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Zaneti, Nathdlia Santana. Clonagem e caracterizacdo de genes que codificam para
“proteinas hipotéticas” expressas em epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos de
Trypanosoma cruzi. 2017. 48f. Dissertagdo (Bacharel em Biomedicina) — Centro

Universitario Sdo Camilo, Sao Paulo, 2017.

O protozoario Trypanosoma cruzi € o agente etiologico da doenca de Chagas e,
apesar da queda de transmissdo dos ultimos anos, ainda atinge um numero
consideravel de individuos no Brasil e no mundo. A infec¢do ocorre pela entrada de
tripomastigotas metaciclico, forma infectante do parasito, na corrente sanguinea do
hospedeiro, transmitidas de diversas formas. Pouco se sabe sobre as proteinas
menos abundantes inicialmente caracterizadas como “proteinas hipotéticas” e seu
papel na infeccdo e transmissdo. Estas proteinas podem estar relacionadas a
internalizacdo do parasito ou até mesmo na sua viabilidade dentro da ceélula do
hospedeiro e, consequentemente, na progressao da doenca. Ainda ndo ha cura para
os individuos portadores da doenca de Chagas cronica, portanto a investigacao
dessas proteinas € de extrema relevancia para a descoberta de intervencdes que
possam prevenir de forma mais eficiente e/ou eliminar a doenga de Chagas. O objetivo
deste trabalho foi clonar genes que codificam “proteinas hipotéticas” para que
futuramente auxilie em estudos que irdo elucidar as funcdes dessas proteinas. Para
isso, foi feita uma analise por filtros dos genes anotados como “proteinas hipotéticas”
de Trypanosoma cruzi no banco de dados Tritrypdb, dos quais 3 genes, nomeados
como 03.100, 21.20 e 41.250, foram selecionados para a clonagem. Foi visto que os
genes 03.100 e 21.20 possuem sintenia com outras espécies
de Trypanosoma, portanto sédo genes conservados, e apresentam dominio de
dimerizagcdo-ancoragem da superfamilia de subunidade reguladora de PKA. J4 0 gene
41.250 é um gene espécie-especifico de Trypanosoma cruzi, pois ndo foi encontrado
em outros organismos e apresenta dominio semelhante as proteinas da familia
PLAC8, um dominio originalmente encontrado em proteinas placentarias de
mamiferos. Além disso, uma analise de comparacao por BLAST dos trés genes, ndo
evidenciou similaridade deles com outros previamente conhecidos. Desta forma,
esses genes foram clonados, sequenciados e estardo disponiveis para que novos

estudos evidenciem as fun¢des de cada proteina no parasita.

PALAVRAS CHAVES: 1. Clonagem molecular 2. Doencas de Chagas 3. Gene 4.

Trypanosoma cruzi



Zaneti, Nathalia Santana. Gene cloning and characterization of “hypothetical proteins”
expressed in epimastigotes and metacyclic trypomastigotes of Trypanosoma cruzi.
2017. 48f. Dissertation (Bachelor’s degree in Biomedicine) — Centro Universitario S&o
Camilo, S&o Paulo, 2017.

The protozoan Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease and
despite the transmission declined in recent years, the disease affects a considerable
number of people in Brazil and in the world. Infection occurs by metacyclic
trypomastigotes invasion, infective forms of the parasite, into the bloodstream of its
host’s cells, transmitted of various forms. The main protein components of
Trypanosoma cruzi are well characterized but little is known about "hypothetical
proteins” and their role in infection and transmission. These proteins may be directly
or indirectly related to the internalization of the parasite or even in its viability within the
host cell, and consequently in disease progression. There is still no cure for individuals
with chronic Chagas' disease, so the investigation of these proteins is extremely
relevant for the discovery of interventions that can be more effectively to prevent and/or
eliminate Chagas’ disease. The objective of this work was to clone genes coding for
"hypothetical proteins” to be useful in future studies that will elucidate the functions of
these proteins. To do so, it was analyzed the genes annotated as "hypothetical
proteins” of Trypanosoma cruzi in the Tritrypdb database, of which 3 genes, named as
03.100, 21.20 and 41.250, were selected for cloning. According to the current data
from Tritrypdb, it has been seen that genes 03.100 and 21.20 present synteny with
other Trypanosoma species, therefore they are conserved genes, and they have
dimerization-anchoring domain of the PKA regulatory subunit superfamily. The 41.250
gene is a species-specific gene of Trypanosoma cruzi, it has not been found in other
organisms and it has a domain similar to PLAC8 family proteins, a domain originally
found in mammalian placental proteins. In addition, a comparison analysis by BLAST
of the three genes did not show similarity of these three genes to other genes
previously known. Thus, these cloned genes will be available for further studies to
prove the functions of each protein in the parasite.

KEY WORDS: 1. Molecular cloning 2. Chagas disease. 3. Gene 4. Trypanosoma
cruzi.
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1 INTRODUCAO
1.1 A doenca de Chagas

Doenca de Chagas ou tripanossomiase americana, descrita inicialmente em 1909,
pelo pesquisador e médico brasileiro Carlos Chagas, € classificada como uma
antropozoonose potencialmente fatal, causada por um protozoario flagelado, o qual
Carlos Chagas batizou de Trypanosoma cruzi (T. cruzi), em homenagem a Oswaldo
Cruz (BRASIL, 2017). Pode ser diagnosticada na fase clinica aguda, e pode ou ndo
ser detectada, pois a maioria dos casos ndo possui sintomas, e evoluir para uma fase
cronica, a qual pode se apresentar de quatro formas: indeterminada, digestiva,
cardiaca e cardiodigestiva, caso ndo seja tratada precocemente (MS, 2016). A doenga
é curavel se o tratamento é iniciado logo apés a infec¢do (WHO, 2016).

Estima-se que cerca de 6-7 milhdes de pessoas no mundo estejam infectadas pelo
T. cruzi (WHO, 2016) com uma incidéncia anual de até 200.000 casos em areas
endémicas (MS, 2016). A doenca é encontrada principalmente em areas endémicas
de 21 paises latino-americanos, em virtude da distribuicdo de mais de 140 espécies
do inseto vetor (Triatominae, Hemiptera, Reduviidae) (WHO, 2016). Estima-se que,
no Brasil, cerca de 1-2 milhdes de pessoas estejam infectadas, dos quais 60% vivem
em areas urbanas, tratando-se de geragdes de individuos vivendo com a doenca (MS,
2016).

ApGs a incubacdo, os individuos infectados podem apresentar sintomas como
febre, nausea, vomito, irritacdo meningea e lesdo inflamatéria cutanea. A leséo
inflamatoria cutdnea, mais conhecida como chagoma, geralmente desenvolve-se na
area de entrada do parasito, assim como o sinal de Romafa, um edema inflamatorio
unilateral e bipalpebral, associado a conjuntivite, cuja presenca é indicativo da doenca
de Chagas (RASSI; MARIN-NETO, 2010). Entre dois a quatro meses de infeccéo, a
maioria dos individuos infectados consegue controlar os sintomas sem necessidade
de tratamento, porém alguns pacientes, aproximadamente 2%, ndo sobrevivem a fase
aguda da infeccdo (MACHADO et al., 2012).

No desenvolvimento clinico, o sistema imune desencadeia uma resposta perante
a presenca do parasito, diminuindo a parasitemia, e a doenca se desenvolve para uma
fase crbnica indeterminada, fase em que ndo ha sintomas e é caracterizada por
apresentar sorologia positiva, podendo evoluir para uma fase crénica sintomatica
grave (CAROD-ARTAL; VARGAS; FALCAO, 2011).



Durante a fase cronica da doenca de Chagas, cerca de 30% dos individuos
desenvolvem a forma cardiaca, possuindo papel principal pela alta morbimortalidade
da doenca (MS, 2015). E nessa fase que ocorre acometimentos cardiacos como
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e miocardiopatia dilatada, complicacdes que
podem acarretar em procedimentos de custo elevado, como transplante de coracao,
uso de desfibrilador e marca-passo (MS, 2009).

A transmissdo ocorre por diferentes formas, sendo a principal através do inseto
vetor hematofago, por meio das formas infectantes do T. cruzi encontradas no
intestino posterior e nas fezes desses insetos, eliminadas apds o repasto sanguineo.
Também foram evidenciadas outras formas de transmissdo da doenca como
transplante de 6rgados infectados pelo parasita, transfusdo de sangue, transmissao
congénita da mée para o feto e transmisséo oral por alimentos contaminados (COURA
et al., 2007).

A importancia epidemiolégica da transmisséo oral de T. cruzi esta associada,
geralmente, a surtos ou microepidemias no Brasil, principalmente na regido do
Amazonas (COURA, 2015). Um estudo de Shikanai-Yasuda e Carvalho (2012),
evidenciou casos no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Bahia, Ceara, Paraiba e

Pard, além de outros paises como Venezuela e Colémbia.

O Ministério da Saude (2015) contabilizou 1.081 casos confirmados de doenca de
Chagas aguda por transmisséo oral, entre os anos 2000 e 2013, indicando que a forma
de transmisséo oral foi a mais frequente comparada com as outras formas, como

podemos observar na tabela 1.



Tabela 1: Casos confirmados de doenca de Chagas aguda, segundo ano de
notificagc&o e forma de transmisséo. Brasil, 2000 a 2013.

Forma de Ano de notificacio

transmissdo 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 Total %
Oral n 18 B ar 51 27 106 92 68 169 68 117 127 96 1.081 68,9
lgnorada® 10 6 11 ] 9 3 ] 59 24 34 36 B1 49 54 372 23,7
Vetorial - - - 1 1 - 4 4 1 16 25 10 ] 20 100 6,4
Outras=* - - - - - = = = 1 1 1 1 3 4 1 0,7
Vertical - - - - - - - - - - 1 1 1 2 ] 0,4
Total a1 24 F= 56 B1 30 118 156 104 220 13 190 188 1786 1.570 1000

*Foram induidos os casos com a varidwel “forma provavel de fransmissao” em branco.
**Transmiss30 acdenial e transfusional.
Fonte: Sinan e CGOT/DEVITREVEMS. Atualirado em maig/2014. Dados supsitos a alteracio.

Fonte: (BRASIL, 2015).

A fonte de infeccdo sugerida é a ingestdo de alimentos contaminados com T.
cruzi como agai, bacaba, jaci (coquinho), caldo de cana, palmito de babacu, leite
materno com diagnostico de doenca de Chagas aguda ou de co-infec¢ao T. cruzi-HIV
em fase avancada da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids), ingestdo de
carne crua ou mal cozida de mamiferos infectados ou até mesmo pela ingestdo de
triatomineos por héabitos primitivos ou exéticos (ORGANIZACAO PAN AMERICANA
DA SAUDE, 2009; BRASIL, 2015).

Apesar da interrupcéo da transmissao vetorial pelo Triatoma infestans, concedida
em 2006 pela OPAS/OMS, além dos avancos tecnoldgicos e cientificos existentes, a
doenca de Chagas ainda € um grave problema de saude publica no mundo, levando
um numero consideravel de pessoas a 06bito, principalmente na América Latina (DIAS,
2007). Apesar da doenca ser endémica na Ameérica latina, ja foram registrados casos
no Canada, EUA e alguns paises da Europa, devido a imigracdo de individuos

infectados assintomaticos para esses paises (MARTINS et al., 2012).

Varios estudos ja foram realizados possibilitando avancos no entendimento da
doenca e do parasito Trypanosoma cruzi. No entanto, ainda néo foram desenvolvidos
métodos profilaticos mais eficazes, sendo hoje a principal forma de controle da doenca
a erradicacdo do inseto vetor (BRASIL, 2014). Portanto, desde a sua descoberta por
Carlos Chagas, tanto a doenca quanto o Trypanosoma cruzi vém sendo estudados
por diversos pesquisadores pelo mundo.



1.2 Trypanosoma cruzi

Pertencente a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae, o protozoario
Trypanosoma cruzi € o agente etioldégico da doenca de Chagas e é caracterizado por
possuir um flagelo e uma Unica mitocondria modificada denominada cinetoplasto. O
cinetoplasto esta situado préximo ao nucleo e possui uma grande quantidade de DNA
mitocondrial, denominado kDNA, composto por moléculas circulares como
minicirculos e maxicirculos. A forma e organizacéo estrutural do cinetoplasto variam

de acordo com a fase de desenvolvimento do protozoario (LUKES et al., 2002).

Ha diferentes fases de desenvolvimento morfolégico e fisiolégico do T. cruzi
(Figura 1), que podem ser identificadas pela posicdo do nucleo e cinetoplasto, e
localizacdo do flagelo, como os tripomastigotas, cujo seu flagelo € livre na regido
anterior e se origina depois do nucleo alongado. O cinetoplasto € pouco compactado
e se localiza posteriormente ao nucleo. Sdo conhecidos como formas infectivas,
porém nao se replicam. Os tripomastigotas podem ser sanguineos, quando estdo
localizados no sangue do hospedeiro ou metaciclicos, quando encontrados na por¢ao
posterior do intestino e nas fezes do inseto vetor triatomineo. As formas intracelulares
sdo conhecidas como amastigotas, sdo arredondadas, se multiplicam por diviséo
binaria e possuem um flagelo curto interno, cinetoplasto com formato de bastdo e
nacleo grande (SOUZA, 2002). As formas nédo infectivas em mamiferos séo
denominadas epimastigotas. Essas formas sédo alongadas, se replicam por fissdo
binaria no trato intestinal do triatomineo, seu cinetoplasto esta localizado na parte
anterior do nucleo e também possui formato de bastdo, e com flagelo livre na regido
anterior do parasito (PAULIN, 1975).



Figura 1: Formas evolutivas do T. cruzi por micrografia de luz. A: Amastigota

intracelular. B: Epimastigota. C:Tripomastigota.

Fonte: (SOUZA, 2002).

Além do cinetoplasto, o T. cruzi possui outras organelas como o acidocalcissomo
e glicossomo. O acidocalcissomo € uma organela acidica eletrodensa, composta por
uma Unica membrana, contém uma grande quantidade de Ca?* e esta presente em
maior nimero nas formas amastigotas (SCOTT et al., 1997). Sua principal funcéo é
participar da osmorregulacéao e contribuir para homeostasia do parasito (DOCAMPO
et al., 2013). Nos glicossomos ocorrem as reagdes de glicélise. Essas organelas se
assemelham aos peroxissomos de células eucaridticas e encontram-se em todas as
fases de vida do T. cruzi (SOUZA, 2009).

O citoesqueleto dos tripanossomatideos € formado pela membrana plasmatica
seguida de uma camada rigida denominada de rede de microtibulos subpeliculares.
A membrana plasmatica € composta por proteinas periféricas e integrais, fosfolipideos
e glicoproteinas, essas as mais abundantes nas formas tripomastigotas, com funcéo

importante na interacdo do parasito na célula do hospedeiro (MARTINS et al., 2012).

As glicoproteinas ancoradas pelo glicosil fosfatidil inositol (GPI) e os complexos
glicosil fosfolipideos relacionados ao GPI sdo codificadas por familias multigénicas e
incluem proteinas de superficie associadas as mucinas (PSAM) e trans-sialidades
(TS), essa ultima, uma proteina do T. cruzi que catalisa a transferéncia de acido sialico

de moléculas do hospedeiro para glicoproteinas do parasito, promovendo um aumento



da interacdo do parasito com a célula hospedeira (NEIRA et al., 2002). No entanto, 0s
genes que codificam proteinas de superficie sdo altamente distintos, o que é
compativel com adaptacbes especificas e estratégias de sobrevivéncia
(ANDERSSON, 2011).

As trans-sialidades formam uma familia de proteinas que também
desempenham um importante papel na interacéo de T. cruzi com a célula hospedeira,
o qual interage com o receptor p74 das células fagociticas e ndo fagociticas do
hospedeiro (VILLALTA et al., 2001). Além disso, o T. cruzi possui proteinas como a
gp85, que se ligam a fibronectina e laminina, e a penetrina, relacionadas ao processo
de invaséo celular, utilizado pelos tripomastigotas, e glicoproteinas gp82, molécula de
adesao que se liga na célula hospedeira via receptores especificos, levando a uma
via de sinalizacdo essencial para a internalizacdo de tripomastigotas metaciclicos
(YOSHIDA et al., 2000).

A invasdo de tripomastigotas metaciclicos mediada pela gp82 desencadeia
cascatas de sinalizacdo nas células alvo que resultam na mobilizacao citosoélica de
calcio (RUIZ et al., 1998). Ap6s o reconhecimento da gp82 por receptor ainda
desconhecido, de acordo com os estudos recentes, o Ca2* é liberado de estoques
sensiveis a tapsigargina, independentemente do inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), ou apos
a ativacado da fosfolipase C (PLC), gerando diacilglicerol (DAG) e IP3, sendo que o
primeiro ativa uma proteina intracelular, a proteina quinase C (PKC) e o ultimo
promove a elevacdo de Ca?* a partir de compartimentos sensiveis ao IP3, como o
reticulo endoplasmatico (FERREIRA et al., 2006; MAEDA et al., 2012). Além disso,
também ha ativacdo da proteina tirosina kinase (PKT), proteina intracelular, que
desencadeia a fosforilagdo de outra proteina intracelular indetectavel em

epimastigotas nao infecciosos, chamada p175 (FAVORETO et al., 1998).

Uma outra glicoproteina que também eleva a concentracdo de calcio
intracelular, € a gp35/50, porém em um grau menor que a gp82 (RUIZ et al., 1998).
Nessa interagcdo, h4 uma remocdo de &cido sidlico pela gp35/50, pois o0s
pesquisadores sugerem que os residuos de acido sialico prejudicam a interacédo
parasito-célula hospedeira e essa remocdo aumenta a capacidade de desencadear a
resposta de Ca?* da célula alvo, o que potencializa a invasdo do tripomastigota
metaciclico (SCHENKMAN et al., 1991). Ferreira et al. (2006) propdem ainda, que a
invasdo mediada pela gp35/50 requer recrutamento de F-actina, um evento que pode



estar associado a ativagdo da adenilato ciclase que gera adenosina 3',5'-monofosfato
ciclico (AMPc).

Embora os principais componentes proteicos do T. cruzi estejam bem
caracterizados, pouco se sabe sobre as proteinas menos abundantes inicialmente

caracterizadas como “proteinas hipotéticas” e seu papel na infeccao e transmissao.

1.3 Ciclo biolégico

O ciclo de vida do parasito ocorre entre um inseto hematofago triatomineo (familia
Reduviidae) e um hospedeiro mamifero (Figura 2). Quando o triatomineo se alimenta
do sangue de um hospedeiro mamifero infectado, ocorre a ingestdo das formas
tripomastigotas sanguineos pelo inseto. No intestino médio do inseto, estas formas
irdo se diferenciar em epimastigotas, que se replicam e migram para o intestino
posterior, onde irdo se desenvolver em tripomastigotas metaciclicos, formas infectivas
para o hospedeiro mamifero. O inseto vetor excreta, pelas fezes e urina, as formas
infectivas ap0s seu repasto sanguineo e essas formas metaciclicas entram através da
lesdo provocada pelo inseto ou através de membranas mucosas do mamifero,
invadindo varios tipos de células do hospedeiro, por adesao a superficie celular, sendo
internalizados através de pseudopodes (SOUZA, 2002).

Apos a internalizacdo, os tripomastigotas metaciclicos ficam em um vacuolo
parasitoforo, que se funde ao lisossomo da célula onde ocorre a diferenciacdo de
tripomastigotas metaciclicos para amastigotas, devido ao pH baixo do microambiente
celular ali formado. Em seguida, sdo liberados no citoplasma, onde ocorrem
sucessivas multiplicagdes, por fissdo binaria, e retornam para a forma tripomastigota.
Posteriormente, rompem a célula e sao liberados na circulagdo sanguinea do
hospedeiro (BURLEIGH; WOOLSEY, 2002). A ruptura da célula pode acontecer antes
dos amastigotas se diferenciarem para tripomastigotas, gerando outras formas no
meio externo, os quais poderéo infectar outras células e/ou reiniciar o ciclo, caso o
inseto vetor se alimente desse sangue (EPTING; COATES; ENGMAN, 2010).



Figura 2: Ciclo biologico do T.cruzi.
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O desenvolvimento da forma epimastigota para a forma tripomastigota metaciclico
€ denominado metaciclogénese. Essa etapa € fundamental no ciclo de vida do
parasito, pois o parasito torna-se infectivo aos seus hospedeiros mamiferos. Esse
processo se tornou um importante modelo de estudo de mecanismos envolvidos na
diferenciacao celular e regulacédo da expressao génica do parasito (KRIEGER et al.,
1999; PRETI, 2007; GODOY et al., 2012).

1.4 Aspectos gendmicos

Estima-se que o genoma diploide do Trypanosoma cruzi possui entre 106,4 e
110,7 Mb, sendo que seu material genético esta localizado no nucleo e cinetoplasto
(CANO et al., 1995). O DNA do cinetoplasto (kDNA) corresponde a cerca de 10 a 25%
do DNA total do T. cruzi e € constituido por aproximadamente uma duzia de
maxicirculos (WESTENBERGER et al., 2006) e de 10.000 a 20.000 minicirculos,
dependendo da espécie (AVILA; SIMPSON, 1995). Os maxicirculos e minicirculos

participam de um processo de edicdo que envolve RNAs mensageiros (mMRNAS),



codificados pelos maxicirculos, e RNA guias (gRNA), codificados pelos minicirculos
por adicdo ou delecdo de bases do mRNA dos maxicirculos, principalmente uridinas,
resultando em um RNA maduro (LUKES et al., 2002; STUART et al., 2005).

Embora os tripanossomatideos também apresentem um processo de transcri¢cao
contendo maquinaria de remocdo de introns, a maturacdo do mRNA difere do
processo da maioria dos eucariotos. Até o momento, foi identificado apenas um gene
possuindo intron (PALFI; LANE; BINDEREIF, 2002). O processo de transcricao
nesses parasitos gera RNAs policistronicos, produtos transcritos correspondentes a
moléculas Unicas de RNA contendo diversos genes. Uma molécula de RNA
policistrdbnico gera unidades monocistronicas traduziveis por um processo
denomidado trans-splicing. Nesse processo, ocorre a separacdo das unidades
monocistrénicas e adicdo da sequéncia lider (SL), sequéncia conservada que contém
39 nucleotideos do mRNA maduro, na extremidade 5’, e cauda de poli-A, na
extremidade 3’ (LIANG et al., 2003).

Ainda néo foi evidenciada a existéncia de promotores que regulam a transcricao
dos genes codificadores de proteinas em tripanossomatideos, mas acredita-se que
ha um mecanismo de regulacdo posteriormente a transcricdo, sendo denominado

regulacdo pos-transcricional (KRAMER, 2012).

1.5 Proteinas hipotéticas

Com o sequenciamento completo do genoma do T. cruzi, houve um acumulo de
informacBes de dados gendmicos do parasito, que nado foi acompanhado pelo
entendimento funcional de algumas proteinas sequenciadas, levando muitas dessas
a serem consideradas “proteinas hipotéticas”. Alguns autores evidenciaram, por meio
de estudos protedmicos, a presenca de proteinas hipotéticas em tripomastigotas
metaciclicos, formas celulares que iniciam a infeccdo no hospedeiro mamifero via
transmissao vetorial, 0 que demonstra a importancia do estudo dessas proteinas
hipotéticas (CORDERO et al., 2009; QUEIROZ et al., 2014).

Proteinas hipotéticas, em geral, sdo espécie-especificas e ndo apresentam
homologia com qualquer proteina ja descrita na literatura. A sua caracterizacéo é de
extrema importancia para a elucidacéo funcional dos mecanismos pelos quais o T.
cruzi utiliza em seu ciclo biologico e, consequentemente, proporcionando um avanco
para a erradicacao da doenca (EL-SAYED, 2005; CORDERO et al., 2009; QUEIROZ
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et al., 2014). Além disso, essas proteinas tém potencial para serem utilizadas no
desenvolvimento de testes diagnosticos moleculares e imunocromatograficos e até
mesmo como alvo terapéutico, se considerarmos a possibilidade de inibicdo de
alguma proteina do parasito que seja importante para o desenvolvimento da doenca

de Chagas.
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2 OBJETIVO
Os objetivos do presente projeto séo:

1. Identificar, por bioinformatica, genes que codificam proteinas hipotéticas em
epimastigotas e tripomastigota metaciclicos.

2. Comparar a sequéncia génica com outros tripanosomatideos.

3. Clonar e sequenciar genes que codificam “proteinas hipotéticas” espécie-

especificos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Analise por bioinformética e selecdo de genes

A selecdo dos genes para o presente estudo foi por meio de analise por filtros em
um banco de dados gendmicos de parasitas cinetoplastideos, o TriTrypDB, que
fornece suporte a uma variedade de consultas para fins de pesquisa. Os
colaboradores para o desenvolvimento do banco sdo: EuPathDB, GeneDB e

pesquisadores do Instituto de Pesquisa Biomédica de Seattle (SBRI).

O filtro utilizado foi: Trypanosoma cruzi CL Brener — evidéncia de espectrometria

de massas — proteinas hipotéticas - eliminando transmembrana.

A estratégia de selecdo dos genes escolhidos se baseou em analisar, no
TriTrypDB, o0 organismo do qual esses genes se encontram, a protedmica, e a
estrutura da proteina predita. Os genes estdo anotados como codificadores de
proteinas “hipotéticas” ou “hipotéticas conservadas”, presentes apenas no género
Trypanosoma, bem como ndo expressam dominio transmembrana, de acordo com as
informagbes atualizadas do TriTrypDB. Portanto, a escolha foi de genes que
preenchessem apenas o0s requisitos estabelecidos pelo filtro descrito acima.

3.2 Obtencédo de DNA de T. cruzi
Foi utilizado o DNA gendmico do clone CL Brener, extraido segundo protocolo de
Souza et al. (2011), cedido gentiimente pelo Prof. Dr. José Franco da Silveira,

departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UNIFESP.
3.3 Desenho dos primers

Para que os genes selecionados fossem amplificados, foi necessario desenhar os
primers forward e reverse, de acordo com a sequéncia e regidao codificadora de cada
gene. ApOs a analise dessas regides codificadoras, foram desenhados o0s
oligonucleotideos que variaram de 25 nucleotideos a 31 nucleotideos. Foram
adicionadas a regido 5’ dos primers forwards o sitio para a enzima EcoRlI, e para a
regidao 5 dos primers reverse, o sitio para enzima Hindlll. As sequéncias e Tm dos

oligonucleotideos utilizados estao apresentadas no quadro 1.
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Quadro 1: Primers utilizados no presente estudo. Tm = temperature melting.

ID GENE NOME SEQUENCIA DOS PRIMERS (5°-3) Tm

TcCLB.506921.20 Gene 21.20 forward TGAATTCATGGACTATAATCTTGAATACAGC | 57,0
Gene 21.20 reverse

TAAGCTTCTATCCCTCCATTTCAAC 56,3

TcCLB.507641.250 Gene 41.250 forward TGAATTCATGGGCTTTACTGTTGGT 56,3

Gene 41.250 reverse TAAGCTTCTAACGCATGGGAACATT 56,3

TcCLB.508503.100 Gene 03.100 forward TGAATTCATGCAGAGCAGAACAGGG 59,6

Gene 03.100 reverse TAAGCTTTTACGTCGTGGGGTGTGT 59,6

3.4 Amplificagdo dos genes

A amplificacdo dos genes foi realizada pelo método de PCR (Reacédo em Cadeia
de Polimerase) utilizando a enzima iTag DNA polimerase (Bio Rad). As condicdes
para as amplificacdes foram padronizadas de acordo com Tm dos primers, com um
volume total de 50 L, e as reagOes foram submetidas a 35 ciclos, mostrado no quadro
2.

Como as temperaturas de melting dos primers ndo sao iguais, ocorreram duas
PCR com temperaturas de anelamento diferentes, uma amplificando os genes 21.20
e 41.250, utilizando um Tm de 57°C, e a outra amplificando o gene 03.100, utilizando
um Tm de 60°C.
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Quadro 2: CondicOes padronizadas para amplificagcdo dos genes.

PROGRAMA PROGRAMA
TERMOCICLADOR TERMOCICLADOR
PCR (50pL) Gene 21.2 e Gene
Gene 03.100
41.250 (35 ciclos)
(35 ciclos)
Tampéo (5pL) TC Tempo TC Tempo
MgCLa (1,5 L) 95 5 95 5
dNTP (1,0 L) 95 20 95 20
primers forward (1,0 pL) 57 20 60 20
primers reverse (1,0 L) 72 1 2 1
H20 (39 pL) 2 S 2 0
iTag DNA polimerase 4 o 4 ®
(0,5 L)
DNA gendmico 50 ng
(1,0 pL)

Para saber se houve algum tipo de contaminacdo e/ou erro no procedimento,
foi acrescentado um controle negativo, que continha apenas um mix de reagentes sem

o DNA genbmico, submetido as mesmas condi¢des que as outras reacdes citadas.

3.5 Eletroforese em gel de agarose
Os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em gel de agarose.
Foi feito agarose a 2% com TAE 1X e os produtos separados a 65 volts por 50 minutos.
Foi utilizado o padrédo de peso molecular HighRanger 1kb DNA Ladder (NORGEN),
com fragmentos que possuem entre 300 e 10.000 pares de base.

3.6 Purificag&o do produto de PCR
Com o objetivo de remover os primers utilizados e outros componentes da
reacao, foi realizada a purificacdo dos produtos de PCR de acordo com o protocolo
do kit Invisorb® Fragment CleanUp.

3.7 Clonagem e transformacgé&o bacteriana
As sequéncias purificadas dos genes de interesse foram inseridas no vetor
pPpGEM-T Easy Vector (Promega) (Figura 3) atraves da reacédo de ligacdo. Foram feitos
uma reagao para cada gene, sendo que em cada tubo foram adicionados 5 uL de
tampao 2X, 1 uL do vetor pGEM-T Easy Vector, 1 uL da enzima T4 DNA ligase e 3 uL
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do produto de PCR purificado, portanto, com um volume final de 10 uL. As reacdes
foram mantidas por 2 horas a temperatura ambiente. Apos esse periodo, 0s produtos
das clonagens foram utilizados para transformar E. coli (DH5a) competentes, por

choque térmico a 42 °C.

Figura 3: Mapa fisico do vetor pGEM-T Easy Vector da Promega.
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Fonte: (PROMEGA, 2017)

Para semear as bactérias transformadas com as reacfes de ligacdo, foram
adicionados ao meio de cultura LB contendo ampicilina 100pg/mL: 40 uL de IPTG
(100mM) e 120 pL de X-Gal (20mg/ml). Como controle da transformacéao, foi utilizado

o plasmideo pUC18 vazio. As placas foram mantidas a 37°C por 16 horas.

Apobs o crescimento em placa, os clones foram semeados em meio LB liquido
com ampicilina (100ug/mL) e cresceram por 16 horas a 37°C sob agitacdo para

posteriormente extrair o DNA plasmidial.

A extracdo do DNA plasmidial foi feita de acordo com o protocolo Wizard® Plus

SV Minipreps DNA Purification (Promega), que consistiu nas seguintes etapas:
Para lisar as células:
- O pellet foi ressuspendido com 250 uL de Cell Resuspension Solution

- Foi adicionado 250 pL do Cell Lysis Solution e invertido 4 vezes
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- Adicionou-se 10 pL da Alkaline Protease Solution, invertido 4 vezes e incubado

a 5 minutos em temperatura ambiente
- Adicionou-se 350 uL do Neutralization Solution e foi invertido 4 vezes
- O mix foi centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos.
Para a ligacao do plasmideo em coluna:
- Inseriu-se a coluna de ligacdo em um tubo de 2mL
- Os lisados foram transferidos para a coluna de ligacéo

- Centrifugou-se a 13.000 rpm por 1 minuto. Retirou-se a coluna de ligacdo do

tubo para que o eluato fosse descartado e entdo a coluna foi reinserida no tubo.
Para a lavagem:

- Foi adicionado 750 uL de Wash Solution na coluna e foi centrifugado a 13.000
rpm por 1 minuto. Descartou-se o eluato. Esse processo foi repetido com 250 pL de

Wash Solution e centrifugado por 2 minutos.
Para a eluigéo:

- A coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 ml estéril, e foi adicionado

100 puL de &gua Milli-Q a coluna. Centrifugou-se a 13.000 rpm por 1 minuto.
Com isso, os plasmideos foram purificados e mantidos a - 20°C.
3.8 Sequenciamento dos genes clonados

Os plasmideos purificados foram quantificados por espectrofotometria
utilizando o equipamento Nanodrop e a concentracao ajustada para 100 ng/uL. Foram
nomeados e enviados em tubos de 0.2mL para o laboratorio do Centro de Pesquisas
sobre 0 Genoma Humano e Células-Tronco do Instituto de Biociéncias — Universidade
de Sao Paulo, para o sequenciamento de Sanger junto aos primers T7 e SP6 (quadro

3). Os nomes e a especificacdo de cada tubo estéo apresentados no quadro 4.
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Quadro 3: Primers utilizados para o sequenciamento.

NOME SEQUENCIA DOS PRIMERS (5’ - 3’) ™
SP6 (Forward) TATTTAGGTGACACTATAG 46,5
T7 (Reverse) TAATACGACTCACTATAGGG 51,3

Quadro 4: Nome e especificagdo dos tubos.

Nome do tubo | Gene correspondente
HP-1 03.100

HP-2 03.100

HP-3 21.20

HP-4 21.20

HP-5 41.250

HP-6 41.250

3.9 Alinhamento de sequéncia de DNA

Os resultados do sequenciamento foram analisados por BLAST no Tritrypdb a
fim de observar a similaridade com sequéncias depositadas no banco de dados e
alinhados por meio do editor de alinhamento de sequéncias Bioedit.

Para o alinhamento, foram anotadas as posicbes do primeiro e do ultimo
nucleotideo (observados nos resultados do BLAST) que alinhavam com as
sequéncias depositadas no Tritrypdb. No Bioedit, as sequéncias provenientes do
sequenciamento foram editadas deletando-se os nucleotideos que correspondiam ao
vetor pGEM-T Easy, criando-se um arquivo novo para cada gene editado. Além disso,
foram criados arquivos no formato FASTA, obtidos no Tritrypdb, correspondentes aos

genes 03.100, 21.20 e 41.250 para alinhamento com os genes editados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Anélise por bioinformatica

Com a analise por bioinforméatica, foram encontrados 51 genes codificadores de
proteinas hipotéticas de acordo com os filtros previamente estabelecidos (Quadro 5),
citados na péagina 12. Foram selecionados 3 genes, identificados apenas em
Trypanosoma, sem ortélogos em outros organismos que ndo sejam Trypanosoma,
para a realizacdo do presente estudo, sendo um gene anotado apenas como “proteina
hipotética” e os outros dois genes anotados como “proteina hipotética conservada”,

listados com suas caracteristicas no quadro 6.

Quadro 5: Genes codificadores de proteinas hipotéticas de acordo com o filtro pré-

estabelecido no banco de dados Tritrypdb.

Gene ID

DESCRICAO DO PRODUTO

TcCLB.503557.14

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.503757.30

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.503855.60

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.503887.40

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.504105.120

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.504153.30

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.504575.20

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.506163.50

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.506247.210

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.506625.240

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.506629.150

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.506753.150

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.506921.20

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.507001.34

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.507047.100

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.507053.40

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.507159.14

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.507485.80

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.507641.250

Proteina hipotética

TcCLB.507771.70

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.507777.20

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.508059.50

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.508153.1050

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.508177.90

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.508231.40

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.508503.100

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.508549.20

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.508637.120

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.508899.54

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.508955.20

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.509011.60

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.509053.160

Proteina hipotética, conservada




Gene ID

DESCRICAO DO PRODUTO

TcCLB.509177.59

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.509245.10

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.509747.40

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.509749.30

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.509911.74

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.509965.200

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.509965.220

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.510089.210

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.510173.130

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.510335.10

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.510357.40

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.510421.220

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.510565.125

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.510565.141

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.510719.140

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.510719.40

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.511303.64

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.511363.4

Proteina hipotética, conservada

TcCLB.511691.39

Proteina hipotéica, conservada
(fragmento)

Nota: Em negrito, os genes selecionados para o presente estudo.

Fonte: Tritrypbd

Quadro 6: Caracteristicas dos genes selecionados.
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ID GENES NOME PARA O
ESCOLHIDOS TRABALHO LOCALIZACAO DO GENE PRODUTO | DOMINIO
Dimerizagdo-ancoragem
de superfamilia de
Proteina subunidade reguladora
Gene 21.20 hipotética de PK dependente de
TcCLB.506921.20 ) TcChr33-P:561,243..561,560(+) | conservada | AMPc.
Dimerizag&o-ancoragem
de superfamilia de
Proteina subunidade reguladora
Gene 03.100 hipotética | de PK dependente de
TcCLB.508503.100 TcChr33-P:559,878..560,087(+) | conservada | AMPc.
TcChr37- Proteina
TcCLB.507641.250 | Gene 41.250 |S:1,199,465..1,199,818(-) hipotética Familia PLAC8

Nota: Em localizacéo do gene, é demonstrado um cédigo para cada gene que representa sua

localizagao no genoma do parasito, onde “TcChr” demonstra o cromossomo que o gene se

encontra, a letra “S” significa haplétipo Esmeraldo — like, e a letra “P”, haplétido Non-

Esmeraldo like. A numeracéo ¢é a posigéo dos nucleotideos, o “(-)” representa a sequéncia no

sentido 3' -5 e 0 “(+)” no sentido 5" — 3’

Fonte: Tritrypbd
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O gene 21.20, expresso em Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo like e
Esmeraldo like, foi evidenciado em formas epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicos do parasita por espectrometria de massa no trabalho de Godoy et al.
(2012), possuindo sintenia com outras espécies de Trypanosoma (Figura 4). Foi visto
que a sequéncia desse gene é idéntica a outro gene listado no quadro 5, identificado
como TcCLB.510565.141, sugerindo entdo, que esse gene esteja presente em mais

de uma regido do genoma do parasito.

Figura 4: Ortologia do gene 21.20.
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Nota: o gene é identificado pela seta verde e as setas vermelhas demonstram a posicao de

seus ortélogos, em outros organismos.

Fonte: Tritrypdb
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O gene 03.100 também foi evidenciado em formas epimastigotas e
tripomastigota metaciclicos do parasita por espectrometria de massa no trabalho de
Godoy et al. (2012) e expresso em Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo like
e Esmeraldo like. Também possui sintenia com outras espécies de Trypanosoma,
mostrado na figura 5, sugerindo que, caso essa proteina tenha uma relacao relevante
na invaséo do parasito na célula hospedeira humana ou até mesmo na sua sobrevida,
podemos interferir em mais de uma espécie usando apenas T. cruzi como modelo,

tornando o alvo terapéutico mais amplo.

Figura 5: Ortologia do gene 03.100.

Gyntenic Sequences and Genes {Shaded by Orthology}
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Nota: o gene é identificado pela seta verde e as setas vermelhas demonstram a posicao de

seus ortélogos, em outros organismos.

Fonte: Tritrypdb
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J& o gene 41.250 foi evidenciado por Cordero et al. (2009), também em
tripomastigotas metaciclicos do parasita por espectrometria de massa, expresso em
Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo like e Esmeraldo like e ndo esta
anotado como “proteina hipotética conservada”, explicando porque esse gene nao foi

encontrado em outras espécies além do T. cruzi, (Figura 6).
Figura 6: Ortologia do gene 41.250.

Syntenic Sequences amnd Genes (Shaded by Orthologyl
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Nota: o gene é identificado pela seta verde e a seta azul demonstra o local onde h& presenca
deste gene em outra cepa de T. cruzi.

Fonte: Tritrypdb
4.2 Amplificagéo e purificacao dos genes selecionados

ApoOs a amplificacdo por PCR dos trés genes selecionados, foi verificado o
tamanho dos produtos por eletroforese em gel de agarose. Para dois destes genes
(21.20 e 41.250) verificou-se bandas de tamanho esperados, de 318 pb e 354 pb,

respectivamente. Por outro lado, foi observada a amplificacdo de duas bandas para o
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gene 03.100, ao invés de uma como esperado. O padrdo de amplificagdo dos trés
genes é demonstrado na figura 7.

Figura 7: Resultado da eletroforese em gel de agarose.

1kb DNA Ladder

300 pb

Nota: eletroforese em gel de agarose mostrando a separacdo dos produtos de PCR
purificados com o kit Invisorb® Fragment CleanUp. Da esquerda para a direita: padréo de
tamanho molecular, gene 03.100, 21.20 e 41.250.

Apoés a analise em gel de agarose, os produtos foram purificados pelo kit Invisorb®
Fragment CleanUp, que fornece uma purificagdo diretamente de produtos de PCR,
sem ter que necessariamente correr em gel de agarose. Além disso, ndo possui etapa
de lavagem, o que tornou o processo mais rapido.

4.3 Clonagem e transformacéo bacteriana

O plasmideo utilizado para a clonagem (pGEM-T Easy) apresenta 3015 pb,
possuindo duas regifes de selecdo ao longo de sua sequéncia, sendo um gene que
confere resisténcia a ampicilina e outro que codifica para a enzima -galactosidase
localizado em seu sitio mdultiplo de clonagem, facilitando a selecdo dos clones
positivos, pois o inserto no plasmideo impediu que a proteina fosse produzida para
clivar seu substrato X-Gal, deixando as coldnias positivas com a coloragédo branca e
as negativas azuis. Para a clonagem, foram utilizados os produtos de PCR purificados
inclusive o material correspondente ao gene 03.100. Desta forma, a clonagem e a
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transformacdo de bactérias posteriormente semeadas em placas contendo o
antibiético ampicilina, o indutor IPTG e o X-Gal foram satisfatorias.

Foram selecionadas aleatoriamente colonias brancas para serem semeadas em
tubos estéreis contendo meio LB liquido com ampicilina e, apds o crescimento dessas
colbnias, seus plasmideos foram purificados e quantificados, obtendo os clones HP-1
e HP-2, HP-3 e HP-4, HP-5 e HP-6, como descrito anteriormente, para serem
sequenciados (Figura 8).

Figura 8: Resultado da purificagcdo em eletroforese em gel de agarose.

1kb DNA Ladder

Nota: eletroforese em gel de agarose mostrando a separac¢do dos produtos da extracéo de
DNA plasmidial. Da esquerda para a direita: padrdo de tamanho molecular, gene 03.100,
21.20 e 41.250.

4.4 Anélise do sequenciamento e alinhamento das sequéncias

O sequenciamento pelo método de Sanger foi satisfatorio para dois genes,
utilizando os primers T7 e SP6, que anelaram nas sequéncias dos promotores T7 e
SP6 presentes no vetor, os quais flanqueiam a regidao de clonagem. Os resultados do
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BLAST mostraram 100% de similaridade com os genes selecionados 03.100 e 41.250.
Estes foram, posteriormente, editados e alinhados utilizando o software Bioedit, como

descrito no item 3.9.

O resultado dos clones HP-3 e HP-4, correspondentes ao gene 21.20, foi de baixa
qualidade, ndo sendo possivel a realizacdo do alinhamento, porém sera repetido apos
a apresentacdo deste estudo, ndo sendo descrito nesta dissertacdo. Podemos
observar o resultado do alinhamento com os genes 03.100 e 41.250 nas figuras 9 e

10, respectivamente.

Figura 9: Alinhamento do gene 03.100 com os clones HP-1 e HP-2.

TeCLB.508503.100 Trypanosoma c ATGCMAGCAGAACAGGGGGCCACMCATCAGCAGCATCCAGAAGGA’I‘CAGGCGTACCTCCACTCCCACMCG‘TCCGCGGTATMTCGAGAGGCTCGTCG

HP-1 ATGCAGAGCAGAACAGGGGGCCACAACATCAGCAGCATCCAGAAGGAT CAGGCGTACCTCCACTCOCACAACGT CCGCGGTATAATCGAGAGGCTCGTCG
HP-2 ATGCAGAGCAGAACAGGGGGCCACAACATCAGCAGCATCCAGAAGGAT CAGGCGTACCTCCACTCCCACAACGTCCGCGGTATAATCGAGAGGCTCGTCG
110 1z0 130 140 180 1&0 170 180 150 20

TcCLB.508503.100 Trypanosoma ¢ CTCGACGTACTCCGCCGATAAACCAGAGAACGCCTGTCAGTACATGCECCCACTGCOGCAGCCAGCCAGAGGGCCGCAGCGGCATCCACGCCAGACACACACCC
HP-1 CTGACGTACTCCGCGATAAACCAGAGAACGCCTGTGAGTACATGGCGCAGTGGGCAGCCAGGCAGAGGGCGGCAGCGGCATCCACGGCAGACACACACCC
HP-2 CTGACGTACTCCGCGATAAACCAGAGAACGCCTGTGAGTACATGGCGCAGTGGGCAGCCAGGCAGAGGGCGGCAGCGGCATCCACGGCAGACACACACCC

TeCLB.508503.100 Trypanosoma C C.ACGACG‘I‘AA
HP-1 CACGACGTAA
HP-2 CACGACGTAA

Nota: o gene 03.100 possui 210 pb, podendo-se observar seu alinhamento completo com os

clones HP1 (sequenciamento com primer T7) e HP2 (sequenciamento com primer SP6).

Figura 10: Alinhamento do gene 41.250 com os clones HP-5 e HP-6.

TeCLB.507641.250 Trypanosoma ¢ ATGGGCTTTACTGTTGGTTTGTTGAGT |ut.\u|uAGGATAT‘GGGCA\.uIU\.1uluACGT"I‘TGl TGTTGCTTTGCGTGCAACACAAGTCGCCAGTGCGAGTG

HP-5 ATGGGCTTTACTGTTGGT TTGT TGAGT TGCTGTGAGGATATGGGCACGTGCTGTGACGTTTGTTGT TGCT TTGOGT GCAACACAAGTCGCCAGTGGAGTG
HP-6 ATGGGCTTTACTGTTGGT TTGT TGAGT TGCTGTGAGGATATGGGCACGTGCTGTGACGTTTGT TGT TGCT TTGCGTGCAACACAAGTCGCCAGTGGAGTG
110 120 130 140 150 160 170 180 190 20

TeCLB.507641.250 Trypanosoma < CTGC”GMGGCA"‘ACCCAACMC TCTCGCTGCTGCTGCTGTCTCOGCTCATGCTTCTTCCCCATGATTACCACCTGCCTTCTTCOTCAGAAATTGTCGTC

HE-5 CTGCTGAAGGCATACCCAACAACTGTGGCTGCTGCTGCTGTCTGGGGTCATGCT TCTTCCCCATGATTACCACGTGCCTTCT TOGTCAGAAATTGTCGTC
HF-6 CTGCTGAAGGCATACCCAACAACT GTGGCTGCTGCTGCTGTCTGGGGETCATGCT TCTTCCOCCATGAT TACCACGTGCCTTCT TCGTCAGAAATTGTCGTC
210 220 230 240 250 280 270 280 230 30

TeCLB.507641.250 Trypanosoma ¢ GATGTACTTTCTGCAGGAGAATTTGCTTCTTACCCTACTGATTGETTGETTTTGCTCCGCGTGCTCGGCGTGCCAGACACATCGCCGAGCTCACGTTGCGT

HP-3 GATGTACTTTCTGCAGGAGAATTTGCTTCT TACCCTACTGAT TGGT TGGTTTTGCTCCGCGTGCTOGGCGTGCCAGACACATCGCGAGCTCACGTTGCGT
HP-6 GATGTACTTTCTGCAGGAGAATTTGCTTCTTACCCTACTGAT TGETTGET TTTGCTCCGCETGCTCGGCGTGCCAGACACATCGCCGAGCTCACGTTGCGT

I 1
TeCLB.507641.250 Trypanosoma c GGCGCCAACCCCGGCGGCTGCTGTTGC@ACCAAGQU\TGTT CCCATGCGTTAG
HP-5 GGCGCCAACCCCGGCGGCTGCTGT TGCCAACCAAGCAATGT TCCCATGCGTTAG
HP-6 GGCGCCAACCCCGGCGGCTGCTGT TGCCAACCAAGCAATGTTCCCATGCGTTAG

Nota: o gene 41.250 possui 354 pb, podendo-se observar seu alinhamento completo com os

clones HP5 (sequenciamento com primer T7) e HP6 (sequenciamento com primer SP6).



26

4.5 Caracteristicas dos genes selecionados para o estudo

O gene 21.20, ID TcCLB.506921.20, codifica uma proteina hipotética conservada
presente em Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo like e Esmeraldo like,
possui 318 pares de bases e esta localizado no cromossomo 33. A proteina codificada
tem o dominio de dimerizagcdo-ancoragem da superfamilia de subunidade reguladora
de PK dependente de AMPc ou PKA.

As proteinas cinases representam a maior familia de proteinas em células
eucaridticas, relacionadas principalmente com a comunicacao no controle intracelular
e transducao de sinais (A ENGH; BOSSEMEYER, 2001).

A PKA fosforila grupos especificos de serina e treonina, alterando as atividades
de proteinas-alvo. A forma inativa da PKA contém duas subunidades cataliticas (C) e
duas subunidades de regulacéo (R) formando um complexo (Cz2R2), e esse complexo
€ cataliticamente inativo, pois ha a ocupac¢do de um dominio inibitério em cada fenda
da subunidade C impedindo a ligacdo de substrato. As sequéncias aminoterminais
das subunidades de R interagem para formar um dimero (R2), sitio de ligacdo para
uma proteina de ancoragem, a cinase A (AKAP). Quando as subunidades R estédo
ligadas a AMPc, passam por uma alteracdo na conformacéo, que afasta o dominio
autoinibitorio de R do dominio catalitico de C e esse complexo se dissocia, originando
duas subunidades C livres e cataliticamente ativas (NELSON; COX, 2014).

O gene 03.100, ID TcCLB.508503.100, codifica uma proteina hipotética
conservada de 210 pares de bases, e assim como o gene 21.20, esta presente em
Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo like e Esmeraldo like, localizado no
cromossomo 33 e com o dominio em dimerizagdo-ancoragem da superfamilia de
subunidade reguladora de PK dependente de AMPc ou PKA. Esse resultado sugere
gque ambas as proteinas hipotéticas podem apresentar funcées semelhantes e/ou

complementares em T. cruzi.

Bao et al. (2008), demonstraram que a atividade de PKA em T. cruzi é essencial
para sua viabilidade, e aléem disso, viram que 38 genes codificavam substratos de PKA
de T.cruzi por fosforilacdo in vitro, sendo que desses 38 genes, 18 codificam para
proteinas hipotéticas e 12 dessas proteinas hipotéticas contém locais tipicos de

fosforilacdo de PKA.
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O gene 41.250, ID TcCLB.507641.250, localizado no cromossomo 37, codifica
uma proteina hipotética de 354 pares de bases e esta presente em Trypanosoma cruzi
CL Brener Non-Esmeraldo e Esmeraldo like. Sem ortologia com outros organismos,
de acordo com os dados atuais, € encontrado apenas na espécie de Trypanosoma
cruzi, podendo ser uma proteina especifica desse parasito. O produto desse gene
apresenta um dominio semelhante ao dominio presente em proteinas da familia
PLACS.

PLACS foi originalmente identificado em proteinas placentarias em mamiferos, do
qual sua expressdo € restrita a camada de espongiotrofoblasto durante o
desenvolvimento placentario (GALAVIZ-HERNANDEZ et al., 2003). A funcéo deste
dominio ainda ndo esta esclarecida, e pode ser encontrado em proteinas de plantas,

fungos, algas e de animais, possuindo diferentes funcoes.

Em alguns fungos e plantas, algumas proteinas que apresentam dominio
semelhante a proteinas da familia PLACS8 estdo envolvidas no transporte de metais
pesados de células que contribuem para a desintoxicacéo celular, conferindo maior
resisténcia ao excesso de metais pesados presentes no meio ambiente (SONG,
2004). Por um outro lado, existem outras proteinas em plantas que também
apresentam esse dominio, mas estao relacionadas na determinacédo do tamanho do
fruto e do nimero de células (FRARY, 2000; GUO et al.,2010). Em algumas algas, as
proteinas com alta similaridade as proteinas da familia PLAC8, sdo de membranas
flagelar, e estdo associadas a orientacdo do movimento celular para a luz (IOMINI et
al., 2006).

Uma comparacao de sequéncia de nucleotideos, por meio de BLAST no Tritrypdb,
da regido do gene 41.250 que contém esse dominio semelhante as proteinas da
familia PLACS8 (nucleotideo 3 ao 93), com apenas Trypanosomas, resultou em muitas
proteinas ainda anotadas como “proteinas hipotéticas”, além de algumas proteinas
nao tdo semelhantes, como a glicoproteina variavel de superficie de Trypanosoma
evansi (E value = 3.4), principal glicoproteina composta na superficie do parasita,
responsavel pela variagdo antigénica (VERLOO; MAGNUS; BUSCHER, 2001). A
comparacdo com outros tripanosomatideos contidos no Tritrypdb, também n&o
resultou em proteinas conhecidas com alta semelhanca, mostrando proteinas de
maior semelhancga anotadas como “proteinas hipotéticas”. Um exemplo de proteina
conhecida foi, porém com baixa semelhanca, proteina AMA-1 (Antigeno da membrana
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apical 1) de Endotrypanum monterogeii (E value = 0.079). AMA-1 foi originalmente
encontrada na superficie de membrana de Plasmodium vivax e esta relacionada com

a invasao do parasito do filo Apicomplexa dos eritrécitos (HOWELL et al., 2001).

Novos estudos serdo necessarios para elucidar os mecanismos e especificidades
de substratos conservados de proteinas que contém dominio semelhante as proteinas
da familia PLACS, facilitando a compreensdo da funcdo dessas proteinas em

diferentes organismos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa de marcadores génicos em Trypanosoma cruzi € de extrema
importancia para o entendimento mais aprofundado da biologia molecular deste
parasita tdo complexo. Sabendo disso, o presente trabalho deu inicio a caracterizacéao
de trés proteinas anotadas no sequenciamento do genoma do Trypanosoma cruzi
como sendo “hipotética” e “hipotética conservada”, cujos genes se encontram em

epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos.

Foi possivel a realizacao da clonagem dos trés genes com a metodologia citada,
porém um gene ndo teve o resultado satisfatorio no sequenciamento de Sanger, até
0 momento, outras tentativas serdo realizadas e possivelmente publicadas em

trabalhos futuros.

Acredita-se que algumas proteinas hipotéticas de Trypanosoma cruzi podem estar
associadas a sobrevida ou a internalizacdo do parasito no hospedeiro, o que
demonstra a importancia na busca da funcdo dessas proteinas. Desse modo, o
presente trabalho foi importante para iniciar a busca da funcéo de cada proteina para
que no futuro consigam utilizar essas informacdes e desenvolverem métodos a fim de

erradicar a doenca de Chagas.
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