo e terminagdo, permitindo que o gene fosse
amplificado e clonado corretamente.

O produto originario da amplificacdo foi cortado do gel de agarose, purificado e
quantificado em espectrofotometro (Azos/Ax08), conforme o item 4.1.4 apresentando
concentracdo de 70,7 ng/pl, e foi ligado no vetor pGEM- T Easy®. O sistema de clonagem
pGEM- T Easy® apresenta duas marcas de selecdo ao longo de sua sequéncia: 1%, um gene que
confere resisténcia ao antibiotico ampicilina e 2%, o gene que codifica para proteina -
galactosidase no sitio multiplo de clonagem.

O plasmideo recombinante foi transformado nas cepas de XL1blue de E. coli
eletrocompetentes, por meio de eletroporacédo, as células transformantes foram crescidasem
meio SOC e plagueadas em LB agar contendo como antibiético de sele¢cdo ampicilina (100
pg/mL), além de IPTG (200mg/mL) e XGAL (20mg/mL).
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A selecdo das colénias foi baseada nas que apresentaram coloragdo branca, ou seja,
apresentavam o vetor ligado ao inserto na regido codificadora de B-galactosidase conforme

figura 10.

Figura 10 -Placa contendo coldnias (selecionadas por circulo vermelho) resultantes da
clonagem do gene HSP70 no vetor pGEM- T easy®

Fonte: proprio autor.

Dentre as coldnias que apresentavam a coloracdo branca, seis foram escolhidas sendo
designadas como Al, A2, A3, A4, A5 e A6 para uma triagem por meio da reacdo da PCR de

coldnia ilustrado na figurall.
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Figura 11 -Amplificacdo por PCR do fragmento de 2070pb a partir do DNA plasmidial
extraido de diferentes coldnias de E. colicontendo o produto da ligacdo do vetor
pGEM- T Easy®. Eletroforese em gel de agarose a 1%. Canaleta 1: Padrdo de
massa molecular 100pb DNA Ladder. Canaleta 2-6: produto das reagdes de PCR
realizadas a partir do DNA plasmidial extraido de diferentes transformantes.
Canaleta 7: controle negativo da reacdo. Canaleta 8: produto da reacdo de PCR
realizado a partir do DNA plasmidial extraido de transformante.

3000pb - -
1500pb ree

1000pb

Fonte: préprio autor.

Para a reacdo da PCR de colbnia, foram utilizados os “primers” TEHSP70F e
TEHSP70R”0s quais anelaram corretamente no vetor. Apds a confirmagdo pela PCR, 0s
clones foram inoculados em 100mL de meio LB liquido com antibiotico de selecdo ampicilina
(100pg/mL) e mantido sob agitacdo overnight a 37°C a 250rpm. Apds o crescimento dos
clones, o DNA plasmidial foi extraido como ja& descrito no item4.1.4, purificado e
quantificado. O DNA plasmidial dos clones foi mensurado em espectrofotémetro (Azos/Az0s),
o qual apresentou concentracdo de 108,0 ng/ul, foi analisado por restricdo com as enzimas
Xhol e Ndele a presenca do inserto confirmada também por meio do sequenciamento com 0s

“primers” “TEHSP70F” ¢ “TEHSP70R”.
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52 ANALISE POR RESTRICAO DOS CLONES pGEMTEHSP70 E
SEQUENCIAMENTO DOS PLASMIDEOS RECOMBINANTES

A anélise de restricdo dos clones pPGEMTEHSP70 ocorreu por meio do emprego das
enzimas de restricdo Xhol e Ndel, afim de confirmar a presenca do inserto nos clones
selecionados. Para esta andlise, foi comparado o tamanho do inserto liberado apos a clivagem
do plasmideo nos sitios de restricdo adjacentes ao gene TEHSP70 analisado por eletroforese
em gel de agarose. A presenca e 0 tamanho dos insertos liberados pela digestdo conforme
ilustra a figura 12, indicaram o sucesso da clonagem.

Figura 12 - Digestdo enzimética dos plasmideos pGEMHSP70. Eletroforese em gel de
agarose a 1%. Canaleta 1. marcador de 100 pb. Canaleta 2: construgéo
pPGEMHSP70 néo clivada. Canaleta 3 a 5: constru¢do pGEMHSP70 clivada com
liberacdo de fragmento de 2070pb. Canaleta 6: construcdo pGEMHSP70.
Canaleta 7: amplificacdo do gDNA de T. evansi.

Fonte: préprio autor

A amplificacio do DNA plasmidial de T. evansi resultante da construcdo
pGEMTEHSP70 foi sequenciada, conforme ilustra a figura 13. A sequéncia do DNA de T.
evansi (n° acesso KC351896.1) foi comparada com a sequéncia proveniente da clonagem
realizada no experimento. Como se pode observar, o gene ndo foi sequenciado em sua

totalidade, ficando 1030 pb sem sequenciamento.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/443429293?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UKHBVVA101R
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Figura 13 - Sequenciamento e comparacdo da sequéncia de aminoacido da HSP70 de T.
evansi referente a construcdo pGEMHSP70
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Fonte: Clustal X.

A mesma cepa de T. evansi (n° acesso KC351896.1) foi comparada com T. brucei
brucei (n° acesso XM_824105.1) a qual serviu de base para o desenho dos “primers”
TEHSP70, disponivel na plataforma Genbank, utilizando o programa BLAST. A sequéncia de
T. brucei foi utilizada para o desenho dos “primers” pois ndo havia disponibilidade da
sequéncia do gene de T. evansi. O alinhamento entre a sequéncia do gene HSP70 de T. evansi
com a sequéncia da HSP70 de T. brucei brucei esta ilustrado na figura 14, onde observamos

alta identidade entre as sequéncias (92%).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/443429293?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
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Figura 14 - Alinhamento da sequéncia do gene HSP70 amplificado do DNA de T. evansi
alinhado com a sequéncia da HSP70 de T. brucei brucei. Em vermelho
evidenciado a diferenca entre as sequéncias.
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Fonte: BLAST, 2016.

A sequéncia de T. evansi (n° acesso KC351896.1), foi ainda comparada com sequéncia
de outros Trypanosoma disponiveis na mesma plataforma, o alinhamento esta ilustrado na

figura 15.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/443429293?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UKHBVVA101R
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Figura 15 - Alinhamento das sequéncias de amino&cidos que formam a proteina HSP70 entre
0s principais Trypanosomas: T brucei, T. evansi, T. equiperdum, T. congolense, T.
rangeli.
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Fonte: Clustal X.

Esse alinhamento mostrou alta identidade entre as cepas T. evansi (n° acesso
KC351896.1), T. brucei brucei (n° acesso XM _824105.1), T. congolense (n° acesso
HE575324.1) e T. equiperdum (n° acesso KP208740.1), este Gltimo tendo apenas parte da

sequéncia do gene HSP70 conforme ilustra a figura 16.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/443429293?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342185138?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/930629624?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=UKHBVVA101R
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Figura 16 - Valores de identidade entre as sequencias de HSP70 de diferentes espécies de

Trypanosoma.
Sequences producing significant dignments:
Select All None Selected:(
it Alignments 0
Deseription B e |dent|  Actession
score score cover value
Tryanosoma evansi isalate NRCE heat shock pratein 70 (hsa70) mANA. complete cds J908 3408 100% OO0 |I00%) KC3
Trypansoma brucel brucei sirain 92714 GUTat0.1 heat shock protein 70 (Moi1.040.3110) partial mf 3790 3790 97% 00 |9%% | XM 8241051
Tbrucei hea protein T RMNA (e Ba J616 3793 9% 00 |99% | Mid6D
a a brucei buce isolabe AnTa pats ene_partial cds 536 2538 ES% 00 (99% | KP20A
Trypanosoma brucei todesiense isolate AnTat25 1 heat-shock protein 70 gene, parsal cds M HW th% 00 |39% | KP20aT
Trypanosoma equiperdun (M he eng. partia 2629 2509 65% 00 |99% | KP208T
ansoma brucei gambie 052 407 BA% 00 |99% | FNEA4OTA 1
Trypanosoma 1943 4150 0% 00 |[85% | HESTA3z4d

Fonte: BLAST, 2016.

Alinhando as sequéncias génicas de T. evansi (n° acesso KC3518595.1), T. brucei

brucei (n° acesso XM_824105.1)e Leishmania sp, podemos observar novamente a alta

identidade entre as cepas de T. evansi e T. bruceli, e a baixa similaridade quando comparados a

Leishmania braziliensis (n° acesso AF291715.1), o que pode sugerir ser um bom biomarcador

para os Trypanosomas conforme ilustrado na figura 17(A).

Dados alinhados no programa Blast da cepa TEHSP70 oriunda deste experimento

comparada com T. brucei brucei (n° acesso XM_824105.1) e Leishmania braziliensis (n°

acesso AF291715.1) e Leishmania major (n° acesso XM001684511.1), confirmando

novamente a alta homologia de 94% entre as cepas de Trypanosomas, com 95% e 81% para

L. major e L. braziliensis, respectivamente, conforme a figura 17(B).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
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Figura 17 - (A) Alinhamento da sequéncia génica entre T. evansi (TEHSP70), T. brucei brucei
(TBHSP70), e Leishmania braziliensis (LBHSP70). (B) Homologia (%) das cepas
de T. evansi, T. brucei brucei, L. braziliensis e L. major.

TBHSFTO
LEHSETO  CGar T AT AT A T T A e T AT T T G T T AT AR C T CGO T T T T T A T T C G T T T LA AAATTGT T TET TAAS
TEHSPTD

TEHSFTO
LBHSFTO TACTTACAACT TCTCTTCTCT T TAT T TCAADGTACAATAACT TTTACADCTCTOCTTCTTCA

TEHMSFTD

TBHSPTD CGAD
LEHSFTD A A
TEHSFTO

TBUSFTO HCCT
LBHSEFTO
TEHSFTD ACTTCA

Fonte: BioEdit (A); BLAST (B), (2016).

5.3 CLONAGEM NO VETOR DE EXPRESSAO pET30 E ANALISE DE RESTRICAO
DOS PLASMIDEOS RECOMBINANTES

Para a clonagem no vetor de expressdo, foram testados os plasmideos: pET22b,
pPET28a, e pET30 e pET30 ligado ao inserto de defensina (pET30DEF). Além da utilizacéo de
diversos plasmideos de expressdo, foram realizadas ligagdes com duas ligases: Ludwig® e
Promega®.

As construcdes pGEM-TEHSP70 juntamente com o vetor de clonagem pET30DEF
foram submetidas a uma digestdo pelas enzimas Xhol e Ndel conforme ilustracdo 18, o
TEHSP70 separado do pGEM foi extraido do gel e purificado como descrito no item 4.1.4 de
material e métodos. O DNA obtido da recuperacdo do gel foi mensurado em
espectrofotometro (Azos/Azos), apresentando concentracdo de 48,8 ng/pl para o vetor pET e
36,3 ng/ul para HSP70 e foram submetidos a ligacdo para gerar o plasmideo pET-TEHSP70

afim de expressar a proteina de interesse HSP70 de T. evansi.
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Figura 18 - Digestdo enzimética dos plasmideos pPGEMHSP70 e pET30DEF. Eletroforese em
gel de agarose a 1%. Canaleta 1: construgdo pGEMHSP70 ndo clivada. Canaleta 2
e 3: construcdo pGEMHSP70 clivada com liberagdo de fragmento de 2070pb.
Canaleta 4: construcdo pET30DEF ndo clivada. Canaleta 5: construcao
pET30DEF clivada com liberacdo de fragmento de 125pb e fragmento superior de
5400 pb referente ao vetor pET30.

Fonte: préprio autor.

Mais uma vez os plasmideos recombinantes, foram transformados por eletroporagédo
em bactérias E. coli XL1blue eletrocompetentes, posteriormente semeadas em placa contendo
meio LB &gar acrescido do antibiotico de selecdo canamicina (50ug/mL), e finalmente
incubadas a 37°Cpara crescimento.

Diversas foram as tentativas de ligacdo do inserto com o vetor de expressdo, sem
sucesso, foram realizadas tentativas com diferentes plasmideos de expressdo, ligases, com
eficacia devidamente avaliada, e diferentes concentracdes de DNA.E possivel que tenha
ocorrido éxito na clonagem, pois houve a formacdo de colénias, conforme ilustra a figura 19.
A construcdo pET30DEF foi utilizada afim de obter-se uma maior seguranca na restricao do

plasmideo, uma vez que foi encontrada grande dificuldade em clonar no vetor de expressao.
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Figura 19 - Placa com colbnias contendo a construgcdo pET30HSP70

Fonte: proprio autor.

Foram testadas por meio de PCR as 15 colonias resultantes da ligacdo conforme
ilustrado na figura 20.
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Figura 20 - Amplificacdo por PCR do fragmento de 2070pb a partir do DNA plasmidial
extraido de diferentes coldnias de E. colitransformadas com a ligacdo entre
TEHSP70 e pET30DEF previamente digeridas com as endonucleases de
restricdo Xhol e Ndel. Eletroforese em gel de agarose a 1%. Canaleta 1: Produto
da amplificacdo do gDNA de T. evansi por meioda PCR de 2070pb. Canaleta 2 a
16: produto das reac6es de PCR realizadas a partir do DNA plasmidial extraido
de diferentes transformantes. Canaleta 17: controle negativo da reagéo.

i1 12 33 14 a5 Jd& 17

2070pb

Fonte: préprio autor.

Das 15 colbnias testadas, 10 (4, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15 e 16) que obtiveram uma
amplificacdo de tamanho esperado,foram submetidas a digestdo enzimatica com as enzimas
de restricdo Xhol e Ndel, entretanto, apenas a colénia 1 foi a que liberou fragmento no
tamanho esperado de 2070pb (figura 21).
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Figura 21 - Teste de digestdo enzimética dos plasmideos obtidos. Eletroforese em gel de
agarose a 1%. Canaleta 1: amplificagdo de HSP70 de T. evansia partir do DNA
gendmico. Canaleta 2: construcdo pGEMHSP70 clivado. Canaleta 3: DNA
plasmidial da colonia 1 ndo clivado. Canaleta 4: DNA plasmidial da col6nia 1
clivadocom liberacdo de fragmento de 2070pb. Canaleta 5: DNA plasmidial da
colbnia 2 clivado. Canaleta 6: DNA plasmidial da colonia 3 clivado.

Fonte: préprio autor.

O DNA plasmidial da colénia 1 foi submetido a analise por meio de sequenciamento
com os oligonucleotideos TEHSP70F e TEHSP70R.

5.4  ANALISE DE BIOINFORMATICA EM HSP70 DE T. evansi

A fim de entender melhor a estrutura da HSP70 de T. evansi, foram realizadas analises
de bioinformatica com a sequéncia do gene. Inicialmente, foram consultados bancosde dados
de proteinas com estrutura tridimensional conhecida, onde ndo encontramos nenhum dado
disponivel sobre HSP70 de Trypanosoma sp. Assim, analisamos a sequéncia do gene com o
programa Protein Data Bank, afim de predizer a estrutura 3D do peptideo de 70kDa. como
ilustra a figura 22. Paralelamente analisamos a Unica estrutura 3D de uma HSP70 de humano
(homo sapiens) (1D:10.2210/pdb3agy/pdb) com sua co-chaperona HSP40, a fim de
entendermos melhor e tentar encontrar a regido que corresponde o dominio de interacdo entre
as duas proteinas conforme ilustra a figura 23. Uma vez que a HSP40 é a co-chaperona

responsavel por auxiliar a HSP70 em seus processos celulares, técnicas de interferéncias na


http://dx.doi.org/10.2210/pdb3agy/pdb
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regido de ligacdo dessas duas proteinas, podem ser alternativas interessantes para uma

possivel interferéncia no ciclo biolégico de T. evansi.

Figura 22 - Predicdo da estrutura cristalogréfica da proteina HSP70 de T. evansi. Dominio C-
terminal (azul). Dominio N-terminal (verde). (A) Linker.

Fonte: PyMol, 2016.
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Figura 23 - Modelo utilizado para predi¢do da regido de interagdo entre a proteina HSP70 e
sua co-chaperona HSP40 de T. evansi. Modelo utilizado HSP70/HSP40 de
humano (homo sapiens- 1D:10.2210/pdb3agy/pdb). (A) Dominio de ligacdo do
substrato da proteina HSP70.

Fonte: Programa PyMol.

A grande maioria dos trabalhos realizados com expressdo de HSP70, tem relatado a
expressdo dos dominios N-terminal e C-terminal separadamente, como Kumar (2015) realizou
para T. evansi na producdo de anticorpos policlonais. Kaur e colaboradores (2011) testaram a
eficacia protetora da HSP70 contra Leishmania donovani, ainda relataram que a HSP70, pode
estar envolvida em processos imunologicos, apresentando antigenos a células de defesa para
imunidade especifica.

Pelo fato da regido C-terminal ser descrita na literatura como o dominio de ligacdo ao
substrato, foi submetida a sequéncia da proteina predita de T. evansi, junto a sequéncia da co-
chaperona HSP40, a fim de encontrar regides de interacdo. As sequéncias foram submetidas
ao programa Pipe, que prediz a regido de ligacdo da proteina a sua co-chaperonas conforme a

figura 24.


http://dx.doi.org/10.2210/pdb3agy/pdb
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Figura 24 - Predicdo de interacdo entre as proteinas HSP70 de T. evansi e a co-chaperona

Fonte: Pipe.

HSP40 de T. brucei.(A) Sequencias correspondentes a proteina HSP70 e HSP40.
(B) Grafico demostrando a interagdo entre as proteinas HSP70 e HSP40, em
verde as possiveis regides de interacdo. Sequéncia A correspondente a proteina
HSP70. Sequéncia B correspondente a proteina HSP40.

HSP70

MTRKVAGDMWDSRVEASLPALNYLRTAQQLQKKADELSRAQERVHRL
QEDNSALLLENELLKRERDALLCKVQFLELNEHGHCTTNDIVGPWGNVRSVP
AGSLGSTTGGDLSPVFKDNVNKASETRVNISEQARTHTNSEQQDLHN
PKEEAILCPLSASSETLINTNRPDANIETFHRSTESHVEYCANGECRSPISMTRTT
QTVAYERRVPSVERGTMTTMNIYICSYQSLPSKAGAFFEVPLSNVETAIHHDPE
SLTSITIPRS

HSP40

MGSDVFELIGNTALYEVLGVPRTATDAEIRRAYHKLAVIYHPDKNPEGVEVFK
EVSFAHSILSDPTQREMYDNQRLRTHIEGRARKYDPMMDPNVELSAEELRLFV
ERKRKEDEEKMRNRSEFEKQREEEMRRRAEYDAQNPDFKAEYERMRARAKE
EGSQRASAASAMRHLTTAELMQRLEMKQQEATNSGIGRVRSGDPGKSGANPS
SGLSSIKRSMLNDFRTRHDSAPPTAESMQLRAQPPAQSSRLDFVGKQNEKSYT

CEMEKLIGKYSNFNYRDFVEKGIVDGDGVMEAAILADALGNYDRSR

Inractons Batwoen Sequencas A and B

“ariwwse Wi Vres s Tes Sl T maprs

As interagdes proteina-proteina desempenham papel fundamental nas fungdes da

proteina e na capacidade de acdo de moléculas de drogas (RAO et al., 2014). Alem disso,

essas interagbes, como no caso do sistema HSP70/HSP40 de T. evansi, estdo diretamente

ligadas ao ciclo bioldgico do parasito, destacando-se como um promissor alvo para terapias

biolbgicas.



6 CONCLUSOES

O trabalho com proteinas de choque térmico da familia 70kDa, é de extrema
importancia para o melhor entendimento da bioquimica de T. evansi, pois estas proteinas
estdo envolvidas em diversos processos bioldgicos do parasito e na interagdo com o sistema
imunoldgico do hospedeiro.

A sequéncia do gene da HSP70 de T. evansi (n° acesso KC351896.1) e T. evansi
(TEHSP70) possuem uma alta identidade entre si (95%) e, quando comparadas com T. brucei
brucei, (n° acesso XM_824105.1) demonstram uma similaridade de 92%.

O alinhamento do gene HSP70 de T. evansi (TEHSP70) com outros tripanosomatideos
também demonstrou alta identidade.

O alinhamento entre a cepa T. evansi (TEHSP70), T. brucei brucei (n° acesso
XM_824105.1) demonstram uma similaridade com as espécies de Leishmania braziliensis (n°
acesso AF291715.1) e Leishmania major (n° acesso XM001684511.1) uma alta similaridade
(85%).

Os dados obtidos através da bioinformatica demonstraram ser promissores, uma vez
que foi encontrada a sequéncia de interacdo entre HSP70/HSP40 de T. evansi pertencente ao
dominio C-terminal que vem se destacando como possivel alvo promissor para acdo de
drogas tripanocidas. Serdo desenhados oligonucleotideos para a expressao de uma proteina de
blogueio contra a regido de interacdo entre HSP70/HSP40 afim de causar um bloqueio na
interacdo desses peptideos tendo intencdo de quebrar o ciclo da HSP70 e consequentemente

poder interferir no ciclo bioldgico do parasito.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/443429293?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74025263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UKHBVVA101R
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8. ANEXOS

ANEXO | - Resultado da Quantificacdo de DNA (Nanodrop®) das amostras de DNA
plasmidial recuperado do gel para clonagem nos sistemas pGEM (A) e pET30
(B) e HSP70 (C) gHSP70 (D).
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Sample ID: | | Pedestal
D Type: DNA - 5000
Conc 707 ngil  ~
AZ60 (10 mmpath) | 1,414
AZB0 (10 mmpath) | 0,740
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Fonte: préprio autor.




