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RESUMO

MELO RFP. Caracterizagdo molecular e funcional da imidazolona propionase de
Trypanosoma cruzi: uma enzima do metabolismo de histidina. [Tese (Doutorado em
Parasitologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo;
2017.

O Trypanosoma cruzi € capaz de matabolizar aminoacidos como fontes de carbono e energia,
dentre eles, o aminoacido histidina (His). Canonicamente, a via de degradacdo de His
compreende quatro passos enzimaticos que catalisam a oxidagéo de His a glutamato (Glu). O
Glu gerado é convertido em alfa-cetoglutarato (a-KG), que é incorporado ao ciclo de Krebs
(TCA), gerando coenzimas reduzidas que irdo fornecer elétrons para a cadeia transportadora
de elétrons (CTE), produzindo ATP. Neste trabalho foi possivel demonstrar que o substrato
da terceira enzima envolvida na degradacédo de His (imidazolona propionase - TcIP), chamado
4-imidazolona-5-propionato (IPA) ¢ oxidado ndo enzimaticamente a a-KG, e este € capaz de
ser metabolizado diretamente via TCA. Ainda foi possivel demonstrar que a TclP se encontra
formando um complexo macromolecular com a segunda enzima da via (urocanato hidratase).
Finalmente, obervou-se que o controle da expressdo da TclIP é importante no processo de
metaciclogénse de T. cruzi, sugerindo uma atividade moonlighting para essa proteina.

Palavras-chave: Trypansosoma cruzi. Metabolismo de aminoécidos. Histidina. Interacdo de
proteinas. ReacBes metabdlicas ndo enzimaticas.



ABSTRACT

MELO RFP. Molecular and functional characterization of imidazolonepropionase from
Trypanosoma cruzi: an enzyme of histidine metabolism. [Ph. D. thesis Parasitology]. Séo
Paulo, Universidade de Séo Paulo; 2017.

Trypanosoma cruzi is able to catabolize amino acids as carbon and energy sources, including
histidine (His) among them. Canonically, the His degradation pathway comprises four
enzymatic steps catalizing the oxidation of His to glutamate (Glu). The Glu is converted to
alpha ketoglutarate (a-KG), which is incorporated into the Krebs cycle (TCA), generating
reduced coenzymes that will supply electrons to the electron transport chain (ETC), producing
ATP. In this work it was possible to demonstrate that the substrate of the third enzyme
involved in the His degradation (imidazolonepropionase - TclIP), the 4-imidazolone-5-
propionate (IPA), can be non-enzymatically oxidized to a-KG, and can be metabolized
directly through TCA. Herein we showed that TcIP is forming a macromolecular complex
with the second enzyme of the pathway (urocanate hydratase). Finally, it was established that
the control of TclIP expression is important in the metacyclogenesis process in T. cruzi,
suggesting a moonlighting activity for this protein.

Keywords: Trypansosoma cruzi. Amino acids metabolism. Histidine. Proteins interaction.
Non-enzymactic metabolic pathways.
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1.1 Doenca de Chagas: aspectos gerais

Reconhecida pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como uma das treze doengas
tropicais mais negligenciadas do mundo (Hotez et al., 2007), a doenca de Chagas tem sido
uma moléstia para a humanidade desde a antiguidade e continua a ser um problema social e
econémico relevante em muitos paises da América Latina (Mathers et al., 2007, Moncayo,
Silveira, 2009). Também conhecida como Tripanossomiase americana, é tida como
potencialmente fatal, é causada pelo protozoéario parasita Trypanosoma cruzi e leva o nome de
Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, médico e pesquisador brasileiro que a descreveu no inicio
do século XX (Chagas, 1909). De acordo com o novo esquema de classificacdo, com énfase
na taxonomia dos protistas, T. cruzi pode ser incluso no super grupo Excavata, onde ainda
recebe a subclassificagdo em: Euglenozoa, Kinetoplastea, Metakinetoplastina e
Trypanosomatidae (Adl et al., 2005).

De acordo com a OMS, estima-se que cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o
mundo estejam infectadas com a doenca, que € encontrada predominantemente nas areas
endémicas de 21 paises latino-americanos, onde é transmitida principalmente para seres
humanos por contato com fezes ou urina de insetos triatomineos, conhecidos popularmente
como barbeiros (World Heath Organization (WHO), 2017). Historicamente, a transmissdo e
morbidade foram concentradas nessas regides, contudo nas ultimas décadas tém sido cada vez
mais detectados casos nos Estados Unidos da América, no Canadd, em muitos paises
europeus e em alguns paises do Pacifico Ocidental (Figura 1). Isso se deve principalmente a
mobilidade populacional entre a América Latina e o restante do mundo (Rassi et al., 2012).
No tocante aos Estados Unidos, ressalta-se ainda que infeccdes humanas autéctones foram
relatadas e um namero consideravel de doadores de sangue soropositivos foram identificados
(Buhaya et al., 2015).
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Estimated number of T. cruzi-infected cases

Key: B <900 900-89 999 90 000-899 999 . 2900 000 Officially no cases reported

TRENDS in Parasitology
Figura 1 - Distribuicao global da doenca de Chagas. A migracdo global levou a um aumento da incidéncia da
doenca em regides consideradas ndo endémicas para infecgdo. A disseminagdo da doenga de Chagas pode ser
problemética devido a presenca de vetores nativos que podem vir a sustentar a transmissdo da infec¢do. Dados
de WHO, 2013. Figura original: Perez et al., 2005.

A transmisséo da infecgdo pelo T. cruzi para os seres humanos e mais de 150 espécies
de animais domeésticos (cachorros, gatos e porquinhos-da-india, etc), bem como animais
silvestres (roedores, marsupiais e tatus) se da via insetos triatomineos (vetores) pertencentes a
ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae (Deane, 1964). Embora mais
de 130 espécies de insetos triatomineos tenham sido identificadas, somente algumas séo
vetores competentes do T. cruzi (Lent, 1979; Galvao, 2003). Nesse sentido, Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata sdo as trés espécies de vetores mais
importantes na transmisdo humana (Zeledon, Rabinovich, 1981). A transmissdo para seres
humanos, quando vetorial, ocorre através da deposicdo do conteldo excretado por insetos
triatomineos contaminados durante o repasto sanguineo, mas também se da por outros
mecanismos: transfusdo sanguinea e transplante de orgdos advindos de individuos infectados,
verticalmente da mde para o feto e ainda por acidentes de laboratorio, onde se manipulam
formas infectivas do parasita (Schmunis, 1999; Bern et al., 2008). Destaca-se ainda a
transmisséo via ingestdo de alimentos ou liquidos contaminados com triatomineos infectados
e/ou fezes (formas infectivas de T. cruzi) (Pereira et al., 2009). Curiosamente, a transmissao

oral da doenga de Chagas é atualmente a via de transmissdo mais importante na Amazénia
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brasileira, apds a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) ter declarado a interrupcao
da transmissdo vetorial nesta area (Barreto-de-Albuquerque et al., 2015).

Em seres humanos, a doenca de Chagas se apresenta principalmente sob duas formas
clinicas: aguda e cronica. A fase aguda se inicia logo apos a infeccéo, tendo inicio quando o

parasita adentra o hospedeiro mamifero. E geralmente assintomatica ou acompanhada por
sintomas inespecificos, tais como febre e dor de cabeca, embora sinais classicos da doenca
possam se manifestar, como o chagoma de inoculagéo e o sinal de Romafia. E caracterizada
pela auséncia de anticorpos e, em muitos pacientes, uma parasitemia notavel é observada
cerca de uma ou duas semanas apos a entrada do parasita (Punukollu et al., 2007). A fase
crbénica pode perdurar por todo o resto da vida do paciente, tendo inicio com o declinio da
parasitemia e, em pacientes imunocompetentes, observa-se a apari¢cdo de uma robusta resposta
IgG. Definida por uma auséncia inicial de sintomas, as principais formas cronicas séo a
indeterminada e a determinada, sendo que a Ultima pode apresentar como principais formas
sintomaticas, as formas cardiaca, digestiva ou uma combinacdo de ambas. A forma
indeterminada é caracterizada pela auséncia de danos teciduais evidentes ou disfuncdo dos
orgdos, podendo perdurar de varios meses a vida toda do paciente, que é o caso de 70% das
pessoas cronicamente infectadas. Os remanescentes 30% desenvolvem uma das formas
sintomaticas, sendo a mais frequentemente diagnosticada, a cardiopatia chagasica crénica ou
CCC, cuja principal manifestacdo clinica é a cardiomegalia, causada por infiltrados
inflamatorios, arritimias e tromboembolismo (Moncayo, Yanine, 2006). Quanto a forma
digestiva, esta consiste em duas sindromes: megaes6fago, levando a disfagia e regurgitacdo e
0 megacdlon, levando a constipacéo severa e retencdo fecal (Gattuso, Kamm, 1993).

No que diz respeito a quimioterapia, existem duas drogas disponiveis que sao
limitadas em relacdo a eficacia e tolerancia. Sdo elas o Nifurtimox [3-metil-4(5’-
nitrofurfurilideneamina) tetraidro-4H-tiazina-1,1-dioxida], um nitrofurano, e o Benzonidazol
(N-benzil-2-nitroimidazol acetamida), um derivado do nitroimazol. Esses compostos sao
efetivos somente para infeccGes recentes (aguda ou congénita) e sua eficacia durante a fase
crbnica, onde a maioria dos pacientes é diagnosticada, € controversa. Além disso, ambas as
drogas apresentam sérios efeitos colaterais, incluindo anorexia, vomitos, dermopatia alérgica
e polineuropatia periférica (Duschak, Couto, 2007).

Existe, portanto, a necessidade urgente de identificar alvos adequados para o
desenvolvimento de novas drogas terapéuticas. Para isso, & importante conhecer e entender

como funciona a biologia do parasita em questéo.
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1.2 Biologia do T.cruzi: uma breve revisao
1.2.1 Ultraestrutura
Os tripanossomatideos apresentam uma série de peculiaridades nas suas principais

estruturas e organelas. O T. cruzi apresenta varias dessas organelas e estruturas especiais

(Figura 2), como por exemplo, a mitocondria tubular Unica, que ocupa aproximadamente

30% do volume celular total, delimitada pelas membranas interna e externa e o espaco
intermembrana; a membrana interna apresenta cristas irregulares e tem uma relacdo intima
com uma estrutura caracteristica das mitocéndrias destes organismos, o cinetoplasto, uma
estrutura caracteristica da ordem Kinetoplastida (possui valor taxonémico) que contém o
DNA constituinte do genoma mitocondrial (0 KDNA) (De Souza, 2002; Dantas et al., 2003).
Também podemos citar os glicossomos, organelas derivadas de peroxissomos nas quais se
encontram compartimentalizadas as primeiras enzimas glicoliticas, da via das pentoses
fosfato, juntamente com algumas enzimas de outras vias auxiliares envolvidas na reoxidagao
do NADH produzido pela gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e na regeneracao
do ATP consumido na ativacdo da molécula de glicose (Opperdoes, 1987; Bakker et al.,
2000). Além disso, enzimas relacionadas a outras vias, como B-oxidacdo de &cidos graxos,
recrutamento de purinas e vias biossintéticas para pirimidinas podem estar presentes nos
glicossomos (Michels et al., 2006). Outras organelas encontradas no citoplasma de T. cruzi

S80 0s reservossomos e 0s acidocalcisomas. Os reservossomos localizam-se na parte posterior

das formas epimastigotas e possuem um elevado conteido de macromoléculas, inclusive
proteases (principalmente cruzipaina) (Figueiredo et al., 1994). Os acidocalcisomas séo
organelas acidas que se assemelham aquelas relacionadas aos lisossomos de células de
mamiferos e armazenam polifosfatos e pirofosfatos complexados com Ca?*; foi ainda
proposto que estes estdo envolvidos no armazenamento de cations e fosforo, no metabolismo
de fésforo, manutencio da homeostase intracelular (pH e Ca?*) e osmoregulagdo (Docampo et
al., 2010).
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Figura 2 - Ultraestrutura da forma epimastigota de T. cruzi. De acordo com o relatado no texto acima e
respeitando as iniciais derivadas da nomenclatura de tais termos em inglés, temos A (acidocalcissoma), C
(citéstoma), F (bolsa flagelar), GC (Complexo de Golgi), G (glicossomo), K (cinetoplasto), L (inclusfes
lipidicas), M (mitocdndria), MP (membrana plasmaética), N (nucleo), R (reservossomo). Adaptado de Martins et
al., 2012. Figura original de J. L. R. Fietto.

1.2.2 Morfologia e ciclo de vida

Durante seu ciclo de vida, o T. cruzi alterna entre micro ambientes diversos, que vao
desde as por¢des médias e final do intestino do inseto vetor passando pelo interior da célula
mamifera e finalizando com sua eclosdo na circulacdo sanguinea do hospedeiro vertebrado
(Silber et al., 2005). Essa diversidade intrinseca aos ambientes pelos quais transita se da em
relacdo ao conteddo metabdlico, temperatura e exposicdo a estresses, como 0 osmatico e
oxidativo. Visando a adaptacdo e estabelecimento da infeccdo, o parasita deve passar por
transformacoes bioldgicas, que incluem alteracBes estruturais e metabdlicas.

O protozoario tem trés formas evolutivas e a identificacdo de tais formas se da por
critérios de ondem morfolégica valendo-se da técnica de microscopia éptica, onde se leva em
conta a posicao do cinetoplasto em relacdo ao nucleo da célula e a regido de emergéncia do
flagelo; as formas relatadas séo as seguintes: amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas

(Hoare, 1971; Brener, 1973). A forma amastigota é intracelular, encontrada nos tecidos do
hospedeiro vertebrado. Caracteriza-se pela falta de flagelo emergente e membrana ondulante,
por isso seu movimento é apenas por rotacdo. Esta forma evolutiva se multiplica por divisao
binaria a cada 12 h, diferenciando-se em tripomastigotas sanguineos aproximadamente 11 a
13 h antes da ruptura celular (Ley, 1988). A forma epimastigota, por sua vez, é encontrada no
trato digestivo do triatomineo e apresenta um flagelo livre, cinetoplasto anterior ao nucleo e
membrana ondulante pouco desenvolvida. E bastante movel, apresentando atividade
replicativa intensa - também por divisdo binaria- e muitas vezes se agrupa em rosetas

caracteristicas. Em relacdo ao tripomastigota, este ndo possui capacidade replicativa e
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corresponde a forma infectiva, localizada tanto nos hospedeiros invertebrados como
vertebrados, sendo entdo denominados tripomastigota metaciclico e sanguineo,

respectivamente. O tripomastigota metaciclico é encontrado nas por¢ées finais do intestino ou

nos tubulos de Malpighi de insetos vetores; apresenta um nucleo grande e central e um
cinetoplasto com alta densidade de DNA, em posicdo posterior terminal. Finalmente, o

tripomastigota sanguineo pode ser observado no sangue e em outros fluidos corporais - como

0 liquido cefalorraquidiano e linfa - dos hospedeiros vertebrados. O flagelo emerge do
corpusculo basal, préximo ao cinetoplasto (Alvarenga, 1997; Siqueira-Batista, 2007). Além
das trés formas de desenvolvimento citadas anteriormente, foi caracterizada um estagio
intracelular, transiente entre o estdgio amastigota e tripomastigota. Devido as suas
semelhancas morfolégicas e bioguimicas com o epimastigota, foi assim denominada
epimastigota intracelular, podendo também ser encontrado com a denominacdo de
epimastigota-like (Almeida-de-Faria et al., 1999; Tyler, Engman, 2001; Alves, Colli, 2007).

O ciclo de vida do T. cruzi (Figura 3) é complexo e marcado por uma série de

diferenciacGes. Durante o repasto sanguineo, um triatomineo infectado recebe uma quantidade
significativa de sangue no seu sistema digestivo, que forca a eliminacdo de H,O e, junto com
ela, a massa de excrementos acumulados em forma de fezes e urina. Essa massa excretada é
depositada na superficie da pele do hospedeiro e contém formas tripomastigotas metaciclicas
que penetram na pele quando a mesma se encontra lesionada ou através das mucosas. O
prurido local provocado pela inser¢do da probdscide do barbeiro facilita a penetracdo do
protozoario. Uma vez que o0s tripomastigotas metaciclicos atingem os tecidos de seu
hospedeiro, podem ser internalizados, processo que envolve a formacdo do vacuolo
parasitoforo. O pH &cido do vacuolo inicia o processo de diferenciacdo em amastigotas, que
sdo capazes de evadir do vacuolo para o citoplasma da célula. Uma vez no citoplasma, os
parasitas se multiplicam por fissdo binaria e quando decorridas sucessivas divisdes,
diferenciam-se em tripomastigotas sanguicolas. Assim, ap6s um ciclo de infeccdo celular, os
tripomastigotas liberados para o meio extracelular podem invadir células vizinhas ou atingir a
corrente sanguinea, atraves da qual podem espalhar a infeccdo a outros tecidos e orgdos. Em
ultima instancia, se o hospedeiro vertebrado for picado por outro triatomineo, este pode vir a
ingerir tripomastigotas sanguineos, que irdo chegar ao estdmago e, no intestino médio
diferenciam-se em epimastigotas; os parasitas seguem se multiplicando e sequencialmente se
diferenciam para tripomastigotas metaciclicos, na porcdo final do intestino (processo esse

chamado metaciclogénese). Estes poderdo ser transportados pela excreta para o exterior,
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permitindo o deposito na superficie da pele e, assim, reiniciando o ciclo de infeccdo de um
novo hospedeiro mamifero (WHO,2002; Martins et al., 2012).

Hospedeiro
mamifero

Inseto vetor

Figura 3 — Representacdo esquematica do ciclo de vida do T. cruzi. Formas encontradas no hospedeito
mamifero: A, amastigota; Ei, epimastigota intracelular; T, tripomastogota sanguineo. Formas presentes no
hospedeiro invertebrado: E, epimastigotas; M, tripomastogota metaciclico. Figura original de Silva e
colaboradores, 2011.

1.3 Metabolismo energético de T.cruzi: uma viséo geral

1.3.1 Metabolismo intermediario

Em busca de tornar bem sucedida sua sobrevivéncia nos diferentes ambientes pelos
quais transita durante o seu ciclo de vida (trato intestinal do inseto, sangue do hospedeiro
vertebrado e o citoplasma das diferentes células do hospedeiro mamifero que é capaz de
invadir), o parasita precisa manter a homeostase intracelular de ions e nutrientes, bem como
ser capaz de catabolizar diferentes substratos para obtencdo de energia (Silber et al., 2005).
Nesse sentido, os tripanossomatideos sdo capazes de metabolizar glicose e aminoacidos como
fontes de carbono e energia (Opperdoes, Borst, 1977; Cazzulo, 1992; Silber et al., 2005).

Os cinetoplastideos apresentam como caracteristica Unica o fato da glicdlise ser
compartimentalizada entre glicossomos e o citoplasma (Opperdoes, Borst, 1977). Uma vez no
citoplasma, a glicose ¢ internalizada para 0s glicossomos para ser oxidada. Em relacdo a via

glicolitica, chama a atencéo o fato de que, nos cinetoplastideos, as enzimas hexoquinase e

fosfofrutoquinase ndo sédo reguladas de forma alostérica, em oposi¢cdo aos mamiferos; isso
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significa que a atividade dessas enzimas ndo é controlada pela ligagdo de moléculas
especificas em seus sitios regulatérios (Racagni, Machado de Domenech, 1983; Urbina,
Crespo, 1984; Aguilar, Urbina, 1986; Taylor, Gutteridge, 1987). Classicamente, a transi¢ao da
anaerobiose para a aerobiose, em muitos organismos, € acompanhada por uma rapida
diminuicdo na taxa de utilizacao de glicose; esta inibicdo do fluxo glicolitico pela presenca do
oxigénio ¢ conhecida como “Efeito Pasteur” e T.cruzi ndo apresenta este fendmeno (von
Brand, 1979; Cannata, Cazzulo, 1984). Alguns autores propuseram que a compartimentacéo
da glicdlise e a sua falta de regulacdo nos pontos classicos da via sdo fendbmenos relacionados,
uma vez que o fluxo glicolitico nesses organismos poderia ser controlado pelo saldo
intraglicossomal de ADP/ATP (Bakker et al., 2000).

Uma vez dentro do glicossomo, cada molécula de glicose € rapidamente convertida em
duas moléculas de 1, 3 bifosfoglicerato (1,3 BPG) pelas enzimas glicoliticas presentes nessa
organela. O 1,3 BPG formado é transportado para o citoplasma e convertido em
fosfoenolpiruvato (PEP), que pode seguir por duas diferentes vias: (a) conversdo a piruvato
(via piruvato quinase - PK), parte do qual pode ser translocado para o interior da mitocondria
e adentrar o ciclo de Krebs e/ou pode ser convertido em alanina por transaminagdo no
citoplasma, via alanina amino tranferase (ALT) (Cazzulo, 1992; Cannata, Cazzulo, 1984) (b)
transportado de volta para o glicossomo, seguido pela carboxilacdo do PEP em oxaloacetato,
via acdo da enzima PEP carboxiquinase (PEPCK). O oxaloacetato resultante é convertido em
malato por uma enzima malato desidrogenase glicossomal (MDHg), o qual deixa o
glicossomo e é convertido novamente para piruvato por uma enzima malica citoplasmatica. O
malato pode ainda ser transportado para a mitocondria, onde pode ser convertido em piruvato
pela enzima maélica mitocondrial e oxidado via ciclo de Krebs. Ambos polls de piruvato,
citoplasmatico e mitocondrial, podem ser aminados por transaminases produzindo alanina,
provavelmente responsaveis pela existéncia de dois polls independentes de alanina [revisado
por (Silber et al., 2005)].

Quando uma alta concentragdo de malato atinge a matriz mitocondrial, o destino do
mesmo depende do estado de funcionamento do ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA). Se a
operacdo do TCA for baixa, parte do oxaloacetato produzido pela malato desidrogenase
mitocondrial (MDHm), ira se acumular e inibir a enzima malica mitocondrial, fazendo com
gue a maioria do malato seja convertido a fumarato e posteriormente a succinato via fumarato
redutase (o que funcionaria como sistema de reoxidacdo de NADH). Se o ciclo estiver

trabalhando ativamente, os niveis de oxaloacetato serdo mantidos baixos e a enzima malica
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mitocondrial estard ativa. Assim, parte do malato serd convertido a piruvato, que pode ser
decarboxilado e ligado a coenzima A (CoA) para formar acetil-CoA, liberando CO,, reacdo
catalisada pelo complexo piruvato desidrogenase. De fato, hd evidénciasque corroboraram
que essas duas ramificagOes estdo presentes no TCA tanto em T. cruzi, como em T. brucei
(Cannata et al., 1979; Cannata, Cazzulo, 1984; Silva et al., 2011).

1.3.2 T. cruzi e 0o metabolismo de aminoacidos

Esta bem estabelecido que os aminoacidos desempenham papéis relevantes na biologia
dos tripanossomatideos, além da sua Obvia funcdo como componentes das proteinas. Tais
nutrientes sdo essenciais durante o ciclo de vida do T. cruzi, visto que podem ser utilizados
como fontes de carbono e energia e podem ainda participar em varios processos bioldgicos
que auxiliam o parasita a se adaptar as diferentes mudancas de ambiente (Silber et al., 2005).
Os primeiros trabalhos de Zeledén, bem como de Sylvester e Krassner, mostraram a
capacidade das formas epimastigotas de oxidar certos aminoécidos, como prolina (Pro),
Glutamato (Glu) e em menor eficiéncia aspartato (Asp) (Zeledon, 1960; Sylvester, Krassner,
1976). Além disso, sabe-se que além da glicose (Glc), a adi¢do de Asp, Glu e Pro a um meio
definido, promove a diferenciacdo de epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos
(metacicogénese), em uma variedade de cepas de T. cruzi (Contreras et al., 1985; Homsy et
al., 1989). Formas epimastigotas catabolizam Glc e, apds sua exaustdo, ocorre uma mudanca
para o catabolismo de aminoécidos, com amonia sendo excretada para o meio (Cazzulo, 1994;
Barison, Rappado et al., 2017); epimastigotas sdo capazes de metabolizar asparagina (Asn),
glutamina (GIn), Asp e Glu (Zeledon, 1960), leucina (Leu) (Mancilla, Naquira, 1967), Pro e
isoleucina (lle) (Sylvester, Krassner, 1976).

Sabe-se, por exemplo, que Glu e alanina (Ala) estdo diretamente envolvidos no
fornecimento de intermediarios oxidaveis para 0 TCA. O grupo -NH; do glutamato pode ser
transferido para piruvato via alanina aminotransferase (ALAT) ou pela tirosina
aminotransferase (TAT) formando alfa-cetoglutarato (a-KG) e Ala. Alternativamente, o Glu
pode ser convertido a a-KG, pela transferéncia do grupo -NH, para H,O pela glutamato
desidrogenase (GDH), enzima essa que apresenta duas isoformas: uma mitocondrial e outra
citoplasmatica (Cazzulo et al., 1977; Juan el al., 1978; Cazzulo et al., 1979). Este sistema
robusto de transaminacdo contribui de forma a evitar o acumulo de NH3 e, de maneira

contréria, resulta no acimulo de Ala, que € menos toxica, uma vez que nesse organismo 0
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ciclo da uréia ndo é funcional (Cazzulo, 1994). Finalmente, 0 Asp também contribui de forma
a prover metabolitos para o TCA, via transferénciade seu grupo -NH; para o-KG, formando
Glu e oxaloacetato, através da aspartato amino transferase (ASAT) (Cazzulo, 1977) [revisado
por (Silber et al., 2005)].

Em relacdo a Pro, foi demonstrada a sua importancia no processo de diferenciacao de
epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos no inseto vetor (Homsy et al., 1989;
Contreras et al., 1985), assim como na diferenciacdo de formas epimastigotas intracelulares
para tripomastigotas, um processo que ocorre no citoplasma das células hospedeiras
infectadas (Tonelli et al., 2004), além de estar envolvido nos processos de osmorregulacdo e
resisténcia do parasita ao estresse oxidativo e nutricional (Magdaleno et al., 2009). Mais que
isso, epimastigotas intracelulares atendem sua demanda energética através de outros
metabdlitos, especialmente Pro. Ademais, estd bem estabelecido que a adesao a superficie da
célula hospedeira antes da invasdo exige que o parasita dispenda energia e foi demonstrado
que tal necessidade (no caso de tripomastigotas metaciclicos) € atendida principalmente pela
Pro, capaz de restaurar os niveis de ATP ap6s o periodo de estresse nutricional (Martins et al.,
2009). No que diz respeito ao metabolismo da Pro, este vem sendo amplamente estudado pelo
nosso grupo. Sabe-se que a Pro € degradada em dois passos enzimaticos a Glu: primeiro, é
oxidada em Al-pirrolina-5-carboxilato (P5C), reacdo catalisada pela prolina desidrogenase
(TcPRODH) e posteriormente 0 mesmo ¢é convertido em Glu pela Al-pirrolina-5-carboxilato
desidrogenase (TcP5CDH) na presenca de NAD(P)". Foi descrito que a oxidagio de Pro
acontece na mitocondria, estimulando a respiracdo celular e sustentando a sintese de ATP
através do processo de fosforilacdo oxidativa (Paes et al., 2013; Mantilla et al., 2015).

Em contraste com a Pro, Asp e Glu, serina (Ser) e metionina (Met) ndo séo capazes de
estimular o consumo de oxigénio nas formas epimastigotas de T. cruzi (Sylvester, Krassner,
1976). De fato, ndo ha estudos na literatura que apontem para um papel desses aminoacidos
no metabolismo energético, muito embora dados recentes de nosso laboratério sugiram que
Ser possa recuperar as taxas de consumo de O, em parasitas submetidos a estresse nutricional
(dados néo publicados). No tocante a Met, a mesma pode estar envolvida no metabolismo de
poliaminas (Sylvester, Krassner 1976).

Com relacdo a arginina (Arg), esta atua na administracdo dos recursos energéticos da
célula através da enzima arginina quinase, de forma analoga a participacao da creatina atraves
da creatina quinase em mamiferos (Pereira, et al., 2000, Pereira, et al., 2002, Pereira, et al.,
2003). Outros exemplos incluem Ala, GlIn, glicina (Gly) e Pro, que estdo envolvidos na
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osmorregulacédo e controle do volume celular, durante todos os estagios do parasita (Rohloff,
Docampo, 2008).

1.4. O aminoécido Histidina (His) e o T. cruzi

His é um dos aminoacidos mais abundantes em ambos os excrementos (fluidos e a
hemolinfa) do inseto vetor (Rhodnius prolixus) (Harington, 1961a, b), o que parece ser uma
conseqiiéncia de sua elevada concentracdo na hemoglobina, o principal alimento do vetor
triatomineo (Vickery, 1942; Atwood et al, 2005). Concomitantemente, as enzimas envolvidas
na degradacdo de His tém sua expressao aumentada e se encontram mais abundantes nos
estagios de T. cruzi envolvendo o hospedeiro invertebrado (Atwood et al., 2005; Minning et
al., 2009). Portanto, o parasita poderia estar adaptado para obtencdo e consumo His como
fonte de carbono e energia durante as fases de infeccdo, proliferacdo e diferenciacdo, que
ocorrem no inseto vetor.

Quando realizado um estudo detalhado da importancia do aminoécido His para o T.
cruzi, bem como em quais processos biolégicos esta intimimamente envolvido, constatou-se
que His pode ser incorporada pelas formas epimastigotas em um sistema de transporte Unico e
dependente de ATP, cujos parametros cinéticos foram determinados. A K, (constante de
Michaelis-Menten), bem como a atividade especifica desse transportador se mostraram
semelhantes aquelas descritas para alguns dos outros transportadores de aminoécidos do
parasita, tais como o transportador de Pro de alta afinidade (sistema A) (Silber et al., 2002), o
transportador unico de Glu (Silber et al., 2006) e o transportador de baixa afinidade para Arg
(Canepa et al., 2009). A forma tripomastigota metaciclica também pode incorporar His,
porém, quando comparada as taxas de incorporacdo da forma epimastigota, a Gltima incorpora
cerca de 60% a mais com respeito ao metaciclico, sugerindo uma maior dependéncia deste
aminoacido para o estagio epimastigota, provavelmente associado a proliferacdo celular
(Barison et al., 2016).

Ainda nesse sentido, a fim de avaliar se His é capaz de sustentar a viabilidade de
epimastigotas, parasitas em fase exponencial cultivados em meio rico (LIT) foram
transferidos para PBS suplementado ou ndo com diferentes metabolitos. Foi observado que
além de incorporada pelo parasita, His esta sendo usada como fonte de energia para manter a
viabilidade celular (Barison et al., 2016), em niveis similares aos demonstrados para Pro,

anteriormente descrita como um aminoacido protetor ao estresse metabdlico e relevante em
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termos de bioenergética para o parasita (Magdaleno et al., 2009; Martins et al., 2009; Paes et
al., 2013; Mantilla et al., 2015).

Ademais, a oxidagdo de His a Glu, bem como a conversdo desse a a-KG (através de
diferentes transaminases ou por desaminagdo oxidativa via glutamato desidrogenase) e sua
entrada ao ciclo de Krebs foi demonstrada quando **CO, foi recuperado depois que parasitas
foram incubados com *C-His uniformemente marcada. Assim, a degradacdo deste
aminoacido foi capaz de produzir **C-Glu e posteriormente **C-0-KG, o qual seria oxidado
via Krebs produzindo *CO, nas reacdes de decarboxilacdo oxidativa. Além disso, os
parametros bioenergéticos foram analisados e a recuperacdo com His ap0s estresse nutricional
restaurou a viabilidade celular e o potencial de membrana interno mitocondrial (A¥m) tao
eficientemente quanto ao meio rico. Finalmente, a producdo de ATP a partir da fosforilagcdo
oxidativa e o consumo de oxigénio nas mitocondrias foram detectados, em magnitudes
comparaveis ao obtido quando os parasitas foram recuperados com Pro, ambos ap0s estresse
nutricional (Barison et al., 2016).

Assim, fica claro que His é um aminoacido essencial, intimamente envolvido na

bioenergética, bem como na permanéncia do T. cruzi no hospedeiro invertebrado.
1.4.1 A via de degradacéao de His

O processo de degradacdo do aminoacido His até entdo descrito, compreende em
conjunto quatro reacdes enzimaticas, que levam a formacao de Glu como produto final da via.
As trés primeiras reacfes sdo notavelmente semelhantes na maioria das espécies estudadas.
Primeiramente, His é convertida em urocanato (URO) e amonio pela Histidina Aménia Liase
(HAL), por um processo de desaminacao.
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L-histidina urocanato

Em uma segunda reacdo, o urocanato é convertido a 4-imidazolona-5-propionato
(IPA) pela Urocanato Hidratase (UH):
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urocanato 4-1mdazolona-5-propionato

Posteriormente, o 4-imidazolona-5-propionato (IPA) ¢ hidrolisado a N-formimino-L-

glutamato (FiGlu) pela acdo da enzima Imidazolona Propionase (I1P):

0
—NH EC 3.5.2.7 Hj)\_/—/(
0O + HO 07
 —— 3 OH
o OH HN}
H N/
4-imidazolona-5-propionato N-formimino-L-glutamato

Nesse ponto, o grupo formimino pode tanto ser transferido ao tetraidrofolato para
formar L-glutamato e N°-formimino-THF através da glutamato-formimidoil transferase (EC
2.1.2.5), quanto ser hidrolisado diretamente para gerar formamida e Glu pela enzima

formimidoil-glutamase (FG) (Magasanik e Bowser, 1955):

HO o > 3.5.3. H
M/ + HO Ee ’ /(U)\/\)?\ + )\
07 OH © ———> HO” Y OH 07 >NH,
HN‘> NH,
HN/
N-forminino-L-glutamato L-glutamato formanmida

Fonte:www.genome.jp/keqg/;www.brenda-enzymes.org/

Além do proposto acima, foram descritas ramificacGes na via de degradacdo de His.
Sabe-se, por exemplo, que a partir do intermediario 4-imidazolona-5-propionato (IPA), outro
intermediario adicional pode ser gerado através de uma atividade oxidase, sendo esse o L-
hidantoin-5-propionato, que ndo é metabolizado in vivo (Brown, Kies, 1959). Ainda nesse
sentido, outro possivel produto da oxidacdo do IPA, o 4-oxoglutaramato, foi identificado e
inicialmente descrito como um intermediario enzimatico resultante da oxidacdo do urocanato
pela bactéria Pseudomonas aeruginosa (Ichihara et al., 1957). Simultanenamente foi
demonstrado que extratos contendo a enzima urocanato hidratase em sua composicao
poderiam levar a reducéo de aceptores de elétrons, tais como o 2,6-dichlorophenolindophenol

(DCPIP) e ferricianeto, e esse fendmeno foi descrito como consequéncia do metabolismo do
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urocanato. Tendo por base essa observacdo, Miller e Waelsch sugeriram que a formacgéo do
urocanto oxidado, bem como a enzima reduzida, poderia ser um passo intermediario na reacao
da UH (Miller, Waelsch, 1959). No entanto, Feinberg e Greenberg, demostraram que, na
realidade, a redugdo do DCPIP néo estava, de fato, diretamente acoplada ao metabolismo
intermediario do urocanato, uma vez que essa reacdo prosseguiu muito depois da utilizacéo

desse substrato. Mais que isso, eles mostraram que a reacdo € ndo-enzimatica e ocorre,

efetivamente, devido a oxidacdo do IPA, produto primério da reacdo da UH (Feinberg,

Greenberg, 1959). Mais tarde, dando continuidade aos estudos, foi provado que o IPA poder

ser ndo enzimaticamente oxidado a 4-oxoglutarato (e posteriormente a a-KG), acido férmico

e amonia, sendo esta reacdo favorecida na presenca de aceptores de hidrogénio, assim
concluindo que o 4-oxoglutaramato € um intermediério resultante da decomposi¢do do IPA e
ndo do urocanato (Hassal, Greenberg, 1962). Ademais, grupos de pesquisadores
demonstraram independentemente que o IPA pode também ser hidrolisado néo
enzimaticamente a N-formilisoglutamina e posteriormente a isoglutamina. Foi reportado que
0 oxigénio é requerido para que essa hidrolise ocorra em pH neutro, processo esse dependente
principalmente da instabilidade aerdbica do intermediario IPA, sob essas condi¢des (Brown,
Kies, 1959; Feinberg, Greenberg, 1959; Hassal, Greenberg, 1962).

Finalmente, observou-se que o N-formimino-L-glutamato pode ser degradado através
de uma via alternativa a descrita: o grupo formimino pode ser deaminado para formar amonio
e N-formil-L-glutamato através de uma reacédo catalisada pela enzima formimidoil-glutamato
deaminase (EC 3.5.3.13) e este é posteriormente hidrolisado pela N-formilglutamato
deformilase (EC 3.5.1.68), formando como produto final formato e Glu (Magasanik, Bowser,
1955). Uma visdo geral do metabolismo de His até entdo detalhado, pode ser demonstrado
graficamente na Figura 4.

No que diz respeito ao T. cruzi, quando realizada uma busca in silico por sequéncias
codificantes para enzimas envolvidas no catabolismo de His em bases de dados gendmicas
foram identificadas fases abertas de leitura para as seguintes enzimas da via central de
degradacdo desse aminoacido (www.genedb.org): uma fase de leitura aberta codificante para
a HAL [nome sistematico: Tc00.1047053506247.220], uma fase de leitura aberta para a UH
[Tc00.1047053504045.110], outras duas fases de leitura abertas codificantes para a IP
[Tc00.1047053509137.30 e Tc00.1047053508741.140] e duas fases abertas de leitura
correspondentes a FG [Tc00.1047053507963.20 e Tc00.1047053507031.90].
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As duas primeiras enzimas envolvidas na via de degradacédo de His em T. cruzi foram
previamente estudas e uma caracterizacdo bioquimica e molecular foi realizada, abordando
aspectos bioguimicos e funcionais (tese de Doutorado Maria Julia Barison, 2015). Esse fato,
juntamente aos dados recentemente publicados (Barison et al., 2016) demonstram que His é
incorporada e metabolizada como fonte de energia para o T. cruzi e apontam para novas

perspectivas de estudo para as demais enzimas da via, seu funcionamento e regulacao.
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Figura 4 - Visdo geral da via de degradacdo de His. As enzimas indicadas nos quadrados em cinza
correspondem as identificadas no genoma de T. cruzi. EC 4.3.1.3: histidina aménia-liase, EC 4.2.1.49: urocanato
hidratase, EC 3.5.2.7 imidazolona propionase, EC 3.5.3.8: formimino-glutamase, EC 3.5.3.13:
formimidoilglutamato deiminase, EC 3.5.1.68: N-formilglutamato deformilase. As setas pontilhadas indicam
reacOes ndo enzimaticas. Figura original: tese de doutorado Maria Julia Barison, 2015.




CAPITULO 2: OBJETIVOS
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2.1 Objetivos gerais

Avaliar o papel da enzima imidazolona propionase —TclP (EC 3.5.2.7) no

metabolismo de His, assim como a sua relevancia na biologia de T. cruzi.

2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar bioquimicamente a TcIP, determinar sua localizagdo subcelular e seu padréo de
expressao ao longo do ciclo de vida do parasita.

- Avaliar a participacdo dessa enzima no metabolismo de His.

- Avaliar a participacdo da TclP em processos biolégicos do parasita, tais como: proliferacao,
diferenciagdo, producdo de ATP e consumo de oxigénio, infectividade e resisténcia a

estresses.



CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS
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3.1 Identificacdo do gene putativo para IP no genoma de T. cruzi

Conforme apresentado na introducdo deste trabalho, as duas primeiras enzimas da via
de degradacdo de His (TcHAL e TcUH) foram anteriormente caracterizadas. Sendo assim,
com o obetivo de dar continuidade aos estudos das enzimas envolvidas nessa via metabolica,
foi do nosso interesse identificar e caracterizar a terceira enzima da via, TcIP. Iniciamos uma
busca sistematica nos bancos de dados do genoma de T. cruzi para genes putativos
codificantes para TclP.

3.1.1 Andlises in silico para TclP

A busca por seqiiéncias dos genes putativos da IP foi realizada no banco de dados
especifico para tripanossomatideos, TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb), onde
encontramos sequéncias da cepa CL Brener [Esmeraldo-like (Tc00.1047053509137.30) e
Né&o-Esmeraldo-like (Tc00.1047053508741.140)]; bem como da cepa T. cruzi marinkellei
strain B7 (Tc_MARK 10040); os numeros sistematicos se encontram em parénteses. Em

relacdo a outros tripanossomatideos, identificamos Trypanosoma rangeli (TRSC58 05082),
Trypanosoma grayi (DQO4_14001000) e Trypanosoma theileri (gene bank: ORC77178.1);
estas sequéncias foram tomadas como base para realizacdo de um alinhamento mdultiplo

fazendo uso da plataforma EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e a

ferramenta Clustal Omega. Uma vez que os trabalhos experimentais foram realizados com a
cepa CL clone 14, adotamos a sequéncia de TclIP proveniente da cepa CL como referéncia. O
alinhamento obtido foi editado usando 0 software ESPript3.0
(http://espript.ibcp.fr/ESPript/cqi-bin/ESPript.cqi).

A sequéncia de aminoacidos da IP de T. cruzi foi ainda comparada com as sequéncias

homologas presentes em diferentes organismos modelos: Homo sapiens [(Q96NU7
(HUTI_HUMAN)], Mus musculus [Q9DBA8 (HUTI_MOUSE)], Danio rerio [Q7SXK5
(HUTI_DANRE)], Xenopus laevis [Q561L6 (HUTI_XENLA)], e Pseudomonas putida
[Q88CZ9 (HUTI_PSEPK)]; as sequéncias encontradas nas buscas foram identificadas como

imidazolona propionase ou amido hidrolase e o codigo informado entre colchetes corresponde

ao codigo de acesso dessas sequéncias no UniProt (http://www.uniprot.org/).

Algumas outras analises bioinformaticas foram realizadas, usando as plataformas e/ou

softwares listados a seguir: Pfam (http://pfam.xfam.org/), para predicdo dos dominios de



http://tritrypdb.org/tritrypdb
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi
http://www.uniprot.org/
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ligacdo da enzima; Phobios (http://phobius.sbc.su.se/), a fim de identificar a presenca de

peptideo  sinal na sequéncia e o servidor TMHMM  versio 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/), para deteccdo de dominios transmembrana.

Ademais, a plataforma Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/),

foi usado a fim de confirmar e/ou verificar a especificidade dos iniciadores desenhados ao
longo do trabalho e, finalmente, para informacdes detalhadas das vias metabdlicas, foi usado
0 banco de dados KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

(http://www.genome.jp/kega/); para explorar as caracteristicas das enzimas, incluindo

pardmetros cinéticos, classificacdo, estrutura, ligantes, inibidores, dentre outros, usamos o

banco de dados BRENDA (http://www.brenda-enzymes.org/).

3.1.2 Obtencao das sequéncias TcHAL e TcUH

Em relacdo as sequéncias da histidina aménio liase (TCHAL) e urocanato hidratase
(TcUH) de T. cruzi usadas nesse trabalho, seguiu-se conforme descrito (tese de Doutorado
Maria Julia Barison); as sequéncias usadas no decorrer desse trabalho sdo as seguintes:
Tc00.1047053506247.220 e TcCLB.504045.110, para TcHAL e TcUH, respectivamente, de

acordo com o banco de dados para tripanossomatideos (TriTrypDB).
3.2 Microorganismos utilizados e condi¢fes de crescimento
3.2.1 Escherichia coli

As cepas bacterianas utilizadas sdo descritas a seguir, sendo as duas primeiras usadas
para clonagem do DNA exodgeno de interesse e a terceira para expressdo da proteina
recombinante referente, respectivamente: cepa DH5a, a qual apresenta o genoétipo: F
080lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17(rk’, mk*) phoA supE44 A- thi™
gyrA96 relAl, cepa XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi™ hsdR17 supE44 relAl lac [F’
proAB laclZAM15 Tnl10 (Tet")] e, finalmente, a cepa BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL, cujo
gendtipo segue: F ompT hsdS (rg” mg) dem™ Tet' gal A (DE3) endA Hte [argU proL Cam").
Os genes listados significam alelos mutantes. Os genes no episoma F', no entanto, séo de tipo

selvagem, a menos que indicado de outra forma.


http://phobius.sbc.su.se/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.genome.jp/kegg/
http://www.brenda-enzymes.org/
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Para a cultura de cepas bacterianas foi utilizado o meio Lysogeny broth (LB), cuja
composicao é a seguinte: 10 g de peptona de carne, 5 g de extrato de levedura e 10 g de NacCl,
por litro de meio preparado. De acordo com a cepa e/ou do plasmideo usado na transformagéo
bacteriana, 0 meio foi suplementado com antibioticos especificos: ampicilina (100 pg/mL),
tetraciclina (5 pg/mL) e canamicina (30 pg/mL). Para a preparacdo de meios solidos, foi
adicionado agar bacterioldgico na concentracdo final de 1,5%. Uma vez selecionados, 0s
clones positivos foram conservados em uma solucdo de LB suplementada com 15% de

glicerol (v/v) para serem armazenados a — 80°C.

3.2.2 Saccharomyces cerevisiae

Estudos envolvendo regulagcdo génica em fungos tém contribuido amplamente para
melhor compreensdo dos mecanimos de expressdo génica em eucariotos. Uma vez que a
levedura S. cerevisiae tem sido ha muito tempo um organismo de escolha para a analise
genética, os circuitos reguladores de uma série de genes de levedura foram bem
caracterizados (Mortimer, Johnston, 1986).

Dessa maneira, 0 modelo de levedura foi utilizado nesse trabalho para estudar a
funcionalidade de dois genes codificantes para as duas primeiras enzimas da via de
degradacdo de His - TcHAL e TcUH - respectivamente, bem como a fim de demonstrar a
hipotese de que essa via poderia ser operativa valendo-se apenas da funcionalidade de tais
enzimas e da propiedade intrinseca de oxidacdo espontanea do produto da TcUH - o IPA- em
a-KG e sua capacidade de adentrar o ciclo de Krebs, mantendo-o operativo.

A cepa W303-1A, gentilmente cedida pelo Dr. Agustin Hernandez Lopes, foi usada
como cepa tipo selvagem e crescida em meio sintético para levedura. O crescimento das
leveduras em meio sintético permite a selecdo dos transformantes positivos sob a auséncia do
aminoacido de interesse. O meio esta composto de: sulfato de adenina 0,04 g/L, L-arginida
0,02 g/L, L-aspartato 0,1 g/L, L-glutamato 0,1 g/L, L-lisina 0,03 g/L, L-metionina 0,02 g/L,
L-fenilalanina 0,05 g/L, L-serina 0,37 g/L, L-treonina 0,2 g/L, L-tirosina 0,03 g/L e L-valina
0,15 g/L, glicose 2% (p/v), bases nitrogenadas 0,17%, sulfato de amonio (p/v) e agar 2% ou
agua, de acordo com a aplicabilidade do meio. Os aminoacidos auxotroficos foram preparados
separadamente na forma de um estoque concentrado 100 x, sendo as concentragdes finais de
uso: uracila 3 g/L, L-leucina 10 g/L, L-histidina 3 g/L e L-triptofano 10 g/L, adicionados

qguando necessario e excluindo do meio aqueles cujos plasmideos e/ ou mutacdes geneticas
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foram capazes de complementar. Fonte exclusiva de respiracdo, o glicerol, foi usado na
concentracdo final de 3% (Lundblad, Struhl, 2003).

3.2.3 Trypanosoma cruzi

3.2.3.1 Formas epimastigotas

As formas epimastigotas do clone 14, da cepa CL de T. cruzi, foram mantidas em fase
exponencial de crescimento por passagens sucessivas (cada 48 h) a 28 °C em meio LIT (Liver
Infusion Tryptose) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e Glc na concentracdo

final de 0,2% (Camargo, 1964), exceto quando condi¢des especificas sejam detalhadas.

3.2.3.2 Metaciclogénese in vitro

Foi realizada de acordo com (Contreras et al., 1985). Formas epimastigotas em fase
exponencial de proliferacdo foram contadas e uma nova cultura foi feita com 5 x 10°
parasitas/mL em 10 mL de meio LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino [SFB
(v/Vv)]. Esta cultura foi incubada a 28 °C por quatro dias até atingir a fase estacionaria de
crescimento (aproximadamente 1 x 10° parasitassmL), quando os parasitas foram
centrifugados a 7000 x g por cinco min a 4 °C para remover o meio LIT. Em seguida o
sedimento de parasitas foi lavado uma vez com PBS. Em um tubo falcon foram adicionados 5
x 10" parasitas/mL em 15 mL de meio TAU (190 mM NaCl, 17 mM KCI, 2 mM MgCl,, 2
mM CaCl,, 8 mM tampéo fosfato pH 6) e incubados por 2 h a 28 °C. Apds esse periodo de
estresse nutricional em meio TAU, os parasitas foram centrifugados, o sobrenadante
descartado e os parasitas ressuspendidos em 15 mL de meio TAU-3AAG (TAU suplementado
com 10 mM glicose, 2 mM &cido aspartico, 50 mM é&cido glutdmico, 10 mM prolina) ou
TAU-His (TAU suplementado com 10 mM histidina) e incubados a 28 °C. Nesta etapa 0s
parasitas aderem a superficie das garrafas de cultivo e diferenciam-se nas formas
tripomastigotas metaciclicas. Entre os dias 5 e 6 apds inicio da metaciclogénese, 0s

tripomastigotas metaciclicos comegam a se liberar do substrato.

3.2.3.3 Purificacdo de tripomastigotas metaciclicos por cromatografia de troca ibnica
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Para purificar e coletar as formas tripomastigotas metaciclicas obtidas, foi realizada
cromatografia de troca idnica com resina de DEAE celulose (DEAE-52 Whatman) (Teixeira,
Yoshida, 1986). Ao sétimo dia de incubacdo em meio TAU-3AAG o sobrenadante da cultura
foi coletado (sem homogenizacdo) e transferido para tubo falcon de 50 mL e em seguida
centrifugado a 7000 x g por cinco min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado
e 0 sedimento de parasitas foi lavado com 10 mL de PBS suplementado com 2% de D-glicose
em pH8 (PSG). Apos a lavagem os parasitas foram ressuspendidos em 1 mL de PSG e
aplicados em coluna de resina DEAE celulose (Sigma®, EUA). Em uma coluna ou seringa
estéril foi adicionada resina DEAE celulose equilibrada com PBS pH 8 (ao usar seringa, forrar
a saida com & de vidro autoclavada) até atingir um volume de 5 mL. A resina foi entdo lavada
trés vezes com 5 mL de PSG e o pH do filtrado foi verificado a cada lavagem. Neste momento
os parasitas em 1 mL de PSG foram depositados sobre a coluna e eluidos com PSG. As
fracdes coletadas da coluna foram centrifugadas a 7.000 x g por cinco min a temperatura
ambiente e ressuspendidos em 1 mL de PBS. O namero de tripomastigotas metaciclicos e a
pureza de cada fracdo (N° de tripomastigotas em %) foi obtido por contagem em camara de
Neubauer. As fracbes com mais de 98% de tripomastigotas foram usadas em experimentos

posteriores.

3.2.3.4 Obtencdo de formas intracelulares e tripomastigotas derivados de células

Para obtencdo de formas intracelulares e tripomastigotas de T. cruzi, células CHO-K;
(Chinese Hamster Ovary) foram mantidas em meio RPMI-1640 (VitrocelITM) suplementado
com 10% de SFB (v/v), 0,15% NaHCOg3, 100 pug/mL penicilina, 100 ug/mL estreptomicina e
incubadas a 37 °C sob atmosfera imida e 5% CO,. Assim, 5 x 10° células/mL de CHO-K;
foram incubadas até se aderirem em garrafa de 75 cm?® Posteriormente estas células foram
infectadas com formas tripomastigotas na proporcdo de 50:1 (tripomastigotas por célula
CHO-K;). Os tripomastigotas foram obtidos a partir de estoques armazenados a -80 °C em
solucéo de congelamento (7% DMSO v/v, 40% SFB v/v em meio RPMI). As células e os
parasitas foram incubados a 37 °C por 3 h sob atmosfera umida e 5% CO,, lavados 2 x com
PBS esteril, seguido da adi¢do de meio RPMI novo suplementado com 10% SFB (v/v). Apos
24 h de incubagdo a 37 °C, as células foram lavadas 2 x com PBS, seguido da adi¢do de meio
RPMI novo suplementado com 2% SFB (v/v) e as garrafas foram transferidas para estufa a 33
°C sob atmosfera umida e 5% de CO,. As celulas foram mantidas nessas condicOes até a
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coleta das formas do parasita. Apds o segundo e quarto dia de infeccdo sincronica em CHO-
K, foram obtidas, respectivamente, as formas amastigotas e epimastigotas intracelulares
(Tonelli et al., 2004). Para a liberacdo das formas intracelulares, o meio das garrafas de
cultura foi descartado e as células CHO-K; foram lavas 1 x com PBS, em seguida a ruptura
das células CHO-K; foi feita pela adi¢cdo de 2,5 mL de PBS suplementado com 0,05% de
dodecil sulfato de sodio (SDS p/v). Ao observar, em microscopio optico invertido, a liberacao
das formas intracelulares no sobrenadante, a agdo do SDS foi neutralizada pela adi¢io de 2,0
mL de PBS suplementado com 10% SFB (v/v). As células ainda aderidas a garrafa foram
removidas com a ajuda de um raspador esteéril, e a suspenséo celular foi centrifugada (5 min a
50 x g) para a separacdo das formas intracelulares do parasita do debri celular. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado novamente (10 min a 4.300 x g).
O sedimento foi armazenado para posterior uso. Ao quinto, sexto e sétimo dia pds-infecgdo de
células CHO-K;, formas tripomastigotas de cultura foram coletadas do sobrenadante de
garrafas infectadas. Os tripomastigotas foram centrifugados (10 min a 4.300 x g) e o
sedimento foi armazenado para uso posterior. Em todos os casos desse item, a densidade

celular foi determinada através da contagem em camara de Neubauer.

3.3 Manipulacédo de DNA

3.3.1 Extragéo de DNA gendmico de T. cruzi

A obtencdo de DNA genoémico de T. cruzi foi feita a partir de formas epimastigotas e a
extracdo do mesmo foi feita com o uso de um Kit comercial (DNeasy® Blood & Tissue Kit;
Qiagen), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A quantificacdo do DNA foi

realizada mediante utilizacdo do NanoDrop 2000Spectrophotometer (Thermo Scientific).

3.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Com base na sequiéncia génica da TclIP (Tc00.1047053509137.30), foram desenhados
e sintetizados oligonucleotideos com sitios de clivagem para as endonucleases de restricdo
especificos, possibilitando o desenvolvimento das metodologias detalhadas nesse trabalho. Do
dito, todos os iniciadores empregados, bem como detalhes de sua aplicacdo se encontram

discrimandas na Tabela 1; nessa podemos também encontrar os oligonucleotideos usados
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para clonagem das sequéncias relativas a TcHAL (Tc00.1047053506247.22) e TcUH
(TcCLB.504045.110).

A amplificacdo do fragmento de DNA de interesse foi realizada mediante a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para isso, foram preparadas reagdes contendo: 100 ng
de DNA gendmico extraido de formas epimastigotas da cepa CL, clone 14 de T. cruzi, 1 x de
tampé&o para Taqg DNA Polimerase (+KCI, -MgCl,) (Fermentas®), 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM
de dNTPs, 0,2 uM de cada oligonucleotideo, 2,5 U da enzima Tag DNA polimerase (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA®) e H,0 mili-Q para 25 pL. Como controle negativo
foi usado agua ao invés de DNA na amostra. As condi¢cfes de amplificacdo, em linhas gerais,
foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 min, seguida por 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento dos oligos ao DNA molde a 62 °C (podendo
variar de acordo com o par de iniciadores utilizados) por 1 min e 30 s e extensdo da cadeia
nucleotidica a 72 °C por 1 min e 30 s (podendo variar para 2 min nos casos em que
amplificamos a TcUH), além de uma extensédo final adicional a 72 °C durante 10 min. Os
produtos de PCR obtidos foram purificados a partir do gel de agarose utilizando o kit
GeneJET® (Thermo®) segundo as indicac¢bes do fabricante.

Para as PCRs a partir de col6nias, foram coletadas células das placas utilizando palitos
de madeira estéreis e ressuspendidas em 25 pL de agua estéril. A lise foi realizada incubando
durante 10 min a 100 °C. Foram utilizados 2 pL desse lisado como molde para cada reacdo de
PCR.

3.3.3 Eletroforese em gel de agarose

As eletroforeses dos fragmentos de DNA foram conduzidas em gel de agarose 1%
(p/v) em tampdo TAE 1 x (0,04 M Tris base, 1 mM EDTA, pH 8 ajustado com acido acético)
e brometo de etidio na concentracdo final de 0,5 ug/mL. Antes da aplicagdo adicionou-se ao
DNA o tampéo de amostras (0,25% de azul de bromofenol; 0,25% de xileno cianol e 20% de
glicerol). O padréo de peso molecular utilizado foi 1 kb DNA Ladder (Thermo®). As corridas
electroforéticas foram conduzidas a 100 mA. Os géis foram visualizados no transiluminador
sob fonte de luz UV e fotografados em sistema ImageQuant® 300 (GE Healthcare®,
Pittsburg, PA, EUA).



49

Iniciador Sequencia 5°- 3’ Descricio

Clonagem da T¢IP em vetor

TcIP-Fw_ex/it  AAGGATCCATGCTGAGGGGCATGTTACTT  pGEM.T, pET-28 e pET-24
Clonagem da TcIP em vetor

pGEM-T, pET-28 ¢ pET-24
Clonagem da Tc¢IP em vetor

pTEX-TAP-Tuag ¢ pTEX

Clonagem da TcIP em vetor

pTEX-TAP-Tag ¢ pTEX
Clonagem da TcUH em vetor

TcP-Rv exir ~AAGAATTCTCAAGGCAGCTCCTTGCTGTA

TclP-Fw tapise  AAICTAGAATGCTGAGGGGCATGTTA

TcIP-Ry tapise  AAAAGCTTAGGCAGCTCCTTGCTGTA

TcUH-Fw_tap AACTCGAGATGACTTCCATGAAGAAG

pTEX-TAP-Tag
Clonagem da TcUH em vetor
TcUH-Rv_tap AAAAGCTTATACTTCTTAAGCACATC JTEX-TAP-Tug
. Clonagem da TcUH em
TcUH-Fw ir - AAGAATTCATGACTTCCATGAAGAAGGTC vetor pET-24
TCUH-Rv ir AACTCGAGATACTTCTTAAGCACATCGG Clonagem da TcUH em

vetor pET-24
Clonagem da TcHAL em

TcHAL-Rv_sc AAGGATCCATGAGGGTTATCCTTGACG

vetor p426GPD
Clonagem da TcHAL em
TecHAL-Rv se  AACTCGAGCTCACATCTTGGATTTCAGC vetor p426GPD
cl da TcUH
TcUH-Fw sc  AACCCGGGATGACTTCCATGAAGAAGGTC onagem da TCLH em
vetor pYEP351
TCUH-Rv_sc AAAAGCTTCTAATACTTCAGCACATC Clonagem da TcUH em
vetor pYEP351
TclIP-int GTCGCGTCGGGTGAGCTT Sequenciamento de DNA
TeUH-int GCTTATGCCGACTGTGAAGGA Sequenciamento de DNA
MI13 Fw GTAAAACGACGGCCAG Sequenciamento de DNA
M13 Rv CGGATAACGCTTGCGACCTATG Sequenciamento de DNA
T7 sense TAATACGACTCACTATAGG Sequenciamento de DNA
T7 anti-sense GCTAGTTATTGCTCAGCGG Sequenciamento de DNA
PrtA CTTCGGCGCTTGAGCACC Sequenciamento de DNA

Tabela 1 - Relagé@o dos oligonucleotideos usados nesse trabalho. Fw: foward (sense) ou direto, Rv: reverse
(anti-sense) ou reverso. As demais abreviagBes indicam em que abordagens tais oligos foram utilizados: ex —
expressdo em bactérias, ir - interacdo entre proteinas recombinantes, se: superexpressao em parasitas, tap —
purificacdo por afinidade em tandem, sc: clonagem em S. cerevisae para demosntracdo do atalho na via de His,
int: oligos internos de cada sequéncia, Prt A: oligo contra poteina A de S. aureus.

3.3.4 Clonagem em vetor tipo T: construcdo em pGEM T-Easy

O produto de amplificacdo por PCR da TclP foi purificado a partir do gel de agarose
utilizando o kit comercial GeneJET (Thermo®) segundo as indicacbes do fabricante e
posteriormente quantificado como descrito anteriormente. Os produtos foram ligados em 50
ng de vetor pGEM T-Easy empregando-se a razdo molar inserto:vetor equivalente a 3:1 ou,
eventualmente, 5:1, utilizando 1U de T4 DNA ligase (Promega®, Madison, WI, EUA) e 1x
do tampéo ligase, incubando 16 h a 4 °C. A reagdo foi utilizada para transformar as células de

E. coli (DH5a ou XL1-Blue) como serd descrito abaixo. Os clones obtidos contendo o
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fragmento de DNA de tamanho correspondente ao inserto de interesse foram submetidos a
sequenciamento como sera descrito.

De uma forma geral, as clonagens dos genes de interesse foram realizadas conforme
detalhado acima, com algumas modificagfes de acordo com o vetor utilizado, que serdo

posteriormente detalhadas nas se¢Ges subsequentes.

3.3.5 Clonagem em vetor pET: construgdes pET28a-TclP, pET24a-TcIP e pET24a-TcUH

A sequéncia da TcIP clonada no vetor pGEM T-Easy foi subclonada por corte com
enzimas de restricdo e posterior ligacdo nos vetores de expressdo pET. Em um primeiro
momento, cerca de 2 ug da construgdo pGEM-TCIP e 2 pg do plasmideo pET28a foram
digeridos com 2 U das enzimas EcoRI e BamHI (Thermo®) seguindo as instru¢es do
fabricante. As digestdes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, a partir do qual
purificaram-se tanto os insertos a serem clonados quanto o vetor digerido. Por fim, foram
realizadas as reagdes de ligacdo utilizando uma relagdo vetor:inserto de 1:3 (ou
alternativamente 1:4 e 1:6), T4 DNA ligase 1 U/uL (Thermo®) em tampéo e condicOes
recomendados pelo fabricante. As reacdes foram incubadas a 4 °C até o dia seguinte.

Em outro evento de clonagem, as sequéncias da TcUH e TcIP foram diretamente
clonadas em vetor pET24a, de forma que ndo pudessem expressar a cauda de 6 x His, uma
vez que o cddon de parada do inciador reverso foi preservado no momento do desenho
experimental. Assim, os fragmentos oriundos diretamente da reacdo de PCR, foram
purificados com acetato de sodio 3 M e seguiu-se com a digestdo dos fragmentos e do vetor,
na proporcdo de 1 U de enzima para cada ug de DNA. Cerca de 1 ug do fragmento de
interesse e 2 pg do plasmideo pET24a foram digeridos com 0s pares de enzimas de restrigdo
EcoRI e Xhol ou EcoRI e BamHI (Thermo®), para TcUH e TclP, respectivamente, segundo
as especificacdes e tampdes recomendados pelos fabricantes (Fermentas®), e reacao incubada
por 2 h a 37 °C ou 30 min a temperatura ambiente quando a enzima utilizada foi a fast digest.
As digestbes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, a partir da qual purificaram-
se tanto os insertos a serem clonados quanto o vetor digerido. Por fim, foram realizadas as
reacOes de ligacdo utilizando uma relagédo vetor:inserto de 1:3 (ou alternativamente 1:4 e 1:6),
T4 DNA ligase 1 U/uL (Thermo®) em tampdo e condi¢des recomendados pelo fabricante. As
reacOes foram incubadas a 4 °C por 16 h e posteriormente utilizadas para transformar as

células de E. coli (BL21 Cddon Plus DE3) como sera descrito abaixo.
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3.3.6 Clonagem em vetorpTEX e pTEX-TAP-Tagging

A fim de superexpressar a sequéncia da TclIP, foi empregado o vetor pTEX (Kelly et
al., 2000). A sequéncia correspondente a TclIP foi obtida através da digestdo da construgdo
pTEX-TAP-Tagging (pTTG)-TclIP, cujo obtencéo se encontra descrita logo abaixo. Assim, 0
vetor pTEX (= 2 ug) e a construcaopTTG-TclIP (= 2 ug) foram submetidos a digestdo com as
endonucleases Xbal e Hindlll (Thermo®), seguindo as instru¢des do fabricante. As digestoes
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, a partir da qual purificaram-se tanto o
insertos a ser clonado quanto o vetor digerido. Por fim, foram realizadas as reac6es de ligacdo
utilizando uma relacdo vetor:inserto de 1:3 (ou alternativamente 1:4 e 1:6), T4 DNA ligase 1
U/uL (Thermo®) em tampéo e condi¢des recomendados pelo fabricante. As reacdes foram
incubadas a 4 °C por até 16 h e posteriormente utilizadas para transformar as células de E.
coli XL1-Blue.

Para obtencdo de construcdes usando o vetor pTEX-TAP-Tagging (pTTG), 0s
produtos correspondentes a TcUH e TclP, resultantes de reacGes de PCR foram precipitados
com acetato de sddio 3 M e usados para clonagem em vetor pTEX-TAP-Tagging; esse vetor
foi construido a partir do vetor de expressdo pTEX, de forma que se introduziu uma tag
constituida de uma proteina A de Staphylococcus aureus e um peptideo de ligacdo a
calmodulina -CPB (Calmodulin Binding Protein), separados por um sitio de clivagem TEV
(Tobacco Etch Virus) para caracterizagdo de complexos proteicos, gentilmente cedido pelo
Dr. Esteban Serra (Faculdade de Ciéncias Bioquimicas e Farmacéuticas, Instituto de Biologia
Celular e Molecular, Departamento de Microbiologia, Universidade Nacional de Rosério,
Argentina). As sequéncias da TcUH e TcIP foram amplificadas do genoma e precipitadas com
acetato de sodio 3 M. Ambos, o vetor pTTG (= 2 png) e as sequéncia de interesse (= 1 pg)
foram submetidos a digestdo com as endonucleases Xbal e Hindlll (Thermo®), seguindo as
instrucdes do fabricante. As digestdes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%,
a partir do qual purificaram-se tanto o insertos a serem clonados quanto o vetor digerido. Por
fim, foram realizadas as reacfes de ligacdo utilizando uma relagdo vetor:inserto de 1:3 (ou
alternativamente 1:4 e 1:6), T4 DNA ligase 1 U/uL (Thermo®) em tamp&o e condicOes
recomendados pelo fabricante. As reagBes foram incubadas a 4 °C por até 16 h e

posteriormente utilizadas para transformar as células de E. coli XL1-Blue.

3.3.7 Clonagem dos genes TcHAL e TcUH em vetores de expressao para leveduras
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O gene codificante para a enzima TcHAL foi clonado no vetor de expressao
p426GPD, o qual possui o marcador de selecdo URA3, através de digestdo com as enzimas de
restricdo BamHI e Xhol e posterior ligacdo (conforme j& descrito em itens anteriores). Para a
clonagem do gene correspondente @ TcUH, um novo vetor de expressdo foi construido: foi
utilizado o plasmideo pYEP351, o qual apresenta 0 gene LEU2 como marcador de selecao.
Neste plasmideo foi inserido por digestdo e ligacdo o cassete de expressdo GPD proveniente
do vetor p426GPD. Uma vez obtido o novo vetor de expressdo (pYEP351GPD), o gene
correspondente & TcUH foi clonado por digestdo e ligacdo utilizando as enzimas Smal e
HindlIl. A partir das duas construcdes obtidas (p426GPD-TcHAL e pYEP351GPD-TcUH) foi
possivel a clonagem e expressdo de ambas as enzimas sob o controle do promotor GPD e a
selecdo de clones positivos pelo crescimento das leveduras em meios sem uracila nem

leucina.

3.3.8 Extracédo de DNA plasmidial

Os DNAs plasmidiais dos clones obtidos nas transformacgdes de células de E. coli
competentes (DH5a, XL1-Blue ou BL21 Cdédon Plus DE3), foram extraidos e purificados
utilizando kit comercial para Miniprep (PureLink TM Quick Plasmid Miniprep; Invitrogen),
mediante recomendacdes do fabricante.

Alternativamente, foi utilizado o método de lise alcalina (Birnboim, Doly, 1979) com
algumas modificacGes. Sendo assim, as col6nias selecionadas foram inoculadas em 5 mL de
meio de cultura LB suplementado com o antibi6tico apropriado e posteriormente incubadas a
37 °C por 16 h sob agitacdo constante. Em seguida, as células foram centrifugadas a 10.000 x
g durante 2 min O sedimento foi suspenso em 300 pL de solugdo I (Tris-HCI 50 mM pH 8,0,
EDTA 10 mM e 200 pg/mL de RNase A). Em seguida, foram adicionados 300 pL de solucao
Il (NaOH mM, SDS 1%) e o material homogeneizado por inversdo e incubado a temperatura
ambiente por 5 min Posteriormente, foram adicionados 300 pL de solugdo III (acetato de
potassio 3 M pH 4,8) e também feita a homogeneizacao por inversao. A seguir, a mistura foi
centrifugada por 15 min a 12.000 x g a 4 °C e o DNA plasmidial contido no sobrenadante foi
transferido para novo tubo e precipitado com 2 volumes de etanol 100%. O material foi
centrifugado 10 min a 12.000 x g e submetido a lavagem com 1,0 mL de etanol 70% gelado.

Apds novamente centrifugado a 12.000 x g por 10 min, o sedimento foi seco e suspenso em
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50 uL de agua deionizada estéril ou tampao TE (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH
8,0).

Quando necessério, para obtencdo de preparacbes plasmidias em larga escala, foi
utilizado kit comercial para Maxiprep, de acordo com as recomendacdes do fabricante
(GenElute™ HP Plasmid Maxiprep Kit; Sigma -Aldrich).

A integridade do DNA obtido foi confirmada apos eletroforese em gel de agarose 1%

e coloragcdo com brometo de etidio.

3.3.9 Preparacédo de bactérias quimiocompetentes

Para as clonagem das construgdes mencionadas foi utilizada a cepa de E. coli DH5a,
ou XL1-Blue. Para tornar as células competentes, foi utilizado o método que utiliza CaCl,
(Sambrook, 1989). Inicialmente, a partir de uma col6nia isolada foi preparada uma cultura em
meio LB (5 mL) e crescida durante 16 h a 37 °C com agitacdo constante. Posteriormente, a
cultura foi diluida (1:100) e crescida nas mesmas condigdes até atingir uma densidade Otica
(DO)60o nm entre 0,4 e 0,6. Nesse ponto, as células foram incubadas em gelo por 15 min e
posteriormente coletadas por centrifugacdo a 3000 x g, por 5 min a 4 °C. O precipitado celular
foi ressuspendido em uma solucdo de CaCl, 100 mM gelada e incubada por 30 min em gelo.
Apos esse tempo, as células foram centrifugadas e esse passo repetido mais uma vez. O
precipitado obtido foi ressuspendido em 3 mL de CaCl, 100 mM acrescentando 140 uL de
DMSO e incubado em gelo por 15 min. As células foram distribuidas em aliquotas de 100 pL

em tubos de 1,5 mL estéreis, congeladas em etanol-gelo seco e armazenadas a -80 °C.

3.3.10 Transformacdo de bactérias competentes

As aliquotas de células competentes (100 puL), preparadas como descrito acima, foram
incubadas com o DNA plasmidial ou produtos de ligacGes por 30 min. Em seguida as células
foram submetidas a choque térmico (42 °C por 1 min e 15 s) e imediatamente incubadas em
gelo por mais 2 min. Apos a recuperagdo das células em meio LB por 1 h a 37 °C com
agitacdo (200 rpm), as bacterias foram plaqueadas em meio LB solido contendo o respectivo
antibiotico e/ou IPTG (0,5 mM) e X-Gal (80 pg/mL) para selecdo das col6nias

recombinantes.
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3.3.11 Transformacao de leveduras

A insercdo do DNA plasmidial, utilizado na transformacéo de leveduras, foi realizada
seguindo o descrito previamente (Gietz; Schiestl, 2007). A partir de uma colonia de levedura
isolada em meio YPD-G418 solido, esta foi transferida a 3 mL de meio liquido e incubada
durante 16 h a 30 °C sob constante agitacdo (200 rpm). A densidade celular foi determinada
pela DOgoo nm, onde 0,1 UA correspondem a 1 x 10° células/mL, sendo entdo transferidas 2,5 x
10° células a 50 mL de meio liquido 2X-YPD-G418 e incubadas a 30 °C até atingirem uma
densidade celular de 2 x 107 células/mL (aprox. 4 h). Em paralelo, um estoque 2 mg/mL de
esperma de salmdo desnaturada (5 min a 95 °C) foi descongelada para ser usada como
carregador do DNA (SScDNA). As células foram coletadas por centrifugacéo (5 min, 3.000 x
g a 4 °C), o precipitado foi lavado com 25 mL de H,O mili-Q estéril e centrifugado
novamente. Este passo foi repetido mais uma vez, sendo o precipitado ressuspenso em 1 mL
de H,O mili-Q e transferido a um tubo de 1,5 mL estéril. As células foram distribuidas em
aliquotas de 100 pL dependendo do numero de transformagdes. As células foram
centrifugadas (30 s, 13.000 x g) e a agua foi removida com a micropipeta. Apds esse periodo,
as células foram ressuspensas em mix de transformagao (240 uL 50% PEG 3500 v/v, 36 puL
acetato de litio 1 M, 50 uL SScDNA, 34 uL do DNA plasmidial dissolvido em H,O mili-Q
estéril), misturadas vigorosamente e incubadas por 40 min a 42 °C. Apds esse tempo, as
células foram centrifugadas (30 s, 13.000 x g) e o precipitado foi ressuspenso em 100 pL de
H.O mili-Q estéril para serem plaqueadas nos correspondentes meios solidos. Primeiramente,
a cepa W303-1a foi transformada com o plasmideo p426GPD, que restaura a auxotrofia para
URA. A levedura resultante foi entdo transformada com a construcdo pYEP351GPD que
restaura a auxotrofia para LEU. A cepa resultante W303-1a URA" LEU" foi aqui denominada
controle ou linhagem @@. De forma analoga, paralelamente a cepa W303-1a (que ndo possui
em seu genoma as enzimas envolvidas na via de degracdo de His) foi usada na transformacéo
das construcdes de interesse, contendo as enzimas TcHAL e TcUH. Primeiro foi usada a
construgéo p426GPD-TcHAL para o primeiro evento de transformagéo, na qual foi restaurada
a auxotrofia para URA e, posteriormente, ap0s sele¢do, seguiu-se transformacdo dessa
linhagem com a construgdo pYEP351GPD-TcUH, restaurando auxotrofia para LEU. A cepa
resultante foi denominada HU, de acordo com as primeiras iniciais de cada enzima. Em todos
o0s casos foi seguido 0 mesmo protocolo de transformacdo. As placas foram incubadas a 30 °C

até a aparicao dos transformantes.
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3.3.12 Sequenciamento de DNA

As construgdes obtidas foram confirmadas por sequenciamento, onde as reagdes foram
resolvidas num sequenciador automéatico ABI 3100 (Applied Biosystems).Brevemente, 100
ng de DNA plasmidial foram misturados com 0,75 puL do reagente BigDye®Terminator v3.1
(Applied Biosystems®), 1,25 uL do tampao Save Money (Tris-HCI 200 mM pH 9,0, MgCl, 5
mM), 5 pmols dos oligonucleotideos universais (M13f/M13r/T7f/T7r), ou oligonucleotideos
especificos e H,O mili-Q gsp 10 uL. As condigdes de amplificagdo foram: 1) desnaturagdo
inicial a 96 °C por 1 min, seguida de 30 ciclos de 2) desnaturacdo a 96 °C por 15 s, 3)
anelamento a 50 °C por 15 s e 4) amplificacdo a 60 °C por 4 min. As amostras de DNA foram
precipitadas pela adicdo de 90 pL de 66% isopropanol (v/v), homogeneizadas
cuidadosamente, incubadas a temperatura ambiente por 15 min e centrifugadas (20 min,
15.300 x g). O sobrenadante foi descartado e 150 puL de 75% isopropanol (v/v) foram
adicionados em cada amostra. As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas (10 min a
15.300 x g). O sobrenadante foi descartado, e 0 DNA precipitado foi seco a temperatura
ambiente protegido da luz. O DNA foi armazenado a -20 °C para posterior uso. Ap0s isso, as
amostras foram levadas ao sequenciador automéatico ABI PRISM® 3100 Gene analyzer
(Applied Biosystems, Inc. USA) operado através do programa ABI Prism 3100 Data
collection v1.1. As sequéncias obtidas foram comparadas contra as bases de dados disponiveis
para DNA de tripanossomatideos mediante a busca por similaridade (BLASTN)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). O alinhamento e edicdo das sequéncias foi realizado

mediante as ferramentas disponiveis do pacote DNAStar ™ v4.0 para Windows.
3.4 Manipulacéo de proteinas
3.4.1 Preparo de extrato proteico de T. cruzi

A deteccdo da proteina TclP, bem como, outros marcadores utilizados foi realizada em
lisados celulares do parasita. Cada lisado foi preparado a partir de 2 x 10’ parasitas (48 h), das
diferentes formas de desenvolvimento, cultivadas como descrito acima. No caso das células
CHO-K1, foram usadas 1 x 10° células. As células foram coletadas por centrifugagédo (10 min
a 1.500 x g a 4 °C) e lavadas duas vezes com PBS. O precipitado foi ressuspendido em 1
volume de tampéo de extragdo [20 mM Tris-HCI, pH 7,9, 100 mM NaCl, 0,25 M sacarose, 1
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mM EDTA, 0,1% Triton X-100 (v/v), 1 mM de Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF),
dissolvido em Etanol puro, 1 mM de Tosyl-L-lysyl-chloromethane hydrochloride (TLCK) e
10 uM de N-trans-epoxysuccinyl-L-leucine-4-guanidinobutylamide (E64)] . As células foram
lisadas por sonicacdo através de quatro ciclos de 20% de poténcia e 30 s de duragdo com
intervalos de 1 min em gelo entre cada um dos ciclos. O lisado foi clarificado por
centrifugacdo (15 min, 16.000 x g a 4 °C). Uma aliquota do sobrenadante foi usado para a

determinacéo da concentracédo proteica (Bradford, 1976).
3.4.2 Expressao e purificacdo da TclP recombinante em E. coli

Para expressdo heteréloga da TclP, col6nias de bactérias BL21(DE3) transformadas
com o plasmideo pET28-TclIP foram inoculadas em 5 mL de meio LB contendo 5 pg/mL de
tetraciclina e 30 pg/mL de canamicina e entdo crescidas por 16 h a 37 °C, sob agitagdo
constante (200 rpm). A cultura foi diluida 1:100 e incubada a 37 °C, sob agitacdo (150 rpm)
até atingir uma DOgo nm entre 0,4-0,6. Em testes preliminares (volume de 25 mL), a expressao
da proteina recombinante foi induzida com IPTG na concentracdo de 0,5 mM e as culturas
foram incubadas a 20 °C ou 25 °C por 16 h, a 30 °C por 5 h e a 37 °C por 3 h. Culturas sem
adicdo de IPTG também foram realizadas (controles ndo induzidos). As culturas induzidas e
os controles foram sedimentados a 4000 x g por 15 min a 4 °C e o sedimento foi suspenso em
tampé&o de ligagdo ou binding buffer (Tris-HCI 20 mM; 500 mM NaCl e 5 mM de imidazol
pH 7,9), seguido da adicdo de tampdo de amostra para proteinas (40 mM Tris-HCI pH 6.8, 1%
SDS, 2,5% p-mercaptoetanol, 6% glicerol e 0,005% azul de bromofenol). Os extratos
proteicos foram desnaturados por aquecimento a 95 °C por 5 min e submetidos a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 10%. Com base nos resultados dos testes preliminares
e com o objetivo de otimizar a expressdo da proteina soltvel, padronizou-se a expressdo da
seguinte maneira: 1 L de cultura, induzida com 0,5 mM de IPTG, a 25 °C por 16 h sob
agitacdo constante (150 rpm).

Uma vez determinada a condigéo oOtima de expresséo da TclP soluvel, partimos para
padronizar as condigfes de purificagdo da enzima recombinante utilizando o sistema de
cromatografia de afinidade em resina de agarose Ni*-NTA (QUIAGEN®, Alemanha).
Assim, os procedimentos de purificagdo foram realizados a partir de extratos provenientes de
culturas de bactérias crescidas em 1 L de LB a 25 °C por 16 h, induzidas com 0,5 mM de
IPTG. A cultura pés-inducdo foi centrifugada (4000 rpm, 15 min, 4 °C) e o sedimento
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homogeneizado em tampao de ligacdo ou binding buffer, suplementado com 1 mM de PMSF,
1 mM de TLCK, 10 uM de E64 e lisozima 1 mg/mL. O resultante foi submetido a oito ciclos
de sonicacdo a 20-30% de poténcia e 30 s de duragdo com intervalos de 30 s em gelo entre
cada um dos ciclos. Apds a sonicacéo, foi realizada a centrifugacéo a 12.000 rpm por 30 min
a 4 °C, separando-se a fracdo sollvel (sobrenadante) da insoltvel (precipitado). A fracdo
soltvel foi utilizada para dar seguimento & purificagdo em coluna de resina de niquel (Ni%-
NTA agarose Qiagen®). Essa coluna foi previamente equilibrada com 5 volumes de coluna
(sendo 1V = volume de resina empacotada na coluna) com tampéo de ligagdo ou binding
buffer. O sobrenadante foi entdo aplicado a coluna (por 3 vezes consecutivas), seguido de
lavagem com 10 V de tampédo de ligacdo e 6V de tampdo de lavagem ou wash buffer (Tris-
HCI 20 mM; 500 mM NaCl e 10 mM de imidazol pH 7,9) para a retirada de proteinas ndo
ligantes a coluna. A proteina recombinante foi eluida com 6 V de tampéo de elui¢do ou elute
buffer (Tris-HCI 20 mM; 500 mM NaCl e 30 mM de imidazol pH 7,9). Durante o processo de
purificacdo foram coletadas aliquotas para serem analisadas por SDS-PAGE 10%. A proteina
recombinante presente nos eluatos foi quantificada pelo método de Bradford e utilizada nos

ensaios de cinética enzimética e obtencao de soro policlonal em camundongos.

3.4.3 Eletroforese de proteinas em gel desnaturante (SDS-PAGE)

A separagdo de proteinas foi realizada mediante eletroforese em géis de poliacrilamida
(10%) em condicdes desnaturantes e redutoras (Sambrook, 1989). O gel de separacdo é
composto de 375 mM de Tampéo Tris-HCI pH 8,8, 0,1% de SDS v/v, 10% de solugédo
acrilamida/bis-acrilamida (29:1) e agua destilada qsp 10 mL, 5 uLL de TEMED (Tetra Metil
Etileno Diamina, Sigma®) e 0,05% de persulfato de amonio (v/v). Apos a polimerizacdo, foi
adicionado o gel de empilhamento (125 mM de tampdo Tris-HCI pH 6,8, 0,1% SDS v/v, 5%
de solugéo acrilamida/bis-acrilamida p/v (29:1), agua destilada qsp 5 mL, 5 uL. de TEMED e
0,05% de persulfato de aménio (v/v).

As amostras foram misturadas com tampé&o de amostra em relagdo 5:1, aquecidas a 95
°C por 5 min e aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada com tampé&o de corrida (25 mM

de Tris base, 192 mM glicina 0,1% SDS p/v), aplicando uma voltagem constante de 120 V.
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a.Coloracdo de géis de SDS-PAGE com coomassie: Os geis foram corados com solucéo de
0,1% coomassie blue R-250 p/v, 50% MetOH v/v e 10% de &cido acético v/v, por 10 min. A
descoloracao foi feita com agua destilada ou solucéo de &cido acético 10%.

b. Coloracdo de géis de SDS-PAGE com prata: Em alguns casos os geis foram corados com

prata. Para isso, as proteinas foram fixadas no gel com uma solucéo de 40% etanol, 10% &cido
acético e 50% agua Milli-Q durante 16 h a 4 °C. Apos esse periodo, foram feitas 3 lavagens
com &gua durante 7 min cada. As proteinas presentes no gel foram sensibilizadas com uma
solucdo de 0,02% tiosulfato de sodio por 1 min, o gel foi lavado trés vezes com agua e
incubado durante 20 min em uma solucéo de 0,1% nitrato de prata e 0,02% de formaldeido. O
excesso de prata foi removido e a revelagdo das bandas foi feita com uma solugéo de 3%
carbonato de sddio e 0,05% de formaldeido, até a coloracdo desejada.

3.4.4 Obtencao do soro policlonal contra TclP

A proteina recombinante, obtida pelo procedimento de purificacdo descrito
anteriormente, foi concentrada por ultrafiltracdo usando filtros Amicon-ultra/30.000 MWCO
(Millipore), fazendo a troca de tampédo de elui¢do para tampao fosfato de potéssio, pH 7,0 de
forma a se aproximar ao méximo das condigdes fisiologicas.

A producdo de anticorpos policlonais, foi realizada mediante a imunizagéo de quatro
camundongos BALB/c machos, de aproximadamente cinco semanas de idade. A primeira
imunizagdo foi realizada com 100 pg de proteina emulsificada em adjuvante de Freund
completo (Sigma®), sendo esta emulsificada através de dois ciclos de sonicagdo (30 s a 25%
de poténcia, 30 s no gelo). Um animal adicional ndo foi inoculado e este foi utilizado como
controle. Nos inoculos subsequentes manteve-se 100 pg de proteina, emulsificada em
adjuvante de Freund Incompleto. As aplicacGes foram feitas com intervalos de 15-21 dias, via
intraperitoneal. Apds 2 imunizagdes, os animais foram anestesiados e 0 sangue coletado por
sangria submandibular para a titulacdo do anticorpo. Uma vez nédo obtido o titulo desejado de
anticorpos, foi feito uma terceira imunizacdo, com 100 pg de proteina, emulsificada em
adjuvante de Freund incompleto. Quatro dias, depois da ultima dose, os animais foram
anestesiados pela administracdo de uma mistura de quetamina e xilazina (100 mg/kg e 10
mg/kg respectivamente), por via intraperitoneal, e uma amostra de sangue (0,1 mL) foi

retirada mediante puncéo, para a titulagdo do antissoro. Uma vez determinado que o anti-soro
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reagia positivamente contra a proteina de interesse, procedeu-se com a coleta total do sangue
nos animais positivos (1 mL). O sangue foi coletado mediante puncdo no plexo radial e
incubado durante 30 min a 37 °C, seguido de uma incubacao adicional por 30 min a 4 °C. O
soro total foi coletado por centrifugagdo (15 min, 1.000 x g a 4 °C) e armazenado a -20 °C

com 25% glicerol (v/v) estéril e distribuido em aliquotas de 50 pL para posterior uso.

3.4.5 Western blotting

Extratos proteicos em gel SDS-PAGE foram transferidos para membranas de
nitrocelulose (Hybond-C Extra, GE Healthcare®) por uma diferenca de potencial elétrico de
200 mA por 3 h, em tampéo de transferéncia (25 mM Tris-base, 192 mM glicina, 20%
Metanol). Apos a transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau S por 5 min e,
posteriormente, descorada em 4&gua bidestilada para a verificacdo da eficiéncia da
transferéncia. A membrana foi incubada em solucéo de bloqueio (Tampé&o PBS, 0,01% Tween
20 e 5% leite em pd desnatado) por uma 1 h sob agitacdo suave a temperatura ambiente ou
durante 16 h a 4°C. Em seguida, a membrana foi incubada com o0s seguintes anticorpos
primarios, de acordo com a abordagem de cada experimento: anti-TcHAL (1:1.000), anti-
TcUH (1:1.000), anti-TcIP (1:1.000), anti-TcGAPDH (1:1.000), anti-CBP_calmodulin
binding protein (1:10.000), durante 2 h a TA ou, eventualmentepor 16 h a 4 °C sob
agitacdoem solugdo de PBS, 0,1% Tween 20 e 3% leite em pd desnatado e, em seguida, a
membrana foi lavada 3 x com PBS, 0,1% Tween 20 e incubada com anticorpo secundario
anti-lgG de camundongo conjugado a HRP (horseradish peroxidase) (GE Healthcare®, UK)
na diluicdo de 1:2.000 durante 1 h, seguido de nova lavagem como acima descrito. Para o
anti-CBP, usamos o anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjungado a HRP
(ThermoFisher Scientific®), na diluicdo de 1:10.000 por 2 h. Apos as lavagens, 0s ensaios
foram revelados por quimioluminescéncia usando o reagente ECL (ECLTMWestern blot
Analysis System, GE Healthcare®) de acordo com o manual do fabricante. A exposi¢éo foi
feita em filme Kodak e a revelagdo foi obtida na auséncia de luz, em solugédo de revelagéo
seguido de lavagem por 2 min em &gua e 2 min em solugdo de fixacdo. Os tempos de

revelagdo foram padronizados para cada experimento.

3.4.6 Ensaios de permeabilizacdo com digitonina
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A permeabilizacdo de formas epimastigotas de T. cruzi com digitonina foi realizada
como descrito previamente (Marciano et al., 2008). Brevemente, formas epimastigotas foram
centrifugadas (10 min a 1.500 x g a 4 °C), lavadas com PBS e resuspendidas em 1 mL de
tampéo TSB (25 mM Tris-HCI, pH 7,6, 0,25 M sucrose,1 mM EDTA,1 mM PMSF e 50 uL
de mix de inibidores de protease da Sigma®) na presenca de concentraces crescentes de
digitonina. As células foram incubadas a 25 °C e centrifugadas por 2 min a 18.000 x g a 25
°C. O sobrenadante de cada amostra foi separada do pellet. O pellet foi ressuspendido em 1
mL de tamp&o TSB e submetido a sonicagdo. Cada amostra foi analisada por western bloting
com anti-soro anti-TcIP e com anti-soros para os marcadores citosolico (TAT), glicosomal
(GAPDH) e mitocondrial (MASAT).

3.4.7 Imunofluorescéncia indireta

Parasitas (5 x 10° células/mL) das formas principais de T. cruzi foram lavadas por
centrifugacdo 2 x com PBS e posteriormente fixadas as laminas com paraformaldeido 2% a
TA por 20 min. Apos trés lavagens com PBS os parasitas foram permeabilizados com Triton
X-100 (0,1%) e as laminas foram blogueadas com PBS-BSA (0,1% de BSA) durante 30 min,
e novamente lavadas como descrito acima. Posteriormente foram incubadas durante uma 1 h
com o soro anti-TclP (1:25) ou anti-CBP (1:100). Para o soro anti-TclP, foi adicionado o soro
anti-TcMDHc (malato desidrogenase, 1:20) como marcador para localizacdo citosolica
(gentilmente cedido pela Prof. Dra. Cristina Nowicki, UBA). Posteriormente, as laminas
foram incubadas por 30 min a TA com anticorpo secundario anti-imunoglobulina G de
camundongo conjugado a Alexa Fluor® 488 ou anti-imunoglobulina G de coelho conjugado a
Alexa Fluor® 546 na diluicdo de 1:400. Depois de realizada mais duas lavagens rapidas foi
adicionado as laminas o corante de DNA total Hoechst 33258 (1:2.000), durante 1 min e as
laminas foram montadas com Fluromount G. As preparacbes foram analisadas em
microscopio de fluorescéncia Axio Imager motorized M.2 (Carl Zeiss, Thornwood, NY,
USA). O software ImageJ para Windows foi utilizado para analises das imagens.

3.4.8 Abordagem experimental para deteccéo da atividade enzimética da TcIP

Considerando que o IPA é um composto que apresenta instabilidade quimica

consideravel e, consequentemente sua sintese quimica ndo é possivel, bem como ndo se
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encontra disponivel comercialmente, as tentativas de determinacdo da atividade enzimatica
para IP foram feitas atraves de ensaios espectrofotométricos previamente descritos na
literatura, nos quais o substrato IPA foi produzido in vitro e modificados de acordo com o
descrito, tendo em conta dois principais métodos, detalhados a seguir.

1. Método descrito por Rao e Greenberg, 1961: esse método compreendeu dois ensaios
enzimaticos em conjunto: a) para UH foi monitorada a diminui¢do na absorbancia a
277 nm, correspondente ao consumo enzimatico do urocanato (Mehler et al., 1953). A
padronizacdo da atividade da UH para T. cruzi foi feita conforme descrita (tese de
Doutorado Maria Jalia Barison) e a reacdo para TcUH é realizada por adi¢do de 35 uM
de urocanato, 100 mM de tampdo fosfato de potassio pH 7; enzima recombinante (10-
50 pg) e agua para completar um volume final de 1,5 mL. O branco de cada reagéo foi
a mesma combinacdo de reagentes sem a adicdo da enzima. A absorbancia foi
monitorada durante 5-15 min a 28 °C, com agitacdo continua; b) para imidazolona
propionase foi medida a taxa de desaparecimento do IPA, absor¢do maxima a 264 nm,
pH 7,2. O substrato foi gerado enzimaticamente a partir do urocanato e TcUH
purificada, nas mesmas condi¢cfes anteriormente descritas. A reacdo foi iniciada com
urocanato e a diminuicdo na absorcdo a 264 nm seria registrada
espectrofotometricamente. De acordo com o relatado na literatura, a reacdo da UH
seria completa em cerca de 8 min e entdo nesse momento se adicionaria a IP,
pressupondo que na reacéo teria sido formado IPA.

2. De acordo com a segunda abordagem, a atividade da IP seria determinada
espectrofotometricamente a ponto final, mediante trés reacdes acopladas. De forma
analoga ao descrito no item acima, a reacdo para TcUH (reacdo A) foi empregada com
0 objetivo de se obter enzimaticamente o substrato IPA e, por acdo da TclP, formar o
produto N-formimino-L-glutamato (FiGlu). A principio, a reacdo da UH foi
acompanhada no espectrofotdmetro em tempo real para verificar sua atividade e,
depois, foi processada em tubos eppendorf, em diferentes tempos, incubados a 28° C.
A reacgédo B (reacdo A + NaOH 2,5 M), teria por objetivo a hidrdlise alcalina do
produto FiGlu, formando L-glutamato e formamida, realizada a TA (Arakawa et al.,
1964). Foi acrescido HC1 2,5 M para equilibrar o pH e a reacdo foi interrompida pela
adicdo de TCA 20%, seguida por centrifugacdo 5 min, 16.000 x g a 4 °C, para
separacdo das proteinas e dos metabdlitos solGveis oriundos das reacGes descritas; o

conteudo soluvel foi separado para outro tubo e teve seu pH equilibrado para nédo
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afetar a reacdo subsequente da enzima GDH. Finalmente, a reacdo C consistiria entdo
na deteccdo final do glutamato pela glutamato desidrogenase-GDH (L-Glutamic
Dehydrogenase  from  bovine  liver, Sigma-Aldrich®), monitorando-se
espectrofotometricamente o aparecimento de NADH a 340 nm conforme indicagdes
do fabricante e modificagbes detalhadas a seguir: 7 uM NAD*, 0,05 mM tampao Tris-
HCI pH 8,6, 1U GDH; reacdo esta realizada a temperatura de 37°C, sob agitacao.
Atraveés dessa reacdo, onde o Glu pode ser convertido a a-KG, pela transferéncia do
grupo -NH, para H,O pela GDH, seria possivel detectar o Glu formado anteriormente
e fazer uma estimativa quantitativa do mesmo, através de uma curva de calibracdo

prévia, empregando concentracdes conhecidas de Glu.

3.4.9 Decomposicao esponténea do IPA

No decorrer da execucdo do projeto, notamos que a medicao da atividade da TcIP nédo
seria trivial. Tendo em vista a complexidade do problema, partimos para uma outra estratégia,
onde objetivamos demonstrar se de fato o IPA formado pela reagdo da TcUH estava sendo
convertido imediatamente pela IP no produto seguinte, FiGlu ou, ao invés disso, oxidado
espontaneamente a outros intermediarios.

Em um dos trabalhos intitulados como “Estudos na Decomposi¢ido do Acido
Urocéanico”, Rao e Greenberg (Rao, Greenberg, 1961) mostraram que a reducdo do 2,6-
diclorofenolindofenol (DCPIP) é devido a oxidacdo ndo-enzimatica simultanea do IPA. Para
de fato demonstrar se o IPA estava passando por esse processo de decomposicdo espontanea,
ndo enzimatica, usamos o corante DCPIP como aceptor de elétrons, conforme descrito por
Lamour e colaboradores (Lamour et al., 2005). O método foi baseado na reacdo enzimaética
estabelecida para TcUH: 35 uM de urocanato, 100 mM de tampé&o fosfato de potéssio pH 7;
UH recombinante (os testes inicias foram feitos com 5 e 10 pg), 0,26 mM de fenazina
metossulfato (PMS), 56 uM de DCICP, pH 7,5 e agua para completar um volume final de 1,5
mL; sob agitagéo constante, a 28 °C. A atividade foi monitorada em espectrofotometro a 600
nm. Controles de reacdo sem urocanato ou sem UH foram realizados para aumentar a
confiabilidade dos resultados.

Em um segundo momento, a fim de averiguar o efeito da TcIP na reagdo, elaboramos
um experimento no qual nos valemos do método anteriormente descrito, modificado como

segue: foi utilizada 50 ou 100 pg de TcUH (respeitando as condi¢Ges Otimas para sua
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atividade) e, simultaneamente, diferentes quantidades de TcIP recombinante (100 e 200 pg,
respectivamente), na tentativa de impedir ou diminuir o consumo espontaneo do IPA e
favorecer a reagdo enzimética da IP. A reagdo de reducdo do DCPIP foi acompanhada

espectrofotometricamente, em tempo real.

3.4.10 Ensaios de Pull-down

A enzima TcUH recombinante foi expressa (500 mL de cultura, induzida com 0,5 mM
de IPTG, durante 16 h a 25 °C), e entdo foi realizado o extrato celular, no qual o pellet foi
obtido por centrifugacdo a 4.000 rpm por 15 min em TA. O pellet foi ressuspendido em 10
mL de tampéo de ligagdo (Tris-HCI 20 mM Tris-HCI pH 7,4, 500 mM NaCl e 5 mM de
imidazol), suplementado com 1 mM de PMSF, 1 mM de TLCK, 10 uM de E-64 e lisozima 1
mg/mL, seguido de sonicacdo (8 ciclos de 30 s com intervalos de 30 s em gelo, 30-40%) e
centrifugacdo a 12.000 rpm por 30 min a 4 °C. A fracdo soltvel foi separada e colocada em
gelo. A matriz de Ni-NTA foi preparada com 2 mL de resina de niquel (Ni2+-NTA)
(Quiagen®, Germantown, MD, EUA), seguida de 5 V (1 V= 2mL de resina) de tampé&o de
ligacdo e entdo o lisado proteico foi passado 3 x pela coluna e descartado. Apds essa etapa, a
fracdo soluvel dos parasitas foi adicionada a matriz de Ni-NTA e seguiu-se incubacao de 2-3
h a 4 °C, sob agitacdo suave (a matriz de Ni** imobilizada com a TcUH recombinate com o
extrato — fonte de TclP). Decorrido esse tempo, o extrato foi passado pela matriz e descartado.
Foi realizada uma lavagem de 10 V com PBS e para eluir foi usado tampédo de eluicéo
(mesma composicdo do tampdo de ligacdo, porém com 500 mM imidazol). As aliguotas
resultantes da eluicdo foram coletadas e usadas para analise em gel de SDS seguidas de
ensaios de western blotting, onde foram usados os anti-soros anti-TcUH e anti-TclP.

Para obtencdo do extrato (fracdo sollvel) dos parasitas: 50 mL de parasitas (formas
epimastigota de T. cruzi) foram previamente crescido a 28 °C por 24 h até atingir fase
exponencial de crescimento (4-6 x 10’ p/mL). Ap6s contagem, os parasitas foram
centrifugados por 10 min, 2.800 rpm, 4 °C e foram lavados 2 x com PBS (volume =50 mL).
O pellet foi ressuspendido em tampéo de extrato proteico (Tris 50 mM; sacarose 0,25 M;
NaCl 100 mM) na presenca de 1% de coquetel contendo inibidores de proteases (AEBSF, E-
64, aprotinina, pepstatina A, leupeptina e bestatina, Sigma®). As células foram submetidas a

lise por sonicagdo através de quatro ciclos de 20 s com intervalos de descanso em gelo de 1
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min entre cada um dos ciclos e depois centrifugadas a 12.000 rpm, por 30 min, a 4 °C. Foi

separada a fracdo solUvel e esta foi armazenada em gelo até 0 momento de uso.
3.4.11 Cromatografia de exclusdo por massa molecular
A fim de determinar o tamanho da proteina em seu estado nativo, assim como um

método complementar para avaliar a presenca do complexo UH-IP, foi usado o método de
Cromatografia de Exclusdo Molecular em uma coluna de Sephadex 200 (16 por 60 cm).

Foram utilizadas nesse ensaio esferas de polissacarideos ligados (dextran com
epiclorohidrina) semipermedveis, o que confere a separacdo da proteina, relacionada ao tempo
em um fluxo de tampdo, sendo que fragdes de 2 mL do tampéo sdo coletadas. O principio é
que moléculas menores terdo sua difusdo dificultada pela passagem pelas esferas, enquanto
gue as maiores serdo excluidas da coluna e eluidas no inicio do fluxo de tampéo, separando-
as, portanto, segundo seu tamanho. Para calibracdo, foi corrido um conjunto de proteinas com
massa molecular conhecida e detectado em qual fracdo cada proteina era eluida. Foi utilizado
0 tampdo KH,PO4 com 200 mM de KCI. Este sal reduz a possibilidade de formacdo de
interacdes inespecificas e a formagdo de aglomerados proteicos que incrementam erro ao
resultado. Logo apos, as fracBes coletadas foram avaliadas quanto a presenca de proteinas
pelo método de Bradford. As fracBes coletadas foram utilizadas em um ensaio de ELISA

imobilizando as proteinas em placas de poliestireno como descrito com mais detalhes abaixo.

3.4.12 Imunoensaio enzimatico (ELISA)

Foram utilizadas nesse ensaio as fragfes obtidas do ensaio anterior. Foi adicionado
100 uL de cada fragdo em uma placa de 96 pocos de poliestireno e esta foi incubada por 24 h
a 4 °C a fim de imobilizar a proteina TclIP e/ou TcUH na placa. Apds esse periodo adicionou-
se 100 pL da solucdo de blogueio (PBS suplementado com leite desnatado 5%) por 1 h a 4
°C. Posteriormente foram incubados 100 uL por pogo de anticorpo primario a-TcUH ou o-
TclP, sendo o primeiro obtido no trabalho de Doutorado da aluna Maria Julia Barison e o
segundo obtido nesse trabalho, como ja descrito, na diluicdo 1:1.000 para ambos, em solugdo
de PBS suplementado com leite desnatado 1%; essa incubacg@o ocorreu em 1 h a 4 °C sem

agitacdo. Para revelar, foi usado TMB Chromogen Solution Invitrogen®, 100 pL por poco e
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incubando-se por 30 min. A reacédo foi interrompida com H,SO, 0,16 M (50 pL por pogo) e

foram realizadas leituras a 450 nm e 595 nm.
3.5 Avaliacéo da interacdo UH-IP a partir da expressao de proteinas recombinantes

Foi usada cromatografia de afinidade com matriz de Ni**-NTA, utilizando as
construcdes pET28-TcIP (obtida nessa trabalho) e pET24-TcUH (tese de Doutorado Maria
Julia Barison), ambas clonadas com uma etiqueta de seis residuos de His nos extremos N e C
terminal, respectivamente. Em paralelo, ambas as sequéncias codificantes para TcUH e TclP
foram novamente clonadas em vetor de expressdao pET-24a(+), de modo que desenhamos
iniciadores especificos onde preservamoso cdédon de parada de cada sequéncia e, por
consequéncia, geramos construcdes pET24-TcUH e pET24-TcIP sem a cauda de 6 x His.
Assim, cerca de 250 mL de cultura bacteriana contendo a construcdo pET24-TcUH
(expressando a cauda de 6 x His), bem como 500 mL de cultura contendo a construcdo
PET24-TclP (sem a cauda de 6 x His) foram recombinantemente expressas (usamos IPTG 0,5
mM como indutor da expressao protéica, durante 16 h a 25 °C) e, preparacles de extratos
foram obtidas para cada condicdo, conforme relatado no item 3.4.10. As fracdes sollveis
desses extratos foram separadas e posteriormente, colocadas em contato e incubadas a 4 °C
sob agitacéo por cerca de 2-3 h, tempo esse acertado para possibilitar a interacdo TcCUH-TcIP.
Apos esse tempo o resultante da interacdo foi separado via cromatografia de afinidade, usando
resina de Ni**-NTA. O processo deu-se, inicialmente, com adicdo do tampéo de ligacdo ou
binding buffer (20 mM Tris-HCI pH 7,9, 500 mM NaCl e 5 mM de imidazol) a coluna,
seqguida da aplicacdo de tampdes com concentracdes crescentes de imidazol, de forma a
estabelecer um gradiente de eluicdo dependente da concentracdo de imidazol utilizado. A
escolha de empregar um gradiente de imidazol se baseou no fato de que ndo sabiamos ao
certo qudo forte seria essa interacdo entre as proteinas em estudo e, por isso, quisemos
analisar o conteddo resultante de cada passo da eluicdo. Para tanto, empregamos um intervalo
entre 30 e 500 mM, baseado no critério de que a TcUH originalmente é eluida
majoritariamente com 500 mM de imidazol; mais especificamente escolhemos 30, 150, 300 e
500 mM de imidazol, acrescidos de 20 mM Tris-HCI pH 7,9 e 500 mM NaCl para completar
a composicao do tampé&o. As fragdes eluidas foram resolvidas em gel de SDS 10% e coradas
com AgNOs. As bandas foram cortadas e submetidas a analise por espectrometria de massas e
posteriormente analisadas pelo programa Mascot Search Results.
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O experimento reciproco foi realizado: cerca de 500 mL de cultura bacteriana
contendo a construcdo pET28-TclP (expressando a cauda de 6 x His), bem como 250 mL de
cultura contendo a construgdo pET24-TcUH (sem a cauda de 6 x His) foram
recombinantemente expressas, nas mesmas condicGes citadas. A fracdo sollvel desses
extratos foram separadas e posteriormente colocadas em contato e incubadas a 4 °C sob
agitacdo por cerca de 2-3 h. Apos esse tempo o0 resultante da interacdo foi separado via
cromatografia de afinidade (Ni**-NTA). Como j4 relatado, o processo deu-se, inicialmente,
com adi¢do do tampao de ligacdo ou binding buffer a coluna, seguida da aplicacdo de tampGes
com concentracdes crescentes de imidazol, de forma a estabelecer um gradiente de eluicao
dependente da concentracdo de imidazol utilizado, sendo nesse caso um intervalo entre 15 e
150 mM, baseado no critério de que a TclIP originalmente é eluida com 30 mM de imidazol;
mais especificamente foram escolhidas as seguintes concentragdes: 15, 30, 90, 150 e 300 mM
de imidazol, acrescidos de 20 mM Tris-HCI pH 7,9 e 500 mM NaCl para completar a
composicao do tampdo. Igualmente, as eluicdes foram resolvidas em gel de SDS 10%, porém,
nesse caso, usamos a técnica de western blotting para detec¢do das proteinas de interesse,
usando para tanto, os antisoros anti-TcUH e anti-TclP, cujas condic¢des de utilizacdo j& foram

descritas nesse trabalho.

3.5.1 Identificacdo de proteinas por Espectrometria de massas (MS)

Do gel de SDS citado anteriormente, cortamos bandas de interesse, cujos tamanhos
corresponderiam as proteinas que buscavamos (TcUH ou TclP) e armazenamos em 1% 4acido
acético a 4 °C até o momento da analise. A execucédo da técnica, bem como o processamento
dos dados brutos foi realizada pelo pesquisador Leo Kei lwai, tecnologista em Laboratério e
Desenvolvimento 111, do Laboratorio Especial de Toxinologia Aplicada (LETA), Centro de

Toxinas, Resposta-imune e Sinalizacdo Celular (CeTICS), Instituto Butantan, Sao Paulo.

3.5.1.1 Digestao in gel com tripsina

As etapas de digestdo in gel com tripsina foram realizadas segundo (Hanna et al.,
2000), onde as bandas protéicas foram recortadas dos géis de SDS-poliacrilamida e colocadas
em tubos de centrifuga de 1,5 mL, previamente lavados com etanol absoluto e secos em

estufa.
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Cada fragmento de gel foi incubado em solucdo de metanol 50% e acido acético 5%
durante 3 h para remocdo do SDS. Apos este periodo a solugdo foi removida e o gel foi
desidratado com acetonitrila 100% durante 5 min por duas vezes; o gel entdo foi seco por
centrifugagdo a vacuo (Speed Vac — RVC-218, Christ) por 3 min e apds secagem foi
adicionada uma solucao de DTT (Ditiotreitol) 10 mM em bicarbonato de aménio 100 mM (30
pL), para reducdo de pontes dissulfeto, por um periodo de 30 min. Ap0s uma rapida
centrifugacéo, a solugdo de DTT foi removida e foram adicionados 30 pL de iodoacetamida
50 mM em bicarbonato de aménio 100 mM por 30 min para alquilagdo dos grupos SH das
cadeias laterais de cisteina. Apds uma rapida centrifugacéo, o sobrenadante foi removido e 0
gel foi lavado com solucéo de bicarbonato de aménio 100 mM e novamente desidratado com
acetonitrila 100% por 5 min, reidratado com bicarbonato de aménio 100 mM por 10 min e
desidratado com acetonitrila 100% por 5 min por duas vezes.

Apos secagem do gel por centrifugacdo a vacuo por 3 min, foram adicionados 30 puL
de solucéo de tripsina 50 pg/mL (Sigma) preparada em bicarbonato de aménio 50 mM gelado.
A incubacéo foi realizada durante 30 min em banho de gelo. Depois desta etapa a solucdo de
tripsina foi removida (sobrenadante) e, ao fragmento de gel, foram adicionados 20 uL de
bicarbonato de amodnio 50 mM e a incubacao foi prolongada por 16 h a 37 °C.

Para extracdo de peptideos foram adicionados 10 pL de acido formico 5% ao gel por
10 min a temperatura ambiente; ap6s rapida centrifugacdo o sobrenadante foi transferido para
outro tubo de 500 pL, e ao fragmento de gel foram adicionados 12 pL de acido férmico 5%
em acetonitrila 50%. Apds incubacdo por 10 min a TA, seguida de rapida centrifugacao, o
sobrenadante foi coletado e transferido para 0 mesmo tubo de 500 uL no qual ja fora coletado
0 sobrenadante anterior. As etapas de extracdo foram repetidas mais duas vezes e 0s
sobrenadantes reunidos foram concentrados por centrifugacdo a vacuo. A extracdo de
peptideos foi feita utilizando-se ponteiras Zip Tip™ C-18 (Millipore). Para tanto, & amostra
concentrada foram adicionados 5 uL de TFA 0,1% e a ponteira foi lavada lentamente com
acetonitrila 100% por 2 vezes. A seguir, a resina contida na ponteira foi equilibrada
lentamente com TFA 0,1% por sucessivas lavagens. Para adsorver os peptideos a resina, a
amostra foi introduzida por cuidadosas etapas de aspiragdo e descarte com a pipeta (7 a 10
vezes). Para eluicdo dos peptideos da resina, esta foi lavada lentamente com TFA 0,1% e

acetonitrila 50% e o eluato foi coletado em outro tubo.
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3.5.1.2 Andlise Protedmica por Espectrometria de Massas (MS)

Cinco microlitros da amostra obtida pela digestdo in gel foram analisadas no
espectrometro de massas LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific, Estados Unidos) acoplado
ao cromatografo liquido de nano-fluxo EASY-nLC (Thermo Scientific, Estados Unidos). Os
peptideos provenientes do gel foram separados por um programa de gradiente total de 35 min
onde a separacéo foi feita no gradiente de 5 a 95% do solvente B (90% acetonitrila em 0,1%
de &cido formico) em 15 min a um fluxo de 200 nL/min usando uma pré coluna empacotada
com 5 cm de polimeros de C18 de 10 um (Jupiter, Phenomenex) em um capilar de dimensdes
ID 100 um x OD 360 um e uma coluna analitica de ponta com frit empacotada com 15 cm de
polimeros C18 de 5 um (Aqua, Phenomenex) em um capilar de dimensdes ID 75 pm x OD
360 pm.

O espectrometro de massas foi operado em modo de aquisicdo dependente de dados
(DDA, do inglés: Data Dependent Acquisition), onde os 5 ions mais intensos de cada amostra
foram selecionados para a fragmentacdo no ion-trap linear utilizando a dissociagcdo por
fragmentacéo por coliséo induzida por dissociagéo (CID) em MS/MS. A aquisi¢do dos dados
foi controlada pelo programa de computador Xcalibur 1.4 (Thermo Scientific). De modo
geral, as condi¢des de analise foram: voltagem no capilar do nano-electrospray de 2,3 kV,
temperatura da fonte a 250 °C, tempo de injecdo no ion-trap ajustado a 100 ms e no FT-MS
em 1000 ms com uma resolucéo de 60.000 em m/z 300-1800. O tempo de exclusdo dindmica
foi ajustado para 70 s. Os arquivos de dados do espectrometro de massas (.raw) foram
convertidos para .mgf usando o software MS Convert (v.3.0.4445, ProteoWizard,
SourceForge) e analisados no software Mascot (v.2.4, Matrix Science Ltda., Boston, MA,
USA). As proteinas foram identificadas através da pesquisa de dados MS e MS/MS contra o

banco de dados T. cruzi baixados do Uniprot.

3.6 Purificacdo do complexo pela técnica de Tandem AfinityPurification (TAP)-Tagging

3.6.1 Obtencéo e caracterizacdo de parasitas pTEX-TAP-Tagging (pTTG)-TcUH e pTTG-
TclP

A transfeccdo em T. cruzi foi realizada com parasitas em fase exponencial de
crescimento. As células (4 x 10" parasitas por transformagdo) foram coletadas por

centrifugagéo (10 min, 1.350 x g) e lavadas duas vezes com PBS esteéril, seguindo as mesmas
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condicdes de centrifugacdo. O sedimento resultante foi ressuspenso em 400 pL de solucdo de
eletroporacdo (140 mM NacCl, 25 mM HEPES, pH 6,5, 0,74 mM Na,HPO4) e transferido para
uma cubeta de eletroporacdo Gene Pulser® Cuvette de 0,2 cm (BioRad Systems®, USA),
previamente incubada em gelo. O DNA foi preparado a partir da construgédo pTTG-TcUH e
pTTG-TclP, cujas condi¢cdes de clonagem foram previamente detalhadas. Para a incubacéo
das células com o DNA de cada construgdo, primeiramente foram separados 100 pg de DNA
para serem precipitados com 3 M acetato de sodio pH 5,2 (1/10 do vol de DNA) e EtOH
absoluto (2,5 vol de DNA) e o reultante foi centrifugado (10 min, 16.000 x ga 4 °C) e 0
precipitado lavado com EtOH puro até completar o volume total do tubo (1,5 mL). O DNA
foi centrifugado novamente (10 min, 16.000 x g a 4 °C), o precipitado foi seco (em
esterilidade) e ressuspenso em 15 uL de H,O mili-Q estéril. Apos esse procedimento, 0 DNA
foi adicionado a suspensdo celular e a mistura foi incubada no gelo (10 min). A insercdo do
DNA no parasita foi realizada mediante dois pulsos de eletroporacao (450 V e 500 uF), e as
amostras incubadaspor mais 10 min no gelo. As células foram transferidas a garrafas de 25
cm? contendo 5 mL de meio LIT 20% SFB e incubadas a 28 °C para a recuperacio dos
transformantes. A selecdo dos transformantes foi iniciada apds 48 h da eletroporacéo, pela
adicdo de 250 ug/mL G418. Apods 24 h, a concentracdo de G418 foi aumentada a 500 pg/mL.
Como grupo controle da transformacdo foi utilizado uma cultura transformada com agua, ao
invés de DNA. A progressdo da cultura foi acompanhada por contagens sucessivas ao
microscopio utilizando cdmara de Neubauer. Transcorridos aproximadamente 15 dias apds a
transformacéo, as culturas foram diluidas (1:1) em meio LIT fresco, mantendo a concentracdo
de G418 em 500 ug/mL e quando completo cerca de 30 dias apds a eletroporagéo, foi feito
um repique adicional em meio LIT + 500 pug/mL G418, para completar a selecdo dos
transformantes. A selecdo foi finalizada dias depois, quando as células do controle estavam
todas mortas, enquanto que os transformantes apresentavam células viaveis e a densidade
celular aumentou. A partir de entdo, as células transformadas foram mantidas em meio LIT +
200 pg/mL G418. A presenca do epissomo foi verificada mediante a técnica de western
blotting, onde foram usados os anti-soros contra TcUH e TclP, bem como o anticorpo anti-
CBP. Adicionalmente, foi realizado um ensaio de imunofluorescéncia indireta, onde
empregamos 0 anticorpo anti-CBP, a fim de verificar qudo homogénea estava a populagdo
transformada, sendo esse também um dado importante para finalizar o processo de selecdo

dos parasitas.
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3.6.2 Preparacéo de extratos de epimastigotas de T. cruzi das linhagens mutantes pTTG-
TcUH e pTTG-TclP.

A preparacdo dos extratos proteicos para purificacdo das proteinas contendo TAP-
Tagging foi realizada conforme os protocolos descritos por (Schimanski et al., 2005 e
Dallagiovanna et al., 2008), seguidas de modificacdes. Segue a descricdo do método
empregado nesse trabalho: parasitas cultivados em 600 mL de cultura (fase exponencial de
crescimento- 4-6 x 10 parasitas/mL) foram centrifugados por 10 min a 850 x g, 4°C. O
sobrenadante foi descartado e os parasitas lavados 2 x com 40 mL de tampéo de lavagem
gelado (20 mM Tris-HCI [pH 7,4], 100 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 1 mM EDTA),
ressuspendendo o sedimento no vértex e centrifugando por 10 min a 850 x g, 4 °C. De acordo
com o niimero de células e obedecendo a relagdo de 1 mL de tampéo de lise para 1 x 10°
parasitas, o0 sedimento foi ressuspendido e incubado com tampé&o de lise gelado (150 mM
sacarose; 20 mM acido glutdmico; 20 mM HEPES-KOH [pH 7,7]; 3 mM MgCl,, 150 mM
KCI, 1 mM DTT, 100 mM PMSF, Pierce Protease Inhibitor Mini Tablets ThermoScientific,
segundo as recomendac6es do fabricante e 0,2% NP-40),e incubado no gelo por 60 min, para

completa ruptura das células.

3.6.3 Condicdes de Purificacdo do complexo UH-IP

Os parasitas foram centrifugados por 30 min, 16.000 x g, 4 °C e o sobrenadante
transferido para outro tubo previamente colocado em gelo. Foram separados 160 uL. amostra
+ 40 pL tampdo de amostra para SDS 5 x (imput). Paralelamente, a matriz de 1gG (1gG
Sepharose 6 Fast Flow, GE Healthcare Life Sciences) foi preparada, usando 100 pL de
suspenséo das beads. A matriz foi equilibrada com 50 mL de tamp&o PA-150 (150 mM KClI,
20 mM Tris-HCI [pH 7,7]; 3 mM MgCl,; 1 mM DTT; 0,1% Tween 20), sendo realizadas 4
lavagens de 12,5 mL cada, usando o tampéo citado. O preparo da matriz e a incubacdo do
extrato foram realizados em agitacdo-in bath e a matriz de 1gG, foi adicionado o extrato e
este conteido deixado sob rotacdo, a baixa velocidade, 4 °C, durante 16 h. O flow-through
(FT) ou fracdo soluvel do extrato resultante da interagdo com a matriz de 1gG durante o
periodo citado, ndo associado a matriz de 1gG, foi coletado e separado uma amostra para WB
— 160 pL amostra + 40 pL tampao de amostra para SDS 5 x. Adicionou-se aproximadamente
10 mL de PA-150 a matriz, deixando sob baixa rotacdo por 10 min/ 4 °C para lava-la e, em

seguida, a solucéo foi descartada, porém nesse ponto mais uma aliquota foi coletada para WB.
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Ainda nesse sentido, 15 mL de PA-150 foram passados pela matriz para completar a lavagem.
Seguimos adicionando 2 mL de tampédo TEV (150 mM KCI; 20 mM Tris-HCI [pH 7,7]; 3
mM MgCl,; 0,5 mM EDTA [pH 8,0]; 1 mM DTT; 0,1% Tween 20) e, nesse ponto, duas
diferentes abordagens foram adotadas: 1. coletamos uma fracdo de cerca de 200 pL
correspondente a proteina isca fusionada a tag de proteina A e calmodulina juntamente com
as proteinas associadas; essa fracdo seria posteriormente desnaturada e resolvida em gel de
SDS 10% seguida por coloragcdo com prata, 2. 0 volume resultante dessa fracdo foi tratado
com 100 U TEV protease (AcTev, Invitrogen®), deixando sob baixa rotagéo 16 h/ 4 °C, para
liberacdo do posspivel complexo. O eluato foi diluido com 6,5 mL de uma lavagem das
esferas de IgG Sepharose com tampdo TEV; tal eluato foi enviado para andlise por

espectrometria de massas.

3.6.4 Identificacdo das proteinas purificadas pela técnica de TAP-Tagging por
Espectrometria de massas (MS)

Conforme descrito no item anterior parte da fracdo advinda da primeira etapa de
purificacdo, correspondente a proteina isca fusionada a tag de proteina A e calmodulina
juntamente com as proteinas associadas foi coletada e posteriormente desnaturada e resolvida
em gel de SDS 10% seguida por coloracdo com prata. Desse gel, cortamos bandas de
interesse, cujos tamanhos corresponderiam as proteinas que buscdvamos (TcUH quando
utilizamos pTTG-TcIP como isca ou TclP quando usamos pTTG-TcUH como isca) e
armazenamos em 1% acido acético a 4 °C até o momento da analise. Da fracdo restante,
tratada com a protease TEV, também a coletamos em separado. Ambas as abordagens, seja a
analise das bandas cortadas pds tincdo com AgNO3 ou o eluato proveniente da incubag¢do com
TEV foram enviados para andlise por espectrometria de massas. A execu¢do da técnica, bem
como o processamento dos dados brutos foi realizada conforme relatado no item 3.5.1.

3.7 Demonstracao do “curto-circuito” na via de degradacao de His
3.7.1 Obtencao e caracterizacao de leveduras da linhagem HU
A cepa W303-1A tem como caracteristicas: (a) auxotrofia para uracila, leucina,

triptofano e histidina, bem como (b) auséncia, em seu genoma, de sequéncias codificantes

para as enzimas da via de degradacdo de His. Assim, valendo-se dessas propiedades,
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leveduras da cepa W303-1A, transformadas com as construcbes p426GPD-TcHAL e
pYEP351GPD-TcUH foram geradas de acordo com o descrito, resultando na linhagem HU.
Igualmente foi gerada a cepa controle, transformada com os dois plasmideos vazios. Apos
selecdo dos transformantes, partimos para etapa de validagdo da presenca dessas proteinas nas
linhagens obtidas (usando a técnica de western-blotting ja descrita), bem como a
comprovacao da atividade enzimatica das mesmas.

Para ambas as abordagens foram necessarias o preparo de extratos proteicos. Dessa
forma, culturas de leveduras da linhagem controle e HU (volume inicial de 25 — 50 mL) foram
crescidas em meio sintético (URA™ LEU) até que se atingisse uma DOgonm de
aproximadamente 1,0. Feito isso, as mesmas foram centrifugadas em tubos falcon durante 5
min a 3.000 x g e o sobrenadante foi descartado, seguindo-se duas lavagens do precipitado
com dH,O (v/v de cultura inicial), respeitando as mesmas condic¢des de centrifugacdo. O
sedimento foi ressuspenso em tampéo de ruptura [50 mM Tris/HCI pH 8, 0,3 M Sorbitol, 0,1
mM MgCl,, inibidores de proteases (segundo indica¢bes do fabricante), 1 mM PMSF
(preparado fresco), 1 mM DTT] seguindo uma relagdo de cerca de 2 x o volume do
precipitado. A partir do passo seguinte, as amostras foram mantidas a 4° C. Foi acrescido 0
correspondente a 1 volume de pérolas de vidro 0,5 mm e entdo a amostra foi agitada em
volrtex durante 1 min, seguido de descanso em gelo por 1 min, de forma que esse ciclo foi
repetido no minimo 5 x para ruptura das células. Finalmente o contetdo foi centifugado por
20.000 x g durante 15 min e o sobrenadante foi removido com cuidado e separado em outro
tubo previamente colocado em gelo. O contetudo proteico foi quantificado pelo método de
Bradford e usado para realizacdo de ensaios de western-blotting e determinacédo da atividade

enzimatica, como segue.

3.7.2 Atividade HAL e UH

As medicdes de atividade foram feitas através de ensaios espectrofotométricos em
tempo real, monitorando o aumento (para TcHAL) ou a diminui¢cdo (para TcUH) na
absorbéncia a 277 nm, correspondentes a formag&o ou consumo do urocanato, respetivamente
(Mehler et al., 1953). A reacdo para TcHAL contém: His, na concentracdo indicada em cada
caso, 100 mM de tampdao Tris-HCI pH 9; 0,1 mM de MnCl,; 1,7 mM de GSH reduzido; e
agua para completar um volume final de 1,5 mL. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de extratos

de leveduras contendo a TcHAL (50-100 ng). A reacdo para TcUH contém: urocanato, na
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concentracdo indicada em cada caso, 100 mM de tampéo fosfato de potassio pH 7; extratos de
leveduras contendo a TcUH (50-100 pg) e agua para completar um volume final de 1,5 mL. O
branco de cada reacdo foi a mesma combinagdo de reagentes sem a adi¢do da enzima. A
absorbancia foi monitorada durante 5-10 min a 28 °C, com agitagcdo continua. A velocidade
inicial da reacdo (Vo) foi calculada na regido de linearidade, utilizando o coeficiente de
extingdo molar para o urocanato (CEMa77,m= 1,88 M™* cm™). Os valores obtidos a partir das
velocidades iniciais (Vo) medidas foram transformados em unidades de produto formado ou
substrato consumido por unidade de tempo (umol/min) e graficados em fungdo da
concentracdo de substrato, His (0-5 mM) ou urocanato (0-50 uM). As constantes cinéticas Kp,
e Vmax especifica foram determinadas a partir do grafico resultante, ajustado a funcéo
hiperbdlica que descreve o modelo de Michaelis-Menten, no programa de analise de dados
GraphPad Prism 5.

3.7.3 Captura de CO, emitido pela oxidacao de His em leveduras da linhagem HU

Culturas de leveduras em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes
com H,0, ressuspedidos em H,0O, contadas e incubadas com His 10 mM marcada com 0,1
uCi de L-[**C(U)]-His durante diferentes tempos: tempo zero, uma e quatro horas a 28 °C.
Para “capturar” o CO; liberado, foi utilizado papel Whatman (tamanho aproximado: 2 cm x 2
cm) umidecido com KOH 2M como “trap” de CO», e colocado na parte superior de um tubo
eppendorf de 1,5 mL onde foram incubadas as leveduras (25 x 10° células). A formacdo de

K,**CO3 no papel foi medida no contador de cintilagdo.

3.8 Superexpressao da TclP

3.8.1 Obtencdo e caracterizacdo do superexpressor TclP

Com o intuito de avaliar se a inser¢cdo de uma copia ectopica da ORF TcIP, no
parasita, resultaria em um fenotipo que estivesse correlacionado a bioenergética,
infectividade, resisténcia a estresses, dentre outos, partimos para a geracdo de mutantes
superexpressores para esta enzima. Para tornar possivel a construgdo do superexpressor para
TclP, fizemos uso do plasmideo pTEX, conforme descrito por Kelly (Kelly, 1992). Uma vez
obtida a construcdo, formas epimastigotas de T. cruzi foram transfectadas (ver 3.6.1) e a
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populacdo mutante foi submetida a selecdo utilizando geneticina (G418); a pressdo seletiva
inicial se deu com 500 pug/mL e, apos selecdo, os parasitas foram mantidos em LIT 10% SFB
G418 + 200 pg/mL. Como mencionado, o G418 pode ser empregado como marcador de
selecdo uma vez que o vetor pTEX reverte o fenébmeno de sensibilidade do parasita selvagem
(wild type ou wt) ao antibidtico.

Partimos entdo para validacdo da superexpressao da TcIP. As comparacdes foram
realizadas entre parasitas do tipo selvagem, parasitas controle transfectados com o vetor vazio
(denominados pTEXv ou pTEXg) e aqueles que apresentavam uma copia ectopica da ORF
TclP (pTEX-TcIP). Para constatar se a presenca do epissomo era capaz de alterar os niveis de
expressdo proteica da TcIP, em detrimento aos parasitas selvagens e a linhagem pTEXg,
foram realizados ensaios de western blotting, bem como ensaios de ELISA (item 3.4.12),
ambos usando o0 soro anti-TcIP e o normalizador anti-TcCGAPDH a partir de extratos de
formas epimastigotas das trés linhagens mencionadas. Além disso, a para confirmacdo do
fenotipo, foi mensurada a intensidade de fluorescéncia, através da técnica de
imunofluorescéncia indireta, em parasitas imunomarcados com o soro anti-TclP, seguido de
incubacdo com o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado a sonda Alexa
Fluor-488, no qual o DNA foi marcado com a sonda Hoechst 33258.

3.8.2 Curvas de crescimento de epimastigotas

Para descartar um possivel efeito da superexpressdo no crescimento das formas
epimastigotas, uma curva de proliferacdo foi realizada. Foram utilizadas formas epimastigotas
de T. cruzi em fase exponencial de crescimento (4-6 x 107 células/mL). As células (2,5 x 10°
células) foram transferidas para placas de cultura de 96 pogos (200 ul/poco) e mantidas na
estufa a 28 °C. A proliferacdo celular foi estimada por leitura da absorbancia da densidade
Otica (DO) em A 620 nm durante 8-10 dias. A absorbancia foi convertida em valores de
densidade celular (células/mL) usando uma equacédo de regressdo linear obtida previamente a
partir de uma curva de calibracdo na qual se empregou concentragdes conhecidas de parasitas,
realizadas sob as mesmas condi¢Oes. Alternativamente, a evolucdo do crescimento foi
avaliada por contagem em camara de Neubauer. Os experimentos se deram em quadruplicata

técnica, sendo os resultados apresentados correspondentes a trés experimentos independentes.

3.8.3 Ensaio de viabilidade celular com AlamarBlue® (Resazurina)
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A fim de avaliar o perfil dos parasitas superexpressores para TcIP frente ao estresse
nutricional, formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento, crescidas em meio
LIT, foram lavadas 2 x com PBS (2.800 rpm, 10 min, a 4 °C) e transferidas para meio PBS e
incubadas por diferentes tempos (2 h, 24 h e 48 h), a 28 °C, onde tiveram a viabilidade
avaliada pelo método de reducéo irreversivel da resazurina a resorufina (Alamar Blue Assay,
Alamar Biosciences, Sacramento, CA, USA). A resazurina € um corante azul efetivamente
reduzido na mitocondria, 0 que o torna Util para estudar a atividade metabolica mitocondrial.
Assim, parasitas advindos das cultutas wt, pTEXg@ e pTEX-TcIP foram distribuidos em placas
(100 uL por pogo), em triplicata ¢ acrescidos 10 uL do corante resazurina (1,25 pg/ul). Para
cada condicdo, os parasitas foram contados e, apds decorridas 2 h de reacdo (protegida da luz)
foi mensurada a emissdo de fluorescéncia (excitagdo: A 530 nm e emissdao: A 590 nm), de
modo que pudéssemos estimar a viabilidade de acordo com a fluorescéncia emitida
(mensurada em Leitor de Microplacas Spectra Max®i3, Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
EUA), normalizando pelo nimero de células. As primeiras “2 h de incubagdo” sdo uma
referéncia ao que chamariamos de tempo zero, porém, como € necessaria uma incubacdo de 2
h com o corante resazurina, aqui denominados esse ponto inicial, quando os parasitas séo

retirados do meio LIT, como o tempo de 2 h.

3.8.4 Sintese de ATP utilizando His como substrato

A fim de realizar uma analise comparativa entre as linhagens wt, pTEXg e pTEX-TcIP
no que diz respeito a sua capacidade de produzir ATP utilizando His como Unica fonte
energética, parasitas (aproximadamente 5 x 10’ célulassmL) foram estressados
nutricionalmente em PBS durante 30 h a 28 °C e recuperados durante 1 h a 28 °C na presenga
de: PBS (controle negativo) ou 5 mM His. Apos esse tempo, as células foram lisadas e
incubadas com o kit comercial adenosine 5’-triphosphate (ATP) assay mix (Sigma®). A
enzima luciferase tem como substrato a luciferina e a sua atividade enzimatica esta acoplada a
emissdo de fotons de luz. Essa reacdo €, necessariamente, acoplada a hidrolise de adenosina
trifosfato (ATP) e, portanto, pode-se utilizar como um método indireto de medicdo de ATP no
meio. A deteccdo da emissdo de luz (A 570 nm) foi realizada em luminémetro de placa
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Os valores de ATP nas amostras foram
extrapolados a partir de uma curva de calibragdo com quantidades conhecidas de ATP
(Sigma®).
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3.8.5 Consumo de oxigénio utilizando His como substrato

Para avaliar as taxas de respiragdo a partir da degradacdo de His, epimastigotas
(aproximadamente 5 x 107 células/mL) foram estressados nutricionalmente por 16 h em PBS a
28 °C e recuperados durante 30 min a 28 °C na presenca de 5 mM His. Os parasitas foram
adicionados ao tampéo de respiracdo (MRC: 125 mM sacarose, 65 mM KCI, 10 mM HEPES-
NaOH, pH 7,2, 1 mM MgCl,, 2 mM K;HPO,). Posteriormente foram adicionados de forma
sequencial, oligomicina A (5 pg/mL) e FCCP (0,5 uM). As taxas de consumo de oxigénio
foram medidas utilizando células integras no oxigrafo de alta resolucdo (OROBOROS,
Oxygraph-2K, Innsbruck, AU).

3.8.6 Analise de diferencas na metaciclogénese em parasitas pTEX-TcIP

Os ensaios de metaciclogénese foram realizados conforme descrito no item 3.2.3.1. As
formas tripomastigotas metaciclicas no sobrenadante das culturas foram contadas diariamente
em camara de Neubauer e a porcentagem de parasitas no estagio metaciclico em relagdo ao
nimero total de parasitas (epimastigotas + formas metaciclicas) foi avaliado. De forma a
complementar a caracterizacdo do fenotipo de tais parasitas ao longo do processo de
diferenciacdo, foram realizados ensaios de imunofluorescéncia indireta (item 3.4.7) e de
viabilidade celular pelo método da resazurina (item 3.8.3) ao longo dos dias 4, 5 e 6 apds o

inicio do processo de mataciclogénse.
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4.1 ldentificacdo do gene putativo para IP no genoma de T. cruzi

Conforme apresentado na introducdo deste trabalho, His pode ser incorporada e
metabolizada pelo parasita e as duas primeiras enzimas da via de degradacdo desse
aminoacido (TcHAL e TcUH) foram anteriormente caracterizadas, no que diz respeito a suas
caracteriticas moleculares e bioquimicas. Sendo assim, com o obetivo de dar continuidade aos
estudos das enzimas envolvidas nessa via metabolica, foi do nosso interesse identificar e
caracterizar a terceira enzima da via, a imidazolona propionase ou TclP. Assim, iniciamos
uma busca sistematica nos bancos de dados do genoma de T. cruzi para genes putativos

codificantes para TclP.

4.1.1 Analises in silico

A sequéncia do gene putativo da TclIP foi identificada no banco de dados especifico
para tripanossomatideos, TriTrypDB, onde obtivemos duas seqliéncias com os seguintes
nomes  sistematicos:  Tc00.1047053509137.30 (CL  Brener  Esmeraldo-like) e
Tc00.1047053508741.140 (CL Brener Nédo-Esmeraldo-like), sendo a cepa CL Brener, clone

14, 0 modelo de estudo adotado pelo nosso laboratério. As sequéncias reportadas diferem em

alguns pares de bases, porém, no que diz respeito ao contetdo de aminoacidos para TclIP (430
aa), a identidade predita entre as cepas CL Esmeraldo-like e Nao-Esmeraldo-like é de 100%.
Ainda nesse sentido, foi encontrada uma sequéncia relacionada a TcIP em uma Unica cepa de
T. cruzi diferente de CL Brener: T. cruzi marinkellei strain B7 (Tc_ MARK 10040),
mostrando identidade de 97% em relacdo a sequéncia de CL. Em relacdo as sequéncias
homologas em outros tripanossomatideos, apenas trés espécies apresentaram sequéncias
relacionadas a TclIP: Trypanosoma Rangeli (TRSC58 05082), Trypanosoma grayi
(DQO04_14001000) e Trypanosoma theileri (gene bank: ORC77178.1). Quando comparada a
cepa CL de T. cruzi, as porcentagens de identidade sdo as seguintes, respeitando a ordem
acima relatada, 89%, 85% e 77%, respectivamente. Um alinhamento comparando as
sequéncias entre as diferentes cepas de T. cruzi (incluindo uma comparacdo entre CL Brener
Esmeraldo-like x CL Brener Nd&o-Esmeraldo-like), bem como as demais espécies de
tripanossomatideos nas quais foi identificada & mostrado na Figura 5.

A sequéncia para TclP foi ainda comparada com as sequéncias homdlogas presentes
em diferentes organismos modelos: Homo sapiens [(Q96NU7 (HUTI_HUMAN)], Mus
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musculus [Q9DBA8 (HUTI_MOUSE)], Danio rerio [Q7SXK5 (HUTI_DANRE)], Xenopus
laevis [Q561L6 (HUTI_XENLA)], e Pseudomonas putida [Q88CZ9 (HUTI_PSEPK)],
através do programa Clustal Omega. As sequéncias encontradas nas buscas foram
identificadas como imidazolona propionase ou amido hidrolase e o cddigo informado entre

colchetes corresponde ao cddigo de acesso dessas sequéncias no UniProt. Como parte da
analise dessa busca, constatou-se que a sequéncia de T. cruzi possue uma porcentagem de
identidade de 51% com a correspondente em Homo sapiens (Figura 6).

Ademais, para predi¢cdo de dominios ou motivos de ligacdo da enzima foi usado o
banco de dados Pfam, resultando na detec¢do do dominio amido-hidrolase, que faz parte de
uma grande superfamilia de enzimas hidrolases metal dependente [Familia: Amidohydro_1
(PF01979)]; o dominio tem extensdo de 344 aminoacidos e esta localizado entre os residuos
81 e 324 da sequéncia (Figura 7). A predicdo para a presenca de um peptideo sinal foi feita
usando Phobios e nenhuma evidéncia do mesmo foi encontrada; além disso uma predicédo de
localizagdo “ndo citoplasmatica” foi gerada pelo preditor. Finalmente, a predigdo de dominios
transmembrana, utilizando o servidor TMHMM versdo 2.0, foi realizada. O resultado dessa
analise mostrou a auséncia desse tipo de estrutura segundo os algoritmos utilizados por esse
programa.

A composicdo de aminoacidos da TclP foi analisada pela ferramenta ProtParam
(EXPASYy). Do total de 430 aa, valina, alanina e leucina sdo os mais abundantes (30,3%). A
soma total de residuos carregados negativamente (glutamato e aspatato) e positivamente
(arginina e lisina) foi de 53% e 41%, respectivamente. O ponto isoelétrico predito foi de 5,75
com uma massa molecular predita de 46.733,47 Da.

Em relacéo as andlises feitas para sequéncia da TcUH, seguiu-se conforme ja descrito
(tese de Doutorado Maria Jalia Barison); a sequéncia usada como objeto de estudo desse
trabalho é a TcCLB.504045.110, de acordo com o NCBI.
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Figura s - Allnhamento das sequéncias de ammoaudos dalP em trlpanossomatldeos Em preto denotam-se

os residuos que sdo idénticos e os residuos conservados estdo em caixa aberta. No alinhamento estdo presentes
IPs de T.cruzi CL Brener Esmeraldo-like (Tc-CL-El), T.cruzi CL Brener N&o-Esmeraldo-like (Tc-CL-NEI),
T.cruzi marinkellei (Tc-marinkellei), Trypanosoma grayi (Tgrayi), Trypanosoma rangeli (Trangeli) e
Trypanosoma theileri (Ttheileri). As sequéncias foram alinhadas com a ferramenta Clustal Omega e a imagem
foi construida com a ferramenta ESPript 3.0.



HsIP
MmIP
DrIP
X1IP
TelP
PpIP

HsIP

DrIP
X1IP
TcIP
PpIP

HsIP

DrIP
X1IP
TcIP
PpIP

81

1 10 20 30 a0 ;
.MASGHSLLLENROQVVL CARG!R}EARDMB.Rsmxvtlcnsh.' «AIEPAD
TSSHRLLLENACQVVLVCARGERFLTGSAL. RELAVLEGASV. KAVEEPAA
MSANSFRLLVKNRTQLVLVCRNGERYLTRDEM. oAmAVLlh“gv. KAV{EPAD
MASKFRLLLENAEQIVV c-rvrxn LLEDGM.QHLAVLEX ¥AVEPAE
LMLRGMLLFENAEQVVOVY uuli“VnGQHQo“HIAVIPHP Ll MAV[ETIND
..... MR, J. .|.d.[TLHO Ch»npxm JADGRYSAIEDAl EWIEPRA
60 70 80 110
VillorQFSG. . ETFRE ITDcsEx ciITy MET:CA
VIIQKQFSG. .ETFERERIDCSHxCVLIZ MDIHOA
VEETQFE AKFDNVLDASEMCVL MEViHEA
TIRNLFSS..ASAINIIDCS KCI LY MDIHCOA
ENMQAFVTANKCNVITID TVRCE[MX VILLE MDV O EA
DY e VEADRTVDLGHAWN T JA A
140
SLO
SFQ
ALK
SFK
KALLRR
ASAHQ
0 200 210 220
Rr=ELoIcIs [sV@<CKTAT . .EARODT fu.nnphﬁercR\
}aalnn%sms* YCOWISVIKGKTAY . .EANDDIIS HilAdR
ARKSLPIGIS {<CKTM= . .EATKDIVAVQIAYK
auquLJ AV S sl 1% xsxo..BALmDIrNxHLPA
lwﬁ} THVS JECKTA: . .EAVRDVVEVQOIAIA
LADELP TyR; JFEYAGRADDYIARICDEMIAY. .|
240 250 270
CVED LoSTRRILOREKD| hpﬂhAn}Luififﬂ
KCVDLDTTRRILEGGKK PPNKAAFL’]IL
KGVDLTISTRCILOAGKD NSAHPCABLG
KGV‘D'"ST /OAGKAT VSA?L AELC
% SRRVLEAGRXS GEMAGELE

LGVDED
HIALS® AQUERLE 1 KARE

300
AMATARCS
AMAAARCS
AMAX SKTsL
ALAXAKCS
CMSKRPTF
AMASAGTV

Jgh SSLAABXOE:

320 330
AL« QP . RARXMLDE IVA
ALK O R{M!h)um‘ﬁ! A
ALTPP . RARDMLD A Jq‘

JLEQOP . RARDMLK A nv

AT AP PthlIUd PVA
-srmn?vunamgp. hl

Figura 6 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da TclP e seus homdélogos. Em vermelho se indicam
0s aminodcidos idénticos entre as sequéncias, enquanto que em amarelo os aminoacidos conservados. A
organizacdo do sitio ativo exibe caracteristicas dos membros da superfamilia de amido hidrolases e as estrelas
indicam os residuos putativos do sitio ativo: quatro residuos de histidina (86, 88, 260 e 283), e um é&cido

aspartico (334). HslP,

imidazolona propionase de Homo sapiens [(Q96NU7 (HUTI_HUMAN)]; MmIP,

imidazolona propionase de Mus musculus [Q9DBA8 (HUTI_MOUSE)]; XIIP, imidazolona propionase de

Xenopus laevis [Q561L6 (HUTI_XENLA)]; DrlIP,

imidazolona propionase de Danio rerio [Q7SXK5

(HUTI_DANRE)]; TclP, imidazolona propionase de Trypanosoma cruzi [Q4CVT7 (Q4CVT7_TRYCC)]; PpIP,
imidazolona propionase de Pseudomonas putida [Q88CZ9 (HUTI_PSEPK)].
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Figura 7 - Representacdo esquematica dos dominios encontrados para TclP. A proteina apresenta um
dominio amido hidrolase e faz parte de uma superfamilia de enzimas hidrolases metal dependente (metallo-
dependent-hydrolases superfamily); pertence ainda a familia de enzimas que utilizam histidina (hut_histidine
utilization). Os residuos putativos responsaveis pela composicdo do sitio ativo estdo indicados por pequenas
flechas azuis. Fonte: Pfam.

4.2 Amplificagéo e clonagem

Dada a identidade das sequéncias de aminoacidos codificadas pelos dois genes
Tc00.1047053509137.30 (CL Brener Esmeraldo-like) e Tc00.1047053508741.140 (CL
Brener Na&o-Esmeraldo-like) optou-se, aleatoriamente, por trabalhar com o gene

Tc00.1047053509137.30. A seqliéncia nucleotidica do gene putativo da TclP possui uma fase

de leitura aberta de 1.293 nucleotideos que codificam para uma sequiéncia de aminoacidos de
430 residuos, com massa molecular estimada de aproximadamente 47 kDa. A partir da
seqliéncia desse gene, foram desenhados oligonucleotideos (iniciadores) especificos e,
utilizando-se DNA gendmico de T. cruzi (cepa CL, clone 14) como molde, esse gene foi
amplificado pela técnica de PCR.

Inicialmente foi realizada uma PCR na qual se utilizaram diferentes temperaturas de
anelamento dos iniciadores (modo gradiente), a fim de determinar a condicdo de
especificidade e eficiéncia 6tima para esse parametro. Apds corrida eletroforética, foi possivel
observar uma banda de aproximadamente 1.300 pb correspondente ao tamanho esperado
(Figura 8 A). Mais que isso, constatou-se um padrdo de amplificacdo com bandas
inespecificas menos evidentes quando a reacdo foi realizada utilizando-se uma temperatura de
anelamento de 62 °C; portanto, essa condicdo foi escolhida como ideal. A banda foi ent&o
purificada e clonada no vetor pGEM-T® (Figura 8 B). A construcdo resultante foi utilizada
para transformar bactérias competentes. A partir de coldnias bacterianas transformantes
fizemos culturas das quais se obtiveram preparacdes plasmidicas que foram utilizadas para
confirmar a identidade do fragmento de DNA clonado por sequenciamento.

Posteriormente, esse DNA recombinante foi utilizado nos demais procedimentos de
subclonagem em pET28a(+). Assim, ambos o vetor de escolha para subclonagem e a

construcdo pGEM-TcIP foram digeridos com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRl, para
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posterior reacdo de ligacéo e consequente subclonagem, resultando na construcdo pET28-TclP
(Figura 8 C e D). Esse vetor permite a expressao da proteina de interesse fusionada a seis
residuos de His no extremo N-terminal. Apds a transformac&o de células competentes E. coli
DH5a com essa construgdo, varios clones foram analisados por PCR de col6nia, por digestao

com enzimas de restricdo, PCR da construcdo pET28-TclP e sequenciamento.

A B Gemrap € D ET28-TeIp
S
pb P o pp & Q& @O @
5000 6000
6000
3000 3000
1500
1000 1000
500

Figura 8 - Amplificacdo e clonagem da TclP. A. Produto de amplificacdo do gene TcIP obtido por PCR
gradiente a partir do DNA gendmico de T. cruzi, cepa CL14, com tamanho esperado de 1.300 pb, disposto nas
canaletas na seguinte ordem, de acordo com a temperatura de anelamento dos primers: 54 °C (c), 56 °C (d), 58
°C (e), 60 °C (f), 62 °C (g); marcador (a), controle negativo (b). B. Perfil eletroforético de um clone positivo
para a constru¢do pGEM-TclP apds ser purificado por mini preparacdo de plasmideo, evidenciando em (c) uma
banda na altura do produto esperado para TclP; marcador (a), controle negativo (b). C. Vetor pET28a(+) fechado
(b) e cortado com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRl, resultando em um fragmento de aproximadamente
5.400 pb, resultante do vetor linearizado (c); digestdo da constru¢cdo pGEM-TcIP com as mesmas enzimas e
consequente liberagdo do inserto, gerando bandas de tamanhos esperados, 3.000 pb (vetor) e 1.300 pb (inserto)
(d); marcador (a). D. PCR usando a construcdo resultante da subclonagem pET28-TclP como molde (c);
controle negativo da reacdo (b) e marcador (a). Todas as eletroforese foram realizadas em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL.

4.3 Expressao e purificacdo heterdloga

Para a expressdo da TclIP recombinante, foi feita a transformacdo de células
qguimiocompetentes de E. coli da cepa BL21 cddon plus com a construcdo pET28-TclP. Os
ensaios iniciais de expressao foram realizados a diferentes temperaturas de inducdo, partindo
de uma cultura inicial de 25 mL, a fim de se identificar a condi¢do 6tima de expressdo para
essa proteina. As temperaturas testadas inicialmente foram 20 °C e 25 °C durante 16 h, 30 °C
durante 5 h e 37 °C durante 3 h e a concentragdo de IPTG utilizada para inducédo foi 0,5 mM
(Figura 9 A). A expressdo da proteina recombinante foi analisada mediante eletroforese em
gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE), comparando os extratos proteicos totais dos clones
transformantes sem induzir e apo6s inducdo. Nas condicGes apresentadas, houve

superexpressdo da proteina em ambas as fracdes, soluvel e insoltvel. Escolhemos a condicao
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de 25 °C durante 16 h como a condicao padrdo para a expressao da proteina recombinante, na
qual houve uma expressao mais significativa da proteina, e foi possivel a visualizacdo de uma
banda na altura esperada para TcIP. Uma estimativa de tamanho esperado pode ser feita
levando em conta a massa molecular predita para a TcIP, bem como ao massa molecular
adicional da etiqueta de 6 x His, assim TcIP recombinante (r) = 51 kDa (~47 kDa da TcIP +
~4 kDa da 6 x His). Baseado em uma aproximacao numeérica, daqui para frente estabelecemos
como 50 kDa a massa molecular aproximada para TclP.

A fim de obter a TcIP em maior escala e de forma sollvel e pura, fez-se uso de um
volume de cultura de 1 L, e a proteina foi purificada através da técnica de cromatografia de
afinidade, usando resina de Ni**-NTA (Figura 9 B). Vale ressaltar que, nos testes inicias de
purificacdo, observou-se que, quando o lisado foi passado através da resina de Ni?*-NTA,
uma pequena quantidade de proteina ndo ligada a resina saiu na fragdo FT (flow-through). Por
essa razao, as concentracdes de imidazol utilizadas nos passos de lavagem e eluicdo foram
padronizadas para 15 mM e 30 mM, respectivamente, e ndo 60 mM e 500 mM, como

usualmente se procede.

4.4 Obtencdo de soro anti-TclP

Para a obtencdo do soro policlonal contra TclIP, procedeu-se com a inoculagéo da
proteina recombinante em camundongos BALB/c, conforme descrito no 3.4.4. A
especificidade do soro obtido foi testada através de ensaios de western blotting utilizando
extratos de formas epimastigotas de T. cruzi. Como observado na Figura 10, a incubag¢do com
0 soro anti-TclP mostrou reacdo contra a proteina de interesse, resultando em uma Unica
banda, de aproximadamente 50 kDa, tamanho compativel com o esperado. Por outro lado,
ndo se observou marcacdo quando se procedeu a incubacdo com soro pré-imune, na menor
dilucdo. Dessa forma, seguimos fazendo uso desse soro (ndo purificado) para os demais

experimentos.
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Figura 9 - Expresséo e purificacao heteréloga da TclP. A. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE
10%) a partir de extratos proteicos obtidos a partir da expressdo da proteina recombinante TclP em diferentes
temperaturas e tempos de indu¢do, com 0,5 mM de IPTG, assim como o controle sem induzir (N.I). A seta indica
a posicdo da proteina expressa com a massa molecular esperada, aproximadamente 50 kDa para TcIP. M:
marcador de massa molecular, S: sobrenadante ou fracdo soltvel, P: pellet ou fracdo insoltvel. B. Purificagdo da
proteina TcIP por cromatografia de afinidade em resina de Ni**-NTA agarose e respectiva eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE 10%) das diferentes fragdes obtidas na purificacdo da enzima. M: marcador de
massa molecular, Pellet: fragdo insolavel, L: lisado clarificado ap6s centrifugagdo do extrato proteico induzido
com IPTG, FT (flow-through): fragdo coletada apés a passagem do lisado clarificado pela coluna de Ni**-
agarose, Binding: fracdo coletada ap6s a primeira lavagem com tampao de ligagdo, Wash: fracdo coletada apos a
segunda lavagem com tampdo de lavagem, E1-5: fracfes obtidas apds o processo de eluicao.
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Figura 10 - Titulagd@o do soro policlonal anti-TclP. Western blotting contra extratos de epimastigotas de T.
cruzi utilizando soro anti-TclP ou soro pré-imune (SPI); as membranas foram incubadas com SPl em uma
diluicdo 1:250, bem como com diferentes dilui¢bes do soro anti-TcIP. Como observado, incluindo a maior
diluicdo avaliada (1:500) observou-se uma banda imunoreativa do tamanho esperado (aproximadamente 50
kDa).
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4.5 Aspectos bioquimicos e funcionais da TclP

4.5.1 Expresséo da TclP ao longo do ciclo de vida do parasita

O primeiro passo na caracterizacdo da enzima TcIP foi determinar o padrdo de
expressao ao longo do ciclo de vida do T. cruzi. Para isso, a expressdo proteica da TclP foi
avaliada por western blotting utilizando extratos proteicos obtidos a partir de todas as formas
de desenvolvimento do parasita e nosso anticorpo policlonal anti-TclP. A banda
correspondente a massa molecular esperada para TclP (aproximadamente 50 kDa) foi
detectada com maior intensidade na forma epimastigota, seguida pela forma tripomastigota
derivado de cultura e com intensidade similar nas demais formas: tripomastigota metaciclico,
amastigota e epimastigota intracelular (Figura 11 A). No controle negativo (extratos de
células CHO-K}), a banda foi indetectavel. Como sistema de normalizacdo, foi utilizado um
anticorpo contra a proteina TcGAPDH, obtido previamente no nosso laboratorio a partir da
proteina recombinante gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Otavio Henrique Thiemann (Instituto
de Fisica de Sao Carlos, USP). Ambos soros anti-TclP e anti-TcCGAPDH foram utilizados na
diluicdo de 1:1000, juntamente com o anticorpo secundario, anti-mouse conjugado a
peroxidase (1:2.000). De forma complementar, foi realizada uma analise de densitometria de
bandas, de modo a estabelecer a razdo da expressao protéica entre a TclP e a 0 gene
normalizador TcGAPDH (Figura 11 B). Embora esse experimento tenha sido realizado em

mais de uma réplica bioldgica, a figura demonstrada abaixo € representativa de uma delas.
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Figura 11 - Perfil da expressdo de TclP ao longo do ciclo de vida de T. cruzi. A. Ensaio de western blotting,
cujas amostras correspondem a extratos proteicos de todos os estagios presentes ao longo do ciclo de vida do
parasita, sendo esses: E: epimastigotas, M: tripomastigotas metaciclicos, A: amastigota, EL: epimastigota-like ou
epimastigota intracelular, T: tripomastigotas derivados de células. As células hospedeiras CHO-K; (CHO) foram
utilizadas como controle negativo nos experimentos acima. O anticorpo contra TCGAPDH foi utilizado como
normalizador. B. Representacdo gréfica da razdo da expressdo protéica (TcIP/TcGAPDH) obtida por
densitometria de bandas.
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4.5.2 Localizacdo subcelular da TcIP: uma proteina citoplasmatica.

Diante do fato de que o metabolismo de His é relevante na bioenergética de
epimastigotas de T. cruzi, o conhecimento do compartimento celular onde a via se encontra
operativa € uma informacdo relevante. Nesse sentido, como citado anteriormente neste
trabalho, as enzimas TcHAL e TcUH foram estudadas e, dentre outros aspectos, avaliou-se a
localizacdo subcelular das enzimas, que mostraram um padrdo de localizacdo citoplasmatica.
Diante do relatado, também nos interessou determinar a localizacdo subcelular da TclP.

Através de ensaios de microscopia de imunofluoréscencia indireta (IFI), utilizamos o
soro anti-TclP (1:25), juntamente com o anticorpo secundario anti-lgG conjugado a FITC
(1:400) e o marcador de DNA do cinetoplasto e nucleo, Hoechst 33258 (1:2.000) e
analisamos o perfil de localizacdo da TcIP nas formas epimastigotas, tripomastigotas
metaciclicos, amastigotas, epimastigotas intracelulares e tripomastigotas derivados de células.
Dessa forma foi possivel observar durante todos os estagios do ciclo de vida de T. cruzi que a
TclP apresentou um perfil de localizag&o citoplasmética, com marcagdo ndo homogénea, mas
pontual, o qual foi evidenciado pela fluorescéncia correspondente ao anticorpo especifico
(Figura 12 A). TclP apresenta-se amplamente distribuida pela célula em todas as formas do

parasita e o perfil observado corrobora com aquele visualizado para as duas primeiras enzimas
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da via, contribuindo para nossa hipotese de que todas as enzimas da via estariam localizadas
no citoplasma.

A fim de confirmar o dado obtido, foi feita uma co-localizagdo usando o anticorpo
contra a enzima alfa-hidroxiacido desidrogenase (malato desigrogenase-like, citosodlica),
gentilmente cedido pela Dra. Cristina Nowicki (Universidade de Buenos Aires), nas seguintes
condigdes: anticorpo primario anti-TcMDH (1:20) e anticorpo secundario anti-lgG de coelho
conjugado a Alexa Fluor® 546 na diluicdo de 1:400 (Figura 12 B). A sobreposic¢do, em
amarelo, confirma que a TclP também é uma enzima citoplasmatica. O soro pré-imune, usado
como controle negativo, ndo apresentou reacdo de fluorescéncia. Em todas as IFls foi
utilizado o intercalante de DNA Hoechst 33258 (1:2.000) como marcador do DNA do
cinetoplasto e do nucleo.

De forma a complementar os resultados obtidos, foram utilizados extratos de formas
epimastigotas permeabilizadas com concentracdes crescentes de digitonina. Esta técnica
permite permeabilizar gradualmente as células, liberando o contetdo de cada fracdo celular
em funcdo da concentragdo de detergente. As fragBes sollveis e insollveis de cada extrato
permeabilizado a uma dada concentracdo de digitonina foram separadas e analisadas por
western blotting utilizando os soros anti-TclP, anti-TcGAPDH, bem como contra Aspartato
Aminotransferase de T. cruzi (ASAT, marcador mitocondrial) e Tirosina Aminotransferase de
T. cruzi (TAT) utilizada como marcador citosélico (esses ultimos generosamente cedidos pela
Profa Dra. Cristina Nowicki. Nas condi¢cdes desse experimento, proteinas citosélicas sdo
liberadas nas primeiras fragdes solGveis. Em seguida proteinas glicossomais sao encontradas
nas fracdes sollveis e por ultimo, as proteinas mitocondriais. A Figura 13 mostra que a TclIP
foi detectada majoritariamente nas fracfes permeabilizadas com baixas concentracfes de
digitonina (0,1 - 1 mg/mL), mas também foi possivel detectar a enzima em fracOes
permeabilizadas com maior concentracdo de digitonina (1,25 - 2,5 mg/mL). Ademais, a TcIP
apresenta uma localizacdo abrangente pelo citoplasma de T. cruzi, corroborando com o

anteriormente demonstrado em outros ensaios.



89

Fase anti-TclP Hoechst Merge

..

SPI

S N

\ - -
© /o
- 7.
= { -
1] C
EUN N
& C
= .
=%
Ll

C

o Yy
.% \.“‘vh . - .
= ‘ \

Fase Hoechst anti-TcMDH anti-TcIP Merge
a
(71 ]

e
. ; .
A - b

Figura 12 - Localizacdo subcelular da TclP ao longo do ciclo de vida de T.cruzi. Na parte superior da figura,
diferentes formas do parasita foram incubadas com o anti-soro policlonal contra TclP (diluicdo 1:25) e com o
anticorpo secundario anti-1gG conjugado a FITC (dilui¢do 1:400), bem como com o marcador do cinetoplasto e
nacleo, Hoechst 33258. Na parte inferior, temos a co-localizagcdo da TcIP com isoforma citoplasmética da
enzima malato desidrogenase-like (MDH) (1:20); para tanto foram igualmente utilizados o anti-TcIP juntamente
do anti-lgG de camundongo conjugado a FITC, a sonda Hoechst 33258 e, finalmente, o anticorpo primério
contra TcMDH em vermelho, bem com o anticorpo secundéario anti-lIgG de coelho conjugado a Alexa Fluor®
546 na diluicdo de 1:400. SPI: soro pré-imune; Epi: formas epimastigotas; Meta: tripomastigotas metaciclicos;
Ama: formas amastigotas; Epi-like: epimastigotas intracelulares; Tripo: tripomastigotas derivados de cultura. N:
nlcleo; C: cinetoplasto. A colocalizagdo de imagens foi feita utilizando o software ImageJ (NIH).
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Figura 13 - Fracionamento seletivo de formas epimastigotas com digitonina. Epimastigotas foram
permeabilizados com concentracdes crescentes de digitonina (0 — 2,5 mg/mL). O sobrenadante (S) e a fracdo
insoltvel ou pellet (P) de cada extrato foram analisados por western blotting. As membranas contendo as
amostras foram incubadas contra o soro anti-TclP (1:1000), anti-Tirosina Aminotransferase de T. cruzi (TAT)
utilizada como marcador citosdlico, anti-TcGAPDH como marcador glicossomal e anti-Aspartato
Aminotransferase, ASAT, um marcadador mitocondrial. A massa molecular de cada proteina encontra-se
discriminada ao lado (a esquerda) de cada blotting, sendo: TAT, 45 kDa; mASAT, 50 kDa; GAPDH, 39 kDa e
IP 47 kDa.

4.5.3 A atividade da TclIP nao foi passivel de deteccéo

Como parte da caracterizacdo da enzima TclP, partimos para a padronizagdo do ensaio
de medicdo da atividade enzimatica, utilizando a proteina recombinante obtida. Foram
realizadas tentativas de determinacdo da atividade enzimatica da TclP, cuja reacdo consiste
em uma hidrolise do substrato imidazolona-propionato (IPA), resultando na formacgdo do
produto formimino-glutamato (FiGlu). Nesse momento, nos deparamos com algumas
dificuldades no que diz respeito ao substrato da enzima. O IPA é um composto que apresenta

instabilidade quimica consideravel, o que resulta em sua decomposicéo espontanea quando na
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presenca de oxigénio, em intermediarios relatados na literatura. Diante do exposto e, lancando
méo das metodologias detalhadas anteriormente, duas abordagens foram usadas na tentativa
de medicéo da atividade enzimatica da TclP. Como o IPA n&o esta disponivel comercialmente
e sua sintese quimica é infactivel, ambas as abordagens foram realizadas utilizando a proteina
recombinante TcUH, com o intuito de proceder a sintese enzimatica in vitro do IPA, a partir
do urocanato.

Em ambas as abordagens, nao foi possivel demonstrar a atividade enzimética da TclP.
No primeiro caso, usando as duas recombinantes descritas, iniciamos a reagdo com a TcUH
acompanhando em tempo real no espectrofotdmetro o consumo de urocanato mediante
leituras de absorbancia 6tica a 277 nm, em distintas reagdes, onde testamos difentes intervalos
de tempo. Posteriormente,fizemos a troca do comprimento de onda para 264 nm (absorcao
maxima do IPA) e entdo adicionamos a TcIP, em diferentes quantidades (50 — 400 pg). N&o
se observou queda ou aumento na absorbancia, um comportamento muito parecido com a
mistura de reacdo sem a enzima TclP. Mais que isso, € importante ressaltar que o0s
comprimentos de onda de absorcdo do urocanato e do IPA sdo préximos e constatamos a
posteriori que o urocanato também absorvia no A de 264 nm (para verificar essa possivel
interferéncia ndo colocamos TclP). Assim concluimos que esse método nao seria o ideal, uma
vez que essa possivel sobreposicdo nos comprimentos de ondas utilizados, acarretaria
controvérsias na interpretacdo dos resultados.

Em relacdo a segunda abordagem, foi realizada a tentativa de medicéo da atividade
enzimatica da TclP espectrofotometricamente em reac6es de ponto final, mediante trés
reacOes acopladas. De forma anéloga ao descrito acima, a reacdo para TcUH foi empregada
com o objetivo de se obter enzimaticamente o substrato IPA e, por acdo da TclP, formar o
produto (FiGLu). Brevemente: a reagdo da TcUH foi processada em tubos eppendorf, em
diferentes tempos, incubados a 28 °C (reacdo A). A reacdo B (reacdo A + NaOH 2,5 M), teria
por objetivo a hidrolise alcalina do produto FiGLu, formando Glu e formamida, realizada a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi acrescido HC1 2,5 M para equilibrar o pH e a
reacao foi interrompida pela adicdo de TCA 20% e, finalmente, a reacdo C consistiria entdo
na deteccdo final do Glu pela glutamato desidrogenase (GDH), monitorando-se
espectrofotometricamente o aparecimento de NADH a 340 nm (Figura 14). Através dessa
reacdo, seria possivel detectar o Glu formado anteriormente e fazer uma estimativa

quantitativa do mesmo, através de uma curva de calibragdo prévia. Algumas tentativas de
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medicdo da atividade enzimatica foram realizadas, no entanto nao foi possivel a detec¢do da
atividade da GDH e, consequentemente, da TcIP, nesse contexto.

Sendo assim, muito embora o raciocinio tenha sido coerente na elabora¢édo do método,
nos deparamos com a falta de padrdes dos compostos que deveriamos detectar (IPA, FiGlu),
de forma que pudéssemos de fato validar a técnica. Isso quer dizer que, apesar de sabermos
que o unico produto da TcUH € o IPA, ndo se pode afirmar rigorosamente se esse é capaz de
se manter estavel em solugdo e por quanto tempo. Mais que isso, ndo podemos assegurar, por
exemplo, que a hidrolise alcalina do FiGlu funcionou bem, uma vez que ndo tinhamos o

reagente comercial para fazer esse teste.

A UH P
urocanato =™ IPA FIGLU
L_Y_J
Geragdo do substrato
enzimaticamente
B NaOH
2,5M
FIGLU formamida + | glutamato
C
[ NAD® | §__p | NADH+H" J
glutamato + H,0 —> a-cetoglutarato + NH;

Figura 14 - Representagdo esquematica das reacgdes enzimaticas acopladas usadas para determinacéo da
atividade da TclP. A. Reacdo da TcUH para geracdo in vitro do substrato imidazolona propionato (IPA) da
enzima TclP, e subsequente demonstracdo da reacdo dessa enzima formando formimino-glutamato (FiGlu). B.
Hidrolise alcalina do FiGlu, usando 2,5 M de NaOH, resultando na formacdo de formamida e glutamato como
produtos dessa reagdo. C. Detec¢do final de glutamato por acdo da GDH comercial de Bos taurus, via reducdo de
NAD.

4.5.4 O IPA é espontaneamente oxidado em reacgéo

Prosseguindo nesse sentido, fomos verificar se de fato o IPA formado pela reacdo da
TcUH estava sendo convertido imediatamente pela TcIP no produto seguinte, formimino-
glutamato ou, ao invés disso, oxidado espontaneamente a outros intermediarios. Nesse ponto
vale ressaltar que um processo nao exclui o outro, uma vez que podem estar ocorrendo
simultaneamente.

Para de fato demonstrar se o IPA estava passando por esse processo de decomposi¢éo
espontanea, ndo enzimatica, usamos o corante DCPIP como aceptor de elétrons. O raciocinio
desse experimento encontra-se esquematicamente demonstrado na figura abaixo (Figura 15

A): ou seja, por acdo da TcUH, o IPA ¢ formado em reagdo, a partir do urocanato; o IPA,
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como descrito na literatura, pode ser oxidado espontanemante na presenca de oXigénio,
processo que pode ser evidenciado quando adiciona-se DCPIP, um aceptor de elétrons; em
um segundo momento, ao acrescentar TcIP concomitantemente a TcUH, em teoria o processo
de decomposicdo espontanea do IPA seria minimizado, forcando que esse fosse consumido
enzimaticamente, gerando formimino-glutamato. Os primeiros testes foram feitos somente
com a TcUH, onde demonstramos que o IPA estd sendo oxidado espontaneamente e,
consequentemente o DCPIP reduzido. Controles sem enzima e sem urocanato foram
realizados (Figura 15 B); a Figura 15 C sugere uma resposta linear no numero de mols de
DCPIP reduzido por min, frente ao aumento de enzima - TcCUH. Em um segundo momento, a
TclP recombinante foi adicionada na reacdo e observamos que, independente da quantidade
de TcIP adicionada (100 e 200 pg, respectivamente), em diferentes combinagdes com a
TcUH, néo se observaram diferencas na resposta, em termos de redugdo do DCPIP, em
relacdo a reacdo onde tinhamos somente a primeira enzima (Figura 15 D). Isso pode indicar
gue a enzima TclP ndo esta ativa ou que o processo de oxidacdo espontanea do substrato é

muito mais eficiente que o consumo enzimatico do mesmo.
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Figura 15 - Oxidagdo néo enzimatica do IPA. A. Demonstracdo esquematica da abordagem tedrica usada para
0 desenho experimental; uro (urocanato), UH (urocanato hidratase), IPA (imidazolona-propionato), IP
(imidazolona propionase), FiGlu (formimino-glutamato), DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol), ox (oxidado) ou
red (reduzido). B. Redugdo do DCPIP resultante da oxidag&o do IPA via reacdo da TcUH, a partir do substrato
urocanato. N&o se observa reducdo do corante quando a reacdo se da sem a enzima ou sem substrato. C. Gréfico
mostrando tendéncia linear em relagdo ao nimero de mols de DCPIP reduzidos por min, frente ao aumento de
TcUH adicionada. D. Diferentes combinagdes de TcUH e TclP em reacdo: a esquerda temos 50 pug de TcUH
(Al), acrescidos de 100 ug (A2) ou 200 pg de TclP (A3), por outro lado a direita temos 100 pg de TcUH (B1),
acrescidos de 200 pg de TclP (B2).

4.6 A via de degradacao de His apresenta caracteristicas bioquimicas ndo canénicas

Como descrito na literatura, o intermediario IPA apresenta instabilidade quimica
consideravel, motivo que dificulta tanto a comercializacdo quanto a sintese quimica do
substrato. Além disso, a decomposi¢do ndo enzimatica do substrato a a-KG na presenga de
oxigénio foi descrita. Esse fato levou-nos a considerar a possibilidade da formacgdo do que
chamamos de um “atalho” ou “curto circuito” na via, que conduziria em apenas dois passos
enzimaticos ao intermediario do ciclo de Krebs, a-KG. Por outro lado, a via poderia também
operar em quatro reacdes gerando glutamato (como convencionalmente descrito), disponivel
para outras reacdes relevantes, tais como biossintese de metabolitos importantes para a
biologia do parasita, como glutamina, prolina, entre outros (Figura 16).

Nesse sentido, a hipOtese que desenvolvemos € que a via completa (4 passos
enzimaticos) so seria ativa quando a TclP se apresente formando um complexo com a TcUH
(segunda enzima da via) capaz de “proteger” o substrato no seu transito entre os sitios ativos

das duas enzimas. Se o complexo ndo se formar, o substrato tenderia a se decompor
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espontancamente formando a-KG. Sendo assim, acredita-se que a expressdo da TcIP e a
formacgdo do complexo determinaria se His gera a-KG, alimentando diretamente o ciclo de

Krebs, ou formaria glutamato, outro metabdlito chave para o parasita.

k/\b TcHAL TcUH NH TcIP
[_
ks ,j/\/\L
H

OH Formimino
L T >
N HN\/NH glutamato
NH HZO

histidina urocanato 4-imidazolona-
5-prop|onato

a-cetoglutarato glutamato

Figura 16 - Representacdo esquemdtica da via de His e sua possivel ramificacdo. O intermediario 4-
imidazolona-5-propionato (IPA) pode ser convertido espontaneamente a a-KG, conduzindo este metabolito a
entrar diretamente no ciclo de Krebs. Por outro lado, a via pode também operar em quatro rea¢bes gerando
glutamato, disponivel para outras reacGes relevantes, tais como biossintese de metabdlitos importantes para a
biologia do parasita, como glutamina, prolina, entre outros.

Dito isso, neste momento o trabalho se subdivide em duas grandes frentes:

A. Avaliacdo da interacdo entre as enzimas TcUH e TclIP mediante a formacéo de

um complexo macromolecular;

B. Demonstracdo da ramificacdo na via: o metabolismo de degradacdo de His é

operativo em apenas dois passos enzimaticos.

4.7 Avaliacdo da possivel interacdo entre as enzimas TcUH e TclP mediante a formacao
de um complexo macromolecular

4.7.1 Abordagens para detec¢do do complexo in vitro

4.7.1.1 Ensaios de Pull-down

A enzima TcUH foi recombinantemente expressa e purificada por cromatografia de
afinidade, até a etapa que precede a eluicdo (condicdes essas estabelecidas no trabalho de
doutorado da Dra Maria Julia Barison). Nesse momento foi adicionado extrato de formas
epimastigotas de T. cruzi, em fase exponencial de crescimento e deixou-se incubar (a matriz

de Ni?* imobilizada com a TcUH recombinate e o extrato — fonte de TcIP) sob agitacao por 2
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h a 4 °C. Depois disso, seguiu-se a purificacdo do possivel complexo, respeitando as
condicdes de purificacdo para TcUH recombinante, eluindo com 500 mM de imidazol. As
fragdes coletadas foram analisadas em um SDS-PAGE 10% (Figura 17 A) e depois
transferidas para uma membrana e submetidas a analise por western-blotting (Figura 17 B),
utilizando para tanto soro contra TcUH (controle positivo) e contra TclP (para entdo
demonstrar se a TCUH recombinante ¢ capaz de “capturar” a TCIP presente no extrato total de
parasitas). Através desse experimento foi possivel demonstrar que a TcUH recombinante é
capaz de “capturar” a TCIP presente no extrato total de parasitas, sendo esse o primeiro indicio
de que ambas proteinas estdo associadas.

O experimento reciproco foi realizado com a TclP recombinante. As fraces coletadas
apos a purificacdo foram igualmente analisadas em um SDS-PAGE 10% (ndo mostrado) e
depois transferidas para uma membrana e submetidas a analise por western-blotting (Figura
17 C), utilizando para tanto soro contra TclP (controle positivo), quanto contra TcUH. Foi
possivel demonstrar que a TcIP recombinante ¢ capaz de “capturar” a TcUH presente no
extrato total de parasitas, seguindo confirmando nossa hipdtese de interacdo entre tais
proteinas.

4.7.1.2 Cromatografia de Exclusdo Molecular

Seguiu-se com o intuito de melhor conhecer a possivel interacdo TcUH-TcIP,
dispondo-se da técnica de Cromatografia de Exclusdo Molecular. De forma preliminar e
introdutiva, primeiramente foi estudado o perfil de cada uma das proteinas em separado,
utilizando para tal, as duas enzimas recombinantes. A fim de avaliar a interacdo entre as
proteinas, seguimos como relatado no item anterior (TCUH recombinante e TclP capturada a
partir do extrato total de epimastigotas). A deteccdo das proteinas nas fracbes obtidas foi feita
pelos métodos de Bradford e ELISA. Para a técnica de ELISA foram utilizados os soros
especificos contra as duas proteinas recombinantes em questdo (TcUH e TclP), na diluicdo de
1:1000.

Como podemos observar na Figura 18 A, correspondente a TcUH recombinante, essa
proteina esta presente predominantemente na fracdo 38 e, quando fazemos os calculos com
base na curva de calibracdo mostrada na Figura 18 D, podemos estimar que a massa
molecular dessa enzima esta em torno de 113 kDa, sugerindo que se organiza como um

dimero, levando em consideracdo que a massa molecular predita para TcUH é de 75,61 kDa
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(incluindo a cauda de 6 x His). Por outro lado, quando analizamos a Figura 18 B,
correspondente a TclIP recombinante, essa proteina estd presente predominantemente na
fracdo 41 e, de forma andloga ao relatado para TcUH, podemos estimar que a massa
molecular dessa enzima estd em torno de 67 kDa, sugerindo que se organiza como um
monodmero, levando em consideracdo que a massa molecular predita para TcIP é de 51 kDa
(incluindo a cauda de 6 x His). Finalmente, a Figura 18 D aponta para uma possivel
organizacdo do complexo TcUH-TcIP, uma vez que a fragdo reconhecida com o soro anti-
TclIP (fracdo 35) corresponde a uma massa molecular aproximada de 187 kDa, o que sugere
uma relacdo de um dimero de TcUH (=113 kDa) + um mondémero de TCIP (= 67 kDa),

somando aproximadamente 180 kDa, préximo ao encontrado (=187 kDa).
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Figura 17 - Avaliacdo da interacéo entre as proteinas TcUH e TclP por Pull-down. A. SDS-PAGE 10%
mostrando as diferentes fracdes de eluicdo provenientes da purificagdo TcUH recombinate/extrato soltvel de
epimastigotas de T.cruzi; evidenciando na altura aproximada de 70 kDa, a TcUH super-expressa e na altura
aproximada de 50 kDa, a provavel TclP; B. Ensaio de western blotting, usando em cima, soro anti-TcUH e,
embaixo soro anti-TcIP. C. Ensaio reciproco: western-blotting, utilizando, como mostrado em cima, soro anti-
TclP e embaixo, soro anti-TcUH. SDS-PAGE referente a esse western-blotting ndo mostrado.
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Figura 18 - Andlise da interacio protéica TcUH-TcIP utilizando a técnica de Cromatografia de Exclusdo
Molecular. A. Analise da conformacdo oligomérica da TcUH recombinante, cuja identificagdo se deu pelo
método de Bradford e pela técnica de ELISA usando o soro anti-TcUH. B. Andlise da conformagao oligomérica
da TclP recombinante, de forma semelhante ao relatado para TcUH, porém, nesse caso, usamos o soro anti-TclP.
C. Analise da fragdo recuperada ap0s a incubagéo da TcUH recombinante com extrato total de epimastigotas de
T. cruzi, valendo-se da técnica de Bradford e ELISA, onde ambos soros descritos foram utilizados. D. Proteinas
padrdo usadas para calibragdo da coluna e para estabelecer a conformacdo oligomérica das amostras; ferritina
(440 kDa), aldolase (158 kDa), conalbumina (75 kDa), ovalbumina (44 kDa), D+ glicoseanidra, glicoproteina
(29 kDa), ribonuclease A (13,7 kDa) e aprotinina (6,5 kDa).

4.7.1.3 Avaliacdo da interacdo UH-IP a partir da expressao de proteinas recombinantes

Continuando com nossa abordagem, fizemos uso de cromatografia de afinidade com
matriz de Ni**-NTA, utilizando as construcdes pET28-TclIP (obtida nessa trabalho) e pET24-
TcUH (oriunda do trabalho de Doutorado da Dra. Maria Julia Barison), ambas clonadas com
uma etiqueta de seis residuos de His nos extremos N e C terminal, respectivamente. Em
paralelo, ambas as sequéncias codificantes para TcUH e TclP foram novamente clonadas em
vetor de expressdo pET-24a(+), de modo que desenhamos iniciadores especificos onde
preservamoso codon de parada de cada sequéncia e, por consequéncia, geramos construgdes
PET24-TcUH e pET24-TclIP sem a cauda de 6 x His. De acordo com o raciocinio dessa

adordagem, a proteina que estivesse fusionada a cauda 6 x His (seja a TcUH ou a TclP) se
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ligaria & coluna através da formagdo de complexos de cordenacdo estabelecidos entre o Ni?*
(da matriz Ni®-NTA) e o anel imidazélico da histidina; a ligagdo da outra proteina em
questdo (TcUH ou a TcIP sem a cauda 6 x His) a matriz, no entanto, estaria totalmente
depende da sua capacidade de se associar & primeira fusionada a cauda de 6 x His.

A Figura 19 mostra uma representacdo grafica do racional desse experimento, bem
como as eluicbes resolvidas em um gel de SDS 10%, posteriormente corado com AgNOs. A
andlise de identidade das bandas foi realizada para a fragdo 300 mM de imidazol (Ultima
fracdo detectavel mais pura; a fragdo de 500 mM ndo resultou bandas), cujas bandas foram
enumeradas como 1 e 2, correspondentes a TcCUH (= 75 kDa) e a TcIP (= 50 kDa),
respectivamente. As bandas foram cortadas e submetidas a analise por espectrometria de
massas e posteriormente analisadas pelo programa Mascot Search Results. A Tabela 2 traz
uma analise detalhada desse resultado. Foi possivel detectar tanto a proteina isca TcUH
(Tc00.1047053504045.110, urocanato hidratase, cepa CL Brener, cuja massa estimada é
75.406 Da), quanto a proteina de interesse TcIP (Tc00.1047053508741.140, imidazolona
propionase, cepa CL Brener, cuja massa estimada é 47.274 Da). Para a primeira foi
estabelecido um score de 50, pois se tratando da proteina isca, 0s peptideos correspondentes a
essa proteina mostraram-se muito mais abundantes. Para a segunda estabelecemos um score
de 30 como limite. Para esse tipo de analise, o parametro score, fornecido pelo programa
Mascot corresponde a uma espécie de “pontuacdo” estatistica para o quao bem os dados
experimentais coincidem com a base de dados do NCBI.

Na Figura 20 temos um gel de SDS 10%, onde as elui¢cdes provenientes da interacdo
TcUH-TclIP recombinates foram resolvidas, posteriormente corado com AgNOs. A analise de
identidade das bandas foi realizada mediante a técnica de western blotting, usando 0s soros
anti-TcUH (1:1.000) e anti-TclP (1:1.000), para todas as fragcdes eluidas, no qual se detectou
bandas na altura de ~ 75 kDa, correspondente & TcUH, bem como & TclP, na altura
aproximada de 50 kDa. No entanto, somente na fragdo “150 mM imidazol” conseguimos
obter um sinal mais limpo. A andlise por espectrometria de massas também sera realizada
para confirmar a identidade dessas proteinas. Diante do obtido, esses resultados vém a
corroborar com aqueles obtidos até o momento no que diz respeito a identificagdo do

complexo TcUH-TcIP.
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Figura 19 - Interacdo entre as proteinas TcUH-TcIP mediante expressao e purificacdo recombinante,
usando TcUH como isca. A. Representacdo esquematica da estratégia usada nesse experimento, onde
demonstramos ambas proteinas ligadas & matriz de Ni**-NTA, sendo que, para TcUH, essa ligacdo é possivel em
funcdo da etiqueta de 6 x His e, para TcIP, essa ligagdo é exclusivamente dependente de sua capacidade de se
associar @ TcUH. B. Gel de SDS 10%, corado com AgNO;_ As fragdes demonstradas correspondem a lavagem
(5 mM imidazol) e eluigdes em fungdo do aumento da concentragdo de imidazol, variando de 30 a 500 mM e
passivel de deteccdo até 300 mM. As bandas anotadas com ndmeros 1 e 2 foram analidas por espectrometria de
massas, correspondentes a fragdo “300 mM”, uma vez que se trata da fragdo mais pura. Foram aplicados 100 pL
de amostra por canaleta e cerca de 8 uL. do marcador de massa molecular. A seta azul corresponde a TCUH (= 75
kDa) e a amarela a TcIP (= 50 kDa).

Nome da proteina Identificagdo Peptideo Score] Peptideo Score
R.ETSDLYDGSSLTADMAVQNVIGDAFR.G | 108 |K.MMVEDPAMFK.E 61

R.FWDYGNSFLLEASR A 100 [R.JATETLEK.L 59

R.AVITNGMMVPNYSTR.E 80 |K.ELDESVPHAPK.R 57

Urocanato hidratase Cepa CL Brener KVVLTSGLGGMSGAQGK.A 78 |K.LVVGSQAR.I 55
) R.QVAAINEMSAR.G 74 |[KYLGVEDLAGKV 55

(;:az;‘;zi) T°00;2j3a9i5‘554%460;§'110 RYFNTADHEVLAEEFSR.E 72_RAGAEVWTPDDTVR.S 53

: KVVLTSGLGGMSGAQGK.A 71 RJATETLEKLMK.D 52

R.ELDEYGHIYMYR.L 71 |K.QAGENKLVVGSQAR.I 52

RWVCTSCLPEDLELTDR.I 63 |R.DHHDVSGTDSPFR.E 51

R.QAIANALRY 63 [R.AYPITDYPAK.S 50

R.MLSFGTTTVEGK.S 80 |R.GMLLFHNAEQUWQVVCGGERY | 47

Imidazolona propionase Cepa CL Brener R.AGGGIGFTTR.C 79 |R.AASEAELK.A 41
K.CNVTDTVPCEGKY 77 |K.SGYGLERDTELK.M 35

(T cruzi) N VLSFGTTTVEGK.S 67 |R.JAPPPARK.L 31
Banda 2 Massa: 47274 Da K.LNGASYMDVQR.A 62 RAHEFTMK.L 31
R.CGSLEVGKW 48 |R.RVLEAGR.K 31

Tabela 2 - Anélise por espectrometria de massas das bandas 1 e 2 provenientes da interacdo TcUH-TclP
recombinates. ldentificagdo da proteina isca TcUH e seus respectivos peptideos através do programa Mascot
Search Results. Para essa proteina, foram detalhados peptideos cujos scores foram iguais ou superiores a 50, pois
se tratando da proteina “isca”, mostrou-se muito mais abundantes. A proteina de interesse, TcIP também foi
detectada e, como resultado da anélise foram expostos os peptideos cujos scores foram superiores a 30. Os
peptideos encontrados nessa analise foram identificados mediante confronto desses dados contra a base de dados
do NCBI.
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Figura 20 -Interacdo entre as proteinas TcUH-TclP mediante expressdo e purificagdo recombinante,
usando TclP como isca. Gel de SDS-PAGE 10%, corado com AgNO; As fracdes demonstradas correspondem
a lavagem (5 mM imidazol) e elui¢Bes obtidas em fun¢do do aumento da concentracdo de imidazol, variando de
15 a 150 mM. A direita temos um western blotting representativo da fragdo “150 mM imidazol”, usando os soros
anti-TcUH e anti-TcIP (1:1000). Ambas as proteinas foram detectadas, nos tamanhos esperados; TcUH (= 75
kDa) e TcIP (= 50 kDa). As setas azuis correspondem a TCUH e as amarelas & TclP, ambas encontradas na altura
esperada.

—
——

Os resultados obtidos até 0 momento mostraram que, a0 menos nas condicdes testadas,
TcUH e TclP estariam interagindo in vitro. Para confirmar estes resultados, consideramos
necessaria a utilizacdo de uma metodologia que permitisse a purificacdo do complexo em
condigdes mais proximas as fisioldgicas, eliminando assim a possibilidade de um falso
positivo na interacdo de ambas as proteinas. Elegemos a técnica de purificacdo por afinidade

em tandem ou TAP-Tagging, como proxima abordagem.

4.7.2 A interacdo TcUH-TcIP ocorre em condicdes fisioldgicas: Purificacdo por Afinidade
em Tandem - TAP-Tagging.

4.7.2.1 Amplificacdo e clonagem das sequéncias TcUH e TcIP em vetor pTEX-TAP-Tagqging

Como exposto anteriormente, buscamos a padronizagcdo de uma metodologia que
permitisse a purificagdo do complexo em condi¢des mais proximas ao fisioldgico. Elegemos a
técnica de Purificagdo por Afinidade em Tandem ou TAP-Tagging em combinagdo com a
analise final das proteinas por espectrometria de massas. Basicamente, o sistema de TAP-
Tagging consiste em utilizar uma etiqueta constituida de trés grandes dominios no extremo C-

terminal: uma proteina A de Staphylococcus aureus, com seus dois dominios de ligacdo a 1I9G



102

e um peptidio de ligacdo a calmodulina (Calmodulin Binding Protein - CBP), separado por
um sitio de clivagem (TEV protease). O plasmideo pTEX-TAP-Tagging (pTTG) foi
gentilmente cedido pelo Dr. Esteban Serra, da Universidade de Rosario, Argentina, e se
encontra originalmente clonado com outro inserto, sendo importante, assim, uma etapa prévia
de retirada desse inserto para que 0s atuais genes de interesse pudessem ser clonados.

As construcdes pTTG-TcUH e pTTG-TclP foram obtidas mediante a amplificagédo
inicial de tais sequéncias (cujos nimeros sistematicos ja foram anteriormente relatados) do
genoma total de formas epimastigotas de T. cruzi, usando iniciadores especificos com sitios
de clivagem para Xbal e Hindlll, previamente inseridos (Figura 21 A). Em um segundo
momento, ambos o0 vetor e as sequéncias de interesse foram digeridos com as enzimas de
restricdo citadas, para posterior reacdo de ligacdo e consequente clonagem, resultando nas
construcdes pTTG-TcUH e pTTG-TclP (Figura 21 B). Ap6s a transformacdo de E. coli
XL1Blue com essas construgdes, clones foram analisados por PCR de coldnia, por digestdo
com enzimas de restricdo, onde se observou a liberacdo dos fragmentos especificos, no
tamanho esperado, aproximadamente 2.000 pb para TcUH e 1.300 pb para TcIP (Figura 21
C), bem como PCR das construcfes e sequenciamento automatico a fim de confirmar se as

sequéncias se encontravam efetivamente em fase de leitura (Figura 21 D).

4.7.2.2 Confirmacado dos epissomos por western blotting e imunofluorescéncia

Logo apds o sequenciamento das construcdes, formas epimastigotas de T. cruzi foram
transfectadas (ver 3.6.1) e as populacbes provenientes das duas linhagens mutantes (TCUH e
TclP) foram selecionadas utilizando geneticina (G418). O T. cruzi é sensivel a G418 e isso
pode ser revertido pela insercdo do vetor pTEX-TAP-Tagging, que confere resisténcia a
G418, permitindo o uso deste como marcador de selecdo no ensaio de transfec¢do. A
verificacdo da presenca do epissomo, bem como a expressao da proteina de fuséo foi realizada
por ensaios de western blotting com anticorpo contra calmodulina — CBP (Figura 22 A) e
também contra as respectivas proteinas de interesse, TcCUH e TclP (Figura 22 B). Ambos 0s
ensaios, onde fizemos uso dos anticorpos citados, provaram a presenga dos epissomos nas
linhagens pTTG-TcUH e pTTG-TclP, passiveis de detec¢cdo nos blottings demonstrados.

Também nos interessou verificar o qudo homogénea estava a populagdo de parasitas
em relagdo a presenca do epissomo e, por isso, fizemos um ensaio de imunofluorescéncia

indireta usando como anticorpo primario anti-CBP e o anticorpo secundario, anti-1gG de
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camundongo conjugado a sonda Alexafluor488 (1:400), para ambas linhagens; finalmente
como marcador de DNA total usamos a sonda Hoechst 33258. Como demonstrado na Figura
22 C, h& indicios de uma distribuicdo homogénea da fluorescéncia, mostrando que a selecéo
foi eficiente. Como podemos observar, hd uma expressdo protéica levemente mais acentuada
nas fracbes onde colocamos as concentragdes mais altas de G418 (tendo em mente que
carregamos a mesma quantidade de amostra), sendo assim, ambas as linhagens foram

mantidas em cultivo sob pressao seletiva continua com LIT 10% SFB + G418 200 pug/mL.

A B C TTG-TcUH X/H
TclP pTTG TcUH X/H  TelP X/H TTG-TclP X/H

R

S @& @ @
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Figura 21 - Amplificacdo da TcUH e TclIP do genoma de T. cruzi e clonagem em vetor pTEX-TAP-
Tagging. A. Amplificacdo dos genes TcUH (c e d), na altura aproximada de 2.000 pb e TcIP (f e g), na altura
aproximada de 1.300 pb, a partir do genoma total de T. cruzi, obtido pela reacdo de PCR. Em (b) e (e) temos o
controle negativo de ambas as rea¢des de PCR correspondentes a cada gene. B. Digestdo do vetor pTEX-TAP-
Tagging (c) e TcUH (d, e, f) e TcIP (g, h i) com as endonucleases previamente inseridas nos primers, Xbal e
Hindlll. Em (b) temos o plasmideo fechado. C.Verificacdo das contrugdes usando as endonucleases de restricao
Xbal e Hindlll, liberando as sequéncias de interesse, TcUH em (b) e TclP (c, d e). Em (a) temos o marcador de
massa molecular. D. Demonstracdo das sequéncias clonadas em fase de leitura com o peptideo de ligacéo a
calmodulina (CBP), confirmadas por sequenciamento automatico. Em azul, destaca-se o final da sequéncia
codificante para TcUH (parte superior da figura) e TcIP (parte inferior da figura).
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Figura 22 - Ensaios de western blotting e imunofluorescéncia indireta para identificar a presenca dos
epissomos UH e IP nas linhagens celulares transfectadas. Western blotting usando diferentes anticorpos, com
0 objetivo de identificar os epissomos, bem como verificar se a concentragdo de geneticina (G418) teve algum
efeito sobre a expressdo génica das enzimas clonadas relatadas. As concentracBes testadas foram 10, 40, 100 e
200 ug/mL. Além disso, foi feito um controle sem G418 para cada condicdo e os parasitas tipo selvagem. A. Em
primeiro lugar, utilizou-se o anticorpo contra a calmodulina 1:10.000 (Calmodulin Binding Protein), como
vemos a esquerda para pTTG-TcUH e a direita para pTTG-TclP. B. Também neste sentido, os anticorpos contra
TcUH a esquerda e contra TclP, a direita foram empregados nas mesmas condi¢des da amostra. O tamanho
dessas proteinas é consequiéncia de seu massa original mais a etiqueta (21 kDa) codificada pelo plasmideo, sendo
aproximadamente 95 e 70 kDa, para UH e IP, respectivamente; C. Ensaios de imunofluorescéncia com anticorpo
anti-calmodulina (CBP) para avaliar a homogeneidade das populagdes transfectadas de ambas as linhagens
guanto & marcagdo com anti-calmodulina (1:100); comparagdo entre as populagdes de parasitas mutantes pTTG-
TcUH e pTTG-TclP, com o tipo selvagem (wt), ndo marcado, usado como controle desse experimento. Para
marcacdo de nlcleo e cinetoplasto usamos Hoechst (1:2.000).

4.7.2.3 Demonstracdo da formacdo do complexo TcUH-TcIP a partir de extratos de
epimastigotas de T. cruzi

O método de purificacdo de proteinas por afinidade em tandem ou Tandem Affinity
Purification consiste em dois passos de purificagdo por afinidade sequenciais, tendo por
objetivo diminuir a presenca de contaminantes nas amostras a serem analisadas. E importante

ressaltar que, neste trabalho, investimos um periodo consideravel na padronizacdo desse
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método, que ndo fazia parte das rotinas do nosso laboratdrio, e ndo tinha sido testado até o
momento para a cepa CL 14.

A principio, na primeira etapa de purificacdo, extratos de formas epimastigotas
transfectados com pTTG-TcUH ou pTTG-TclIP foram crescidos em larga escala e processadas
conforme detalhado (3.6). FracGes soluveis advindas de tais extratos, contendo o provéavel
complexo proteico fusionado a etiqueta de proteina A e calmodulina (seja da linhagem
mutante pTTG-TcUH ou pTTG-TcIP usadas como “isca”), foram incubados com a resina de
IgG-Sepharose durante 16 h, visto que a proteina A tem dois dominios de ligacdo a IgG.
Passado esse periodo, seguiram-sesucessivas lavagens e uma fracdo dessa amostra inicial,
correspondente a matriz de 1gG ligada ao provavel complexo TcUH-TcIP (denominada eluato
1), foi coletada, separada e desnaturada para posteriormente ser aplicada e resolvida em gel de
SDS 10%. O restante da amostra inicial foi tratada com a protease TEV, a fim de romper a
ligacdo do provavel complexo TcUH-TcIP da matriz de IgG, preparando essa fracdo para
incubacdo com a matriz de calmodulina (segundo passo dessa purificacdo). No entanto, apos
repetir tal experimento algumas vezes, notamos que ndo obtivemos sucesso na etapa de
clivagem com TEV, para ambas as linhagens mutantes. Sendo assim, ndo tinhamos
quantidades significativas de proteinas para seguir com a segunda etapa de purificacédo e, por
isso, somente a primeira purificacdo foi feita. Do dito, o eluato 1 de cada uma das
purificacBes, onde alternamos a proteina isca entre TcUH e TclP, foi resolvido em um gel
SDS 10% e posteriormente segui-se coloragdo com AgNOs;. O gel resultante encontrase-se
demonstrado na Figura 23, onde a seta amarela corresponde a proteina TcUH fusionada a
etiqueta de proteina A e calmodulina, as setas pretas e 0s correspondentes numeros indicam as
bandas de interesse que foram cortadas do gel e analisadas por espectrometria de massas. A
identificacdo se deu com o programa Mascot Search Results. As estrelas correspondem as
cadeias pesada (em vermelho) e leve (em azul) da imunoglobulina G. O parametro score,
fornecido pelo programa Mascot corresponde a uma “pontuacao”™ estatistica para 0 qudo bem
0s dados experimentais coincidem com a base de dados do NCBI; o score dado para uma
proteina trata-se da soma de cada peptideo individualmente detectado, levando em
consideracdo paramétros especificos, como por exemplo a massa de cada peptideo e a razdo

massa/carga individual dos mesmos, para todos 0s peptideos que correspondam a proteina.
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Figura 23 - Purificacdo do complexo TcUH-TclP por TAP-Tagging. Gel de SDS 10% corado com AgNOjs
Para ambas as linhagens, L1 (50 pL de amostra aplicada) representa uma fracdo de lavagem ap0s a incubagdo do
extrato soldivel com a matriz de 1gG Sepharose overnight e a Eluigdo (100 pL de amostra aplicada) corresponde a
fracdo de proteinas que se ligaram & matriz de 1gG atreladas a proteina isca (UH ou IP). A esquerda, linhagem
pTTG-TcUH, onde indica-se em amarelo a TcUH fusionada a proteina A + CBP (72 kDa + 21 kDa tag = 90
kDa); as setas pretas indicam as bandas 1 e 2, que em funcdo de seu massa molecular aparente
(aproximadamente 50 kDa), se mostraram sugestivas como possivel TcIP e foram cortadas e analisadas por MS.
A direita, linhagem pTTG-TclP, onde a seta preta indicando a banda 3, que, de acordo com seu massa molecular
estimado (65-75 kDa), se encontra numa altura compativel com a TcIP fusionada a proteina A + CBP (47 kDa +
21 kDa tag = 68 kDa), bem como a proteina de interesse TCUH (=72 kDa). Essa banda, por resultar mais
promissora, foi cortada e analisada por MS. As estrelas correspondem as cadeias pesada (em vermelho) e leve
(em azul) da imunoglobulina G.

A interpretacdo dos dados brutos provenientes da analise por espectrometria de massas

das bandas 1 e 2, fracdo denominada Elui¢do - pTTG-TcUH, ndo resultaram na proteina de

interesse TclP, onde nesse caso, usamos a proteina TcUH fusionada a cauda de proteina A +
calmodulina como isca. Como resultado conjunto dessa andlise, foi identificada,
majoritariamente a proteina isca TcUH, sequéncia Tc00.1047053504045.110, urocanato
hidratase, cepa CL Brener, cuja massa estimada é 75.406 Da, como demonstrado na Tabela 3.

Mais especificamente,estabelecendo como limite um score de 30, foram encontrados
cerca de 24 peptideos comuns para ambas as bandas,e algumas sequéncias peptidicas unicas
para cada banda, sendo 5 delas, exclusivas para banda de nimero 1 e as 16 restantes, para
banda identificada com numero 2. Ainda nesse sentido, a anélise da banda 1 ainda resultou na
proteina B-tubulina (Tc00.1047053506563, massa estimada de 50.352 Da), compreendendo
cinco peptideos, cujos scores variaram de 45-69 e, para a banda 2, encontramos ainda uma
Glutamil carboxipeptidase (Tc00.1047053507657.20, massa estimada de 44.212 Da), com um
score de 47. Na tabela 3, foram identificados os peptideos para TcUH cujo score foi igual ou
superior a 50, para ambas as bandas (como apenas a proteina isca foi identificada e, por
consequéncia sempre aparece mais abundante, identificamos nesse tabalho somente os

peptideos cujos scores dados foram mais altos,a titulo de simplificacdo). Em relacéo ao fato
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de ndo identificarmos a proteina de interesse TclP, acreditamos que isso se deu ao fato de que,
nessa altura (em torno de 50 kDa) também se encontra a banda referente a cadeia pesada da
IgG e, como essa se encontra em quantidade abundante, poderia estar gerando um sinal de

intensidade elevado, mascarando um sinal de menor intensidade.

Nome da Score

proteina Identificagdo Peptideo b1/b2 Peptideo Score

K.GPVVLSR.D 55/50 |R.AWSGNACGHEAMLR.A* 70

K.LMLLWDVLNGVTR.R 91/62 |R.FWDYGNSFLLEASR.A* 71

R.ELDEYGHIYMYR.L 68/59 |[KVVLTSGLGGMSGAQGK.A* 81

K.EAVSIGFLGNVVTVWER.L 69/67 |K.ELDESVPHAPK.R** 54

Seyom (L Brser RWVCTSCLPEDLELTDR.I 87/77 [R.RAWSGNACGHEAMLR.A** 68

Urocanato hidratase 100.1047053504045.110 R-AGAEVWIPDDTVRS 53/42 [R.QVAAINEMSAR.G + Oxidation (M)** 69

(T. cruzi) : =Y KWVITSGLGGMSGAQGK.A 82/71 [KVVITSGLGGMSGAQGK.A + Oxidation (M)** | 92

Massa: 75406 Da K YLGVEDLAGKY 61/63 K.MMVEDPAMEFK.E + Oxidation** 62

R.ILYADCEGR.Q 59/60 [R.ELDEYGHIYMYR.L + Oxidation (M)** 50

R.KYLGVEDLAGKY 68/81 |R.FWDYGNSFLLEASR.A** 67

R.VEGLHVTVPQHVHPDVLK.K 56/61 - -

R.ETSDLYDGSSLTADMAVQNVIGDAFR.G | 129/56 - -

Tabela 3 - Andlise por espectrometria de massas das bandas 1 e 2 advindas da purificacdo do complexo
TcUH-TcIP por TAP-Tagging, usando TcUH como isca. Identificagdo da proteina isca TcUH e seus
respectivos peptideos através do programa Mascot Search Results. Nessa tabela, apenas foram detalhados
peptideos cujos scores foram superiores a 50. Na terceira coluna dessa tabela, temos os peptideos comuns para
ambas as bandas e os scores para as bandas 1 e 2, respectivamente (b1/b2). J& na quinta coluna, temos alguns
peptideos correspondentes a TcUH, que foram detectados exclusivamente para banda 1 (representado por um
asterisco *) ou para banda 2 (representado por dois asteriscos **). Os peptideos encontrados nessa analise foram
identificados mediante confronto desses dados contra a base de dados do NCBI.

Com relacdo a banda 3, fracdo denominada Eluicdo - pTTG-TclP, tivemos como

resultado, tanto a proteina TclP fusionada a cauda de proteina A + calmodulina, usada como

isca, como a proteina de interesse TcUH, sendo portanto possivel demonstrar a formacgdo do

complexo TcUH-TcIP em formas epimastigotas. A Tabela 4 traz uma anéalise detalhada desse

resultado. Estabelecendo como limite um score de 30, foram encontrados 15 peptideos
diferentes referentes a sequéncia Tc00.1047053508741.140, imidazolona propionase, cepa CL
Brener, cuja massa estimada é 47.274 Da (na tabela 4, foram identificados os peptideos cujo
score foi igual ou superior a 50). Em relacdo a proteina de interesse TcUH, foram
identificados 3 peptideos diferentes referentes a sequéncia Tc00.1047053504045.110,
urocanato hidratase, cepa CL Brener, cuja massa estimada é 75.406 Da. Outras proteinas
como Heat shock protein (T. cruzi, HSP70, massa estimada de 71.478 Da), compreendendo
12 peptideos, cujos scores variaram de 30-69 e uma Piruvatofosfato diquinase,
(Tc00.1047053506297.190, cepa CL Brener, massa estimada de 101.623 Da),

compreendendo 3 peptideos, cujos scores variaram de 25-36.
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Nome da proteina Identificagdo Peptideo Score
R.DVVEVQLPAVMQER.A 86
KWADVVLLHAPR.W 85
R.AGGGIGFTTR.C 84
e e e Cepa CL Brener R.MLSFGTTTVEGK.S + Oxidation (M) 81
(T. cruzi) Tc00.1047053508741.140 [K.LNGASYMDVQR.A 77
Massa: 47274 Da R.AASEAELK.A 65
R.MLSFGTTTVEGK.S 63
K.CNVTDTVPCEGK.V 60
R.GMLLFHNAEQVVQVVCGGER.Y + Oxidation (M) 57
Urocanato hidratase Cepa CL Brener Ewg:gtggm:gﬁggiﬁ +orcaten ;;
0T e Tc00.1047053504045.110 RIATETLEK.L 2

Massa: 75406 Da

Tabela 4 - Andlise por espectrometria de massas da banda 3 advinda da purificacdo do complexo TcUH-
TclP por TAP-Tagging, usando TclP como isca. Identificacdo da proteina isca TclP, bem como da proteina a
ela associada (TcUH), e seus respectivos peptideos através do programa Mascot Search Results. Nessa tabela,
para a proteina isca TclP, apenas foram detalhados peptideos cujos scores foram superiores a 50, por razdes ja
explicadas no texto acima. Para a nossa proteina de interesse, TcUH, foram expostos 0s peptideos cujos scores
foram superiores a 30. Os peptideos encontrados nessa analise foram identificados mediante confronto desses
dados contra a base de dados do NCBI.

4.8 Demonstracdo da ramificacdo na via: o metabolismo de degradagdo de His é
operativo em apenas dois passos enzimaticos.

Conforme relatado anteriormente, a decomposi¢do ndo enzimatica do intermediario
IPA a o-KG, na presenca de oxigénio, foi descritana literatura em um sistema quimico. Esse
fato levou-nos a considerar a possibilidade de que houvesse uma ramificacdo ndo enzimatica
(curto-circuito) na via de degradacgéo de His. De fato, um trabalho anterior nos alertou sobre a
possivel existéncia desse passo ndo enzimatico, que foi estudado in vitro. No entanto, estudos
de uma possivel ocorréncia desta ramificacdo em organismos vivos ndo tém sido reportados
na literatura até o momento. Neste trabalho, nos dispusemos a demonstrar essa nova
configuracdo do catabolismo de His, sugerindo que poderia ser operacional se valendo apenas
de duas etapas enziméticas. Para tanto, usamos leveduras S. cerevisiae, da cepa W303-1A,

gue ndo possuim nenhuma das enzimas que intervem na oxidacao de His.

4.8.1 Obtencéo de leveduras mutantes capazes de expressar as enzimas TcHAL e TcUH

Inicialmente, as duas primeiras enzimas da via de degradacéo de His de T. cruzi foram
clonadas e transformadas em leveduras da cepa W303-1A. Nesse sentido, a enzima TcHAL
foi clonada em vetor p426GPD, gerando a constru¢do p426GPD-TcHAL, e a TcUH em vetor
pYEP351, resultando na construgdo pYEP351-TcUH. As leveduras foram primeiramente
transformadas com a construcdo p426GPD-TcHAL e, apds selecdo feita a partir de sua

propriedade auxotréfica para uracila, foram usadas para um segundo evento de transformacao
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com a construcdo pYEP351-TcUH, nesse caso se valendo de sua auxotrofia para leucina.
Tendo em mente que a cepa utilizada nesse trabalho € igualmente auxotrofica para triptofano
e histidina, tais aminoécidos foram adicionados ao meio de cultura para a realizagdo dos
experimentos. Uma linhagem de leveduras mutantes foi gerada e denominada HU (TcHAL +
TcUH). Em paralelo, 0 mesmo processo de transformacdo e selecdo foi realizado com
leveduras transformadas com os dois vetores vazios, resultando na linhagem controle (22).

Uma vez obtida a linhagem HU, foram realizados ensaios de atividade enzimética e
western blotting, a partir de extratos obtidos de culturas de leveduras transformadas com as
enzimas de interesse, a fim confirmar a presenca e a atividade enzimatica das mesmas. Dessa
maneira, para obtencdo dos extratos proteicos, procedeu-se conforme relatado no item 3.7.1.
Brevemente, cerca de 25 mL de cultura foi crescida em meio minino definido, suplementado
com os devidos aminoacidos auxotréficos, até que se atingisse uma DOgoonm €ntre 1 e 2 €
entdo processadas utilizando pérolas de vidro para lise celular, visando a obtencédo da fracao
sollvel; a concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford, usando
BSA como padréo.

A partir de extratos proteicos obtidos foi medida a atividade da TcHAL e TcUH como
descrito em materiais e métodos. Os resultados obtidos para as enzimas TcHAL (Figura 24 A
e B) e TcUH (C e D) mostram que ambas apresentam uma cinética ajustavel a uma curva
hiperbdlica segundo o modelo proposto por Michaelis-Menten. Os valores de Ky € Viax
aparentes foram calculados e obtivemos para TcHAL, K, aparente de 0,452 + 0,127 mM e
Vimax aparente de 0,078 + 0,06 mmols. min™. mg™ e, para TcUH, Ky, aparente de 8,604 + 5,45
UM e Vi aparente de 0,026 + 0,006 pmols. min™. mg™. Em relacio aos ensaios de western
blotting (Figura 24 E e F), foi utilizado cerca de 30 ug de extrato proteico tanto da linhagem
HU, quanto da linhagem controle (29); as proteinas foram resolvidas em gel de SDS 10% e
transferidas para membrana de nitrocelulose, seguindo de blogueio e incubacdo da membrana
com os soros anti-TcHAL e anti-TcUH, na diluicdo de 1:1.000. Através desse ensaio pudemos
detectar a presenca de ambas as proteinas, cujos tamanhos se apresentaram conforme o
esperado, ~ 50 kDa para TcCHAL ¢ =~ 70 kDa para TcUH. A fracdo proteica advinda da

linhagem controle ndo apresentou bandas quando incubada com esses soros.
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Figura 24 — Ensaios de atividade enzimatica e western blotting para detec¢do das enzimas TcHAL e TcUH
em extratos de leveduras mutantes. A. Atividade da TcHAL em funcéo do tempo. As medic6es de atividade
foram realizadas a partir de ensaios espectrofotométricos em tempo real, monitorando o aumento na absorbancia
a 277 nm, correspondentes a formacao de urocanato (Mehler, 1953). A reagdo consiste em: 100 mM de tampao
Tris-HCI pH=9; 0,1 mM de MnCl,; 1,7 mM de GSH reduzido e as concentra¢es de His indicadas; dgua gsp
volume final de 1,5 mL. A reacdo foi iniciada pela adicdo do extrato proteico obtido a partir de culturas de
leveduras da linhagem HU (50-100 pg). A velocidade inicial da reacdo (V,) foi calculada na regido linear,
utilizando o coeficiente de extingdo molar para o urocanato (CEM77nm= 1,88 M™* cm™). B. Curva de Michaelis-
Menten para TcHAL. C. Atividade da TcUH em funcdo do tempo. As medicOes de atividade foram realizadas
conforme descrito, porém nesse caso, foi monitorado a diminuigdo na absorbancia a 277 nm, correspondente ao
desaparecimento do substrato urocanato. A reacdo para TcUH contém: 100 mM de tampéo fosfato de potéssio
pH=7; urocanato, na concentragdo indicada em cada caso, e agua para completar um volume final de 1,5 mL. A
reac&o foi iniciada pela adigdo de extrato proteico (100 pg). A velocidade inicial da reagdo (Vo) foi calculada da
mesma maneira. D. Curva de Michaelis-Menten para TcUH. A temperatura de reacdo para ambas as enzimas foi
28 °C, com agitacdo continua. E e F. Ensaios de western blotting para detec¢do da proteinas de interesse em
extratos proteicos HU, utilizando controle proveniente da linhagem transformada com os dois plasmideos vazios
(99); em E foi usado soro anti-TcHAL (1:1.000), resultando na detec¢éo de uma banda na altura aproximada de
50 kDa, correspondente ao esperado para TcHAL: em F, foi utilizado soro anti-TcUH (1:1.000), resultando na
deteccdo de uma banda na altura aproximada de 70 kDa, correspondente a TcUH. A incubacédo da fracdo proteica
advinda da linhagem controle com esses soros ndo resultou na detec¢do de bandas
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4.8.2 Oxidacéo de His pela linhagem HU

Se (como proposto) o IPA, produto enzimético da TcUH, fosse espontaneamente
oxidado a a-KG, este poderia ser incorporado diretamente ao ciclo de Krebs, onde reacdes de
decarboxilacdo oxidativa produziriam CO,. Portanto, a medicdo de CO, provenente de His
seria uma confirmacdo direta de que os dois primeiros passos enzimaticos da via que
interconecta His e Glu seriam suficientes para a completa oxidagdo de His. Para tragar os
atomos de C provenientes da His até CO, utilizamos entéo [*C]-U-His. Leveduras em fase
exponencial de crescimento foram contadas e incubadas com [**C]-U-His 10 mM e o **CO,
resultante da oxidagdo foi “capturado” usando uma “armadilha” de CO, consistente em papel
filtro embebido em 2 M KOH (a abordagem desse experimento encontra-se
esquematicamente detalhada na Figura 25 A). A quantidade de **C recuperada como **CO,,
foi medida ap6s 1 h e 4 h de incubacédo a 30 °C sob agitacdo constante. Apos 4 h de incubacéo
(tempo méximo), foi possivel recuperar 0,915 + 0,059 nmols **CO,/min*25x10°celllas
(Figura 25 B). Esses resultados demonstram que a via de degradacdo de His é operativa em
apenas dois passos enzimaticos, de forma que o a-KG, resultante da oxidacdo ndo enzimatica

do IPA na presenca de O,, é capaz de alimentar diretamente o ciclo de Krebs.
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Figura 25 - Producéo de *CO, de leveduras HU na presenca de [**C]-His. A. Representacio esquemética da
abordagem utilizada para realizagdo desse experimento. Em um tubo eppendorf, foram incubadas 25 x 10°
células juntamente com 10 mM de [**C]-His (0,1 pCi) durante 1 e 4 h sob agitacdo constante, a 30 °C; uma vez
que o IPA foi oxidado espontaneamente a a-KG e esse fez operar o TCA, o “*CO, liberado dessa reacao foi
capturado em papel filtro embebido com 2 M KOH, disposto na tampa do tubo, de modo que a reacdo entre o
1C0, e KOH formasse K,"*CO; e o papel transferido para 1 mL de liquido de cintilagdo, seguida de leitura da
radioatividade obtida em aparelho cintilador. B. *CO, foi capturado durante 1 h e, C. 4 h, seja para a linhagem
HU, como paras as linhagens controles: leveduras selvagens da cepa W303-1A (Wt) e leveduras transformadas
com ambos os vetores vazios (#2), cujas condi¢Bes experimentais foram detalhas anteriormente. Conforme se
aumenta 0 tempo de incubacdo, se observa um aumento na producdo de **CO, liberado. Como anélises
estatisticas, foram realizadas comparac¢des independentes entre o grupo wt em relagdo a linhagem HU e do grupo

g em relacdo a linhagem HU, em ambos intervalos de incubacdo; por isso foi aplicado teste t; ** valor de
p<0,01.

4.9 Avaliacdo do papel fisiologico da enzima IP para o T. cruzi

Apesar de ndo ter sido possivel atribuir uma atividade para TclIP e, mais que isso,
termos demonstrado que a via de degradacdo de His pode ser operativa contando somente
com as duas primeiras enzimas -TcHAL e TcUH-, ainda permaneceu a questdo sobre a
funcionalidade da enzima TclP, uma vez que, para as demais enzimas da via foi possivel
demonstrar uma atividade — a TcHAL e TcUH foram descritas pela Dra. Maria Julia Barison
em sua tese de doutorado, enquanto que a TcFG foi descrita por Hai e colaboradores.
Sabemos que, além da atividade enzimatica, outras abordagens permitem realizar estudos de

funcdes das enzimas, dentre elas o nocaute génico e a superexpressdo. Nesse trabalho,
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geramos linhagens mutantes que superexpressam a TcIP e fizemos uma ampla caracterizacdo

fenotipica desses parasitas.

4.9.1 Construcéo e validacédo do superexpressor pTEX-TclIP

Com o intuito de avaliar se a insercdo de uma copia ectopica da ORF TcIP, no
parasita, resultaria num fenotipo que estivesse correlacionado a bioenergética, infectividade,
resisténcia a estresses, dentre outos, partimos para a geracdo de mutantes superexpressores
para esta enzima. Para tornar possivel a construcdo do superexpressor para TclP, fizemos uso
do plasmideo pTEX, conforme descrito por Kelly (Kelly, 1992). A construcdo pTEX-TcIP foi
obtida mediante digestdo da construcdo pTTG-TcIP (enzimas de restricdo Xbal e Hindlll)
para obtencdo da sequéncia; posteriormente para o vetor pTEX, foi realizada reacdo de
digestdo com as mesmas endonucleases relatadas. Apds purificacdo dos produtos, seguiu-se
reacao de ligacdo e, apos a transformacédo de E. coli XL1Blue, clones foram analisados por
PCR de colonia; seguida de PCR das construgcfes positivas e reacdo de digestdo, onde se
observou a liberacdo dos fragmentos especificos, no tamanho esperado, aproximadamente
5.600 pb para o vetor e 1.300 pb para TclIP (Figura 26 A). Foram ainda realizadas reac6es de
sequenciamento para confirmacdo final. Uma vez obtida a construcdo, formas epimastigotas
de T. cruzi foram transfectadas (ver 3.6.1) e a populacdo mutante foi submetida a selecdo
utilizando geneticina (G418); a pressdo seletiva inicial foi realizada mediante a utilizagdo de
500 pg/ml e, apos selegdo, os parasitas foram mantidos em LIT 10% SFB G418+ 200pug/ml.
Como mencionado, o G418 pode ser empregado como marcador de sele¢cdo uma vez que o
vetor pTEX reverte o fendmeno de sensibilidade do parasita selvagem (wild type ou wt) ao
antibidtico.

Partimos entdo para validacdo da superexpressao da TcIP. As comparacdes foram
realizadas entre parasitas do tipo selvagem, parasitas controle transfectados com o vetor vazio
(denominados pTEXv ou pTEXg) e aqueles que apresentavam uma cdpia ectdpica da ORF
TclP (pTEX-TcIP). Para constatar se a presenca do epissomo era capaz de alterar os niveis de
expressdo proteica da TclP, em detrimento aos parasitas selvagens e a linhagem pTEXg,
foram realizados ensaios de western blotting usando o soro anti-TcIP e o normalizador anti-
TcGAPDH. Como observado na Figura 26 B, parte superior, obervamos um leve aumento na
expressdao da TcIP na linhagem superexpressora pTEX-TcIP, com respeito aos controles.

Porém, os niveis proteicos para a TCGAPDH nédo se mostraram perfeitamente constantes nas
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trés linhagens, apesar de termos carregado a mesma quantidade de amostra inicial no gel de
poliacrilamida (equivalente a 100 pg por condi¢ao). Embora a densitometria de bandas (parte
inferior da Figura 26 B) seja capaz de mostrar diferencas observadas na expressao da TcIP na
linhagem pTEX-TcIP, essas sdo discretas e ndo julgamos como conclusivas. Nesse sentido,
partimos para realizacdo da técnica de ELISA, um ensaio imunoenzimatico quantitativo,
usando extratos de formas epimastigotas das trés linhagens mencionadas e empregando 0s
mesmos soros anteriormente citados para detecgdo da proteina e normalizacdo. Os resultados
obtidos estdo demonstrados na Figura 26 D e sugerem que a cépia adicional inserida (TclP)
confere um aumento na expressao proteica. Os valores foram normalizados em relacdo a
expressao proteica da TCGAPDH e, posteriormente contra o grupo wt. Além disso, esse perfil
observado também foi corroborado pela intensidade de fluorescéncia observada nos parasitas
imunomarcados com o soro anti-TcIP, seguido de incuba¢do com um anticorpo secundario
anti-lgG de camundongo conjugado a sonda Alexa Fluor-488 e o DNA foi marcado com a
sonda Hoechst 33258 (Figura 26 C). Para descartar um possivel efeito da superexpressao no
crescimento das formas epimastigotas, uma curva de proliferacdo foi realizada, onde parasitas
foram contados diariamente em camara de Neubauer, durante nove dias. N&o se observam
diferencas de crescimento dos parasitas da linhagem pTEX-TcIP, em relacdo as linhagens

controles (Figura 26 E).

4.9.2 Caracterizacao fenotipica dos parasitas superexpressores para TclP frente ao estresse
metabdlico

Durante seu ciclo de vida natural, T. cruzi enfrenta diferentes condi¢des de estresse, as
quais, muitas vezes o0 parasita responde através de mecanismos que envolvem metabdlitos
importantes, como os aminoacidos. Assim, resolvemos avaliar o comportamento fenotipico de
parasitas superexpressores para a enzima TcIP, em relacdo aos controles advindos das
linhagens selvagem (wt) e pTEXg, quando submetidos & condicGes de estresse nutricional. A
fim de avaliar o perfil dos parasitas superexpressores para TclP frente ao estresse nutricional,
formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento, crescidas em meio LIT, foram
lavadas, transferidas para meio PBS e incubadas por diferentes tempos, a 28°C. Como

primeira abordagem, utilizamos o método de detecgdo de viabilidade com resazurina.
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Figura 26 — Analise de expressdo protéica e perfil de crescimento da linhagem superexpressora para a
TclP. A. Verificacdo das contrucbes pTEX-TcIP mediante PCR (b) e por digestdo usando as endonucleases de
restricdo Xbal e Hindlll (c), liberando os fragmentos correspondentes ao vetor pTEX (5.600 pb) e a TclP (1.300
pb). Em (a) temos o marcador de massa molecular. B. Na parte superior temos western blotting partindo de
extratos de formas epimastigotas da linhagem pTEX-TcIP, bem como das linhagens controles wt e pTEXg,
usando os soros anti-TclP e anti-TcGAPDH, esse dltimo como normalizador; na parte inferior temos a
representacdo gréafica da razo da expressao TcIP/TcGAPDH obtida por densitometria de bandas. C. Anélise por
IFI em formas epimastigotas obtidas a partir das linhagens wt e pTEX-TcIP, usando soro anti-IP (1:100) e a
sonda Hoechst (1:2.000) como marcador de DNA total. D. Andlise da expressao protéica das trés linhagens pela
técnica de ELISA; foram utilizados 100 ul por pogo de extratos de formas epimastigotas de cada linhagem; o
experimento foi realizado em triplicata técnica e biolégica eos valores no grafico (eixo-y) representam as médias
(n=3) do experimento. E. Curva de crescimento de epimastigotas (wt, pTEXv e pTEX-TcIP) cultivadas em meio
LIT. As curvas foram iniciadas com de 2,5 x 10° células/mL e contadas diariamente em camara de Neubauer por
9 dias.

A resazurina é um corante azul que é efetivamente reduzido na mitocondria, o que o torna Util
para estudar a atividade metabolica mitocondrial. Assim, parasitas advindos das cultutas wt,
PpTEXg e pTEX-TcIP foram distribuidos em placas (100 pL por poco), em triplicata e
acrescidos 10 puL do corante resazurina (12,5 pg/uL). Para cada condigéo, os parasitas foram
contados e, apds decorridas 2 h de reacdo (protegida da luz) foi mensurada a emissdo de
fluorescéncia (excitagdo: A 530 nm e emissdo: A 590 nm), de modo que pudéssemos estimar a
viabilidade de acordo com a fluorescéncia emitida, normalizando pelo nimero de células
(Figura 27 A). As primeiras “2 h de incubagdo” sdo uma referéncia ao que chamariamos de
tempo zero, porém, como € necessaria uma incubacdo de 2 h com o corante resazurina, aqui
denominados esse ponto inicial, quando os parasitas sdo retirados do meio LIT, como o tempo

de 2h. Observa-se que entre as linhagens celulares analisadas, ndo h& diferengas de
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viabilidade apds 2, 24 ou 48 h de estresse. Mais que isso, apontamos para o fato de que os
parasitas mutantes para TclP apresentam um comportamento de resposta ao estresse
nutricional semelhante ao tipo selvagem, ndo caracterizando portanto, um fenétipo de maior
ou menor sensibilade a caréncia de metabolitos.

Sabe-se que o IPA pode ser convertido espontaneamente a a-KG, conduzindo este
metabolito diretamente ao ciclo de Krebs. Por outro lado, a via pode também operar atraveés
de quatro reacdes enzimaéticas, gerando Glu, que pode tanto ser convertido a a-KG quanto ser
utilizado na biossintese de moléculas importantes para o parasita, como Pro e GIn. Os
equivalentes de reducdo gerados via TCA sdo capazes de alimentar a cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial, gerando ATP como produto final através da fosforilacdo oxidativa.
Assim, nos interessou saber qual seria 0 comportamento dos parasitas da linhagem pTEX-
TclP, bem como os respectivos controles (wt e pTEX@) quando submetidos a caréncia
metabolica em PBS por 30 h, seguida de recuperacdo com His. Esse periodo de estresse teve
por objetivo promover a reducdo dos metabdlitos intracelulares, de forma que o parasita ainda
se mantivesse viavel e capaz de responder a um novo estimulo metab6lico. Nesse sentindo,
apos esse intervalo de tempo, os parasitas foram entdo recuperados (ou ndo, no caso do
controle com PBS) com 1 mL de His 5 mM, durante 1 h a 28 °C. Posteriormente, 0s parasitas
foram centrifugados e ressuspendidos em 200 puL de PBS + 200 pL de tampdo de lise e
imediatamente congelados em N, para posterior quantificacdo de ATP. O contetudo de ATP
intracelular foi determinado mediante a reacdo entre a luminescéncia obtida via reacdo da
luciferase e o ATP liberado ap6s a lise celular (Figura 27 B). Como podemos observar, a
linhagem pTEX-TcIP, é capaz de recuperar os niveis de ATP intracelulares, quando His é
utilizada como substrato oxidavel, quando comparada ao controle somente com PBS. Mais
que isso, podemos ainda observar uma tendéncia de resposta ao estresse e posterior
recuperacdo semelhante ao observado para parasitas wt (Barison et al., 2016). No tocante aos
parasitas da linhagem pTEXg, embora sejam capazes de recuperar os niveis de ATP, ndo se

observam diferencas significativas quando usamos His como substrato.
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Figura 27 - Perfil do superexpressor TclIP frente ao estresse nutricional sob distintas abordagens. A.
Ensaio de viabilidade utilizando o corante resazurina, no qual os parasitas das linhagens apresentadas foram
inicialmente cultivados em meio LIT e entdo transferidos para PBS e incubados por 24 e 48 h. Apds cada
periodo foi adicionado o corante resazurina e decorridas 2 h de incubacdo foram realizadas leituras de
fluorescéncia, ajustando os valores obtidos por 1 x 10 parasitas. As primeiras 2 h s&o uma referéncia ao que
chamariamos de tempo zero, porém, como é necesséaria uma incubagdo de 2 h com o corante, aqui denominamos
esse ponto inicial, quando os parasitas sdo retirados do meio LIT, como o tempo de 2 h. (post-test: Tukey. ns:
valor de p>0,05, em relagdo & wt ou pTEXg). B. Producéo de ATP em parasitas submetidos a estresse nutricional
de 30 h e recuperados (ou néo, no caso do controle com PBS) com His 5 mM. Apds recuperacdo metabdlica com
His, observou-se um incremento na concentracdo de ATP intracelular, chamando atencdo especialmente para a
capacidade da linhagem pTEX-TcIP em recuperar a viabilidade dos parasitas apds adi¢do de His, de forma
semelhante ao controle wt. A medicéo do conteldo intracelular de ATP foi realizada pelo método da luciferase.
teste t; ** valor de p<0,01; ns; valor de p>0,05.

4.9.3 Consumo de O, a partir da respiracdo mitocondrial em células integras

Uma vez que a linhagem pTEX-TcIP ndo se mostrou sensivel ao estresse metabdlico
ao qual foi submetida e foi ainda capaz de restaurar os niveis de ATP intracelulares de forma
semelhante ao controle correspondente aos parasitas selvagens (wt), nos interessou avaliar as
taxas de respiracdo dependentes do metabolismo de His tanto nos parasitas superexpressores
para TcIP, bem como dos respectivos controles (wt e pTEXg).

Sabendo que a degradacdo de His consegue reestabelecer o potencial de membrana
interna mitocondrial, assim como estimular a sintese de ATP através da forforilacdo oxidativa
e 0 consumo de oxigénio na mitocondria em parasitas selvagens (Barison et al., 2016),
partimos para 0 experimento seguinte. Para isso, parasitas estressados durante 16 h foram
recuperados durante 30 min com His, a 28 °C. Assim, o0s parasitas recuperados foram
adicionados no oxigrafo, contendo tampéo de respiracdo (MRC) e foram medidas as taxas de
respiracdo apos a adi¢do das células intactas, seguiu-se a adi¢do de oligomicina A (inibicdo da
fracdo Fo da ATP sintase) e finalmente foi acrescido o agente desacoplador FCCP (estimulo

maximo da taxa de respiragdo). Foi observado o consumo de O, (respiracdo celular
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dependente de His) em relacdo ao controle negativo (parasitas em MRC, nédo recuperados com
nenhum substrato oxidavel) e a respiracdo foi inibida na presenca de oligomicina, bem como
restaurada mediante a adi¢do de FCCP, nas trés linhagens descritas acima.

Na Figura 28, temos representado as taxas de respiragdo dos parasitas wt, enquanto
que na Figura 29 observamos as referidas taxas para a linhagem de parasitas transfectada
somente com o plasmideo vazio (pTEXg@). Finalmente, na Figura 30, estdo representadas as
taxas de respiracdo correspondentes aos parasitas que estdo superexpressando a TclP
(linhagem pTEX-TclIP). Como podemos observar, os parasitas superexpressores para TcIP
apresentam taxas de respiracdo semelhantes ao controle de parasitas selvagens, embora um
pequeno incremento nas taxas de respiracdo dos parasitas pTEX-TcIP, quando recuperados
com His possa ser observado, no que diz respeito a respiracdo de rotina, bem como na
respostas a oligomicina A e ao FCCP. A linhagem pTEXg, no entanto, apresenta taxas de
respiracdo ligeiramente inferiores quando comparadas a linhagem wt e pTEX-TcIP. A analise
estatistica resultante de tais comparacdes encontra-se graficamente demonstrada na Figura
31, onde observamos que nao existe diferenca estatistica entre as linhagens, tanto no que diz
respeito as taxas basais de respiracdo, quanto a resposta aos estimulos adicionados, FCCP e

oligomicina A.
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Figura 28 - Taxas de respiracdo em epimastigotas wt. A. Consumo de oxigénio em células estressadas por 16
h e ndo recuperadas (PBS 16 h) e, em B. células que foram recuperadas com His 5 mM durante 30 min. As
linhas azuis correspondem a variagdo na concentracdo de oxigénio em funcdo do tempo (eixo esquerdo),
enguanto que as linhas vermelhas indicam o fluxo de O, (eixo direito). C. Taxas de respiracdo medidas apds
cada agregado no oxigrafo: células estressadas (PBS 16 h) e células recuperadas (His 30”), oligomicina A (5
pug/mL) e FCCP (0,5 uM), bem como a representacdo gréafica desses valores e a respectiva analise estatistica
(teste t. *** valor de p<0,001; ** valor de p<0,01; * valor de p<0,05). As barras pretas correspondem as taxas de
respiracdo de parasitas ndo recuperados (PBS 16 h), enquanto que as cinzas correspondem as taxas de respiracdo
de parasitas recuperados com His 5 mM por 30 min. D. Representacdo numérica dos dados apresentados em
forma de tabela.
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Figura 29 - Taxas de respiracdo em epimastigotas da linhagem pTEXg. A. Consumo de oxigénio em células
estressadas por 16 h e ndo recuperadas (PBS 16 h) e, em B, células que foram recuperadas com His 5 mM
durante 30 min. As linhas azuis correspondem a varia¢ao na concentracdo de oxigénio em funcdo do tempo (eixo
esquerdo), enquanto que as linhas vermelhas indicam o fluxo de O, (eixo direito). C. Taxas de respiracéo
medidas ap6s cada agregado no oxigrafo: células estressadas (PBS 16 h) e células recuperadas (His 30°),
oligomicina A (5 pg/mL) e FCCP (0,5 uM), bem como a representacéo grafica desses valores e a respectiva
andlise estatistica (teste t. *** valor de p<0,001; ** valor de p<0,01; * valor de p<0,05). As barras pretas
correspondem as taxas de respiracdo de parasitas ndo recuperados (PBS 16 h), enquanto que as cinzas
correspondem as taxas de respiracdo de parasitas recuperados com His 5 mM por 30 min. D. Representagao
numeérica dos dados apresentados em forma de tabela.
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Figura 30 - Taxas de respiracdo em epimastigotas da linhagem pTEX-TcIP. A. Consumo de oxigénio em
células estressadas por 16 h e ndo recuperadas (PBS 16 h) e, em B, células que foram recuperadas com His 5
mM durante 30 min. As linhas azuis correspondem a variagdo na concentracdo de oxigénio em fungdo do tempo
(eixo esquerdo), enquanto que as linhas vermelhas indicam o fluxo de O, (eixo direito). C. Taxas de respiracdo
medidas ap6s cada agregado no oxigrafo: células estressadas (PBS 16 h) e células recuperadas (His 30”),
oligomicina A (5 pg/mL) e FCCP (0,5 uM), bem como a representacéo grafica desses valores e a respectiva
andlise estatistica (teste t. *** valor de p<0,001; ** valor de p<0,01; * valor de p<0,05). As barras pretas
correspondem as taxas de respiracdo de parasitas ndo recuperados (PBS 16 h), enquanto que as cinzas
correspondem as taxas de respiracdo de parasitas recuperados com His 5 mM por 30 min. D. Representacdo
numerica dos dados apresentados em forma de tabela.

Recupera¢do com His

6 ns ns ns

I i I { I { B Wit
51 Bl pTEXD
44 B pTEX-TclP

N
1

-
1

Fluxo O; (pmol Oys*mi™)
w

o
L

Ceélulas OligomicinaA FCCP

Figura 31 — Andlise comparativa das taxas de respiracdo entre as linhagens wt, pTEXg e pTEX-TcIP,
quando recuperados com His. As linhagens wt, pTEXg e pTEX-TclIP foram analisadas, quando recuperadas
com His durante 30 min, frente as taxas de respiragdo basais, bem como as respostas ao incremento dos
estimulos oligomicina A e FCCP. (post-test: Tukey. ns: valor de p>0,05, em relagdo a wt ou pTEXg)
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4.9.4 Andlise da metaciclogénse em parasitas pTEX-TcIP

Em um trabalho anterior do nosso grupo foi demonstrado que His (TAU-His) é capaz
de tornar viavel o processo de metaciclogénese uma vez que é utilizada como fonte de
energia, resultando em taxas de diferenciacdo similares ao controle (diferenciagdo em meio
TAU-3AAG, tese de Doutorado Maria Julia Barison, dados ndo publicados. Assim nos
pareceu interessante analisar o perfil de diferenciacdo de parasitas que apresentam a terceira
enzima da via de degradacdo de His superexpressa (linhagem pTEX-TclIP) e, para tanto,
realizamos ensaios de metaciclogénese in vitro. Nesse contexto, parasitas da linhagem wt,
pTEXg e pTEX-TcIP foram diferenciados em meio TAU-3AAG e TAU-His conforme
descrito no item 3.2.3.1. Vale ressaltar que, para a cepa CL14, quando a metaciclogénese é
realizada em meio TAU-3AAG, o pico de diferenciagdo das formas epimastigotas para
tripomastigotas metaciclicas se da por volta do quinto ou sexto dia, atingindo uma
porcentagem média de até 30%. Seguindo o racional desse experimento, 0s parasitas
provenientes do sobrenadante das culturas, sejam esses epimastigotas ou formas
tripomastigotas metaciclicas, foram contados diariamente por oito dias e o nimero de
parasitas totais, bem como as porcentagens de diferenciacdo dos tripomastigotas metaciclicos

correspondentes ao quinto dia, se encontram demonstrados na Figura 32. Conforme podemos

observar, surpreendentemente, parasitas da linhagem pTEX-TclIP, ndo sdo capazes de se
diferenciar, seja em meio TAU-3AAG ou TAU-His, ao passo que os controles das linhagens
wt e pTEXg se diferenciam normalmente. A identificagdo das formas metaciclicas foi baseada
principalmente na morfologia do parasita e, quando passivel de visualizacdo, na posicdo do
cinetoplasto em relacdo ao nucleo. Quando diferenciados em meio TAU-3AAG, as taxas de
metaciclogénese atingem cerca de 25% e 23%, para as linhagens wt e pTEXg,
respectivamente (Figura 32 A); quando a diferenciacdo se da em meio TAU-His (Figura 32
B), essas taxas estdo na média de 23% e 27%, para as linhagens wt e pTEXag,
respectivamente. Conforme ja afirmado anteriormente, a linhagem de parasitas transfectados
com o plasmideo pTEX vazio se encontra denominada nesse trabalho como pTEXg ou
pTEXv, sendo essa ultima denominacéo usada nessa figura.

O resultado obtido para a linhagem superexpressora TclP, nos instigou a algumas
questdes que poderiam estar envolvidas em respostas que justificassem a observagao de tal
fendmeno. Nesse sentido nos perguntamos se esses parasitas, ndo capazes de sofrer

metaciclogénese, de fato ndo estavam passando pela transicdo da posicdo do nucleo em
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relacdo ao cinetoplasto. Classicamente, durante a metaciclogénese, formas epimastigotas que
se caracterizam pela presenca de cinetoplasto anterior ao nucleo, sofrem uma mudanca em
relacdo ao posicionamento dessas organelas, de forma que os tripomastigotas resultantes da
diferenciacdo possuem cinetoplasto posterior ao ndcleo. Em outras palavras, nos interessou
observar com mais detalhes a morfologia desses parasitas, bem como daqueles usados como
controle, wt e pTEXg, seja a incubacdo realizada em TAU-3AAG, como em TAU-His.
Assim, durante o transcorrer do processo de metaciclogénse, coletamos diariamente aliquotas
de parasitas provenientes dos sobrenadantes das culturas e fixamos em laminas, usando PBS-
3% paraformaldeido. As Iaminas foi posteriormente adicionado o corante de DNA total
Hoechst 33258 (1:2.000), durante vinte min e as laminas foram montadas com Fluromount G.
A fluorescéncia advinda da marcacdo do nucleo e do cinetoplasto pode ser observada na
Figura 33, na qual demonstramos a morfologia dos parasitas durante a metaciclogénese nos
dias 4, 5 e 6 apos o inicio do processo de diferenciacdo. Para aquisicdo das imagens, foram
tomados trés campos aleatdrios, de cada uma das linhagens citadas, em ambos meios de

diferenciacédo, sendo aqui demonstrado um desses campos.
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Figura 32 - Andlise da metaciclogénese em parasitasda linhagem pTEX-TclP. A diferenciacdo das formas
epimastigotas foi acompanhada durante oito dias mediante contagem dos parasitas provenientes do sobrenadante
das culturas em cadmara de Neubauer, sendo aqui representado o quinto dia dessa contagem. A identificacdo das
formas metaciclicas foi baseada principalmente na morfologia do parasita e, quando passivel de visualizacéo, na
posicdo do cinetoplasto em relagdo ao ndcleo, incluindo para os controles wt e pTEXg. A. Metaciclogénese em
TAU-3AAG para as linhagens wt, pTEXg (controles) e pTEX-TcIP. B. Metaciclogénese em TAU-His para as
linhagens wt, pTEXg (controles) e pTEX-TcIP. As barras representam os valores da média entre parasitas
metaciclicos/totais, determinados a partir de pelo menos trés experimentos feitos separadamente (n=3). A
porcentagem de metaciclogénese determinada se encontra na parte superior de cada barra. Na figura, wt:
parasitas selvagens, pTEXg: parasitas transfectados com o vetor vazio e pTEX-TcIP: parasitas transfectados com
o vetor pTEX-TclP.
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De forma a corroborar com o que ja havia sido demonstrado, os parasitas da linhagem
pTEX-TcIP de fato ndo se diferenciam para tripomastigotas metaciclicos, seja em meio TAU-
3AAG ou em TAU-His, uma vez que ndo se observa a transi¢cdo da posi¢do do nucleo em
respeito ao cinetoplasto; pelo contrario, permanecem como formas epimastigotas, com
cinetoplasto anterior e proximo ao nucleo. Isso quer dizer que esses parasitas ndo apresentam
a morfologia classica daqueles provenientes do processo de diferenciacdo, denominados
tripomastigotas metaciclicos, nos quais o cinetoplasto é posterior ao nucleo e a morfologia é
alongada e afilada, como observado para os parasitas das linhagens controle wt e pTEXag.
Seguindo ainda nessa linha, nos interessou averiguar se os parasitas da linhagem pTEX-TcIP,
se econtravam viaveis ao longo desse processo. Observacdes realizadas diariamente com uso
de microscopia Optica, mostraram parasitas moveis, porém relatos baseados somente na
motilidade ndo eram suficientes para afirmar se 0s mesmos estavam viaveis. Em outras
palavras, se esses parasitas ndo eram capazes de passar pela diferenciacdo, nos perguntamos
se 0S mesmos se mantinham viaveis ou, em funcéo do estresse nutricional, ndo eram capazes
de se sustentar metabolicamente e, por isso ndo chegavam a diferenciagdo. Finalmente, para
melhor entender essa questdo, fizemos uso de um método para detectar a viabilidade
empregando o corante resazurina. Assim, ao longo do processo de diferenciacdo, foram
coletados diariamente 300 pL de parasitas advindos dos sobrenadantes das cultutas wt e
pTEX@ e pTEX-TcIP; foram distribuidos 100 pL. por pogo, em triplicata e acrescidos 10 pL
do corante resazurina. Para cada condicédo, os parasitas foram contados e, ap6s decorridas 2 h
de reacdo foi mensurada a emissdo de fluorescéncia, de modo que pudéssemos estimar a
viabilidade de acordo com a fluorescéncia emitida, normalizando pelo nimero de células, seja
para parasitas incubados em meio TAU-3AAG (Figura 34 A), como para aqueles incubados
com TAU-His (Figura 34 B), de forma que os dados encontram-se agrupados como uma
média da viabildade nos dias 4, 5 e 6 ap0s o inicio do processo de diferenciacdo. Com base
em tais resultados, podemos afirmar que os parasitas da linhagem pTEX-TcIP, apesar de ndo
se diferenciarem para tripomastigotas metaciclicos, parecem ndo sofrer com o estresse
nutricional, uma vez que apresentam um perfil de viabilidade semelhantes aos controles wt e
pTEXg. De fato, se pensarmos em experimentos anteriores, onde tais parasitas foram
submetidos a estresse nutricional em meio PBS e, posteriormente mensurados os niveis de
ATP intracelular e as taxas de respiracdo, vemos que esses mesmos parasitas ndo parecem

sofrer com o estresse metabdlico. Embora sejam outras condigdes experimentais, esses
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resultados quando analisados em um panorama geral, corroboram entre si e sustentam o fato

de que esses parasitas parecem resistentes ao estresse nutricional.
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Figura 33 - Morfologia dos parasitas pTEX-TcIP durante a metaciclogénese. Durante os dias 4, 5 e 6 apds o
inicio do processo de diferenciacdo, cerca de 20-50 pL de parasitas provenientes do sobrenadante das cultutas
das linhagens wt, pTEXg e pTEX-TclP foram coletados e fixados com 3% paraformaldeido-PBS e distribuidos
em laminas para posterior incubacdo com a sonda Hoechst 33258 (1:2.000), a fim de marcar o nlcleo (N) e o
cinetoplasto (C). Em cada dia demonstrado na figura e, para cada linhagem, demarcamos o ndcleo e o
cinetoplasto de um parasita a fim de ilustrar o que foi detalhado no texto acima. Parasitas com cinetoplasto
anterior e proximo ao nucleo se caracterizam como formas epimastigotas, que nao passaram pela diferenciagéo.
Por outro lado,aqueles que possuem cinetoplasto posterior ao ndcleo e morfologia alongada e afilada, sdo formas
provenientes do processo de diferenciagdo, denominados tripomastigotas metaciclicos. Na figura, wt: parasitas
selvagens, pTEXg: parasitas transfectados com o vetor vazio e pTEX-TcIP: parasitas transfectados com o vetor
pTEX-TcIP.
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Figura 34 - Viabilidade celular de parasitas da linhagem pTEX-TclIP ao longo da metaciclogénese. Ensaio
realizado ao longo do processo de diferenciacdo, no qual os dados foram agrupados como uma média da
viabildade nos dias 4, 5 e 6. Foram coletados diariamente 300 pL de parasitas advindos dos sobrenadantes das
cultutas wt e pTEXg (controles) e pTEX-TcIP e distribuidos em placas (100 pL por pogo), em triplicata e
acrescidos 10 pL do corante resazurina. Para cada condigdo, os parasitas foram contados e foi mensurada a
emissdo de fluorescéncia, de modo que pudéssemos estimar a viablidade celular de acordo com a fluorescéncia
emitida, em funcdo do nimero de células (1 x 107 céls). A. Parasitas incubados em TAU-3AAG. B. Parasitas
incubados em meio TAU-His. Em ambos 0s casos, wt: parasitas selvagens, pTEXg: parasitas transfectados com
0 vetor vazio e pTEX-TcIP: parasitas transfectados com o vetor pTEX-TcIP. post-test: Tukey. ns: valor de
p>0,05, quando comparada a linhagem pTEX-TcIP em relacdo a wt ou pTEXag.



CAPITULO 5: DISCUSSAO
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5.1 Perspectivas no estudo de His e sua via de degradacéo

Estudos relacionados a via de degradacdo de His em T. cruzi comegaram a ser
desenvolvidos ha cerca de sete anos pelo nosso grupo. Até entdo, ndo havia relatos na
literatura sobre o papel desse aminoacido na biologia do parasita e como operava sua via de
degradacdo. Os conhecimentos adquiridos a respeito desse aminoacido revelaram que His
desempenha um papel abrangente para a biologia do T. cruzi, que vai muito além de sua
utilizacdo na sintese de proteinas. Sabe-se que esse aminoacido pode ser incorporado do meio
extracelular pelas formas epimastigotas mediante um sistema de transporte Unico que foi
caracterizado previamente pelo nosso laboratério como dependente de ATP. Nesse trabalho,
mostrou-se ainda que a forma tripomastigota metaciclica também pode incorporar His, porém,
com menor eficiéncia quando comparada a forma epimastigota (Barison et al., 2016). Do
trabalho descrito, foi possivel sugerir que His parece ser importante para 0s estagios do
parasita presentes no hospedeiro invertebrado. De fato, foi relatado que His é o aminoacido
livre majoritério, tanto na hemolinfa, como nos fluidos excretados do vetor Rhodius prolixus
(Harington, 1956a, 1961b). A abundancia de His nesse e outros insetos hemat6fagos é um
reflexo de sua participacdo ativa como componente da hemoglobina (Vickery, 1942). Dessa
maneira, formas epimastigotas de T. cruzi, em detrimento de outros cinetoplastideos, parecem
particularmente adaptadas para usufruir dessa fonte de energia no intestino do inseto vetor.
Mais que isso, constatou-se que o T. cruzi € capaz de utilizar His como fonte de energia para
manter sua viabilidade celular (Barison et al., 2016), em niveis similares aos demonstrados
para Pro, anteriormente descrita como relevante em termos de bioenergética para o parasita
(Martins et al., 2009; Paes et al.2013; Mantilla et al. 2015).

A via classica de degradacdo de His a Glu, seguida de sua conversdao a a-KG e
posterior oxidacdo completa desse intermediario no ciclo de Krebs, foi demonstrada quando
4C0O, pode ser recuperado ap6s incubagdo de parasitas com [*C]-His, tornando evidente que
este aminodacido é descarboxilado através da sua oxidacdo via TCA. Além disso, alguns dos
parametros bioenergéticos foram analisados em relacdo a His: apds caréncia metabdlica
severa, His restaurou a viabilidade celular e A¥Ym, em niveis comparaveis aos que resultam de
uma recuperacgdo realizada com um meio otimizado para a replicacdo dessas células, como o
LIT. Ainda nesse sentido, a producdo de ATP a partir da fosforilagdo oxidativa e 0 consumo
de oxigénio nas mitocondrias foram demonstrados em parasitas tratados com His em

magnitudes comparaveis as obtidas quando os parasitas foram recuperados com Pro, ambos
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apos estresse nutricional (Barison et al., 2016). Em contraste ao observado para T. brucei e
Leishmania major, o genoma de T. cruzi codifica para enzimas capazes de catalisar a
conversdo de His em Glu. Classicamente, a via de degradagdo de His se d& em quatro passos
enzimaticos que consistem na oxidacdo desse aminoacido a Glu e, posteriormente, a o-KG
que ird alimentar o ciclo de Krebs. No tocante as enzimas envolvidas na via de degradacédo de
His em T. cruzi, as duas primeiras enzimas envolvidas nessa via (TCHAL e TcUH) foram
previamente estudadas e uma caracterizacdo bioquimica e molecular foi realizada (tese de
Doutorado Maria Julia Barison, 2015). Em relacéo a terceira e quarta enzimas (TclP e TcFG,
respectivamente), foram encontradas duas fases de leitura abertas codificantes para a TclIP
(Tc00.1047053509137.30 e Tc00.1047053508741.140) e duas fases abertas de leitura
correspondentes a TcFG (Tc00.1047053507963.20 e Tc00.1047053507031.90).

5.2 TclP e seus homdlogos

Em relagdo a terceira enzima da via de conversédo de His em Glu, a IP, realizamos uma
busca por sequéncias de proteinas correspondentes a essa proteina no banco de dados UniProt.
Nesse banco foi possivel ter acesso a uma ampla gama de informacdes, uma vez que relne
dados provenientes de projetos de sequenciamento de genoma de varias espécies. Nesse
sentido, a enzima IP esta amplamente distribuida no dominio Bacteria (cerca de 9.867
espécies), onde é encontrada especialmente no grupo filogenético Proteobacteria, que inclui as
bactérias gram-negativas, Terrabacteria, um taxon que integra os filos de bactérias gram-
positivas e o clado FCB (assim denominado pelas siglas dos grupos que o formam,
Fibrobacteres, Chlorobi e Bacteroidetes). A IP também est& presente nos dominios Archaea
(abrangendo cerca de 250 espécies), e Eukaryota (compreendendo 216 espécies). Dentro
deste dltimo, evidentemente podemos encontrar os tripanossomatideos, os fungos e 0s
mamiferos, incluindo Homo sapiens.

Em relacdo aos tripanossomatideos, a TcIP aparece anotada como duas sequéncias nos
bancos de dados de genoma da cepa CL Brener, sendo uma delas identificada como
Esmeraldo-like e a outra, como ndo-Esmeraldo-like; ainda foi possivel identifica-la na cepa de
T. cruzi marinkellei. Porém, quando procurados os homologos da enzima de T. cruzi no
TriTrypDB, ndo foram identificadas sequéncias para IP em nenhum dos grupos de T. brucei
ou das espécies de Leishmania. Entretando, foi possivel verificar a presenca de sequéncias

ortologas para IP em T. grayi, T. rangeli e T. theileri.
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5.2.1 Trypanosoma grayi

T. grayi é conhecido como um tripanossomatideo africano, um parasita extracelular
que transita na corrente sanguinea de crocodilos e, embora seja transmitido por moscas tsé-
tsé, como acontece com o T. brucei, estd intimamente relacionado a outros parasitas de
crocodilos na América do Sul (Fermino et al., 2013). Ainda nesse sentido, diferente do T.
brucei, a transmissdo do T. grayi se da entre repteis pela contaminacdo oral com formas
metaciclicas infectivas presentes nas fezes da mosca ou diretamente pela ingestdo das mesmas
(Hoare, 19293, b). Esta estratégia de transmissédo fecal é empregada por outros tripanossomas,
incluindo T. cruzi. Apesar das semelhancas citadas, analises das sequéncias génicas sugerem
que T. grayi ndo possui antigenos de superficie do tipo VSG, como T. brucei, nem o
revestimento de mucinas caracteristico de T. cruzi. Assim, acredita-se que o T. grayi pode ter
desenvolvido uma familia alternativa de genes de antigenos de superficie primarios, ou
mesmo ter desenvolvido uma nova estratégia de evasdo imunoldgica orientada para a
sobrevivéncia na corrente sanguinea reptiliana (Manna et al., 2013).

Técnicas abordadas, como a reconstrucdo filogenética ou a analise por BLASTp,
demonstram que T. grayi esta mais relacionado com T. cruzi do que com T. brucei. Do dito,
faz sentido que a enzima IP esteja presente no genoma de T. grayi e ndo seja encontrada uma
sequéncia ortéloga em T. brucei, uma vez que, como ressaltado anteriormente, T. cruzi se
encontra mais relacionado a T. grayi. De fato, esse achado corrobora o que foi descrito (dados
ndo publicados) para TcHAL e TcUH. Se considerarmos ainda que T. cruzi e T. grayi
possuem diferentes vetores, mas compartilham da mesma forma de transmisséo, levanta-se
como hipo6tese a possibilidade de que a aquisicdo da via de degradacdo de His esteja

relacionada a essa circunstancia.

5.2.2 Trypanosoma theileri

No que diz respeito ao T. theileri, esse € um hemoprotozoério parasita, transmitido por
moscas da familia Tabanidae (Bose et al., 1987) e carrapatos (Latif et al., 2004; Shastri,
Deshpande, 1981). De acordo com Hoare (Hoare, 1964), as espécies de tripanossomas de
mamiferos podem ser divididas em duas se¢Bes principais, Stercoraria e Salivaria. Os
tripanossomas da se¢do Salivaria sdo transmitidos para o hospedeiro vertebrado através da

saliva durante a picada do inseto vetor infectado com o parasita e incluem, T. vivax, T.
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congelense, T. brucei e T. evansi (Haag et al., 1998; Vickerman et al., 1998; Van Den
Abbeele et al., 2010). Por outro lado, a se¢do Stercoraria, que inclue T. cruzi, T. melophagium
e T. theileri, a transmissdo se d& através de excretas dos insetos vetores contendo formas
infectivas dos parasitas em questdo; tais tripanossomas compartilham ainda, o fato de que as
etapas finais de seu desenvolvimento ocorrem no trato digestivo inferior dos vetores
(Schuster, et al., 2000).

De fato, esses relatos oferecem respaldo ao exposto anteriormente, de forma que a
aquisicdo da via de degradacdo de His poderia ndo estar tdo somente relacionada a uma
evolucdo simultanea entre parasita e hospedeiro invertebrado e sim mais intimamente
correlacionada com a regido do inseto que colonizam, assim como com sua forma de
transmissao, ponderando o fato de T. cruzi, T. grayi e T. theileri possuirem diferentes insetos

vetores.

5.2.3 Trypanosoma rangeli

O caso do T. rangeli difere um pouco do exposto anteriormente. O T. rangeli é um
protozoario hemoflagelado que ocorre como a terceira espécie de tripanossomas que infectam
humanos, em simpatria com o T. cruzi, nas Américas Central e do Sul, infectando uma gama
de espécies de mamiferos, incluindo os seres humanos (D’Alejandro, 1976). Em contraste ao
relatado para T. brucei e T. cruzi, o T. rangeli é considerado um parasita ndo patogénico para
0 hospedeiro mamifero, embora sua presenca no inseto vetor seja considerada danosa,
especialmente para o género Rhodnius, uma vez que sdo capazes de induzir alteracGes
morfoldgicas, anormalidades e até mesmo a morte das ninfas de triatomineos durante a muda
(Hoare, 1972; Afiez, 1984).

Ao contrario de T. cruzi, T. rangeli é transmitido entre mamiferos via inoculacéo
durante o processo de hematofagia, por um inseto triatomineo, no qual os parasitas se
desenvolvem e se multiplicam na hemolinfa e, posteriormente invadem as glandulas salivares,
onde se diferenciam para tripomastigotas metaciclicos [revisado por (Rondon-Mercado,
2017)]. Interessantemente, foram relatadas infecgOes naturais mistas envolvendo T. rangeli e
T. cruzi em uma ampla area geografica em ambos os vetores triatomineos e hospedeiros
mamiferos (Grisard et al., 1999; Guhl, Vallejo, 2003). Embora ndo compartilhem do mesmo
vetor, achados clinicos revelando a coinfeccdo de T. rangeli e T. cruzi em seus hospedeiros,

sugerem que possa existir algum tipo de interacdo entre o parasita e fatores presentes nos
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microambientes dos quais compartilham; esse fato pode também ter sido importante

evolutivamente na aquisicdo ou conservacdo dos genes relacionados a degradacéo de His.

5.3 TcIP e seu substrato IPA

Relatos sobre a enzima IP, bem como de seu substrato, o IPA, comecaram a emergir
na literatura em meados do século XX, quando Feinberg e Greenberg identificaram, a partir
de extratos de figado de porco contendo urocanase — ou urocanato hidratase (UH) -
parcialmente purificada, um produto de sua reacao, cujo espectro de absor¢do Otica mostrava
um maximo na faixa do ultravioleta, em torno de 264 nm (Feinberg, Greenberg, 1958). A
reacdo enzimatica da UH foi realizada monitorando-se a diminui¢&o na absorbéancia a 277 nm,
correspondente ao consumo do urocanato (Mehler, Tabor, 1953) e ensaios enzimaticos foram
realizados a fim de se identificar, da forma mais completa possivel, o produto dessa reacao,
bem como um possivel intermediario formado ndo enzimaticamente. Evidéncias
experimentais demonstraram que o produto da reacdo da UH era o IPA e que o intermediério
formado era formil-isoglutamina (Feinberg, Greenberg, 1958). Foi ainda demonstrado que o
IPA pode ser convertido em L-hidantoin-5-propionato através de uma atividade oxidase,
sendo esse intermediario ndo metabolizado in vivo (Brown e Kies, 1959). A enzima que
catalisa a oxidacdo do IPA em L-hidantoin-5-propionato foi reportada com propriedades
similares aquelas descritas para aldeido oxidase (ou também chamada de xantina oxidase)
(Payes, Greenberg, 1968). Quando fizemos uma busca por essa enzima no genoma de T.
cruzi, a qual aparece anotada com o EC: 1.14.13 no banco de dados KEGG Pathway, néo foi
possivel identifica-la, sugerindo que o IPA, em T. cruzi, pode ser consumido via IP ou entdo
sofrer oxidagdo espontanea.

Nesse contexto, relatos na literatura caracterizam o IPA como sendo um intermedirio
guimicamente instavel. Através de extratos obtidos a partir do cultivo de bactérias Aerobacter
aerogenes em um meio cuja principal fonte de carbono era His, foi possivel observar a
converséo do urocanato, via UH presente no extrato, em um composto instavel, com um
espectro de absorcdo mostrando um maximo a 261 nm, em pH 7,4, sendo atribuido a essa
espécie quimica a identidade do IPA (Revel, Magasanik, 1958). Com relacdo as suas
propriedades quimicas, sabe-se que 4-imidazolonas, ndo passiveis de substituicdo na posi¢cdo
2 do anel imidazdlico, sdo notoriamente instaveis (Kjaer, 1953). Estudos envolvendo

tentativas de preparo do composto 4-imidazolona em solugdo aquosa ndo obtiveram sucesso,
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uma vez que esse resultou muito sensivel a decomposicdo para ser isolado (Freter et al.,
1957).

No tocante a enzima IP, apenas dois trabalhos na literatura discorrem sobre sua
purificacdo e algumas de suas propriedades bioquimicas. Em um deles, foram utilizados
extratos de bactérias Pseudomonas fluorescens, Aerobacter aerogenes e Clostridium
cylindrosporum. Nesse trabalho, os extratos foram preparados a partir do cultivo dessas
bactérias em condi¢des especificas. A atividade da IP foi medida pela taxa de consumo do
IPA, & 264 nm, pH 7,2. O substrato dessa enzima foi gerado enzimaticamente a partir de
urocanato e por acdo da UH (Mehler, Tabor, 1953). Basicamente, a reacdo foi iniciada pela
adicdo de urocanato, onde foi possivel observar a queda na absorbancia a 277 nm. Foi
relatado que essa reacdo foi essencialmente completa em 8 min, tempo no qual, a absorbancia
a 264 nm foi reportada como sendo proxima a 0,42 e extratos crus de bactérias (onde
acreditava-se conter IP em sua composi¢do) foram adicionados. Dessa forma, foi relatado ser
possivel acompanhar a queda na absorbancia a 264 nm, correspondente ao A de absor¢ao
maxima do que se achava que era o IPA. Reportou-se ainda que o agente quimico ao qual foi
atribuida a identidade do IPA tem uma meia-vida de 20 min a 30 °C e pH 7,2 (Rao,
Greenberg, 1960).

Fazendo um paralelo, em nosso trabalho foi possivel obter a TcIP recombinante de
forma solGvel ap6s sua expressdo e purificagdo em sistema heterélogo, e tentativas de
medicdo da atividade enzimética foram realizadas. Porém, nos deparamos com algumas
dificuldades no que diz respeito ao substrato IPA e o fato de ndo estar disponivel
comercialmente. Sendo assim, em um dos testes de medicdo da atividade enzimatica para
TclP procedemos como no trabalho citado anteriormente e fizemos tentativas de sintese do
substrato IPA in vitro, a partir da TcUH purificada. Porém, ao contréario do reportado, nao foi
possivel atribuir uma atividade para TcIP. Acreditamos que, pelo fato de que os A de absorgdo
do urocanato e do IPA estarem proximos e 0 urocanato também absorva a 264 nm, com essa
possivel sobreposicdo nos comprimentos de ondas ndo seria possivel discriminar a atividade
de uma enzima em detrimento da outra.

Em um segundo intento, trabalnamos na possibilidade de detectar o produto
enzimatico da reagdo da TclP, o formimino-glutamato (FiGlu), através de uma reacdo
envolvendo sua hidrdlise alcalina (Arakawa et al., 1964). De acordo com as limitacGes
relatadas em torno do substrato dessa enzima, tivemos que, novamente, optar pela sintese do

IPA in vitro, a partir da TcUH purificada. Nesse sentido, a primeira etapa desse método
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consistiu na producéo do IPA, via TcUH, a partir de urocanato; seguiu-se com adicdo da TclP
purificada (Reacéo 1) e partimos para deteccdo do produto FiGlu, via hidrolise alcalina. Para
tanto, ao produto da Reacéo 1 foi adicionado NaOH 2,5 M e o contetdo foi bem misturado e
mantido em TA por 2 h, ap6s esse tempo foi acrescido HC1 2,5 M para equilibrar o pH
(Reacdo 2). Como resultado dessa reacdo, teriamos como produto Glu e formamida e entéo,
seguimos para o ultimo passo, que consistiu na detec¢do do Glu via GDH comercial (Reacao
3). A reacdo da GDH consiste na deteccio do Glu via reducdo do NAD" a NADH,
monitorando-se a formag&o de NADH a 340 nm. No trabalho original, o Glu foi detectado por
acao de uma glutamato descarboxilase, através da liberagdo de CO, (Arakawa et al., 1964).
Apesar dos esforcos dedicados para deteccdo da atividade da TclP, ndo foi possivel atribuir
uma atividade enzimética para essa proteina em nosso trabalho. Acreditamos que a falta de
reagentes padrdes comerciais podem ser fatores importantes que impossibilitaram a validacéo
dessa técnica, de forma que ndo podemos assegurar, por exemplo, que a hidrdlise alcalina do
FiGlu funcionou bem, uma vez que ndo tinhamos o reagente comercial para fazer esse teste.

Ainda colocamos em questdo, a instabilidade quimica do substrato e sua oxida¢do ndo
enzimatica na presenca de oxigénio. De fato, em um outro trabalho, onde a IP foi extraida da
fracdo soluvel de extratos provenientes de figado de rato, toda a medicdo da atividade foi
conduzida anaerobicamente em atmosfera de nitrogénio. Foi reportado uma série de etapas
que permitissem a purificacdo da enzima IP e foi relatado que um ensaio de atividade para
UH foi realizado nesse extrato e essa se mostrou inativa, de forma que se pudesse trabalhar
com extratos livres de atividade UH. O IPA foi sintetizado, estabilizado e purificado de
acordo com o método de Brown e Kies; foi relatado que aerobicamente o IPA é estavel em pH
acido (o que tornou possivel sua purificacdo parcial) mas sofre decomposicdo em pHs neutro
ou alcalino, por outro lado, em anaerobiose é estavel a pH neutro (Brown, Kies, 1961). A
atividade maxima da IP foi obtida em pH 7,4, sendo essa atividade inferior a 50% quando em
pH 4cido (= pH 6,0). A K, foi calculada como sendo em torno de 0,7 x 10™ M (Snyder et al.,
1961).

Fazendo uma anélise critica dos trabalhos publicados até o momento, ndo ha
evidéncias concretas que nos permitam assegurar que o substrato descrito para a IP seja o
IPA, ja que mesmo sendo este produzido pela UH, em condi¢bes fisioldgicas o IPA ndo
estaria disponivel por tempo suficiente para transitar do sitio ativo da UH para o sitio ativo da
IP. Efetivamente, ndo h& demonstracdo da producdo de IPA in vivo e, mesmo quando

mensurada in vitro, essa foi realizada em atmosfera de N, fato esse incompativel com o
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microambiente citoplasmatico, onde a via opera no parasita e outros organismos aerobios. Do
descrito, propomos a necessidade de uma revisao critica de como a via de degradacédo de His

de fato acontece.

5.4 TclP: uma enzima citoplasmatica expressa majoritariamente em epimastigotas

Os dados obtidos em nosso trabalho para TclP, demonstram que essa proteina se
encontra claramente mais expressa na forma epimastigota, corroborando com os resultados
obtidos para as duas primeiras enzimas - TCHAL e TcUH - que resultaram mais expressas em
formas epimastigotas quando comparado com as demais formas ao longo do ciclo de vida do
parasita (dados ndo publicados). De fato, dados de protedbmica apontam que TcHAL e TcUH
sdo abundantes nos estagios do parasita encontrados no inseto vetor, mas sdo quase
indetectaveis nas formas presentes no hospederio mamifero (Atwood et al., 2005). Esses
achados nos levam a crer que a via de degradacao de His parece ser importante especialmente
para os estagios presentes no hospedeiro invertebrado.

Em relagdo a localizagdo subcelular da TclP, quando analisada nas diferentes formas
do T. cruzi, observamos que apresenta um padrdo de localizacdo citoplasmatica, o que refuta
as predicdes in silico, que apontam para uma localiza¢do ndo citoplasmatica. A localizacao
subcelular da TclP foi confirmada pela co-localizagdo com a enzima malato desidrogenase-
like (marcador de localizacdo subcelular citoplasmatica) e através do ensaio complementar de
fracionamento seletivo com digitonina, na qual a TclIP foi detectada majoritariamente nas
fracdes permeabilizadas com baixas concentracdes de digitonina (0,1-1 mg/mL), padrédo
semelhante a TcTAT, uma enzima citosolica. O perfil de localizacdo citoplasmético também
corrobora com o encontrado para as enzimas TcHAL e TcUH, mostrando que muito
provavelmente, a degradacdo de His aconteca de forma completa neste compartimento

celular.

5.5 O complexo TcUH-TcIP

Embora relatos na literatura tenham demonstrado uma possivel atividade para IP, nds
nos questionamos sobre a forma que essa enzima estaria operando no interior da célula, visto
que o microambiente intracelular ndo é livre de oxigénio. Em um trabalho onde foi

demonstrada a estrutura cristalografica da IP de Agrobacterium tumefaciens, reportou-se que
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a enzima consiste em um mondmero, e que cada mondmero é composto por dois dominios,
sendo um deles um pequeno dominio (residuos 17-80 e 380-420) e o outro um grande
dominio TIM barrel (residuos 81-380) (Tyagi et al., 2007). De fato, esses dominios, que
podem ser didaticamente pensados como tlneis, sugerem que a estrutura dessa enzima se
organiza de maneira que o substrato IPA se encontre protegido da exposicdo ao O,. Nesse
contexto pensamos ainda na possibilidade de que as enzimas TcUH e TclIP pudessem estar
associadas formando um complexo macromolecular, que contribuindo de forma a diminuir ao
maximo qualquer possivel exposi¢do do substrato ao oxigénio.

Na literatura, ndo ha nenhum relato que sugira que essas proteinas possam estar
associadas em outros organismos. De fato, os estudos envolvendo a resolucdo da estrutura
terciaria dessas proteinas, sdo reportados independentemente e ndo propdem qualquer tipo de
associagao entre elas. Apesar desse fato, resolvemos fazer um experimento preliminar para
averiguar essa hipétese. Como resultado dos experimentos de Pull-down, onde empregamos
as enzimas recombinantes TcUH e TclP, juntamente com extratos de formas epimastigotas de
T. cruzi, foi possivel apontar para um primeiro indicio de interacdo entre essas proteinas in
vitro. A partir desse resultado, o trabalho se encaminhou para uma nova perspectiva
envolvendo a identificacdo do complexo TcUH-TcIP.

Nesse sentido, n6s empregamos a técnica de Cromatografia de Exclusdo Molecular
para que pudéssemos ter uma ideia de como essas proteinas estavam associadas, nas
condicBes testadas. Essa técnica permite a separacdo de componentes de uma amostra
complexa com base em sua massa molecular. Inicialmente, trabalhamos no sentido de
entender melhor o perfil de cada uma das proteinas em separado, utilizando as proteinas
TcUH e TcIP recombinantes. Nossos achados sugerem que a TcUH se organiza como um
dimero, resultado esse que encontra respaldo na literatura. Em um trabalho realizado com P.
putida, por exemplo, a enzima é um homodimero simétrico de 2 x 557 residuos de
aminoacidos com ligacdo forte do cofator NAD™ (Kessler et al., 2004). No tocante & TclP,
nossos resultados apontam para um mondmero. Em A. tumefaciens, através de cromatografia
de exclusdo molecular, a proteina foi eluida como um mondmero (Tyagi et al., 2007). Em
contrapartida, a IP de Bacillus subtilis consiste em um homodimero. Finalmente, quando
avaliamos a fracdo resultante da interacdo TcUHr + extratos de epimastigotas advinda dos
experimentos de Pull-down, foi possivel estimar uma possivel organizacdo do complexo

TcUH-TclP, sendo esse correspondente a uma massa molecular aproximada de 187 kDa, o
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que sugere uma relacdo de uma unidade de TcUH (=113 kDa) + uma unidade de TcIP (= 67
kDa), somando ~180 kDA.

Em nosso trabalho, também foi possivel identificar o complexo TcUH-TcIP, quando
uma dessas proteinas foi expressa com a cauda de 6 x His, enquanto a outra foi expressa sem
a cauda de 6 x His, de forma que a primeira foi imobilizada na matriz de Ni**"NTA devido sua
afinidade pelo metal e a outra teve sua ligacdo a matriz dependente de sua capacidade de se
associar a primeira. O experimento reciproco foi realizado e foi possivel, em ambos 0s casos,
demonstrar a interacdo das proteinas em questdo. Assim, os resultados se encaminhavam para
o fato de que, ao menos nas condicdes testadas, TcCUH e TclP estariam interagindo in vitro.

Nesse contexto, nds passamos a considerar necessaria a utilizacdo de uma metodologia
que permitisse a purificacdo do complexo em condi¢fes mais proximas das fisioldgicas,
eliminando assim a possibilidade de um falso positivo na interagcdo entre ambas as proteinas.
Elegemos a técnica de purificacdo por afinidade em tandem ou TAP-Tagging a fim de validar
essa interacdo no parasita. Conforme descrito na literatura, o método de TAP-Tagging foi
inicialmente desenvolvido em leveduras e seu uso tem sido bem-sucedido neste organismo
(Puig et al., 2001).

O método de Purificacdo por Afinidade em Tandem apresenta duas vantagens em
relacdo aos métodos cromatograficos convencionais, sendo a primeira, o fato de que é
extremamente confiavel em termos de pureza, produzindo proteina pura em quantidade
suficiente para identificacdo por espectrometria de massas a partir de alguns litros de cultura
celular. Em segundo lugar, de uma forma geral, todo o procedimento pode ser realizado em
condicdes ndo desnaturantes, sob as quais 0 complexo proteico purificado geralmente mantém
a funcionalidade. O método TAP foi adaptado com sucesso para outros organismos, incluindo
mamiferos, insetos, bactérias como E. coli, plantas e tripanossomatideos [revisado por
(Schimanski et al., 2005).

Em nosso trabalho, para a realizacdo dos ensaios de TAP-Tagging, as sequéncias
codificadoras para TcUH e TclP foram inseridas no vetor pTEX-TAP-Tagging que codifica
para uma proteina A de S. aureus, e seus dois dominios de ligacdo a 1gG, mais o peptideo de
ligagdo a calmodulina (CBP), separados por um sitio de clivagem TEV. Conforme relatado,
ndo obtivemos sucesso na etapa de clivagem com TEV, para ambas as linhagens mutantes
geradas, de forma que ndo foi possivel seguir com a segunda etapa e, por isso, somente a
primeira etapa de purificacdo foi realizada. Apesar desse inconveniente, foi possivel

identificar, por espectrometria de massas, que tais proteinas estavam associadas, uma vez que
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ambas TcUH e TclIP foram encontradas na eluicdo resultante da primeira etapa da purificagéo,
correspondente a interacdo do extrato proteico da linhagem pTTG-TclIP com a matriz de IgG,
através do dominio Proteina A.

Apesar das dificuldades que encontramos em nosso trabalho, o0 método TAP ja foi
empregado para T. cruzi com sucesso. Foi reportado na literatura a utilizacao da técnica com o
obtivo de identificar os mMRNAs associados a proteina PUF6, membro da familia de proteinas
PUF (Pumilio/FBF1) de T. cruzi. A superexpressdo da proteina TcPUF6, fusionada & TAP-
Tagging permitiu a identificacdo dos mRNAs associados por purificacdo de afinidade e
hibridizacdo por microarray, resultando em nove possiveis alvos. Interessantemente, nesse
trabalho, é descrita apenas a primeira etapa do processo, onde 0 sobrenadante proveniente de
extratos proteicos foi usado para ensaios de purificacdo por afinidade e as proteinas
associadas foram purificadas em coluna de 1gG-Sepharose, sendo posteriormente clivados
com TEV. Os RNAs eluidos foram purificados e amplificados (Dallagiovanna et al., 2008). A
etapa de cromatografia com calmodulina ndo é reportada, provavelmente porque nesse
momento j& se sabia que essa etapa da purificacdo ndo era eficiente o suficiente, pelo menos
para tripanossomatideos.

De fato, Schimanski e colaboradores relataram problemas associados a ineficiéncia no
passo de purificacdo envolvendo a afinidade pela matriz de calmodulina, em estudos com T.
brucei. Resultados similares associados a falta de sucesso com a técnica foram comunicados
por outros pesquisadores da area, de forma que tais inconvenientes se estendem ainda para
outros organismos que ndo tripanossomatideos, como para células de mamiferos, onde o
método original ndo é capaz de render quantidade suficiente de proteina para posterior
identificacdo. A fim de contornar essa limitacdo reportada em relagcdo a cromatografia com
calmodulina, Schimanski e colaboradores fizeram uma substituicio do CBP por uma
sequéncia curta de 12 aminoacidos correspondentes ao epitopo de proteina C (Prt C). Essa
nova estratégia foi denominada PTG (para ProtC-TEV-ProtA) tag. A Prt C é derivada da
proteina C humana, um zimogénio plasmatico dependente de vitamina K especificamente
expresso em hepatocitos. De fato, os resultados obtidos demonstraram que essa nova
combinacdo é consideravelmente mais eficiente do que a purificagdo com a técnica original
(Schimanski et al., 2005).

5.6 Demonstracio do “curto-circuito” na via de degradacio de His
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Como discorrido no decorrer desse trabalho, o IPA pode ser convertido a outros
intermediarios, de forma ndo enzimatica, em virtude de sua instabilidade quimica
consideravel. Outros grupos de pesquisa demonstraram independentemente que o IPA pode
ser hidrolisado ndo enzimaticamente a N-formilisoglutamina e posteriormente a isoglutamina.
Foi reportado que o oxigénio € requerido para que essa hidrélise ocorra em pH neutro,
processo esse dependente principalmente da instabilidade aerdbica do intermediario IPA, sob
essas condigdes (Brown, Kies, 1959; Feinberg, Greenberg, 1959; Hassal, Greenberg, 1962).

A conversdo ndo enzimatica do IPA a a-KG, na presenca de oxigénio, foi descrita em
um sistema quimico. Feinberg e Greenberg validaram primeiramente que a oxida¢do nao
enzimatica do IPA poderia levar a reducdo do DCPIP, um aceptor de elétrons (Feinberg,
Greenberg, 1959). Mais tarde, dando continuidade aos estudos, foi provado que o IPA poderia
ser oxidado espontaneamente a 4-oxoglutaramato (e posteriormente a a-KG), &cido férmico e
amonia, sendo esta reacdo favorecida na presenca de aceptores de hidrogénio. Foi
demonstrado que a formacédo do 4-oxoglutaramato se da sob condi¢des aerdbicas e pH neutro.
Por outro lado, foi postulado que a decomposigdo espontanea do IPA a formil-isoglutamina
seria uma hidrolise simples, favorecida em pH alcalino e ndo dependente de uma atmosfera de
oxigénio (Hassal, Greenberg, 1962). Diante dessas observacdes, nds trabalhamos no sentido
de demonstrar uma nova configuracdo no catabolismo de His, de forma que esse poderia ser
operacional valendo-se apenas dos dois primeiros passos enzimaticos, em outras palavras, a
conversdo direta de His a a-KG e posterior incorporacdo pelo TCA seria exclusivamente
dependente da atividade enzimética da TcHAL e TcUH. Nesse contexto, usamos leveduras S.
cerevisiae, da cepa W303-1A, cuja via descrita esta ausente.

Assim, como resultado da incorporacdo e consumo de L-[**C(U)]-His através da
atividade enzimética das proteinas TcHAL e TcUH ativamente expressas em sistema
heterélogo, foi possivel detectar **CO,, sendo esse uma provavel evidéncia da oxidacdo ndo
enzimatica do IPA a a-KG. O a-KG resultante, como um intermediario importante do TCA,
contribui para que o mesmo se mantenha operativo e, através da agdo da enzima o-KG
desidrogenase, libera uma molécula de CO,. Nesse sentido, foi possivel demonstrar pela
primeira vez na literatura, a existéncia de uma ramificacdo no metabolismo de His, que veio a
contribuir para uma nova configuracdo bioquimica dessa via.

Vale ressaltar que uma pequena quantidade de **CO, foi detectada quando incubamos
L-[**C(U)]-His com as linhagens de leveduras controles (selvagem e transformada com os

dois plasmideos vazios). A fim de comprovar que esse **CO, era proveniente exclusivamente
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do TCA, pelo menos para nossa linhagem de leveduras mutantes HU, fizemos um intento
preliminar de inibir a enzima aconitase do TCA, através do incremento de 2 mM fluoroacetato
de sédio — NaFAc (MacRae et al., 2012) no momento em incubamos as leveduras com L-
[“C(U)]-His. Se essa enzima, responsavel pela conversdo do citrato em D-isocitrato, fosse
efetivamente inibida, provavelmente haveria um acimulo de citrato e, com o decorrer do
tempo o TCA deixaria de operar. Nesse sentido, se **CO, detectado em nosso trabalho fosse
exclusivamente proveniente do TCA, observariamos uma redugdo do mesmo, em funcéo do
tempo, quando na presenca de NaFAc. Em nosso experimento, as leveduras ndo suportaram a
acao do composto, que levou a morte das células. Assim néo foi possivel atribuir conclusdes a
esse teste preliminar. Acreditamos que é necessario repetir esse experimento a fim de
padronizar uma concentracdo de NaFAc que tenha potencial em induzir os efeitos esperados
sem levar & morte celular.

Por outro lado, trabalhamos na hipétese de que parte desse **CO, liberado pudesse ser
consequéncia da acdo de uma descarboxilase comum a varios substratos, dentre eles His. Ndo
encontramos uma His descarboxilase (EC: 4.1.1.22) especifica no genoma de S. cerevisiae,
porém encontramos uma Glu descarboxilase (EC: 4.1.1.15), por exemplo. Ensaios foram
realizados a fim de detectar uma possivel atividade His descarboxilase, porém ndo foi
possivel demonstrar essa atividade nas condicGes testadas. A fim de melhor compreender essa

questdo, outros ensaios devem ser realizados.
5.7 O papel fisiologico da TclP

Conforme relatado, ndo foi possivel atribuir uma atividade para TcIP nesse trabalho.
Assim, permaneceu a questao sobre sua funcionalidade, uma vez que para as demais enzimas
da via foi possivel demonstrar uma atividade — a TcCHAL e TcUH foram descritas pelo nosso
grupo (tese de Doutorado Maria Julia Barison, 2015), enguanto que para TcFG foi
demonstrado a existéncia de uma enzima capaz de converter o FiGlu em Glu e formamida
(Hai et al., 2013).

Como ndo ¢é possivel realizar um knock down (por exemplo por RNA de interferéncia)
em T. cruzi (da Rocha et al., 2004) e apenas poucos casos de knock down de genes mediante
estratégia de knockouts parciais por interrupcdo génica foram relatados, a superexpressao
resultou em uma abordagem alternativa para avaliacdo do papel biologico de proteinas no
parasita, tendo em vista que o advento da técnica de CRISPR/Cas9 para T. cruzi se deu apenas
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na etapa final desse projeto. Por essas razdes, escolhemos a técnica de superexpressao e assim
geramos parasitas mutantes da linhagem pTEX-TcIP.

A confirmacdo da presenca de uma cdpia ectopica do gene da TclP nos parasitas
mutantes foi incialmente realizada pela técnica de western blotting, mas essas diferencas néo
resultaram tdo evidentes. NOs entdo empregamos a técnica de ELISA que, por se tratar de uma
abordagem quantitativa foi capaz de demonstrar aumento na expressao da TclIP na linhagem
pTEX-TclIP, em detrimento aos controles das linhagens wt e pTEXg. Embora se trate de uma
técnica complementar nesse contexto, a IFI também corroborou com o resultando observado,
ja que a intensidade de fluorescéncia dos parasitas superexpressores para TclP, quando
imunomarcados com anti-TclP, foi relativamente mais intensa quando comparada ao controle.
Uma vez constatado esse aumento, partimos para caracterizacdo do fendtipo dos parasitas
mutantes a fim de verificar se 0 aumento dos niveis de TclP teria algum efeito na biologia do
parasita. Como primeira analise, ndo observamos nenhum efeito na capacidade proliferativa

nem na morfologia das formas epimastigotas pTEX-TcIP, em detrimento aos controles.

5.7.1 TclP e a bioenergética do T. cruzi

Como discorrido anteriormente, o IPA pode ser convertido espontaneamente a o-KG,
conduzindo esse metabodlito diretamente ao TCA. Por outro lado, a via pode também operar
através de quatro reaces enzimaticas, gerando Glu, que pode ser tanto convertido a a-KG
qguanto ser utilizado na biossintese de moléculas importantes para o parasita, como Pro
(através da atividade das enzimas de biossintese de Pro, TcP5CS e TcP5CR — dados nao
publicados do nosso grupo) e Gin (através da reacdo da TcGS — dados ndo publicados do
nosso grupo). De fato, essa Ultima condicdo é a situacdo mais esperada quando temos a
superexpressdo da TclP, de forma que dando um aporte maior dessa enzima ao parasita,
estariamos estimulando a atividade da TclP (quando formando o complexo TcUH-TcIP),
resultando na convers@do do IPA em FiGlu, previnindo ou reduzindo sua oxidacdo néo
enzimatica. Vale lembrar que os processos biologicos relatados ndo se excluem, podendo
ocorrer em eventos simultaneos.

Se pensarmos nesse contexto, os parasitas da linhagem pTEX-TcIP que apresentaram
taxas de respiragdo ligeiramente maiores (referentes a respiragdo de rotina e em resposta aos
estimulos adicionados, oligomicina A e FCCP) em relacdo a linhagem pTEXg, poderiam estar

acumulando Pro, uma fonte eficiente de carbono e energia para formas epimastigotas, embora
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deva atravessar as membranas mitocondriais para ser oxidada. Sendo assim, ainda que
consideremos relevante essa hipdtese no contexto da discussdo dos dados obtidos nesse
trabalho, é pouco provavel que a Pro sintetizada via Glu seja mais eficiente em estimular a
respiragdo do que o a-KG gerado via transaminac&o, ja que esse € diretamente incorporado ao
TCA.

Ademais, embora os parasitas da linhagem pTEX-TcIP possam restaurar os niveis de
ATP ap6s submetidos a estresse em PBS, o perfil de resposta € muito semelhante aos
parasitas wt, de forma que ndo resultam mais ou menos susceptiveis & caréncia de
metabolitos. O mesmo podemos afirmar em relacdo a viabilidade desses parasitas
acompanhada em diferentes tempos, jA& que os dados de viabilidade obtidos ndo sdo
estatisticamente significantes em relacéo a linhagem wt ou mesmo em detrimento da linhagem
PTEXag.

Diante do exposto, a enzima TclP parece ndo ter uma participacdo marcante no
metabolismo energético na fase epimastigota de T. cruzi, pelo menos de acordo com 0s

experimentos realizados, nas condigGes analisadas.

5.7.2 Parasitas que superexpressam a TcIP ndo sofrem metaciclogénese

A superexpressdo afetou drasticamente a taxa de metaciclogénese dos parasitas da
linhagem pTEX-TcIP, visto que esses parasitas ndo sdo capazes de se diferenciar, seja em
TAU-3AAG ou mesmo com TAU-His, ao passo que os controles das linhagens wt e pTEXg
se diferenciam normalmente. Assim, quando a diferenciacdo se da em meio TAU-3AAG, as
taxas de metaciclogénese atingem cerca de 30% e 23%, para as linhagens wt e pTEXag,
respectivamente; engquanto que quando se da em meio TAU-His, essas taxas estdo na média
de 23% e 27%, para as linhagens wt e pTEXg, respectivamente.

Em um estudo reportado na literatura, onde foi avaliado o efeito da superexpressao da
proteina de ligacdo ao RNA, TcRBP19, constatou-se que a superexpressao ectopica do gene
TcRBP19 levou a uma reducdo no processo de metaciclogénese. De fato, células transfectadas
com o vetor pTEXg (controle) apresentaram uma taxa de diferenciacdo de cerca de 40%, em
contraste com apenas 26-28% advindas dos transfectantes pTEX-TcRBP19. Os autores
sugerem que a capacidade de responder aos mecanismos desencadeados pelo estresse
nutricional ou o proprio processo de diferenciacdo pode estar afetado pela presenca de uma

copia ectopica do gene TcRBP19 e ainda concluem que o controle da expressao da TCRBP19
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é necessario para que a metaciclogénese prossiga de forma completamente eficiente (Pérez-
Diaz et al., 2012).

Em nosso trabalho, os parasitas da linhagem pTEX-TcIP apresentam niveis de
viabilidade iguais aos controles quando submetidos a estresse nutricional. Ensaios de
viabilidade celular foram realizados durante os dias 4, 5 e 6 ap0s o inicio da metaciclogénese
e concluimos que tais parasitas apresentam um perfil de viabilidade semelhante aos controles
wt e pTEXg, sugerindo que ndo seria 0 estresse metabdlico ou a capacidade desses parasitas
de responder aos mecanismos desencadeados pelo mesmo, 0s responsaveis pela interrupcao
da metaciclogénese.

Foi ainda constatado que parasitas mutantes da linhagem pTEX-TcIP resultaram
menos aderentes as garrafas de cultivo em relacéo aos parasitas wt e pTEXg. Acreditamos que
a auséncia de metaciclogénese nessa linhagem possa estar relacionada a baixa adesdo dos
parasitas. De fato, sabe-se que os epimastigotas aderem as membranas intestinais dos insetos
triatomineos antes de sua diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos (Zeledon et al.,
1984). Nesse contexto, Bonaldo e colaboradores fizeram um estudo detalhado dos
mecanismos envolvidos no processo de adesdo, no qual esse foi reproduzido in vitro sob
condicdes definidas. Os autores mencionam que um baixo rendimento de tripomastigotas
metaciclicos foi obtido quando a metaciclogénese (de cultura axénica) foi realizada sob
agitacdo constante ou em frascos siliconizados, sugerindo que a adesdo de epimastigotas nos
frascos de cultivo é um passo importante na habilitacdo prévia dos parasitas para 0 processo
de diferenciacdo. Mais que isso, foi reportado uma drastica reducdo no nimero de parasitas no
sobrenadante das culturas, ap6s 6 h de diferenciacdo em meio TAU-3AAG, sendo essa
reducdo devido a adesdo dos epimastigotas ao frasco de cultivo, visualizado por microscopia
Optica (Bonaldo et al., 1998). No tocante a morfologia, foram relatadas alteracdes no decorrer
do processo de metaciclogénese, na qual os parasitas tornam-se progressivamente mais
delgados. Andlises de microscopia eletrdnica mostraram que 0s parasitas aderidos tem o
cinetoplasto em forma de “haste”, tipico da forma epimastigota, enquanto que a maioria dos
parasitas encontrados no sobrenadante apds 96 h de incubacao exibiram um cinetoplasto mais
arredondado e uma alteragdo de proximidade com o nucleo foi observada (tornando-se mais
distante), caracteristicas essas condizentes com as formas tripomastigotas metaciclicas
(Bonaldo et al., 1998). Em contrapartida, em nosso trabalho, imagens obtidas ao longo da
diferenciacdo, mostraram que 0s parasitas superexpressores para TcIP mantiveram uma

morfologia semelhante a forma epimastigota, no sentido em que ndo foram detectadas formas
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mais afiladas nos sobrenadantes das culturas. Mais que isso, ndo se observou a transicao da
posicdo do nucleo em relacdo ao cinetoplasto; pelo contrario, permanecem como formas
epimastigotas, com cinetoplasto anterior e préximo ao ndcleo. Isso quer dizer que esses
parasitas ndo apresentam a morfologia classica daqueles provenientes do processo de
diferenciacdo, nos quais o cinetoplasto é posterior ao nucleo e a morfologia é alongada e
afilada, como observado para os parasitas das linhagens controle wt e pTEXag.

Embora esses parasitas aparentemente mantenham sua capacidade de responder ao
estresse nutricional durante a metaciclogénese, ndo apresentando um padrdo atipico de
viabilidade em relacdo aos controles, a presenca de uma copia ectopica da TcIP pode estar
afetando o proprio processo de diferenciacdo, de forma que o controle da expressdo da TclP
possa ser necessario para que a metaciclogénese prossiga normalmente.

A ideia de que algumas enzimas possam estar envolvidas em outras fungdes, além de
sua participacdo central no metabolismo, vem tomando forca nos ultimos anos. Esse tipo de
dupla funcionalidade é comumente conhecido como proteina moonlighting e exemplos tém
sido descritos para procariotos e eucariotos (Jeffery, 1999; Gancedo, Flores, 2008;
Commichau et al., 2009). Com relacéo aos parasitas, pode-se afirmar que esse tipo de proteina
(ou mais especificamente, enzima) multifuncional estd presente em muitas espécies. Além
disso, com o advento da metabolémica e outras tecnologias do tipo high-throughput, foi
possivel demonstrar que, em alguns casos, os fendtipos mutantes decorrentes do desvio da
funcdo enzimética original de uma dada proteina, se d4, muito provavelmente, como uma
consequéncia direta da perturbacdo do processo celular em si, além do metabolismo
(Collingridge et al., 2010). As enzimas da via glicolitica, geralmente abundantes em muitos
organismos e tipos celulares sdo, até o presente momento, os exemplos de proteinas
moonlighters mais comumente encontradas, ja que podem ser submetidas a uma relocalizacéo
subcelular dindmica. Nesse sentido é razoavel questionar se a compartimentalizacdo Unica da
glicolise em glicossomos e a regulacdo da glicélise, no caso dos tripanossomatideos, possa
limitar as possibilidades das enzimas da via glicolitica atuarem como proteinas moonlighting.
No entanto, a localizacdo parcial fora do glicossomo de uma das isoformas da hexoquinase é
sugestiva de que essa enzima tenha uma funcdo celular adicional, além da glicélise
(Collingridge et al., 2010). Diante do exposto, ndo seria curioso que mais proteinas, além das
envolvidas na via glicolitica, possam estar exercendo atividades moonlighting. Por isso,

propomos que o fendtipo relatado para a linhagem pTEX-TcIP (auséncia de metaciclogénese)
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associada a superexpressao da enzima, canonicamente descrita como enzima integrante da via

de degradacéo de His, possa sugerir uma proteina com atividade moonlighting.



CAPITULO 6: CONCLUSOES
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1. A TcIP é majoritariamente expressa na forma epimastigota, assim como as duas primeiras
enzimas envolvidas na via de degradacao de His em T. cruzi, TcHAL e TcUH.

2. A TclP é uma proteina citoplasmatica, assim como a TcHAL e TcUH, sugerindo que a via
de degradacéo de His é citoplasmatica.

3. O substrato da TclIP, o IPA, é oxidado ndo enzimaticamente a a-KG, e este é capaz de ser
metabolizado diretamente via TCA.

4. A TclIP pode formar um complexo macromolecular com a TcUH in vitro, bem como em
epimastigotas de T. cruzi.

5. A superexpressdo da TclP ndo afetou a capacidade dos parasitas de se proliferarem em
meio LIT.

6. Apds estresse nutricional, a viabilidade celular, o contetido de ATP e as taxas de respiracdo
ndo se mostraram diferentes em relacdo aos controles, sugerindo que essa enzima ndo tenha
participacdo fundamental no metabolismo energético.

7. A capacidade de diferenciacdo dos parasitas superexpressores da linhagem TcIP em
tripomastigotas metaciclicas foi drasticamente diminuida, e esse fenotipo pode sugerir uma

proteina com atividade moonlighting, relacionada com a regulacédo da diferenciacao celular.
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Figura 35: Representacdo esquematica da via de degracdo de His sob uma nova pespectiva. A. Quando as enzimas TcUH e TclIP se encontram formando uma complexo
macromolecular tal como é demonstrado na figura, o intermediario IPA se encontra protegido da exposi¢cdo ao O, e por isso é possivel que a via opere em quatro passos
enziméticos, levando a formacéo final de Glu, que pode ser convertido em a-KG e alimentar o ciclo de Krebs ou mesmo ser utilizado para biossintese de moléculas
importantes para o parasita, tais como Pro (através das enzimas de biossintese de Pro, TcP5CS — Al-pirrolina-5-carboxilato sintetate e TcP5CR - Al-pirrolina-5-carboxilato
redutase) e Gln (através da enzima TcGS — glutamina sintetase); enzimas cujas atividades foram demonstradas pelo nosso grupo; dados ndo publicados. B. Quando ndo ha

formagéo do complexo TcUH-TclP, o intermediario IPA, substrato da enzima TclP, como até entdo vem sendo descrito, é oxidado ndo enzimaticamente a a-KG na presenca
de O,, sendo esse capaz de ser metabolizado diretamente via TCA, demonstrando que a via de degradacéo de His pode ser operativa em apenas dois passos enzimaticos.
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