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RESUMO

O gene clpb/hsp104 de Trypanosma cruzi foi identificado e caracterizado quanto a
sua estrutura génica, sitios de processamentos e expressdo génica durante o
choque térmico. Foi realizado o mapeamento completo e o fechamento da lacuna
de sequéncia (gap) do gene clpb/hsp104 de T. cruzi disponivel em banco de dados,
que havia sido gerado com erro de orientacdo/ montagem de contigs. Este gene
codifica uma proteina de 868 aminoacidos, com identidade de 71,9% entre os
tripanossomatideos Leishmania major e Trypanosoma brucei. Andlises realizadas por
Southern blot sdo compativeis com o gene clpb/hsp104 estar presente no genoma de
T. cruzi em copia tnica. A variagdo dos niveis do mRNA foram investigadas por
qRT-PCR em diferentes temperaturas (37 e 40 °C) de incubagdo, em que ocorre
um aumento do teor de 3,67 vezes do mRNA quando as culturas sao incubadas a
37 °C por 3 horas. Anélise por western blot com anticorpo policlonal anti-HSP100
de L. major identificou uma proteina de 97 kDa em todos os extratos citosolicos de
proteinas totais tanto de T. cruzi como de L. major, nas diferentes temperaturas de
incubacdo. Andlises em géis 2D-IEF e 2D-Immunobloting com anticorpo anti-
HSP100 reconheceu uma tnica isoforma com pl aproximado de 6,5 tanto em
extratos protéicos sem choque térmico a 29 °C, e o numero de isoformas parece
aumentar ap6s 37 °C por 24 horas. Andlises por western blot, utilizando soros de
pacientes Chagasicos, testou a capacidade antigénicaa da proteina ClpB/HSP104,
que reconheceu uma proteina de peso molecular de 97 kDa em todos os extratos
citosélicos. Por fim, a estrutura protéica de ClpB/HSP104 de T. cruzi foi proposta
por modelagem molecular utilizando como molde a estrutura da proteina

ClpB/HSP104 de Thermus thermophilus.
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ABSTRACT

The clpb/hsp104 gene structure, RNA processing sites and gene expression during
heat shock of Trypanosma cruzi was characterized. The complete mapping and
closing of the sequence gap of the clpb/hsp104 gene of T. cruzi, available in the
public databases in incorrectly assembled contigs, was obtained, and the gene
codes for a protein of 868 amino acids, showing 71.9% identity with the
corresponding proteins from Trypanosma brucei and Leishmania major. A southern
blot analysis suggests that the clpb/hsp104 gene is present in the genome of T. cruzi
as a single copy gene. Variations in the levels of mRNA were investigated by
qRT-PCR at different temperatures (37 °C and 40 °C) of incubation, and shown to
increase by 3.67 fold when the cultures were incubated at 37 °C for 3 hours.
Western blot analysis using a polyclonal antibody anti-HSP100 of L. major
recognized a protein of 97 kDa in all protein extracts of T. cruzi and of L. major, in
the different temperatures of incubation. Two dimensional and 2D-
Immunobloting analyses with polyclonal antibody anti-HSP100 of L. major
recognized only one isoform with a pl of approximately 6,5 in protein extracts of
cells incubated at 29°, and additional isoforms appear when cells are incubated at
37 °C for 24 hours. Western blot analysis using chagasic patients” sera tested the
immunogenicity of the ClpB/HSP104 protein, where the pool of sera recognized a
protein of molecular weight of = 97 kDa in all protein extracts. Finally, the protein
structure of ClpB/HSP104 de T. cruzi was proposed by molecular modelling
using as template the structure of the ClpB/HSP104 protein of Thermus

thermophilus.
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1. INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi, um membro da familia Trypanosomatidae, é o agente
etiologico da doenga de Chagas, que afeta 20 milhdes de pessoas na América Latina
(WHO, 2009). Como mostrado na FIGURA 1, este parasita unicelular possui um ciclo
de vida complexo com dois hospedeiros, um vertebrado e um inseto da familia
Reduviidae, apresentando formas celulares diferentes em cada hospedeiro (TYLER &
ENGMAN, 2001).

No hospedeiro invertebrado, o ciclo biolégico do T. cruzi inicia-se apds a
ingestdo de sangue infectado durante o repasto sanguineo. Ao chegar ao estdbmago
do vetor, as formas tripomastigotas sanguineas iniciam sua diferenciacdo em formas
epimastigotas. Estas formas migram para o intestino onde se multiplicam. Na porcao
média e posterior do intestino, ocorre a diferenciacdo celular das formas
epimastigotas em tripomastigotas metaciclicas (formas infectivas), que sao liberadas
nas fezes e na urina do triatomineo (BRENER & CHIARI, 1963; DE SOUZA, 2002).
Durante o repasto sanguineo de insetos infectados, parasitas podem ser eliminados
nas fezes e podem infectar seus hospedeiros mamiferos através da pele (pequenas
descontinuidades) ou pelas mucosas (ELIAS et al., 2001).

Os tripomastigotas podem se desenvolver na grande maioria das células com
excecdo de alguns tipos celulares, como neutréfilos e baséfilos. A entrada do parasita
na célula hospedeira é um processo complexo. O tripomastigota metaciclico entra na
célula de uma maneira polarizada, preferencialmente ao longo da parte basolateral
da membrana, lugar das fibronectinas e receptores da célula hospedeira estdo
concentrados (SCHENKMAN, 1991).

Logo ap6s a penetracdo do parasito, forma-se o vactiolo parasitéforo e se inicia
a diferenciagdo das formas tripomastigotas metaciclicas em amastigotas, com

posterior ruptura da membrana do vactolo. Apds sucessivas divisdes dos
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amastigotas no interior da célula, ocorre um processo de transformacdo dos mesmos
em tripomastigotas sanguineos, passando por um estigio intermedidrio. Logo que as
formas adquirem um flagelo mais longo, inicia um movimento que pode ser
responsavel pela ruptura da membrana da célula hospedeira com a liberacao de
muitos tripomastigotas, algumas formas intermedidrias e até formas amastigotas,
para o espago extracelular (DE SOUZA, 2002).

Um grande namero de tripomastigotas sanguineos é liberado na ruptura da
célula. Estes parasitas podem ou ndo infectar outras células e tecidos, tais como
sistema reticulo endotelial, sistema nervoso, musculo cardiaco, musculo esquelético
ou serem ingeridos pelo inseto vetor, completando assim seu ciclo de vida (BRENER

& CHIARI, 1963; BUSCAGLIA & DI NOIA, 2003; DE SOUZA, 2002) (FIGURA 1).

No ms'ec(o o O insecto pica e defeca a0 mesmo terpo. O e Os tnpomastigotas Mm células onde se
Barbeiro triporeastigota passa a ferida nas fezes. transformar er amastigotas.

]
e

LR LN

Tranformam-sa em tripomastigotas A @
% @ Os araastigotas
NE i 4 ultiplicare-se dentro das

Multiplicam- Os tripanossomas entdo TP

o B irovadem novas células era Células assexualmente,
Tripanoraastigotas regides diferentes do
Sanguineos coXpo gue irvadern e onde
sdo shsorvidos por se multiplicar corao

enmm insecto ex arnastigotas.
Transformam se em nova picada

epimastizotas no
intestino do insecto g\
\ v
)

A 5io i /‘j} \_)@A

A o Os amastigotas transforrarn-se em
A=Emgw e tripomastigotas e destroem a célula
saindo para o sangue

FIGURA 1. O Ciclo de vida do T. cruzi. (Modificado do CDC, 2009).
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O T. cruzi apresenta um genoma dipléide com cerca de 22.520 genes
codificantes de proteinas. O clone CL Brener que foi utilizado para o sequenciamento
do genoma deste parasita é composta de muitas sequéncias repetitivas, e de genes
que codificam proteinas, tais como retrotransposons da grande familia de proteinas
superficie, os quais incluem trans-sialidades (TS), mucinas, proteases (gp63) e as
proteinas de superficie associadas a mucinas (MASP). Algumas das familias de
proteinas mais representativas que foram encontradas no sequenciamento do
genoma de T. cruzi sdo: glicosiltransferases, RNA helicases, DNA helicases, cisteino
peptidases, proteinas hipotéticas, ABC Transporters e Heat Schock Proteins (HSPs) (EL-
SAYED et al., 2005).

1.2 Expressao e regulacao génicas em tripanossomatideos

O controle da expressdao dos genes em tripanossomatideos é majoritariamente
pOs-transcricional, o que significa que as proteinas de ligacdo ao RNA possuem um
papel fundamental na regulacdo. Varios elementos regulatérios ja foram
identificados nas regides ndo traduzidas dos mRNAs (UTRs), que estdao envolvidos
na manutengdo ou alteracdo da meia vida do RNA e de sua tradugao (DI NOIA et al.,
2000; COUGHLIN et al, 2000; DALLAGIOVANNA et al., 2001). Proteinas capazes de
interagir em trans com estes elementos foram identificadas por D’ORSO & FRASCH
(2001), mas o mecanismo pelo qual elas funcionam permanece indefinido.

Os mecanismos que controlam a expressao dos genes em tripanossomatideos
dependem de diversos fatores de regulacdo. Conseqiientemente, estes parasitas
podem reagir positivamente as mudancas rapidas associadas com as transi¢cdes entre
o vetor-hospedeiro, com reprogramagcao imediata da expressdo génica (DAVIS, 1996).

Os tripanossomatideos sdo considerados um dos “mais antigos” grupos de
organismos da escalada evolutiva, apresentando alguns mecanismos biol6gicos
peculiares, tais como: a editoracdo do RNA, no qual os residuos de uridina sao
inseridos e/ou deletados de alguns transcritos mitocondriais (KIM et al., 1994); o

trans-splicing, na qual uma sequéncia mini-exon, que ¢é espécie-especifica, é

Roberta Alvares Campos - Tese de Doutorado 09/2009 IBCCF-UFR] 20



adicionada ao 5’'UTR de todos os mRNAs maduros, e a transcricdo multigénica, no
qual os genes sao transcritos em grandes moléculas de RNA que correspondem a
copias de um mesmo gene ou de genes com funcdes e padrdes de expressao distintos
(TEIXEIRA et al., 1995).

As unidades de RNA multigénicas sao processadas através de reacdes de
trans-splicing e poliadenilagdo para dar origem aos RNAs mensageiros maduros
monocistronicos. O trans-splicing é uma reagdo de processamento de RNA na qual
sequéncias de duas moléculas separadas sdo associadas para formar um mRNA
maduro. Em tripanossomatideos, uma sequéncia, spliced-leader (SL) ou mini-exon,
presente na extremidade 5° UTR de um pequeno RNA nao poliadenilado (SL-RNA),
é adicionada ao transcrito primario em um sitio de clivagem caracterizado pelo
dinucleotideo AG e um residuo de adenosina (DAVIS, 1996).

As reacOes de trans-splicing e poliadenilacdo ocorrem através de clivagens
dentro das regides intergénicas. Ainda ndo ha evidéncias para uma sequéncia sinal
consenso conhecida para a poliadenilagdo (VAN HAMME & PAYS, 1995) e a reacao
parece ocorrer em uma regido a montante, situada a uma distancia conservada do
sitio de corte e adicdo do mini-exon (LEBOWITZ et al., 1993, SCHURCH & COLS,
1994). As regides intergénicas apresentam motivos ricos em pirimidinas que parecem
ser cruciais para o processamento correto do mRNA (HUANG & VANDER PLOEG,
1991; NOZAKI & CROSS, 1995).

Em geral os genes de T. cruzi organizam-se em aglomerados e sao separados
por regides intergénicas curtas, tais como os genes de a- e 3-tubulina (SEEBECK et al.,
1983), os genes HSP70 (VAN DER PLOEG et al, 1985) e os genes ISG75
(ZIEGELBAUER et al. 1995). Tal organizagao deve-se, possivelmente a evolucdo do
mecanismo incomum de transcricdo e do processamento de mRNA dos
cinetoplastideos. A maioria dos genes que codificam proteinas nestes organismos sao
transcritos em um RNA multigénico e processados entdo aos mRNAs individuais
que codificam um tnico polipeptidio.

Estudos relacionados com a estabilidade de certos mRNAs propdem possiveis
mecanismos de regulacdo da expressdo génica em tripanossomatideos. Esta

estabilidade diferencial, de acordo com a forma evolutiva do ciclo do parasita, pode
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estar em parte associada a presenca de sequéncias reguladoras nas regides nao
traduzidas. Estudos em T. cruzi demonstraram que a meia-vida do mRNA do gene
amastina é sete vezes maior em amastigotas do que em epimatigotas, e que uma
regido na 3"UTR é a responsavel por esta diferenca (TEIXEIRA et al , 1995). Este efeito
é provavelmente mediado por fatores que se ligam na regiao 3"UTR e estabilizam o
RNA em amastigotas (COUGHLIN et al, 2000). Também foi demonstrado que, em T.
cruzi, moléculas de RNA mensageiro, podem ser mantidas estaveis e ndo associadas
aos polissomas, no citoplasma. (GOLDENBERG et al, 1985).

Existem evidéncias que o controle da mobiliza¢do polissomal é um importante
mecanismo na regulacdo pos-transcricional (DALLAGIOVANNA & COLS, 2001).
Este mecanismo provavelmente estd também associado as sequéncias nas UTRs o
que leva a traducao diferencial dos RNAs. Em Leishmania major o gene da amastina
tem a expressao regulada por um elemento em sua 3" UTR que modula a associagdo
do transcrito deste gene a polissomos aumentando sua traducdo (BOUCHER &
COLS, 2002).

A recombinacgado tem sido bem documentada em tripanossomatideos pelo fato
de serem usados em manipulagdes experimentais do genoma e é a chave do
mecanismo da variacdo antigénica que T. brucei usa para a evasdo imune. Algumas
classes de moléculas importantes ndo sdo encontradas nos genomas dos
tripanossomatideos como as da via de sinalizacdo celular, que envolve a proteina G
heterotrimérica incluindo receptores transmembranicos, a maior parte dos receptores
cataliticos, dominios SH2 e SH3, e fatores que regulam a transcricdo. Alguns
receptores cataliticos foram encontrados e todos sdo adenilato ciclases (EL-SAYED et
al., 2005).

Apesar das sequéncias do genoma de T. cruzi estarem disponiveis em bancos
de dados, em websites (TcruziDB e GeneDB), com dados de fechamento denominados
completos deste genoma, muitas sequéncias de genes apresentam lacunas. Alguns
cientistas consideram este fato como um erro na escolha do clone CL Brener, que foi
utilizado para sequenciamento e a montagem das bibliotecas do projeto genoma de

T. cruzi. Devido este clone ser derivado de um hibrido e por ter perdido as suas
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caracteristicas selvagens de viruléncia, quando comparada as demais cepas

existentes.

1.3 Proteinas de Choque Térmico

As proteinas de choque térmico (heat shock proteins), HSPs sao agrupadas em
uma das familias de proteinas mais estudadas entre as chaperonas moleculares. Sdo
proteinas que estdo disponiveis em grande quantidade na célula, sdo conservadas na
evolugdo das espécies e sintetizadas por uma grande variedade de organismos.
Enquanto algumas sdo constitutivas, outras sdao marcadores de estresse celular
(GEORGOPOULOS & MCFARLAND, 1993).

As proteinas HSPs sdo componentes chaves para o controle de qualidade da
maquinaria celular. Estas proteinas sdo induzidas na célula quando a mesma é
exposta a situacbes de estresse, como aumento da temperatura. Em tais
circunstancias, as proteinas HSPs agem facilitando a interacdo das proteinas
parcialmente desenoveladas, estimulando as suas regides hidrofébicas expostas ao
solvente, promovendo seu retorno ao folding protéico (ELLIS, & HEMMINGSEN,
1989).

Também podem agir tardiamente formando uma “camara de isolamento”,
como as proteinas HSP60, dentro da qual as proteinas mal enoveladas sao mantidas,
proporcionando-as um ambiente hidrofébico adequado para o enovelamento correto
e retorno a sua forma nativa (O'BRIEN et al., 1992). Todo este processo complexo
devera ocorrer antes do controle de qualidade feito pelo complexo ubiquitina-
proteossoma que vai marcar e recrutar essas proteinas parcialmente enoveladas e
sem funcao especifica para a via de degradacao (PAUGAM et al., 2003).

As proteinas HSPs sdo divididas em familias e subclasses. Sdo agrupadas de
acordo com a sua funcao celular dentro da célula. Os principais grupos sao HSP100,
HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 e HSP10, e as proteinas de uma mesma familia tém
caracteristicas e fun¢des em comum (FINK, 1999) (TABELA 1).
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As diferentes familias protéicas de chaperonas podem habitar diferentes
organelas celulares. As HSP70 mitocondriais, por exemplo, sdo diferentes das do
citosol. No reticulo endoplasmaético rugoso (RER) uma HSP70 especial (BIP) ajuda a
dobrar as proteinas neste compartimento. Para realizar a sua fungdo, as chaperonas
obtém energia com a hidrolise do ATP. Depois que a proteina enovelada se libera da
chaperona para o citosol, a chaperona fica livre novamente, podendo ser reutilizada
(KOMIYA et al., 1996).

O enderecamento das proteinas, porém, é mais complexo do que a simples
presenca de sequéncias de direcionamento. Como no caso da mitocondria, ele
envolve varios subcompartimentos. As proteinas direcionadas para cada um desses
subcompartimentos requerem informagdes de enderecamento especificas e vias de
direcionamento que envolve fatores distintos a cada uma das etapas (DUBY et al,
2001).

As chaperonas mais conhecidas sao as HSP70. Essas proteinas ndo sao
especificas para o transporte mitocondrial, mas auxiliam tanto nesse aspecto, que a
simples adicdo de HSP70 purificada é suficiente para estimular a importacdo de
vérias proteinas precursoras em experimentos in vitro (KOMIYA et al., 1996).

Um grupo em especial de proteinas HSPs ndo sdao chamadas de chaperonas e
sim de chaperoninas, e sdo somente duas familias que atuam, geralmente em
conjunto, que sdao as HSP10 e HSP60. Essas chaperoninas em T. cruzi ja foram
descritas e estudadas quanto a sua conformagao, localizagdo celular e fungdo dentro
da célula. Uma chaperonina HSP10 mitocondrial foi caracterizada estruturalmente
por FERNANDES e colaboradores (2005), que construiram um modelo
tridimensional para HSP10 de T. cruzi baseado em dados comparativos de
cristalografia com a chaperonina GroES de E. coli (XU et al., 1997). As caracteristicas
estruturais previstas, consideradas funcionalmente importantes para a maquinaria
da célula, estdo presentes também neste modelo construido para do T. cruzi. O
ambiente hidrofébico fornecido pela chaperonina para a interagdo com o substrato
polipeptidico da estrutura modelo, foi fornecido pela interagdo do residuo Phe74, e

na superficie pelos residuos Val34, Leu35 e Ile36 (FERNANDES et al., 2005).
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TABELA 1. Classificacdo das familias de HSPs, conforme sua funcao celular:

Familias Funcéo Celular Modelo de substrato
Small HSPs *Protecdo contra estresse celular
(HSP10-25) *Previne agregacao
HSP60 *Enovelamento protéico
Chaperoninas
Sistema (GroEL)
HSP70 *Estabilizacdo de cadeias laterais
Sistema (DnaK-BIP) i
HSP90 *Sinalizagao e estabilizacdo
*Regulacdo de receptores esteroides v
HSP100 (Clps) *Resolubilizagdo de agregados
*Enovelamento/Enderecamento
*Termotolerancia
*Protedlise

Detalhes em vermelho sdo representacdes das proteinas a serem desenoveladas; em azul, é a
representacdo da conformacdo quaterndria de cada cheperona. Adaptado de ZHANG, BEURON &
FREEMONT (2002).
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1.4 Expressao génica de HSPs em Cinetoplastideos

O sistema modelo de proteinas HSPs é encontrado em cinetoplastideos.
Sabe-se que para aumentar a expressao dessas proteinas a executar as suas fungdes e
interagir com outras proteinas que estejam com a sua conformacdo ndo-nativa,
depende que seus genes sejam diferencialmente expressos por choque térmico.
Assim, a resposta ao choque térmico pode ser vista como um mecanismo
homeostéatico geral que protege as células dos efeitos deletérios da adaptacdo
ambiental em cinetoplastideos (FEDER & HOFMANN, 1999).

Os cinetoplastideos sdo organismos em que choque térmico é um evento
natural de sua biologia, isto é, possuem um ciclo de temperaturas relativamente
frescas em parte do seu ciclo de vida, e um segundo ciclo com temperaturas mais
elevadas, quando habitam seus hospedeiros mamiferos. Esta mudanca na
temperatura é acompanhada de forte inducao de HSPs (MARESCA & CARRATU,
1992). Como exemplo, andlises protedmicas detalhadas durante a diferenciagdo do
estagio de L. donovani e de T. cruzi mostraram sintese aumentada de HSP60, HSP70,
HSP70 mitochondrial e HSP90 (BENTE et al., 2003; PABA et al., 2004). Entretanto, até
o momento, ndo estd claro se a expressio de HSPs é a parte do processo de
diferenciagcdo propria ou é um epifendmeno envolvido na adaptacdo a temperatura
ambiental nova e circunstancias de vida (FOLGUEIRA & REQUENA, 2007)

Um gene ortélogo entre Escherichia coli e L. major, e o gene de uma
levedura clpb/hsp104, foram utilizados em clonagens para expressdo dessas proteinas
pelo grupo de Joachim Clos, do Bernhard Nocht Institute/ Alemanha (KROBITSCH
et al., 1998). Este grupo mostrou que o gene de L. major codifica uma proteina
citoplasmética de aproximadamente 97 kDa que é detectavel em células
promastigotes de L. donovani e L. major ap6s a exposicdo a 37°C por longos periodos
(6 a 24h). Uma recolocacdo de ambos os alelos desta clpb/hspl00 ndo afetava a
viabilidade do promastigota sob condi¢des padrdo da cultura, mas reduzia
consideravelmente a termotolerancia celular. Experiéncias in vitro e in vivo com esta

infeccdo indicaram um papel importante para HSP100 durante o desenvolvimento
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das formas promastigotas e amastigotas (HUBEL et al., 1997, KROBITSCH et al.,
1998).

1.5 As Chaperonas Moleculares HSP100

Os membros da familia das chaperonas Clp/HSP100 estao presentes em
eubactérias e em todos os eucariotos, promovendo como fungao geral, a dissociacdo e
desagregacdo dos complexos protéicos parcialmente enovelados, que se formam
apos o estresse celular (DI XIA et al., 2004). Fazem parte desta familia as chaperonas
ClpA, ClpB, ClpC, ClpD, ClpL, ClpM, ClpN, ClpX, ClpQ e ClpY (as duas ultimas
também podem ser denominadas de HslU) (ELLIS & HARTL, 1996, ZHANG,
BEURON & FREEMONT, 2002; HOURY, 2001)

Segundo DOYLE & WICKNER (2008), as proteinas HSP100 pertencem a
superfamilia de ATPases, que possuem a caracteristica de distincdo AAA* (ATPases
associadas com as varias atividades celulares), que é uma familia de proteinas que
apresenta um sitio de ATP entre os aminoécidos 200-250, e que contém diversos
motivos caracteristicos, como: Walker A, Walker B, Sensor 1, Sensor 2, e os motivos
dedo de arginina entre os aminoacidos 10-12. E que segundo esses autores pode
receber outra subclassificagdo dentro desta subfamilia: Classe I, sdo as proteinas que
contém dois médulos (AAAY), dependentes de ATP que sao as ClpAs, ClpBs, ClpCs,
HSP104, HSP78; e a Classe II que contém as duas chaperonas menores que sao as
ClpXs e HslUs, que possuem somente um compartimento ou médulo dependente de
ATP, também denominado de Walker B ou NBD2 (Nucleotide Binding Domain 2), que é
0 motivo, neste caso, responsavel pela desagregacdo de outras proteinas.

Estas proteinas podem atuar sozinhas ou através da formagao de complexos
conjugados, ou ainda ligadas a outras proteinas ou com ligacdo a adaptadores
especificos (SCHIRMER & LINDQUIST, 1997; TORRES, ANINO, SCHLOTHAUER,
2003; RUTHERFORD, 2003). Cada uma delas compde uma unidade especifica com
funcdo e propriedades préprias, mas que estdo intimamente ligadas a desagregacdo e

o refolding protéico (MAURIZI & XIA 2004) (FIGURAS 2 e 3).
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As chaperonas Clp/HSP100 pertencem a superfamilia das proteinas AAA+
(ATPases associadas com uma variedade de atividades celulares) e sao dependentes
da energia obtida através da hidroélise do ATP (MAURIZI & XIA 2004).

Os moédulos AAA+ das Clps/HSP100 servem como os motores para a
maquinaria molecular e sdo usadas para gerar forca para a desagregacdo e
dissociagao protéica. Estes moédulos consistem em dois subdominios, um maior a/ -
dominio formado por 5 fitas antiparelalas do tipo folhas-f3 flanqueadas por um par
de hélices, conectadas por uma alga mével ligada a um pequeno dominio a-hélice C-
terminal (MAURIZI & LI 2001).

Localizado entre os dois subdominios na cavidade central existe o principal
sitio de residuo catalitico para a hidrdlise de ATP chamados de Walkers A e B, onde
um ou mais residuos funcionais, respondem positivamente as interagdes
hidrofébicas, quando as Clp/HSP100 entram em contato com uma proteina
parcialmente desenovelada (Figura 2). O moédulo mais préximo da parte N-terminal
da proteina é chamado de Nucleotide Binding Domain 1 (NDB1), e o médulo préximo
ao C-terminal, que diferem em sequéncias e composi¢do de aminoacidos, é chamado
de NDB2. Estes modulos sdo altamente conservados em todas as Clps/HSP100
(MAURIZI & XIA, 2004).

A principal diferenca estrutural entre as proteinas ClpA e a ClpB é a presenca,
nesta tltima, de um dominio [-domain ou M-domain (DOYLE & WICKNER, 2008), que
situa-se entre os motivos NBD1 e NBD2, em azul claro (FIGURA 2). Esta estrutura, o
I-domain, confere a ClpB trés funcdes especificas: desagregacao, ressolubilizagao e
remodelamento (LEE et al., 2003). Além desta diferenca estrutural entre a ClpA e
ClpB, SHORTER & LINDQUIST (2005) acrescentam outro diferencial a
ClpB/HSP104, a presenga de um residuo acido no C-terminal.

A estrutura quaternaria das ClpB/HSP104 é em forma de hexamero, formada
de seis mondmeros idénticos de alto peso molecular, que teve sua estrutura
monomérica resolvida por cristalografia e sua dinamica molecular da plasticidade
estudada por LEE et al (2003). Para investigar a posicao relativa e a funcdo do principal
motivo de reconhecimento de ClpB/HSP104 com poder de desagregacao, este grupo

também investigou mutantes de ClpB/HSP04, substituindo aminoacidos especificos

Roberta Alvares Campos - Tese de Doutorado 09/2009 IBCCF-UFR] 28



de posicdo dentro do principal motivo de reconhecimento de agregados, os motivos 1 e
2 que formam o dominio I-domain, cujos aminoacidos L396 e L340 foram substituidos
por alaninas. Estes residuos de leucina que foram substituidos estdao localizados
especificamente entre a interface de ClpB/HSP104-linker e o D1-small domain, que dao
estabilidade e base ao longo dominio I-domain. Quando a posi¢do do mutante L460A
foi substituida a atividade da chaperona diminuiu 4 vezes. Quando o mutante era
L396A a sua atividade diminufa em torno de 9 vezes. Quando era utilizado um duplo
mutante L396A /L460A a sua capacidade de ajuda a outras proteinas durante o estresse
diminufa mais de 20 vezes, mostrando que os aminoacidos de interface entre o
ClpB/HSP104-linker e o D1-small domain, que ddo suporte ao I-domain sdo essenciais
para a sua atividade de desagregacdo (LEE et al, 2003).

Apesar da autosuficiéncia das chaperonas ClpB/HSP104 a interagdo entre este
hexdmero com o sistema HSP70/DnaK,DnaJ, GroEL acontece para a realizacdo de
funcdes importantes como dissolucdo de pequenos agregados de proteina (PARSELL
et al., 1994). In vitro, os dois sistemas de chaperonas atuam juntos para desenovelar
agregados insoliveis que nenhuma outra chaperona pode atuar eficientemente
sozinha (GOLOUBINOFEF, et al., 1999). Além disso, ClpB/HSP104 e o sistema
DnaK,DnaJ, GroEL atuam sinergeticamente para remodelar agregados que cada uma
poderia atuar em separado, aumentando a rapidez do processo (DOYLE et al., 2007)
(LEE et al., 2003). Mas este processo ainda ndo estd muito claro, pois a arquitetura de
acoplamento deste complexo, ClpB/HSP104 e DnaK,DnaJ, GroEL, ainda ndo foi bem
elucidado e em que condigdes especificas de estresse a célula depende dele (SHORTER

& LINDQUIST, 2005).
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FIGURA 2. Caracteristicas de dominios especificos que compdem cada tipo de chaperona molecular Clp/HSP100

(A). Composicdo das estruturas secundarias formadas de cada proteina (B). (Modificado de MAURIZI e XIA,
2004).
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FIGURA 3. Atividade das proteinas Clp/HSP100. ClpB/HSP100 desagregando proteinas e recrutando outras
chaperoninas para o refolding (A). ClpA/HSP100 pode reconhecer motivos especificos para sele¢do de marcas
nas proteinas parcialmente enoveladas e ainda pode auxiliar as demais chaperonas a desagregar emaranhados
protéicos, na presenca do adaptador ClpS (B). ClpX/HSP100 requer uma sequéncia do motivo adaptador
especifico, para reconhecer seu substrato e formar um complexo terndrio para ser eficientemente enderegado
ao refolding ou para a degradacgdo pela ubiquitina no proteossoma (C). Modificado de: MAURIZI & XIA, 2004.

Roberta Alvares Campos - Tese de Doutorado 09/2009 IBCCF-UFR] 31



1.6 Expressao génica de clp/hsp100 em cinetoplastideos

A observacdo de que o aumento de temperatura induzia a ativagdo
transcricional em determinadas regides dos cromossomos gigantes (puffing em
cromossomos politénicos) de Drosophila (RITOSSA, 1962) impulsionou as primeiras
exploracdes do mecanismo de termotolerdncia (BECKER & CRAIG, 1994; FEDER,
1995). Segundo este fendmeno, um primeiro estresse subletal torna a célula tolerante
a um subseqiiente estresse extremo (BECKER & CRAIG, 1994; FEDER, 1995;
LINDQUIST, 1986). A delecao do gene de Hsp104 e de Hsp70 em levedura mostrou
que as proteinas de estresse nao s6 estdo relacionadas com termotolerancia, como sao
vitais para este fendmeno (CRAIG & JACOBSEN, 1984).

Estudos com a expressdo génica e a caracterizagdo das proteinas
Clp/HSP100 em resposta ao choque térmico em Cinetoplastideos foram com
Leishmania spp. HUBEL e colaboradores (1995) identificaram um gene de copia tnica
ortélogo ao clpb/hsp100 da levedura Saccaromices cerevisae demonstrando a presenca
desta proteina no citoplasma da célula, que codificava um mRNA de baixa
abundéncia, mas que induzia o enovelamento de outras proteinas quando a células
promastigotas do parasita eram submetidas ao choque térmico.

HUBEL e colaboradores (1997) realizaram testes experimentais super-
expressando clpb/hsp104 de L. major, para testar a sua termotolerancia em células
promastigotas a amastigotas, e in vivo com a infeccdo de camundongos BalbC com
mutantes nocautes para o gene, resultando em perdas ou até mesmo o ndo
surgimento das lesdes cutdneas caracteristicas dos animais infectados, quando
comparados com os camundongos infectados com o gene super-expressado
clpb/hsp100 de L. major do tipo selvagem.

A inducdo de sintese por aquecimento foi observada com as proteinas
HSP100 e os resultados corresponderam respectivamente ao teor intracelular das
HSP100 em L. donovani. Para este experimento foram utilizadas culturas de células
promastigotas de L. donovani incubadas a 25°C e a 37°C durante 24 horas. Analises
por imunoblotting, das proteinas recombinantes eram quantificadas e os montantes

comparados entre as diferentes condi¢des de incubagao, mostraram um aumento dos
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niveis da proteina de 6 a 7 vezes maior nas células aquecidas a 37°C durante as 24
horas de estresse celular (KROBITSCH et al., 1998).

A indugdo de uma proteina de aproximadamente 100 kDa em resposta ao
choque térmico em T. cruzi ja foi descrita por nosso laboratério anteriormente, com
culturas contendo formas epimastigotas foram submetidas ao choque térmico a 37°C,
por 2 horas. Posteriormente fez-se a preparacdo de extratos protéicos citosolicos
marcados com Metionina [S%] para andlises em gel 2D-IEF. Neste ensaio evidenciou-
se que na forma epimastigota de T. cruzi estdo presentes de 8 a 9 proteinas

induziveis por calor (DE MARVAL et al., 1996).

1.7 Predicdes de estruturas de proteina por modelagem comparativa

Um dos grandes desafios da bioinformatica comeca a aparecer na era pos-
genOmica, na qual a protedmica se torna um dos principais alvos de estudo
juntamente com o entendimento estrutural e funcional de proteinas. A pesquisa de
proteinas em bioinformatica utiliza-se de anotagdes de proteinas e bancos de dados
de eletroforese bidimensional. Apds a separacdo, identificacao e caracterizacao de
uma proteina, o préximo desafio na bioinformética é a predicao de sua estrutura (DA
SILVEIRA, 2005).

Bidlogos usam a bioinformatica para manusear o vasto e complexo conjunto
de dados de cristalografia de raios X e RMN (Ressonancia Magnética Nuclear). A
interagdo das areas que tém contribuido para a formacdo e o desenvolvimento da
bioinformatica (BAYAT, 2002), para predizer modelos 3D de moléculas de proteinas
por modelagem molecular comparativa (BURLEY et al., 1999).

O rdpido aumento no nimero de estruturas 3D disponiveis em bancos de
dados como o PDB (Protein Data Bank) (BERMAN et al., 2000), e os avancos que esta
ferramenta trouxe para biologia molecular e seus os experimentos de bancada foi
grandioso. Levando os pesquisadores, principalmente os que trabalham com a

expressao de proteinas, a busca de profissionais ligados a bioinformaética estrutural.
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O principal foco desta busca é a representacdo, armazenamento, recuperagao,
andlise e visualizagdo da informagcao estrutural a niveis atomicos. Assim, a predicao
de estruturas 3D de proteinas permanece uma area de grande interesse, sendo que a
principal categoria de predicdes de estruturas de proteinas tem sido a modelagem
molecular comparativa, baseada na alta homologia de uma sequéncia por uma
estrutura conhecida (SANCHEZ & SALI, 1997).

Os projetos de sequenciamento de genomas completos tém nos fornecido uma
enorme quantidade de dados, possibilitando a anélise em larga escala das estruturas
3D obtidas através do método de modelagem molecular comparativa daquelas
estruturas ndo determinadas por cristalografia de raios X e RMN, tal como o genoma
do T. cruzi.

As atuais anélises de bioinformaética vém nos munindo de grande quantidade
de dados armazenados em bancos de dados ptublicos, podendo ser utilizados no
cruzamento de dados, obtendo intmeras informacdes relevantes ao avanco em
pesquisas bioldgicas e tecnoldgicas no estudo de proteinas e de outras areas
relevantes (DA SILVEIRA, 2005).

Atualmente, modelos comparativos estdo sendo usados em conjunto com
screening virtual para identificar novos inibidores. Uma série de trabalhos demonstra
o sucesso no uso de modelos estruturais para auxiliar no desenho racional de drogas
contra parasitas. Modelos comparativos foram usados em simulagdes de docking,
identificando uma baixa constante de inibicdo para inibidores ndo peptidicos de
proteases em maldria e schistosoma (RING et al., 1993). Adicionalmente, modelos
comparativos foram usados para justificar a afinidade de ligantes pelo sitio de
ligacdao em Entamoeba histolytica (QUE et al., 2002).

Atualmente, a tinica maneira pratica de explorar interacdes proteina-ligante
para um ntmero maior de sistemas é o uso de modelos moleculares de estruturas de
proteinas, estabelecendo um limite minimo de identidade com o template de 40%,
podendo variar de acordo com a aplicagdo a que o modelo serd submetido (Figura 4).
Uma aproximacao alternativa no programa MODELLER (SALI & BLUNDELL, 1993),
procura satisfazer restri¢des estruturais expressas como funcdo densidade de

probabilidade, as quais sdao derivadas de outras proteinas homoélogas.
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O primeiro passo para o desenho de alvos de interesse inclui a determinagao
da estrutura da proteina alvo por um dos trés principais métodos usados para
desenho de drogas: cristalografia de raios X, RMN, ou modelagem molecular
comparativa de estruturas de proteinas. Uma vez que o alvo foi identificado, é
necessario se obter informagdes sobre a precisao estrutural.

Todas as estruturas devem ser avaliadas por vérios programas para
determinar desvios do comprimento de ligacdo com relacdo a geometria ideal, as
quais ndo devem ser maiores que 0,015 A ou 3° para angulos de ligagdo. Atomos
planares ndo devem estar mais que 0,015 A fora do plano e ndo deve haver centros
quirais incorretos. Finalmente, no minimo 90% dos angulos ¢ e y da cadeia principal
devem cair na regido mais favoravel do gréafico de Ramachandran. O conjunto destes
parametros ird garantir uma maior precisdo aos modelos (ANDERSON, 2003).

As estruturas tridimensionais de proteinas com alto grau de similaridade
sdo conservadas durante o processo de evolucdo, sobretudo no que diz respeito aos
residuos funcionais, pois a conservacao da estrutura é crucial para a manutencao e
desempenho de funcdes especificas. As maiores divergéncias entre proteinas
similares ocorrem com mais frequéncia em regides proximas da superficie
tridimensional, ou seja, nos loops, sem estrutura secundaria definida. Nessas regides,
até mesmo as propriedades fisico-quimicas dos residuos que sofreram mutagdes sdo
muito diferentes dos residuos anteriores ao processo de mutacdo. Em geral, os
residuos localizados no interior das proteinas variam com menor frequéncia, e
quando o fazem, ocorrem, normalmente, com menor distingdo de propriedades
fisico-quimicas. Habitualmente, certo conjunto de residuos de aminoécidos que
compreendem o ntcleo da proteina e os principais elementos de estrutura secundéria
permanece mais conservado dentro de uma familia de proteinas similares (HOLTJE

et al., 2003).
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1.8 Estrutura da proteina ClpB/HSP104

A estrutura das proteinas ClpB/Hsp104 é em forma de hexamero formada de
6 mondmeros complexos e com fungdes independentes, a sua estrutura em cristal de
Thermus thermophilus foi resolvida por LEE e colaboradores (2003) (FIRURA 4).

Apesar da autosuficiéncia das chaperonas ClpB/HSP104, a interagdo entre este
hexamero e o sistema da chaperona HSP70/DnaK acontece para a realizagdo de
funcdes importantes como dissolugdo de pequenos agregados de proteina
(PARSELL et al., 1994). In vitro, os dois sistemas de chaperonas atuam juntos para
desagregar agregados insoluveis que nenhuma chaperona pode atuar
eficientemente sozinha (GOLOUBINOFF et al., 1999). Além disso, ClpB/HSP104 e o
sistema de DnaK atuam sinergicamente para remodelar agregados que cada uma
poderia atuar em separado, aumentando a rapidez do processo (DOYLE et al., 2007;

LEE et al., 2003).

934
y |

140A

FIGURA 4. (A) O hexamero de TClpB104 de Thermus thermophilus mostrando os dngulos das estruturas e a sua
interagdo com a chaperona Hsp70/DnaK. (B) Modelo do hexdmero de TCIpB104 mostrando os principais
dominios da proteina e sua interagdo com Hsp70/DnaK (C) Detalhe da ligagdo do monémero de cada dominio de
ligacdo. (LEE et al., 2003).
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II.
I1I.
IV.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O ciclo de vida do T. cruzi inclui a sua transmissao pelo inseto hospedeiro
Reduvideo, um animal poiquilotérmico, para o hospedeiro mamifero homeotérmico.
Esta transicdo de hospedeiros acarretou uma adaptacdo seletiva a termotolerancia do
sistema de expressdao génica em T. cruzi. Neste cendrio, o papel das proteinas
ClpB/HSP104 na desagregacdo, enovelamento, checagem e enderecamento das
demais proteinas presentes no citosol do parasita é essencial para sua sobrevivéncia.
Consequentemente, o presente trabalho tem como objetivo caracterizar a estrutura e

expressao génica da chaperona ClpB/HSP104 de T. cruzi.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar a estrutura génica de clpb/hsp104 de T. cruzi.

Investigar a inducdo do mRNA de clpb/hsp104 em resposta ao choque térmico.
Investigar a inducado da proteina ClpB/HSP104 em resposta ao choque térmico.
Estudo da estrutura tridimensional da proteina ClpB/HSP104 por modelagem

comparativa.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos

Cepas de Escherichia coli DH5aFIQ (HANAHAN, 1983), supE44 Alac U169
(280lacZA15) hsdR17 recAl endA1 gyrA96 thi-1 relAl.

3.2 Clone de T. cruzi

CL Brener (CANO et al., 1995).

3.3 Culturas de Células

3.3.1 Culturas de Trypanosoma cruzi

Utilizamos células de Trypanosoma cruzi formas epimastigotas que eram
mantidas em cultura axénica em meio LIT (CAMARGO, 1964) a 29°C com repiques
semanais de densidade populacional de 1 x 107 células/ mL para outros experimentos
que envolviam indugdo por choque térmico as culturas foram incubadas a 37°C e

40°C por 3, 6 ou 24 horas.

3.3.2 Culturas de Leishmania major

Utilizamos células de Leishmania major cepa Friedlin (CHIURILLO & RAMIREZ
2002), promastigotas como controle para os experimentos de western blot, que
envolveram a utilizagdo de extratos protéicos de T. cruzi. Com incubagdo anticorpo
monoclonal anti-HSP100 de Leishmania major produzido a partir de um recombinante
em galinha e purificado em gema de ovo (chicken egg yolk) pelo grupo de JOACHIM
CLOS (Bernhard Nocht Institute/Alemanha). As células promastigotas eram
mantidas em meio Schneider (Gibco), adicionado de urina filtrada a 2% e
gentamicina (100pg/mL). Incubadas a 29°C com repiques a cada 5 dias para a

densidade populacional de 1 x 107 células/mL.
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3.4 Meios de cultura

Meio LIT (Infusdo de figado-tripticase)

Meio LB (Luria Bertani)

Meio LB-agar

Meio Schneider Completo - insect medium

NaCl 75mM

KCl 5,4mM

Na>HPO4(12H>0) 62mM
Glicose 0,2%

Bacto-triptona 0,5% (w/v)
Infusao de figado 0,5% (w/v)
pH ajustado a 7,2 com NaOH 1N
Bacto-triptona 1%

Extrato de levedura 0,5%

NaCl 85mM

pH ajustado a 7 com NaOH 5N

Meio LB

Agar 1,5% (w/v)

Powder Schneider (Sigma)
L-glutamina (1%)

Bicarbonato de Sédio a 7,5%

pH ajustado a 9,0 com Hidréxido de
Sédio 1N

logo ap6s, descer o pH ajustado até 6,9
com HCl 1M

Cloreto de Calcio a 0,6%

pH ajustado a 6,6 com HCl 1M
Filtrou-se o meio com membrana
Millipore ® 0,20

Adiciona-se urina filtrada 2%

Soro Fetal Bovino 20%

Gentamicina 100pg/mL
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3.5 Solugoes

Acri-bis 30%

GET

PBS 1X

MOPS 10x

TBS 1X

Solucao de Azul de Coomassie

Solucao de bloqueio

Solucao de Denhardt 5x

Solucao de desnaturacao

Acrilamida 29,2% (w/v)
Bisacrilamida 0,8% (w/v)
Tris-HCI pHS8,0 25mM
EDTA 10mM

Glicose 50mM

NaCl 140mM

KCI 2,7mM

NaHPO4 8mM

KH2PO4 1,5mM

Glicose 5,5mM

pH ajustado 7,5

MOPS ImM

Acetato de S6dio 2mM

EDTA 0,5M

pH ajustado para 7,0 com NaOH 1N
TRIS 20mM

NaCl 137mM

Tween 0,05% (v/Vv)

pH ajustado a 7,6 com HCl 1M
Metanol 45% (v/v)

Acido acético 10% (v/v)

Azul de coomassie G250 0,2% (w/V)
PBS-T

0,05% leite em p6 desnatado
Ficol 400 1% 50x
Polivinilpirrolidona 1%

BSA 1%

NaOH 0,5M

NaCl 1,5M
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Solucao de extracao de RNA 1

Solucao de extracao de RNA 2

Solucdo de hidrocloreto de guanidina

Solucdo de isotiocianato de guanidina

Solugdo de lavagem 1

Solucao de lavagem 2

Solucao de neutralizacao

Solugao de pré-hibridizacao

Solucao de Reveladora

Solugao de Ressuspensao

Solugao de hidrocloreto de guanidina 99,92 %
(v/v)

2-mercaptoetanol 0,08% (v/v)

Solucao de Isotiocianato de guanidina 92%
(v/v)

2-mercaptoetanol 8% (v/v)

Hidrocloreto de guanidina 6M pH 7,5
EDTA 25mM

Tris-HCl 50mM pH 7,5
Isotiocianato de guanidina 4M

EDTA 25mM

SSC 1% (v/v)
SDS0,1% (v/v)
SSC 0,1% (v/v)
SDS0,1% (v/v)

Tris-HCI pH 8,0 0,5M

NaCl 1,5M

Formamida 50% (v/v)

DNA de esperma de salmado 100ng/mL
Tampao fosfato 50mM

SSC 5x

Denhardt 5x

NBT 1% (v/v)
Dimetilformamida 10%

Tampado Tris-HCl 100mM pH 9,5
MgCl> 5mM

BCIP 1% (v/V)

Tampao de Substrato 98% (v/v)
Tris-HCl 50mM pH 7,5

EDTA 2mM
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Solucao de Reidratacao tiras 2-DE

Solucado de Vermelho de Ponceau

Solucgao descorante para SDS-PAGE

SSC 10x

Tampao de amostra 6X para gel de

agarose

Tampdo de amostra de RNA

Tampdo de amostra de proteina 6x

Tampao Fosfato 10x

Tampao de Substrato

Tampao de Transferéncia Western blot

NacCl 0,1M
Uréia 7, 8 ou 9M

Tiouréia 1 ou 2M

CHAPS (2 ou 4%)

Sol. de Bromofenol Blue 1% (0,002% w/v)
DTT 40mM

Anfolinas pH 4-7 a 2% ou 4%

Vermelho de Ponceau 0,025% (w/v)
Acido Tricloroacético 3%
Metanol 5% (v/v)
Acido acético 7%(v/v)
NaCl 3M
Citrato de Sédio 0,3M
Azul de bromofenol 0,025% (w/v
Xileno-cianol 0,025% (w/v
Glicerol 30%(v/v

)

)

(v/v)

Formamida deionizada 50%(v/v)
Formaldeido 6% (v/v)

SDS 2% (v/v)

DTT 10mM

Azul de bromofenol 0,02% (w/v)
Glicerol 10%(v/v)

Na;HPO4 0,3mM

Na H,PO4 5mM

NaCl 72,6mM

Tris-HC1 1,2% (w/v)

MgCl>0,1M

azida s6dica 0,01 %

NaHCos 13 mM

Metanol 20% (v/v)
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Tampao de corrida Tris-Glicina

TE-4

TBE

TE

TNE

pH ajustado a 9,9 com HCl 5M
Tris-HC1 0,1M

Glicina 0,7 % (w/v)
Tris-HCl 10mM pH 8,0
EDTA 0,1mM
Tris-borato 90mM
EDTA 1mM pHS,0

pH ajustado a 7,5
Tris-HCI 10mM pHS,0
EDTA 1mM

Tris-HCl 1M pH 7,6
NaCl 5M

EDTA 0,5M pHS,0
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3.6 Oligonucleotideos

TABELA 2. Relagdo dos oligonucleotideos utilizados neste trabalho

Nome dos

iniciadores

Sequéncias (5'-3")*

Sitio de

restrigéao

Uso

Tcl100.RevCDR

GCAAGCACAGTAATGGCTTTTTG

Amplificagcdo da sonda de
980pb da regido
codificante de HSP104

Tcl100.ForCDR

CACGTACACTGGCATGAAGCG

Amplificacdo da sonda de
980pb da regido
codificante de HSP104

TC100.Rev3UTR

GTCTCGGAGGCTATTCTGC

Amplificacdo da regiédo

3UTR do gene clpb/hspl04

TC100.For5UTR

CGTTGGTCCATTCTGGCTG

Amplificacdo da regiéo

5UTR do gene clpb/hspl04

FechaGAP/HSP100

GCTCCATGTACTCGCTCATGTCAAT

Amplificacdo da regiédo
da lacuna de sequéncia

do gene clpb/hspl04

3Smal

TATAATCCC, GGGTCACTCCGACAAAGACGAGCGC

Smal

Amplificacdo da regiéo
codificante total do

gene clpb/hspl04

S5BamHI

AGCGTG\, GATCCATGTCAGACGGGCAG

BamHTI

Amplificacdo da regiéo
codificante total do

gene clpb/hspl04

ME-TCruzi

GGATGGAATTCAGTTTCTGTACTATATTG

Sequéncia do mini-exon

de T. cruzi

TO-5MENSG

ACGAGCGTCTAACGCTGAAGG

Amplificacdo de uma
regido codificante de
100pb de clpb/hspl04
préximo a S5UTR para

ensaios em gRT-PCR

TO-3MENG

CCGCTGCGCCGCTGGGTAGAA

Amplificacdo de uma
regido codificante de
100pb de clpb/hspl04
préximo a 5S5UTR para

ensaios em gRT-PCR

ENOLASE .REV

AACGGCCATTGAGAAGAAGGC

Controle enddégeno gRT-

PCR

ENOLASE.FOR

TGCAGAACTTGGATGCCTCGAT

Controle enddégeno gRT-

PCR

* Nucleotideos em negrito mostram sitios de restricao e as setas indicam a posicao de corte dos mesmos.
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4. DN As - Preparacoes

4.1 Extracoes de DNA de Trypanosoma cruzi

A extracdo do DNA dos microrganismos era realizada a partir de 25 mL de
cultura em fase estaciondria (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). As células eram
sedimentadas por centrifugacdo em tubos do tipo GSA a 1000 x g, por 10 minutos e
lavadas com 30mL de tampao PBS pelo menos 3 vezes. A seguir, as células eram
ressuspensas em 420uL de tampao TNE. Adicionava-se entdo SDS para uma
concentracao final de 1% e 400ug de proteinase K incubando-se a 37 °C, por 18 horas.
O DNA era extraido por adi¢do de igual volume de fenol-cloroformio ao lisado de
células e centrifugado em microcentrifuga a 12.000 x g, por 1 minuto. A fase aquosa
era transferida para outro tubo e estes passos eram repetidos até o desaparecimento
da interface protéica. O DNA era precipitado pela adigdo de 1/10 do volume de
acetato de s6dio 3M pH 4,8 e 2,5 volumes de etanol absoluto. O DNA precipitado na
mistura era sedimentado por centrifugacdo por 15 minutos, em microcentrifuga a
12.000 x g. O sedimento era lavado com etanol 70%, e posteriormente ressuspenso na

concentracao de 2ug/mL em TE.

4.2 Quantificacoes de DNA

A concentracdo de Aacidos nucléicos era determinada medindo-se a
densidade o6tica a 260nm em espectrofotometro (Eppendorf Spectrophotometer

000576), 1 D.O. equivale a 50 pg/ml de DNA .
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4.3 Analises para determinacao da pureza do DNA

Para a determinagdo da concentracdo e pureza do DNA extraido, uma aliquota
de 2uL de cada amostra era transferida para cubetas do nanoespectrofotometro e
realizada a leitura nos comprimentos de onda de 260nm, sendo obtido o grafico e o
valor da razao A260/280. Os dados da razao indicavam a pureza da amostra com
valores ideais maiores ou iguais a 1,8. As amostras eram acondicionadas a 4°C, para

posterior utilizagdo.

4.4 Reacoes em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a reacdo de PCR utilizava-se 100ng de DNA gen6mico, 1uM de cada
oligonucleotideo, 200uM de cada um dos dNTPs, 1,5mM de MgCl,, GoTaq Master
Mix Green Buffer 5X (Promega) para concentracdo de 1X e 1,5U de GoTaq polimerase
(Promega), em um volume de reagdo de 50ul. A reagdo ocorria em termociclador

modelo Mastercycler gradient (Eppendorff), com ciclagens a: 5 min. a 94 °C, [1 min. a

94 °C, 1 min. a 55 °C, 2 min. a 72 °C, (25X)] e 10 min. a 72 °C.

4.5 Reagdes de ligacao do vetor ao produto de PCR

Uma aliquota de 6pL do produto de PCR digerido e purificado em gel de
agarose foram ligados a 2uL do vetor TOPO TA Cloning (GE Healhtcare) utilizando
1U da enzima T4 DNA ligase (Gibco®) em um volume de reagdo de 15 pL. A reacdo de
ligacdo ocorria a 14 °C, por 15 horas, de acordo com recomendacoes do fabricante.
Um pL desta reacdo de ligacdo era utilizado para transformacao de células E.coli

DH5aF 1Q.
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4.6 Clonagens de fragmentos de DNA em vetores bacterianos

4.6.1 Inducao de competéncia em E. coli

A cultura bacteriana era inoculada, com alca de platina ou ponteira estéril,
diretamente do estoque congelado em 3mL de meio LB e cultivada por 18 horas, sob
agitacdo, a 37 °C. Em seguida, a cultura era repicada retirando-se 1 mL e inoculando
em 50 mL de meio LB. A cultura era cultivada até que atingisse ABSeoonm 0,5, quando
as células eram sedimentadas por centrifugacdo a 2800 x g a 4 °C, por 10 min. O
sedimentado de células era ressuspenso em 25 mL de solugdo de CaCl> 50mM e
mantido no gelo por, pelo menos, 30 min., tomando-se o devido cuidado no
manuseio das células bacterianas a fim de se evitar lise celular. Ap6s a incubagdo, as
células eram novamente centrifugadas sob as mesmas condicdes ja citadas, no
entanto ressuspensas desta vez em 5 mL de CaCl, 50mM. Apods nova incubacdo em
gelo, por 60 min., adicionava-se glicerol para uma concentracdo final de 20% e

posteriormente separa-se em aliquotas em tubos armazenados a -80 °C (SAMBROOK

& RUSSEL, 2001)

4.6.2 Transformacgao bacteriana

A transformacao era induzida, por adicdo de 50 a 100ng do DNA plasmidial
de interesse, em volume de 1-15uL, as células competentes, a mistura era incubada
em gelo, por 15 min. Um choque térmico de 90 segundos era feito colocando a
mistura em banho-maria, a 42 °C, e retornando-as ao gelo, por 2 min. As células eram
recuperadas adicionando-se 800pL de meio LB e mantendo-se a cultura a 37°C por 30
min. A selecdo dos transformantes era realizada por plaqueamento de 100uL da
cultura em placas contendo LB-agar e 100pg/mL de ampicilina. Os transformantes
eram obtidos pela sedimentacdo das células restantes na cultura através de

centrifugacdo por 1 min., em microcentrifuga a 12.000 x g. Retirava-se 800uL do meio
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e as células eram ressuspensas nos 100uL restantes, para plaqueamento

(SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

4.7 Extracdes de DNA plasmidial em pequena escala

As bactérias transformadas com os plasmideos de interesse eram cultivadas
em 2 mL de meio LB, com ampicilina a 50pg/mL, por toda a noite, sob agitacdo a
37°C. As células eram posteriormente sedimentadas por centrifugagdo a 12.000 x g
por 1 min. O precipitado era ressuspenso em 100uL da solugdo GET. Uma solucao
contendo NaOH 0,2N e SDS 1% era preparada imediatamente antes do uso.
Adicionava-se 150pL desta solugdo a suspensdo de células e misturada por inversao.
Uma aliquota de 150uL de acetato de potéssio 3M pH 4,8 era adicionada e em
seguida 150puL de cloroférmio. O material era entdo centrifugado por 3 min., a
12.000x g, e a fase aquosa transferida para um tubo novo. O DNA plasmidial era
precipitado adicionando-se 2 volumes de etanol absoluto e incubado a temperatura
ambiente, por 2 min. O material precipitado era sedimentado por 15 min. na
microcentrifuga a 12.000x g, e ressuspenso em 20 a 30 pL de TE (SAMBROOK &
RUSSEL, 2001).

4.8 Digestoes de DNA plasmidial e produtos de PCR com enzimas de

restricao

Os plasmideos e produtos de PCR eram digeridos com enzimas de restricao
adequadas num volume final de 50 ul, e utilizando-se a propor¢ao de 2 U de
enzima para cada pg de DNA. O tampao especifico da enzima era diluido para
concentracdo final de 1x e a reacdo enzimatica transcorria de acordo com as

especificagdes dos fabricantes, tipicamente durante 2 horas, a 37 °C.
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4.9 Sequenciamento de DNA

Um micrograma do DNA plasmidial era sequenciado em Sequenciador Capilar
MegaBace 1000 (Molecular Dinamics e Amersham Biosciences®), um sistema de
andlise de DNA de 96 capilares. As reacdes de seqiienciamento eram realizadas de
acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o APBiotech DYEnamic ET
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase). As
sequéncias eram analisadas pelo programa Sequence Analyser utilizando Base Caller

Cimarron 3 (GE Healhtcare).

4.10 Sintese de cDNA por transcricao reversa (RT)

A sintese da primeira fita do cDNA era realizada utilizando 5ug de RNA total
de células epimastigotas do clone de CL Brenner e 1pg/pl de oligo d(T). A mistura
era incubada a 72 °C, por 15 min. para desnaturacio do RNA. Em seguida eram
adicionados dXTP para concentracao final de 10 mM, DTT para concentragao final de
0,1 M, o tampado First Strand Buffer para concentracdo final de 1x (Gibco-BRL) e a
mistura de reagdo era incubada a 42°C por 2 min. Ap6s a adigdo de 200U da enzima

M-MLYV Reverse Transcriptase (Gibco-BRL), a reacdo era incubada a 42 °C, por 50 min.

4.11 Eletroforeses de DNA em gel de agarose

Agarose suficiente para concentragdo final de 0,8 a 1,5% era dissolvida em
tampao TBE. A solugdo era vertida ainda morna em forma apropriada para
eletroforese horizontal e apés gelificacdo, o gel era coberto com tampao TBE. As
amostras de DNA eram diluidas em tampao de amostra para gel de agarose 6x, para
uma concentragdo final de 1x. Aplicadas nos pocos formados no gel no poélo
negativo. A corrida eletroforética se dava entre 70 e 100 V. Apds a corrida
eletroforética, os géis eram corados em solugdo de brometo de etideo 5ug/mL e

visualizados sob luz ultravioleta (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).
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4.12 Purificacdes de fragmentos de DNAs em gel de agarose

O fragmento de DNA era purificado do gel pelo Kit Consert Gel Extraction
System da GibcoBRL® ou com o kit QiaexII da Qiagen, de acordo com as instrugdes

do fabricante.

4.13 Marcagdes de sondas de DNA por iniciacdo randdémica

Os vetores utilizados como sonda eram previamente digeridos com enzimas
de restricdo para a liberacdo do inserto. Apés a digestdo, o inserto era purificado
através de eletroforese em gel de agarose na qual o fragmento de interesse era
excisado e purificado com o kit QiaxII (Qiagen).

O material eluido era posteriormente dosado em espectrofotdmetro a 260nm.

A marcacdo radioativa do inserto purificado de DNA era feita em 25ng do
mesmo com 50uCi do isétopo [0-32P]dCTP ou [a-32P]dATP de acordo com o
protocolo do kit RadPrime DNA Labeling System, da GibcoBRL® (SAMBROOK &
RUSSEL, 2001).

4.14 Reacoes de hibridizacao de DNA a sonda homéloga

A membrana contendo os acidos nucléicos transferidos do gel era colocada em
saco plastico com a solucdo de pré-hibridizacdo por no minimo 1 hora a 42°C. Apés a
pré-hibridizagao, uma solucdo SDS, para uma concentracgao final de 0,1%, e a sonda
marcada, previamente aquecida a 95 °C, por 5 min. era adicionada. A reacdo de
hibridizagdo ocorria por 18 horas a 42°C.

A membrana era incubada em solugao de Lavagem 1 por 15 min., a 42°C, por
duas vezes. Repetia-se duas vezes com a solucdo de lavagem 2, também a 42°C, por
15 min. A membrana era envolta com filme PVC e acomodada em cassete

apropriado, coberta com filme apropriado (Amersham Hyperfilm MP) e com tela
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intensificadora (lightning Plus, Du Pont®). A exposicdo ocorria a -70 °C em tempos

variados (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

5. RNAs - Preparacoes

5.1 Extracoes de RNA total de Trypanosoma cruzi

Para a extracdo de RNA, uma cultura em fase exponencial contendo geralmente
5 x 107 células era utilizada. As células eram sedimentadas por centrifugacdo por 10
min. a 2000x g, e lavadas com 10 mL de PBS, por pelo menos 2 vezes. O sedimento de
células era coberto com 25 mL de solucdo de extracdo de RNA 1 e imediatamente
misturado até que a solucdo ficasse transltcida, quando entdo, eram adicionados 0,3
volumes de etanol absoluto para a precipitacdo diferencial das moléculas de RNA.
Centrifugava-se por 5 min., a 16.000 x g, a 4°C. Descartava-se o sobrenadante. O
precipitado de RNA era ressuspenso em 1 mL de solugdo de extragdo de RNA 2, 0,05
vol. de acido acético 1M e 0,5 vol. de etanol absoluto eram adicionados. Apds 10 min.,
a -20°C, a solugdo era submetida a centrifugacao por 10 min., a 7000 x g, a 4 °C. O
precipitado de RNA era ressuspenso em 1 a 3 mL de H>O e novamente precipitado

como descrito para DNA (CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987).

5.2 Tratamento dos RNAs com DNAse

A presenca de possiveis DNAs contaminantes em amostras de RNA foram
tradadas como o procedimento a seguir: 30pg de RNA, 30uL. de DNAse-RNAse free
buffer (FERMENTAS), 75uL de enzima DNAse 1U/pL (FERMENTAS), com volume
final de 300uL de reagdo. A mistura era incubada a 37 °C, por 65 min. A reagado era
interrompida com adicao de 1/10 vol. de Stop Solution (FERMENTAS) com incubacao
a 65 °C, por 10 min.
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5.3 Analise e determinacao da pureza do RNA

Para a determinagdo da concentragdo e pureza do RNA extraido, uma aliquota
de 2uL de cada amostra era transferida para cubetas do tipo descartaveis para uso no
nanoespectrofotometro e realizada a leitura nos comprimentos de onda de 260 e 280
nm, sendo obtido o grafico e o valor da razdo A260/280. Os dados da razdo indicam
a pureza da amostra com valores ideal maiores ou iguais a 1,8. As amostras eram

acondicionadas a - 80 °C, para posterior utilizacdo.

5.4 Eletroforeses de RNA em gel de agarose desnaturante

Adicionava-se 1,2g de agarose e 10 mL de tampao MOPS 10X pH 7,5 a 73 mL
de H>O até a completa dissolugdo da agarose. Apds o esfriamento da solugdo
adicionava-se formaldeido para uma concentracao final de 6%. O material era vertido
em cuba apropriada devidamente nivelada. A gelificagio se dava em
aproximadamente 30 min. quando o gel era coberto com tampao MOPS 1x. As
amostras eram preparadas por adicdo de 5ug de RNA total em 9,7uL de tampao de
amostra de RNA, aquecidas por 10 min., a 65 °C, incubadas em gelo, por 30 min.
Antes da aplicacdo um tampao de amostra para gel de agarose era adicionado, para
uma concentracdo final de 1x. A corrida se dava a 100 V constantes até que o corante
azul de bromofenol chegasse a aproximadamente 3 cm do final do gel. O gel era

entdo corado com solucdo de brometo de etideo 0,5ug/mL e visualizado em

transluminador de ultravioleta (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

5.5 Preparacao de amostras de cDNA para ensaios em PCR Real Time

qRT-PCR

Duas solugdes de Master Mix individualizadas eram preparadas para as

reacoes de qRT-PCR para as ciclagens no equipamento de PCR em Tempo Real ABI
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7700 (Applied Biosystems). A uma solugdo era adicionada de primers para
amplificacdo da regido do gene endégeno ENOLASE e outra com primers especificos
(Ver TABELA 2) da regido para amplificagdo do gene alvo clpb/hsp104.

Para cada pogo de reacao de PCR em Tempo Real uma solugdo de Master mix
era feita com: 1,25 pL (20 pMol) primer reverso, 1,25 pL (20 pMol) primer forward
(Ver TABELA 2), 12uL de Power SYBR Green solution 2X (Applied Biosystems), 8 pL
de agua bidestilada estéril, totalizando um volume final de 23 pL de solucdo de
Master Mix por pogo. A esta solugdo era adicionada 2 pL de cDNA previamente

sintetizado e purificado.

6. Proteinas - Preparacoes

6.1 Obtencao de extratos citoplasmaticos para SDS-PAGE e 2-DE

Os extratos protéicos eram preparados com células das formas epimastigotas
de T. cruzi, ou alternativamente com células das formas promastigotas de L. major,
com incubacdo a 29 °C, por 24h a partir de repiques de 1x10% células/mL. As
expansdes de massa de células para os ensaios de choque térmico eram realizadas
com incubagdo dos extratos a 37°C por 3, 6 ou 24h e a 40°C, por 3 horas. O meio era
coletado e centrifugado inicialmente a 3.000 x g, a 4°C, por 20 min. O sobrenadante
era descartado e era acrescentado 20 mL de tampdo PBS 1X. A suspensdo era
centrifugada a 3.000 x g, a 4°C, por 20 min. Este processo de lavagem com PBS 1x era
repetido por mais 3 vezes. Dois mililitros de PBS 1x eram adicionados e a contagem
de parasitos era realizada em camara de Neubauer para uma suspensdo de 1x108
células/mL (TEIXEIRA et al., 1994).

A mistura de inibicdo de proteases P2714 (Sigma-Aldrich) era adicionada a
lug/mL (w/v), nas condi¢des indicadas pelo fabricante, logo apods, realizou-se 5
ciclos de congelamento e descongelamento por imersdo alternada em nitrogénio

liquido e banho-maria, a 37°C.
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O homogeneizado era centrifugado a 5000 x g, a 4°C, por 10 min. O
sobrenadante era transferido para outro tubo e centrifugado a 18000 x g, a 4 °C, por
20 min. As proteinas totais foram dosadas pelo Sistema Bradford (PIERCE) com
curva padrdo de albumina como controle conforme recomendagdes do fabricante. Os
extratos eram aliquotados em pequenas fragdes de 200pug e armazenados (-80°C) até

o momento do uso, como forma de se evitar possivel degradagao.

6.3 Eletroforeses em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para a montagem do gel de separacdo, uma solugdo era preparada contendo
acrilamida-bisacrilamida 10%, relacdo acrilamida-biscarilamida era de 29:1, além de
Tris-HCI pH 8,8 0,375M, SDS 0,1%, APS 0,05% e TEMED 0,1% e vertia-se em cuba
Minie-PROTEAN TETRA CELL (Biorad) para eletroforese vertical. O gel era coberto
com 1 mL de butanol e deixava-se polimerizando por 30 min. Apds a polimerizagdo,
retirava-se a butanol saturado em dgua, lavava-se com H>O destilada e retirava-se a
agua com o auxilio de uma folha de papel de filtro. Cobria-se o gel de separacdo com
a solucao para o gel de empacotamento que continha acrilamida-bisacrilamida 4%,
Tris HCI pH6,8 0,125M, SDS 0,1%, APS 0,05% e TEMED 0,1%. Colocava-se o pente e
deixava-se polimerizando por 30 min (LAEMMLI, 1970)

As amostras de extrato protéico eram preparadas adicionando-se tampao
de amostra de proteina para concentragao de 1X, aquecendo-as a 95°C por 5 min. e
incubando-as em gelo, por 15 min.

Durante a separacdo das amostras no gel de empacotamento, a corrida
eletroforética se dava a 25mA constantes; quando as amostras passavam para o gel
de separacdo, aumentava-se a corrente para 35mA. Apo6s a corrida eletroforética, os
géis eram corados mergulhando-os em solucdo de Azul de Comassie, por 3h.
Posteriormente, os géis eram mergulhados na solugao descorante até que o fundo do

gel clareasse e as bandas pudessem ser visualizadas com nitidez.
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Para a secagem do gel, este era mergulhado em solucdo encolhedora por 1h
e posteriormente colocado entre duas folhas de papel celofane presas a grampos por

aproximadamente 48h (LAEMMLI, 1970).

6.4 Eletroforeses Bidimensionais (2-DE) com extratos de T. cruzi

6.4.1 - Primeiro passo - hidratacao das tiras IEF

Preparou-se uma solucdo de reihidratacdo contendo o extrato de proteinas e
acrescentou-se somente no momento de uso DTT a 65 mM e anfdlitos 0,5% (Ver
variagOes destas concentracdes na TABELA 4) no momento da hidratagdo. Retira-se
o adesivo protetor da tira de IEF. Aplica-se 100 puL por 120-200uL de solugdo de
hidratacdo com amostra em cada canaleta no Immobiline DryStrip Reswelling Tray
(GE Healthcare). Posiciona-se o lado da fita que contem gel na canaleta de modo que
o gel fique em contato direto com a amostra. Aplica-se 3 mL de 6leo de revestimento
Dry strip cover fluid (GE Healthcare) até cobrir toda a tira, fecha-se o Immobiline
DryStrip Reswelling Tray. Deixar em repouso durante 16h, a 20°C sobre bancada fixa

e previamente aplainada (RABILLOUD, 2000).

6.4.2 - Segundo passo - focalizacao da primeira dimensao

Recomenda-se ligar o equipamento de focalizacdo e 15 min. antes do seu uso,
tanto o Multiphor II (GE Healthcare) quanto o Ettan IPG-Phor (GE Healthcare). Cada
equipamento é singular na sua forma de utilizacdo para a focalizagdo isoelétrica de
proteinas, portanto foram realizados todos os procedimentos e protocolos
recomendados pelo manual do fabricante para cada equipamento no momento de
uso. Nos procedimentos para utilizagdo do Multiphor II para focalizagdo aplica-se
6leo de cobertura Dry strip cover fluid (GE Healthcare) na superficie até cobrir toda a
plataforma de corrida (placa de ceramica). Posiciona-se sobre o 6leo o Reswelling Tray

sobre a plataforma e cobriu-se toda a superficie com 6leo de cobertura. Posicionam-se
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as tiras de IEF corretamente, e anota-se o cédigo de cada fita/amostra, antes da
focalizacdo. Aplicam-se as tiras de papel de filtro umedecido com 4gua bidestilada
em cada poélo da tira de IEF. Posicionar corretamente os eletrodos. Novamente toda
a cuba era coberta com 6leo de cobertura formando uma superficie de 1 cm de 6leo
de cobertura. Inicia-se a corrida conforme as especificagdes do fabricante. Ao final da
corrida, as fitas podem ser acomodadas cuidadosamente, com o lado do gel para
cima, em tubos de ensaio com tampa rosca por até 3 meses a -80°C, até o momento de

uso (RABILLOUD, 2000).

6.4.3 Terceiro passo - segunda dimensao

Antes deste protocolo era realizada a preparacao do gel SDS-PAGE, sem o gel e
de separacdo. Era reservado um espaco de 0,5 cm na borda superior do gel para que
caiba exatamente a fita de focalizacao.

Para a montagem do gel de separacdo, uma solugdo era preparada contendo
acrilamida-bisacrilamida 10%, relacdo acrilamida-biscarilamida era de 29:1, além de
Tris-HCl pH 8,8 0,375M, SDS 0,1%, APS 0,05% e TEMED 0,1% e vertia-se em cuba
Minie-PROTEAN TETRA CELL (Biorad) para eletroforese vertical. O gel era coberto
com 1 mL de butanol e deixava-se polimerizando por 30 min. Apds a polimerizagao,
retirava-se a butanol saturado em dgua, lavava-se com H>O destilada e retirava-se a
agua com o auxilio de uma folha de papel de filtro. Cobria-se o gel de separagdo com
a solugao para o gel de empacotamento que continha acrilamida-bisacrilamida 4%,
Tris HCI pH6,8 0,125M, SDS 0,1%, APS 0,05% e TEMED 0,1%. Colocava-se o pente e
deixava-se polimerizando por 30 min (LAEMMLI, 1970).

6.5 Fase de Equilibrio I

Realiza-se esta etapa com incubagdo da tira de IEF temperatura ambiente com
10 mL de solugdo de equilibrio contendo 100 mg de DTT (preparar no momento do

uso), por 15 min.
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6.5.1 Fase de Equilibrio II

Realiza-se esta etapa com incubacdo de 15 min. da tira de IEF com 10 mL de
solugao de equilibrio contendo 250mg de Iodocetamida (SIGMA). A montagem dos
géis era realizada em cuba Mini-PROTEAN TETRA CELL (Biorad) para eletroforese
vertical com solucdo tampao de corrida TRIS-glicina 1x. Sobrepde-se a tira de IEF
equilibrada sobre o gel de SDS-PAGE. Aplica-se 8 uL do padrdo de peso molecular
(Kaleidoscope - Biorad) em um pequeno pedago de papel de filtro e acomoda-se o
papel ao lado da tira de IEF, cuidadosamente. Este procedimento ndo pode ser
demorado para evitar a dissociacdo das proteinas focalizadas na tira de IEF. Inicia-se
a eletroforese a 100 V por 1h e 30min. Os géis posteriormente foram corados com
Commasie G250 por 16 horas e descorados, com solugdo descorante, conforme

protocolo de BLUM, et al (1987).

6.6 Transferéncias de proteinas para membranas de nitrocelulose ou

PVDF a partir de géis SDS-PAGE ou 2-DE

Os géis de poliacrilamida com SDS eram feitos sempre em duplicata. Um dos

géis era corado com comassie blue e o outro submetido a transferéncia.

A transferéncia se dava em cuba Mini-PROTEAN TETRA CELL (Biorad),
conforme recomendagdes do fabricante. O gel e a membrana de nitrocelulose
(Biorad) ou PVDF (Biorad) eram posicionados entre duas folhas de papel de filtro e
este conjunto era fixado em grades especiais. O aparato era mergulhado em solugao
de transferéncia de forma que o gel ficasse no pélo negativo e a membrana no pélo
positivo. A transferéncia das proteinas para a membrana acontecia a 70 V, por 2h, a

temperatura ambiente, em presenca de gelo tipo cooler dentro da cubea.

A membrana era seca e armazenada a temperatura ambiente e reservada em
um envelope de papel filtro até a sua utilizagdo. A verificacdo da transferéncia era

feita através da coloracdo da membrana com solu¢do de vermelho de Ponceau. A
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membrana era mergulhada nesta solu¢do por 5 min. e o excesso de corante retirado
com PBS até a visualizagdo das bandas (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).
Alternativamente, tanto para transferéncias de SDS-PAGE como para 2-DE era
usado a solucdo de MemCode Reversible Protein Stain Kit (PIERCE), conforme
recomendacgdes do fabricante, para a visualizacdo com maior sensibilidade das

proteinas transferidas.

6.7 Blotting e Immunobloting 2-DE

6.7.1 Com anticorpo conjugado a Peroxidase

A membrana contendo as proteinas transferidas do gel SDS-PAGE era
mergulhada em solugdo de bloqueio e mantida sob agitacdo por 2h, a temperatura
ambiente. Em seguida, retirava-se a solu¢do de bloqueio inicial e adicionava-se nova
solucdo de bloqueio contendo o anticorpo policlonal primario Anti-HSP100 de
Leishmania major, na diluicdo de 1/500. A incubacdo se dava a temperatura ambiente
sob agitacdo por 1 hora quando a membrana era entdao lavada por trés vezes com
PBS-T, por 5 min. a temperatura ambiente, sob agitacdo. A membrana, entio,
adicionava-se nova solugdo de bloqueio, desta vez contendo o anticorpo secundario,
Anti-IgY de galinha conjugado a HRP (Horseradish Peroxidase) (Santa Cruz
Biotechnology). A incubacao e a lavagem ocorriam da mesma forma como anticorpo
primério descrito acima.

A membrana era seca a temperatura ambiente, envolta em filme PVC, e
acomodada em cassete apropriado, coberta com filme apropriado (Amersham
Hyperfilm MP).

A revelacdo era feita com o kit de ECL Plus GE Healtcare®, de acordo com as

recomendacdes e o protocolo do fabricante.
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6.7.2 Com anticorpo conjugado a Fosfatase Alcalina

Alternativamente a revelacdo por peroxidase, utilizava-se protocolo para
revelacdo com a fosfatase alcalina quando se realizou um imunobloting com extratos
protéicos citosdlicos de T. cruzi contra um pool de soros de pacientes chagasicos.
Neste caso, as solucoes de bloqueio e lavagem ndo continham fosfato e sim o sal TRIS
para evitar reacdo cruzada. A revelacdo era feita incubando-se a membrana em

Solucao de Revelagao até o aparecimento das bandas protéicas de interesse.

6.7.3 Géis preparativos para Immunoblot com soros Chagasicos

Os géis preparativos eram confeccionados com 100pg de extratos totais
citoplasmaticos de T. cruzi, da forma epimastigota, com choque térmico a 37 °C, por
24h. Logo apods a eletroforese eram transferidos para membranas de nitrocelulose
(Biorad). A metodologia aplicada foi a mesma ja descrita no item (6.6). A membrana
de nitrocelulose era medida e cortada em fitas com tamanho de 0,04 x 5 cm, e
identificadas em separado para incubacao individual em presenga de soro especifico,
com diluicdo de 1/50. Em seguida, as tiras incubadas com soro humano eram
novamente incubadas por 60 min., numa solucdo de anti-IgG humana conjugada a
fosfatase alcalina (Sigma Chemicals) diluida numa razao de 1/3.000. A tira contendo
anticorpo policlonal anti-HSP 100 de L. major era incubada com conjugado anti-IgY.
Ap6s mais 5 etapas de lavagens, os complexos imunes eram detectados com a uma
Solugao Reveladora as tiras de nitrocelulose permaneceram nesta solucdo reveladora
a 25°C, até o momento do aparecimento de bandas de coloragdo violeta, devido a
reacao da fosfatase alcalina com BCIP/NBT. As membranas foram lavadas por 30

minutos em dgua destilada e deixadas para secar a temperatura ambiente.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Caracterizacdes da estrutura génica de clpb/hsp104

A fim de selecionar uma sequéncia alvo para iniciar o estudo e caracterizagao
do gene clpb/hspl04 de T. cruzi, foi realizada uma busca por palavra chave
“Clp/HSP100” no banco de dados do genoma de T. cruzi (http:/www.genedb.org/)
(TABELA 3). A sequéncia do gene alvo escolhida foi obtida selecionando, por
palavra-chave “HSP100”, a sequéncia com maior cobertura da regido codificante
disponivel quando comparados com as sequéncias de clp/hsp100 de referencia de T.
brucei, L. major e L. donovani.

As anadlises pela busca da clpb/hsp104 no banco de dados do genoma do T.
cruzi disponibiliza cinco sequéncias de genes clp/hsp100, mas duas delas foram
classificados de pseudo-genes (Locus gene tag (ID) Tc00.1047053506821.20 e
Tc00.1047053506617.90), restando somente trés possiveis de sequéncia de genes alvo
candidatos (Tc00.1047053508665.14, Tc00.1047053511107.41 e Tc00.1047053508807.10).

As duas ultimas contém poucas informagdes e cobertura reduzida de regido
codificante quando comparados aos genes de T. brucei. O primeiro l6cus génico (em
negrito) foi escolhido como o sequéncia alvo deste trabalho, pois apresentou a maior
regido codificante (1810 pares de base), melhor detalhamento e caracterizacao de
dominios para a proteina ClpB/HSP104, e menos lacunas (gaps) na sua extensao. A

sequéncia Tc00.1047053508665.14 corresponde a cobertura dos 2/3 iniciais do gene

da chaperona ClpB/HSP104 (578 aminodacidos), baseado na sequéncia génica de
Clp/HSP100 dos outros tripanossomatideos como T. brucei (870 aminoécidos) e L.
donovani (867 aminoacidos) (HUBEL et al., 1995).

A inexisténcia de estudos anteriores com a chaperona ClpB/HSP104 em T.
cruzi, levou-nos a utilizar a sequéncia dos genes de clpb/hsp104 ortélogos em T. brucei
(REDPATH et al., 1998), Leishmania major (HUBEL et al, 1995), L. donovani
(KROBITSCH et al., 1998), Escherichia coli (TANAKA et al., 2006) e Thermus termophilus

(LEE et al., 2003) para as buscas de similaridade. A sequéncia de aminoacidos tanto
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das proteinas ClpB/HSP104 de E. coli e de T. termophilus, como das sequéncias das
chaperonas em tripanossomatideos utilizadas em todas as analises comparativas
deste trabalho, foram previamente caracterizados e estudados funcionalmente em
cada organismo correspondente. Possuem mais de 50% de similaridade estrutural
como esperado em sequéncias de proteinas evolutivamente conservadas. As
sequéncias de aminoacidos das proteinas ClpB/HSP104 apresentam uma identidade
superior a 51% quando as respectivas proteinas de diversos organismos sdo
comparadas por alinhamentos (FIGURA 5).

O mecanismo evoluciondrio de duplicacdo de genes, associado as mutagdes,
leva a divergéncias moleculares e, conseqiientemente, a formagdo de familias de
proteinas estruturalmente relacionadas. Proteinas derivadas de um ancestral comum
sao ditas homologas. Em funcdo do nimero de mutacdes envolvidas, as seqiiéncias
de aminoécidos de proteinas homélogas podem ser, idénticas, semelhantes ou
dissemelhantes. Conseqiientemente, a semelhanca entre as seqiiéncias de
aminodcidos em proteinas homologas, expressa pelo grau (percentual) de identidade,
¢ menos preservada do que a semelhanca de estruturas tridimensionais. Em outras
palavras, as estruturas tridimensionais de proteinas homologas tendem a se
conservar porque a estrutura ancestral comum é crucial para a manuten¢do da
fungao das proteinas (HOLTJE & FOLKERS, 1997).

A nomenclatura completa das sequéncias génicas e protéicas ClpB/HSP104
alvo de T. cruzi utilizada neste trabalho, estd disponivel online no NCBI
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez), e pode ser identificada segundo a
classificagdo do NCBI, nos exemplos a seguir: Organismo: Trypanosoma cruzi;
Cromossomo:  TcChr23-P;  Scaffold: CH473417; Locus  gene tag  (ID):
Tc00.1047053508665.14; Contig: AAHKO01002902; General protein information (ID):
EANB81877; Gene Identification (GI): 70866220; protein-gi: XM_789230.
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TABELA 3. Resultado de busca por palavra-chave por sequéncias do gene de clpb/hsp100

T. cruzi CDS
T. cruzi CDS
T. cruzi CDS
T. cruzi CDS
T. cruzi CDS

Tc00.1047053508665.14 ATP-dependent Clp protease subunit, heat shock protein 100 (HSP100). putative, 7820.t00005

Tc00.1047053511107.41 ATP-dependent Clp protease subunit heat shock protein 100 (HSP100). putative, 8599.t00005

Tc00.1047053506617.90 ATP-dependent Clp protease subunit, heat shock protein 100 (HSP100)(pseudogene). putative, 7023.t00008

Tc00.1047053506821.20 HSP100, ATP-dependent Clp protease subunit, heat shock protein 100 (pseudogene), putative, serine peptidase (pseudogene),

7106.t00002
Tc00.1047053508807.10 HSP100, ATP-dependent Clp protease subunit, heat shock protein 100, putative, serine peptidase, putative, 5618.t00001

Disponiveis no bando de dados do GeneDB (http://www.genedb.org).
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FIGURA 5. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das proteinas Clp/HSP100 de E. coli, L. donovani, L. major,
T. brucei, T. brucei (linhagem Treu927) e T. cruzi (EAN81877, protein ID NCBI), apresentando elevado grau de
similaridade entre as chaperonas de diferentes organismos. Em amarelo: aminodcidos com 100% de identidade;
em azul 75% e em verde 50% de identidade.
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A partir da escolha e caracterizacdo da sequéncia do gene clpb/hsp104 de T.
cruzi com identificacdo do Locus gene tag (ID) Tc00.1047053508665.14 em banco de
dados e o estudo preliminar da sua sequéncia do seu contig correspondente
(AAHKO01002902), deram inicio a parte de caracterizacdo génica e estrutural deste
trabalho.

Com objetivo de se determinar a organizacdo génica do gene clpb/hsp104 no
genoma do T. cruzi, um Southern blot genémico foi realizado. Um segmento de 980
pares de bases da regido codificante do gene (FIGURA 6) foi utilizado como sonda
molecular. A regiao foi amplificada, purificada e clonada no vetor TOPO TA Cloning
(FIGURA 7), e posteriormente seqiienciada para confirmacdo do gene alvo por
analise de identidade entre a sequéncia obtida a partir do clone e o gene disponivel
no banco de dados do NCBI (ALTSHUL et al., 1997). O DNA total de T. cruzi
digerido com 9 enzimas de restricdo e o controle (ndo-digerido), foi submetido a
eletroforese em gel de agarose, transferido para membrana de Nylon (Biorad) e
hibridizado com a sonda de clpb/hsp104. Como pode ser observada na FIGURA 8, a
maioria das digestdes resultou em um tnico fragmento, como Pstl e Hinfl (em
vermelho), ou poucos fragmentos sendo um deles com sinal mais intenso, o que
pode ser devido a digestao parcial. O padrao de fragmentos resultante de analise por
Southern blot gendmico é compativel com o gene clpb/hspl04 e estd presente no
genoma de T. cruzi em cépia tnica. Esses resultados sdo consistentes com os dados
de sequéncia genoémica disponivel no banco publico GeneDB. A FIGURA 9 mostra
esquematicamente a localizacao de clpb/hsp104 (Tc00.1047053508665.14) dentro do
seu contig (AAHKO01002902), onde o gene estd flanqueado por 2 outros genes. E
necessario observar que varias lacunas de sequéncia estdo presentes, e uma delas no
tinal da regido codificante de clpb/hsp104 (FIGURA 9, juncdo das setas amarelas).

Estes resultados corroboram os dados encontrados para o genoma de L.
donovani, cujo gene que codifica a chaperona ClpB/HSP100 também foi encontrado
em cOpia tinica (HUBEL et al., 1995; KROBITSCH et al. 1998; KROBITSCH & CLOS et
al. 1999). O gene que codifica a proteina ClpB/HSP104 difere em ntimero de cépias

dos demais genes de proteinas de choque térmico no genoma do T. cruzi , como as

HSP70 (7 a 20 copias) (CARVALHO et al., 1990; REQUENA et al., 1998; EL-SAYED et
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al., 2005) e as proteinas HSP10 (3 copias) (FERNANDES et al., 2005), que possuem
uma organizagao em multiplas copias dispostas em tandem em um l6cus tnico. Este
arranjo génico também ¢é encontrado para muitas HSPs nos demais
tripanossomatideos, por exemplo, em T. brucei o gene que expressa a proteina HSP70
estd presente em 5 copias (GLASS et al., 1986), em L. major 4 cépias (LEE et al., 1988) e
um tandem de 7 cépias e mais uma coépia fora dele em L. amazonensis (BOCK &
LANGER, 1993). Outros genes que expressam proteinas de choque térmico como a
HSP83 dispostos em tandem, por sua vez, sdo encontrados em T. cruzi, com 6 a 10
copias (DRAGON, 1987), em T. brucei, com 10 a 12 cépias (MOTTRAM et al., 1989),
mas em Leishmania spp, encontra-se em poucas copias, segundo HUBEL & CLOS
(1996). A HSP60 também teve sua estrutura génica determinada em T. cruzi, e foi
demonstrado que seus genes estdo agrupados em tandem de pelo menos 3 cépias
(DE MARVAL et al., 1993).

Estes resultados corroboram os dados encontrados para o gene de copia
tnica de ClpB que codifica a proteina de choque térmico HSP100 de L. donovani
(KROBITSCH et al. 1998), cujos niveis absolutos de expressdo da HSP100 parecem ser
em uma fungdo do ntimero de cépia do gene. A sintese de mRNA dos genes de
HSP70, que foram encontrados como cinco cépias idénticas por LEE et al, (1988),
foram mais elevados do que, em cépia tnica do gene de clpb/hsp100 que codifica
uma proteina de choque térmico de 100kDa (HSP100) de L. donovani (HUBEL et al.,
1995; BRANDAU et al., 1995). Isto é refletido nas concentragdes intracelulares
maéximas das proteinas HSP70 e de HSP100, 2.1% contra 0.25%, respectivamente, da
proteina celular total (BRANDAU et al., 1995).
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ATGTCAGACGGGCAGCCAGAATGGACCAACGCGGCGGCGACAGCGCTGCAAGATGCAGTGGCTCT
CGCGCGCAAGCACAGTAATGGCTTTTTGGACCCCGTCCATCTGGCGTGCGCGCTGTTCAAGGATG
AGAACGGTCTCCCCTCGCGTGTGCTGAAGAAAGTCGGAGCGGGAATCGTGATGGACGCCCTAATG
GCCCGCGTGGAGGCAATTCCCACACAAAGCCCTGCACCGACGCAGCCGCATCCTAACTCCGACAT
GACGCGTGTACTAAACACCGCGGAGCAGAAGCGGGTTGCGTTTGGCGATACCCTTTTGGCTGTCG
ACCACCTTCTCCTTGCGCTGTACGAGAGCAAAGACACCAATTCCATCCTGAAGGCGGCTGGTGCC
GACAGTAAGACCGTTGAGAAGGCCCTGAAGGAGCTTCGCAAGGGGAAGAAAATTACCTCAGAGTT
CCAGGATCAGAACTACGATGCATTGTCCAAGTACGCGATCGACATGTGTCGACAGGCGGAGGATG
GCAAGCTGGACCCACTTATTGGACGTGCCGACGAGGTATTACGCACCATTCGCGTCCTGTCCCGG
CGAACGAAAAACAACCCGGTTTTGATTGGCGAACCAGGTGTTGGCAAGACGTCCATCGTGGAGGG
CATCGCGCAGCAAATTGTCCGGGGCGACGTGCCGGACACTCTTTCCTCTTCACGCATCTTTTCTC
TGGACCTCGGTGCCCTTATTGCCGGCGCAAAATACCGCGGCGAGTTTGAGGAGCGTCTGAAGAGT
GTTTTGAACGAAGTGCGGGAGAGCCCTACCCCCATCATTCTTTTCATTGATGAAATGCACGTCGT
GCTCGGGGCTGGCAAGTCGGAGGGCGCAATGGACGCAGCAAATCTTTTGAAGCCCATGTTGGCAC
GCGGAGAGCTGCGCACGATTGGTGCAACGACCTTGGAGGAGTACCGCAAATACGTGGAAAAGGAC
GCGGCGTTTGAGCGGCGCTTCATGCCAGTGTACGTGACGGAGCCAAGTGTTGACGAGTGCATCAG
CATCCTCCGTGGTCTGAAGGAACGCTACGAGACGCACCACGGTGTTCAGATCACGGACAATGCGG
TGGTGGTTGCCGTTCAGTTGGCTGATCGCTACATTACGGGCCGCTTTATGCCAGACAAAGCCATT
GACCTCATTGACGAGGCATGCGCAAACGTGCGTGTGCAGCTCTCGTCGCGTCCAGAGGAGATTGA
TCAACTGGAGCGCAAGAAACGTCAGTTGGAGATTGAGGCAAAGGCGCTTGAGCGAGACAAAAAAG
AAAAGTCGTCGCAGGAACGGCTGAGGATTGTCAAGGGGGATATTCAGCGTGTGGAGGAGCTTCTT
CAGCCACTCTTGGCACGGTACAATGAGGAGCGTCAGCGAGTTGATGAGCTGCACGAAATGCAAAC
CCGTCTTGATGAGAAGAAGACGAAGCTGGAGAGGGCCGAGCGAATGCGGGACATGGAGCTTGCCG
CCGACCTCAAGTACAATGCCATACCCGTTATTCAAGACCGCATCCGGTCGTTGAAGGAGAAGATT
GAGCAGCAGAAGGCCTCCATGGTGCAGGAGAAGGTCACGGAGGTGGAAGTTGCGGCAGTGGTGGC
GCGCTGGACGGGCATTCCGGTGAAGAAGTTAAGCCAGACCGATCGTGAGCGACTGCTGCAGCTCT
CGTCGCACCTGCACCGTCGCGTAAAAGGTCAGGATGAGGCGGTGGAACGCGTCTCGGAGGCTATT
CTGCGGTCGCGTGCGGGTCTTTCGCGGCCACACGCACCCACTGGCTCCTTCCTCT

FIGURA 6. Sequéncia parcial da regido codificante do gene de clpb/hsp104. Regido em destaque (cinza) é a
regido amplificada para utilizagdo como sonda molecular; sequéncia dos oligonucleotideos estd em azul. As
sequéncias em vermelho correspondem a sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para mapear as regioes
nao traduzidas 5’ e 3’ do gene em estudo.
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FIGURA 7. PCR de parte da regido codificante do gene de clpb/hsp104 de T. cruzi. Uma regido de 980 pares de
bases foi amplificada por PCR a partir de DNA genOGmico e iniciadores especificos. Produto amplificado (1);
marcador de peso molecular 1Kb ladder (M).
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FIGURA 8. Padrdo de fragmentos gendmicos de clpb/hsp104. Uma massa de 20ug de DNA gendmico foi digerido
com 9 enzimas de restri¢do: 1 - Fragmento nao-digerido; 2 - EcoRl; 3 - Pstl; 4 - Xhol; 5 - Sall; 6 - Eco0109; 7 -
Xbal; 8 - Hinfl; 9 - Hind Ill; 10 - BamHI. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8%
e transferidos para uma membrana de nylon. A sonda foi marcada radioativamente com a[P*’]dCTP e Kit
Randon Primer Labelling System (GIBCO-BRL). Exposi¢do de 72h. Setas indicam fragmentos Unicos (A). Esquema
da posigdo dos sitios de restrigdo das enzimas utilizadas: barra em vermelho é a regido da sonda de 980 pares
de bases. Barra em azul é a regido codificante total do gene. Barraas em verde: enzimas de restri¢do.
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FIGURA 9. Mapa esquematico do scaffold contendo a sequéncia do gene clpb/hsp104 no genoma de T. cruzi disponivel no GeneDB. ID correspondente ao gene é
Tc00.1047053508665.14. RegiGes codificantes, segmentos vermelhos; contigs, setas amarelas; clones de bibliotecas gendmicas, segmentos laranja. Alguns peptideos
especificos dentro do contig de estudo foram caracterizados por espectrometria de MS/MS por TARLETON e colaboradores (ATWOOD et al., 2005). Outros peptideos
ortélogos especificos dentro do contig de estudo foram caracterizados por espectrometria MS/MS em T. brucei por PANIGRAHI et al., (2008).
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A sequéncia de aminoacidos predita do gene clpb/hsp104 de T. cruzi foi
comparada com as sequéncias dos genes ortélogos de outros tripanossomatideos.
Como pode ser observado na FIGURA 10 a sequéncia obtida de T. cruzi é
aproximadamente 1/3 menor que as demais. Tal diferenca, juntamente com a
existéncia de uma lacuna no final da sequéncia de T. cruzi (FIGURA 9), sugeriu a
possibilidade de a sequéncia disponivel estar incompleta. Com o objetivo de obter a
sequéncia génica correspondente ao terco final da proteina estudada, que nédo estava
disponivel na sequéncia genomica do clone CL Brener de T. cruzi, as sequéncias
genomicas adjacentes ao contig AAHK(01002902 foram investigadas através de PCR e
subsequente sequenciamento dos produtos de amplificagdo. Foram desenhados
oligonucleotideos correspondentes as regides que flanqueiam a lacuna adjacente ao
final da sequéncia disponivel do gene clpb/hspl04 (contigs AAHK01002902 e
AAHKO01003551), mas repetidas tentativas de amplificagdo ndo obtiveram sucesso. A
sequéncia ausente poderia ser de comprimento suficiente para impedir uma
amplificacdo com um s6é par de iniciadores, o que poderia explicar os resultados
descritos acima.

De acordo com estudos recentes de WEATHERLY, BOEHLKE &
TARLETON (2009), a publicacao de trés Genomas dos TriTryps (tripanossomatideos:
T. brucei, T. cruzi e L. major), em 2005 foi um avango importante para compreensao
desses parasitas. Entretanto, como em outros genomas, um genoma publicado nao é
necessariamente um genoma terminado. A existéncia de lacunas na sequéncia
disponivel dos genomas dos TriTryp é mais evidente no que diz respeito ao T. cruzi,
por causa do grande niimero de sequéncias repetitivas encontradas em seu genoma,
e pelo fato do clone de referéncia CL Brener ser um hibrido de duas linhagens
distintas de T. cruzi. Dificuldades de montagem da sequéncia final resultaram na
publicacdo de 32.746 contigs montados parcialmente e de 638 locus génicos
incompletos (WEATHERLY, BOEHLKE & TARLETON, 2009). Tais dificuldades
poderiam resultar em erros de montagem, uma possibilidade alternativa para

explicar os resultados descritos acima.
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As buscas adicionais por palavras-chave e por similaridade foram
realizadas em bancos de sequéncias parciais de outras cepas e clones de T. cruzi,
obtidas com o objetivo de auxiliar na montagem da sequéncia genémica do clone CL
Brener de T. cruzi. Sequéncias obtidas da cepa Esmeraldo de T. cruzi foram utilizadas
para a localizagdo do contig que continha o terco final da regido codificante do gene
clpb/hsp104. Este contig estd localizado em outro Scaffold, caracterizando uma
montagem incorreta, e com atribuicdo funcional incorreta da regido codificante
parcial. A montagem correta estd mostrada na FIGURA 11. O erro de montagem foi
comunicado aos pesquisadores responsaveis pelo banco de dados e confirmado
pelos mesmos. De posse da sequéncia do terco final do gene da proteina
ClpB/HSP104, foi realizado um novo alinhamento com as sequéncias de ortélogos
de T. brucei e L. donovani.

A FIGURA 11 mostra que, baseado na similaridade de sequéncia, a maior
parte da regido codificante do gene de T. cruzi foi obtida. No entanto, uma lacuna
predita de apenas 11 aminoacidos ainda permanecia (FIGURA 12, regido destacada).
Foram desenhados oligonucleotideos para amplificagdo a partir de DNA gendémico
da regido contendo a sequéncia codificante dos 11 aminoacidos preditos, e o produto
amplificado foi clonado e sequenciado, confirmando a previsao. A regido codificante
inteira do gene clpb/hsp104 foi em seguida amplificada utilizando oligonucleotideos
especificos a partir de DNA gendémico. O produto de amplificacdo de tamanho
esperado confirma a organizacgdo génica predita na sequéncia (FIGURA 13). O gene
clpb/hsp104 possui uma regido codificante de 2604 pb, e d4 origem a uma proteina
predita com 868 aminoacidos. A sequéncia completa de T. cruzi foi comparada com
as dos ort6logos de L. major e T. brucei, e o alinhamento estd mostrado na FIGURA
14. O grau de identidade entre os tripanossomatideos é de 71,9%, e a similaridade se
estende por toda a proteina. Em seguida, foi realizado um alinhamento comparativo
estrutural predito com algumas das principais ClpBs e algumas ClpAs de diferentes
organismos para identificar semelhancas e diferencas entre essas sequéncias
(FIGURA 15). As estruturas secundérias determinadas por cristalografia de raios-X
da ClpA de E. coli, como a-hélice e folhas-3, aparecem acima do alinhamento,

(FIGURA 15, cilindro rosa e seta amarela, respectivamente).
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FIGURA 10. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos predita disponivel da proteina ClpB/HSP104 de T. cruzi, T. brucei e L. donovani. Cores segundo hidrofobicidade.
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FIGURA 11. Esquema da posicdo e orientacdo corretas dos contigs contendo a sequéncia do gene de clpb/hsp104. O contig da esquerda (AAHK01004084) foi identificado por
seqlienciamento da cepa Esmeraldo de T. cruzi e contém o tergo final da regido codificante de clpb/hsp104 (em azul). O contig d a sequencia disponivel em banco de dados,
que foi sequenciado com o clone CL Brener, e que contém a sequencia dos 2/3 iniciais do gene clpb/hsp104 é AAHK01002902 e esta hachurada em preto. As setas
vermelhas indicam a posi¢do da lacuna e dos iniciadores utilizados para se obter a sequéncia restante e total do gene em estudo. Os nimeros em pares de bases indicam o

tamanho de cada contig.
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FIGURA 12. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos da proteina ClpB/HSP104 de tripanossomatideos. Sequéncias de L. donovani (Z944053); T. brucei (CAA03906 e
E35905), e de T. cruzi (XM_789230 e XM_797546) foram alinhadas utilizando o software CLUSTALW. As sequéncias de T. cruzi correspondem ao ID Tc00.1047053508665.14
de CL Brener (2/3 iniciais da proteina) e ao ID Tc00.1047053508807.10 da cepa Esmeraldo (terco final da proteina). A posicdo da juncdo das sequéncias de T. cruzi esta
destacada com um circulo e mostra a lacuna predita de 11 aminoacidos. Classificagdo de cores segundo RASMOL RGB (Red, Green, Blue), RGB Triplet matrix combination.
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FIGURA 13. Amplificagdo por PCR da regido codificante completa do gene clpb/hsp104 de T. cruzi. Uma regido
de 2604 pares de base, correspondente a proteina predita de 868 aminoacidos, foi amplificada a partir de DNA
genomico utilizando oligonucleotideos especificos e analisada por eletroforese em gel de agarose. M, padrado de

peso molecular 100bp Gene Ruller Marker (Fermentas); 1, produto de amplificagdo.
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FIGURA 14. Alinhamento da sequéncia predita de aminoacidos de ClpB/HSP104 de tripanossomatideos. A sequéncia completa da proteina ClpB/HSP104 de T. cruzi e de T.
brucei (TbHSP100, E35905), e L. major (LmHSP100) foram comparadas. Escala de hidrofobicidade: aminodcidos hidrofébicos em vermelho; neutros em violeta; anfipaticos
em azul escuro; e hidrofilicos em azul claro. Retangulos verdes indicam aminodcidos idénticos nas 3 sequéncias; retangulos amarelos indicam aminodcidos idénticos em 2
das sequéncias. Alinhamento realizado com o programa Geneious Pro 4.6.4, com parametros segundo ClustalW.
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FIGURA 15. Alinhamento estrutural comparativo com proteinas ClpBs e ClpAs de alguns organismos. Estruturas secundarias da ClpA de E. coli determinadas por cristalografia
de raios-X estdo mostradas acima do alinhamento. Cilindros rosa, a-hélice; setas amarelas, folhas-B. Coloracdo dos aminoacidos como descrito na legenda da FIGURA 13.
Alinhamento realizado com o programa Geneious Pro 4.6.4, com parametros segundo ClustalW. ClpB/HSP104-ALVO, sequéncia de T. cruzi.
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Os tripanossomatideos ramificaram-se da linha principal de evolucao dos
eucariotos hd aproximadamente um bilhdo de anos atras. Esta separacdo pode ser
evidenciada por caracteristicas ndo compartilhadas com outros organismos
préximos, tais como: uma Unica mitocondria por célula, DNA mitocondrial de
estrutura incomum (cinetoplasto), editoracdo de RNA, glicossomos com enzimas da
via da glicolise, transcricdo multigénica, adi¢do em trans (trans-splicing) de mini-exon
em todos os mRNAs (LUKES et al., 1994).

Apesar dessa separagdo evolutiva dos tripanossomatideos, o nivel de
conservacdo e similaridade das chaperonas ClpB ainda compartilha uma histéria
evolutiva comum que, assim como os genes, podem ser denominadas de proteinas
ortélogas, isto é, descende com divergéncia de um gene ancestral comum (FITCH,
1970). Na maioria das vezes, sequéncias de proteinas ortélogas possuem estruturas
tridimensionais semelhantes e propriedades de aminoacidos especificos, como
dominios, motivos e assinatura protéica tnica. No caso das chaperonas
ClpB/HSP100, estas caracteristicas sdo: os dominios Walkers Al, Bl e A2, B2
(proteinas ABC transporters); residuos de aminoécidos especificos como dos motivos
dos poros 1 (KYRG) e 2 (GYVG), localizados entre os Walkers Al e B1, e Walkers A2 e
B2, respectivamente (LEE et al., 2003).

Com intuito de investigar a filogenia das proteinas ClpB/HSP104, foi
construida uma darvore filogenética para comparar a proteina de T. cruzi com as
proteinas de outros tripanossomatideos, previamente caracterizadas, bem como a de
outros organismos representantes de plantas (T. pseudonana), mamiferos (M.
musculus e H. sapiens) e bactérias (E. coli e T. thermophilus). Esta analise filogenética
foi realizada com as sequéncias parciais de aminodacidos, correspondentes aos
dominios Walkers Al, Bl e A2, B2 das proteinas ClpB/HSP104 de T. cruzi, T. brucei, L.
donovani, L. major, L. infantum (Tritryp), E. coli e T. thermophilus (Monera), H. sapiens e
Mus musculus (mamiferos), T. pseudonana (Plantae), segundo metodologia do
programa DAWGRAM PHYLOGENY (Greedy majority-rule consensus clustering
protein) (LIM & ZHANG, 1999).
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Conforme observado na FIGURA 16, a arvore filogenética construida agrupa
a sequéncia da ClpB/HSP104 de T. cruzi com as Clps/HSP100 de Leishmania spp. e T.
brucei. Além disso, a proteina ClpB/HSP104 de T. cruzi se insere, juntamente com os
demais tripanossomatideos, numa posicao mais proxima as proteinas dos demais
eucariotos, e mais afastadas das proteinas de procariotos. Esta disposicdo
filogenética mostra razodvel concordancia com arvores construidas a partir de RNA
ribossomal 16S e do citocromo C, as macromoléculas correntes mais utilizadas para
analise de relacdes filogenéticas. A concordancia de andlises filogenéticas sugere
uma evolucao vertical para a proteina ClpB/HSP104 de T. cruzi. Esses resultados
estdo de acordo com os descritos por FERNANDES et al., (2005), que também
observou uma concordancia filogenética das sequéncias de aminoacidos de algumas
chaperonina HSP10 de outros organismos contra a mesma proteina em T. cruzi.

Um detalhe importante a ser mencionado é a dificuldade de classificagdo das
familias das proteinas Clps, principalmente entre as ClpAs e ClpBs, decorrente do
alto grau de similaridade de sequéncia entre as mesmas. A classificacdo correta da
proteina de T. cruzi na superfamilia das Clp/HSP100, em particular entre ClpA ou
ClpB, so6 foi conseguida com seguranca por modelagem molecular (ver abaixo).

Por fim, é importante destacar que a sequéncia primdria das proteinas
Clp/HSP100 varia entre as espécies em decorréncia de ser adicionada ou ndo um
peptideo sinal. Esta variacdo ocorre com as proteinas ClpB/HSP100 de plantas e

fungos (OUDOT-LE et al, 2007).
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FIGURA 16. Andlise filogenética das sequéncias de aminoacidos conservadas de Clp/HSP100 de diferentes
organismos. Sequéncias parciais de aminoacidos, correspondentes aos dominios Walkers A1, B1 e A2, B2 das
proteinas ClpB de T. cruzi, T. brucei, L. donovani, L. major, L. infantum (Tritryp), E. coli e T. thermophilus
(Monera), H. sapiens, Mus musculus, T. pseudonana (Plantae) foram utilizadas para construcdo de arvore
filogenética através do programa DAWGRAM PHYLOGENY (Greedy majority-rule consensus clustering protein)
(LIM & ZHANG, 1999). A arvore construida esta de acordo com o coeficiente de Jukes-Cantor e foi baseada na
metodologia de Neighbor-joining (FELSENSTEIN, 1985). Numeros indicam iteragdes (bootstrap).
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7.2 Caracterizacdo da indu¢do do mRNA do gene clpb/hsp104 em

resposta ao choque térmico

Como parte da caracterizacdo do padrdo de expressao génica de
clpblhspl04 de T. cruzi, foi inicialmente realizado o mapeamento dos sitios de
processamento do transcrito primdrio que d& origem ao mRNA maduro. A
identificacdo dos sitios de trans-splicing e de poliadenilacdo permitem a predicdo do
tamanho do mRNA e, principalmente, a investigar a existéncia de processamento
alternativo, um mecanismo importante de regulacdo génica. Além disso, a
caracterizacao dos sitios de processamento é necessaria como etapa preliminar para
a construcao de plasmidios para ensaios com genes reporter, abordagem importante
para estudar regulacdo génica e um dos objetivos futuros do presente trabalho.

Com o objetivo de mapear o sitio de trans-splicing, e consequentemente da
UTR 5" do mRNA do gene clpb/hsp104, a UTR 5 foi amplificada a partir de RNA
total por RT-PCR utilizando um oligonucleotideo correspondente ao mini-exon e
outro correspondente a uma regiao localizada a 14 nucleotideos a 3" do inicio da
regido codificante (FIGURA 6). Conforme observado na FIGURA 17, um tnico
produto foi amplificado de 150pb. O produto amplificado foi clonado, e alguns
clones foram isolados e sequenciados. Um ftnico sitio de trans-splicing foi
identificado, e a seqiiencia estd mostrada na FIGURA 18A. A FIGURA 18B mostra a
regido intergénica a UTR 5" do gene e o sitio de trans-splicing assinalado,
correspondendo a uma UTR 5” de 72 nucleotideos.

Em T. cruzi, assim como, em Leishmania e T. brucei, os mRNAs maduros sdao
gerados por processamento de precursores policistronicos, que envolve uma reagao
em trans na qual um mini-exon de 39 a 41 nucleotideos é adicionado a extremidade
5" de cada mRNA (LIANG et al, 2003). Somente um sitio aceptor de splicing para
adicao do mini-exon no mRNA de clpb/hsp104 foi encontrado (FIGURA 18A). Este
sitio é precedido por uma regido rica em pirimidinas que, para outros organismos,
foi estabelecida como fundamental para governar tal processo (MATTHEWS et al.,

1994).
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<«— 150pb

FIGURA 17. Amplificagdo por RT-PCR da regido 5’"UTR do mRNA de clpb/hsp104 de T. cruzi. cDNA foi sintetizado
a partir de RNA total utilizando-se oligo(dT) como iniciador e transcriptase reversa, e a 5" UTR foi amplificada
por PCR a partir do cDNA utilizando-se iniciadores correspondentes ao mini-exon e ao inicio da regido
codificante. O produto de amplificacdo foi analisado através de eletroforese em gel de agarose 2% e corado
com brometo de etideo. M, marcador de peso molecular; 1, produto amplificado.
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18A

CipB  ATGCGCTICCTTTTTCTTTCTTTCTTTCCTTTTTCGCTCGCGTGAAGTGGCCTGCCTCGCTTGTCTGCCGTEGACGTGCT
NN RN RRA RN NRAN ANy
RT-PCR  GGGAATTCCTAACGCTATATAAGTATCAGTTTCTGTACTITATTGTGGCCTGCCTOGCTTGTCTGCCGTGGACGTGCT

RN RN RN AR RRARANAAL;

SL 1-AACTAACGCTATATAAGTATCAGTTTCTGTACTTTATTG-

188

cggcagcatTATAGCAGGAATCACGAGTGCTGGCGCCARAACATCCCACAAAGCAAAAAAAATGAAATGAAGGTAGAC
ACACACAAAAATAGAAAAAGGAAGGACACACCATGGGCCATGAAAACAAARAACAAAAATTGATTCAGGCATACCACG
CCAGGCAGCAGCCACATAAGAAACCACTCCACTCCTAACCGTTTTTCCCGTTTCTGTTTATCCTGCGTGTGTACTAA
AAAAATAGATATAATAATATATATTGAGGTGGAATAACAATAACACCGTAACACAAGCCGGTCCCCTGACAGCAGTG
GTTTGCCCAGCGATCATGCATGCGCTTCCTTTTTCTTTCTTTCTTTCCTTTTTCGCTCGCGTGAAGTGGCCTGCCTC
GCTTGTCTGCCGTGGACGTGCTatgtcagac

FIGURA 18. (A) Sequéncia do clone da - UTR 5" - que contém o sitio de trans-splicing do mRNA de clpb/hsp104
de T. cruzi. O produto de amplificagdo por RT-PCR da UTR 5’ foi clonado e sequenciado. Sequéncia da regido
intergénica; RT-PCR, sequéncia do clone; SL, sequéncia do mini-exon de T. cruzi. O Unico sitio de trans-splicing
encontrado aparece em negrito. (B) Sequéncia da regido intergénica a 5" do gene clpb/hsp104 de T. cruzi. O

sitio de trans-splicing (AG) esta sublinhado. O inicio da regido codificante estd em azul.
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O trans-splicing alternativo ja foi descrito para os genes PAG 1 (gene associado
a prociclina) em T. brucei, no qual pode ocorrer em trés sitios dando origem a
transcritos monocistronicos, bicistronicos ou policistronicos contendo ORFs curtas
seguidas da ORF principal (VASSELLA et al., 1994).

Com o objetivo de investigar o padrao de expressao génica de clpb/hsp104 de
T. cruzi, foi realizada uma andlise por northern blot com RNA total para deteccdo do
mRNA correspondente. Mesmo apds varias tentativas, no entanto, a andlise nao
obteve sucesso, presumivelmente porque o mRNA é pouco abundante. De fato, foi
descrito que a deteccdo do mRNA de clpb/hsp104 de Leishmania requereu a utilizagdo
de RNA poli(A)+ (HUBEL et al., 1995). Decidimos, portanto, investigar a variagao
dos niveis do mRNA de clpb/hsp104 em resposta ao choque térmico por RT-PCR em
tempo real (qQRT-PCR), uma técnica de sensibilidade elevada. Preparacées de cDNA
foram obtidas a partir RNA total de epimastigotas submetidos a diferentes
temperaturas (29, 37 e 40 °C) de incubacdo durante 3 horas. O mRNA de clpb/hsp104
foi detectado por qRT-PCR utilizando oligonucleotideos especificos (ver TABELA 2),
e a quantificacdo relativa do mRNA foi feita em comparagdo com um controle
end6geno, o mRNA da enolase, uma enzima que participa da via da glicélise. A
FIGURA 19A mostra as curvas de amplificacdo representativas do mRNA nas
diferentes temperaturas ocorrendo em ciclos distintos, o que juntamente com a curva
de amplificagdo do controle inalterada (dados ndo mostrados), sugere niveis de
mRNA diferentes. A quantificacdo dos resultados esta mostrada na FIGURA 19B. Os
resultados mostraram que ocorre um aumento no teor do mRNA de clpb/hsp104 de
3,67 vezes a 37°C e 1,78 vezes a 40°C, quando comparados ao teor a 29 °C. O aumento
de 3 vezes do mRNA de clpb/hsp104 de T. cruzi a 37°C também ja foi descrito para o
mRNA do gene da proteina ClpA/HSP100 de L. major por HUBEL et al. (1995), no
qual demonstraram um aumento do mensageiro era de 2 a 3 vezes maior a 37°C.
Quando os extratos eram submetidos a 40°C, a inducdo era menor. Segundo os
autores, tal temperatura elevada promove um indice > 50% de letalidade para as

células, o que é compativel com os nossos resultados com células incubadas a 40°C.
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FIGURA 19. Analise dos niveis do mRNA de clpb/hsp104 em diferentes temperaturas por gRT-PCR. (A) Curvas de amplificagdo do mRNA de clpb/hsp104 por qRT-PCR a partir

de RNA total de células incubadas a diferentes temperaturas por 3h, a 37°C (seta preta), a 40°C (seta hachurada) e a 29°C (seta branca). Experimentos realizados em
triplicatas utilizando o agente intercalante SYBRGreen em equipamento Real Time System 7500 (Applied Biosystem). (B) Teor relativo do mRNA de clpb/hsp104 a 29°C, 37°C

e a 40°C. Quantificagdo do teor relativo de mRNA utilizando o mRNA de enolase como controle interno. Barras correspondem a 3 experimentos independentes com erro
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padrdo indicados.
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7.3 Caracteriza¢ao da inducao da proteina ClpB/HSP104 em resposta ao

choque térmico

Com o objetivo de investigar a inducdo da proteina ClpB/HSP104 de T. cruzi em
resposta ao choque térmico, foi realizada andlise eletroforética em géis SDS-PAGE e
western blot com extratos protéicos de culturas de formas epimastigotas, contendo 1x108
células/mL incubadas a diferentes temperaturas (29, 37 e 40 °C), por periodos de 3, 6 ou
24 horas. Foram realizados experimentos com diferentes extratos protéicos com
isolamento da fracdo citosolica em géis SDS-PAGE e posterior transferéncia para
membranas de PVDF (Biorad). O western blot foi realizado utilizando o anticorpo
policlonal anti-HSP100 de Leishmania major produzido em chicken egg yolk pelo grupo de
Joachim Clos do Bernhard Nocht Institute (Alemanha), doado gentilmente para
utilizacdo neste trabalho.

Como pode ser visto na FIGURA 20B, a andlise por western blot detectou uma
proteina de aproximadamente 97 kDa em extratos citosdlicos de proteinas totais de T.
cruzi e de L. major. A deteccdo da proteina ClpB/HSP104 em extratos de células
incubadas a 29 °C indica que a proteina esta presente mesmo na auséncia de choque
térmico. O teor da proteina aumenta com maior periodo de choque térmico, atingindo
maior acdmulo depois de 24 horas a 37 °C (FIGURA 20B); as quantidades de proteinas
aplicadas no gel sdo equivalentes, como mostrados na coloracio por Coomassie
(FIGURA 20A). Quantificacdo utilizando o programa Scion Image (NHI Image) de 5
experimentos de western blot independentes revelou aciimulo da proteina de 1,9 vezes
com choque térmico de 3h a 37 °C; 2,5 vezes com choque térmico de 6h a 37 °C; 5,2
vezes com choque térmico de 24h a 37°C; e 1,3 vezes com choque térmico de 3h a 40°C.

A inducdo da proteina por choque térmico também foi observado por
KROBITSCH et al (1998), com a expressao da proteina HSP100 de L. donovani em

culturas de células promastigotas incubadas a 37°C, por 24h, em ensaios de western blot
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e immunobloting, o qual foi observado pelos autores, um aumento 5-7 vezes do teor de
HSP100 com 24 h de choque térmico.

HUBEL e colaboradores (1997) realizaram testes experimentais super-
expressando clpb/hspl00 de L. major, para testar a sua termotolerdncia em células
promastigotas a amastigotas, e in vivo com a infeccdo de camundongos BalbC com
mutantes nocautes para o gene expressado, resultando em perdas ou até mesmo o nao
surgimento das lesdes cutaneas caracteristicas dos animais infectados, quando
comparados com os camundongos infectados com o gene super-expressado clpb/hsp100
de L. major do tipo selvagem.

Segundo KROBITSCH et al. (1998), a inducdo de sintese por aquecimento foi
observada com as proteinas HSP100 e os resultados corresponderam respectivamente ao
teor intracelular das HSP100 em L. donovani. Para este experimento foram utilizadas
culturas de células promastigotas de L. donovani incubadas a 25°C e a 37°C durante 24
horas. Andlises por imunoblotting, das proteinas recombinantes eram quantificadas e os
montantes comparados entre as diferentes condi¢des de incubacdo, mostraram um
aumento dos niveis da proteina de 6 a 7 vezes maior nas células aquecidas a 37°C

durante as 24 horas de estresse celular (KROBITSCH et al., 1998).
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FIGURA 20. Detecgdo de ClpB/HSP104 por western blot (A) Analise eletroforética de proteinas totais da fragdo citosdlica de extratos de T. cruzi (raias1a5) e L.
major (raia 6) em gel SDS-PAGE 10%. M: marcador molecular Kaleidoscope (Biorad); 1 — 29°C; 2 — 37°C/3 horas; 3 — 37°C/6 horas; 4 — 37°C/24 horas; 5 — 40°C/3
horas; 6 - 37°/3 horas. (B) Western blot do gel SDS-PAGE fragdo citosdlica de extratos de T. cruzi (raias 1" a 5°) e L. major (raia 6°) em gel SDS-PAGE 10%, com
incubagdo do anticorpo anti-HSP104 de Leishmania major. Revelagdo com Kit ECL (GE HEALTHCARE).
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7.3.1 Eletroforese Bidimensional (2-DE) com extratos solaveis de T. cruzi

Com o objetivo de investigar a presenca de diferentes isoformas de ClpB/104 de
T. cruzi, foi realizada analise por eletroforese bidimensional. Para obtencao do extrato de
células de T. cruzi mais adequado para os géis 2D-IEF/SDS-PAGE foram feitos diversos
testes. O melhor extrato foi obtido com culturas de células de 24 horas com 1x108
células/mL, que foram divididos em 3 conjuntos, conforme a temperatura (29, 37 ou
40°C) e o tempo de incubacao (3 ou 6 horas).

Na eletroforese bidimensional (2D-IEF) as proteinas sdo separadas em duas de
suas propriedades: numa primeira dimensao de acordo com o seu ponto isoelétrico (pI)
e, numa segunda dimensdo, em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE), de
acordo com a sua massa molecular (MM) (O” FARREL, 1975). Em géis 2D-IEF/SDS-
PAGE os polipeptidios aparecem formando manchas (spots) apds serem corados.
Diferentes spots podem conter isoformas da mesma proteina com coordenadas
especificas de pI e MM. 2D-IEF/SDS-PAGE é uma técnica que pode ser usada para
obtencdo de perfis bidimensionais completos de uma amostra como também para
estudos comparativos entre amostras. O aparecimento ou desaparecimento de spots
podem fornecer informacOes acerca de proteinas estagio-especifico, enquanto a
intensidade dos spots fornece informacdes quantitativas a respeito da expressao
diferencial dos polipeptidios (GRAVES & HAYSTEAD, 2002).

Uma predigdo preliminar do valor do pl da proteina ClpB/HSP104 resultou
num valor em torno de 7,5. Nao foram consideradas as condic¢des de folding protéico, nem
a presenca de solventes organicos nos calculos executados pelo programa Protein
Calculator v3.3 (disponivel em: http://www.scripps.edu/).

As condigdes para a construgdo de géis bidimensionais em regides de pH
ligeiramente alcalino ou alcalino constituem um grande desafio técnico (BAE et al., 2003;
OLSSON et al., 2002). Em tais faixas de pH é notavel o aparecimento de longas listras
horizontais (streaking), baixa resolucdo de spots e baixa reprodutibilidade. Os problemas

de streaking sdo consequéncias do aparecimento do agente redutor (normalmente DTT) da
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parte basica do gel de gradiente imobilizado de pH (IPG strip) usado na etapa de
focalizacdo isoelétrica. Esse desaparecimento acarreta oxidacdo dos grupos tidis das
proteinas resultando em pontes dissulfeto intra e intercadeias. Decidimos, portanto,
analisar inicialmente as amostras na faixa de pH de4 a 7.

A reidratacdo do gel na solucdo da amostra e a reidratacdo em tampao 2D
seguido de aplicacdo da amostra com o auxilio de um recipiente especial cup-loading, sao
algumas das varias maneiras diferentes de aplicar a amostra no IPG strip para a
focalizagao e tentar contornar as dificuldades da técnica. Para a padronizacdo da amostra
deste estudo foram utilizadas varias combina¢des de metodologias e equipamentos de
eletroforese 2D-IEF/SDS-PAGE, e as melhores foram com o protocolo de numero 3
realizado em equipamento Multiphor II (GE Healthcare) e demais parametros de

preparagao do tampao de reidratacdo e método de aplicacao. (TABELA 4).

TABELA 4. Tampoes e métodos de precipitagdo de extratos de proteinas citosdlicos de T. cruzi testados na
reidratagdo de fitas e métodos de focalizacao de géis 2DE/SDS-PAGE

Tampao/ Precipitagdo Equipamento Reagente Detergente Método de
Meétodo Caotrépicos aplicacdo
1 TCA 10% + Acetona IPG Phor* Uréia7M + Tiouréia | CHAPS (4%) | Reidratagdo do gel
2M
2 TCA 10% + Acetona Multiphor II* | Uréia7M + Tiouréia | ASB 14 (1%) Cup loading
2M
3 TCA 10% Etoh/Eter Multiphor II Uréia7M + Tiouréia | ASB 14 (1%) | Reidratagao do gel
2M
4 TCA 10% + Acetona Multiphor II Uréia 9M CHAPS (4%) Cup loading
5 2D-Clean Up Kit* IPG Phor Uréia7M + Tiouréia | ASB 14 (1%) | Reidratagdo do gel
2M
6 2D-Clean Up Kit* Multiphor II Uréia 9M ASB 14 (1%) Cup loading

*2D-Clean Up Kit, IPG Phor e Multiphor Il (GE Healthcare).
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Com a padronizagdo do protocolo dos géis 2D-IEF/SDS-PAGE para extratos
protéicos de células epimastigotas de T. cruzi, obtivemos resultados satisfatorios em gel
bidimensional com IPG strip de 7 cm com pH 4-7 (FIGURA 21). Amostras contendo 200
ug de proteinas predominantemente citosdlicas de T. cruzi foram separadas em gel
bidimensional e transferido para membranas de nitrocelulose para os experimentos de
2D-Immunobloting, que foi realizado com os mesmos procedimentos do western blot com
incubacdo do anticorpo policlonal anti-HSP100 de L. major. O anticorpo reconheceu uma
tnica isoforma com pl aproximado de 6,5 tanto em extratos protéicos de células
incubadas a 29°C (FIGURA 22A), como em extratos de células incubadas a 37°C por 24
horas (FIGURA 22B). Sinais que poderiam representar diferentes isoformas da proteina
foram detectados em extratos de células incubadas a 37°C (FIGURA 22B, setas).

A indugao de sintese por aquecimento foi observada com as proteinas HSP100 e os
resultados corresponderam respectivamente ao teor intracelular das HSP100 em L.
donovani. Para este experimento foram utilizadas culturas de células promastigotas de L.
donovani incubadas a 25°C e a 37°C durante 24 horas. Andlises por imunoblotting, das
proteinas recombinantes eram quantificadas e os montantes comparados entre as
diferentes condicdes de incubacdo, mostraram um aumento dos niveis da proteina de 6 a
7 vezes maior nas células aquecidas a 37°C durante as 24 horas de estresse celular
(KROBITSCH et al., 1998).

A inducao de uma proteina de aproximadamente 100 kDa em resposta ao choque
térmico em T. cruzi ja foi descrita por DE MARVAL et al. (1996) com culturas contendo
formas epimastigotas foram submetidas ao choque térmico a 37°C, por 2 horas, para
analises em gel 2D-IEF. Segundo os autores foi possivel identificar de 8 a 9 spots de
proteinas induziveis por calor em T. cruzi (DE MARVAL et al., 1996).

Segundo SODRE et al. (2009), que observaram mapas protedmicos de extratos
protéicos de T. cruzi CL Brener utilizando géis bidimensionais com pH de 4-7 e depois
com os spots identificados em MALDI-TOF, muitas proteinas como tubulinas, quinases,
enolases e algumas poucas chaperonas como Hslvu, co-chaperona GrpE, HSP70 e HSP83,

que apresentaram pl 6.77, 8.49, 5.92, 5.22 e 5.07 (respectivamente).
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FIGURA 21. Perfil eletroforético bidimensional de proteinas citosdlicas de T. cruzi. Extratos protéicos (1X108 células) das formas epimastigotas de T. cruzi foram
submetidas a eletroforese bidimensional segundo tampdo/método 3 (gel da esquerda) e tamp3o/método 1 (gel da direita). A descricdo em detalhes estd na
Tabela 4. O gel a esquerda foi corado com Comassie Blue G250 e o da direita com Memcode Kit (PIERCE).
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FIGURA 22. Immunobloting bidimensional da fragdo citosdlica de extratos de T. cruzi utilizando anticorpo anti-HSP100 de L. major a 29°C e a 37°C por 24h. As
setas indicam spots detectados. Utilizou-se uma massa de 200ug de extrato protéico citosodlico em cada focalizacdo isoelétrica e transferéncia em membranas
de nitrocelulose. A revelagdo foi com Kit ECL (GE Healtcare).
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7.4 Investigacdo preliminar da capacidade antigénica da proteina

ClpB/HSP104 de T. cruzi

As proteinas de choque térmico HSPs de patégenos parasitarios tém sido
relatadas como moléculas altamente antigénicas capazes de reagir com soros de
individuos infectados (PALMERA et al, 1995, BRANDAU, DRESEL & CLOS, 1995).
Nesta abordagem preliminar nés utilizamos a técnica de western blotting com objetivo de
investigar a capacidade antigénica da proteina ClpB/HSP104 de Trypanosoma cruzi
frente a amostras de soros de individuos chagasicos cronicos, provenientes de diferentes
areas endémicas do Brasil. Estas amostras fazem parte de um painel sorolégico de 1064
amostras com diferentes perfis de reatividade sorolégica para anticorpos anti-T. cruzi,
obtidas a partir de estudos epidemioldgicos sazonais realizados em dois Estados
brasileiros: Minas Gerais e Piaui, apresentando alto e médio perfil de reatividade em
ensaios sorolégicos, respectivamente (OELEMANN et al.,, 1998). Todas as amostras
foram previamente testadas e apresentaram positividade a partir de diferentes técnicas
sorologicas, que incluiam trés kits de ELISA comerciais, um ELISA in-house (TEIXEIRA,
et al., 1994; OELEMANN et al., 1998), uma técnica de hemoglutinacdo indireta, uma
técnica de imunofluorescéncia indireta, além de um teste confirmatério (INNO-LIA), em
que eram utilizados sete proteinas recombinantes e/ou sintéticos (OELEMANN et
al.,1999).

Muito embora tenha sido utilizado um ntmero reduzido de amostras neste
estudo preliminar, esta abordagem inicial pode demonstrar a presenca de reatividade
das 2 amostras positivas, independentemente do nivel de reatividade de cada
individuo. Os soros de pacientes chagasicos sdao provenientes do sertdo do estado do
Piaui, denominada PI-51 e da cidade de Virgem da Lapa (VL-58), localizada no vale do
Jequitinhonha no estado de Minas. As analises por western blot utilizando anticorpo

Anti-HSP100 de L. major e soros de pacientes Chagasicos estdo na FIGURA 23 (raia 4),
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assim como um controle de paciente soro negativo para Doenga de Chagas (FIGURA 23
raia 3). Uma proteina de peso molecular de aproximadamente 100 kDa foi reconhecida
em todos os 2 soros, individualmente (FIGURA 23, raias 1 e 2).

Este tipo de abordagem foi previamente descrita por VERISSSIMO DA
COSTA (2007), que utilizou um Pool de soros de pacientes Chagasicos frente a uma
fracdo de protéicas imunogénicas com faixa de peso molecular entre 30 e 34 kDa de T.
cruzi, mostrando um excelente indice de sensibilidade e especificidade tanto no ELISA
(99%) como em teste com western Blot (100%).

Estes resultados sugerem uma possivel reatividade desta proteina com
anticorpos especificos de individuos infectados, uma vez que esta reatividade também
pode ser comparada a reatividade do anticorpo policlonal especifico anti-HSP100 de L.
major (FIGURA 23, raia 4). Neste mesmo ensaio também podemos observar a presenca
de reatividade com outras proteinas de peso molecular inferior a 100 kDa. Tais
evidéncias podem estar atribuidas a degradagdo de proteinas durante o processo de
preparacdo, incluindo o choque térmico de 24 horas. Outro fator que pode ser incidente
é a presenca de proteases no extrato citosolico, apesar dos extratos serem preparados
com adicdo de inibidores de proteases, este fator ¢ comumente observado em preparo
de antigenos parasitdrios; ou ainda, a presenca reatividade cruzada com dominios
conservados de outras moléculas do parasito. Estudos posteriores de purificagdo e/ou
de utilizacdo da tecnologia do DNA recombinante para a clonagem e expressao desta
proteina serao realizados para ampliacdo da investigacdo sorolégica, como perspectivas

futuras do trabalho.
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FIGURA 23. Andlise por western blot com soros de pacientes Chagdsicos e com anticorpo anti-HSP100. Um total de
100ug de fragBes de proteinas citosdlicas de células epimastigotas de T. cruzi foi incubado a 37°C, por 24h. Foi
separado por gel SDS-PAGE e transferido para membrana, e incubado com soros de pacientes Chagasicos ou
anticorpo anti-HSP100 de L. major: 1 - soro de paciente Chagasico PI-51; 2 - soro de paciente Chagasico VL-581; 3 -
Paciente soro negativo para Doenca de Chagas; 4 — Detec¢do com anti-HSP100 L. major. M- marcador de proteinas
alto peso molecular Kaleidoscope (Biorad). Revelagdo direta em membrana com substrato BCIP/NBT.
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7.5 Construcao de modelo tridimensional de ClpB/HSP104 de T. cruzi

por Modelagem Comparativa

A técnica de Modelagem Comparativa consiste em explorar similaridades
estruturais entre proteinas, construindo um modelo tridimensional a partir de uma ou
mais estruturas conhecidas de proteinas relacionadas. Esta abordagem baseia-se no
conhecimento de que a conformacao estrutural de uma proteina é mais conservada que
sua sequéncia primaria durante o processo evolutivo, e que pequenas mudancas na
sequéncia, em geral, resultam em sutis modificacbes na estrutura tridimensional
(NAYEEM, 2006). Além disso, durante o processo de evolugdo bioldgica tem sido
observado que proteinas homoélogas apresentam regides internas conservadas
(principalmente constituidas de elementos de estrutura secundéria: hélices-a e fitas-p) e
as principais diferengas estruturais entre proteinas homoélogas ocorrem nas regides
externas, constituidas principalmente por alcas (“loops”), que ligam os elementos de
estruturas secundarias (BRANDEN & TOOZE, 1991).

A similaridade entre duas proteinas pode ser sugerida pela comparagao de
sequéncias de aminodcidos. Para isso, é necessério escolher criteriosamente a proteina
que serd utilizada como molde para o modelo a ser construido. Para esse processo de
obtencdo de um modelo protéico virtual através da estratégia da modelagem
comparativa sdo necessarias basicamente quatro etapas principais: identificagdo de
referéncias; alinhamento entre sequéncias - alvo e molde(s); constru¢do do modelo;

validagdo do modelo (MARTI-RENOM, 2002) (HILLISH, 2004).
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Uma das maneiras mais eficientes para se realizar uma busca de proteinas que
possamos utilizar a técnica de modelagem comparativa é através de similaridade
seqliencial, utilizando técnicas de bioinformética. Um procedimento comumente
utilizado para encontrar a proteina molde a ser utilizada consiste em confrontar a
sequéncia da proteina que se deseja modelar com o banco de dados de proteinas com
estruturas tridimensionais elucidadas experimentalmente (PDB - Protein Data Bank).
Para tal busca sdo utilizados algoritmos aproximativos, como o BLAST (ALTSHUL et al.,
1997) e o FASTA (MUNIZ, 2003). A partir do momento que seqiéncias homologas a da
proteina-alvo ClpB/HSP104 de T. cruzi foram identificadas, as quais contém estruturas
resolvidas experimentalmente e com um grau de similaridade sequencial aceitavel, a construcdo
do modelo pode ser realizada facilmente e com sucesso.

As seqiiéncias das proteinas-molde selecionadas, bem como da proteina-alvo,
precisam ser alinhadas para que fragmentos estruturais conservados sejam
identificados. Utilizando o algoritmo BLASTp (ALTSHUL et al., 1997) e o banco de
dados do PDB obteve-se alinhamento com identidade de 53% (457/858 aminoéacidos) e
positividade de 72% (613/858 aminoacidos) de acordo com a matriz BLOSUM62,
utilizando como molde diferentes cadeias da estrutura da proteina ClpB/HSP104 de
Thermus thermophilus (Cédigo PDB: 1QVR). Observamos com os resultados que a
cobertura foi de 98, 84%. Podemos visualizar o alinhamento entre ClpB/HSP104 de T.
cruzi (proteina alvo) e a proteina de T. thermophilus a ser utilizada como molde no

alinhamento a seguir (FIGURA 24).
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FIGURA 24 — Alinhamento de sequéncia de aminoacidos de ClpB/HSP104 de T. cruzi e a cadeia A da proteina ClpB/HSP104 de Thermus thermophilus (1QVR)
gerado pelo programa e classificagdo MULTATIN: em vermelho (high consensus colour); em azul (low consensus colour); em preto (neutral).

Roberta Alvares Campos - Tese de Doutorado 09/2009 IBCCF-UFR] 99



Uma vez que o alinhamento entre a sequéncia da proteina molde e
proteina a ser modelada é determinado, prossegue-se para a construgdo do modelo
que nesse caso foi feito através do programa Modeller. Esse programa utiliza
restricoes espaciais concomitantemente com a energética para gerar os modelos
tridimensionais.

Foi utilizado como molde a estrutura tridimensional da proteina
ClpB/HSP104 de Thermus thermophilus (1QVR) determinada por cristalografia de
raio-X com resolucdo de 3 Angstrom (LEE et al., 2003). Nessa etapa, foram analisados
os 300 melhores modelos construidos pelo programa Modeller (SALI & BLUNDELL,
1993), onde foi gerado a modelagem da proteina ClpB/HSP104 de T. cruzi (FIGURA
26).

A ultima etapa do processo de modelagem comparativa de proteinas
consiste na andlise da confiabilidade do modelo gerado. Ou seja, é necessario validar
a estrutura obtida. Isto é uma tarefa importante e, ao mesmo tempo, dificil, pois a
qualidade do modelo depende de um elevado ntimero de propriedades, em
diferentes niveis da organizagao estrutural e principalmente da acurécia da proteina-
molde (experimental) utilizada. Quanto melhor a resolugdo da proteina, melhor o
numero de observacdes experimentais diferentes derivadas dos dados de difracao
com maior a acurdcia da estrutura da proteina (NAYEEM, 2006).

Um importante indicador da qualidade estereoquimica de uma proteina é
a distribuicdo dos angulos torcionais da cadeia principal. A distribuicdo de todos os
angulos ¢ e y pode ser examinada através do grafico de Ramachandran que é
gerado pelo programa Procheck (LASKOWSKI, 1993).

O critério de selecdo para a escolha do melhor modelo foi em fungao da
energética gerada pelo Modeller e a qualidade do gréafico de Ramachandran, gerado

pelo Procheck.
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Nos realizamos estudos de modelagem molecular da ClpB/HSP104 de 300
modelos de menor energia gerados, selecionou-se aquele com melhor plot de
Ramachandran, possuindo 91.3% dos seus aminoécidos nas regides muito favoraveis
do grafico, 7.3% dos aminoacidos em regides favoraveis e 0,3% dos aminoéacidos em
regides desfavordveis do grafico conforme podemos visualizar no grafico da
FIGURA 25, que apresenta as analises de Ramachandran com programa Procheck
(LASKOWSKI, 1993).

Para interpretacao do grafico de Ramachandran, em tracos gerais, sdo as
combinacdes mais estaveis (de energia mais baixa) de pares de dngulos C alfa-N e C
alfa-C (localizadas nas regides em vermelho, na FIGURA 25), dentre todas as
teoricamente possiveis. Existem basicamente trés tipos de estruturas estaveis para
uma cadeia polipeptidica: alfa-hélice e folha-beta. Uma das caracteristicas que as
distingue, e que é consequéncia direta dos diferentes dngulos de ligagdo, cuja alfa-
hélice, apresenta ligacdes de hidrogénio mais ou menos alinhadas com o eixo da
molécula, possibilitando a formagdo de ligagdes intracadeia. Por sua vez, a folha-beta
apresenta ligacdes de hidrogénio mais ou menos perpendiculares ao eixo da

molécula, permitindo a formacao de ligagdes intercadeia.
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FIGURA 25 - Gréfico de Ramachandran: para validagdo do modelo da proteina ClpB/HSP104 de T. cruzi. Residuos
nas regiGes muito favordveis — 91.3% estdo na regido em vermelho do gréfico (aminodcidos representados em
guadrados em preto); residuos em regiGes favoraveis — 7.3% estdo na regido em amarela do grafico; residuos
em regides generosamente permitidas — 1.2% estdo na regido em bege do grafico; residuos em regides
desfavoraveis — 0.3% estdo na parte em branco (aminodcidos representados em quadrados em vermelho). Os
guadrados representam cada residuo de aminoacido que compde a proteina. Os tridngulos representam os

residuos que comp&em algas de glicina.
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FIGURA 26. Modelo construido por modelagem comparativa para a proteina ClpB/HSP104 de T. cruzi com os
programas Swiss-PDBViewer (GUEX, 1997) e Pymol (WARREN, 2004). O modelo corresponde a sexta parte de
um mondémero que constitui parte do hexamero da proteina.

Roberta Alvares Campos - Tese de Doutorado 09/2009 IBCCF-UFR] 103



A estrutura do mondémero da chaperona ClpB, presente na maioria dos
organismos, pode ser dividido em 5 dominios distintos: (1) N-terminal , que aparece
em amarelo na FIGURA 27 (A); (2) D1-large ou também conhecido como Nucleotide
Binding Domain 1 (NBD1), que possuem a funcao de Walkers na grande familia de
proteinas ABC transporters, dependentes de ATP (em azul); (3) DI-small, que contém
o fator caracteristico de ligacdo desta proteina chamado de Hspl04-linker (em
marrom); (4) D2-large ou NBD2 (em verde); (5) D2-small, que contém o Motivo 1
com a hélice L1 (em roxo), e o Motivo 2 que contém L2, L3 & L4 (rosa), todos eles
ricos em residuos de leucina e com fun¢do muito importante de desagregacao e
ressubilizagdo de agregados realizados pela ClpB/HSP104 (LEE et al., 2003).

Os motivos 1 e 2 da proteina ClpB/HSP104 de T. cruzi, por estarem
localizados no exterior do hexdmero, podem expor epitopos ao sistema imune do
hospedeiro. Estas regides podem servir como base para se desenhar peptideos
sintéticos com o objetivo de se usar como futuros alvos de diagnéstico da doenga de
Chagas. Apesar de testes diagnosticos ja estarem disponiveis e em uso na pratica
clinica, os mesmos estdo protegidos por patentes, sendo de interesse o
desenvolvimento de novos métodos. Concluimos que a regido mais indicada para o
propésito descrito sdo os Motivos 1 e 2 da proteina, na qual delimitamos 2 &reas de
interesse (FIGURA 28). Como estudo preliminar nesse sentido, o modelo
tridimensional da proteina ClpB/HSP104 de T. cruzi previamente construido foi
comparado por modelagem com uma estrutura de outra proteina humana ClpP
(http:/ /www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=1TG6) (dados ndo mostrados),
que pertence a familia das chaperonas HSP100, e a tinica disponivel em bancos de
dados do PDB para modelagem. Diferencas significativas de sequéncia entre a
proteina humana e de T. cruzi foram encontradas nas regides dos motivos descritos,

sugerindo que possivelmente nao ocorre reagao cruzada.
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FIGURA 27. (A) TCIpB104 de T. thermophilus mostrando os principais dominios estruturais da proteina (LEE et al., 2003). (B) Modelo do mon6mero construido por
modelagem comparativa para a proteina ClpB/HSP104 de T. cruzi. Em laranja = L1, em marinho = L2, em rosa = L3, em azul claro = L4. Os 2 mondmeros foram colocados em
eixos semelhantes para esta comparagdo. Programa Pymol (WARREN, 2004).
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FIGURA 28. Modelo construido para ClpB/HSP104 de T. cruzi, em destaque os 2 peptideos propostos: na al¢a L2
(em azul escuro) e na alga L4 (em azul claro).
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8. CONCLUSOES

v" Foi clonada e caracterizada a sequéncia completa do gene clpb/hsp104 de T.
cruzi que da origem a uma proteina de 868 aminoacidos, com identidade de
71,9% quando comparados aos genes ortélogos dos  outros

tripanossomatideos.

v' Analises de Southern blot sugerem que o gene clpb/hspl04 esta presente no

genoma de T. cruzi em copia tnica.

v Andlises do teor relativo do mRNA mostraram que ocorre inducdo dos niveis
de mRNAs clpb/hsp104 de T. cruzi apés o choque térmico, com um aumento

de aproximadamente 4 vezes a 37°C e de 2 vezes a 40°C.

v’ Analises de indugdo por choque térmico do gene clpb/hspl04 de T. cruzi,
mostraram que ela estd presente a 29°C, e que um acamulo a 37°C, quanto a

40°C, sendo mais evidente ao final de 24 horas de incubacao a 37 °C.

v A proteina ClpB/HSP104 de T. cruzi estd presente em uma unica isoforma a
29°C com pl aproximado de 6,5 cujo o namero de isoformas parece aumentar

com o choque térmico a 37°C.

v" Foram propostos dois modelos para caracterizar as estruturas tridimensionais
de ClpB/HSP104, o monoémero da proteina por modelagem molecular, de

boa qualidade.

v O modelo da estrutura tridimensional da chaperona de T. cruzi revelou
algumas diferencas estruturais em relacdo ao molde de T. thermophilus, em

particular no motivo 1.
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9. PERSPECTIVAS

e Determinacdo do tamanho e nimero do mRNA do gene clpb/hsp104
utilizando RNA Poly A+

e Caracterizagao das diferentes isoformas de ClpB/HSP104 encontradas nas

analises em géis bidimensionais por espectrometria de massas

e Estudo dos peptideos ligados a uma molécula de 5/Biotina para testes e

ensaios de captura em placas de Elisa com soros Chagésicos
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