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Resumo

SABADIN, Gabriela. Clonagem e andlise da expressdo de cistatinas do
carrapato Ixodes persulcatus. 2012. 35f. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

Este trabalho relata as atividades desenvolvidas para a disciplina de Estagio
Supervisionado de Conclusao de Curso, do curso de graduagéo em Biotecnologia da
UFPel. O estagio final foi realizado no laboratério de Imunologia aplicada a sanidade
animal, integrado ao Centro de Biotecnologia (CBiot) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, no periodo de agosto de 2012 até dezembro de 2012. Este
laboratério possui como linha de pesquisa a identificacdo de antigenos com
potencial para o desenvolvimento de uma vacina recombinante contra carrapatos de
importancia na pecuaria, uma vez que as infestacfes por esses parasitas causam
grandes prejuizos e os acaricidas utilizados como métodos de controle atual causam
problemas ambientais e provocam a selecdo de carrapatos resistentes. O objetivo
geral deste trabalho foi a producédo heteréloga de cistatinas do carrapato xxx. A
principal atividade desenvolvida foi a clonagem da regido codificante das cistatinas
JPIpcys2b e JPIpcys2c em vetor de expressdo pET5a e posteriores testes de
expressao para obtencdo das proteinas de forma recombinante. Além das atividades
experimentais, houve discussdes semanais de artigos com o grupo e participacéao
em seminarios desenvolvidos pelo Centro de Biotecnologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul.

Palavras chave: Carrapato, Cistatina, vacina recombinante.



Abstract

SABADIN, Gabriela. Molecular cloning and expression analysis of cistatins from
Ixodes persulcatus tick 2012. 35f. Trabalho de Concluséo de Curso — Curso de
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

This work reports the activities for the discipline supervised for the completion of
undergraduate degree in Biotechnology UFPel. The final stage was conducted in
“Laboratory of Applied Immunology for Animal Health” situated in the Center of
Biotechnology (CBiot), Federal University of Rio Grande do Sul, in the period from
August 2012 to December 2012. This laboratory works for identification of antigens
with potential for development of a recombinant anti-tick vaccine. Infestations these
parasites cause massive damage and acaricides used in current control methods
cause environmental problems, and select acaracide-resistante ticks. The aim of this
work was to produce heterologous tick cystatin. The main activity was the cloning of
cystatin JPIpcys2b and JPIpcys2c in expression vector pET5a and subsequent
testing to obtain the recombinant protein. Besides the experimental activities, there
were weekly discussions of articles in the laboratory (group seminars) and
participation in seminars developed by the Center of Biotechnology at the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Keywords: Tick, Cystatin, recombinant vaccine.
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2. Introducéo

O presente trabalho descreve as atividades destinadas a disciplina de Estagio
Supervisionado de Conclusdo, da graduacdo em Biotecnologia (Bacharelado) pela
Universidade Federal de Pelotas. O estagio teve inicio em agosto de 2012 e foi
desenvolvido no laboratério de Imunologia aplicada a sanidade animal, integrado ao
Centro de Biotecnologia da Universidade Federal Do Rio Grande do Sul, localizada
na cidade de Porto Alegre.

O laboratério tem como principal linha de pesquisa a identificacdo de
proteinas antigénicas do carrapato com potencial vacinal. Em relacdo as atividades
de ensino, participei de discussdes semanais de artigos cientificos com o grupo e
seminarios promovidos pelo Centro de Biotecnologia com professores de outras

universidades.
2.1 Experimento

Durante o estagio, a principal atividade desenvolvida foi a clonagem das
regides codificantes de cistatina de carrapato e posteriores testes de expressao em
sistema heterdlogo. O objetivo deste trabalho foi obter o antigeno recombinante a
fim de utiliza-lo em futuras andlises relacionadas a sua caracterizacdo e seu

potencial imunoprotetor.

Os carrapatos sao 0s maiores atrépodes vetores transmissores de patdogenos
e estdo entre os mais importantes transmissores de doencas em bovinos
(JONGEJAN; UILENBERG, 2004), afetando certa de 80% da populacdo de gado do
mundo, principalmente na regido subtropical. O custo global anual causado pelo
carrapato é estimado entre US$ 13,9 e US$ 18,7 bilhdes (DE CASTRO et al,1997).

A espécie Ixodes persulcatus causa maior impacto na regido Europa e Asia e
devido a sua grande variedade de hospedeiros ele é um importante vetore de
diversos patogenos. (JONGEJAN; UILENBERG, 2004). Os carrapatos da espécie
Ixodes ovatus estao entre 0s principais transmissores da Erliquiose prevalentemente
na regido oridental (SHIBATA et al, 2000 e FUJITA e WATANABE, 1994), enquanto
gue a espécie Rhipicephalus appendiculatus acomete uma grande variedade de

ruminantes domésticos e selvagens no leste e sul da Africa (JONGEJAN;
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UILENBERG, 2004). Essas espécies de carrapatos foram escolhidas para
este trabalho, devido ao impacto que causam na pecuéaria de corte e leite e as

consequentes perdas econémicas.

Atualmente, o controle do carrapato € baseado principalmente em
pesticidas e agentes quimicos de ac¢do direta (OSTFELD et al, 2006). Entretando, os
problemas no controle através desses métodos sdo a selecdo de carrapatos
resistentes e a contaminagcdo do ambiente, dos animais de producdo e de seus
produtos derivados (DE LA FUENTE et al., 2006). O desenvolvimento de um novo
produto para controle de carrapatos € um processo demorado e economicamente
desfavoravel. Graf et al. (2004) estimam um custo de US$ 100 milhdes para a

descoberta e desenvolvimento de um novo produto.

Existem muitos aspectos envolvidos na interacéo parasito-hospedeiro durante
a alimentagdo do carrapato (WILLADSEN, 2001). Enquanto estdo aderidos ao
hospedeiro, os carrapatos secretam através da saliva, moléculas que modulam os
componentes da resposta imune humoral e celular do hospedeiro, facilitando
também a transmissao de patdgenos. Apesar do efeito supressor e imunomodulador
da saliva do carrapato, algumas moléculas sdo reconhecidas, resultando em
resposta imune humoral e geracdo de anticorpos (BIOSCI, 2009). A producédo de
anticorpos contra proteinas do carrapato possibilita a utilizacdo de vacinas como
uma nova perspectiva em relacédo ao controle desse parasita. O desenvolvimento de
vacinas para o0 controle do carrapato tem sido proposto como uma alternativa
promissora frente aos métodos de controle atuais (MILLER et al., 2012). A vacina
como uma tecnologia comercialmente disponivel é baseada na forma recombinante
da proteina intestinal Bm86 de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (WILLADSON,
2008) Devido ao grande potencial das vacinas para controlar infestacdes, outras
proteinas de importancia na alimentacdo do carrapato vém sendo estudadas como

antigenos vacinais (PARIZI, et al., 2012)

As cistatinas compreendem uma superfamilia de proteinas evolutivamente
relacionadas e atuam como inibidores competitivos e reversiveis de proteinases
cisteinicas, atuando em diversos processos biolégicos (SCHWARZ, et al., 2012)
Sequéncias que codificam cistatinas foram encontradas no transcriptoma de

glandulas salivares (sialoma) de varias espécies de carrapatos (VALENZUELA et al.,



2002) e (RIBEIRO et al.,, 2006). O silenciamento de um gene de cistatina em
Amblyomma americanum por RNA interference reduziu significativamente a
capacidade de alimentacdo do carrapato (KARIM et al.,, 2005). As cistatinas
salivares Sialostatina L e Sialostatina L2 de Ixodes scaluparis foram caracterizadas
funcionalmente e atuam como inibidoras da inflamacéo e supressoras a resposta
imune (KOTSYFAKISnet al., 2007), (KOTSYFAKIS et al., 2006) e (SA-NUNES et al.,
2009). Kotsyfakis et al. (2007) relataram uma importante interferéncia da Sialostatina
L sobre a maturacédo de células dendriticas, enquanto a vacinacéo de cobaios com
Sialostalona L2 diminuiu a capacidade de alimentacéo dos parasitas (KOTSYFAKIS
et al., 2008)

Visto que as cistatinas representam um alvo interessante como antigeno
vacinal, o objetivo do presente trabalho € a clonagem e expresséo de cistatinas de
carrapato. Deste modo, através da obtencdo dos antigenos recombinantes, sera
possivel caracteriza-los, a fim de determinar suas atividades biologicas e utiliza-los
para imunizacdo, com o intuito de testar sua capacidade de protecdo e protecao

cruzada contra/entre diferentes espécies de carrapato.

3. Revisao bibliogréafica
3.1 O carrapato

Os carrapatos sdo artropodes que se alimentam exclusivamente de
sangue de vertebrados, linfa, ou tecidos digeridos. Compreendem 889 espécies
conhecidas. Destas, 702 pertencem a familia “Ixodidae” (carrapatos duros), 186 a
familia Argasidae (carrapatos moles) e um a familia Nuttalliellidae (NIJHOF et al,
2011). Os carrapatos estdo entre os maiores vetores de agentes patogénicos no
mundo (PETER et al, 2005). Em 1893, Smith e Kilborne descobriram que durante a
alimentacéo, o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) annulatus era responsavel pela
transmissao do parasita e protozodrio Babesia bigemin, aumentando ainda mais a
relevancia do carrapato para a saude humana e animal. Esta descoberta
fundamentou a ideia de que os carrapatos ndo sédo apenas ectoparasitas que podem
danificar a pele, mas que sao transmissores de patdgenos e causadores de

doencas.



As doencas transmitidas por carrapatos representam uma grande
limitagdo da producdo pecuéria e tem um impacto econémico consideravel para as
populac@es rurais, afetando ndo s6 na sua oferta de alimentos, mas também na sua
renda diaria e em outras atividades agricolas. Quatro grupos de doencas
transmitidas por carrapatos estdo entre as de maior relevancia para a producéo
pecuaria: teileriose, babesiose, anaplasmose e pericardite (DANTAS-TORRES et al.,
2012). Apesar dos carrapatos possuirem um histérico de transmissdo de
determinados patdégenos bem descrito na literatura, estudos mais aprofundados tém
demosntrado a deteccdo de novos micro-organismos patogénicos em algumas
espécies de carrapatos e seu potencial como vetor para novos agentes (DUH et al.,
2010; HORNOK et al., 2010; KAEWMONGKOL et al., 2011; PACHECO et al., 2007,
2011).

A alimentacdo do parasita é essencial para sua sobrevivéncia,
crescimento, progresséo na fase de desenvolvimento e reproducéo, envolvendo uma
série complexa de eventos comportamentais. Através da alimentacéo, o carrapato
pode adquirir um micro-organismo patogénico de um hospedeiro infectado e,
posteriormente, transmitir o patdgeno para outro hospedeiro. A duracdo do tempo
em que cada espécie permanece ligada ao hospedeiro € variavel, mas a maioria
delas fica durante dias alimentando-se do sangue do animal (ANDERSON;
MAGNARELLI, 2008). Essa é uma das principais razes que aumenta a eficiéncia
do carrapato como vetor (ANDERSON; MAGNARELLI, 2008).

O ciclo de vida dos carrapatos duros € classificado de acordo com o
numero de hospedeiros necessarios para ele completar os trés estagios do ciclo.
Deste modo, cada espécie pode completar seu ciclo em um, dois ou trés
hospedeiros. Os carrapatos Ixodidae possuem trés estagios de desenvolvimento:
larva, ninfa e adulto. A cada mudanca de estagio, o carrapato abandona o
hospedeiro, realiza a mudanca de estagio no ambiente, e volta a se fixar no
hospedeiro. A maioria das espécies, como por exemplo, Dermacentor variabilis,
Ixodes ricinus e Ixodes scapularis necessitam de trés hospedeiros para completar
seu ciclo. Em geral, os carapatos permanecem vinculados ao animal somente
durante a fase de alimentacdo (ANDERSON; MAGNARELLI, 2008). A maioria dos
carrapatos possui um hospedeiro preferencial. A espécie Ixodes texanus, por

exemplo, alimenta-se quase exclusivamente de guaxinins, o Rhipicephalus
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microplus, prefere o gado ou outros ungulados. No entanto, espécies como Ixodes
scapularis e Ixodes pacificus possuem mais de 100 hospedeiros, e outras como
Ixodes ricinus e Ixodes persulcatus alimentam-se em mais de 200 diferentes animais
(ANDERSON, J.F, 1989; ANDERSON, MAGNARELLI, 1993). A grande diversidade
de animais que servem como hospedeiro para essas espécies pode estar
relacionada com o aumento da transmisséo de parasitas, uma vez que a maioria dos

carrapatos necessita de mais de um hospedeiro para completar seu ciclo de vida.

Durante a evolugdo, o0s carrapatos desenvolveram diversos
mecanismos para escapar da resposta imune do hospedeiro. As secrecdes salivares
do carrapato, depositadas durante a alimentacdo, contém moléculas
vasodilatadoras, anti-inflamatorias, anti-hemostaticas e imunomoduladoras
(DERUAZ et al., 2008; KOTSYFAKISet al., 2006). Trabalhos demonstram que
componentes da saliva podem inibir inimeras fungdes do sistema imune, incluindo a
resposta imune inata e a inflamacdo cutanea (KERN et al.,, 2011), a ativacdo do
complemento (SCHUIJT, T.J. et al., 2011), a producé&o de citocinas pro-inflamatérias
(RAMACHANDRA; WIKEL, 1992), a actividade das células NK, A atividade de
células dendriticas (KOPECKY; KUTHEJLOVA, 1998), A atividade de Células TCD4
(JUNCADELLA; ANGUITA, 2009), e a atuacdo de alarminas (alarmins) (SCHRAMM
et al., 2011).

O efeito imunossupressor da saliva tem uma funcéo importante para a
alimentacdo adequada do carrapato, uma vez que reduz a atividade do sistema
imune do hospedeiro sobre o parasita. Entretanto, os patdégenos transmitidos por
carrapatos também sédo beneficiados por desse mecanismo, pois aumenta a sua
patogenicidade e facilita a infeccdo no organismo do animal (SCHUIJT et al., 2011,
HORKA et al., 2009). Apesar de existirem diversas moléculas imunosupressoras na
saliva do carrapato, muitos trabalhos tém mostrado a producdo de anticorpos do
hospedeiro contra proteinas do parasita (CUNHA et al., 2012; PARIZI et al., 2012;
GALAI et al., 2012;. JEYABAL et al., 2012), ampliando as perspectivas relacionadas

a uma vacina eficaz contra infestacoes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hork%C3%A1%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19147403

3.2 Acaricidas e vacinas como métodos de controle

A reducdo de carrapatos em campos de criagdo de gado ainda é o
meétodo mais eficaz para prevenir as doencas transmitidas por carrapatos (OSTFELD
et al., 2006). A principal medida utilizada para controlar infestacbes por esses
parasitas € a aplicacdo de acaricidas quimicos no ambiente em que eles procuram
seus hospedeiros. Os acaricidas utilizados normalmente s&o letais e algumas
aplicagcbes no campo geralmente sdo eficazes para a reducdo do numero de
carrapatos (STAFFORD; KITRON, 2002). Os  acaricidas organofosforados,
carbamatos e piretréides sao relativamente baratos e reduzem de maneira eficaz a
guantidade de carrapatos em ambientes infestados (SCHULZE et al. 1991, 2001). O
Carbaril (um carbamato) e o clorpirifo (um organofosforado) s&o alguns dos
acaricidas mais utilizados para o controle de carrapatos (STAFFORD; KITRON,
2002), porém alguns produtos que continham esses compostos foram proibidos
devido sua alta toxicidade para os vertebrados (SCHULZE et al. 2001 ). Além disso,
todos os acaricidas comerciais sdo letais para a maioria dos invertebrados,
causando a diminuicao da populacdo de insetos importantes para o ambiente como
os polinizadores e os predadores de artropodes (SCHAUBER et al., 1997). Apesar
de existirem efeitos indesejaveis dos acaricidas quimicos sobre os demais
invertebrados, eles geralmente ndo sao considerados em ensaios para avaliacao da
eficiéncia do produto a campo (OSTFELD et al.,2006). Finalmente, a aplicacéo
frequente de acaricidas a campo causa a selecdo de carrapatos resistentes
(SACHIN et al. 2011).

Mais recentemente foram descritos antigenos que induzem protecéo
imunologica de hospedeiros vertebrados contra infestacdes de carrapatos. A
viabilidade de controlar esse parasita através de imunizacdo de hospedeiros com
antigenos selecionados de carrapatos foi demonstrada com o desenvolvimento de
vacinas que reduziram infestacdes de bovinos por Rhipicephalus. (DE LA FUENTE
et al., 2003; WILLADSEN et al., 2006). Em relacdo aos acaricidas, o controle de
carrapatos por vacinacdo tem as vantagens de ndo contaminar o ambiente e nem
provocar a selecdo de resistentes a drogas. Além disso, as vacinas desenvolvidas
podem conter multiplos antigenos e, dessa maneira, prevenir a infestacdo por mais
de uma espécie de carrapato. Mesmo que uma vacina seja constituida por apenas

um antigeno, € possivel que ele induza a atuagcdo do sistema imune para outros
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antigenos similares, promovendo, assim, a protecdo cruzada para diferentes

espécies carrapatos.

A descoberta de antigenos protetores, juntamente com formulacdes de
vacinas adequadas e a avaliagao de testes a campo Sao 0s principais componentes
necessarios para o desenvolvimento de vacinas contra carrapatos (DE LA FUENTE.
et al., 2006). Nesse sentido, alguns antigenos foram testados na forma de proteinas
recombinantes em vacinas contra infestacées por carrapato (WILLADSEN et al.,
1996; ANDREOTTI et al., 2002; TRIMNELL et al., 1999; WANG; NUTTALL, 1999;
IMAMURA et al., 2005; ALMAZAN et al., 2005; WEISS; KAUFMAN, 2004). Apesar
dos resultados positivos alcancados na maioria dos desafios, as Unicas vacinas
comercialmente disponiveis contra carrapatos contém o antigeno Bm86 do intestino
de Rhipicephalus microplus. Estas vacinas reduziram o numero de fémeas
ingurgitadas, o0 seu peso e sua capacidade reprodutiva. Assim, o maior efeito da
vacina foi a reducéo da infestacédo larval em geracfes subsequentes (WILLADSEN
et al. 1989; RAND et al., 1989; RODRIGUEZ et al., 1994; DE LA FUENTE; KOCAN
2003; DE LA FUENTE et al., 2007). Aplicacdes bem sucedidas de vacina baseada
no antigeno Bm86 para controlar infestacdes por Rhipicephalus microplus foram
relatadas na Australia, no Brasil, em Cuba, e em outros paises da América Latina
(DE LA FUENTE et al., 2007; DE LA FUENTE; KOCAN 2003). Além disso, ensaios
utilizando o antigeno vacinal Bm86 mostraram sua eficacia contra diferentes
isolados de Rhipicephalus microplus (PENICHET et al., 1994; DE LA FUENTE et al.,
1995; FRAGOSO; HOSHMAND 1998; DE VOS et al., 2001) e contra outras espécies
de carrapatos (de Vos, S. et al. 2001; Perez-Perez, D. et al. 2010)

3.3 Cistatinas

As cistatinas sdo inibidores reversiveis de cisteino-proteases e
compreendem uma superfamilia de proteinas evolutivamente relacionadas. As
proteases do tipo papaina e as catepsinas B, H e L de mamiferos sédo as principais
proteases inibidas por cistatinas. (TURK et al.,, 1991). Estes inibidores estao
presentes em uma grande variedade de organismos como vertebrados,
invertebrados, plantas e protozoéarios (VRAY et al.,, 2002; TURK; BODE, 1998;
TURK; STOKA, 2008).
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As cistatinas participam de reacbes importantes para o0 bom
funcionalismo do metabolismo celular, pois regulam a atividade das proteases,
protegendo a célula de protedlises inadequadas e controlando a degradacdo de
proteinas intracelulares ou extracelulares (TURK et al., 1991). Elas também estédo
envolvidas em diversos processos biolégicos em vertebrados, incluindo a
apresentacdo de antigenos, o desenvolvimento do sistema imune, a homeostase da
epiderme, a quimiotaxia de neutréfilos durante a inflamacdo e a apoptose (REDDY
et al., 1995; HONEY, 2003; WILLE et al., 2004; LOMBARDI et al., 2005). Todas as
cistatinas tém acao inibitéria e modulatéria na atividade das proteinases, mas cada
cistatina possui acdo especifica de fundamental importancia em diversos fluidos
biolégicos (UHLMANN et al., 2001).

A atividade inibitoria das cistatinas é atribuida principalmente a trés
regides de interacdo com as cisteino-proteases: (i) Um ou dois residuos de Gly perto
da regidao amino-terminal; (ii) Regido central conservada do sitio ativo GIn-X-Val-X-
Gly (QXVXG); (iif) Um residuo de triptofano (W) na segunda alg¢a (B -hairpin loop 2)
perto da regidao carboxi-terminal, com a possibilidade de que outras regides
contribuam com a atividade (HABIB; FAZILI, 2007).

As cistatinas sdo classificadas em trés familias de acordo com a
homologia das sequéncias, a presenca ou auséncia de pontes de dissulfureto e a
localizacao fisiolégica (SCHWARZ et al., 2012). A primeira familia das cistatinas, as
do tipo 1, ou Stefins, sdo proteinas intracelulares de baixo peso molecular
(aproximadamente 11 kDa), sem peptideo sinal, sem cadeias laterais de
carboidratos e sem pontes dissulfureto. Nas cistatinas do tipo 1, o motivo
conservado QXVXG, juntamente como residuo de Gly da regido amino-terminal e
duas alcas (P -hairpin loops 1 e 2) formam uma estrutura que interage com a fenda
catalitica das cisteinoproteases (GRZONKA et al., 2001) (Figura 1). As cistatinas tipo
2, da segunda familia, possuem uma massa molecular proximo a 15 kDa, contém
peptideo sinal e pontes dissulfetro na regido carboxi terminal da molécula e
geralmente ndo possuem glicosilacdo (DICKINSON, 2002). Contém o dominio da
Gly amino-terminal conservado e o segmento QXVXG na alca 1. (Figura 1).
Diferentemente das cistatinas do tipo 1, essas possuem um dipeptideo PW
conservado na alca 2 (Figura 1). Na cistatina C, uma cistatina do tipo 2,0 dominio

conservado SND, situado entre a glicina da regido amino-terminal e a alga 1, €



essencial para sua atividade inibitéria (TURK; BODE, 1998; ZAVASNIK-BERGANT,

2008) (Figura 1). normalmente 8 pontes dissulfeto
MULLER-ESTERL et al., 1985). Em eucariotos, estdo envolvidas na inibicdo da

(OHKUBO et al., 1984,

atividade de proteicas que extravasam do lisossomo e de proteinas derivadas de

micro-organismos, além de coordenar imunidade adaptativa (SCHARFSTEIN et al.,

2007).
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Figura 1 — Alinhamento de todas as cistatinas de carrapatos conhecidas.
Todos os tipos 1 e 2 cistatinas de carrapato da literatura foram alinhadas utilizando o
programa ClustalW. As cistatinas apresentadas ndo possuem peptideo sinal. A
glicina N-terminal (sinalizada com um N na parte superior do alinhamento), o
segmento QXVXG (representado como L1 na parte superior do alinhamento), e a
alca 2 com o péptido de PW, quando presentes (sinalizado com L2 a cima do
alinhamento) do dominio cistatina estdo destacadas pelos retangulos. As possiveis
pontes dissulfureto, que sdo formados entre residuos de cisteina de cistatinas
secretadas (tipo 2) estdo marcados com (SS) na parte inferior do alinhamento motivo
SND da cistatina C esta destacado por um retangulo e marcado com um asterisco
na parte superior do alinhamento. Os dominios de cistatina conservados e outros
residuos de aminoacidos conservados das cistatinas sdo realcados em preto;
residuos idénticos estdo em cinza. As cistatinas do tipo 1 sdo apresentados como:
ISCAP: cistatina de Ixodes scapularis (AAY66864); Bmcystatin de Rhipicephalus
microplus (ABG36931); Rsangint: cistatina intracelular de Rhipicephalus sanguineus
(ACX53850); Hicyst-1 de Haemaphysalis longicornis (ABZ89553); DvM602 de
Dermacentor variabilis (ACF35512); CystA, B: Cistatina humana A (P01040) e B
(P04080). As cistatinas do tipo 2 séo: CystC: Cistatina humana C (P01034); sialo L,
L2: Sialostatin L (AAM93646) e L2 de Ixodes scapularis (AAY66685); Aamer:
cistatina de A. americanum; lIrici: cistatina de Ixodes ricinus (CAD68002); Avari:
cistatina de Amblyomma variabilis (DAA34288); RsangSecl (ACX53922),
RsangSec2 (ACX53862): cistatinas secretadas de Rhipicephalus sanguineus,
DvM334: cistatina de Dermacentor variabilis (ACF35514); Hicyst-2 (ABC94582),
Hlcyst-3 (ABZ89554), HISC-1 de Haemaphysalis longicornis (BAI59105); Om-
cistatina 1 (AAS01021), Om-cistatina 2 de Ornithodoros moubata (AAS55948);
Opark: cistatina de Oreophryne parkeri (ABR23498); Ocori 1 (ACB70345), Ocori 2
(ACB70343): cistatinas de Oreophryne coriaceus.

FONTE: SCHWARZ, A. etal., 2012, p.118.

As cistatinas das familias 1 e 2 tem sido descritas em varias espécies de
carrapatos como importantes proteinas para sua fisiologia e alimentacdo, por iSso
sdo visadas como antigenos eficientes para uma vacina contra esses parasitas
(SCHWARCZ et al., 2012). Karim et al. (2006) demonstraram a influente atuacéo das
cistatinas na alimentacdo do carrapato através do silenciamento do gene dessa
proteina em Amblyomma americanum utilizando RNA interference. Outro trabalho
relata a atuacdo da cistatina Hlcyst-1 como um regulador da digestdo da
hemoglobina de bovinos em carrapatos da espécie Haemaphysalis longicornis
(YAMAJI, K. et al., 2010). Lima et al. (2006) descreveram a participacao da cistatina
Bm (Bmcystatin) na embriogénese de Rhipcephalus microplus, uma vez que ela
demonstrou uma ac¢do inibitéria sob a Cisteino Endopeptidase Degradadora de
Vitelina (VTDCE), uma proteina que esta envolvida na degradacdo da vitelina

durante a embriogénese e fase larval do carrapato. Estes estudos apontam a



importante atuacdo das cistatinas na alimentacdo e fisiologia do carrapato,
aumentando as perspectivas relacionadas a utilizacdo dessas proteinas para uma

vacina eficiente.

4. Resultados anteriores

Os experimentos desenvolvidos no presente trabalho representam a
continuidade de trabalhos desenvolvidos pelo estudante de doutorado Luis Fernado
Parizi, por isso, os resultados gerados anteriormente por ele foram gentilmente

cedidos, pois sao relevantes para compreensao deste relatorio.

4.1 Clonagem ddas regido codificantes de cistatinas dos carrapatos
Rhipicephalus appendiculatus, Ixodes persulcatus e Ixodes ovatus no vetor
pGEM

Foram projetados oligonucleotideos iniciadores para as regides codificantes
com alta similaridade a sequéncias de cistatinas de Rhipicephalus microplus e
Ixodes scapularis, baseando-se nas sequéncias génicas depositadas no Genbank.
Para a amplificacdo por RT-PCR foram utilizados RNAs extraidos de partendginas
da cada uma das trés espécies. Os fragmentos amplificados do tamanho previsto
para as regides codificantes de cistatinas foram purificados e clonados no vetor
pGEM-T (Figura 2).



JPIpcys2a JPlpcys2b JPlpcys2c JPlocys2a QNRacys2a

MM 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos clones de cistatinas
amplificados por PCR e clivados. MM, marcador de massa molecular; 1, amplicons
da regido codificante da cistatinas gerados por PCR do plasmideo pGEM-T
utilizando-se os primers T7 e SP6; 2, plasmideos pGEM-T contendo a regiéo
codificante da cistatina clivados com a enzima de restricdo EcoR I. A respectiva
regidos codificantes de cada clone estéo sublinhadas a cima da figura.

Atraves da andlise por sequenciamento, houve a confirmacao da clonagem de
trés regides codificantes de cistatinas de Ixodes persulcatus, uma regido codificante
de cistatina de Ixodes ovatus e uma regido codificante de cistatina uma de
Rhipicephalus appendiculatus. O alinhamento dos aminoacidos deduzidos a partir da
sequéncia das regifes codificantes das cistatinas clonadas com 0s seu respectivos
similares. dos carrapatos Rhipicephalus microplus e Ixodes persulcatus, assim como

a conservacao dos dominios das sequencias das cistatinas, estdo nas figuras 3 e 4.

A andlise das regifes codificantes indica que essas cistatinas pertencem a
familia 2 das cistatinas, pois conservam os dominios responsaveis por formar o sitio
de ligacdo com as cisteinoendopeptidases, assim como as quatro cisteinas,
importantes para a correta estrutura secundaria dessas proteinas e o peptideo sinal.
Excecdo feita a sequéncia do gene de cistatina JPIpcys2c de Ixodes persulcatus,
gue apresentou substituicbes em aminoacidos nos dominios QXVXG e PW (figura 3
e 4).

Realizou-se a analise da similaridade entre as sequéncias codificadoras das
cistatinas clonadas resultando em valores entre 40-99% e 25-99% de nucleotideos e
aminoacidos, respectivamente. Essa analise revelou também que a maioria das

sequencias de aminodcidos das cistatinas possuem uma similaridade entre 25-



47%.Essas regides conservadas estdo localizadas principalmente nos dominios que

caracterizam as cistatinas (figura 3).
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Figura 3 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos deduzidos das
cistatinas de Rhipicephalus microplus (BRBmcys2a, BRBmcys2b, BRBmcys2c,

BRBmcys2d, BRBmcys2e), Rhipicephalus appendiculatus (QNRacys2a),

Ixodes

ovatus (JPlocys2a) e Ixodes persulcatus (JPlpcys2a, JPIpcys2b e JPlpcys2c). Os
dominios que caracterizam as cistatinas estdo destacados nas caixas vermelhas. Os
asteriscos estdo destacando as 4 cisteinas caracteristicas da familia 2 das

cistatinas.
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Figura 4 — Comparacao das sequéncias de aminoacidos deduzidos entre as
cistatinas. Alinhamento dos aminoacidos correspondentes as sequéncias de
cistatinas clonadas dos carrapatos Ixodes persulcatus (A, B e C), Ixodes ovatus (B)
e Rhipicephalus appendiculatus (D), alinhadas com as cistatinas dos carrapatos
Ixodes scapularis e Rhipicephalus microplus. Ip, Ixodes persulcatus; lo, Ixodes
ovatus; Ra, R. appendiculatus; Is, Ixodes scapularis; Bm, Rhipicephalus microplus.

As sequencias das cistatinas obtidas no presente trabalho indicam que elas

estdo agrupadas entre as demais cistatinas, ndo formando um grupo especifico.



5. Objetivos
5.1 Objetivo geral

Producéo heterdloga de cistatinas de carrapato, visando sua utilizacdo como

vacina ou como inibidor do carrapato.

5.2 Objetivos especificos

o Clonar as regifes codificantes das cistathnas QNRacys2a, JPlpcys2a,
JPIpcys2c, JPIpcys2be JPlocys2a no vetor pET5a

o Expressar as proteinas QNRacys2a, JPIpcys2a, JPIpcys2c, JPIpcys2b
e JPlocys2a em Escherichia coli.

6. Metodologia
6.1 Preparacédo do vetor pET5a

Foram utilizados 70 uyL de células termocompetentes de Escherichia coli
TOP10 e 1 yL do vetor pET5a para o processo de transformacédo, o qual foi
realizado por choque térmico. As células foram cultivadas em placa de LB solido
suplementado com 100 pg.mL-1 de ampicilina a 37°C overnight. Para producédo de
pPET5a uma colénia isolada do LB sélido foi selecionada e submetida a um processo
de extracdo de DNA plasmidea com fenol-cloroformio, pelo método midiprep. O DNA
resultante da extracdo foi analisado e quantificado por eletroforese em gel de

agarose 0,8%.
6.2 Digestdo, purificacdo e desfosforilacdo do vetor pET5a

O vetor obtido por extracao plasmideal foi digerido com as enzimas BamHI e
Ndel para liberacdo dos sitios de ligagdo com o inserto e, em seguida, purificado
utilizando o kit Geneclean Il (MP biomedical). O DNA purificado foi analisado através
de eletroforese em gel de agarose 0,8%. Apés a digestdo do vetor, procedeu-se a
reacdo de desfosforilagdo para prevenir sua religacdo, utilizando a enzima CIAP em

tampao proéprio por 5 minutos a 50 °C e 15 minutos por 65 °C.



6.3 Projeto dos primers para clonagem no vetor pET5a, amplificacéao,
digestéo e purificagcdo das cistatinas QNRacys2a de Rhipicephalus
appendiculatus (Ra) JPIpcys?2a, JPIpcys2c, JPIpcys2b de Ixodes persulcatus

(Ip) e JPlocys2a de Ixodes ovatus (lo).

Os primers para a amplificacdo das cistatinas foram projetados a partir
das sequencias das cistatinas obtidas anteriormente. As sequencias dossitios de
restricdo para as enzimas BamHI e Nde, assim como a sequéncia de nucleotideos
da cauda de histidina, foram adicionadas a sequéncia via primer. Os primers
Forward e reverse e os genes amplificados por eles estéo listados na tabela abaixo.

Tabela 1 — Primers iniciadores utilizados na amplificagdo por PCR. Os
nucleotideos em vermelho representam as trincas dos coédons de iniciagdo (start
coédon) e terminacao (stop codon) presentes na sequencia das ORFs de interesse.
Os nucleotideos sublinhados representam o sitio de reconhecimento e clivagem das
enzimas de restricao Ndel e BamHI.



Gene Primer Sequencia
JPIpcys2a cis- 5
50530-ip-pets- | TTTTTCATATGACTGCTTCCTTCGCTTTGGTC 3’
for
cis- 5 AAAAAGGATCCCTAGTGGTGGTGGTGGT
50530-ip-pet5- | GGTG GCTGCTTCACACTCGAAGGAGC 3’
rev
JPIpcys2b e cis- 5
JPlocys2a 51659-ip/io- TTTTTCATATGGCTTTCTTCAAGGTTGCCGTATTC
pet5-for 3
cis- 5 AAAAAGGATCCCTAGTGGTGGTGGTGGT
51659-ip/io- GGTGGACATTATTAGGAGCTTCGCAGTGGTAGG
pet5-rev 3
JPIpcys2c cis- 5 TTTTTCATATGGGCGTGTTCACCACCAG
51655-ip-pets- | 3
for
cis- 5
51655-ip-pets- | AAAAAGGATCCCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGC
rev CCAC GGCACTTGTGACTTGT &
QNRacys2a Cis-2275- 5
ra-pets-for TTTTTCATATGATAGCGATCAAGCAGACCTGCT 3’
Cis-2275- 5’
ra-pets-rev AAAAAGGATCCCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAT

TTG TTGCGCCGGAACACGT 3




Devido a alta similaridade entre duas cistatinas, o primer cis-51659-ip/io-pet5-
for foi utilizado para amplificar os genes JPIpcys2b e JPlocys2a. As sequéncias
codificadoras das cistatina foram amplificadas pela técnica de PCR utilizando a
enzima polimerase Elongase, num volume final de 50 pl por reacdo. As reacdes de
PCR foram realizadas usando 35 ciclos de desnaturacdo (94 °C), anelamento (59
°C) e extensédo (68 °C). Os produtos da reacdo de PCR foram analisados e
guantificados por eletroforese em gel de agarose 0,8%. Para garantir maior pureza
dos insertos, as cistatinas foram digeridas com as enzimas BamHI e Ndel e, em
seguida, purificadas utilizando o kit kit Geneclean Il (MP biomedical)

6.4 Clonagem das sequencias de cistatina no vetor pET5a

As regides codificantes QNRacys2a, JPIpcys2a, JPlpcys2c, JPIpcys2b e
JPlocys2a foram ligados ao vetor pET5a em uma reag¢ao que continha 1 unidade
do vetor para 3 unidades de inserto. A reacao foi realizada utilizando a enzima T4
DNA ligase (Invitrogen) a 16 °C, overnight. O produto das reacdes de ligacdo foi

visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1%.
6.5 Transformacado de Escherichia coli XL1 BLUE

Foram utilizados 70 pL de células eletrocompetentes de E. coli XL1 BLUE e 1
ML dos produtos das reagdes de ligacdo para o processo de transformagao, o qual
foi realizado por eletroporacdo. Apds a transformacao, as células foram cultivadas
em placa de LB sdlido suplementado com 100 ug.mL-1 de ampicilina nas mesmas

condicOes descritas anteriormente.
6.6 Selecdo dos plasmideos recombinantes

Algumas colbnias bacterianas isoladas que cresceram em LB sodlido
suplementado com 100 ug.mL-1 de ampicilina foram selecionadas e submetidas ao
processo extracao plasmideal com fenol-cloroformio, pelo método miniprep. O DNA
resultante foi digerido com as enzimas BamHI e Nde e analisado em gel de agarose
0,8%. Entre as amostras analisadas no gel, aquelas que apresentaram um padrao
de bandas que sugerem a clonagem foram submetidas a PCR para confirmar a
presenca do inserto. As amostras em que o PCR foi positivo foram purificadas com

Polietilenoglicol e sequenciadas por sequenciamento automatico de DNA, no



sequenciador capilar ABI 3130xI (Life Technologies), na unidade de genética medica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Através do resultado do sequenciamento,
foram analisados a presenca do vetor pET5a e dos respectivos insertos e sua
integridade, a presenca do codon de iniciagdo e do stop coédon, a presenca da
sequéncia codificante para a cauda de histidina e sua integridade, os sitios de
reconhecimento e restricdo para as enzimas BamHI e Ndel e a correta fase de

leitura.
6.7 Extragdo dos vetores recombinantes

Os clones recombinantes para o plasmideo pET5a foram cultivados em
meio LB suplementado com 100 ug.mL-1 de ampicilina. A partir deste cultivo, foi
realizada uma extracdo de DNA plasmideal pelo método midiprep. O DNA extraido
foi submetido a PCR para confirmar a presenca dos clones referidos e excluir
hipétese de contaminagbes. O DNA resultante das extracbes foi analisado e

guantificado por eletroforese em gel de agarose 0,8%
6.8 Testes de expressao

Foram realizados diversos testes a fim de estabelecer um protocolo de
expressdo 6timo desta proteina. No primeiro teste, os clones pET5a/ JPIpcys2b e
pET5a/ JPIpcys2c foram utilizados para transformacao da bactéria termocompetente
E coli. cepas BL21 (DE3) C41 e BL21 (DE3) C43 por choque térmico. As bactérias
transformadas foram cultivadas em LB solido suplementado com 100 ug.mL-1 de
ampicilina nas mesmas condicdes descritas anteriormente. Uma colbnia
recombinante de cada cepa foi selecionada, inoculada em 2,5 mL de LB
suplementado com 100 ug.mL-1 de ampicilina e cultivado overnight. Este pré-indculo
foi lavado e adicionado a 30 mL de SOB sem ampicilina, que foi incubado a 37 °C
até a fase log de crescimento (DO600 entre 0,6 e 0,8), quando entédo a expressao da
cistatina foi induzida com 0,4 mM de IPTG (isopropiltio-B-D-galactosideo) e a
temperatura foi diminuida para 25°C overnight. Apés a inducdo foram coletadas
fracbes apdés 2, 4, 6 e 24 horas de cultivo para testes. No segundo teste de
expressao, o clone pET5a/ JPIpcys2b foi selecionado para transformacao de E coli.
BL21 das cepas SI, Plyss, Star, C41, PTTRX, DE3, PlysE e Ril. As bactérias

transformadas foram cultivadas em LB solido suplementado com 100 yg.mL-1 de



ampicilina nas mesmas condicdes descritas anteriormente. Uma colbnia
recombinante de cada cepa foi selecionada, inoculada em 2,5 mL de SOBamp e
cultivado overnight. Este pré-indculo foi lavado e adicionado a 30 mL de SOB sem
ampicilina, que foi incubado a 37 °C até a fase log de crescimento (DO600 entre 0,6
e 0,8), quando entdo a expressdo da cistatina foi induzida com 1 mM de IPTG
(isopropiltio-B-D-galactosideo) e a temperatura foi mantida em 37°C overnight. Apés

6h de inducéo, foi coletada uma alicota de cada cultivo para testes.
6.9 Anédlise dos testes de expresséao

Os testes de expressdo foram analisados pela técnica de SDS-PAGE
14% seguido de Western blot (WB) com anticorpo anti-cauda de histidina, utilizando
como controle positivo a proteina Cisteino Endopeptidase Degradadora de Vitelina
(VTDCE, 35Kda). As proteinas foram eletrotransferidas para membranas de
nitrocelulose Hybond ECL (Amersham Biosciences) durante 1h a 70 V. As
membranas foram bloqueadas com leite em pd 5 %, overnight a 4 °C, seguido de 3
lavagens com PBS. Posteriormente, as membranas foram incubadas a temperatura
ambiente com anti-cauda de histidina. Apés 3 lavagens com PBS-T e uma com
tampdo de revelacdo fosfatase, as reacfes foram reveladas com Tampédo de

Revelacdo Fosfatase contendo NBT e BCIP.

7. Resultados

7.1 Preparacao do vetor pET5a

O vetor pET5a é um vetor de expressdo para E. coli e possui sitios de

reconhecimento e restricdo para as enzimas BamHI e Ndel. (Figura 4)
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Figura 5 - Mapa do vetor pET5a
http://www.biovisualtech.com/bvplasmid/pET5a.htm

obtido
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O vetor pET5a foi extraido, digerido e purificado com sucesso, gerando

um fragmento de aproximadamente 4.100 pb (Figura 6). ApGs desfosforilacdo esse

vetor foi utilizado para clonagem das regides codificantes das cistatina.



http://www.biovisualtech.com/bvplasmid/pET5a.htm

4361 pb

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% de pET5a. 1: Marcador de
DNA contendo Lambda DNA digerido com Hind Ill. 2: pET apds digestdo e
purificagao.

7.2 Amplificacdo de QNRacys2a JPIpcys2a, JPIlpcys2c, JPIpcys2be
JPlocys?2a e clonagem de JPIpcys2ce JPIpcys2bno vetor pET5a

As regibes codificantes QNRacys2a, JPIpcys2a, JPlpcys2c, JPIpcys2b
e JPlocys2a foram eficientemente amplificado por PCR. Apos digestdo com as
enzimas BamHI e Ndel e purificacdo, as cinco regides codificantes foram utilizados
para ligacdo em pET5a. A transformacao de E. coli XL1BLUE apenas teve sucesso
com os clones Pet5a/JPlpcys2ce Pet5a/JPIpcys2b, uma vez que o processo de
transformacédo com os clones Pet5a/ QNRacys2a Pet5a/JPIpcys2a Pet5a/JPlocys2a

nao gerou colbnias nas placas de LB suplementado com 100 ug.mL-1 de ampicilina.

7.3 Confirmalcdo dos clones Pet5a/JPIpcys2c e Pet5a/JPIpcys2b
recombinantes

Para confirmacéo dos clones foram utilizados os métodos de clivagem com
enzimas de restricdo, PCR e sequenciamento. Apds a digestdo com BamHI e Ndel,
foi possivel analisar em gel de agarose 0,8% fragmentos nos tamanhos de
aproximadamente 20 kb, 4500 pb e 4000 pb (Figura 7).
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Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos possiveis clones Pet5a/
JPIpcys2c e Pet5a/JPlpcys2b clivados com BamHI e Ndel. MM- Marcador de DNA
contendo Lambda DNA digerido com Hind Ill. 1-6— DNA extraido de colbnia
contendo o possivel clone Pet5a/JPIpcys2c. 7-12— DNA extraido de colonia
contendo o possivel clone Pet5a/JPIpcys2b.

Apesar do fragmento esperado de aproximadamente 420 pb nao ser
localizado em nenhuma das amostras, os fragmentos de aproximadamente 4500 pb
indicam que as sequencias codificantes das cistatinas continuaram ligadas ao vetor
mesmo apos o processo de digestdo, sugerindo que o processo de clivagem pelas
enzimas, ou por apenas uma delas, ndo foi totalmente eficiente. O fragmento de
20kb possivelmente representa o vetor circular em sua forma supercoield, o de
4000pb o vetor linearizado clivado em dois sitios de restricdo e o de 4500 o vetor
linearizado, juntamente com o inserto, clivado em apenas um dos sitios de restricao.
Assim, os clones selecionados para o PCR e sequenciamento foram aqueles que
apresentaram um fragmento de 4500 pb. Das amostras com esse padrédo de banda,
foram selecionadas 4 para o teste de PCR, duas do clone Pet5a/JPIpcys2ce duas do
clone Pet5a/JPlpcys2b. Houve amplificacdo de uma amostra clonada com

Pet5a/JPIpcys2ce de uma amostra clonada com Pet5a/JPlpcys2b (figura 8).
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Figura 8 — PCR dos provaveis clones Pet5a/JPlpcys2ce Pet5a/JPlpcys2b.
MM- Marcador molecular Hindlll. 1 e 2— Provaveis clones Pet5a/JPlpcys2c. 3 e 4—
provaveis clones Pet5a/ JPIpcys2b. 5— controle negativo.

Os provaveis clones amplificados na reacdo de PCR foram sequenciados
utilizando os primers T7 e Clockwise (pET5a) e alinhados com a sequéncia das
respectivas cistatinas originais obtida em trabalhos anteriores (figuras 9 e 10). Além
disso, foi analisada e confirmada a correta clonagem do inserto no vetor pET5a, a
presenca do codon de iniciacdo e do stop codon, a presenca da sequéncia

codificante para a cauda de histidina e sua integridade. (Figuras 9, 10, 11 e 12)
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ATGGCTTTCTTCAAGGTTGCCGTATTCCTGGTTTGTGTGLGTCCTCGLAGT
ATGGCTTTCTTCAAGGTTGCCGTATTCCTGGTTTGTGTGLGTCCTCGLAGT
ATGGCTTTCTTCAAGGTTGCCGTATTCCTGGTTTGTGTGLGTCCTCGLAGT

ol e e e o e o e e o o i e e o o e o e e o e o o el e e e o i e o

GECCGGGTOGGOGAGCAGGTCALAGAGGGCCCTFETCHGAGGE T GLALGE
GECCGGGTCGGL GAGCAGGTCAAAGAGGGCCCTGGTCGRAGGC T GRAAGE
GECCGGETCGGC GAGC ANNMNC AL ACAGECCCCTGETCEGAGGE T GLRALGE

FEEEEETE LT ET LA e o e e e e o o i e e e o e e o

CGCAGGACCCAACCARCCCCAAGTTCGAGAATCTGECGCACTACGCAGTG
CGCAGGACCCAACCARCCCCAAGTTCGAGAATCTGECGCACTACGCAGTG
CGCAGGACCCAACCARCCCCAAGTTCGAGAATCTGECGCACTACGCAGTG

ol e e e o e o e e o o i e e o o e o e e o e o o el e e e o i e o

TCTACCCARGTC GAAGGTCCAGAATACTACGACACGETCCTCGAGCTCTT
TCTACCCARGTC GAAGGTCCAGAATACTACGACACGETCCTCGAGCTCTT
TCTACCCARGTC GAAGGTCCAGAATACTACGACACGETCCTCGAGCTCTT

ol e e e o e o e e o o i e e o o e o e e o e o o el e e e o i e o

GEAGCTGCAGAC TCAGATTGTGGCCGECGTCAAC TACRARACTTCGARAGTTTR
GRAGGTGCAGAC TCAGATTGTGECCGGCGTGAAC TACRAAGTTGARGTTTL
GRAGCTGCAGAC TCAGATTGTGGCCGECGTCAAC TACRAACTTCGARAGTTTA

ol e e e o e o e e o o i e e o o e o e e o e o o el e e e o i e o

A A GACTCAAT CRACGTGCAAGATCCRAAACCGGCGTGCALTACTCCALG
A A GACTCAAT CRACGTGCAAGATCCRAAACCGGCGTGCALTACTCCALG
A A GACTCAAT CRACGTGCAAGATCCRAAACCGGCGTGCALTACTCCALG

ol e e e o e o e e o o i e e o o e o e e o e o o el e e e o i e o

GAGCTTTGCCAGCCTAAGACALACARGETTCAAGCTGTATGCACCGCALT
GAGCTTTGCCAGCCTARAGACRAACALGETTCAAGCTGTATCACCGCALT
GAGCTTTGCCAGCCTAAGACALACARGETTCAAGCTGTATGCACCGCALT

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ol e e e e e e e e e e e e e e Sl e e e e e e o o

CATCTACACAGTTCCATGGCAGAACAT CAAGCCGEZGTTTTGTCCTACCACT
CATCTACACAGT TCCATGGCAGAACANCALGCGGGTTTTGTCCTACCACT
CATCTACACAGT TCCATGGCAGAACATCAAGCGGGTTTTGTCCTACCACT

ol e e e o o e o e e o o i e o o o e o e o o o e e e o e o e o e e o e

GOFAAGCTCCTAATAATCGTC 420
GOGAAGCTCCTAATALATNTC 4Z0
GCOFAAGCTCCTAATAATCGTC 420
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Figura 9— Alinhamento entre as sequéncias da cistatina JPlpcys2b utilizando
a a ferramenta ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). A sequéncia
original da regido codificante (OriginalJPlpcys2b) foi alinhada com a sequéncia do
inserto do possivel clone pET5a/JPIpcys2b obtida por sequenciamento com o0s
primers clockwise (SequenciamentoClockwise) e T7 (SequenciamentoT7). Os pares
de base idénticos a todas as sequéncias estdo indicados na linha inferior por
asterisco (*).
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AT G CCTCTTCACCACCAGCGCGETCCTGCTGAGCTTGCCAGTTTCC G
ATGGGCGCTCTTCACCACCAGCGCGGTCCTGCTGAGCTTGRCAGTTTGC G
AT GCTCTTCACCACCAGCGCGCTCCNGCTGAGCTTGECAGTTTGC G

TEEEFFTETEEEETEEFETETTEREETE R R A EEREESY FHEEXXEX T T EF AR E A AT HF

TACCCTGGCGGGAAGATCGCTGCCTAGTGECTGRAGFACGATGRACCCCC
TACCC TGO CAAGATCGCTGCCTAGT GECTGCAGGACGATGCGACCCCC
TACCC TGO CAACATCCC TGO CTAGTGECTCCAGCACGATGGACCCCC

TEET T T E AT A T T T EEE AT AT A R T A A EEE T AR A AR E AR A AT TR TR T T T T

ACAGCAATCCCAAGTACGCCGAGCTGGCCCACTACGCCGTTTCGAGCCAL
A A CAATCCCAAGCTACGCCGAGCTGGCCCACTACGCCGTTTCGAGC CAL
A A AATCCCAACTACGCCGAGCTCECCCACTACGCCGTTTCGAGC CAL

FTEEE T AT EEE T T EEE T EEE T T T TR XX EE T XA AT AR E N R R T A EARELELE TS

G CACAGCCACTTCTATGACACTGTCCTGCAGCTCTTAGCAGT GCA
FC  CACAGCCACTTCTATGACACTCTCCTGCAGCTCTTAGCAGTGCA
FC CCACAGCCACTTCTATGACACTGTCCTGCAGCTCTTAGCAGTGCA

T E T A A T AT AT T A A A E E T T T A AT AR AR TR AT AR T T 5

FACTCACCTGCTCCCTCCAATCAACTACCGGCTCAAGTTCAGCACGCCT:
FACTCACCTGCTCCLTCCAATCAACTACCGGCTCAAGTTCAGCACCGCCT:
FACTGAGGTGGTCGLTGAATGARCTACCGECTCAAGTTCAGCACGGCT:

T E T A A T AT AT T A A A E E T T T A AT AR AR TR AT AR T T 5

A A CTTCCT GO AAA TG CACT AT CAATATTCCCCAGRARACCETGCACE
AGAGTTCCT GO AAAGTCECAGT AT CAATATTCCCFAGARACGETGCACE
AGAGTTCCTGCARAGTCECAGTGCATFAATATTCCCFAGAACGETGCACE

TEEEFFTETEEEETEEFETETETEREET AR E XA AR AT R AR A A A E A A AR A F AR R A AT & F

CCCARAGCTCAGTCCGCCCAAAGCAATCTGCACTGCCETCETCTACFAGC:
O AR A CTCAGTCC GO CAAAGCAATCTECACTGCCETGETGTACGAGCH
CCCAAACTCAGTCC GO ARG CAATCTGCACTGCCCTCETGTACCAGC:

Tt Tt AT T T E A E EE A A R T E AT R EE T T A A A A EEE T AT A A AT T LTS

CGCCTOGCAARATCACCGTGAAGTCACARAGTCACAAGTGCCGTGGE 336
CECCTECCARAATCACCETGAACTCACARGTCACAACTGCCGTGEE 296
CECCTECCARAATCACCETGAACTCACAACTCACAACTGCCGTGEE 296
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Figura 10— Alinhamento entre as sequéncias da cistatina JPIpcys2c utilizando
a a ferramenta ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). A sequéncia
original da regido codificante (OriginalJPIpcys2c) foi alinhada com a sequéncia do
inserto do possivel clone pET5a/ JPlpcys2c obtida por sequenciamento com o0s
primers clockwise (Sequenciamentoclockwise) e T7 (SequenciamentoT7). Os pares
de base idénticos a todas as sequéncias estdo indicados na linha inferior por
asterisco (*).
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Figura 11- Sequenciamento do inserto do clone Pet5a/JPIpcys2b (Bioedit).
Sequéncia codificante para a cauda de histidina (CACCACCACCACCACCAQ),
codon de iniciagdo (ATG) e stop codon (TAG).
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Figura 12— Sequenciamento do inserto do clone Pet5a/ JPIpcys2c (Bioedit).
Cauda de histidina (CACCACCACCACCACCAC), codon de iniciacao (ATG) e stop
coédon (TAG).

7.4  Andlise da expressao

A cistatina JPIpcys2b possui 16,4kDa e a JPlpcys2c de 15,3 kDa. ApoGs o
Wester Blot, ndo foi possivel observar proteinas destes tamanhos (Figuras 13 e 14),
sugerindo que as condi¢cfes utilizadas nesse teste ndo sédo favoraveis a expressao

das cistatinas JPIpcys2c e JPIpcys2b.
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Figura 13— Wester Blot das proteinas totais de E.coli XL1 BLUE (DE3) C41
transformada com pET5a/ JPIpcys2b e pET5a/JPIpcys2c. 1-4- Cepa transformada
com pET5a/ JPIpcys2b apos inducdo overnight, por 6h, 4h e 2h, respectivamente. 5-
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas). 6-9- Cepa
transformada com pET5a/JPIpcys2cap6s inducdo overnight, por 6h, 4h e 2h,
respectivamente. 10- ControVTDCE (35kDa).
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Figura 14— Wester Blot das proteinas totais de E.coli XL1 BLUE (DE3) C43
transformada com pET5a/JPIpcys2b e pET5a/JPIpcys2c. 1-4- Cepa transformada
com pET5a/JPlpcys2c apods inducao por 2h, por 4h, por 6h e overnight. 5- Controle
positivo. Proteina VTDCE (35kDa) 6-Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Fermentas) 7-10- Cepa transformada com pET5a/JPlpcys2b apos inducao por 2h,
por 4h, por 6h e overnight.

Pela anéalise do Wester Blot do segundo teste de expresséo nao foi possivel
observar expressao das cistatinas (Figura 15).
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Figura 15— Wester Blot das proteinas totais de E.coli XL1 BLUE SI, pLysS,
Star, C41, PTTRX, DE3, pLysE e RIL transformadas com pET5a/ JPIpcys2b com 6h
de inducdo com IPTG. 1- Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Fermentas). 2- Controle positivo. Proteina VTDCE (35kDa) 3- Extrato total de E.coli
Sl. 4- Extrato total de E.coli pLysS. 5- Extrato total de E.coli Star. 6- Extrato total de
E.coli C41. 7- Extrato total de E.coli PTTRX. 8- Extrato total de E.coli DE3. 9- Extrato
total de E.coli pLysE 10-Extrato total de E.coli RIL.



8. Conclusdes e perspectivas

As regifes codificantes JPlpcys2b e JPlpcys2c JPlpcys2cforam
eficientemente clonados no vetor de expressao pET5a. As sequéncias QNRacys?2a,
JPIpcys2a e JPlocys2a ainda necessitam serem clonadas no mesmo vetor para
posterior expressao heterdloga. Os testes de expressdo das cistatinas clonadas
indicam que as condi¢des utilizadas devem ser modificadas, uma vez que nédo houve
sinal revelado pelo Wester Blot. Portanto, seréo realizados novos testes, utilizando
diferentes temperaturas, concentracéo de IPTG, outras cepas de E. coli e adicdo de
ampicilina durante o cultivo. Apdés a otimizacdo da expressdo, a proteina
recombinante serd utilizada para caracterizacao através de ensaios bioquimicos de
inibicAo de cisteinoproteases e imunizacdo de animais para averiguar sua

antigenicidade, protecao e protecdo cruzada através de testes de desafio.

O estagio de conclusao de curso no Laboratorio de Imunologia Aplicado a
Sanidade Animal gerou, além dos resultados experimentais, resultados pessoais,
relacionados ao aprendizado de técnicas basicas para minha formacgéo académica e
profissional, a discussao de artigos e troca de ideias com os colegas e ao

entrosamento com novos grupos de pesquisa.
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