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conhecida como “Surra” ou “Mal das
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registrados devido a grande populacéo de
equinos. Até o presente momento nao existem
métodos de tratamento eficazes gerando
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tripanossomas apresentam-se vulneraveis em
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organismos nao contam com a via De novo
satisfazendo suas exigéncias por meio do
salvamento das bases pré-formadas e
demonstram completa dependéncia das
purinas dos seus hospedeiros. Entre os
componentes desse sistema destacamos a
adenosina que tem sua concentracao
controlada pela enzima adenosina deaminase
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RESUMO

RIBEIRO, Cristina Alves. Amplificacdo, clonagem,
expressdo e purificacdo da enzima adenosina
deaminase (ADA) de Tripanosoma evansi. 2016. 95f.

T. evansi causa uma doenca altamente patogénica em
equideos popularmente conhecida como “Surra” ou “Mal
das Cadeiras”. No Pantanal (Brasil) surtos séo
registrados devido a grande populacédo de equinos. Até o
presente momento ndo existem métodos de tratamento
eficazes gerando grandes prejuizos a pecuéria. Os
tripanossomas apresentam-se vulneraveis em relacdo ao
metabolismo das purinas pois estes organismos nao
contam com a via De novo satisfazendo suas exigéncias
por meio do salvamento das bases pré-formadas e
demonstram completa dependéncia das purinas dos
seus hospedeiros. Entre os componentes desse sistema
destacamos a adenosina que tem sua concentracao
controlada pela enzima adenosina deaminase (ADA). Os
objetivos deste estudo foram amplificar, clonar e
sequenciar o gene ADA a partir de amostras do DNA de
T. evansi e expressar a proteina recombinante ADA. A
regido codificadora do gene da enzima ADA foi
amplificada a partir do DNA genOGmico de T. evansi e
originou uma sequéncia de 1857 bp que apresentou alto
grau de similaridade (95%) com a enzima ADA de T.
brucei. Essa regiao foi clonada no vetor pGEM-T Easy®.
Apés a digestdo da construcdo pGEM:ADA, o0s
fragmentos foram clonados em vetor de expressao
pPET30. A analise da expressao através do SDS-PAGE
demonstrou que a temperatura de 18°C por 24 horas e
indugdo com IPTG 0.05 mM foi a mais eficiente
indicando massa molecular de aproximadamente 68






kDa. A analise Western-Blot detectou a enzima ADA no
extrato proteico de T. evansi apenas na fracao insolavel.
A proteina foi solubilizada e purificada por meio da
cromatografia de afinidade. SDS-PAGE e o Western-blot
confirmaram a eficiéncia destes protocolos. Através
desses resultados a presenca da enzima ADA em T.
evansi foi confirmada. Seu estudo pode contribuir para o
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos e o
desenvolvimento de agentes inibidores especificos para
ADA.

Palavras chave: T.evansi. Metalbolismo das purinas.
Adenosina deaminase (ADA).






ABSTRACT

RIBEIRO, Cristina Alves. Amplification, cloning,
expression, and purification of the enzyme
adenosine deaminase (ADA) of Tripanosoma evansi.
2016. 95f.

T. evansi causes a highly pathogenic disease in horses
popularly known as "Surra" or "Mal das Cadeiras". The
Pantanal (Brazil) outbreaks are recorded due to the large
population of horses. To date there are no effective
treatment methods causing major damage to livestock.
Trypanosomes present themselves vulnerable in relation
to the metabolism of purines as these organisms do not
have the pathway “De novo” of meeting their
requirements through the rescue of preformed bases and
demonstrate complete dependence of purines of their
hosts. Among the components of this system point out
that adenosine has its concentration controlled by the
enzyme adenosine deaminase (ADA). The objectives of
this study were to amplify, clone and sequence the ADA
gene from T. evansi DNA samples and express the
recombinant protein ADA. The coding region of the ADA
gene was amplified from genomic DNA of T. evansi and
yielded a sequence of 1857 bp showed high degree of
similarity (95%) ADA T. brucei. This region was cloned
into the pGEM-T vector Easy®. After digestion of
construct pGEM: ADA fragments were cloned into
expression vector pET30. The expression analysis by
SDS-PAGE demonstrated that the temperature of 18°C
for 24 hours and 0,05 mM IPTG induction was the most
effective indicating molecular mass of approximately
68 kDa. The Western blot analysis detected the ADA






enzyme in the protein extract of T. evansi only in the
insoluble fraction. The protein was solubilized and
purified by affinity chromatography. Through these
results the presence of ADA in T. evansi was confirmed.
tests will be performed to detect the enzymatic activity of
ADA. Their study can contribute to the development of
new chemotherapeutic agents and the development of
specific inhibitors for the ADA.

Key-words: T.evansi. Metalbolismo of purines.
Adenosine deaminase (ADA).
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 TRIPANOSSOMATIDEOS

Tripanossomas S&0 organismos eucariontes
unicelulares (MONTEIRO, 2010). Suas células
alongadas possuem um Unico nucleo e seu flagelo
emerge proximo ao cinetoplasto (mitocondria com alta
densidade de DNA) (BOWMAN, 2010).

Alguns tripanossomatideos apresentam carater
zoondtico causando doencas tanto nos animais quanto
nos seres humanos (MONTEIRO, 2010). Sdo parasitas
que estdo presentes na corrente sanguinea e tecidos de
vertebrados por todo o mundo (TAYLOR; COOP; WALL,
2014) geralmente transmitidos através de hospedeiros
invertebrados (HABILA et al., 2012). Pertencem a ordem
Kinetoplastida, familia  Trypanosomatidae, género
Trypanosoma e estdo agrupados em duas secdes:
Stercoraria e Salivaria (DESQUESNES et al., 2013a).

No que se refere a secdo Stercoraria, pode-se
dizer que a transmissao ocorre de maneira contaminativa
por meio das fezes (MONTEIRO, 2010). Assim, para
produzir formas infectantes, os tripanossomas desta
secdo se multiplicam e sofrem uma série de
transformacoes morfolégicas no hospedeiro
intermediario (TAYLOR; COOP; WALL, 2014). A parte
posterior do trato digestivo dos invertebrados € o local
onde o tripanossoma se desenvolve. Um representante
desta secdo é o Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
responsavel pela doenca de Chagas que afeta cerca de
15 milhdes de pessoas e ameaca mais 10 milhdes na
América Latina (DESQUESNES et al.,, 2013a). Com
excecao do T. cruzi, todos 0s outros representantes sao
muito pouco patogénicos (MONTEIRO, 2010).
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Ja acerca da secédo Salivaria a transmissdo pode
ser inoculativa, mecanica ou direta (MONTEIRO, 2010),
com os parasitas se desenvolvendo na parte anterior do
trato digestivo do invertebrado (DESQUESNES et al.,
2013a). O hospedeiro intermediario tem sua alimentacao
interrompida e os tripanossomas instalados dentro de
sua proboscide sdo transmitidos de um mamifero a
outro. A transmissdo cruzada sO se torna possivel por
poucas horas, visto que o0s tripanossomas hao se
multiplicam no hospedeiro intermediario e morrem
rapidamente (TAYLOR; COOP; WALL, 2014). Os
tripanossomas patogénicos de importancia na pecuéria
pertencem a secdo Salivaria. Para exemplificar esta
secdo, podemos utilizar duas espécies. O Trypanosoma
brucei (T. brucei) é o agente causador da doenca do
sono, a mais relevante doenca humana que afeta cerca
de 500 mil pessoas e ameaca mais de 60 milhdes na
Africa (DESQUESNES et al., 2013a). Além dele, ha o
Trypanosoma evansi (T. evansi) que € o tripanossoma
patogénico mais amplamente distribuido na Asia, Africa
e América Latina provocando uma doenca chamada
“Surra” (GUTIERREZ et al., 2010; RJEIBI et al., 2015)
que afeta animais domésticos e selvagens (KURUP;
TEWARI, 2012).

Ainda sobre eles, a possibilidade de que os
tripanossomas salivares tenham sido introduzidos na
América do Sul com a importacdo de animais domésticos
é relevante. Até a chegada dos colonizadores espanhois
e portugueses, poucos animais haviam sido
domesticados. O T. evansi veio com 0S primeiros
cavalos trazidos pelos invasores espanhois (WELLS,
1984).

A seguir, havera o detalhamento do T. evansi que
€ 0 objeto deste estudo.
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1.2 Trypanosoma evansi

1.2.1 Origem, histoéria e distribuicéo

Griffith Evans identificou o primeiro tripanossoma
patogénico em animais domésticos: T. evansi foi
diagnosticado em camelos e cavalos na India
(CANELON; MELENDEZ, 2003). Dados histéricos
sugerem que T. evansi estava presente na india desde,
pelo menos, VIl a.C. e com a auséncia de tratamento o
gado parece ter sofrido (DESQUESNES et al., 2013a).

Acredita-se que T. evansi derive do T. brucei
através da perda do cinetoplasto (DESQUESNES et al.,
2013a) e foi por meio das técnicas moleculares (como
PCR, sequenciamento do DNA mitocondrial e southern
blot) que esta evolucdo pdde ser confirmada. Séo
conhecidas duas cepas de T. evansii cepas
diskinetoplasticas que apresentam-se ausentes de
maxicirculos (com tamanho de aproximadamente 20 kb)
e com minicirculos (com aproximadamente 0,5 — 1 kb); e
cepas akinetoplasticas proveniente de animais de
laboratorio, tratados com drogas tripanocidas ou cepas
brasileiras, totalmente ausentes de maxi e minicirculos
(CANELON; MELENDEZ, 2003).

Nesse sentido, € importante ressaltar também que
o T. brucei vive exclusivamente onde moscas tsé-tsé
(Glossina spp.) estdo presentes e exige a participacao
do DNA cinetoplastico (kDNA), para expressar enzimas e
citocromos, que regulam o processo de fosforilacdo
oxidativa essencial para as alteragbes morfolégicas
sofridas pelo parasita. JA& o T. evansi apresenta um
KDNA aberrante que impede a transmissdo ciclica
através das moscas tseé-tsé, sendo independentes
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destas para sua propagacdo (CANELON; MELENDEZ,
2003).

Devido a perda desse material genético a
transmissdo mecanica sem desenvolvimento no vetor foi
possivel (DESQUESNES et al., 2013a; HERRERA et al.,
2004a) e como resultado a esta adaptacdo o T. evansi
tornou-se 0 tripanossoma com maior variedade de
mamiferos hospedeiros e maior distribuicdo (HERRERA
et al., 2004a; TAMARIT et al., 2011) das areas tropicais
e subtropicais do mundo (HABILA et al., 2012).

Ainda sobre isso, estudos taxondmicos e
epidemioldgicos no século XX indicaram sua distribuicdo
mundial: Norte da Africa, Oriente Médio, Asia (BERLIN;
LOEB; BANETH, 2009; RJEIBI et al., 2015) paises
europeus mediterraneos, América Central e do Sul
(CANELON; MELENDEZ, 2003) (Figura 1). Porém,
estudos indicam que sua distribuicdo geogréafica ainda
esta em evolucdo. Apesar de sua distribuicdo relacionar-
se ao movimento dos animais infectados, a circulacdo do
parasita € livre, particularmente, entre 0s animais
saudaveis (DESQUESNES et al., 2013a).
Figura 1 — Distribuicdo geogréafica do T. evansi

\d

Fonte: DESQUESNES et al., 2013a
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O T. evansi se espalhou além do circulo tsé-tsé
(DESQUESNES et al., 2013a) da Africa para a América,
Asia (DAVILA; SILVA, 2000; GUTIERREZ et al., 2010) e
Oriente Médio por meio da exportacdo de animais
hospedeiros. Até mesmo Australia e Europa, ainda que a
erradicacao precoce tenha sido possivel (DESQUESNES
et al., 2013a).

No século XX, o T. evansi foi diagnosticado em
alguns paises europeus banhados pelo Mar
Mediterraneo. Entre 1905 e 1926 varios surtos de
tripanossomiases em equideos foram registrados,
provavelmente resultantes do mercado de cavalos da
Africa para a Espanha. Medidas de controle rigorosa e
adequada erradicaram o T. evansi da Espanha por volta
dos anos cinquenta (CANELON; MELENDEZ, 2003).

Uma vez estabelecida em nivel enzootico, T.
evansi ndo pode ser mais erradicado devido a existéncia
de reservatérios selvagens e domésticos, sua
capacidade de transmissdo através de vetores
inespecificos presentes no mundo todo e sua
capacidade de se disseminar silenciosamente por meio
de portadores saudaveis (MATTHEWS, 2015).

Ademais, cavalos, bovinos e ovinos, trazidos da
Peninsula Ibérica no século XVI pelos espanhbis e
portugueses disseminaram na América do Sul o T.
evansi. Sua dissipacdo no continente parece estar
relacionada ao contato dos animais infectados com
populacdes suscetiveis (WELLS, 1984). No Brasil foi
diagnosticado em cavalos pela primeira vez em 1839 na
llha do Marajo, Para (CANELON; MELENDEZ, 2003) e
no Pantanal em 1850 (DAVILA; SILVA, 2000) antes de
se dispersar para Bolivia, Venezuela, Guiana e Colémbia
(DESQUESNES et al., 2013a).

Surtos tem ocorrido no Pantanal mato-grossense
desde o inicio do século 19 (HERRERA et al., 2004a) e é
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considerado enzodtico desta regido (MEHLITZ;
GREINER; FRANKE, 1994; ZANETTE et al.,, 2008).
Devido a grande populacdo de equinos assume
iImportancia econémica (RODRIGUES et al., 2005).

1.2.2 Morfologia

Os T. evansi apresentam comprimento médio de
24um, variando de 15-34um (TAYLOR; COOP; WALL,
2014). Nao h& evidencias de que a forma e tamanho
estejam relacionados com as caracteristicas genéticas,
condicbes de crescimento dos parasitas ou resposta
imune dos hospedeiros. Ao serem observados esfregaco
sanguineos colorados com Giemsa, T. evansi pode
apresentar trés formas: delgada (flagelo longo e livre,
extremidade posterior fina e com cinetoplasto
subterminal), intermediarias (flagelo mais curto e livre,
extremidade posterior com cinetoplasto quase terminal) e
alguns relatos de formas atarracadas também foram
descritos (DESQUESNES et al., 2013a) (Figura 2).

Em recente estudo na Espanha, 258
tripanossomas foram observados e medidos usando
microscopio Optico (x1000) conectado a um software.
Onze parametros morfoldgicas foram analisadas como,
por exemplo, comprimento total do flagelo, posicdo do
cinetoplasto e ndcleo, largura do parasita e nucleo. As
diferencas observadas referem-se a membrana
ondulante (2-5 dobras), citoplasma (ausentes, poucos ou
numeroso  granulos), cinetoplasto (terminal ou
subterminal) e diferencas nas  extremidades
(arredondadas, afiladas ou pontiagudas) (TAMARIT et
al., 2011).

O T. evansi evoluiu como um parasita sanguineo
monogenético (STEVENS et al.,, 2001) permanecendo
sempre na forma tripomastigota (verdadeiro estagio



35

“Tripanossoma”) com formas alongadas, cinetoplasto
pés-nuclear e flagelo emergindo paralelo ao corpo e
correndo ao longo da sua membrana ondulante (SILVA
et al., 2002) (Figura 3)

Figura 2 - Formas tripomastigotas observadas no sangue
de cavalos (A) e camelos (B-1, B-2, C e D). Na coluna
superior aparecem as formas tripomastigotas
intermediarias (A e B-2); no meio as formas atarracadas
(B-1 e D) e na coluna inferior as formas delgadas (C).
Uma estrutura semelhante a vacuolo (VC) é observado
nos tripanossomas de cavalos

-

FONTE: TAMARIT et al., 2011
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Figura 3 - T. evansi em esfrega¢co sanguineo corado com
Giemsa. Parasita com as caracteristicas mais marcantes
do género Trypanozon: cinetoplasto subterminal,
extremidade posterior acentuada, nudcleo central,
membrana ondulante grande e flagelo livre.
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FONTE: TRUC et al., 2013
1.2.3 Ciclo de vida

Membros do género Trypanosoma sdo parasitas
digenéticos, ou seja, seu ciclo de vida envolve dois
hospedeiros sendo um deles um hospedeiro
intermediario ou vetor e o hospedeiros vertebrado
(SILVA et al., 2002).

O T. evansi é transmitido mecanicamente por
insetos hematdéfagos das familias Tabanidae e
Stomoxidae, por morcegos hematofagos (Desmodus
rotundus) (HABILA et al., 2012; RODRIGUES et al.,
2005; WELLS, 1984) ou através ingestdo de carne
infectada (HERRERA et al., 2004a; RJEIBI et al., 2015).
Além dos vetores jA mencionados, o carrapato-estrela
(Amblyomma cajennense) atua como vetor por parasitar
tanto equinos quanto capivaras no Pantanal (Brasil)
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(ZANETTE et al., 2008). Difere de outros tripanossomas
africanos pela capacidade de invadir os tecidos (como o
sistema nervoso) de seus hospedeiros (DESQUESNES
et al., 2013a).

A transmissdo mecanica deve ser rapida, pois a
sobrevivéncia dos parasitas nas pecas bucais do inseto
geralmente € mensurada em minutos (SILVA et al.,
2002). Em estudo realizado, o0s tripanossomas
permanecem com motilidade e viaveis dentro da
probdscide de 5 a 7 minutos apdés a alimentacdo do
vetor. Para uma transmissao eficiente a alimentacao do
vetor deve ser interrompida e o inseto deve procurar
outro animal para continuar sua alimentacdo (SUMBA;
MIHOK; OYIEKE, 1998).

Segundo um modelo matematico proposto, a
transmissao dentro de um grupo de animais apresenta-
se eficiente quando a prevaléncia de animais infectados
varia de 10 a 15%. Esse mesmo modelo sugere que os
novos surtos acontecem em periodos de 3 a 5 anos
(DESQUESNES et al., 2009).

Na corrente sanguinea, 0s tripanossomas se
multiplicam dividindo o corpo basal, flagelo, cinetoplasto,
nacleo e citoplasma sucessivamente (SILVA et al., 2002)
(Figura 4) parasitando fluidos intra e extracelulares
(HABILA et al., 2012; HERRERA et al., 2004a).

Figura 4 - Multiplicagdo do tripanossoma na corrente
sanguinea

Fonte: SILVA et al., 2002
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Sendo assim, o T. evansi tem a capacidade de
infectar uma vasta gama de animais selvagens e
domeésticos (GUTIERREZ et al., 2010; HERRERA et al.,
2004a). Africa e Oriente Médio apresentam os principais
relatos em camelos (KURUP; TEWARI, 2012; RIJEIBI et
al., 2015) espécie que, provavelmente, era hospedeira
final do T. brucei. Além dos camelos, é altamente
patogénico em equideos (cavalos, jumentos, burras e
mulas), bovinos, suinos, ovinos e caprinos.
Ocasionalmente podem ser encontrados em gatos
domeésticos que vivem proximos a abatedouros e
adquirem a infecdo ao se alimentar de carne crua de
animais infectados (DESQUESNES et al., 2013a)

Por sua vez, na Asia os cavalos, bovinos, bufalos
e cdes sdo afetados (KURUP; TEWARI, 2012). Os
bovinos sdo mais suscetiveis a infeccdo do que os
animais da Africa e América Latina, com fortes sinais
clinicos e alta parasitemia observados nesses casos.
Recentemente, elefantes (india e Tailandia), rinocerontes
(Malésia) e ursos pretos também apresentaram infeccao
por T. evansi (DESQUESNES et al., 2013a).

Por outro lado, a infecdo na Australia e Europa
pode afetar os cervos, porcos selvagens e roedores que
se estabelecem como reservatérios silvestres para o
resto do mundo (DESQUESNES et al., 2013a).

Ja na América do Sul, os animais mais afetados
sdo 0s caes, quatis, capivaras, marsupiais (KURUP;
TEWARI, 2012; RODRIGUES et al., 2005; ZANETTE et
al., 2008), tatus, bovinos e bufalos. Segundo relatos de
pecuaristas do Pantanal (Brasil), a tripanossomiase em
equinos é precedida por surtos da infeccdo em capivaras
(RODRIGUES et al, 2005). Devido ao seu
comportamento agressivo, a infeccdo por via oral
mantém o parasita no grupo social em virtude das
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constantes lutas, tornando as capivaras importantes
reservatorios do T. evansi (HERRERA et al., 2004a).

Por tudo isso apresentado até aqui, observa-se
que é extremamente dificil estabelecer uma lista com
todos os potenciais hospedeiros de T. evansi, pois todos
os mamiferos parecem ser suscetiveis a infeccéo
(DESQUESNES et al., 2013a).

1.2.4 Sinais Clinicos

O primeiro sinal de infeccéo, para qualquer cepa,
€ o0 inchaco da pele provocado pela multiplicagcdo dos
parasitas. Em seguida, surge a febre, que esta
diretamente relacionada a parasitemia. Periodos
recorrentes de febre e parasitemia ocorrem durante o
desenvolvimento da doenga. Estes sintomas podem
durar de um dia a uma semana e sdo separados por
varios dias ou até um més (HABILA et al., 2012).

A superficie inteira do parasita € coberta pelas
glicoproteinas de superficie variante (VSGs). Como seu
genoma contém centenas de genes VSGs e apenas um
é expresso por vez, (PAYS; VANHAMME; PEREZ-
MORGA, 2004) isso confere uma habilidade ao T. evansi
de mudar, periodicamente, suas VSGs (HABILA et al.,
2012; HERRERA et al., 2004a). Essa alternativa torna
possivel sua evasdo das defesas do sistema imune do
hospedeiro (PAYS; VANHAMME; PEREZ-MORGA,
2004; VAN XONG et al., 1998) que produz os picos de
parasitemia (HABILA et al.,, 2012; HERRERA et al.,
2004a).

Além disso, sdo observadas rapida perda de peso,
febre intermitente, edemas pélvicos, cegueira (COLPO et
al., 2005; RODRIGUES et al, 2005) alteracoes
hemostasticas (COLPO et al., 2005) e fraqueza
progressiva dos animais afetados. A morte dos animais
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pode ocorrer dentro de semanas Ou poucoS Mmeses,
porém, existem relatos da infec¢bes crbnicas, com
evolucado de muitos meses (RODRIGUES et al., 2005).
J& em relagdo a disseminacdo do parasita para o
sistema nervoso central (SNC), esta pode ocorrer no
final da doenca (BRUN; HECKER; LUN, 1998) e causa
0S principais sintomas que faz com que a doenca
progrida de um quadro crbnico para agudo e fatal
(HABILA et al., 2012) (Figura 5).
Figura 5 - Cavalos infectados apresentando os principais
sinais clinicos. Evolucao crénica (A), aguda (B) de surra
em cavalos, perda de peso (C) e edema no testiculo (D)

FONTE: DESQUESNES et al., 2013a

Tardiamente, durante a infeccdo, pode-se
observar edemas principalmente nas partes inferiores do
corpo (Figura 5). Erupcfes cutaneas nas orelhas e face
lateral do corpo (HABILA et al., 2012) e abortos, no final
da gravidez, também ja& foram relatados (BRUN;
HECKER; LUN, 1998).
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Um dos principais sintomas observados €é a

anemia de natureza hemolitica (HABILA et al., 2012)
resultante da eritrofagocitose no baco, figado, pulmdes,
nédulos linfaticos, medula éssea e na circulacao
sanguinea. Estagios cronicos sédo caracterizados pelas
membranas mucosas palidas, noédulos linfaticos
superficiais intumescidos, incoordenacdo motora e
paralisia dos membros posteriores (ZANETTE et al.,
2008) (Figura 6).
Figura 6 - Sinais neurolégicos e incoordenacao. O andar
ataxico pode ser percebido pelos membros toracicos
afastados e pelo cruzamento dos membros pélvicos (A);
Sinais neuroldgicos encefalicos que provocaram colapso
do corpo sobre os membros toracicos (B).
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FONTE: RODRIGUES et al., 2005

Da mesma forma, pode-se definir que a surra é
uma doenca basicamente de camelideos e equinos.
Nessas espécies o0s sinais clinicos sdo bem descritos,
porém existem diferencas observadas em outras das
espécies, como sera apresentado a seguir:

o Camelideos e equinos: nos camelos, comumente
causa febre alta, anemia, fraqueza e apds alguns meses
pode levar a morte. Proprietarios relatam um odor
especifico na urina dos camelos, tornando possivel a
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identificacdo da doenca. (DESQUESNES et al., 2013a).
Ja em cavalos, histéricos de perda de peso crénico
(apesar de apetite normal), episodios de febre, letargia e
fraqueza sao relatados (BERLIN; LOEB; BANETH, 2009;
RODRIGUES et al.,, 2009). Em um surto ocorrido em
Cruz Alta (RS) em 2007, os equinos afetados
apresentaram marcha oscilante acompanhada de
incoordenacdo dos membros posteriores (ZANETTE et
al., 2008). Além disso, foram observados outros sinais
clinicos em Alegrete e Sdo Sapé (RS) em surtos
ocorridos em 2002-2003, sendo eles desnutricao,
mesmo com alimentagcdo intensiva, instabilidade dos
membros pélvicos, atrofia muscular da coxa e garupa,
dificuldade para se levantar, mucosas palidas, edemas
subcutédneos e aborto. (RODRIGUES et al., 2005).
Também podem ser observados os sinais nervosos
classicos (tropecar nas patas dianteiras e arrastar as
patas traseiras), que servem para nomear a doenca de
“‘mal das cadeiras”. Se nao forem tratados os animais
podem morrer dentro de 2 a 8 semanas de forma
inesperada, ou apos sinais de delirio e lutando por horas,
podem acabar morrendo de exaustdo (DESQUESNES et
al., 2013a).

o Bovinos e bdfalos: nesses animais o T. evansi
manifesta-se de maneira leve, crdnica ou assintomética
(DESQUESNES et al., 2013a). A maioria dos animais
ndo apresentam sinais clinicos aparentes e podem
sobreviver por cerca de trés anos. Alguns individuos,
porém, desenvolvem a forma aguda em estacOes de alta
transmissdo (LUN et al., 1993) Na india a situagéo é
diferente, os efeitos patogénicos no gado de corte
apresenta taxas de mortalidade superiores a 90%, o
gado leiteiro tem uma diminuicdo na producédo de leite
guando um surto ocorre pela primeira vez
(DESQUESNES et al., 2013a).
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o Ovinos e caprinos: nos ovinos a infeccédo por T.
evansi manifesta-se, normalmente, de maneira leve ou
assintomatica, contudo, modificagbes subitas no
comportamento (exaustdo ou agressividade) podem ser
observadas. (DESQUESNES et al.,, 2013a). Caprinos
apresentam relatos conflitantes sobre sua
susceptibilidade, presumivelmente pela viruléncia da
cepa ou susceptibilidade das racas. Durante uma
infeccdo experimental realizada em cabras, 30% dos
animais infectados apresentaram dispneia e tosse, 20%
alargamento testicular e 10% diarreia. Além disso, todos
0S animais apresentaram fraqueza, palidez das
membranas, pelagem aspera porém o apetite ndo foi
afetado (DARGANTES; REID; COPEMAN, 2005).

o Suinos: a infeccdo manifesta-se de maneira leve
ou assintomética. Durante um estudo, a infeccéo
experimental em porcos ndo induziu os principais sinais
clinicos, corroborando outros estudos. A principal
implicac@o da infec¢do dos suinos por T. evansi deve-se
ao fato de atuarem como reservatorios da doenca para
outras espécies (HOLLAND et al., 2003). Na Tailandia
houve relatos de baixa fertilidade e em surtos graves
85% dos animais infectados recairam apos o tratamento.
As razbes para estes surtos graves ainda sao
desconhecidas (DESQUESNES et al., 2013a).

o Animais domésticos: os sinais clinicos observados
em cdes e gatos sao muito semelhantes (TARELLO,
2005). Instabilidade dos membros pélvicos, fraqueza,
atrofia muscular (RISSI et al., 2010), salivagao, cansaco,
secregao ocular, urina em jato (com espuma),
desidratacdo (COLPO et al, 2005), febre alta,
membranas mucosas palidas e emagrecimento
progressivo sao alguns sinais clinicos
observados(AQUINO et al., 1999). Os caes sao
altamente suscetiveis e demonstram sinais clinicos muito
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fortes, os quais podem levar a morte num periodo
compreendido entre uma semana e um més. Pode-se
dizer que cdes de caca ou cdes de rua (que vivem
proximos a abatedouros) provavelmente se infectam por
via oral, porém efeitos sazonais também ja foram
registrados (DESQUESNES et al., 2013a).

1.2.5 Surra ou Mal das cadeiras

A Tripanossomose causada por T. evansi
apresenta mais de 30 nomes. No Brasil, é chamada de
‘mal das cadeiras” ou “surra”, como ja mencionado
acima, definicdto que na Africa significa “podre”
(CANELON; MELENDEZ, 2003; DESQUESNES et al.,
2013a).

Grande parte dos casos registrados no pais séo
provenientes do pantanal mato-grossense, regido que
possui uma area de 139111 km? e esta localizado no
centro da América do sul. Sua fauna se constitui por
aproximadamente 658 espécies de aves, 80 espécies de
mamiferos, 50 espécies de répteis e 230 espécies de
peixes (DA SILVA et al., 1995). Com uma populacao
estimada de 400.000 bovinos, 5000 bufalos e 140.000
cavalos (HERRERA et al., 2004b) a contaminacao por T.
evansi ja teve um custo total estimado de
aproximadamente U$2.4 milhdes (DAVILA; SILVA, 2000)

Ademais, recentes estudos sugerem que a
prevaléncia de surra, durante os periodos de surtos,
varia de 73% a 83% em cavalos do Brasil,
(DESQUESNES et al., 2013a) com uma periodicidade
entre 3 e 5 anos (DESQUESNES et al., 2009). Em 2005
o primeiro surto foi registrado no sul do Brasil com a
morte de 100 cavalos (RODRIGUES et al., 2009)

No gado, sua prevaléncia é de 10% porém nao ha
relatos de efeitos patogénicos. A capivara (importante
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reservatorio) apresenta baixa susceptibilidade e néo
desenvolve a anemia (DESQUESNES et al., 2013a)
porém sua prevaléncia fica em torno de 14%. Céaes,
devido seu contato préximo com os cavalos apresenta
18,6% de prevaléncia do parasita e assume papel de
reservatério da doenca (ZANETTE et al., 2008) . Estudos
na Venezuela demonstraram que 25% a 70% dos
animais apresentavam anticorpos positivos para T.
evansi (DESQUESNES et al., 2013a).

Recentemente, o comité executivo OIE expandiu a
lista de notificacdes da doenca. Dessa forma, a surra é
agora listada como doenca multiespécie e devem ser
notificados ndo apenas 0Ss casos em equinos
(GUTIERREZ et al., 2010).

Também cumpre ressaltar que até 2005 o homem
era refratario ao T. evansi. No entanto, apés o primeiro
caso relatado em um fazendeiro na india, (OTTO et al.,
2010) a doenca assumiu carater zoonotico e tornou-se
problema de saude publica (ZANETTE et al., 2008). De
1974 a 2010 foram registrados 15 casos, sendo 9 deles
apos o ano de 2003 (TRUC et al., 2013)

Investigagbes apontaram a auséncia da
apoliproteina L-1 (APOL1), que € responsavel pela
atividade tripanolitica, no soro do fazendeiro infectado. A
APOL1 é absorvida por endocitose e causa a morte
celular através da formacdo de poros na membrana
lisossomal, produzindo um inchagco  osmotico
descontrolado e consequentemente a morte celular
(OTTO et al., 2010).

Assim, tornou-se consenso a importancia
econbmica de surra por causar alta mortalidade, baixa
producdo de carne e leite e reducdo do desempenho
reprodutivo. Modelos bioecondmicos tém sido utilizados
para estimar as perdas financeiras. Em uma fazendo
com 80 bufalos, 40 bovinos, 200 suinos, 150
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caprinos/ovinos e 15 cavalos, o0 contagio por surra
poderia causar uma perda anual de U$158.000.
Entretanto, esse valor se reverteria em lucro se um
tratamento eficiente fosse utilizado (DESQUESNES et
al., 2013b).

Sobre isso, os métodos atuais de controle incluem
o tratamento com drogas tripanocidas, utilizacdo de
animais de criagdo mais resistentes e o controle da
populacdo de vetores através de pulverizacdo de
inseticidas ou captura (DA SILVA et al., 2009).

Contudo, o uso prolongado dos medicamentos
disponiveis tem resultado em cepas resistentes, algo que
constitui uma grande ameaca para o controle da surra
(SUSWAM et al., 2001).

Devido ao controle pleno da tripanossomiase
animal ndo estar alcancado e nao prevenirem as
enormes perdas socioecondmicas (DA SILVA et al.,
2009) é oportuno aprofundar os estudos sobre o
metabolismo das purinas por este ser responsavel por
funcbes vitais nos mamiferos (DA SILVA, 2011). Além
disso, o metabolismo das purinas em tripanossomas
apresenta uma  vulnerabilidade  singular  pois
tripanossomas, assim como outros parasitas, nao
contam com a via De novo para sintese de purinas
(ROTTENBERG et al., 2005).

1.3 METABOLISMO DAS PURINAS

Trés componentes principais participam do
sistema de metabolismo das purinas: nucleotideos e
nucleosideos, seus receptores e as ectoenzimas que
regulam os niveis destas moléculas (DA SILVA, 2011).

Os nucleotideos e o0s nucleosideos produzem
efeitos por mecanismos intra e extracelulares e suas
funcBes sdo mediados por uma série de receptores que
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estdo presentes na superficie das células. (YEGUTKIN,
2008)

Sobre os nucleosideos, pode-se mencionar que
eles resultam da unido de uma purina com uma pentose.
Quando os nucleosideos séo fosforilados por quinases
especificas produzem os nucleotideos (ATKINSON et al.,
2006).

Sendo essenciais para todos 0s organismos Vvivos,
0s nucleosideos de purinas sdo imprescindiveis para a
constituicdo dos acidos nucleicos e coenzimas, atuam
como moduladores das reacBes enziméaticas
(GHERARDI; SARCIRON, 2007, HAMMOND;
GUTTERIDGE, 1984), além de estarem envolvidos na
reacdo de transferéncia de energia e acgucar (EL KOUNI,
2003; HAMMOND; GUTTERIDGE, 1984). De modo
geral, 0s nucleotideos extracelulares induzem
inflamacbes enquanto 0s nucleosideos regulam
negativamente tais respostas de ativacdo (ATKINSON et
al., 2006)

Os organismos apresentam duas rotas para
sintese de nucleosideos de purinas: a via De novo que
envolve a sintese de purinas (OGBUNUDE; IKEDIOBI,
1983) e a via de salvamento onde as células satisfazem
suas necessidades de purinas por meio de fontes
endodgenas e/ou exogenas pré-formadas (EL KOUNI,
2003).

A via de salvamento pode iniciar-se, por exemplo,
pela desaminacdo do AMP a sua forma hidrolitica, IMP,
através da acdo do AMP desaminase. A nucleotidase
converte o IMP a inosina através da eliminacdo do seu
grupo fosfato. Uma rota alternativa pode hidrolisar o
AMP, através da nucleotidase, a adenosina. A adenosina
deaminase (ADA) catalisa a desaminacdo de adenosina
gerando inosina ou, a adenosina pode sofre acdo de
uma fosforilase (PNP) formando adenina. Partindo do



48

AMP, estas rotas que convergem para a formacdo de
inosina sofrem acdo de uma fosforilase (PNP) gerando
hipoxantina (EL KOUNI, 2003; PEREZ-AGUILAR;
RONDON-MERCADO, 2015). Nos tripanossomatideos a
via de salvamento consiste de uma reacdo catalisada
pelas enzimas fosforibolsiltransferase (PRT) na qual as
diferentes purinas se relacionam com a 5-fosforibosil-1-
pirofosfato (PRPP) gerando suas purinas
correspondentes (MICHELS; HANNAERT; BRINGAUD,
2000) (Figura 7).

Figura 7 - Via de salvamento de purinas nos parasitas.
As linhas tracejadas indicam reacfes que estao
ausentes ou ndo pbéde ser estabelecida.
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FONTE: EL KOUNI, 2003

As purinas fosforibosiltransferase (PRT) sao
encontradas em varios parasitas e cada enzima possui
um substrato especifico, conforme observado na Tabela
1. Algumas espécies de parasitas apresentam
deficiéncia de fosforibolsiltransferase de adenina (APRT)
e a adenosina é desaminada pela adenosina deaminase
(ADA) a hipoxantina que, logo em seguida, é
anabolizada ao nivel dos nucleotideos por HGXPRT ou
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HGPRT. Tripanossomatideos que apresentam APRT
geralmente n&o possuem atividade de adenosina
deaminase (ADA) (EL KOUNI, 2003).

Tabela 1 - Substratos especificos das enzimas
fosforibolsiltransferase (PRT) em parasitas.
Enzima Substrato especifico
APRT Adenina
GPRT Guanina
XPRT Xantina
HGPRT Hipoxantina-guanina
HGXPRT Hipoxantina-guanina-
xantina

Fonte: producédo do préprio autor

Com excecdo dos protozoarios de vida livre
(GHERARDI; SARCIRON, 2007), a maioria dos
protozoarios parasitas ndo apresentam a via De novo e
satisfazem suas exigéncias de purinas por meio do
salvamento a partir de bases pré-formada e demonstram
completa dependéncia das purinas de seus hospedeiros
(OGBUNUDE; IKEDIOBI, 1983; PEREZ-AGUILAR;
RONDON-MERCADO, 2015). As evidencias que
tripanossomatideos nédo possuem a via De novo deve-se
ao fato de n&o incorporarem percursores marcados
radioativamente para o anel de purina e um fornecimento
de purinas pré-formadas ser indispensavel para o
crescimento de muitas espécies (HAMMOND;
GUTTERIDGE, 1984).

As purinas sao indispensaveis para o crescimento,
a multiplicacdo e a sobrevivéncia de parasitas
Kinetoplastida como o T. brucei (SANCHEZ et al., 2002)
tendo e atividade de transporte de purinas diferenciada
dependendo do ciclo de vida do parasita (DA SILVA et
al.,, 2011a). Parasitas também exigem grandes
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quantidades de nucleosideos de purina, em virtude de
sua elevada taxa de replicagdo (EL KOUNI, 2003).

Habitualmente eles incorporam e interconvertem
uma variedade de purinas (HAMMOND; GUTTERIDGE,
1984). Entretanto, algumas enzimas podem estar
ausentes ou 0s substratos podem ser diferentes em
relacdo aos seus homélogos (GHERARDI; SARCIRON,
2007).

O metabolismo de purinas nos
tripanossomatideos apresenta caracteristicas
interessantes e incomuns visto que existe uma variedade
de enzimas sem equivalentes nos mamiferos ou ainda,
com diferencas que impecam a acdo dos agentes
quimioterapicos conhecidos (HASSAN; COOMBS, 1986).

A separacdo filogenética entre hospedeiro e
parasita pode ser explorada a fim de se projetar
inibidores especificos ou substratos subversivos para as
enzimas dos parasitarias. Isto se torna possivel gracas a
distincdo entre as enzimas de salvamento. Dessa forma,
transportadores e enzimas envolvidas no salvamento de
purinas em parasitas representam excelentes alvos para
quimioterapia contra esses organismos. (EL KOUNI,
2003). Apesar dos numerosos estudos, o transporte de
purinas ainda exige uma caracterizacdo bioguimica mais
detalhada (DA SILVA et al.,, 2011a; SANCHEZ et al.,
2002).

1.3.1 Adenosina e Adenosina deaminase (ADA) Falar
sobre ada em cavalos e depois em t. evansi

Dentro das células, adenosina esta envolvida na
energia celular e metabolismo das purinas. Ja& no meio
extracelular, seu desempenho depende do receptor ao
qual se liga atuando como reguladora da homeostase
em todos os organismos vivos (HARRIS; PIERPOINT,
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2012). Estudos apontam que adenosina € o nucleosideo
de purina mais significativo para Trypanosoma
congolense (T. congolense) e T. brucei. (OGBUNUDE;
IKEDIOBI, 1983). Ainda que muitas informagdes estejam
disponiveis, alguns aspectos, como as enzimas
envolvidas nas interconvengdes de nucleosideos de
purina, ndo foram completamente estudados (HASSAN;
COOMBS, 1986)

E consenso geral que nos mamiferos a adenosina
age como um modulador do sistema nervoso central
(SNC) (DA SILVA et al.,, 2011b; HARRIS; PIERPOINT,
2012), regula o metabolismo celular (apoptose, necrose
e proliferacdo celular), além de desencadear uma série
de efeitos fisiol6gicos (DA SILVA et al., 2011b). Dentre
eles, estdo a vasodilatacdo, inibicdo da agregacao
plaguetaria, blogueio da conducdo atrioventricular
cardiaca, broncoconstricdo, tronborregulacao, liberacdo
de mediadores dos mastécitos e neuroprotecdo
(CAVALCANTE, 2010; DALLA ROSA et al., 2013). Na
presenca de uma forte inflamacéo, a adenosina pode
proteger o hospedeiro de uma lesdo tecidual atuando
como um regulador endégeno da imunidade inata (DA
SILVA et al., 2011b; DALLA ROSA et al., 2013; HARRIS;
PIERPOINT, 2012).

O hospedeiro tem a concentracdo extracelular de
adenosina regulada através de um sucinto grupo de
enzimas. Além disso, a velocidade de desaparecimento
da adenosina extracelular depende da atividade dos
transportadores de purinas do parasita (FRANCO et al.,
1997).

Os transportadores de purinas dos protozoarios
tem sido estudado extensivamente, particularmente em
T.brucei, T. evansi e T. cruzi. Tais estudos
demonstraram a existéncia de multiplos transportadores
através de ensaios funcionais em células inteiras (DE
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KONING; BRIDGES; BURCHMORE, 2005).

Dentro do hospedeiro a adenosina sera catalisada
a seu metabdlito inativo inosina (ARAN et al., 1991; DI
VIRGILIO, 2012) através da ADA, enzima atuante no
metabolismo das purinas (DA SILVA et al.,, 2011a,
2011b; DALLA ROSA et al., 2013)

A ADA esta localizada no citoplasma, onde
mantém atividade hidrolase, e nos mamiferos também
encontra-se na superficie de células (HARRIS;
PIERPOINT, 2012; PEREZ-AGUILAR; RONDON-
MERCADO, 2015) (Figura 8). Assim, € considerada uma
ectoenzima, pois mantém sua funcdo, ou seja, a
desaminacdo da adenosina extracelular quando esta se
apresenta em niveis elevados e toxicos para 0sS
linfécitos, mesmo apds sua unido a glicoproteina CD26
(PEREZ-AGUILAR; RONDON-MERCADO, 2015). Por
sua vez, a deficiéncia na atividade ADA conduz a
sindrome da imunodeficiéncia combinada severa (SCID)
(DALLA ROSA et al., 2013; FRANCO et al., 1997), o que
demonstra a importancia em controlar os niveis de
adenosina extracelular (DALLA ROSA et al., 2013).
Figura 8 — Representacdo esquematica das funcdes da
enzima ADA no citosol, na superficie celular e
extracelular.

Cetra-caludar
futh

FONTE: HARRIS; PIERPOINT, 2012
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Muitas proteinas s&do conhecidas por sofrer

alteracbes conformacionais quando interagem com
substratos, ligantes ou outras macromoléculas. ADA é
um exemplo, tendo a capacidade de adaptar seu sitio
ativo assumindo a forma aberta ou fechada (HARRIS;
PIERPOINT, 2012) (Figura 9).
Figura 9 — Formas aberta e fechada de ADA. A forma
aberta com auséncia de substrato (A) e fechada,
geralmente observada em complexos com substratos
analogos que possuem a estrutura de adenina (B). A a-
hélice é exibida em amarelo (ou cinza claro) e o loop é
mostrado em vermelho (ou cinza escuro)

FONTE: HARRIS; PIERPOINT, 2012

Abundantemente distribuida nos tecidos e fluidos
de animais vertebrados, ADA apresenta-se em duas
isoformas ADA1l e ADA2 (DA SILVA et al.,, 2011b;
DALLA ROSA et al., 2013; ZAVIALOV et al., 2010).
Estudos relatam ainda a existéncia de uma terceira
enzima, com alta similaridade as enzimas classicas, que
foi nomeada ADA-like (ADAL ou ADA3). Todavia, sua
genética, bioquimica e fisiologia ainda permanecem
desconhecidas (HARRIS; PIERPOINT, 2012; ZAVIALOV
et al., 2010). Em extratos de tecidos lesionados
encontra-se predominantemente ADA1l. Observada no
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soro, ADA2 é proveniente das células T estimuladas (DA
SILVA et al., 2011b).

A ADA tem sido foco de amplas investigacdes em
estudos mecanicistas em virtude de ser pequena,
monomerica, facilmente purificada e catalisar uma
reagdo moderadamente simples e eficiente (HARRIS;
PIERPOINT, 2012).

Estudos anteriores indicavam que todos o0s
tripanossomas africanos, com exceg¢éo do T. vivax, nao
apresentavam atividade ADA (OGBUNUDE; IKEDIOBI,
1983) contudo um recente estudo detectou ADA em T.
evansi e adaptou um ensaio para medir sua atividade
enzimatica (DA SILVA, 2011). As investigacdes para
avaliar a expressdo de ADA em tripanossomatideos e
uso de inibidores ainda estdo em fase inicial (PEREZ-
AGUILAR; RONDON-MERCADO, 2015). Os inibidores
conhecidos mostram-se insatisfatorios pela alto grau de
toxicidade, baixa estabilidade clinica e metabolismo
rapido (HARRIS; PIERPOINT, 2012).

Nos mamiferos, a ADA desempenha diferentes
papéis e sua deficiéncia provoca inumeros disturbios
(DALLA ROSA et al., 2013). Dessa forma, é relevante
investigar se esta enzima desempenha um papel vital
assim como nos mamiferos (DALLA ROSA et al., 2013;
PEREZ-AGUILAR; RONDON-MERCADO, 2015).

Por tudo apresentado até aqui, observamos a
importancia de estudos mais completos. Sua clonagem,
expressdo, purificacdo e sequenciamento possibilitam
procurar diferencas em relacdo aos vertebrados e
permite utilizar esta enzima como potencial alvo
quimioterapico (DA SILVA et al, 201la; PEREZ-
AGUILAR; RONDON-MERCADO, 2015).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS
Caracterizar o gene e a enzima Adenosina
Deaminase (ADA) em T. evansi e comparar com outros
organismos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Amplificar, clonar e sequenciar o gene ADA a
partir de amostras de DNA de T. evansi.
e Expressar a proteina recombinante ADA.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DA PESQUISA

O experimento foi realizado no Laboratorio de
Hemoparasitas e Vetores (LabHev) no Centro de
Ciéncias Agroveterinarias (CAV-UDESC-Lages-SC).

3.2 OBTENCAO DO Trypanosoma evansi

O isolado de T. evansi utilizado no experimento foi
cedido pelo Professor Luiz Claudio Miletti, do Laboratorio
de Hemoparasitas e Vetores (LabHev) no Centro de
Ciéncias Agroveterinarias (CAV-UDESC-Lages-SC).

Para obtencdo do numero de parasitas
necessarios para a realizacdo do experimento, foi
inoculado via intraperitoneal, um rato (Rattus norvegicus)
com 10° tripomastigotas visando a replicacdo do
parasita. O animal foi acompanhado diariamente através
de esfregaco periférico da cauda corado com Pandtico
Rapido®. A lamina foi analisada em microscopio Optico
no aumento de 1000 vezes para determinar 0 nimero de
parasitas e assim que a parasitemia alcancou 100
parasitas por campo (aproximadamente 10° parasitas/ml)
o animal foi anestesiado em camara com éter e foi
realizado deslocamento  cranio-cervical para a
insensibilizacdo do mesmo. Em seguida foi procedida a
abertura do torax e colhidos por puncéo cardiaca 10 ml
de sangue utlizando-se uma seringa descartavel
contendo EDTA.

3.2.1 Centrifugacédo em gradiente de Percoll®
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O sangue coletado do animal infectado foi
alicotado em volumes de 1ml e misturado na proporcao
1:1 ao gradiente de Percoll®, tamponado com HEPES
(8,5% de sacarose, 2,5% de D-glicose e pH 7,4) e
centrifugado a 16870xg por 25 minutos para que
ocorresse o fracionamento dos parasitos e da camada
de células brancas (fase superior) das hemacias (fase
inferior). O sobrenadante contendo os parasitas e células
brancas foi transferido para um novo minitubo e foram
realizadas duas lavagens com PBS-glicose (0,78g/L
NaH2P04.1H20, 13,48g/L NaH2PO4, 4,25¢g/L NaCl, 15g/L
D-glicose, pH 8,0) na proporcdo de 1:3 e centrifugando
as amostras por 15 minutos a 6000xg. Finalizada as
lavagens, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
eluido em 2ml de PBS-glicose para a realizacdo da
cromatografia de troca ibnica em DEAE-Celulose.

3.2.2 Cromatografia de troca ibnica em DEAE-
Celulose

Para a preparacédo da resina, 1 volume de DEAE-
Celulose (Sigma Aldrich®) foi hidratado em 5 volumes de
agua ultrapura durante 45 minutos. Finalizado o tempo, a
agua (fase superior) foi descartada e 5ml de resina
hidratada foram colocados em uma coluna plastica Poly-
Prep Chromatography Column (Biorad®).

A resina entéo foi equilibrada com 10ml de NaOH
0,1M contendo NaCl 0,5M. Em seguida com 10ml de
NaCl 0,5M. Apos com 10ml de HCI 0,1M contendo NaCl
0,5M e com agua ultrapura até que o eluido atingisse o
pH 5,0. Em seguida, foram passados pela coluna 10ml
de NaCl 1M e, por tltimo, 10ml de PBS-glicose.

A amostra obtida a partir da centrifugagdo em
gradiente de Percoll® foi colocada na coluna, e em
seguida foi aplicado PBS-glicose 60% na coluna até a
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passagem de todos os parasitas. Para avaliar a
viabilidade dos parasitos, a cada 2 ml de volume eluidos
da coluna era realizada pesquisa direta em lamina e
laminula e visualizagdo em microscépio Optico no
aumento de 400 X.

Finalizada a purificagcdo dos parasitas, o volume
total obtido foi centrifugado durante 15 minutos a 6000 x
g, verificando-se a formacdo de um pellet de T. evansi
que foi estocado a -20°C para posterior extracdo de DNA
gendmico.

3.2.3 Extragdo do DNA

O pellet de T. evansi foi ressuspenso em 500 pl de
tampéao de lise (Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 25 mM, SDS
1%) contendo 0,1 pg/ul de proteinase K e mantidos a
42°C por 12 horas para a realizacao da lise celular.

Subsequentemente, uma lavagem com fenol, uma
lavagem com fenol:cloroférmio (proporcdo 1:1) e uma
lavagem com cloroférmio foram realizadas.

O DNA foi precipitado com isopropanol e etanol,
sendo entdo eluido em &gua ultrapura e tratado com
RNAse. O DNA de T. evansi foi quantificado através do
NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer

3.3 AMPLIFICACAO DA REGIAO CODIFICADORA DO
GENE DA ENZIMA ADA

3.3.1 Reacéo em cadeia da polimerase (PCR)

A regido codificadora do gene da enzima ADA foi
amplificada através da PCR. Oligonucleotideos
especificos (Primers) (Tabela 2), com sitios de clivagem
para as enzimas Ndel (New England®) e Xhol (New
England®), foram desenhados com base na sequéncia
putativa do banco de dados (http://tritrypdb.org) do gene


http://tritrypdb.org/
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TevSTIB805.10.11400, localizado no cromossomo 10,
bases 2.606.179 a 2.608.035.

Tabela 2 - Primers utilizados para a amplificacdo da
regido codificante do gene da enzima ADA do DNA
gendmico de Trypanosoma evansi. Os sitios para as

Nome Sequéncia
ADA 5TGCGGACATATGATGCATGTG
Primer fordward GATGTGCCTC3
ADA 5TAAATTCTCGAGTCATGCAAC
Primer reverse GCGTTGCTCCC3

enzimas de restricdo Ndel (New England®) e Xhol (New

England®) estdo destacados.
Fonte: producédo do préprio autor

Foram utilizadas na reacdo 2uL de cada primer
(10uM), 2ul de DNA gendmico (100ng/ul), 1ul de dNTP’s
(5mM), 0,5ul de Tag DNA Polimerase® (Invitrogen®), 5ul
tampéo 10X e agua ultrapura qsp para completar 50ul da
reacdo. As condicbes para a PCR foram: desnaturacao
inicial a 95°C por 5 minutos; 30 ciclos com 3 etapas:
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a
68.3°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 2 min;
além de uma extensao final a 72°C por 10 min.

3.3.2 Andlise dos produtos de PCR

Os produtos amplificados pelas reagdes da PCR
foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose
padrdo 1,5% preparado com Tris Acetato de EDTA (Tris-
acetato 40mM, EDTA 1mM, pH 8.3) (TAE1X). Os 50ul do
produto da PCR foram aplicados no gel, juntamente com
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1ul de GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium®) (20x) e
5ul DNA Loading Dye, Orange (6X) sob tenséo de 110V,
400mA por aproximadamente 1 hora. Para comparacao
de suas mobilidades, marcadores de tamanho molecular
Ladder 100bp (Ludwig Biotec®) também foram aplicados
no gel no momento da corrida. O perfil eletroforético foi
registrado utilizando um sistema video-imagem (DNR
Bio-Imaging Systems).

3.3.3 Sequenciamento

As amostras sequenciadas foram encaminhado
para o Laboratério Ludwig Biotec que conta com o
sequenciador automatico ABI-Prism 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). O DNA-molde (100 ng)
foi marcado utilizando 4,5pmol do primer totalizando um
volume final de 6uL. A reacdo de marcacéo foi realizada
em termociclador com as etapas de desnaturacao a 96°C
por 3 minutos, 25 ciclos a 96°C por 10 segundos, 1 ciclo
a 55°C por 5 segundos, 1 ciclo a 60°C por 4 minutos.

O produto precipitado foi diluido em 10ul de
formamida, desnaturado por 5 minutos a 95°C e resfriado
em gelo por 5 minutos e foram eletroinjetados no
sequenciador automatico onde as sequéncias foram
analisadas pela ferramenta NucleotidBlast® (disponivel
em
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastn
&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_ LOC=blasthome)
utilizando os parametros de “Highly similar sequences”
(Megablast).

3.4 CLONAGEM DA REGIAO CODIFICADORA DO
GENE DA ENZIMA ADA


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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A reacao da PCR foi realizado de acordo com as
condigbes ja citadas. Para identificar o fragmento de
interesse, um gel de agarose low melting 1.5% foi
analisado em luz UV e, utilizando um estilete estéril, o
fragmento de interesse foi cortado e purificado através
do “Pure link quick gel extration kit” (Invitrogen®),
seguindo o protocolo do fabricante.

3.4.1 Reacao de ligacdo do vetor de clonagem pGEM-
T-Easy® (Promega®) a regido codificadora do gene
da enzima ADA

O DNA purificado foi ligado ao vetor de clonagem
pGEM-T-Easy® (Promega®) utilizando o célculo do
indice do vetor, indicado no protocolo do fabricante.

O gene foi ligado ao vetor de clonagem utilizando:
1pl do vetor pGEM-T-Easy® (50ng/ul), 1.28ul do DNA
purificado (24,1ng/ul), 5ul de Rapid Ligation Buffer (2x),
1ul de T4 DNA ligase (3U), agua ultrapura gsp para
completar 10ul. A reacgdo foi incubada por 12 horas a
4°C.

Para a transformacdo, 50ul de células
eletrocompetentes E.coli DH10B foram retiradas do -
80°C e mantidas no gelo por 10 minutos. O produto da
“‘ligacao no vetor” (10pl) foi adicionado a tais células e
mantidos no gelo por mais 10 minutos. Todo conteudo foi
depositado em cuvetas previamente geladas e aplicada
uma corrente elétrica de 1700V. ApoOs a eletroporagao
das células, agora recombinantes, acrescentou-se 500pl
de meio de cultura SOC (bacto-triptona 2%, bacto-
extrato de levedura 0,5%, NaCl 10mM, KCI 2,5mM, MgClI
10mM, glicose 20mM e agua). Os mesmos foram
incubados a 37°C sob agitagcdo de 120rpm por 1 hora.
ApoOs este periodo as amostras foram centrifugadas por
3 minutos a 5000rpm. Parte do sobrenadante foi
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descartado, deixando aproximadamente 200ul que foram
ressuspensos ao pellet e plaqueado em meio LB sélido
(Sigma Aldrich®) com adi¢do de 100ug/ml de ampicilina
sddica, 0.5mM de Isopropyl R-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG) (Sigma Aldrich®) e 20uM de 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-R-D-galactopyranoside (X-Gal) (Sigma Aldrich®).
As placas foram incubadas a 37°C por 12 horas. Todas
estas etapas foram realizadas em ambiente estéril.

Para avaliar as colonias transformadas que
continham o inserto, colonias brancas foram
selecionadas para realizar a PCR. Com o auxilio de uma
ponteira estéril as colénias foram transferidas para
minitubos contendo 40ul de agua ultrapura qgsp e
homogeneizados. Destes, 10ul foram transferidos e
homogeinezados a 500ul de meio SOC (armazenados a
37°C) e os 30ul restantes foram adicionados aos outros
componentes da PCR ja descritos e utilizou-se as
mesmas condicdes para amplificacdo. Os produtos
amplificados foram resolvidos por eletroforese em gel de
agarose padréo 1,5% preparado com TAE 1X.

Confirmada a transformacéo, as coldnias positivas
mantidas em meio SOC que continham o vetor mais o
gene da enzima ADA, foram utilizadas como indculo em
50ml de meio LB liquido (bacto-triptona 1%, bacto-
extrato de levedura 0,5%, NaCl 1% e agua) contendo
ampicilina sodica (100ug/mL), sob agitacdo de 200 rpm e
mantidas a 37°C. Apds 12 horas de crescimento, 0 meio
foi centrifugado por 8 minutos, 7500rpm e 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi submetido ao
“Pure Link Quik Plasmid Miniprep” (Invitrogen®) seguindo
as instrucbes do fabricante. Sua concentracdo foi
conferida através do NanoDrop 2000 UV-Vis
Spectrophotometer.
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35 CLONAGEM DO GENE EM VETOR DE
EXPRESSAO pET28a (NOVAGEN®) E pET30
(NOVAGEN®)

3.5.1 Digestdo da construcdo pGEM:ADA e do vetor
de expressdo pET28a (Novagen®)

A construcdo pGEM-T-Easy:ADA foi entdo
submetida a digestdo através de enzimas de restricao
Ndel (New England®) e Xhol (New England®). A reacéo
foi constituida de 30ul do pGEM-T-Easy:ADA (300ng),
1pl de cada enzima, 3pl de tampéo 10X CuttSmart (New
England®) e foi incubada a 37°C por 12 horas.

Em virtude de seu DNA circular, pET28a
(Novagen®) também foi digerido com as enzimas Ndel
(New England®) e Xhol (New England®) seguindo o
mesmo procedimento da digestdo pGEM-T-Easy:ADA.
Desta forma, ambos o0s produtos apresentam
extremidades coesivas, que permitem o anelamento da
regido codificadora da enzima ADA com o vetor de
expressao.

Para confirmar a digestdo, as amostras foram
resolvidas em eletroforese e o gel de agarose low
melthing 1,5% foi analisado em luz UV e, utilizando um
estilete estéril, os fragmentos de interesse (gene da
enzima ADA e pET28a) foram cortados, separadamente,
e purificado através do “Pure link quik gel extration kit”
(Invitrogen®).

3.5.2 Reacdo de ligacdo do vetor de expresséo
pET28a (Novagen®) a regido codificadora do gene da
enzima ADA
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Para a construcdo pET28a:ADA foi realizada uma
reacdo de ligacdo utilizando o calculo do indice do vetor,
indicado no protocolo do fabricante. Cada gene foi ligado
ao vetor de clonagem utilizando: 3,67pl do vetor pET28a
(13,7ng/pl), 1,37 pl do DNA purificado (12,6 ng/ul), 2ul de
10x Ligase Buffer, 1ul de T4 DNA ligase (3U), 1ul ATP e
agua ultrapura gsp para completar 20ul. A reacédo foi
incubada por 12 horas a 4°C.

A transformacdo em células eletrocompetentes
E.coli DH 10B seguiu o mesmo protocola descrito e
foram plaqueadas em meio LB sélido (Sigma Aldrich®)
com adicéo de 50ug/ml de Kanamicina (Sigma Aldrich®).

As colbnias contendo o pET28a-ADA foram
inoculadas em meio LB liquido (Sigma Aldrich®)
suplementado com 50ug/ml de Kanamicina (Sigma
Aldrich®) e entdo foi realizado a extragdo do DNA
plasmidial através do “Pure link quick plasmid miniprep
kit” (Invitrogen®) sequindo as instrucdes do fabricante.
Uma aliquota foi encaminhada para o sequenciamento.

3.5.3 Digestao da construcdo pET28a:ADA e do vetor
de expressdo pET30 (Novagen®)

A construgdo pET28a:ADA e o vetor de expressao
pET30 foram submetidas a digestdo através das
enzimas de restricdo Ncol (New England®) e Xhol (New
England®) seguindo as mesmas condi¢ées ja descritas.

As amostras foram resolvidas em eletroforese e o
gel de agarose low melting 1,5% para confirmar a
digestdo. Foram analisado em luz UV e, utilizando um
estilete estéril, os fragmentos de interesse (construcéo
pET28a:ADA e pET30) foram cortados, separadamente,
e purificados através do “Pure link quick gel extration kit”
(Invitrogen®).
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3.5.4 Reacéo de ligacado do vetor de expressao pET30
(Novagen®) a regido codificadora do gene da enzima
ADA

Para a construcdo pET30:ADA foi realizada uma
reacdo de ligacdo utilizando o calculo do indice do vetor,
indicado no protocolo do fabricante. Cada gene foi ligado
ao vetor de clonagem utilizando: 9.7ul do vetor pET30
(20.3 ng/ul), 1.35 pl do DNA purificado (25.3 ng/ul), 2ul
de 10x Ligase Buffer, 1ul de T4 DNA ligase (3U), 1pl
ATP e &gua ultrapura gsp para completar 20ul. A reacéo
foi incubada por 12 horas a 4°C.

Para a transformacao em células
eletrocompetentes E.coli DH 10B e extracdo do DNA
plasmidial através do “Pure link quick plasmid miniprep
kit” (Invitrogen®) foi seguido os mesmos protocolos ja
descritos.

3.6 EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

O vetor pET30-ADA foi transformado, conforme
procedimento jA descrito, em bactérias E.coli
eletrocompetentes da linhagem Roseta gammi
(Novagem®). Apds a transformagdo foi plaqueado em
meio LB Agar (Sigma Aldrich®), suplementado com
50ug/ml de Kanamicina (Sigma Aldrich®) mantido por 12
horas a 37°C. Uma colbnia foi repicada em 15 ml de
meio LB liquido (Sigma Aldrich®), suplementado com
50ug/ml de Kanamicina (Sigma Aldrich®) mantido sob
agitacdo de 200 rpm e 37°C até atingir a densidade
Optica (DO), em 600nm, o crescimento de 0,6. Ao atingir
a DO desejada, a expressdo foi induzida através da
adicdo de IPTG em concentracdo de 0,05mM. O cultivo
foi mantido por 24 horas a 18°C.
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As bactérias foram concentradas através de uma
centrifugacdo de 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso
em 200ul de Tampao A (Tris-HCI 50nM, NaCl 300mM,
pH 8.0). O método utilizado para romper as células foi a
sonicacdo. Foram realizados 4 ciclos de 30 segundos na
poténcia minima e com intervalos de 30 segundos em
banho de gelo. Uma nova centrifugagéo foi realizada na
por 15 minutos a 4°C e 11000 rpm. O sobrenadante,
fracdo soluvel, foi transferido para um novo minitubo. O
pellet foi entdo ressuspenso em 500 pl de Tampéo A e
transferido para um novo minitubo, sendo esta a fragéao
insolavel.

3.6.1 SDS-PAGE e Western Blot

Como forma de confirmar a expressao da proteina
recombinante, aliquotas de 20ul da fracdo soluvel e
insoltvel foram adicionadas a 20ul Tampédo de amostra
2X para SDS-PAGE. Os extratos proteicos foram
fervidas por 10 minutos a 95°C em banho seco
possibilitando a desnaturacdo das proteinas e foram
entdo separados através de SDS-PAGE formado por um
gel de concentracdo 4,5% e gel de separacdo 10%. A
corrida foi realizada por 5 horas com corrente constante
de 100V e 0,28mA.

ApoOs a corrida o gel SDS-PAGE, uma membrana
de nitrocelulose (Biorad®) e dois filtros (Paper Bridge,
Biorad®) (todos do mesmo tamanho) foram incubados
por 15 minutos no tampéao de transferéncia (5,82 g/L tris,
2,93 g/L glicina, 20% de metanol, 10% SDS, pH 9.0 -
9.4).

A transferéncia foi realizada no Trans-Blot SD®
(Biorad®). No transferidor foi colocado um dos filtros, a
membrana de nitrocelulose sobre ele, o gel SDS-PAGE e
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finalmente o segundo filtro. Tudo estava embebido em
tampéo de transferéncia e as bolhas foram expulsas com
auxilio de um tubo de ensaio. Para que a transferéncia
ocorresse, uma corrente constante de 10V e 0,28A foi
aplicada por 45 minutos.

ApGs a transferéncia, a membrana foi corado com
Ponceau S por aproximadamente 5 minutos com a
finalidade de verificar a qualidade da transferéncia,
sendo entdo descorado com agua ultrapura gsp.

3.6.1.1 Procedimento do Blot

A membrana foi incubada com solucdo de
bloqueio formada por BSA (2,5g) diluido em 50 ml
TBS1X (NaCl 8,76g/l, Tris 6.05g/l, Tween 20 0,05%, pH
7.4) por 90 minutos e sob agitacdo. Posteriormente
realizou-se 3 lavagens de 5 minutos cada com TBS1X.
Uma nova incubacdo com 1pl de anticorpo primario anti-
His Tag (1:80000) diluido em 50 ml de solucdo de
bloqueio por 90 minutos sob agitacdo foi realizada.
Novamente realizou-se 3 lavagens de 5 minutos cada
com TBS1X e a incubacdo com 2ul de anticorpo
secundario anti-mouse igG (1:30000) diluido em 15 mi
de solucdo de bloqueio foi realizada por 90 minutos e
sob agitacdo. Foram realizadas mais 3 lavagens com
TBS1X de 5 minutos cada e em seguida a membrana foi
coberta com a solucdo reveladora (Tris 100mM, NaCl
150mM, MgCl2 1mM, pH 9.5) acrescida de NBT/BCIP
Solution (Sigma Aldrich®) até o aparecimento das
bandas.
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3.7 SOLUBILIZACAO E PURIFICACAO DA PROTEINA
RECOMBINANTE

3.7.1. Expresséo

Uma coldnia da placa ja transformada, contendo
PET30:ADA, foi repicada em 250 ml de meio LB liquido
(Sigma Aldrich®), suplementado com 50ug/ml de
Kanamicina (Sigma Aldrich®) mantido sob agitacdo de
200 rpm e 37°C até atingir a densidade 6ptica (DO), em
600nm, o crescimento de 0,6 (~1hora). Ao atingir a DO
desejada, a expresséo foi induzida através da adicdo de
IPTG em concentracdo de 0,05mM. O cultivo foi mantido
por 24 horas a 18°C.

As bactérias foram concentradas através de uma
centrifugacdo de 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso
em 12.5 ml de Tampé&o A (Tris-HCI 50nM, NaCl 300mM,
pH 8.0). Para romper as células, a sonicacdo foi
realizada em 4 ciclos de 30 segundos na poténcia
minima e com intervalos de 30 segundos em banho de
gelo. Uma nova centrifugacdo foi realizada por 40
minutos a 4°C e 11000 rpm.

3.7.2 Refolding

O pellet foi ressuspenso em 5 ml de Tampéao A
(Tris-HCI 50nM, NaCl 300mM, pH 8.0) contendo Ureia
1M. A amostra foi sonicada em 4 ciclos de 50 segundos
(70% da poténcia) com intervalo em banho de gelo
seguido de centrifugacdo de 11.000 rpm por 40 minutos
a 4°C. Esta etapa consiste na lavagem dos corpos de
incluséo e foi repetida 3 vezes. Apds a ultima lavagem o
material recolhido foi ressuspenso em 2,5 ml de Tampéao
A. Os corpos de inclusao foram desnaturados através da
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adicdo, gota a gota, de Ureia 8M até a amostra tornar-se
transparente e homogénea (aproximadamente 10 ml). As
amostras da proteina desnaturada foram inicialmente
dialisadas a uma razdo de 1:10 contra o Tampéao A
contendo EDTA 0,1mM a 4°C por 4 horas. O segunda
passo da didlise foi realizado a uma razdo de 1:100
contra 0 mesmo tampdo a 4°C durante 16 horas. A
amostra da proteina solubilizada foi recuperada por
centrifugacéo de 11.000 rpm por 40 minutos a 4°C.

3.7.3 Purificacéao

Para purificacdo foi utilizada a técnica de
cromatografia de afinidade por troca idnica. A resina de
Ni-NTA Superflow (Quiagen®) foi previamente equilibrada
com 15 ml de Tampéao A (Tris-HCI 50nM, NaCl 300mM,
pH 8.0). Ap6s a passagem de toda a proteina
solubilizada a resina foi entdo lavada com 10 ml de
Tampao A e 10 ml de Tampéo B (Tris-HCI 50mM; NaCl
300mM; pH 8,0; Imidazol 30mM). Em seguida a proteina
foi eluida em 2 ml de Tampéo C (Tris-HCI 50mM; NacCl
300mM; pH 8,0, Imidazol 300mM).

Para confirmar a eficiéncia da purificacdo SDS-
PAGE e Western Blot foram realizados conforme
protocola ja descrito.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AMPLIFICACAO, SEQUENCIAMENTO E
CLONAGEM DOS FRAGMENTOS DE INTERESSE

Para padronizacdo da PCR, um gradiente da
temperatura de hibridizacdo dos primers foi testado com
temperaturas variando de 63°C a 69°C. A temperatura de
68,3°C foi que demonstrou melhor amplificagdo. Como
esperado a regido codificante do gene ADA apresentou
um fragmento de aproximadamente 1857bp (Figura 10),
correspondente ao tamanho do gene indicado no bando
de dados (http://tritrypdb.org).

Figura 10 - Produto de PCR resolvido por eletroforese
em gel de agarose padréo 1,5%. Marcador de tamanho
molecular (Ladder 100bp - Ludwig Biotec) (A).
Amplificagcéo por PCR do gene ADA (B).

2080
1500

1857
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FONTE: producéo do préprio autor.

O fragmento amplificado através da PCR foi

sequenciado e analisado através da ferramenta BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) onde observamos
a identidade entre os nucleotideos no pareamento
(representado por barras verticais) e regides onde nao
h& sequencias para comparacdo ou gaps (preenchidos
por um traco). A numeracdo ao lado das sequéncias
representa a localizaggdo onde se  iniciou,
significativamente, a similaridade (AMARAL; REIS;
SILVA, 2007). A sequéncia obtida apresentou uma
identidade de 95% (648/679) e 17 gaps confirmando que
o fragmento de interesse amplificado corresponde a
sequéncia codificante do gene ADA (Figura 11).
Figura 11 - Resultado da busca utlizando BLAST
comparando a sequéncia de interesse (query), contra um
banco de dados (subject). A sequéncia de interesse é o
gene ADA amplificado por PCR
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Dentre as enzimas de restricao duas (Ndel e Xhol)
foram escolhidas para compor os primers forward e
reverse Vvisto que tais enzimas nao constam ha
sequéncia do gene de interesse analisados através da
ferramenta NEBcutter
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php). A presenca
da enzima de restricdo no restante da sequéncia do
gene poderia causar a clivagem em regides indesejadas
gquando as enzimas de restricdo fossem utilizadas
durante a digestéo.

A ligacdo do produto amplificado ao vetor de
clonagem pGEM-T Easy® (Promega) foi bem sucedida
tanto na proporcdo 1:1 ou 1:3 conforme sugerido no
protocolo do fabricante.

Para a transformacdo foram realizadas duas
tentativas em bactérias calcio competentes E.coli DH10B
por choque térmico. Como demonstraram-se ineficientes,
optou-se por realizar a transformacdo através de
bactérias E.coli DH10B eletrocompetentes tendo um
resultado satisfatorio.

As colbnias foram, primeiramente, triadas através
de sua coloracao visto que quando a clonagem é bem
sucedida o vetor de clonagem tem a sequéncia de
codificagdo da [-galactosidade interrompido e as
colénias apresentam coloracdo branca (PROMEGA,
2010).

Como forma de confirmar a eficiéncia da
transformacdo uma segunda triagem através da PCR de
colbnia foi realizada e das 24 col6nias brancas testadas
quatro foram positivas.

Os quatro clones foram entdo submetidos a
extragcdo de DNA plasmidial utilizando o kit “Pure Link
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Quick Plasmidi Miniprep” (Invitrogen®) e encaminhados
ao sequenciamento (dados ndo mostrados).

4.2 CLONAGEM NO VETOR DE EXPRESSAO

Genes clonados rotineiramente costumam ser
expressos em bactérias que produzem grandes
quantidades da proteina recombinante em um curto
espaco de tempo e com baixo custo (CLARK, 1998).

Apds a confirmacdo da eficiéncia da clonagem
através do sequenciamento, as construcdes pGEM:ADA
foram submetidas a digestdo. Foram escolhidas as
enzimas Ndel e Xhol no sitio de clonagem mudltiplo
existente no vetor de expressdao pET28a pois tais
enzimas deixam as extremidades coesivas, permitindo a
posterior ligacdo do inserto com o vetor de expresséao. A
clonagem com duas enzimas de restricdo diminui a
viabilidade para a auto-ligagdo do vetor de expressao ou
ligacdo do inserto em sentido contrario. Este método
aumenta a eficiéncia da clonagem se comparado com a
utilizacdo de uma unica enzima (ALBERTS, 2004).

As quatro amostras foram submetidas a PCR e
houve liberacdo de fragmentos de aproximadamente
1857bp e 3015bp, condizentes com os tamanhos do
gene da enzima ADA e do vetor de clonagem pGEM-T
Easy® (Promega) (dados ndo mostrados).

ApoOs a construcdo pET28a:ADA vérias tentativas
de expressdo e purificagcdo foram realizadas sem
sucesso. Esse resultado poderia indicar que a proteina
recombinante estava escondendo a cauda de histidina
durante seu redobramento impossibilitando sua
purificacdo. Como estratégia para resolver este problema
foi realizada a digestdo do pET28a:ADA com as enzimas
Ncol e Xhol mantendo a cauda de histidina do vetor de
expressao pET28a (Novagen®). O vetor de expressao
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pET30 (Novagen®) também foi digerido através das
enzimas de restricdo Ncol e Xhol com a finalidade de
adicionar uma segunda cauda de histidina (Figura 12)
que ficaria exposta durante o redobramento da proteina
possibilitando assim sua purificacéo.

Figura 12 — Mapa do vetor de expressao pET30
(Novagen®). A regidao destacada demonstra a regiao
retirada quando o pET30 foi digerido com as enzimas
Ncol e Xhol mantendo uma das His*Tag

FONTE: NOVAGEN, 1998
4.3 EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Antes de realizar a expressdo da proteina
recombinante uma andlise através da ferramenta Rare
Codon Calculator (RaCC)
(http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC) da regiao
codificante da enzima ADA foi realizada. Foram
observados 20 cédons raros de arginina e através desta
analise escolhemos a linhagem E.coli Roseta gammi
(Novagem®) pois tais células apresentam tRNA para
arginina possibilitando sua expressao.

Véarias condicdes para a expressao da enzima
ADA foram testadas através de diferentes temperaturas
(18°C, 25°C e 37°C), tempos (3,6,9,12 e 24 horas) e
concentracdes de IPTG (variando de 0.05mM a 1mM). A
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diminuicdo da temperatura é uma variavel que atua
diretamente na solubilidade da proteina e correta
formacéo de sua estrutura terciaria pois diminui os niveis
de expresséo (COSTA, 2007).

Para identificar a expressdo da proteina

recombinante ADA, um gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) possibilitou a separacdo das proteinas através de
seu tamanho ao passarem pela eletroforese (JIN;
KENNEDY, 2015). Como marcador de massa molecular
foi utilizada a proteina purificada BGLA (51 kDa) além do
vetor de expressdo pET30 (Novagen®). A temperatura
de 18°C por 24 horas e inducdo com IPTG 0.05mM foi a
gue demonstrou-se mais eficiente. A reacdo demonstrou
uma banda intensa, indicando massa molecular, com
aproximadamente de 68 kDa (Figura 13).
Figura 13 — Anadlise da expressao atraves de SDS-PAGE
10%. Seta indica a expressao da proteina ADA na fracao
insoluvel. BGLA (A), pET Insoluvel (B), ADA Insolavel
(C), pET Soluvel (D), ADA Soluvel (E).

A B C D E

68kDa

51kDa

FONTE: produgéo do préprio autor
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ADA em mamiferos catalisa reacdes importantes
como o0 metabolismo das purinas e concentracdo
extracelular de adenosina, além disso, ADA pode atuar
como coestimulador regulando o sistema imune e atua
como modulador alostérico de ARs tendo implicacbes
fisiolégicas. Sendo assim, pode ser considerada uma
proteina que realiza mais de uma funcéo e sua inibicao
pode levar a complicagbes inesperadas (HARRIS;
PIERPOINT, 2012) Todavia, as diferencas entre ADA
nos hospedeiro e ADA do T. evansi pode ser explorada
para que o0 tratamento dessa tripanossomiase nao
interfira nas funcdes fisioldgicas de ADA nos hospedeiro
(DALLA ROSA et al., 2013).

O principal substrato de ADA, adenosina, esta
envolvido na patogénese da anemia assim como nhas
funcdes de T. evansi (BOTTARI et al., 2014).

Em humanos a adenosina deaminase € expressa
por duas isoenzimas presentes em trés isoformas:
ADA1, ADA1+Complexo proteico (ADA1-CD26) e ADA2
(CAVALCANTE, 2010). ADA1 é uma proteina
monomeérica codificada no cromossomo 20 e com massa
molecular de 36kDa enquanto ADA1-CD26 apresenta-se
como um dimero em associagcdo com uma proteina de
ligagdo, com massa molecular total de 280kDa,
codificada nos cromossomos 2 e 6 (CAVALCANTE,
2010; IWAKI-EGAWA; WATANABE, 2002; UNGERER;
VERMAAK, 1992). Ja ADA2, apresenta massa molecular
de aproximadamente 100kDa e possui baixa afinidade
para adenosina.

Enquanto ADA1 tem sido estudada
extensivamente, ADA2 ainda ndo esta completamente
caracterizada em relacao as fungdes fisiologicas (IWAKI-
EGAWA; NAMIKI; WATANABE, 2004). Sabe-se que
ADAl é amplamente distribuida nos tecidos e ADAL-
CD26 est4d envolvida diretamente na ativagdo dos
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linfécitos. ADA2, por sua vez, é um componente
importante de plasma humano porém apresenta menor
atividade  (CAVALCANTE, 2010; IWAKI-EGAWA;
NAMIKI; WATANABE, 2004).

Segundo o banco de dados TriTrypDB
(http:/itritrypdb.org/tritrypdb/), T. evansi apresente
apenas um gene ADA que esta localizado no
cromossomo 10 e possui massa molecular de
aproximadamente 68kDa. Dado este confirmado através
da técnica de SDS-PAGE.

A analise Western Blot foi utilizada para a
deteccdo da enzima ADA no extrato proteico total de T.
evansi. Ap6s a transferéncia das proteinas para a
membrana de nitrocelulose esta foi tratada com uma
solucéo de bloqueio e, em seguida, com sondas através
do anticorpo primario e secundario que detectam a
proteina alvo (JIN; KENNEDY, 2015). A reacao
demonstrou uma banda intensa certificando tratar-se da
enzima ADA (Figura 14).

Figura 14 - Western Blot da proteina ADA de T. evansi.
BGLA (A); ADA Insolavel (B).
A B

68k

51k

FONTE: producao do préprio autor
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4.4 SOLUBILIZACAO E PURIFICACAO DA PROTEINA
RECOMBINANTE

A estratégia utilizada para recuperar uma proteina
da fracdo insoluvel envolve trés passos: o isolamento
dos corpos de inclusdo, a desnaturagéo e o refolding da
proteina solubilizada. A lavagem com ureia eliminou
contaminantes hidrofébicos que poderiam afetar o
redobramento das proteinas. (CLARK, 1998). A
solubilizagcdo empregou como desnaturante quimico a
ureia e, ap6s a desnhaturacdo, a proteina pode ser
renaturada a sua estrutura 3D. Nao existe um método
universal e assim a busca por um protocolo adequado e
eficaz torna-se imprescindivel (MIDDELBERG, 2002). A
solucéo de proteinas desnaturada foi dialisada contra um
tampdo de renaturagdo. A dialise baseia-se na difusdo
de moléculas e ions através da membrana (CLARK,
1998) por ser uma processo lento, pode proporcionar o
tempo necessario para que a proteina alcance sua
estrutura 3D.

A cromatografia de afinidade, separou as
proteinas com base nas diferencas das superficies da
molécula (REA et al., 2015). A incorporacédo da cauda de
histidina na por¢do C ou N-terminal da proteina alvo
confere a mesma a possibilidade de purificacdo através
desta técnica (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009).
Para confirmar o sucesso da solubilizacdo e purificacédo
a proteina foi submetida a técnica de SDS-PAGE (Figura
15 e Figura 16) e Western blot (Figura 17) confirmando a
eficiéncia dos protocolos utilizados.
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Figura 15 - Analise da solubilizacdo da proteina ADA

através de SDS-PAGE 10%. A seta indica a expressao

na fracdo insolavel (A), ADA solubilizada (B) e BGLA (C)
A B C

FONTE: producéo do préprio autor
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Figura 16 - Analise da solubilizacdo da proteina ADA
através de SDS-PAGE 10%. A seta indica a expressao
na fracdo insoluvel. BGLA (A), ADA solubilizada (B),
Pellet da fragdo solubilizada de ADA (C), ADA insoluvel

(D).

FONTE: producao do préprio autor.
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Figura 17 - Western Blot da proteina ADA de T. evansi. A
seta indica a proteina ADA solubilizada e purificada (A)
comparada com a expressdo da ADA Insolavel (B).
Fonte: producao do proprio autor.

FONTE: produc¢éo do préprio autor.

A construcdo pET30-ADA também foi submetida
ao sequenciamento juntamente com os primers do vetor
(T7Promoter e T7Terminator) e um primer interno com a
finalidade de, através de alinhamento, analisarmos a
sequéncia total do gene ADA e compararmos com outros
organismos. Porem os resultados dos sequenciamentos
ainda nao foram recebidos.
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CONCLUSAO

Durante o periodo de mestrado foi possivel
investigar a presenca de ADA em T. evansi, uma enzima
gue apresenta funcdes vitais nos mamiferos.

A clonagem, expressdo e purificagdo de uma
enzima ainda nao caracteriza contribui para aumentar as
informacBes moleculares dos genes do T. evansi. Até o
momento nado foi possivel obter o sequenciamento
completa do gene. A perspectiva € analisar a sequéncia
total do gene, comparando com outros organismos, além
de avaliar os niveis de atividade enzimatica e realizar a
producado de anticorpo monoclonal.

Caso ADA demonstre importancia vital para o T.
evansi, o estudo desta enzima pode contribuir para o
desenvolvimento de agentes inibidores especificos que
auxiliariam no desenvolvimento de Nnovos
quimioterapicos mais eficientes que os utilizados
atualmente.
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