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RESUMO

O género Phytomonas é composto por protozoarios parasitas de plantas de
diversas espécies, inclusive de importancia econdémica como a mandioca, milho e
café. Esse género pertence a familia Trypanosomatidae, a mesma dos protozoarios
parasitas humanos Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e do género
Leishmania, agentes etiolégicos das doencas de Chagas, do sono e das
leishmanioses, respectivamente. Neste trabalho, foram estudadas as centrinas de
Phytomonas serpens, espécie que parasita plantas de tomate. Centrinas sao
proteinas conservadas em organismos eucariotos e desempenham fungdes
associadas a divisdo e a motilidade celular. Como néo ha relatos na literatura sobre
estas proteinas em P. serpens, o0 objetivo deste trabalho foi estudar as centrinas
desse parasita. Para tanto, analises in silico foram realizadas a partir do genoma
de P. serpens que ainda nado foi anotado, mas esta disponibilizado no GeneBank.
Foram identificados cinco genes para centrinas e baseados na similaridade com
outros organismos denominados de PSCEN1 a PSCEN4, e o quinto PSCEN5 com
similares apenas na familia Trypanosomatidae. As sequéncias proteicas preditas
de cada centrina foram alinhadas pelo programa Muscle e as taxas de similaridade
e identidade foram analisadas. As proteinas centrinas 1 e 2 apresentaram a maior
taxa de identidade, sendo igual a 40,59%. Ja em relacdo a centrina 5, a maior taxa
de identidade foi quando comparada a proteina centrina 1 apresentando 28,76%
de identidade. As estruturas tridimensionais de cada centrina foram preditas no
servidor SWISS MODEL através de modelagem por homologia. Os modelos
tridimensionais destas proteinas apresentaram estruturas similares a halteres,
sendo que somente os modelos das centrinas 1 e 2 apresentaram dominios de
ligacdo ao célcio. Nas andlises experimentais, 0s genes correspondentes as
centrinas 1 a 5 foram amplificados e clonados em Escherichia coli. Como a centrina
5 parece estar restrita aos tripanossomatideos foi escolhida para a expressao
heter6loga em E. coli, 0 qual resultou na sua hiperexpressao na forma insoltvel sob
diferentes condi¢cfes de inducéo. Os dados obtidos neste trabalho vao auxiliar nos
estudos futuros sobre divisdo celular e motilidade celular em P. serpens, bem como
no controle dos tripanossomatideos parasitas.

Palavras-chave: Phytomonas serpens; centrinas; parasita de tomate; expressao

heterologa.



ABSTRACT

The Phytomonas genus is composed of protozoa parasites of diverse plant
species, including the ones with economic importance such as cassava, corn, and
coffee. This genus belongs to the Trypanosomatidae family, the same as the human
parasitic protozoa Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, and the Leishmania
genus, etiologic agents of Chagas' disease, sleep and leishmaniasis, respectively.
In this work, we studied the centrins of Phytomonas serpens, a species that
parasites tomato plants. Centrins are proteins conserved in eukaryotic organisms
whose functions are associated with cell division and motility. Since there are no
reports in the literature about these proteins in P. serpens, the objective of this work
was to study the centrins of this parasite. For that, in silico analysis were carried out
using the P. serpens genome that has not yet been annoted, but is available on
GeneBank. Five genes for centrins were identified and based on similarity with other
organisms called PSCEN1 to PSCEN4, and the fifth PSCENS5 with similar ones only
in the Trypanosomatidae family. The predicted protein sequences for each centrin
were aligned by the Muscle program and the similarity and identity rates were
analyzed. Centrin proteins 1 and 2 showed the highest identity rate, being 40.59%.
About centrin 5, the highest identity rate was when compared to the protein centrin
1, with 28.76% of identity. The three-dimensional structures of each centrin were
predicted on the SWISS-MODEL server through homology modeling. The three-
dimensional models of these proteins showed similar structures to dumbbells, and
only the models of centrins 1 and 2 showed calcium-binding domains. In the
experimental analysis, the genes corresponding to centrins 1 to 5 were amplified
and cloned in Escherichia coli. As centrin 5 appears to be restricted to
trypanosomatids, it was chosen for heterologous expression in E. coli, which
resulted in its hyperexpression in the insoluble form under different conditions of
induction. The data obtained in this work will assist in future studies on cell division
and cell maotility in P. serpens, as well as in the control of parasitic trypanosomatids.

Keywords: Phytomonas serpens; centrins; tomato parasite; heterologous
expression.
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INTRODUCAO

O género Phytomonas é formado por protozoarios parasitas de plantas de
diversas familias, inclusive de importancia econdmica. Este género pertence a
ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Desta mesma classificacdo
também fazem parte os protozoarios de importancia médica e veterinaria das
espécies Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi, agentes etioldégicos da Doenca
do sono (ou tripanossomiase africana) e da Doenca de Chagas (ou
tripanossomiase americana), respectivamente (CAVALIER-SMITH, 2016;
SERRANO et al., 1999; STUART et al., 2008).

1. Familia Trypanosomatidae

Os tripanossomatideos (membros da familia Trypanosomatidae) séo
protozodarios parasitas de plantas e animais (vertebrados ou invertebrados),
possuem um unico flagelo e o ciclo de vida pode ser monoxénico ou dixénico.
Durante o ciclo de vida destes parasitas ha uma variacdo da morfologia celular e
entre 0s géneros também existem diferencas morfolégicas. As formas sédo
classificadas como amastigota, coamastigota, epimastigota, opistomastigota e
promastigota e tripomastigota (Fig. 1), sendo que a palavra “-mastigota” deriva do
grego e significa “flagelo”. Esta classificagdo € baseada no comprimento do flagelo
livre, a posicdo do cinetoplasto em relagdo ao nucleo, a localizacdo e a
profundidade da bolsa flagelar e a fixac&o do flagelo no corpo da célula (REY, 2008;
HOARE, WALLACE, 1966; WHEELER, GLUENZ, GULL, 2013). As diferentes

morfologias e seus respectivos géneros estao descritos na Tabela 1.



Tabela 1 - Variagdo morfologica entre os géneros de tripanossomatideos (adaptado de Wheeler, Gluenz
e Gull, 2013).

Morfologias Géneros
Amastigota Crithidia, Herpetomonas, Leishmania, Leptomonas e
Trypanosoma
Coamastigota Crithidia
Epimastigota Trypanosoma
Opistomastigota Herpetomonas
Promastigota Phytomonas, Leishmania, Leptomonas e
Herpetomonas
Tripomastigota Trypanosoma

Durante todo o ciclo de vida, os protozoarios do género Phytomonas
permanecem na forma promastigota. Esta forma é caracterizada pela presenca do
flagelo na regido anterior da célula e o cinetoplasto anterior ao nucleo, o qual
encontra-se na por¢cdo média da célula. Além disso, estas células possuem uma
forma mais alongada e achatada (Fig.1-f)) (REY, 2008; NEVES et al., 2004;
KAUFER et al., 2017).

2 )
a b c d e f
Cinetoplasto
o ¢
\_ Nucleo Bolsa Flagelar )

Figura 1 - Diferentes morfologias dos tripanossomatideos. a. Tripomastigota; b. Epimastigota; c.
Amastigota; d. Opistomastigota; e. Coamastigota; e f. Promastigota (KAUFER et al., 2017).



2. Género Phytomonas

Os protozoarios do género Phytomonas sdo encontrados em plantas de
diversas familias tais como Apocynaceae, Euphorbiaceae, Palmae e Solanaceae.
E em diversos tecidos vegetais como em vasos floematicos, latex, frutos e
sementes. Estes protozoarios foram descritos pela primeira vez por Alexandre
Lafont no ano de 1909 na ilha Mauricio, localizada no continente africano. Este
pesquisador encontrou protozodrios flagelados no latex da planta da espécie
Euphorbia pilulifera, os quais foram classificados como Leptomonas daividi. No
mesmo ano, Charles Donovan observou estes mesmos micro-organismos no latex
de plantas da mesma espécie observada por Lafont e prop6s um novo género para
a classificagcdo destes organismos: o género Phytomonas (LAFONT, 1909;
DONOVAN, 1909; JANKEVICIUS et al., 1989; JASKOWSKA et al., 2015). Este
novo género nao foi inicialmente aceito pela comunidade cientifica e somente na
década de 1970 é que passou a ser utilizado para a classificacdo destes
protozoarios (CAMARGO, 1999).

A descoberta destes protozoarios em plantas ampliou o campo de pesquisas
nesta area e conforme dito anteriormente estes micro-organismos estao presentes
em diferentes plantas, inclusive de importancia econémica como café, tomate e
coqueiro. Nos estudos realizados foi observado que estes parasitas permanecem
em sua maioria localizados nos tecidos vegetais. Mas em alguns casos, a infeccéo
por Phytomonas esta associada a doencas letais, por exemplo, a necrose do floema
em plantas de café (P. leptovasorum) (GIBBS, 1957; JANKEVICIUS et al., 1988).

A necrose floema em café € uma fitopatologia que tem como agente etiologico
a espécie P. leptovasorum. Essa patologia foi descrita por Gerold Stahel em 1931
gue analisou o floema de plantas de café da espécie Coffea liberica no Suriname.
Os sintomas desta fitopatologia incluem: as folhas tornam-se amarelas e caem
prematuramente, as novas folhas surgem em quantidade e tamanho menor do que,
guando comparadas com plantas saudaveis, as folhas vao ficando escassas até
gue a planta ndo tenha mais folhas e ocorra a necrose dos vasos floematicos. A
morte se da em um periodo de 3 a 12 meses (DOLLET, 2001). Plantas de café

parasitadas por estes organismos e com 0s mesmos sintomas foram encontradas



em outros locais da América do Sul, inclusive no Brasil (JANKEVICIUS, 1988;

SERRANO et al., 1999; VERMEULEN, 1963).

2.1. Ciclo de Vida

Os protozoarios do género Phytomonas possuem um ciclo de vida dixénico,
sendo os vetores de transmissao insetos fitdfagos e as plantas os hospedeiros
definitivos. Os insetos vetores pertencem a ordem Hemiptera e estéo classificados

entre as trés familias: Coreidae, Lygaeidae e Pentatomidae (Tabela 2).

Tabela 2 - Familiade insetos vetores dos protozoarios do género Phytomonas (adaptado de CAMARGO;
WALLACE, 1994).

Parasita Planta Inseto Familia

Phytomonas elmassiani Asclepias spp. Oncopeltus fasciculatus Lygaeidae

P. elmassiani Asclepias spp. Oncopeltus Lygaeidae
sandarachatus

P. elmassiani Asclepias spp. Lygaeus kalmii Lygaeidae

P. elmassiani Asclepias spp. Oncopeltus cingulifer Lygaeidae

P. elmassiani Asclepias spp Oncopeltus Lygaeidae
unifasciatellus

P. elmassiani Pergularia extensa Oncopeltus famelicus Lygaeidae

Phytomonas davidi Euphorbia pilulifera Nysius euphorbiae Lygaeidae

P. davidi Euphorbia hypericifolia Nysius euphorbiae Lygaeidae

P. davidi Euphorbia hirta Dieuches humilis Lygaeidae

P. davidi E. pinea Dicranocephalus agilis Coreidae

P. davidi E. peplus Dicranocephalus agilis Coreidae

P. davidi E. pilulifera Pachybrachius bilobata Coreidae

scutellatus

P. davidi E. hypericifolia P. bilobata scutellatus Coreidae

P. davidi E. hirta P. bilobata Coreidae

P. davidi E. hyssopifolia P. bilobata Coreidae

Phytomonas sp. Cecropia palmata Edessa loxdali Pentatomidae

P. staheli Elaeis guineenses Lincus lethifer Pentatomidae
P. staheli Elaeis guineenses Lincus lobuliger Pentatomidae
P. staheli Cocos nucifera Lincus croupius Pentatomidae

Nezara viridula Pentatomidae

Phthia picta

Phytomonas serpens Lycopersicon esculenta

P. serpens Lycopersicon esculenta Coreidae

O ciclo de vida tem inicio quando o inseto se alimenta de tecidos vegetais,

tais como sementes, latex, vasos floematicos, frutos e flores que contém os



protozoarios flagelados na forma promastigota. Estes micro-organismos migram
para o trato intestinal do inseto, posteriormente para a hemolinfa e para as
glandulas salivares. Quando o vetor se alimenta de tecidos vegetais ocorre a
transmissao dos flagelados via saliva, conforme mostrado na Figura 2 (LOPES,
2010).

Insetos fit6fagos Plantas

fléndulas Salivargg
Hemolinfa o
brato Intestinal

1 [o] w¢

Café

Mandioca Cogueiro
Tomate& &
Milho

Figura 2 - Ciclo de vida dos tripanossomatideos do género Phytomonas (adaptado de LOPES, 2010).

2.2. Phytomonas serpens

Em 1957, o pesquisador Adrian J. Gibbs observou na seiva de tomates
(Solanum lycopersicum) localizados na Africa do Sul a presenca de protozoarios
flagelados, com movimentos similares aos de serpentes e os classificou como
Leptomonas serpens, tendo em vista, que o género Phytomonas ainda nao havia
sido aceito. Além de identificar os parasitas, ele também observou que a
transmissao para a planta era realizada pelo inseto vetor Nezara viridula (GIBBS,
1957; JANKEVICIUS et al., 1989).

Jankevicius et al. (1989) também observaram estes mesmos protozoarios no
territorio brasileiro. O estudo foi realizado com tomates de diferentes localidades do
Brasil: na cidade de Rolandia, no estado do Parana e na cidade de Palmital em S&o



Paulo. Na seiva dos tomates, foram observados protozoarios flagelados, que
apresentavam a forma promastigota, mas com algumas diferencas entre as células.
Algumas apresentavam tor¢des, outras o tamanho do flagelo reduzido, ou um corpo
mais achatado ou alongado. O vetor identificado foi o inseto fitéfago Phthia picta.
Os parasitas também isolados e cultivados em meio de cultura e foi observado o
mesmo polimorfismo da seiva do tomate.

N&o ha relatos de patogenicidade por P. serpens, porém foi observado que ha
uma formacao de pontos amarelos nos frutos de tomate onde ocorre a picada do
vetor, 0 que acarreta a desvalorizacdo dos frutos para a sua comercializacdo
(MEDINA et al., 2015).

Durante o ciclo de maturagédo do tomate h& uma diferenca na concentracao dos
protozoarios P. serpens. A concentracdo dos parasitas € maior em tomates
maduros do que em tomates verdes, e isto provavelmente ocorre porgue as plantas
de tomate produzem um composto quimico denominado de tomatina. A tomatina
inibe o crescimento dos parasitas e é degradada ao longo do tempo, sendo a maior
concentragdo em tomates verdes (MEDINA et al, 2015).

3. Centrinas

As centrinas sdo proteinas conservadas encontradas em organismos eucariotos,
também conhecidas como caltractinas e pertencem a superfamilia de proteinas
denominada EF-Hands com massa molecular em torno de 20 kDa. S&o
encontradas nos centros organizadores de microtibulos ou em fibras contrateis
associadas aos microtubulos, principalmente nos organismos unicelulares
(GOGENDEAU et al., 2008; SALISBURY, 1995).

3.1. Superfamilia das EF-Hands

A superfamilia de proteinas EF-Hands € composta por proteinas que
apresentam em sua estrutura motivos EF-Hands. O nome deste motivo foi dado
pelos pesquisadores Robert H. Kretsinger e Clive E. Nockolds ao estudarem a
estrutura da proteina parvoalbumina (KRETSINGER; NOCKOLDS, 1972). Desta



superfamilia também fazem parte as familias de proteinas das calmodulinas,
proteinas S100, troponina C, caltractinas (centrinas) e parvoalbuminas.

O motivo EF-Hand é formado por uma estrutura de “hélice-volta-hélice”, a
qual é composta por duas a-hélices unidas por uma regido formando a volta, onde
pode ocorrer a ligacdo ao célcio. A primeira a-hélice € denominada “E” e a segunda
“F” e geralmente o dominio EF-Hand que ocorre em pares. A ligacado do ion de
calcio a volta faz com que a hélice “F” mova-se promovendo uma conformacgéo
“aberta” da proteina expondo os residuos hidrofébicos (Fig. 3) (NAKAYAMA et al,
1994; LEWIT-BENTLEY; RETY, 2000; KAWASAKI et al.,2012).

Figura 3 — Representac&o do motivo EF-Hand (adaptado de LEWIT-BENTLEY; RETY, 2000).

3.2. Estrutura das proteinas centrinas

A estrutura das centrinas é similar a um haltere, formada por dominios
separados por uma a-hélice (Fig. 4). Cada dominio é formado por dois motivos EF-
Hand, sendo que estes podem apresentar um ou mais sitios de ligacdo ao célcio

nao funcionais (HU et al., 2004).



Figura 4- Estrutura da proteina centrina (N. regido N-terminal e C. regido C-terminal) (adaptado de HU et al.,
2004).

3.3. Fungbes em organismos eucariotos

As centrinas ja foram descritas em diversos organismos eucariotos como algas,
protozoarios, fungos, plantas e animais (vertebrados e invertebrados), sendo que a
primeira descricao foi realizada nas raizes flageladas de algas verdes da espécie
Tetraselmis striacta (SALISBURY et al.,, 1984). Em protozoarios da espécie
Toxoplasma gondii foram descritas trés centrinas encontradas nos centriolos,
porém a centrina 2 também foi citolocalizada no complexo basal e anéis pré-
conoidais e periféricos (HU et al. 2006). Além disso, foi demonstrado que a
deplecdo da centrina 2 afetou a divisdo do protozoario e a invasdo das células
hospedeiras (HU et al. 2006; LEUNG et al., 2019).

No protozoario da espécie Plasmodium falciparum, agente etiol6gico da malaria,
foram encontrados quatro genes correspondentes as centrinas (PfCEN1, PfCEN2,
PfCEN3 e PfCEN4). As centrinas foram citolocalizadas em células das diferentes
formas do parasita no seu ciclo de vida. No estagio de gametécito, todas foram
identificadas por imunofluorescéncia, sendo que as centrinas 2 e 3 apresentaram
sinal mais forte de fluorescéncia. Ja no estagio oocisto, foram localizadas apenas
as centrinas 1 e 3 e por fim na morfologia de esquizonte todas as quatro proteinas
foram observadas, sendo que o sinal mais forte foi observado nas centrinas 2 e 3
(MAHAJAN et al., 2008).

Em mamiferos, a centrina 2 foi localizada ao redor do material pericentriolar e

nos centriolos, relacionada a duplicacdo dos centriolos (SALISBURY et al., 2002).



A centrina 4 foi citolocalizada nos corpos basais de células ciliares localizadas no
cérebro de camundongos da espécie Mus musculus. Além disso, estudos também
avaliaram a expressdo de mRNA em diferentes células, onde foi observado que
havia alta expressao no cérebro, pulméo, rins e ovéarios (GAVET et al., 2003).

Na levedura Saccharomyces cerevisiae, a centrina CDC31 estd associada com
a duplicacéo dos corpos polares do fuso. Além disso, foi descrita como associada
a diferentes funcdes como a exportacdo de mRNA do nucleo para o citoplasma
(BAUM et al., 1986; FISCHER et al., 2004).

Além de funcdes associadas aos centriolos, centrossomos e corpos basais, as
centrinas também foram relatadas como relacionadas com o reparo de DNA.
Células de galinha DT40 deficientes em centrinas 2, 3 e 4 apresentaram uma taxa
menor de reparo de DNA, quando foram expostas a raios ultravioleta (DANTAS et
al., 2011).

3.4. Centrinas em tripanossomatideos

Com o sequenciamento do genoma dos parasitas Trypanosoma brucei e
Leishmania foram identificados cinco genes para centrinas e foram indicadas as
funcdes e localizacdo de algumas destas centrinas, sendo que a maioria foi
caracterizada no protozoario T. brucei (SELVAPANDIYAN et al., 2012).

Em T. brucei foram identificadas as centrinas: TbCenl, ThCen2, ThCen3,
TbCen4 e recentemente a ThCen5. A ThCenl (centrina 1) foi descrita como
envolvida na duplicacdo do corpo basal. Ja a TbhCen2 (centrina 2) foi encontrada
proxima ao corpo basal e participa do processo de duplicacdo do complexo de Golgi
(HE et al., 2005). A ThCen3 (centrina 3) foi localizada no flagelo e associada a
motilidade celular (WEI et al., 2014). A TbhCen4 (centrina 4) foi relacionada a
processos de duplicagédo de organelas e citocinese (HE et al., 2005; SHI et al.,
2008). A TbCen 5 de T. brucei liga-se a dois ions de Ca?* e foi encontrada
principalmente enriquecida no flagelo, mas também no nucleo celular mudando sua
distribuicdo ao longo do ciclo celular (SHAN et al., 2019).

Estudos in vitro com células de Leishmania donovani e macrofagos
demonstraram que a centrina LdCenp esta associada a proteinas presentes nos

corpos basais e encontra-se relacionada aos processos de divisdo celular e



citocinese na forma de amastigota, a qual é encontrada dentro das células
hospedeiras (SELVAPANDIYAN et al., 2004).

Em relacdo ao protozoéario Trypanosoma cruzi, 0 nosso grupo de pesquisa
avaliou os niveis de expressdo de mRNA correspondentes aos genes TcCENL1,
TcCEN2, TcCEN3, TcCEN4 e TcCEN5 nas diferentes formas do protozoario
(amastigota, tripomastigota e epimastigota) por PCR em tempo real. Os niveis de
MRNA foram normalizados com os niveis de mMRNA da enzima gliceraldeido 3
fosfato desidrogenase (GAPDH). De acordo com os resultados, estes genes séo
expressos em todas as formas analisadas e os niveis relativos de mRNA das
centrinas 2 e 5 sdo 0s maiores em relacdo as outras centrinas. Além disso, os niveis
relativos de mRNA da centrina 3 foram equivalentes ao da GAPDH nas formas
epimastigotas e amastigotas, mas foi maior nas formas tripomastigotas. A centrina
4 apresentou o menor nivel relativo de mMRNA nas trés formas, em relacdo as outras
centrinas e a GAPDH (Figura 5) (SOUZA, 2016).
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Figura 5 - Niveis de expressdo de mRNA dos genes TcCen1(C1), TcCen2(C2), TcCen3 (C3), TcCen4(C4),
TcCenb (C5) em relagcdo ao gene endégeno GAPDH (gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase) (SOUZA,
2016).

Além disso, no nosso grupo também foram avaliados os niveis de expressao
de mRNA dos genes correspondentes as centrinas 1 a 5 de P. serpens 9T que
também foram normalizados com os niveis de expressdao de GAPDH. De acordo
com os resultados obtidos, a centrina 1 apresentou 0os maiores niveis relativos de
expressao e a centrina 2, os menores. A centrina 5 obteve o segundo menor nivel
de expresséo (Fig.6) (CARNEIRO et al., 2017).
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Figura 6 - Expressdo de mRNA dos genes correspondentes as centrinas 1 a 5 de Phytomonas serpens
9T. PsCEN1 (centrina 1); PSCEN2 (Centrina 2); PsCEN3 (centrina 3); PsSCEN4 (Centrina 4); PSCEN5
(Centrina 5) e GAPDH (CARNEIRO et al., 2017).
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JUSTIFICATIVA

O género Phytomonas pertence a familia Trypanosomatidae, mesma familia de
protozoarios parasitas de humanos e animais domésticos, tendo assim grande
importancia médica e veterinaria. Deste modo, o género Phytomonas compartilha
algumas caracteristicas com 0s outros tripanossomatideos, sendo um modelo
seguro para o estudo da familia, ja que ndo sao patdégenos animais.

Além disso, ndo existem muitos dados na literatura sobre este género e ndo ha
nenhum estudo em relacdo as centrinas destes parasitas. O estudo das centrinas
pode fornecer informacfes sobre o ciclo celular e/ou motilidade celular de
Phytomonas serpens e dos outros tripanossomatideos, principalmente a centrina 5
que parece ser restrita a familia Trypanosomatidae.

Ademais, o parasitismo por Phytomonas sp., em alguns casos pode ocasionar
doencas letais a plantas, inclusive de importancia econdmica como o café e a
mandioca, por exemplo. Entdo, o estudo destes micro-organismos, além de
contribuir para o maior entendimento dos tripanossomatideos, pode fornecer dados

gue ajudem no controle destes parasitas.
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OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é estudar as proteinas centrinas do protozoario

parasita de tomate Phytomonas serpens.

Objetivos especificos

v" Analisar in silico genes e proteinas preditas de centrinas em P. serpens;
v Clonar os genes correspondentes as centrinas 1 a 5 de P. serpens;
v Produzir a proteina centrina 5 de P. serpens em células de Escherichia coli.

14



MATERIAL E METODOS

1. Estratégia experimental

Este trabalho tem o objetivo de estudar as proteinas centrinas de P. serpens
linhagem 9T, principalmente a proteina centrina 5, através de analises in silico e da
expressao heterdloga da proteina centrina 5. Para isso a estratégia experimental
empregada neste trabalho foi: 1. O cultivo de células de P. serpens linhagem 9T
em meio BHI; 2. Extracdo de DNA total dos parasitas; 3. Amplificacdo dos genes
correspondentes as centrinas de P. serpens por PCR com a utilizacdo de
iniciadores especificos a partir do DNA total; 4. Clonagem dos genes
correspondentes as centrinas 1 a 5 no vetor de clonagem pGEM-T Easy de
Escherichia coli (Promega); 5. Digestdo do fragmento correspondente a centrina 5
de P. serpens e subclonagem no vetor de expressao pET28a(+) de Escherichia coli;
7. Expresséo heterdloga da proteina centrina 5 em células de E. coli linhagem
BL21(DE3) (Figura 7).

R Analises in silico

Clonagem dos genes das
centrinas1a 5

+ &5 - \‘j‘a - ()

- >

Cultivo de células de  Extragio de DNA total Amplificagio por PCR
Phytomonas serpens

adSh )
Expressao heterdloga da % -
My

centrina 5

Subclonagem do gene da
centrina 5 no vetor de
expressao

Figura 7 - Estratégia experimental utilizada para a execucgao deste trabalho. Andlises in silico, clonagens
dos genes correspondentes as centrinas 1 a 5 de Phytomonas serpens e a expressao heteréloga da proteina
centrina 5.

2. Material
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2.1. Linhagens celulares

2.1.1. Phytomonas serpens 9T
Para este trabalho foram utilizadas células de Phytomonas serpens linhagem

9T, provenientes da colecdo microbioldgica do Laboratério de Biologia do Gene,
Departamento de Biologia Celular, Universidade de Brasilia.

2.1.2. Escherichia coli DH5a
A linhagem de E. coli DH5a [F- 80dlacZz M15 (lacZYA-argF) U169 recAl

endAlhsdR17(rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl] foi utilizada neste
trabalho para a clonagem dos genes PsSCEN1, PSCEN2, PsCEN3, PsCEN4 e
PsCENS.

2.1.3. Escherichia coli BL21(DE3)
A linhagem BL21(DE3) [fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS A DE3 = A
sBamHIo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 gene1) i21 Anin5] da bactéria E. coli foi

utilizada neste trabalho para a expressao da proteina heteréloga.

2.2. Solugdes utilizadas

Solucéao de lise
A solucdo de lise € composta por Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), EDTA (acido

etilenodiamino tetra-acético) 0,1 M (pH 8,0), SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) 0,5%.
Para o preparo os compostos foram misturados e no momento do uso da solugéo
foram adicionados 20 pg/ml de RNAse pancreéatica DNAse-free (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001).

Solucéao de Lise (Gel de Poliacrilamida)

A solucédo de lise de células de Escherichia coli para a extracdo de proteinas
Composicédo: 80 mM de Tris-HCI (pH 6,8); Sacarose 12%; 2 % de SDS (Dodecil
Sulfato de Sdédio); 0,01% de azul de bromofenol, 2% de B-mercaptoetanol e agua
deionizada para completar o volume (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Solucéo de Ressuspenséo (Extracdo de DNA plasmidial por lise Alcalina)
Composicédo: 25 mM de Tris-HCI pH 8,0 e 10 mM de EDTA pH 8,0 e agua
deionizada para completar o volume (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

16



Solucéo de lise (Extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina)

Composicédo: 0,2 N de NaOH e 1% (p/v) de SDS (Dodecil Sulfato de Sdodio)
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Solucao de Neutralizagcéo (Extracédo de DNA plasmidial por lise alcalina)
Composicéo: 60 ml de acetato de potassio 5 M, 11,5 ml de acido acético glacial e
28,5 ml de agua deionizada (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Solugédo X-Gal 2% (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-galactopiranosideo)
Composigdo: 20 mg de X-gal dissolvidos em 1 ml de dimetilformamida
(SAMBROOK, RUSSEL,; 2001).

Tampédo de Amostra 2 X (Gel de Poliacrilamida)

Composi¢do: 100 mM de Tris-Cl (pH 6,8), SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) 4%, azul
de bromofenol 0,2%, 20% de glicerol, 200 mM de 3-mercaptoetanol (SAMBROOK,
RUSSEL; 2001).

Tampao TB

Composicéao: 2,39 g/L de Hepes, 1,66 g/L de CaCl, 18,64 g/L de KCl e 10,88 g/L
de MnClz. O pH é ajustado para 6,7 com KOH (Inoue, Nojima e Okayama, 1990) e
a esterilizacao é realizada por filtracao utilizando filtros de 0,45 um.

Tampéo TE (pH 8,0) — Tris-EDTA

Composicéo: 100 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM de EDTA (pH 8,0). A solucéo é
esterilizada em autoclave por 20 min a 121°C (SAMBROOK, RUSSELL, 2001).

Tampéao de Transferéncia

Composicédo: 24 mM de Tris base, 192 mM de glicina e 20% de metanol
(SAMBROOK, RUSSELL, 2001).

IPTG 100 mM (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo)

Composicgéo: 2,38 g de IPTG dissolvidos em 100 mL de agua deionizada e a
solucéo é esterilizada por filtracdo em filtros de 0,22 uM e armazenada a -20 °C
(NOVAGEN, 2011).

Tampao PBS 1 X (Phosphate Buffered Saline)

Composicao: NaCl (8 g/L), KCI (0,2 g), NazHPOa4 (1,44 g/L) e KH2PO4 (0,240 g/L).
O pH é ajustado para 7,4 e a solugéo é esterilizada por filtracdo em filtro de 0,22
MM e armazenada a 4 °C.

2.3. Solucbes para geis de agarose e poliacrilamida
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Solucéo de Coloracdo Coomassie

Composicéao: 0,25 g de Coomassie Brilliant Blue R-250 em 90 ml de solucédo de
metanol:dgua (45 ml de metanol:45 ml de agua) e 10 ml de acido acético glacial. A
solucao é filtrada em filtro Whatman n° 1 (SAMBROOK, RUSSELL, 2001).
Tampéao de corrida 10 X (solucéo estoque)

Composicéao: Tris 250 mM, 2% de SDS e glicina (pH 8,3) 2,5 M (SAMBROOK,
RUSSELL, 2001).

Tampéo TBE 5X (solugcéo estoque) — Tris/Borato/EDTA

Composicédo: 54 g de Tris base, 27,5 g de acido bérico e 20 ml de 0,5 M EDTA (pH
8,0) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Tampéo TBE 0,5 X (solucé&o de uso)

Composicéo: 45 mM de Tris-borato e 1 mM de EDTA (SAMBROOK; RUSSELL,
2001).

Brometo de Etidio (Invitrogen™)

Concentracao estoque: 10 mg/ml

Concentragao de uso do brometo de etidio: 5 pg/ml

Tampéo de amostra SDS 1 X

Composicéo: 50 mM de Tris-HCI (pH 6,8), SDS 2% (m/v), azul de bromofenol 0,1%
(m/v), glicerol 10% (v/v) e B-mercaptoetanol 100 mM (adaptado SAMBROOK;
RUSSELL, 2001).

Solugéo Azul de bromofenol 0,4% (m/v)

Composicéao: 0,4 g de azul de bromofenol dissolvidos em 1 ml de agua deionizada
estéril (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

2.4. Meios de Cultura

Meio BHI (Broth Heart Infusion — Infuséo cérebro-coracéo)

Composigdo: 17,5 g/L de infusdo de cérebro-coracdo, 10 g/L de digestdo
enzimatica de gelatina, 2 g/L de dextrose, 5 g/L de cloreto de sédio e 2,5 g/L de
fosfato de sddio. O pH é ajustado para 7,4 e esterilizado em autoclave a 121°C
durante 15 min (ACUMEDIA).

Meio LB agar (Luria-Bertani)
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Composicéo: triptona (10 g/L), extrato de levedura (5 g/L), NaCl (10 g/L) e bactor
agar (15 g/L). O pH é ajustado para 7,0 com NaOH 5 N. A esterilizacao é realizada
em autoclave a 121°C por 20 minutos (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Meio SOB

O meio de cultura SOB € composto por: triptona (20 g/L), extrato de levedura (5
g/L), NaCl (0,5 g/L) e 10 ml de cloreto de potassio 250mM. Para o preparo do meio
0s solutos séo diluidos em agua deionizada. O pH da solugéo é ajustado para 7,0,
utilizando hidréxido de sédio 5 N. A esterilizacao é realizada em autoclave a 121 °C
por 20 min. Apoés a esterilizacdo sédo adicionados 5 ml de solucédo de MgCl22 M
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Meio SOC

O meio SOC é composto pelo meio SOB, com a adicdo de glicose 1 M estéril, para
gue a concentracdao final seja de glicose 20 mM (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).
Meio LB (Luria-Bertani)

Composicgdo: triptona (10 g/L), extrato de levedura (5 g/L) e NaCl (10g/L). O pH é
ajustado para 7,0 com NaOH 5 N e esterilizado em autoclave por 20 min a 121 °C
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

2.5. Vetores plasmidiais

Vetor de clonagem em E. coli (0GEM®-T Easy)
Para a clonagem dos genes foi utilizado o vetor de clonagem pGEM®-T Easy

(Promega) (Fig. 8). O vetor possui em sua estrutura o gene de resisténcia ao

antibiotico ampicilina (Amp"), que permite a selecao das células transformadas.
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Figura 8 - Mapa do vetor pGEM®-T Easy.

O pGEM®-T Easy € um vetor linearizado e possui em cada uma das
extremidades 3° um residuo “T”. A enzima Taq Polimerase utilizada para a
amplificagdo por PCR adiciona em cada extremidade 3’ um residuo “A”, o que

permite a ligacdo do produto de PCR com o vetor pGEM®-T Easy (Promega).

Vetor de Expressédo em Escherichia coli (pET28a(+)) (Novagen®)

Para a expressao da proteina heterologa foi utilizado o vetor de expressao
em Escherichia coli pET28a(+) (Novagen®). Este vetor apresenta em sua estrutura
0 gene de resisténcia ao antibidtico Canamicina (Kan) que permite a selecdo das
células transformadas com este plasmideo. Outra caracteristica deste vetor é que
ele possui uma sequéncia denominada His-tag, a qual codifica seis aminoacidos
histidina na regido N-terminal que permite a purificacdo das proteinas

recombinantes em coluna de afinidade de niquel.
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Figura 9 - Mapa do vetor de expressédo em Escherichia coli pET28a(+).

3. Métodos

3.1. Busca das sequéncias nos bancos de dados

Para a analise das relacdes filogenéticas das centrinas, as sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos dos diferentes organismos foram pesquisadas no
banco de dados NCBI (National Center of Biotechnology Information) disponivel em:
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<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/>. Os numeros de acesso de cada sequéncia

encontram-se no ANEXO I.

O genoma de P. serpens 9T foi sequenciado, mas ainda néo foi anotado. A
anotacao dos genes consiste em definir as regides que correspondem a possiveis
genes e a funcao destes baseada na similaridade entre as sequéncias conservadas.

O tripanossomatideo T. brucei tem o genoma sequenciado e anotado. A
partir das sequéncias das centrinas deste protozoario foram obtidas as sequéncias
de P. serpens. Para isso, as sequéncias de nucleotideos correspondentes as
centrinas do T. brucei foram submetidas no blastx (disponivel em: <

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>). O blastx é um programa da ferramenta

BLAST (Basic Local Alignment Tool) no qual a partir da sequéncia de nucleotideos
depositada sdo geradas sequéncias de aminoéacidos, as quais sdo alinhadas com
as sequéncias disponiveis no banco de dados.

A partir dos alinhamentos foram encontradas sequéncias de aminoacidos
similares aos isolados Phytomonas sp. (EM1) e Phytomonas sp. (HART1). Com
estas sequéncias obtidas, as centrinas de P. serpens 9T foram buscadas através
do alinhamento entre as sequéncias de aminodacidos dos isolados e as sequéncias
presentes no banco de dados GenBank no sitio:
<http://blast.ncbi.nim.nih.qgov/Blast.cqi?PAGE_TYPE=BlastSearch& PROG_DEF=b
lastn&BLAST SPEC=Assembly&ASSEMBLY NAME=GCA 000331125.1>, onde
encontra-se disponivel o genoma de P. serpens 9T. As sequéncias obtidas estdo
disponiveis no ANEXO IlI.

3.2. Analise da similaridade entre as centurias de P. serpens

As sequéncias de aminoacidos de cada centrina de P. serpens foram
alinhadas, com o objetivo de analisar a similaridade entre elas. Para o alinhamento,
foi utilizado o programa Muscle (Multiple Sequence Comparison by Log-
Expectation) e o software MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
versao 7.0.21. As imagens correspondentes aos alinhamentos foram produzidas no
software Geneious versao 10.0.5.

Os dominios de ligagdo ao calcio foram analisados no banco de dados de

dominios proteicos, familias e sitios funcionais: PROSITE (disponivel em:<
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https://prosite.expasy.org/>) e as massas moleculares foram calculadas no

software SnapGene® Viewer 4.3.11.

3.3. Construcao do Cladograma

As sequéncias de aminoacidos correspondentes as centrinas obtidas nos
bancos de dados foram alinhadas no programa ClustalW e o cladograma foi
construido pelo método de aproximacgdo de vizinhos no programa BioEdit versao
7.0.4.1. (HALL, 1999).

3.4. Modelagem por homologia

As estruturas tridimensionais das proteinas centrinas de P. serpens foram
preditas através da utilizacdo do servidor da web, de modelagem por homologia,
SWISS-MODEL (disponivel em:< https://swissmodel.expasy.org/>). Neste tipo de

analise a sequéncia da proteina alvo é comparada com a sequéncia primaria de
proteinas denominadas modelo. Estas estdo armazenadas em bancos de dados de
proteinas e suas estruturas tridimensionais ja foram resolvidas experimentalmente.
A partir da comparacdo entre a proteina alvo e os modelos, as estruturas
tridimensionais para a proteina alvo séo preditas (WATERHOUSE, A. et al., 2018).

Para a modelagem das centrinas, as sequéncias de aminoacidos
correspondentes as proteinas foram submetidas no servidor e entdo possiveis
modelos foram buscados. Os modelos foram selecionados com base na identidade
entre as sequéncias e o valor GMQE (Global Model Quality Estimation), este esta
associado a qualidade do alinhamento entre as sequéncias alvo e modelo e varia
entre 0 e 1, sendo que, quanto maior o numero melhor € a qualidade do alinhamento
(WATERHOUSE, A. et al, 2018).

3.5. Cultivo de células de P. serpens em meio BHI

As células de P. serpens linhagem 9T foram cultivadas em meio BHI (Brain
Heart Infusion — Infusdo cérebro-coragéo) com os antibidticos penicilina 100 pg/ml

e estreptomicina 100 ug/ml, em estufa microbiolégica a 28°C. O crescimento da
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cultura foi monitorado através de sucessivas contagens na Camara de Neubauer

(a cada 24 h) e a cultura foi mantida através de repiques diarios.

3.6. Extracdo de DNA total de células de P. serpens

O DNA total de P. serpens foi obtido utilizando o protocolo de extracdo de
DNA por fenol:cloroférmio. Para isso, a cultura foi centrifugada a 1.500 g por 10 min
a 4°C. Logo apos, as células foram lavadas em tampao TBS e centrifugadas a 1.500
g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em
tampéao TE (pH 8,0). Depois, foram adicionados 10 ml de tampé&o de lise e a solucéo
foi incubada durante 1 h a 37 °C.

A solucdo foi transferida para tubos de centrifugacdo. Logo apods, foi
adicionada proteinase K para obter a concentragéo 100 pg/ml e o tubo foi incubado
a 50°C durante 3 h. A solucéao foi resfriada até atingir a temperatura ambiente e
entdo foi adicionado fenol equilibrado com 0,1 M de Tris-HCI (pH 8,0). O fenol foi
misturado vertendo o tubo, e as fases foram separadas por centrifugacéo a 5.000g
por 15 min a temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para um novo
tubo. A extracao foi repetida com % volume de fenol equilibrado e 2 volume de
solucéo de cloroférmio-alcool isoamilico (50:1) e uma extracao final foi realizada
com 1 volume de solucgéo cloroférmio-alcool isoamilico.

Na solugéo aquosa final foram adicionados 0,3 M de NaCl e 2,5 volumes de
alcool etilico a 100% para a precipitacdo do DNA. O DNA foi coletado por
centrifugacéo a 10.000 g por 20 min a 4°C. O DNA precipitado foi lavado com alcool
etilico 70% e a solucéo centrifugada a 10.000g a 10 min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e os tubos foram deixados secar a temperatura ambiente. O DNA foi
ressuspendido em agua ultrapura esterilizada (adaptado de SAMBROOK; RUSSEL,
2001).

3.7. Amplificagcdo dos genes PSCEN1, PsCEN2, PSsCEN3, PsCEN4 e
PsSCENS por PCR
O DNA cromossomal proveniente da extracao de células de P. serpens foi

diluido em 4gua deionizada na proporcédo 1:10, sendo que a concentracao final foi
de aproximadamente 10 ng/uL. A partir desta diluicdo foram montados sistemas de
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volume igual a 30 pL (em tubos para PCR), para a amplificacédo por PCR dos genes
PsCEN1, PsCEN2, PsCEN3, PsCEN4 e PsCENS5. Cada sistema continha: 3 pL de
tampao para PCR (sem Mg) 10 X (Invitrogen), 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de cada

dNTP, 0,2 uM de cada iniciador, 2 U da enzima Tag DNA Polimerase Platinum

(Invitrogen™) e aproximadamente 10 ng de DNA. Os iniciadores utilizados para a

amplificacdo de cada gene, assim como suas temperaturas de anelamento e o

tamanho de cada fragmento estdo na Tabela 3.

Tabela 3 - Iniciadores utilizados para amplificacdo dos genes correspondentes as centrinas de

Phytomonas serpens 9T.

Iniciadores Sequéncia (5'—3’) Temperatura de Tamanho do
anelamento (°C) fragmento
PR602 (PsCENL1 + sitio Ndel) = CATCATATGCAGGCTTGGACTCGC 58°C
iniciador 5’
579 bp
PR603 (PSCENL1 + sitio BamHI) GTCGGATCCTTAGTAGTCATCCTCTTCCAAC 62°C
— iniciador 3’
PR604 (PsCEN2 + sitio Ndel) — CATCATATGCAGTCTGGAAGCTTTTCTG 64°C
iniciador 5’
569 bp
PR605 (PsCEN2 + sitio EcoRI) - GCTGAATTCTTAGTACAGGGAGGTCTTTTTC 62°C
iniciador 3’
PR606 (PsCEN3 + sitio Ndel) - CATCATATGAGCCAGAGAAGCTTCTCTAC 68°C
iniciador 5’
507 bp
PR607 (PsCEN3 + sitio BamHI) GTCGGATCCTTAATTCTTCTCAGATGACAACAT 72°C
— iniciador 3’ TTTC
PR608 (PSCEN4 + sitio Ndel) - GTCCATATGGCTGCGCTTACTGATG 58°C
iniciador 5’
456 bp
PR609 (PsCEN4 + sitio EcoRlI) CTGGAATTCTTATTTTCCCTTCATTTGAATCA 58°C
PR610 (PsCENS + sitio Ndel) CATCATATGTCAGCTCGCATTCCCAG 62°C
PR692 (PsCEN5 + sitio Bglll + GATAGATCTGAATAAATAAGACTCGGCTTGC 62°C 687 bp

stop codon)

* As sequéncias sublinhadas correspondem aos sitios para as enzimas de restricdo. Os nucleotideos em negrito correspondem ao c6don de

parada.

Os tubos com os sistemas foram transferidos para o termociclador iCycle

(BioRad®), que foi configurado conforme o descrito: na Tabela 4 (PsCEN1, PsCEN2
e PSCENS5), Tabela 5 (PsCEN3) e Tabela 6 (PsCEN4).
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Tabela 4 - Ciclos de amplificagdo dos genes PsCEN1, PsCEN2 e PsCEN5 por PCR.

Etapas Ciclos Temperatura (°C) Tempo
(seg.)
Desnaturacéo inicial 1 94 60
Desnaturagédo 94 30
Anelamento 35 60 30
Extenséo 72 30
Extenséo final 1 72 60

Tabela 5 - Ciclos de amplificacdo do gene PsCEN3 por PCR.

Etapas Ciclos Temperatura (°C) Tempo
(seg.)
Desnaturacéo inicial 1 94 60
Desnaturagéo 94 30
Anelamento 35 62 30
Extenséo 72 30
Extenséo final 1 72 60

Tabela 6 - Ciclo de amplificacdo do gene PSCEN4 por PCR.

Etapas Ciclos Temperatura (°C) Tempo
(seg.)
Desnaturacéo inicial 1 94 60
Desnaturagéo 94 30
Anelamento 35 56 30
Extenséo 72 30
Extenséo final 1 72 60

3.8.  Ligacdo das sequéncias amplificadas por PCR ao vetor pPGEM®-T Easy

Os genes amplificados por PCR foram clonados no vetor pGEM®-T Easy
(Promega). As ligacdes entre o vetor e cada inserto foram feitas na proporcéao 3:1
(inserto:vetor). Para calcular a quantidade de inserto empregado em cada reacao

foi utilizada a férmula abaixo:

ng de vetor x tamanho do inserto (kb) 3
tamanho do vetor (kb) *1

ng de inserto =
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O tamanho de cada inserto e a quantidade de DNA aplicada na ligacdo
encontra-se na Tabela 7.

Tabela 7- Tamanho de cada fragmento amplificado por PCR e a quantidade de DNA empregada para a
ligacdo com o vetor pGEM-T Easy (Promega).

Gene Tamanho do fragmento Quantidade de DNA
PsCEN1 579 bp 29,00 ng
PsCEN2 569 bp 28,30 ng
PsCENS3 507 bp 25,22 ng
PsCEN4 456 bp 22,70 ng
PsCEN5 687 bp 34,18 ng

Para a reacao de ligacao foram montados cinco sistemas de volume igual a
10 pL. Cada sistema continha: 50 ng de vetor (pGEM®-T Easy), o DNA
correspondente ao inserto na proporgcéo calculada, 5 yL do tampédo 2X Rapid
Ligation, 3 U da enzima T4 DNA Ligase (Promega) (3 U/uL), Agua deionizada estéril
para completar o volume. Os tubos contendo as reacBes de ligacdo foram

incubados a 16 °C durante a noite.

3.9. Preparo de células competentes para transformacéo

As células de E. coli foram submetidas a um protocolo de preparo de células
competentes utilizando cloreto de célcio (Inoue, Nojima e Okayama, 1990). As
células foram espalhadas em meio LB agar e incubadas a 37°C por 16 h. Da placa
foram selecionadas cinco colbnias, que foram inoculadas em 100 ml de meio SOB
com MgClz e incubadas a 18 °C a rotagdo igual a 220 rpm, até o crescimento atingir
a ODesoo= 0,6. A cultura foi incubada no gelo por 10 min e centrifugada a 2.500 g
por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em
tampao TB (composicdo descrita na secao Material) e centrifugadas novamente a
2.500 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em meio TB com 7% de DMSO (dimetilsulfoxido), o volume foi

dividido em aliquotas de 200 uL e as células estocadas a - 80°C.
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3.10. Transformacédo de células de Escherichia coli linhagem DH5«a

Os produtos resultantes das ligacdes foram utilizados para a transformacéo de

células de E. coli DH5a competentes. Nas transformacdes foram utilizadas as

reacdes de ligacdo do vetor pGEM®-T Easy com 0s genes correspondentes as
centrinas de 1 a 5 de P. serpens 9T. Para a transformacéo, cinco aliquotas das
células de E. coli competentes foram descongeladas e entdo em cada tubo foram
adicionados 5 pL de DNA provenientes da ligacdo do vetor pPGEM®-T Easy com o
gene correspondente. Os tubos com as células foram incubados no gelo durante
30 min e depois incubados a 42°C durante 90 s. Em seguida, os tubos foram
transferidos para o gelo onde permaneceram durante 2 min para finalizar o choque
térmico. Depois, em cada tubo foram adicionados 800 uL de meio SOC e seguido
de incubacéo a 37°C durante 60 min (Inoue, Nojima e Okayama, 1990)).

Apos a transformacao, foram transferidos 150 pL da suspenséao de células para
uma placa de Petri contendo agar LB adicionado de 0,1 M de IPTG (Isopropil B-D-
1-tiogalactopiranosideo), 80 pg/ml de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-
galactopiranosideo) e 100 ug/ml de ampicilina. As placas foram incubadas a 37°C
durante a noite (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Apos a formacgéo de colbnias na placa de LB agar, foram selecionadas colénias
brancas e cada uma foi transferida para um tubo contendo 3 mL de meio LB com
100 pg/ml de ampicilina. A cultura foi incubada a 37°C sob agitacdo a 220 rpm

durante a noite.

3.11. Extracdo de DNA plasmidial

Para a extracdo do DNA plasmidial das células transformadas foi empregado o
protocolo de lise alcalina. Para isso, 1,5 ml de cada tubo com a suspenséo de
células foi transferido para um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Os tubos foram
centrifugados a 10.000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento de células ressuspendido em 100 pL
da solucédo de ressuspenséo (composicao na secdo material). Em seguida, foram
acrescentados 200 pL de solucéo de lise e misturados por inversao do tubo. Os

tubos foram incubados por 5 min a temperatura ambiente e entdo 150 pL da solucao
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de neutralizacdo foram adicionados e misturados por inversdo do tubo. Os tubos
foram centrifugados a 12.000 rpm durante 20 min. O sobrenadante foi transferido
para um tubo de microcentrifuga novo e entdo foram adicionados 450 L de alcool
isopropilico 100% e misturados por inverséo do tubo. Os tubos foram centrifugados
a 12.000 rpm por 30 min. Depois foi feita a lavagem dos tubos com etanol 70% e
centrifugacédo a 12.000 rpm por 5 min. O sedimento de DNA foi deixado secar a
temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 40 pyL de agua deionizada
(adaptado de SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

As construcdes resultantes foram denominadas pGEM-TPsCEN1, pGEM-
TPsSCEN2, pGEM-TPsCEN3, pGEM-TPsCEN4 e pGEM-TPsCENS.

As construcdes pGEM-TPsSCENS e pET28a(+)PsCENS foram encaminhadas
para o sequenciamento com os iniciadores descritos na Tabela 8.

Tabela 8 - Iniciadores utilizados nas reacdes de sequenciamento.

Identificacao Sequéncia (5°—3’)
T7 primer TAATACGACTCACTATAGGG pGEMTPsCENS (fita senso) e
PR692 GATAGATCTGAATAAATAAGACTCGGCTTGC pET28a(+)PsCENS (fita senso)
PR627 (M13 antisenso) TCACACAGGAAACAGCTATGAC pGEMTPsSCENS (fita antisenso)
PR610 CATCATATGTCAGCTCGCATTCCCAG

As sequéncias obtidas no sequenciamento foram alinhadas no programa
BLAST (Basic Local Alignment  search tool) disponivel em:

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi.

3.12. Expressao heterdloga da proteina centrina 5

A construcdo pGEM-TPsCENS5 foi digerida com as enzimas de restricdo Ndel
e Bglll, com o objetivo de confirmar a inser¢do dos sitios. Para isso, foram
realizadas duas digestbes simples e uma dupla. Para a digestdo foram montados
trés sistemas de volume igual a 15 pyL contendo 1 pg de DNA plasmidial. Os
sistemas foram montados conforme as orientacdes do fabricante e as reacbes
foram incubadas a 37°C durante 2 h. Apés a confirmacao da insercéo dos sitios, 5

pg de DNA correspondente a constru¢cdo pGEM-TPsCENS foram digeridos com as
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mesmas enzimas, conforme as orientacées do fabricante, sendo que a reacao foi
incubada a 37°C durante 4 h. Os fragmentos foram separados em gel de agarose
1,2% e a regido do gel contendo o fragmento correspondente ao gene PsSCENS foi
retirado com auxilio de um bisturi e luz UV no comprimento de onda de 365 nm e o
DNA foi eluido do gel utilizando o kit Illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare), conforme as orienta¢des do fabricante.

O vetor pET28a(+) foi linearizado com as enzimas Ndel e BamHI para a
posterior ligacdo ao gene PsSCENS digerido com as enzimas de restricdo Ndel e
Bglll. A digestdo com a enzima BamHI forma extremidades coesivas com o DNA
digerido com a enzima Bglll (Fig. 10), permitindo assim a ligacao entre o vetor e 0
gene. Para a digestdo foram utilizados 5 pg de DNA plasmidial e foi realizada
conforme o descrito anteriormente e o fragmento correspondente ao vetor
linearizado foi purificado a partir do gel, assim como o descrito anteriormente com

o fragmento PsCENS.

5 PSCEN5
3 PSCEN5

5 TATG PSCEN5 A ¥
3 CA PsSCEN5 TCTAG 5’
1 BamHI
5 CATATG PSCENS5 A GATCC: 3
3 GTAT CA PsCEN5 PEc T ANGH G 5
Ndel Bglll

Figura 10- Representacdo da digestdo da constru¢do pGEM-TPsCENS5 com as enzimas Ndel e Bglll e
ligagcdo no vetor pET28a(+) digerido com as enzimas Ndel e BamHI.

A ligacéo do vetor pET28a(+) com o gene PsCENS foi feita na propor¢éo 3:1
(inserto:vetor) com 100 ng de vetor pET28a(+). As células de E. coli DH5q,
submetidas a competéncia, foram transformadas com 5 pL da reacéo de ligagdo. A
construcao resultante (pET28a(+)PsCENS) foi selecionada através de PCR com os
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iniciadores T7 primer (5’- CATCATATGTCAGCTCGCATTCCCAG -3’) e PR692 (5'-
GATAGATCTGAATAAATAAGACTCGGCTTGC-3).

Para a expressao heterdloga da proteina centrina 5, células de E. coli
BL21(DE3) competentes foram transformadas com 10 ng da construgéo
pET28a(+)PsCENS. A partir da suspensao de células foram retirados 150 uL e
estes foram espalhados em uma placa de Petri contendo 30 mL de meio LB agar e
30 pg/mL do antibiético Canamicina, para a selecdo das células transformadas. A
placa foi incubada durante a noite em estufa a 37°C.

Das col6nias resultantes, uma col6nia foi selecionada e transferida para um
tubo contendo 3 ml de meio LB liquido com 30 pg/mL de Canamicina. O tubo foi
incubado a 37°C sob agitacdo a 220 rpm até cultura atingir uma ODeoo igual a 0,6.
Desta suspensao de células foi retirado um volume igual a 1,5 ml e transferido para
um frasco Erlenmeyer contendo 50 ml de meio LB com 30 pg/mL de Canamicina.
A ODesoo foi monitorada até atingir o valor igual a 0,6. Neste momento, foi retirada
uma aliquota de volume igual a 1 ml e transferida para um tubo de microcentrifuga
de 1,5 ml (amostra ndo induzida). O tubo foi centrifugado a 12.000 x g durante 1
min, o sobrenadante foi descartado e o sedimento de células foi armazenado a -
20°C. Além disso, uma aliquota da cultura foi retirada e congelada em glicerol 20%
a -80°C.

Para a inducdo da expressao heterdloga da proteina foi adicionado 1 mM de
IPTG na cultura do frasco Erlenmeyer. O frasco foi incubado a 37°C a 220 rpm
durante 5 h, sendo que a cada 1 h foram retiradas aliquotas de 1 ml. Cada aliquota
foi transferida para tubos de microcentrifuga de 1,5 ml, os quais foram centrifugados
a 12.000 g durante 1 min, o sobrenadante foi descartado e o sedimento de células
armazenado a -20°C.

Com o objetivo de analisar a expressao heterdloga da proteina centrina 5 foi
confeccionado um gel de poliacrilamida desnaturante na concentragao igual a 12%.
Para o preparo das amostras, os tubos contendo os sedimentos foram
descongelados em banho de gelo e em cada um foram adicionados 100 puL de
tampao de lise. Logo apds, os tubos foram fervidos a 100°C durante 5 min e entéo,

foram aplicados 20 L do lisado celular no gel.
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A expressdo da proteina centrina 5 também foi testada sob diferentes
condicBes: a 25°C durante 3 hiinducdo a 1 mM de IPTG e a 20°C indu¢édo a 0,1 mM
de IPTG durante a noite. Apds os periodos de inducdo, as culturas foram
centrifugadas a 10.000 g durante 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e
o sedimento foi ressuspendido em reagente BugBuster™ (na proporcdo de 5 ml de
reagente para cada 1 g de células) que € proprio para a lise de células de E. coli.
O reagente foi homogeneizado na plataforma com agitacdo durante 20 min a
temperatura ambiente. Os tubos foram centrifugados e a porcdo soluvel
(sobrenadante) foi transferida para um tubo de microcentrifuga novo. Na porcao
insoltvel foram adicionados 50 puL de tampé&o de amostra 1 X e na porcéao soluvel
foi adicionado tampéao de amostra 5 X para que a concentracao final fosse igual a
1X. Os tubos foram fervidos a 100°C durante 5 min e as amostras foram aplicadas
em gel desnaturante de poliacrilamida na concentracao igual a 15%.

Para analisar a expressao da proteina fusionada ao His tag, experimento de
Western blot foi realizado. Deste modo, o gel desnaturante foi transferido para a
membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra, Amersham) no tampédo de
transferéncia, durante 20 min no equipamento Trans-Blot® Turbo Transfer System
(BioRad). Logo apo6s, a membrana foi incubada durante 1 h em solugéo
bloqueadora (5% de leite desnatado em tampado PBS). A membrana foi lavada em
tampdao PBS e entéo foi incubada com anticorpo Anti-His tag em solucéao de 1% de
leite desnatado em tampéo PBS durante 1 h. Depois, a membrana foi lavada sete
vezes com tampdao PBS, e foi incubada com anticorpo secundario anti-camundongo
conjugado a peroxidase em solucdo de 1% de leite desnatado em tampédo PBS
durante 1 h. Em seguida a membrana foi lavada sete vezes em tampéo PBS e o
substrato foi adicionado proveniente do kit comercial ECL Prime Western Blotting
System (GE Healthcare). As imagens foram obtidas no equipamento ImageQuant™
LAS 4000.

RESULTADOS
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1. Andlise da similaridade entre as centrinas de Phytomonas

As sequéncias correspondentes as centrinas obtidas no banco de dados
foram alinhadas com o objetivo de obter as taxas de similaridade e identidade entre
elas (Fig. 11). Ao comparar as centrinas de P. serpens foi observado que a centrina
1 e centrina 2 apresentam as maiores taxas de identidade sendo igual a 40,59%.
Em relagdo a centrina 5 a maior taxa de identidade foi observada quando
comparada com a centrina 1 (28,76%). A menor identidade foi observada entre a
centrina 3 e a centrina 5 (16,81%) (Tabela 9).

1 0 20 30 60 70 80 90
1.Cen1 IQAWTRGTASGSTGHTAGMVRTTAPTN SVAPPPAAPRRRFQ\ TEEQRQE IREAFDLFBISDKNGL I DAHEMKVSMRAMGF DVKR
2.Cen2 MQS GSFSGGSN AAAAPTQSPAAE IVLTADQQDE IKEAFDLFBTDGSGT IDAKELKVAMRAMGF EPRK
3.Cen3MsQ RSFSTQKG HHLKPD LTAKQKED | AEAFCMLBMNGTKAMTPNDLKVALRAMGY EPKR
4. Cend MIAA LTDEQ IREAFNLFBTDGSGA I DAEEMALAMKGEMGF GDLPR
5.CenSMSAR | PRPC.SRRSGYAPNL SGRAPSRKACSVVS SMNVHTAAP\/NDRKPL ES)SE EHKLt LRKAFDMFBTQGIGRII QARE\/K\/AFVAIGY DVTD

100 30 40 50 160 180
1.Cen1 DEVTRLMQDC AARDQNGQPLMDLAGFTD\MTEKFSQRDPRQIMIKAFQLFDENF\TGK[]WSLRSIRR\/AR[LGENMSDDE.QAMD‘
2.Cen2 EELQKLLSDF IPHKKPSSTRHEEDDLNLDVITYPQFVHIMSKKMTERDPREMM | KAFRMFDDDETGKMTFKNEKRVAME LGENMTDAEMQEME
3.Cen3 DVVRNL | AKM DRSGVSNS IV LAEFEE IMRQAFFLEDNDEMLELAFPLFTQGKSEFMTLDDEKRVAAEVGENMPEETHEME I
4.Cen4 DEVER | VRSM KTNANGLVEYNEFEKMIKSRMAPKDSPEMI FKAFQLFDLDKRGKHlS L ANBK EVAKMLGENPGDDVHEQEME
5.Cen5 GELRQLLQDV HANLSEGDDMI\/DFNEFFSVLTRKMTSRESR I.PLRAFKQI DEDDKGYMSLEDEMRK |AQSQHLDLTDD EEMEMIML

190 200 2 230
1. Cen1 DEFBT DQDGEINL EBMFMA IMLEEDDY
2.Cen2 DEABR NGDGEVDEDMFLRLMKKTSLY
3.Cen3 EKSBVLDHDHR | SRQEFMKML SSEKN
4. Cend AEABIE DGDGEVSFEMFKNVMIQMKGKHE
5.Cen5 FAHAMPSGLQQSVA IGGSSRTSSAGFBT REMTVVTEEMFLKLMQQAESYLF

Figura 11 - Alinhamento entre as sequéncias das centrinas de P. serpens 9T no programa MUSCLE e
no software MEGA 7. Os quadrados coloridos representam os aminoacidos com 100% de identidade. Os
eventos de indels (inser¢do ou delecao) estédo representados por “-“. Cenl (centrina 1); Cen2 (centrina 2); Cen3
(centrina 3); Cen4 (Centrinad); Cen5 (centrina 5).

Tabela 9- Taxa de identidade obtida ao comparar as sequéncias de aminoacidos de P. serpens 9T.

Centrina 1 Centrina 2 Centrina 3 Centrina 4 Centrina 5
Centrina 1 - 40,59% 28,65% 36,79% 28,76%
Centrina 2 40,59% - 29,03% 35,83% 25,42%
Centrina 3 28,65% 29,03% - 29,76% 16,81%
Centrina 4 36,79% 35,83% 29,76% - 22,03%
Centrina 5 28,76% 25,42% 16,81% 22,03% -

As taxas de similaridade entre as sequéncias também foram calculadas
(Tabela 10), sendo que as maiores taxas de similaridade foram entre as centrinas

1e2(61,39%), e as menores taxas entre a centrina 3 e 5 (35,40%).

Tabela 10 — Taxa de similaridade entre as sequéncias de aminoéacidos de P. serpens 9T.

Centrina 1 Centrina 2 Centrina 3 Centrina 4 Centrina b
Centrina 1 - 61,39% 47,92% 51,81% 46,90%
Centrina 2 61,39% - 51,08% 52,94% 43,22%
Centrina 3 47,92% 51,08% - 51,19% 35,40%
Centrina 4 51,81% 52,94% 51,19% - 39,47%
Centrina 5 46,90% 43,22% 35,40% 39,47% -
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Os motivos EF-hands e os dominios de ligacéo ao calcio de cada sequéncia
de aminoacidos foram avaliados no banco de dados PROSITE. A partir dos dados
obtidos, foram montados graficos com os dominios no programa SnapGene®
Viewer (Fig.12). As centrinas 1, 2, 3 e 5 apresentaram trés dominios EF-Hands e a
centrina 4 € a Unica entre elas que apresentou quatro motivos EF-Hands, com trés
dominios de ligacdo ao calcio. A centrina 5 ndo apresentou nenhum dominio de
ligacdo ao calcio. As massas moleculares das centrinas também foram calculadas
sendo iguais a: ~21,9 kDa (centrina 1), ~21 kDa(centrina 2), ~19 kDa(centrina 3),
~16,8 kDa(centrina 4), ~25,7 kDa (centrina 5).

Ca Ca

EF-Hand] [ @ e i EF-HandIil

s Centrina 1 e

192 aa |
EF-HandIIl

Centrina 2
Ca 186 aa ca

EF-Handl i i EF-HandIII

Centrina 3
Ca ca 166:88 Ca

) EF-HandIIl EF-HandIV -

Centrina 4
150 aa

EF-Handl

Centrina 5
228 a2

Figura 12 - Representacdo dos dominios EF-Hands de cada centrina de P. serpens 9T, obtidos no banco
de dados PROSITE. Imagem criada no programa SnapGene® Viewer.

2. Arvore filogenética

As sequéncias obtidas das centrinas de P. serpens 9T, dos isolados de
Phytomonas spp. (HART1 e EM1) e dos outros tripanossomatideos nos bancos de

dados foram alinhadas e a arvore filogenética foi construida com base na
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similaridade entre elas (Fig. 13). As centrinas foram agrupadas em cinco grupos

diferentes correspondentes as cinco diferentes centrinas dos tripanossomatideos.

THCENT P 3443761
CEN1 TaLENT XP_003303420.
TeCENT P 21791
LBCEN1 7P_ 0015644701
PACENT T
PipCENT EMT CCWEOS381
PipCENT Hartl COWBRS45.1

TECEN3XP 823056 1
TeCEN3XP_ 8054821

TgalEN3XP_O0RA0TION
LCEN3XP D0156055,1

CEN3

PACENIST
" PupCEN3 EMT COWBI821
PipCEN Hat! COWT00281

THCENS P 8234461
ToaCENS P 008307211
TCCENSY §116821
CENS5 LBCENSXP_O567431.1
PCENS ST
ESZE PipCENS EM1 COWB27331

PspCENS Hantl COWT0565.1

THCEN2XP_846345.1

TeCEN2XP_8212631

TeLEN2)XP_8054231

ToalEN2XP_008309580.1

PsCEN2ST

PspCEN2 EM1 COWB5433.1

PspCENZ Hart! CCWT1685.1
LnCEN2XP._001680978.1

LLCEN2XP 0015625741

CEN4

PsplEN4 Hant] COWBE328.1

TECENGXP_ 845564 1
ToaCENEXP_ 003106131
TECENAXP B131651

LnCENAXP 0016832521
LECEN4 XP_ 001565047.1

Sp Centn

Figura 13 - Cladograma das centrinas dos tripanossomatideos. Thb:Trypanosoma brucei, Tga:
Trypanosoma grayi, Tc: Trypanosoma cruzi, Sp: Schizosaccharomyces pombe, Lb: Leishmania braziliensis;
Ps: Phytomonas serpens, Lm: Leishmania major, Psp EM1: Phytomonas sp. EM1 e Psp HART1: Phytomonas
sp. HARTL1.

3. Estrutural tridimensional das centrinas

As estruturas das cinco centrinas de P. serpens foram preditas por homologia
no servidor SWISS MODEL. As sequéncias de aminoacidos de cada centrina foram
submetidas e analisadas, onde foram encontrados possiveis modelos para estas
proteinas. Destes foram selecionados modelos com base na taxa de identidade e
no valor de GMQE. Os modelos escolhidos para cada proteina estéo descritos na
Tabela 11.

Tabela 11 - Modelos selecionados para a modelagem por homologia das proteinas centrinas de P.

serpens.
Modelos NUmero de Identidade GMQE* Referéncia Proteina alvo
Acesso (SMTL*)
Kim, S.Y. et al., Crystal
Centrin 1 Mus 5d43.1 50,34 0,66 Structure of Wild-Type Centrina 1
musculus Centrin 1 from Mus
musculus Occupied by
Ca2. Biochemistry Mosc.
(2017)
Sosa Ldel, V. et al., The
3qrx.1 67,33 0,71 structure, molecular Centrina 2
Chlamydomonas dynamics, and energetics
reinhardtii of centrin-melittin complex.
centrin

Proteins (2011)
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Thompson, J.R. et al., The
structure of the human
centrin 2-xeroderma Centrina 3
pigmentosum group C
protein complex.
J.Biol.Chem. (2006)
Shan, F.Z. et al., Solution
Trypanosoma brucei Szor.1 89,26 0,97 structure of ThCentrind Centrina 4
centrin 4 from Trypanosoma brucei
and its interactions with
Ca2+and other centrins.
Biochem. J. (2018)
Sosa Ldel, V. etal., The
3grx.1 42,96 0,58 structure, molecular Centrina 5
dynamics, and energetics
of centrin-melittin
complex. Proteins (2011)

Human centrin 2 2ggm.1 38,36 0,67

Chlamydomonas
reinhardtii
centrin

ApoOs a selecao dos moldes, as estruturas tridimensionais de cada centrina
foram preditas. Para a validacdo da qualidade estereoquimica do modelo, foi
utilizado o programa PROCHECK. Neste programa, € gerado um mapa de
Ramanchadran, o qual descreve as posi¢cdes mais favoraveis e desfavoraveis dos

angulos y (psi) e ¢ (phi) que ocorrem em torno do Ca (Fig. 14).

0”)

Figura 14 — Representac¢ao dos angulos ¢ e y em torno do Ca.

A estrutura tridimensional da centrina 1 apresentou um total de sete a-hélices
com um dominio de ligacdo ao célcio na regido C-terminal (Fig. 15). O mapa de
Ramachandran exibiu 95 % dos residuos nas regides favoraveis (regidao vermelha),
4,3% dos residuos nas regides permitidas (regido amarela) e 1,1% em regifes
desfavoraveis (Fig. 16).
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Figura 15 - Modelo tridimensional da proteina centrina 1. Os ions de célcio sdo representados pelas
esferas verdes.
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Figura 16 - Mapa de Ramachandran do modelo tridimensional da centrina 1.

38



O modelo da centrina 2 também apresentou sete a-hélices, porém com
dominios de ligacdo ao calcio, um em cada regiao (regiao N-terminal e C-terminal)
(Fig. 17). O mapa de Ramachandran mostrou 91,7 % dos residuos nas regifes
favoraveis (regido vermelha), 6,9% dos residuos nas regiées permitidas (regiao
amarela), 0,7% em regibes generosamente permitidas (regido creme) e 0,7% em

regides desfavoraveis (regidao branca) (Fig. 18).

Centrina 2

N-terminal

C-terminal

Figura 17 - Modelo tridimensional da centrina 2. Os ions de calcio sdo representados pelas esferas
verdes.
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Figura 18 - Mapa de Ramachandran da centrina 2.

Ja o modelo tridimensional da proteina centrina 3 também apresentou sete
19). Através dos

a-hélices, mas com nenhum sitio de ligacdo ao calcio (Fig.

resultados obtidos no mapa de Ramachandran foram observados que 88,3% dos
residuos encontravam-se em regifes mais favoraveis (regido vermelha), 9,5% dos
residuos nas regides adicionalmente permitidas (regido amarela) e 2,2% dos

residuos em regifes generosamente permitidas (regido creme) (Fig. 20).
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N-terminal
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Figura 19 - Modelo tridimensional da centrina 3.
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Figura 20 - Mapa de Ramachandran da centrina 3.

Centrina 4

N-terminal

Figura 21- Modelo tridimensional da centrina 4.

O modelo predito da centrina 4 apresentou estrutura diferente das outras
centrinas preditas, com um total de oito de a-hélices e nenhum dominio de ligacéo
ao célcio (Fig. 21). A andlise estereoquimica do modelo apresentou 96,2% de
residuos nas posi¢Oes favoraveis (regido vermelha) e 3,8% dos residuos em
regioes adicionalmente permitidas (Fig. 22).
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Figura 22 - Mapa de Ramachandran centrina 4.

44




N-terminal
C-terminal

Figura 23 - Modelo tridimensional da centrina 5 de Phytomonas serpens 9T.

O modelo estrutural da centrina 5 exibiu seis a-hélices, com trés a-hélices
na regidao N-terminal e duas a-hélices na regido C-terminal, com nenhum dominio
de ligacdo ao calcio (Fig. 23). As anélises no mapa de Ramachandran mostraram
que 94,9% de residuos em regides favoraveis (regido vermelha) e 5,1% de residuos

em regides adicionalmente permitidas (Fig. 24).
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Figura 24 - Mapa de Ramachandran da proteina centrina 5.
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4. Amplificacdo e clonagem dos genes PsCEN1, PsCEN2, PsCENS3,
PsCEN4 e PsCENS por PCR

Os genes correspondentes as centrinas 1 a 5 de P. serpens foram amplificados
por PCR a partir do DNA cromossomal através da utilizacdo dos iniciadores
especificos. Os produtos resultantes foram separados em gel de agarose mostrado
na Fig. 25. Os pocos 1, 3, 5, 7 e 9 correspondem aos genes PSCEN1, PsCEN2,
PsSCEN3, PsCEN4 e PsCENS5, respectivamente. Os tamanhos obtidos pela

amplificac@o apresentam tamanhos compativeis aos correspondentes a cada gene

(Tabela 12).

Tabela 12 - Tamanhos dos genes correspondentes as centrinas de 1 a5 de P. serpens 9T.
Genes Tamanho (bp)
PsCEN1 579
PsCEN2 569
PSCEN3 507
PsCEN4 456
PsCEN5 687

650bp
500bp

850 bp
650 bp
500 bp
400 bp

Figura 25- Amplificacdo dos genes PSCEN1, PsCEN2, PsCEN3, PsCEN4 e PsCEN5 por PCR. Gel de
agarose 1,2% corado com brometo de etidio.. M. Marcador 1 kb plus ladder; 1. PSCEN1; 2. PsCENL1 - Controle
negativo (PCR sem DNA cromossomal). 3. PSCEN2; 4. PsCEN2 — Controle Negativo (PCR sem DNA
cromossomal); 5. PSCEN3; 6. PSCEN3 — Controle Negativo (PCR sem DNA cromossomal); 7. PsCEN4; 8.
PsCEN4 — Controle negativo (PCR sem DNA cromossomal); 9. PSCEN5; 10. PsCEN5 — Controle Negativo
(PCR sem DNA cromossomal).

Os genes correspondentes as centrinas 1 a 5 de foram ligados no vetor pGEM®-
T Easy. Ap6s a ligacdo e transformacdo do DNA recombinante, a construcéo

pGEM-TPsCENS foi selecionada e digerida com as enzimas de restricdo Ndel e
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Bglll com o objetivo de conferir se os sitios para estas enzimas foram inseridos
corretamente na construcao génica (sitio para Ndel na regido 5’ e sitio para Bglll
na regido 3’ do gene). Na Fig. 26 encontram-se as analises eletroforéticas das
digestdes simples e duplas da construcdo pGEM-TPsCENS5. Nos poc¢os Ndel e Bglll
sdo observados fragmentos de tamanhos proximos a 687 bp, tamanho
correspondente ao gene PsSCEN5. No poco Ndel, o fragmento liberado possui
tamanho maior que o gene PSCENS5, e isto é devido ao fato de que o vetor pGEM®-
T Easy apresenta na regiao de sitios multiplos de clonagem um sitio para a enzima
Ndel. A construcédo digerida com as duas enzimas possui tamanho préximo ao
tamanho do gene (687 bp) (Fig. 25).

Bglil e Ndel

f
o)
el
@
o
o
©
=

Bglll
Ndel
Intacto

4kb
3kb

850bp
650 bp

Figura 26 — Andlise da insercéo dos sitios para as enzimas Ndel e Bglll. Gel de agarose 1,0 % corado com
brometo de etidio. Marcador. Marcador 1 kb plus. Bglll. pPGEM-TPsCENS digerido com a enzima Bglll. Ndel.
pGEM-TPsCENS digerido com a enzima Ndel. Bglll e Ndel. pPGEM-TPsCENS5 digerido com as enzimas Bglll e
Ndel. Intacto. pGEM-TPsCENS intacto.

A ligacdo do gene PsCENS5 ao vetor pPGEM®-T Easy foi confirmada através
de PCR, com a utilizacdo de iniciadores especificos e por sequenciamento. A
sequéncia obtida através do sequenciamento foi alinhada com a sequéncia obtida

no banco de dados no programa BLAST (Fig. 27 e 28).
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Score Expect Identities Gaps Strand

1256 bits(580) 0.0 £85/687(99%) 1/687(0%) Plus/Plus

Query 1 GCTCRCATTCCCAGGCCATCTTCTAGAAGGAGTGGGTATGCACCCAACCTAAGE 60
) ||IIIIII|||||IIIIII||||||I||III|II||I||III|II||||||IIIIII|||

Shjct 1 AGCTCGCATTCCCAGGCCATCTTCTAGAAGGAGTGGRTATGCACCCAACCTANGC 68

Query 61 GGTCGGECTCCATCTAGAAMAGCCTGCTCTGTTGTTTCATCAATGAATGTACATACCGCC 120
LLEELTEECEELEELEETEEERTLE LT EEEEE L ELELT A TELT

Sbjct 61  GGTCAGECTCCATCTAGAAAAGCCTGCTCTGTTGTTTCATCAATGAATGTACATACCGCC 124

Query 121 GCTCCAGTOAATGATAGASAGCCACTCTTTAGTATATCOOAAGAACATAAGCTCGAGCTE 158

Sbict 121 GCTCCAGTGAATGATAGAAAGCCACTCTTTAGTATATCGOAAGAACATAAGCTCOAGCTD 138
Query 181 AGGAAAGCTTTCGACATGTTTGATACACAAGGGATAGOCCGAATTCAGRCACGCOAAGTC 248

Sbjct 181 AGGAAAGCTTTCGACATGTTTGATACACAAGOGATAGOCCOAATTCAGGCACGLOAAGTC 248

Query 241 ABAGTCGCCTTTTATGCCCTCOGCTATGATATTACAGATORGRAGTTACAGCAACTTTTG 364

_ LLELRLELELLELEEEEEEEEEREE LT EEEELEEE LTt |
Sbict 241 AAAGTCGCCTTTTATGCCCTCGGCTATGATGTTACAGATGGGGAGTTGCGGCAACTTTTG 380

Query 3@l TGACGACATGGCGOACTTCAATGAATTCTTT 368

Sbjct  3e1 OTEACGACATOOTARACTTCAATGAATTCTTT 368
Query 381 AGCATCCTGACTCGAAARATGACTTCACGAGAATCOAGRATTRAACCTCTGCATOCATTT 428

Sbjct 361 AGCATCCTGACTCOAAARATGACTTCACGAGAATCEAGGATTGAACCTCTGCGTGCATTT 428

Query 421 AAGCAAATCOATGAGGATGACAAGGGATATATTTCGTTGOAGRACTTOCGAAAAATCGCA 458

_ LLCCELTLEELEDEELELT R L LR EL LR ELEL T LT
Sbict 421 AAGCAAATCGATGAGGATRACAAGGGGTATATTTCGTTGGAGGACTTGCGAAMAATCGCA 430

Query 481 CAATCACAOCATCTAGACCTCACGRACGATGAGCTCATGOAAATGATTCTTTTTGCACAT 544

Sbjct 481 CAATCACAGCATCTAGACCTCACGGACGATEAGCTCATGGAAATGATTCTTTTTGCACAT 548

Query 541 GCTATGCCTTCTGGGTTGCAGCAATCCGTAGCCATCGGTGGTAGCAGTCGCACGAGCTCC 680
LLELEEEEEEEELECLERTEECEE L LT EERE L EEEETELTETEr

Sbjct 541 GCTATGCCTTCTGGGTTGCAGCAATCCGTAGCCATCGATGOTAGCAGTCGCACGAGCTCC 608
Query 681 GCTGGOOTTTGATACAAGAGAGATGACTGTTATCACAGAAGAGOAGTTCTTARAGTTOAT &6d@
oyt
Query 681 GCAGCAAGCCGAGTCTTATTTATTCTA GEY

Sbjct 668 GUCAGCAAGCCGAGTCTTATTTATTCTA 686

Figura 27 — Alinhamento da sequéncia senso obtida com o sequenciamento do gene PsCENS clonado
no vetor pGEM-T Easy (subject) com a sequéncia do gene PsCENS obtido nos bancos de dados.
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Score Expect Identitizs Gaps Strand
1264 bits(684) 0.0 E8E/E87(59%) 0/687({0%) Plus/Minus

Query 8 ATGTCAGCTCGCATTCCCAGGECATCTTCTAGAAGGAGTGEATATGCACCCAACCTAAGE &7

shijct 687 ATETCAGCTCECATTCCCAGGCCATCTTCTAGAAGRAGTEEETATECACCCAACCTAAGE &28

QUeEry 88  GGTCGEECTCCATCTAGAAAAGCCTGCTCTGTTGTTTCATCAAT ACATACCGCC 127
) II LCERLLERTITELCLETtinerre |||| ||| [1] ||| |||| [ ||| ||
sbjct  s27 CGEECTCCATCTAGAAAAGCCTGLT TCATCAATEAATGTACATACCGCC 568
Query 128 AGAAAGCCACTCTTTAG AAGCTCGAGCTG 157
) II ||| I|| IIII LEELT III |||| ||| III ||| |||| [ILTT ||
sbjct 567 GCTCCAGTGAATGATAGAAAGCCACTCTTTAGTATATCGGAAGAACATAAGCTCGAGCTG 588

Query 183 AGGAAAGCTTTCGACATGTTTGATACACAAGGGATAGGCCGAATTCAGGCACGCGAAGTL 247

shict 587 AGRAAARCTTTCGACATGTTTGATACACAAGGGATAGGCCGAATTCAGECACGLGAARTC 448

Query 243 AAAGT TATGCCLTC GLGECAACTTT 3a7

sbjct 447 AAAGTCECCTTTTATECCCTCGSCTATEATGTTACASATGEGGASTTGISGCAACTTTTG 3388
GACTTCAATGAATTCTTT 367
CELEEEEEEEEnern

GACTTCAATGAATTETTT 328

Query 288 CAGRACGTTCATGCAAATCTCTCAGAGGGTGACGACATGG ?

shijct 3287 CAGGACETTCATGCAAATCTCTCAGAGEETEACGACATGETE
Query 383 AGCGTCCTGA 427
sbjct 227 AGCGTCLTGA
AT GATGAGEAT GACAACGEGTATATTTCGTTGGAGGACTTALGAAAAATIG 437

d
PULLLLLLLELLLEELLLELLEEL L LEEL LT LEL LT ||
TCEATGAGGATGACAASGGETATATTTCETTGGAGGACTTGLEAAAAATCGCA 268

Query 428
Shict 267

Query 48%

S
n—r
B

=

n—m
f'\—f'\
—|——|

ACGLACGATEAGLCT CACAT
||| ||| ||| [EEET éll ||| ||| |||| ||| ||| [

TCTAGACCTCACGRACGATOAGC TCATAGAAATGEA GCACAT 148

shjct 287

Query 543 GLTATGCCTTCTGGGTTGLAGCAATCCOGTAGCC ﬂ'? ||| |GT GCACGAGLTCC  &@7

Sbjct 147 GCTATGCCTTCTGGGTTGCAGCAATCCGTAGCCATCGRTGGETAGCAGTCGCACGAGLTC g3

Query ©es GEGTTTGA TnC-«-GT E&7

sbjct &7 TTTGATACAAGA

ATEACTS AT
[111 |

—E\

GAGATE
1]
GAGATEACTGTTETCACAGAAGAGGAGTTCTTAAAG

GACTG

1)

QUEry 6558 CAGCAASCCGAGTCTTATTTATTCTAG 632
CECEEEELLEEEEEEn et e

sbjct 27 CAGCAAGCCGAGTCTTATTTATTLTAG 1

Figura 28- Alinhamento da sequéncia antisenso obtida com o sequenciamento do gene PsCEN5
clonado no vetor pGEM-T Easy (query) com a sequéncia do gene PsCEN5 obtido nos bancos de dados
(subject).

4. Expressao heteréloga da proteina centrina 5 de P. serpens

Para a expresséao da proteina heter6loga em E. coli linhagem BL21(DE3) foi
utilizado o vetor pET28a(+). O pET28a(+) € um vetor de expressao em E. coli, que
possui um tamanho de 5.369 pb e apresenta em sua estrutura o promotor para a
T7 RNA polimerase, que é reconhecido somente pela enzima T7 RNA polimerase.
O gene que codifica esta enzima esta presente no genoma da bactéria E. coli
linhagem BL21(DE3).

Para andlise da digestédo do vetor com as enzimas de restricdo Ndel e BamHil,
foi feita uma reacdo de digestdo com estas enzimas. Os fragmentos resultantes
foram separados em gel de agarose 1% por eletroforese. Na Figura 28 é possivel

observar os fragmentos 1, 2 e 3 provenientes das digestdes simples (fragmentos 1
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e 2) e da digestdo dupla (fragmento 3). A partir dos fragmentos resultantes é
possivel observar que houve a linearizacéo do vetor pET28a(+) com as enzimas de

restricao.

6.000 bp
5.000 bp
4.000 bp

Figura 29 - Digestdo do vetor pET28a(+) com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI. Gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo. M. Marcador 1 kb plus ladder; 1. Digest&o do vetor pET28a(+) com a enzima
de restricdo Ndel; 2. Digestéo do vetor pET28a(+) com a enzima BamHlI; 3. Digestdo do vetor pET28a(+) com
as enzimas Ndel e BamHlI. 4. Vetor pET28a(+) intacto.

Com os resultados obtidos da digestdo analitica do vetor pET28a(+), foi
realizada digestdo do vetor pET28a(+) com uma quantidade maior de DNA
plasmidial e 0 mesmo foi realizado com a construcdo pGEMPsCENS5, para posterior
separacao dos fragmentos em gel de agarose e purificacdo dos fragmentos. O
produto resultante da digestao foi analisado em gel de agarose na concentracéo de
1,2%, que pode ser visualizado na Figura 30. A digestdo do pET28a(+) com as
enzimas de restricdo Ndel e BamHI possibilitou a linearizacdo do vetor, ja a
construcdo pGEMTPsCENS digerida com as enzimas Ndel e Bglll apresentou um
fragmento com tamanho préximo a 687 bp (fragmento 4) , demonstrando que houve

a digestao do fragmento (Fig. 30).

51



250 bp
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Figura 30 - Digestdo do vetor pET28a(+) e da constru¢cdo pGEM-TPsCEN5 com as enzimas de restri¢ao
Ndel e Bglll. Gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidio. pET28a(+). Vetor pET28a(+) intacto; Ndel +
BamHI. Vetor pET28a(+) digerido com as enzimas Ndel e BamHI; pGEM-TPsCEN5. Construgdo pGEM-
TPsCENS intacta; Ndel + Bglll. Constru¢do pGEM-TPsCENS digerida com as enzimas Ndel e Bglll. Marcador.
Marcador 1 kb plus ladder

O vetor pET28a(+) linearizado com as enzimas de restricdo e o0 gene
PsCENS foram ligados para a subclonagem desta sequéncia nesse plasmideo. A
confirmacéo da ligacéo foi feita através de PCR com os iniciadores especificos e
0s produtos resultantes foram separados em gel de agarose (Fig. 31). O gene
PsCENS foi amplificado através do uso dos iniciadores PR610 e PR692 (poco 3) e
o fragmento resultante possui tamanho igual 687 bp, conforme o observado no gel
(poco 1) e também foi feita a amplificacdo com o T7 primer (especifico para o vetor
pET28a(+)) e PR692. O produto resultante apresenta tamanho préximo a 835 bp,
conforme o observado no poco 5.
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Figura 31 — Anélise da subclonagem do gene PsCENS5 no vetor pET28a(+) com a amplificagdo do gene
PsCENS por PCR. Gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidio. M. Marcador 1 kb plus ladder. 1.
PsCENS5 (amplificado com iniciadores PR610 e PR692); 2. Controle negativo (sem DNA cromossomal). PCR
para a confirmacéo da ligacdo do vetor pET28a(+) com o gene PsCEN5; 3. PsCEN5 (amplificado com os
iniciadores T7 primer e PR692). 4. Controle negativo (PCR sem o DNA plasmidial).

A subclonagem do gene PSCENS no vetor pET28a(+) também foi confirmada
através da reacao de sequenciamento. A sequéncia obtida foi alinhada com a
sequéncia obtida no banco de dados no programa BLAST (Fig. 32)
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Score Expect Identities Gaps Strand
1173 bits(635) 0.0 £42/645(59%) 1/645(0%) Plus/Minus
Query 1 CTCCTCTTCTATGA-AACAGTCATCTCTCTTATATCAAACCCAGCAGAGCTCATGCGACT 59
, CECETEETEErErt AP en e e e b e et e
Sbjct 645 CTCCTCTTCTGETGACAACAGTCATCTCTCTTGTATCAAACCCAGCGRAGCTCGTECGACT 5386
Query &2 ATTECTECAACCCAGAAGGIATAGCATATGCARAAAGAAT 112
, III|III|IIIII|III|III|II|III|II||IIIII|III|IIIIII|II TTEET
Sbjct =85 GATTGECTGCAACCCAGAAGARCATAGCATATGCAAAAAGAAT B26
Query 128 TTTTTCGCAA 172
, III|III|IIIII|III|III|II|III|II||IIIII|III|IIIIII|II||II|III
sbjct s2s ATTTTTCGCAA 466
Query 188 GTCCTCCAACGAAATATACCCCTTOTCATCCTCATCGATTTECTTAAATGCACGCAGARG 239
, CECETEETEECEE T e e e e e e e e e e
sbjct 465 GTCCTCCAACGAAATATACCCCTTGTCATCCTCATCGATTTGCTTAAATGCACGCAGARG 485
Query 248 TTCAATCCTCGATTCTCATGAAGTCATTTTTCGAGTCAGGACGLTAAAGAATTCATTGAA 299
, CECETEETLECEE PR e r e e et e e e e e e e e e en
sbjct 485 TTCAATCCTCGATTCTCGTGAAGTCATTTTTLGAGTCAGRACGLTAAAGAATTCATTGAA 345
Query 388 GTCCACCATGTCOTCACCCTCTGAGAGATTTGCATGAACGTCCTECARAAGTTECOGCAA 359
_ III|III|IIIII|III|III|II|III|II||IIIII|III|IIIIII|II||II|III
Sbjct 345 GTCCACCATGTCGTCACCCTCTGAGAGATTTGCATRAACGTCCTGCAARARTTS 288
Query 3628 LA CATAGCCGAGGGCATAAAAGGCGACTTTRACTTCGLGTGLCTG 419
_ CECLREETEET e e LR e e e e e e
Sbjct 285 AACATCATAGCCGAGERCATARAAGRCGACTTTRACTTCGOGTGECTG 226
Query 428 AATTCGACCTATCCCTTATATATCAAACATATCGAAAGCTTTCLTCAGCTCGAGCTTATG 479
, CELTTEELEET e En R et e e e e e e
Sbjct 225 AATTCGECCTATCCCTTGTGTATCAAACATETCGAAAGCTTTCLTCAGCTCGAGCTTATG 165
Query 488 TTCTTCCGATATACTAAAGAGCGECTTTCTATCATTCACTGRAGCGRCGETATETACATT 532
, CELTTEELEET R e R TR e b e et e e e e e
Sbjct 1685 TTCTTCCGATATACTAAAGAGTGGCTTTCTATCATTCACTGRAGCGRCGGTATGTACATT 185
Query 548 CATTGATGAAACAACAGAGCAGGCTTTTCTAGATGGAGCCCGACCACTTAGGTTRGETEC 522
, CELLLEETEETEE e e e e e e e e e e een e
Sbjct 185 CATTGATGAAACAACAGAGCAGECTTTTCTAGATGGAGCCCGACCGCTTAGETTGRGTGE 46
Query &2 AAGATGECCTERGAATECGAGCTRACAT  B44
, III|III|IIIII|III|III|II|III|II||IIIII|III|II
sbjct 45 TTCTAGAAGATGECCTEREAATECGAGCTGACAT 1

Figura 32 - Alinhamento da sequéncia senso obtida com o sequenciamento do gene PsCENS (subject)
na construgcdo pET28a(+)PsCENS5 com a sequéncia do gene PsSCENS5 obtido nos bancos de dados.

Para andlise da expressao heterdloga da proteina recombinante, das células
de E. coli foram retiradas aliquotas a cada 1 h ap6s a inducdo com IPTG 1 mM a
37 °C. As células de E. coli foram lisadas e o extrato total obtido foi separado em
gel SDS-PAGE 12%,
recombinante a partir de 1 h apés a inducao (Fig. 33). A proteina centrina 5
apresenta uma massa molecular predita de 25,7 kDa e com adicdo da cauda de
histidina 27,8 kDa.
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Figura 33 — Anélise da expressao heterdloga da proteina PSCEN5 em gel de poliacrilamida SDS PAGE
12%. M. Marcador; NI. Ndo induzido com IPTG. 1h. 1h ap6s a indugdo com IPTG 1 mM. 2h. 2 h ap6s a inducéo
com IPTG 1 mM. 3h. 3 h ap6s a indugdo com IPTG 1 mM. 4h. 4 h ap6s a indugdo com IPTG 1 mM. 5h. 5 h
apos a indugdo com IPTG 1 mM.

A expressao da proteina também foi testada sob diferentes condi¢des, para
analisar se a proteina se encontra na forma solavel ou insolivel. Em todas as
amostras analisadas a proteina foi encontrada na forma insoluvel (Fig. 34-A), com
a massa molecular préxima a 27,8 kDa. A expressao também foi analisada pela
técnica de Western Blotting onde foi observada a hiperexpressao da proteina sob
as diferentes condi¢des com a fusao a seis histidinas (poli His tag) reconhecida pelo

anticorpo especifico a este tag (Fig. 34-B).
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15,0
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Figura 34 —Anélise da expresséo da proteina centrina 5 sob diferentes condi¢g8es de indugdo. A. Gel
Desnaturante SDS-PAGE 15%. M. Marcador; C. Controle positivo; 1. Expresséo induzida a 1 mM a 37°C
durante 3 h (porcéo soluvel); 2. Expressao induzida a 1 mM a 37°C durante 3 h (porcao insoltvel); 3. Expressdo
induzida a 1 mM a 25°C durante 5 h (porcao soltvel); 4. Expressao induzida a 1 mM a 25°C durante 5 h (porcéo
insollvel); 5. Expressao induzida a 0,1 mM a 20°C durante a noite (porgao sollvel); 6. Expressdo induzida a
0,1 mM a 20°C durante a noite (porgao insolavel); 7. Cultura ndo induzida (37°C durante 3 h) -porcéo solivel;
8. Cultura nédo induzida (37°C durante 3 h) - porcao insoltvel; 9. Cultura ndo induzida (25°C durante 5 h) -
porcao soltvel; 10. Cultura n&o induzida (25°C durante 5 h) - porgéo insoluvel; 11. Cultura ndo induzida (20°C
durante a noite) -porgé&o soluvel; 12. Cultura nédo induzida (20°C durante a noite) -por¢éo insoluvel; B. Western
Blot do gel A utilizando anticorpo anti His tag. +.controle positivo; 37° In - expresséo da centrina 5 a 37°C
durante 3 h induzidas com IPTG 1mM; 25°C In — expresséo da centrina 5 durante 5 h a 25°C com IPTG 1 mM;
20°C In — expresséo da centrina 5 a 20°C durante a noite induzida com 0,1 mM.
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DISCUSSAO

As centrinas sdo encontradas em organismos eucariotos, com diversas funcdes
associadas principalmente a divisdo celular e a motilidade. Da mesma forma que o
observado nos outros tripanossomatideos das espécies Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi e Leishmania major, em Phytomonas serpens 9T também foram
identificados cinco genes correspondentes as centrinas.

Dentre as sequéncias proteicas das centrinas de P. serpens 9T, o nivel de
similaridade entre elas variou em um intervalo de 35,40% a 61,39%, sendo que as
menores taxas foram observadas quando as sequéncias das centrinas 1 a 4 foram
comparadas com a centrina 5, 0 que sugere que esta proteina pode apresentar
diferentes funcées em relacdo as outras. A andlise da similaridade pode fornecer
informagdes sobre relagcdes evolutivas, estruturas ou funcdes. De acordo com
KINJO et al. (2004), as sequéncias que apresentam uma taxa de similaridade maior
gue 35-40% provavelmente sdo estruturalmente semelhantes. Sendo assim, dentre
as sequéncias analisadas, todas apresentaram similaridade superior a 35%, o0 que
pode indicar que elas apresentam estruturas parecidas.

Andlises de identidade entre as isoformas de centrinas humanas apresentaram
taxas iguais a 84% entre a HsCenl e HsCen3 e, 52% entre as HsCen2 e HsCen3.
A HsCenl é encontrada no corpo basal de espermatozoides e a HsCeng3, foi
descrita como localizada no corpo basal de células e no limen distal, j& a HsCen2
esta associada a reparo de DNA e exportagdo de mRNA para o citoplasma (ZHAO
et al., 2017). Em P. serpens a taxa de identidade variou entre 16,81% a 40,59%, o
que pode indicar que estas proteinas possuem func¢des diferentes, principalmente
a centrina 5 que apresentou as menores taxas de identidade.

Ao contrario do observado nas centrinas dos organismos eucariotos, 0s motivos
EF-Hands analisados no banco de dados PROSITE apresentaram apenas trés
motivos conservados em todas as centrinas, sendo que a centrina 4 foi a Unica que
apresentou os quatro motivos conservados. Dentre as centrinas analisadas, a
centrina 5 apresentou um padrao diferente do encontrado nas outras, com 0 motivo

EF-Hand Il com o comprimento menor em relagcdo aos outros. A centrina 5
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conforme dito anteriormente ndo foi descrita em outros organismos eucariotos,
sendo encontrada até o momento somente nos tripanossomatideos. No PROSITE
estdo armazenadas sequéncias de diferentes organismos e o0s dominios s&o
preditos através do alinhamento como estas sequéncias (SIGRIST et al., 2002).
Portanto, a centrina 5 por estar restrita a este grupo pode apresentar estrutura
diferente de outras proteinas EF-Hands, disponibilizadas no banco de dados.

Além disso, também foi observado nestas analises que a regido N-terminal
apresentou uma maior diversidade entre as centrinas em P. serpens, o que
corrobora o encontrado em Trypanosoma brucei que apresenta a regido N-terminal
menos conservada e a regido C-terminal mais conservada, onde geralmente
apresenta maior afinidade aos ions de calcio (SHAN et al., 2018; SHAN et al., 2019).
As andlises in silico também revelaram que assim como as centrinas dos outros
organismos, as centrinas de P. serpens também apresentaram massa molecular
em torno de 20 kDa.

As estruturas tridimensionais das centrinas preditas in silico através da
homologia entre as sequéncias alvo e modelo. Elas apresentaram formas similares
a halteres, caracteristicos destas proteinas. Dentre os modelos obtidos, a centrina
4 foi a que apresentou a maior taxa de identidade entre a sequéncia modelo e alvo
(89,26%) e com a maior porcentagem dos residuos nas regides favoraveis (96,2%),
isto provavelmente ocorreu porque a proteina selecionada como modelo foi a
centrina 4 de T. brucei, a qual tem a sua estrutura tridimensional resolvida
experimentalmente por ressonancia magnética nuclear. Estudos experimentais
com a centrina 4 de T. brucei demonstraram existem dois sitios com afinidade a
ions de calcio (SHAN et al., 2019). Ja o modelo tridimensional de P. serpens nao
apresentou nenhum sitio de ligagdo ao calcio, sendo entdo necessario estudos
experimentais para a analise dos sitios de ligacao ao calcio.

A estrutura tridimensional da centrina 5 mostrou morfologia similar a um haltere
com seis a-hélices, com uma a-hélice a menos na regiao C-terminal. A sequéncia
que apresentou maior taxa de identidade com a centrina 5 de P. serpens foi a da
alga verde Chlamydomonas reinhardtii, a qual foi escolhida como modelo para a
construgdo do modelo tridimensional, por apresentar a maior taxa de similaridade

entre as sequéncias disponiveis no banco de dados do servidor. O alinhamento
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entre as duas sequéncias demonstrou que havia aminoacidos ndo conservados nas
regides N-terminal e C-terminal (Fig.35) e este ndo alinhamento pode ocasionar
erros na estrutura tridimensional (SCHWEDE, et al., 2003).

CCCHHHHHHHHHHHHHHCT T

SSSEEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

TN ot =Y o g = 0 7 5 1 1 200 o 92 411 22

Figura 35 - Alinhamento obtido no servidor SWISS MODEL entre a sequéncia dacentrina5de P. serpens
9T (Chain: A) e a sequéncia modelo (3qrx.1). (https://swissmodel.expasy.org/)

As sequéncias das centrinas obtidas de P. serpens foram utilizadas para
analisar as relacfes evolutivas entre os outros tripanossomatideos, onde foi
construido um cladograma. Neste, as centrinas foram distribuidas em cinco
diferentes grupos. Assim como observado por SHAN et al. (2019), nés também
identificamos um ancestral comum entre a centrina 3 e a centrina 5. Em células de
T. brucei, as duas proteinas foram encontradas localizadas no flagelo, o que pode
indicar que elas participam dos processos de locomocao celular (WEI et al., 2014).

Além disso, as sequéncias génicas correspondentes as centrinas de P.
serpens também foram utilizadas para o desenho de iniciadores para amplificacéo.
Os cinco genes foram amplificados por PCR utilizando os iniciadores especificos e
0 gene da centrina 5 foi subclonado no vetor de expressao pET28a(+) e expresso
em células de E. coli. Sob as diferentes condigbes de inducdo, a proteina foi
hiperexpressa de forma insollvel, ou seja, as proteinas encontravam-se em corpos
de inclusdo (WURM et al., 2016). Os corpos de inclusdo sdo agregados de
proteinas na sua conformac&o n&o nativa encontrados no citoplasma (CARRIO et
al. 2005; BANEYX et. al. 2004). A expressao da proteina sob condi¢des de altas
temperaturas e altas concentragdes do indutor normalmente estdo associadas a
uma alta expressao da proteina heterdloga. Porém, o aumento dessa expressao
faz com que estas proteinas sejam agregadas nos corpos de inclusao (SINGH et
al., 2015). Portanto, ao longo deste trabalho nés variamos as temperaturas e as
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concentracfes do indutor (IPTG), a fim de obter a proteina na forma solavel. A
proteina heterdloga correspondente a centrina 5 de T. brucei foi expressa na
mesma linhagem bacteriana utilizada neste trabalho, sendo que as condi¢ges de
expressdo foram diferentes: indugdo com 0,5 mM de IPTG, a 16°C durante 20h
(SHAN et al., 2019).

A massa correspondente a centrina 5 com a cauda de poli-histidina foi
calculada através de ferramentas in silico e é igual a 27,8 kDa. A expressao da
proteina recombinante foi realizada nas diferentes condi¢bes, com tamanho
préximo ao calculado. A técnica de Western Blot também foi utilizada e a expressao
foi confirmada através da utilizacdo de anticorpos especificos para a cauda de poli-

histidina, que permite a purificacdo da proteina em coluna de niquel.

60



CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

As centrinas sdo encontradas nos organismos eucariotos, associadas a
diferentes funcdes, relacionadas principalmente a divisdo e motilidade celular.
Neste trabalho nds estudamos estas proteinas em protozoarios flagelados da
espécie Phytomonas serpens linhagem 9T. Através das analises in silico, nos
identificamos cinco genes correspondentes as centrinas 1 a 5 e a partir das
sequéncias destes genes obtivemos as estruturas tridimensionais por meio da
modelagem de proteinas por homologia, sendo que as estruturas tridimensionais
apresentaram estrutura similar a halteres, conforme observado em outras centrinas
e algumas delas com sitios de ligac&o ao célcio.

Nas analises experimentais, n6s amplificamos e clonamos o0s genes
correspondentes a cada centrina e expressamos 0 gene corresponde a centrina 5
em células de E. coli e hiperexpressamos a proteina recombinante correspondente
a centrina 5, presente nos tripanossomatideos. A partir da proteina obtida, ensaios
futuros podem ser realizados como a imunizagcédo de camundongos para a obtencao
de anticorpos especificos anti-centrina 5, possibilitando a citolocaliza¢do daquelas
em células de P. serpens. Além disso, a estrutura tridimensional da proteina
também podera ser analisada através de estudos estruturais.

Na literatura ainda n&o existem muitos dados sobre centrinas em
Phytomonas serpens. Portanto, o estudo destas proteinas neste micro-organismo
contribui para o entendimento de processos bioldgicos celulares como divisdo
celular e motilidade, alvos potenciais para o desenvolvimento de drogas que
controlem as patologias provocadas pelo grupo de parasitas da familia

Trypanosomatidae.
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ANEXO |

Identificacdo NUumero de Acesso Banco de dados Espécie
LbCEN1 XP_001564470.1 NCBI Leishmania
(centrina 1) braziliensis
LbCEN2 XP_001562574.1 NCBI Leishmania
(centrina 2) braziliensis
LbCEN3 XP_0011569255.1 NCBI Leishmania
(centrina 3) braziliensis
LbCEN4 XP_001565047.1 NCBI Leishmania
(centrina 4) braziliensis
LbCENS5 XP_001567431.1 NCBI Leishmania
(centrina 5) braziliensis
LmCEN2 XP_001680978.1 NCBI Leishmania major
(centrina 2)
LmCEN4 XP_001683292.1 NCBI Leishmania major
(centrina 4)
SpCentrin NP_587797.1 NCBI Schizosaccharomyces
pombe
TbCEN1 XP_844376.1 NCBI Trypanosoma brucei
(centrina 1)
TbCEN2 XP_846945.1 NCBI Trypanosoma brucei
(centrina 2)
TbCEN3 XP_823096 NCBI Trypanosoma brucei
(centrina 3)
TbCEN4 XP_845964.1 NCBI Trypanosoma brucei
(centrina 4)
TbCENS5 XP_829446.1 NCBI Trypanosoma brucei
(centrina 5)
TcCEN1 XP_821799.1 NCBI Trypanosoma cruzi
(centrina 1)
TcCEN2 XP_821263.1 NCBI Trypanosoma cruzi
(centrina 2)
TcCEN3 XP_83096.1 NCBI Trypanosoma cruzi
(centrina 3)
TcCEN4 XP_813165.1 NCBI Trypanosoma cruzi
(centrina 4)
TcCENS XP_81662.1 NCBI Trypanosoma cruzi
(centrina 5)
TgaCEN1 XP_009309420.1 NCBI Trypanosoma grayi
(centrina 1)
TgaCEN2 XP_009309580.1 NCBI Trypanosoma grayi
(centrina 2)
TgaCEN3 XP_009307106.1 NCBI Trypanosoma grayi
(centrina 3)
TgaCEN4 XP_009310513.1 NCBI Trypanosoma grayi
(centrina 4)
TgaCEN5 XP_009307021.1 NCBI Trypanosoma grayi

(centrina 5)
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ANEXO Il

Centrina 1 — Phytomonas sp. HART 1

>CCW66545.1 unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate Hartl]
MOAWTRSATGASTGHPSGVVRTTAPINSIAPPLPAARRRFQLTEEQRREINEVFELEFDYDKNGLIDAREM
KVSMRALGFEVKRDEVIQLMQODSAARDQHNQPIMDLEGEFTDIMTEKFSQRDPKEEITIKAFQLFDEKKTGK
ISLRSLRRVARELGENMSDDELQAMIDEFDKDOQDGEINLEEFMTIMLEEDDC

Centrina 1 — Phytomonas sp. EM1

>CCW60638.1 unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate EM1]
MOGWTRSTTGGSTGHTAGMVRTTAPTNSVAPPPAAPRRRFQLTEEQRQEIREAFELFDSDKNGLIDAHEM
KVSMRALGFDVKRDEVTRLMQDCAARDONGQPLMDLAGFTDIMTEKFSQRDPROEMIKAFQLFDENNTGK
ISLRSLRRVARELGENMSDDELQAMIDEFDTDODGE INLEEFMAIMLEEDDY

Centrina 2 — Phytomonas sp. HART1

>CCW71655.1 unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate Hartl]
MOPGSASVGGNAAGTGATSAPLDSTEIVLTEDQQEEIRETFELFDTDGSGTIDSKELKVTMRALGFEPRN
EELLELLSDFNLQGKPSSASSGRPLDEEKEFNLDVITYPQFLHIMSKKMMKRDPREEMIMAFRMFDDDET
GKITFKNLKRVAMELGENMTDTELQEMIDEADRNGDGEIDEDEFLRLMKKTALY

Centrina 2 — Phytomonas sp. EM1

>CCW65498.1 unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate EM1]
MQSGSISAGSNVAAAPTESPPAEIVLTADQODEIKDAFDLEDTDGSGTIDAKELKVAMRALGFEPRKEEL
QOLLSDFIPHKKTASGRHDDDDLNLDVITYPQFVHIMSKKMTERDPREEMIKAFRMFDDDETGKITEFKNL
KRVAMELGENMTDAELQEMIDEADRNGDGEVDEDEFLRLMKKTSLY

Centrina 3 — Phytomonas sp. HART1

>CCW66328.1 unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate Hartl]
MAALTDVQIREAFNLFNIDGSGAIDAEEMALAMKSLGFGDLSSNEVELIIGSMKTNASGFIEYEEFEKMI
KSRMAQKDSPEEIFMAFKLFDLDKRGKISLSNLKEVAKMLGESPGDDVLQEMIAEADEDGDGEVSFEEFK
NVMIQMKGK

Centrina 3 — Phytomonas sp. EM1

>CCW61984.1 unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate EM1]
MAALTDEQIREAFNLFDTDGSGAIDAEEMALAMKGLGFGDLPRDEVERIVRSMKTNANGLVEYSEFEKMI
KSRMAPKDSPEEIFKAFQLEDLDKRGKISLANLKEVAKMLGESPGDDVLOEMIAEADEDGDGEVSEFEEFK
NVMTQMKGK

Centrina 4 — Phytomonas sp. HART1

>CCW66328.1 unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate Hartl]
MAALTDVQIREAFNLFNIDGSGAIDAEEMALAMKSLGFGDLSSNEVELIIGSMKTNASGFIEYEEFEKMI
KSRMAQKDSPEEIFMAFKLFDLDKRGKISLSNLKEVAKMLGESPGDDVLQEMIAEADEDGDGEVSFEEFK
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NVMIQMKGK

Centrina 4 — Phytomonas sp. EM1

>CCW61984.1 unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate EMI1]
MAALTDEQIREAFNLFDTDGSGAIDAEEMALAMKGLGFGDLPRDEVERIVRSMKTNANGLVEYSEFEKMI
KSRMAPKDSPEEIFKAFQLFDLDKRGKISLANLKEVAKMLGESPGDDVLQEMIAEADEDGDGEVSFEEFK
NVMTQMKGK

Centrina 5 — Phytomonas sp. HART1

>CCW70565.1 unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate Hartl]
MSARVPKPSSKSSRFMPNSSGRTASKKPGSILPSRNAHTTAQGNDRKPLEFSISEEHKLELRKAFDMEDTOQ
GIGRIQAREVKVAFYALGYDVTDGELRQLLODVHANLSDGDGMVDENEFFSVLTRKMTSKESRIEPVRAF
KQIDEDDKGYISLDDLRKIAQSQHLDLTDDELMEMILESHTVPSGMQHSATMGGSSRTSSAGFDMREMSV
VTEDEFIKLMQOQAEAYLS

Centrina 5 — Phytomonas sp. EM1

>CCW62733.1 unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate EM1]
MSARVPRPSSRRSVFAPNLSGQAPSRKTCSVVSSMNVHTAAPASDRKPLFSISEEHKLELRKAFDMEDTQ
GIGRIQAREVKVAFYALGYDVTDGELRQLLODVHAKLSGGDDMVDENEFFSVLTRKMTSRESRIEPLRAF
KQIDEDDKGYISLEDLRKIAQSQHLDLTDDELMEMILFAHTMPSGMQQSVAFSGSNRTSSAGFDTREMAV
VTEEEFLKLMQQAESYLS
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ANEXO Il

Centrina 1 — Phytomonas serpens 9T

>gb|ATHY01000797.11:2787-3365 Phytomonas serpens 9T phyto c¢798, whole
genome shotgun sequence
ATGCAGGCTTGGACTCGCGGTACCGCCAGTGGTTCCACCGGACATACCGCAGGGATGGTTCGAACGACAGCCC
CGACGAATTCGGTAGCACCACCACCAGCCGCCCCGCGCCGCCGATTTCAACTCACGGAAGAGCAGCGACAGGA
GATCCGTGAAGCCTTTGATCTTTTTGATTCTGACAAAAACGGCCTGATTGATGCTCACGAGATGAAAGTCAGC
ATGCGTGCCCTAGGGTTCGACGTGAAACGCGATGAGGTTACGCGTCTGATGCAGGATTGTGCCGCGCGAGATC
AGAACGGTCAGCCCTTAATGGATTTGGCAGGGTTCACGGATATCATGACTGAAAAATTTTCCCAACGGGACCC
AAGGCAAGAAATGATCAAAGCCTTTCAGTTATTTGATGAAAATAACACCGGTAAGATTTCATTGCGCTCGCTA
CGCCGTGTGGCGCGGGAGCTTGGTGAGAACATGAGCGATGATGAGTTGCAGGCTATGATCGACGAGTTCGACA
CAGATCAAGACGGGGAGATAAATCTGGAGGAATTTATGGCAATCATGTTGGAAGAGGATGACTACTAA

Tamanho: 579 bp

Sequéncia de aminoacidos
MQAWTRGTASGSTGHTAGMVRTTAPTNSVAPPPAAPRRRFQLTEEQRQEIREAFDLEDSDKNGLIDAHEMKVS
MRALGFDVKRDEVTRLMQDCAARDONGQPLMDLAGFTDIMTEKFSQRDPROQEMIKAFQLFDENNTGKISLRSL
RRVARELGENMSDDELQAMIDEFDTDQDGEINLEEFMATIMLEEDDY

192 aa

Centrina 2 — Phytomonas serpens 9T

>gb |ATIHY01001398.11:571-1128 Phytomonas serpens 9T phyto cl1399, whole
genome shotgun sequence
ATGCAGTCTGGAAGCTTTTCTGGCGGTAGTAATGCGGCGGCGGCCCCTACTCAGTCCCCCGCCGCCGAGATCG
TCCTGACCGCCGATCAGCAGGATGAGATCAAGGAGGCCTTCGACCTCTTTGACACCGACGGCAGCGGGACGAT
CGACGCGAAGGAGCTCAAGGTGGCGATGCGCGCGCTCGGGTTCGAACCGCGGAAGGAGGAGCTCCAGAAGCTT
CTTTCGGATTTCATCCCGCACAAAAAGCCGTCGTCGACGCGGCATGAGGAGGACGACCTCAACCTCGACGTGA
TCACCTACCCGCAGTTTGTGCATATCATGTCGAAGAAGATGACGGAGCGGGATCCCCGGGAGGAGATGATCAA
GGCGTTTCGCATGTTTGACGACGACGAGACGGGGAAGATCACGTTTAAGAACCTCAAGCGTGTGGCGATGGAG
CTTGGGGAGAACATGACGGATGCGGAGCTGCAGGAGATGATCGACGAGGCAGACCGCAACGGCGACGGCGAGG
TCGACGAGGACGAGTTCCTGCGGCTCATGAAAAAGACCTCCCTGTAC

Tamanho: 558 bp

Sequéncia de aminoacidos
MQSGSFSGGSNAAAAPTQSPAAEIVLTADQODEIKEAFDLEFDTDGSGTIDAKELKVAMRALGFEPRKEELQKLLSDFIPHK
KPSSTRHEEDDLNLDVITYPQFVHIMSKKMTERDPREEMIKAFRMEDDDETGKITFKNLKRVAMELGENMTDAELQEMIDE
ADRNGDGEVDEDEFLRLMKKTSLY

186 aa

Centrina 3 — Phytomonas serpens 9T

>gb |ATIHY01000563.11:30511-31011 Phytomonas serpens 9T phyto c564, whole
genome shotgun sequence
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TTAATTCTTCTCAGATGACAACATTTTCATAAATTCTTGTCGAGATATGCGATGATCGTGATCCAGTACA
TCAGATTTCTCTATGATTTCCATGAGCGTCTCCTCCGGCATGTTTTCACCTACTTCAGCTGCAACACGCT
TCAGGTCATCTAATGTGATAAACTCGGATTTTCCCTGGGTAAAGAGTGGAAACGCCAGTTCCAACTCCTC
GTCGTTATCCTCTAGGAAAAAGGCTTGACGCATGATTTCCTCAAATTCAGCCAAAACAATGCTGTTCGAA
ACACCACTGCGGTCCATTTTGGCAATCAAGTTGCGAACCACATCCCTCTTTGGCTCATAACCTAGCGCCC
GTAGTGCAACCTTGAGATCGTTCGGCGTCATGGCTTTAGTGCCGTTCATGTCAAGCATACAAAACGCCTC
TGCAATATCTTCCTTTTGCTTTGCTGTCAGGTCCGGTTTCAGGTGATGCCCTTTTTGTGTAGAGAAGCTT
CTCTGGCTCAT

Tamanho: 501 bp

Sequéncia de aminoacidos

MSQRSFSTQKGHHLKPDLTAKQKEDIAEAFCMLDMNGTKAMTPNDLKVALRALGYEPKRDVVRNLIAKMDRSGVSNSIVLA
EFEEIMRQAFFLEDNDEELELAFPLFTQGKSEFITLDDLKRVAAEVGENMPEETLMEI IEKSDVLDHDHRI SROQEFMKMLS
SEKN

166 aa

Centrina 4 — Phytomonas serpens 9T

>gb|ATHY01002976.11:1007-1456 Phytomonas serpens 9T phyto c2985, whole
genome shotgun sequence
TTATTTTCCCTTCATTTGAATCATGACATTCTTAAACTCCTCAAATGAGACTTCGCCATCGCCATCTTCA
TCCGCCTCGGCGATCATCTCTTGCAAAACGTCATCTCCAGGGTTCTCACCCAGCATTTTCGCCACCTCCT
TGAGATTTGCAAGTGATATCTTTCCTCTCTTGTCTAAATCAAAGAGTTGAAATGCTTTGAAGATTTCTTC
TGGAGAGTCCTTCGGTGCCATGCGGGATTTGATCATCTTTTCAAATTCATTATACTCAACGAGACCGTTG
GCGTTCGTTTTCATGGAGCGAACAATACGCTCGACCTCGTCGCGTGGAAGATCACCGAAGCCCAGCCCTT
TCATGGCTAATGCCATCTCCTCCGCATCAATCGCCCCGGATCCATCCGTATCGAAGAGGTTGAAAGCTTC
GCGAATCTGTTCATCAGTAAGCGCAGCCAT

Tamanho: 450 bp

Sequéncia de aminoacidos
MAALTDEQIREAFNLFDTDGSGAIDAEEMALAMKGLGFGDLPRDEVERIVRSMKTNANGLVEYNEFEKMIKSR
MAPKDSPEETFKAFQLFDLDKRGKISLANLKEVAKMLGENPGDDVLOQEMIAEADEDGDGEVSFEEFKNVMIQM
KGKX

150 aa

Centrina 5 — Phytomonas serpens 9T

>gb |ATIHY01001484.11:9410-10096 Phytomonas serpens 9T phyto cl485, whole
genome shotgun sequence

CTAGAATAAATAAGACTCGGCTTGCTGCATCAACTTTAAGAACTCCTCTTCTGTGACAACAGTCATCTCT
CTTGTATCAAACCCAGCGGAGCTCGTGCGACTGCTACCACCGATGGCTACGGATTGCTGCAACCCAGAAG
GCATAGCATGTGCAAAAAGAATCATTTCCATGAGCTCATCGTCCGTGAGGTCTAGATGCTGTGATTGTGC
GATTTTTCGCAAGTCCTCCAACGAAATATACCCCTTGTCATCCTCATCGATTTGCTTAAATGCACGCAGA
GGTTCAATCCTCGATTCTCGTGAAGTCATTTTTCGAGTCAGGACGCTAAAGAATTCATTGAAGTCCACCA
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TGTCGTCACCCTCTGAGAGATTTGCATGAACGTCCTGCAAAAGTTGCCGCAACTCCCCATCTGTAACATC
ATAGCCGAGGGCATAAAAGGCGACTTTGACTTCGCGTGCCTGAATTCGGCCTATCCCTTGTGTATCAAAC
ATGTCGAAAGCTTTCCTCAGCTCGAGCTTATGTTCTTCCGATATACTAAAGAGTGGCTTTCTATCATTCA
CTGGAGCGGCGGTATGTACATTCATTGATGAAACAACAGAGCAGGCTTTTCTAGATGGAGCCCGACCGCT
TAGGTTGGGTGCATACCCACTCCTTCTAGAAGATGGCCTGGGAATGCGAGCTGACAT

Tamanho: 687 bp

Sequéncia de aminoacidos

MSARIPRPSSRRSGYAPNLSGRAPSRKACSVVSSMNVHTAAPVNDRKPLESISEEHKLELRKAEFDMEDTQGIG
RIQAREVKVAFYALGYDVTDGELRQLLODVHANLSEGDDMVDENEFFSVLTRKMTSRESRIEPLRAFKQIDED
DKGYISLEDLRKIAQSQHLDLTDDELMEMILFAHAMPSGLQQOSVAIGGSSRTSSAGFDTREMTVVTEEEFLKL
MQOQAESYLF

228 aa
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