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RESUMO

BARISON, M. J. Caracterizacéo e avaliacdo do papel da degradacdo de histidina na
bioenergética de Trypanosoma cruzi. 2015. 153 f. Tese (Doutorado em Parasitologia) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo 2015.

Trypanosoma cruzi € capaz de utilizar aminoacidos como uma eficiente fonte de energia.
Histidina (His), um aminoacido abundante no inseto vetor, € um metabdlito essencial para o
parasita, que deve incorpora-lo desde o meio extracelular para sua utilizacdo. No presente
trabalho mostramos que epimastigotas de T. cruzi incorporam His através de um unico
sistema de transporte saturavel. O transportador para His mostrou alta especificidade pelo seu
substrato e dependéncia do conteddo intracelular de ATP para a sua atividade. Uma vez no
citoplasma, His é degradada a glutamato através de uma via de degradagdo ndo descrita em
outros tripanossomatideos: a primeira enzima, histidina aménio-liase (TcHAL) catalisa a
desaminac¢do ndo oxidativa da His rendendo urocanato, que por sua vez é convertido por uma
urocanato hidratase (TcUH) ao intermediario 4-imidazolona-5-propionato. Posteriormente
através da atividade de duas enzimas (imidazolona propionase e formimino glutamase) é
produzido glutamato. O glutamato produzido pode ser desaminado a a-cetoglutarato, um
intermediario do ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA). No presente trabalho, as duas
primeiras enzimas da via, TCHAL e TcUH foram expressas e purificadas em sistema
heter6logo e diferentes parametros cinéticos e bioquimicos foram determinados. Observamos
também que parasitas incubados com [*C(U)]-His sdo capazes de liberar CO, radioativo,
demostrando que a oxidacdo completa da His é operativa em T. cruzi. Por outro lado, a
caracterizacdo da His como fonte de energia para epimastigotas, foi estabelecida mediante a
medicdo de parametros tais como a producdo de ATP, estabelecimento de potencial de
membrana interna mitocondrial (A¥y) e consumo de oxigénio. Observamos também que
guando parasitas submetidos a estresse nutricional sdo recuperados com His, os valores de
AW, séo recuperados, e sdo promovidos o0 consumo de oxigénio na mitocondria e a sintese de
ATP através da fosforilacdo oxidativa. Quando comparado o metabolismo de His entre as
fases exponencial e estacionaria de crescimento de epimastigotas, observamos que na fase
exponencial ha um consumo de His mais ativo, de acordo com o papel proposto para este
amino&cido na bioenergética de T. cruzi. Em contraste, o transporte de His mostrou-se mais
ativo na fase estacionéria, além de observarse um aumento nos niveis intracelulares tanto de
His quanto de urocanato, sugerindo uma possivel acumulacdo desses metabdlitos nessa fase
de crescimento. Interessantemente, His é também capaz de estimular a metaciclogénese in
vitro, com taxas de diferenciacdo comparaveis ao meio de diferenciacdo padrdo, TAU-3AAG.
Estudos metaboldmicos mostraram que His é utilizada principalmente no inicio da
diferenciacéo, possivelmente como fonte energética. Nossos dados indicam a relevancia da
His na bioenergética T. cruzi, demostrando o importante papel da utilizacdo de His pelo
parasita principalmente nas fases presentes no inseto vetor.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Doenca de Chagas. Histidina. Bioenergética.
Aminoacidos. Metaboldmica.



ABSTRACT

BARISON, M. J. Characterization and evaluation of the role of histidine degradation in
Trypanosoma cruzi bioenergetics. 2015. 153 p. Ph. D. Thesis (Parasitology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo 2015.

Trypanosoma cruzi is able to use amino acids as an eficient energy source. Histidine, an
abundant amino acid in the insect vector, is an essential metabolite for T. cruzi, so it must be
incorporated from the extracelular medium. In the present work we show that T. cruzi
epimastigotes incorporate His through a single and saturable transport system. His uptake
system is highly specific and is dependent on intracellular ATP content. Once in the
cytoplasm, His can be degraded to glutamate through a metabolic pathway not described in
other trypanosomatids. The first enzyme, histidine ammonia-lyase (TcCHAL) catalizes the non-
oxidative deamination of His to urocanate, which in turn is converted into the intermediate 4-
imidazolone-5-propionate by an urocanate hydratase. Afterwards, through the action of two
additional enzymes (imidazolone propionase and formimino glutamase) glutamate is
produced. The produced glutamate can be deaminated to a-ketoglutarate, a Tricarboxylic
Acids Cycle (TCA) intermediate. In the present work, the first two enzymes of the pathway,
TcHAL and TcUH were expressed and purified in heterologous system and their Kinetic and
biochemical parameters were determined. We also observed that parasites incubated with
[**C(U)]-His produce radiolabeled CO,, demonstrating that the complete oxidation pathway
of His is operative in T. cruzi. In addition, the characterization of His as an energy source for
epimastigotes was performed by measuring parameters such as ATP production,
mitochondrial inner membrane potential (A¥,) and oxygen consumption. We also observed
that parasites submitted to nutritional stress and then recovered with His, had their A¥n,
restored, promoted oxygen consumption and ATP synthesis by oxidative phosphorylation.
When His metabolism of epimastigotes in exponential and stationary phase of growth were
compared we observed that His is degraded more actively in exponential phase, according to
the proposed role of His in T. cruzi bioenergetic. In contrast, His uptake was higher in
stationary phase, and conhsequently intracellular levels of His and its first degradation
intermediate urocanate, were also increased, suggesting a probable accumulation of these
metabolites in that phase of growth. Furthermore, we observed that His can stimulate
metacyclogenesis, in comparable levels to that obtained in standard differentiation media,
TAU-3AAG. A metabolomic approach showed that His can be used by the parasite as energy
source, particularly, in the early stages of differentiation. Our results show the relevance of
this amino acid in T. cruzi bioenergetics, indicating the important role of His for the parasite,
more speciffically in the insect vector stages.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Chagas disease. Histidine. Bioenergetics. Amino acids.
Metabolomics.
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1.1 Aspectos gerais da doenca de Chagas

A doenca de Chagas, classificada como negligenciada, € a terceira doenga parasitaria no
mundo, seguida da maléria e esquistossomose, com maiores indices de morte, onde estima-se
que 6 a 7 milhdes de pessoas estdo infectadas e que haja aproximadamente 100000 a 14000
mortes por ano (World Health Organization, 2015). A doenca é endémica em 21 paises do
continente americano, incluindo o sul dos Estados Unidos (Buhaya et al., 2015). Devido a
migracao de pessoas da zona rural para as cidades, somada ao intenso fluxo de imigrantes das
areas endémicas para areas ndo endémicas como Europa, Estados Unidos e Canada, tornou-se
uma doenca presente em diversos paises nao endémicos (Rassi et al., 2012).

A doenca de Chagas é uma zoonose causada pelo Trypanosoma cruzi, protozoario
hematico antigamente localizado na ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Na
taxonomia sugerida para organismos protozoarios proposto por Adl e colaboradores, o T.
cruzi é incluido dentro do super-grupo Excavata (antigamente reino Protista) e dentro desse
grupo € classificado, seguindo a ordem hierarquica, como Euglenozoa, Kinetoplastea,
Metakinetoplastina e Trypanosomatidae (Adl et al., 2005). T. cruzi é transmitido entre
mamiferos principalmente por insetos hemat6fagos pertencentes a ordem Hemiptera, familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae. As espécies de triatomineos de maior importancia
epidemioldgica sdo Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus (Barrett
etal., 2003).

A doenca de Chagas pode ser transmitida através de diferentes vias, as quais sdo
enumeradas em ordem decrescente de relevancia epidemiol6gica: a transmissdo vetorial,
através da contaminacdo com tripomastigotas metaciclicos presentes nas fezes depositadas
pelo inseto vetor durante o repasto sanguineo; por transfusdo sanguinea e transplante de
Orgdos proveniéntes de pacientes infectados; por transmisséo vertical, de mae para filho; e por
acidentes de laboratério através de manipulacfes nas quais formas infetivas de T. cruzi sdo
utilizadas. A transmissdo por via oral, pela ingestdo de alimentos contaminados foi também
demostrada e € considerada epidemiologicamente relevante (Barreto-de-Albuquerque et al.,
2015).

T. cruzi quando infecta o ser humano induz o desenvolvimento de uma fase aguda da
doenca seguida de uma longa fase cronica. Inicialmente a fase aguda, com duracéo de 4 a 8
semanas, caracteriza-se por alta parasitemia e presenca de parasitas em praticamente todos os
tecidos. Porém a auséncia de sintomas especificos faz com que a doenga seja dificilmente

diagnosticada em pacientes agudos (Rassi, 2012). Ja a fase cronica, caracteriza-se por uma
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reduzida ou muitas vezes indetectavel parasitemia. Essa fase pode manifestar-se de forma
indeterminada (assintomatica) ou sintomatica. Neste ultimo caso, a sintomatologia pode estar
relacionada com o desenvolvimento de cardiopatias, alteracBes gastrointestinais com
diferentes graus de severidade, ou ambas, podendo levar a Obito (Gattuso et al., 1993;
Moncayo et al., 2006; Punukollu et al., 2007)

As duas drogas atualmente disponiveis para o tratamento da doenga s&o o Nifurtimox
[3-metil-4(5’-nitrofurfurilideneamina) tetraidro-4H-tiazina-1,1-dioxida] e o Benzonidazol (N-
benzil-2-nitroimidazol acetamida) o qual é fabricado no Brasil por um laboratorio federal e
disponibilizado pelo governo para o tratamento de pacientes chagasicos. Essas drogas
surgiram na década de 1970 e sdo utilizadas apesar dos efeitos colaterais e de toxicidade
descritos. Ambas séo efetivas na fase aguda da doenca, porém, a eficiéncia na fase crbnica é
controversa (Duschak et al., 2007; Silber et al., 2005a).

A complexidade do ciclo de vida do T. cruzi, o qual envolve diferentes estadgios do
parasita e mudancas bioquimicas associadas as intera¢fes entre o parasita e o hospedeiro,
dificultam o desenvolvimento de novos farmacos (De Souza, 2002). Nesse contexto,
evidencia-se a necessidade do estudo da biologia do parasita e validacdo de novos alvos

terapéuticos visando o desenvolvimento de drogas eficazes para o tratamento da doenca.

1.2 O Trypanosoma cruzi

O T. cruzi possui um ciclo de vida digenético, alternando entre um hospedeiro
invertebrado e um hospedeiro vertebrado mamifero entre os quais se encontra 0 homem.

Quatro estagios de desenvolvimento sdo descritos em T. cruzi: amastigota intracelular
(forma replicativa e ndo infectante) e tripomastigota sanguineo (forma infectante e néo
replicativa) no hospedeiro vertebrado; e epimastigota (forma replicativa e ndo infectante) e
tripomastigota metaciclico (forma infectante e ndo replicativa) no hospedeiro invertebrado
(Brener, 1973). Mais recentemente, uma forma intermediaria entre os estagios de amastigota e
tripomastigota foi descrita, e devido as semelhancas morfoldgicas e bioquimicas (com a forma
epimastigota) foi denominada epimastigota intracelular (Almeida-de-Faria et al., 1999; Elias
et al., 2007; Tyler et al., 2001).

O ciclo de vida do T. cruzi pode se iniciar quando as formas tripomastigotas metaciclicos
presentes na porcdo final do intestino do inseto vetor sdo depositadas pelas fezes e urina
durante o repasto sanguineo realizado pelo triatomineo (Fig. 1). Essas formas penetram pelas

mucosas, descontinuidades da pele ou pela via oral, atingindo diferentes tipos celulares,
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principalemente macrofagos (Barrett, 2003; Brener, 1971; Coura, 2006; de Araujo-Jorge,
1989). O parasita invade as células do hospedeiro mamifero através de um vacuolo
parasitéforo a partir do qual escapa alcancando o citoplasma e diferenciando a forma
amastigota, passando pelo estagio transiente denominado epimastigota intracelular (Almeida-
de-Faria, 1999; Schenkman et al., 1988). Apo6s varios ciclos de divisdes binarias, as formas
amastigotas diferenciam-se nas formas infetivas tripomastigotas, as quais sdo liberadas ao
meio extracelular, podendo atingir a corrente sanguinea, invadindo outras células ou sendo
ingeridas pelo inseto vetor em um novo repasto sanguineo.

ApOs 0 repasto sanguineo, a maior parte dos tripomastigotas sanguicolas ingeridos
diferenciam-se em epimastigotas no estbmago do inseto vetor. ApGs a passagem para 0O
intestino médio os epimastigotas se dividem repetidamente. Posteriormente, ja na porc¢éo final
do intestino do inseto, os parasitas se aderem as células epiteliais do reto iniciando o processo
de metaciclogénese pelo qual se diferenciam as formas infectantes tripomastigotas
metaciclicos (Kollien et al., 2000). Estas formas podem ser depositadas novamente pelo inseto

vetor em um novo repasto sanguineo, completando assim o ciclo.

Hospedeiro
mamifero

g ! g Inseto vetor

Figura 1: Representacéo esquematica do ciclo de vida do T. cruzi. Formas presentes no hospedeito mamifero:
A, amastigota; Ei, epimastigota intracelular; T, tripomastogota sanguineo. Formas presentes no hospedeiro
invertebrado: E, epimastigotas; M, tripomastogota metaciclico. Adaptada de (Silva Paes et al., 2011).

T. cruzi apresenta diversas peculiaridades com relagdo a outros eucariotas: esses parasitas
possuem organelas especializadas denominadas glicossomos, 0s quais Sa0 peroxissomos
modificados onde acontece a maior parte da glicolise, assim como a via das pentoses fosfato

(Opperdoes, 1987). Outra organela propria de tripanossomatideos é 0 reservossomo,
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estruturas endociticas que armazenam proteinas e lipideos, assim como atividades de
hidrolases, para serem usadas em condigdes de estresse. Os reservossomos se localizam na
parte posterior do parasita e possuem morfologia e tamanho variado de acordo com as
condic¢des nutricionais (Sant'’Anna et al., 2008). Outra organela especializada inicialmente
descoberta em tripanossomatideos e depois descrita em uma variedade de outros organismos
sdo os acidocalcissomos, organelas acidicas com alta concentracdo de fésforo (pirofosfato e
polifosfato) complexado com Ca** e outros fons (Docampo et al., 1995; Docampo et al.,
2010).

T. cruzi e todos os flagelados do grupo Kinetopastea possuem uma Gnica mitocéndria que
se extende ao longo do corpo do parasita, apresentando ramificagdes que se extendem sob os
microtubulos subpeliculares. Essa mitocondria possue as estruturas e compartimentos tipicos
dessa organela: membrana externa, espacio intermembrana, membrana interna com as
classicas estruturas denominadas cristas, e a matriz mitocondrial. Dependendo das condicGes
nutricionais, a mitocéndria pode ocupar uma porc¢do variavel do volume celular total (de
Souza et al., 2009). O DNA mitocondrial se localiza em uma porcao determinada da organela,
dentro da matriz mitocondrial, proxima ao corpo basal e perpendicular ao eixo do flagelo,
formando uma estrutura incomum denominada cinetoplasto (kDNA). Com relagdo aos
componentes da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, dados do genoma e
experimentais mostraram a presenca e funcionalidade dos complexos Il e V, enquanto que o
complexo | parece ter uma funcionalidade limitada devido a auséncia de algumas subunidades
(Carranza et al., 2009; Opperdoes et al., 2008). Analises protedmicas em T. cruzi mostraram a
presenca de varias subunidades do complexo IV, proteina Rieske Fe-S, NADH desidrogenase,
subunidades alfa da ATP sintase, entre outros (Ferella et al., 2008). Antimicina e KCN
inibem a transferéncia de elétrons desde o succinato, sugerindo que os complexos Il e IV sdo
funcionais em T. cruzi. Além disso, os citocromos aa3, b e ¢558 foram identificados no
parasita, sugerindo-se ao citocromo aa3 como a principal oxidase terminal do T. cruzi
(Affranchino et al., 1986; Stoppani et al., 1980).

1.3 Metabolismo energético em T. cruzi

1.3.1 Metabolismo intermediario em T. cruzi

O T. cruzi ndo possui reserva intracelular de carboidratos, como o glicogénio. Assim, a

glicose (Glc) necessita ser obtida do ambiente (por exemplo, do sangue de mamiferos) por
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meio de um sistema de transporte para depois ser catabolizada e produzir metabdlitos
reduzidos, principalmente succinato e L-alanina (Cazzulo, 1994a). A glicélise em T. cruzi
apresenta caracteristicas diferenciadas em relagdo a outros eucariotas. Nesses parasitas a
glicolise ndo apresenta as formas de regulacdo classicas, como a regulacdo alostérica da
hexoquinase e a fosfofructoquinase (Cazzulo, 1992). Contudo, T. cruzi apresenta uma
glicolise compartimentalizada nos glicossomos, que contém as primeiras sete enzimas da via
glicolitica (Heise et al., 1999; Opperdoes, 1987). Alguns autores propdem que a
compartimentacdo da glicolise e a falta de regulacdo classica sdo fenémenos relacionados, e
que poderiam dever-se ao fato de que o fluxo glicolitico poderia estar controlado
simplesmente pela incorporacdo de Glc ao glicossomo e ao balango ADP/ATP dentro do
mesmo (Bakker et al., 2000).

Em muitos organismos, a transi¢cdo da anaerobiose para a aerobiose € acompanhada por
uma rapida diminuicdo na taxa de utilizacdo de Glc. Essa inibicdo do fluxo glicolitico pela
presenca do oxigénio é conhecida como “Efeito Pasteur”. No entanto, em T. cruzi ndo se
verifica a ocorréncia do “Efeito Pasteur”, ou seja, ocorrem taxas parecidas do consumo de Glc
tanto em anaerobiose quanto em condi¢Ges aerdbicas, o que é caracteristico de um
metabolismo do tipo fermentativo. Devido a esse fato, os termos “fermentagdo aerdbica” ou
“fermentag@o succinica” da Glc foi proposto para descrever o processo de oxidagdo da Glc
(Cazzulo, 1992; 1994a). Nessas condicdes, a Glc é degradada de forma incompleta,
resultando uma mistura final de CO,, acidos mono e dicarboxilicos, dos quais o succinato
representa cerca de 70%, e pequenas quantidades de acetato e piruvato.

Dentro do glicossomo, uma molécula de Glc € convertida em duas moléculas de
gliceraldeido 1,3-bifosfato, que sdo translocadas ao citosol e convertidas a fosfoenolpirauvato
(PEP). O PEP pode ter diferentes destinos: i. pode ser convertido a piruvato pela enzima
citosélica piruvato quinase ou ii. pode voltar ao glicossomo, onde é carboxilado para formar
oxaloacetato pela enzima PEP carboxiquinase (PEPCK) gerando ATP, e posteriormente
reduzido a malato pela malato desidrogenase re-oxidando o NADH gerado pela gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase. Assim, é reestabelecido o balanco redox e energético dentro do
glicossomo. O malato gerado dentro do glicossomo pode ser translocado ao citosol, onde
pode ser convertido a piruvato pela enzima malica Il, gerando NADPH necessario para
processos biossintéticos no citosol. Por outro lado, o malato pode ingressar a mitocondria,
onde pode ter dois destinos diferentes: em condicGes anaerobicas, onde o ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA) pode estar funcionando de manera mais lenta, o malato é convertido em

fumarato e posteriormente em succinato pela fumarato reductase, reoxidando uma molécula
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de NADH. Em condices aerdbicas, com o TCA funcionando ativamente, o malato pode ser
convertido a piruvato pela enzima malica I, o qual é oxidado a acetil-CoA entrando assim no
TCA. Dessa forma, o malato poderia ter um papel fundamental no processo da fermentacao
aerobica, assim como a enzima malica poderia ser considerada importante na regulacao da via
(Boveris et al., 1986; Bringaud et al., 2006; Cannata et al., 1984; Cannata et al., 1979).

1.3.2 T. cruzi e 0os aminoacidos

Os tripanossomatideos sdo capazes de catabolizar além de Glc, aminoécidos, com
producdo de amonio [revisado em (Silber et al., 2005c)]. Dentre os aminoacidos, tem sido
demonstrado que prolina (Pro), aspartato (Asp) e glutamato (Glu) sdo metabolizados pelo T.
cruzi (Sylvester et al., 1976b). Além disso, asparagina (Asn), glutamina (GIn), leucina (Leu) e
isoleucina (lle) participam do metabolismo energético (Mancilla et al., 1967; Zeledon,
1960b). O metabolismo da Pro vem sendo estudado em mais detalhe pelo nosso grupo. Sabe-
se que a Pro é degradada em dois passos enzimaticos a Glu: primeiro, a Pro desidrogenase
(TcPRODH) oxida a Pro em A'-pirrolina-5-carboxilato (P5C) que posteriormente &
convertido em Glu pela TcP5CDH na presenca de NAD(P)*. Foi descrito que a oxidagdo de
Pro acontece na mitocondria, estimulando a respiracdo celular e levando a sintese de ATP
através do precesso de fosforilacdo oxidativa (Mantilla et al., 2015; Paes et al., 2013).

Acredita-se que os aminodacidos utilizados pelo T. cruzi sdo convertidos em Asp ou Glu,
0S quais podem ser transportados desde o citoplasma para a mitocondria e incorporados ao
TCA (Silber et al., 2005b). O grupo amino do Glu pode ser transferido a piruvato pela alanina
aminotransferase (ALAT) ou pela tirosina aminotransferase, rendendo como produtos alanina
e a-cetoglutarato (a-KG) (Nowicki et al., 2007; Zelada et al., 1996). Além disso, 0 grupo
amino do Glu pode também ser convertido a a-KG ou transferido para dgua (formacdo de
NH,") através de alguma das isoformas da Glu desidrogenase, (Cazzulo et al., 1977; Juan et
al., 1978; 1979). O Asp também esta envolvido no fornecimento de intermediarios do TCA
pela Asp aminotransferase, que transfere o grupo —NH, do Asp para o a-KG, rendendo
oxalacetato e Glu, que ingressa ao TCA pela via ja descrita (Cazzulo, 1977).

Existe uma ampla evidéncia sobre o rol que diferentes aminoacidos possuem na
biologia do T. cruzi, além do seu papel na sintese protéica e no metabolismo energético.
Pereira e colaboradores envolveram a arginina na administracdo dos recursos energéticos da
célula em T. cruzi e T. brucei através de uma arginina quinase, enzima de fungdo analoga a

creatina quinase dos mamiferos (Pereira et al., 2000; Pereira et al., 2002c). Esses autores, em
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colaboragdo com nosso grupo de trabalho, mostraram também que essa atividade esta
envolvida no crescimento e em mecanismos de resisténcia a estresses (Pereira et al., 20023;
Pereira et al., 2003). Mais recentemente foi proposta também a participacdo de varios
aminoéacidos, dentre eles Glu, glicina, Pro e alanina, na regulacdo do volume celular, como
parte de um mecanismo de resisténcia a estresse osmotico (Rohloff et al., 2008).

Com relacéo ao papel da Pro em diferentes processos bioldgicos do T. cruzi, sabe-se
que esse aminoacido, ou os intermediarios do seu metabolismo, induzem a metaciclicogénese
(Contreras et al., 1985c). Além disso, foi proposto que Leu e lle, inibidores do catabolismo da
Pro, sdo capazes de inibir a metaciclogénese (Contreras et al., 1985b; Homsy et al., 1989a).
Também foi demonstrada a participacdo da Pro na diferenciacdo das formas intracelulares
(Tonelli et al., 2004a). Mais recentemente, foi mostrado que a Pro é o sustento energético na
invasdo das células no hospedeiro vertebrado (Martins et al., 2009). Demonstrou-se nesse
trabalho que em condicdes de deplecdo nutricional o parasita diminui consideravelmente os
niveis intracelulares de ATP, assim como a sua capacidade para infectar células de mamifero,
condicdo que é revertida apds a adicdo de Pro ao meio. Nosso laboratério tem envolvido
também a Pro na resisténcia a diferentes tipos de estresse, em particular estresse oxidativo
(Magdaleno et al., 2009; Paes, 2013). Recentemente, foi descrito que parasitas
superexpressando um transportador para Pro possuem uma maior concentracdo intracelular
deste aminoacido, assim como uma resisténcia aumentada a especies reativas de oxigénio tais
como perbxido de hidrogénio e oxido nitrico, assim como a drogas tripanocidas (Saye et al.,
2014).

1.4 Fases do crescimento de formas epimastigotas: fase estacionaria como pre-adaptacao
para a metaciclogénese

As formas epimastigotas, ndo infectantes e replicativas presentes no intestino do inseto
vetor, sdo facilmente cultivadas axénicamente in vitro. Em uma curva de crescimento tipica
desste estagio de T. cruzi podem ser identificadas duas fases principais no crescimento: a fase
exponencial, onde o parasita se replica ativamente e a duplicacdo das céelulas é proporcional
ao tempo. Esta fase é caracterizada por uma densidade celular entre 4,5 e 6,5 x 10 células por
ml. Na medida em que a cultura prolifera e aumenta sua densidade, os nutrientes e as
moléculas relevantes para o crescimento presentes no meio comegam a ser mais escassos € 0
parasita entra em uma fase onde cessa a proliferacdo, denominada fase estacionaria do

crescimento. Em geral, consideramos que uma cultura de epimastigotas atingiu a fase
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estacionaria quando a mesma possui uma densidade celular em torno de 8-10,5 x 107 cél/ml.
Como observado por Camargo e colaboradores (Camargo, 1964), culturas de epimastigotas
em fase estacionaria podem dar origem a tripomastigotas metaciclicos, o seguinte estagio no
ciclo biologico do T. cruzi. Na natureza, o estado que mencionamos como fase estacionaria
nas culturas in vitro pode se corresponder com aqueles parasitas presentes no intestino do
inseto vetor, aonde a disponibilidade de nutrientes diminui na medida em que os
epimastigotas transitam até atingir o ponto onde a diferenciacdo as formas metaciclicas
acontece. Varios trabalhos foram publicados descrevendo as caracteristicas bioquimicas e
morfologicas presentes na fase estacionaria de crescimento em epimastigotas. Em seguida

serdo brevemente comentadas ditas caracteristicas:

1.4.1 Metabolismo energético

Como ja mencionado anteriormente, T. cruzi € capaz de metabolizar tanto Glc quanto
aminoacidos como fonte de energia. Foi descrito que durante a fase exponencial do
crescimento, o parasita consome preferencialmente Glc, que é rapidamente consumida quando
disponivel no meio (Cannata, 1984). A glicolise acontece seguida da fermentacdo aerdbica
onde os principais produtos sdo metabolitos reduzidos, como succinato e alanina (Brand,
1979). No inicio da fase estacionéria, quando a Glc comeca a ser escassa, ha uma ativacdo de
enzimas mitocondriais, observada pelo aumento de citocromos em culturas envelhecidas.
Essas condi¢bes sdo necessarias para iniciar a oxidacdo de aminoacidos. O aumento na
concentracio de NH;" observado nesse momento do crescimento € consistente com uma
degradacdo ativa de aminoacidos (Cazzulo et al., 1985; Engel et al., 1987). Além disso, foi
relatada uma alta taxa de degradacdo proteolitica na fase estacionaria (Henriquez et al., 1993),
possivelmente para prover com aminoacidos a célula. De forma interessante, foi relatado que
durante a diferenciacdo de epimastigotas a tripomastigotas metaciclicos, T. cruzi é capaz de
degradar proteinas e lipideos armazenados nos reservossomos, 0s quais o parasita utilizaria
como fonte de energia. Assim, os reservossomos sofrem mudancgas morfoldgicas ao longo da
diferenciacdo, sendo quase imperceptiveis nas formas metaciclicas (Soares et al., 1989). Em
relacdo ao metabolismo de tripomastigotas metaciclicos, foi relatado que essas formas usam
principalmente aminoacidos como fontes de energia (Urbina, 1989). Considerando o exposto
até aqui, pode-se considerar que o metabolismo na fase estacionaria seria uma forma pre-
adaptativa para 0s processos que aconteceram posteriormente durante a metaciclogénese.
(Hernandez et al., 2012).
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1.4.2 QOutras caracteristicas especiais das fases exponencial e estacionaria

Diversos trabalhos mostraram que as diferencas entre epimastigotas em fase
exponencial e estacionaria de crescimento ndo sdo apenas metabolicas: epimastigotas em fase
estacionaria apresentam uma morfologia mais alongada, tanto do corpo celular como do
flagelo (Tyler et al., 2000). Outra caracteristica interessante observada em parasitas em fase
estaciondria esta relacionada ao seu nucleo: em tripomastigotas metaciclicos, o nucleo se
apresenta como uma organela alongada com um contetdo alto e disperso de heterocromatina,
e ndo apresenta nucléolo (Elias et al., 2001). Em contraste, as formas epimastigotas crescendo
ativamente em fase exponencial apresentam um nucléolo granular bem definido. Quando sao
observados nucleos de parasitas em fase estacionaria, sdo observadas caracteristicas
intermediarias entre aquelas vistas em tripomastigotas metaciclicos e em epimastigotas de
fase exponencial: na fase estacionaria, os epimastigotas apresentam nucléolo, mas com uma
estrutura reduzida e heterocromatina mais dispersa (Nepomuceno-Mejia et al., 2010). Em
relacdo a mitocondria, foi descrito por Tyler e colaboradores que parasitas em fase
estaciondria de crescimento apresentam mitocondrias de tamanho e complexidade maiores,
apresentando uma ativacdo de enzimas mitocondriais e respiracdo dependente de citocromos
(Cazzulo, 1985; Tyler, 2000). Processos como transcri¢do e traducdo de proteinas, 0s quais
demandam energia para o parasita, sdo regulados entre as fases exponencial e estacionaria de
crescimento. Quando comparadas as taxas de transcrigdo, parasitas crescendo ativamente em
fase exponencial apresentam entre 6 e 10 vezes mais transcricdo que parasitas em fase
estacionaria (Nepomuceno-Mejia, 2010). Em relacdo a traducdo de proteinas, foi mostrado
que h& uma reducdo da mesma quando os parasitas enfrentam condicGes de estresse, e que a
fosforilagdo do fator de inicio da tradugdo elF2a, o qual causa uma inibicdo da sinteses de
proteinas, é necessaria para a metaciclogénese acontecer (Tonelli et al., 2011).

Varios dos processos descritos na fase estacionaria descritos aqui podem ser revertidos
quando o parasita é incubado novamente em meio fresco, indicando um reinicio no ciclo
celular. Assim, como dito anteriormente, a fase estacionaria pode ser considerada como uma
fase pre-adaptativa para as etapas seguintes no ciclo de vida do parasita, onde mudangas
bioquimicas e estruturais acontecem, mas de forma transitoria caso o parasita encontre

condicdes favoraveis (Hernandez, 2012).
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1.5 Metaciclogénese

Como descrito anteriormente, a transformacdo de formas epimastigotas em
tripomastigotas metaciclicos, formas infectivas de T. cruzi, é denominada metaciclogénese.
Este processo acontece na por¢do final do intestino do inseto vetor e é de relevante
importancia para o ciclo de vida do parasita. Varios fatores estdo envolvidos na inducéo da
metaciclogénese. Foi observado que o empobrecimento do meio estimula a diferenciacdo
(Contreras, 1985c; Sullivan, 1982) e que a adesdo das formas epimastigotas ao epitélio no reto
do inseto vetor é uma condicdo necessaria mas nao suficiente para iniciar a metaciclogénese
(Boker et al., 1984; Zeledon et al., 1984). De fato foi observado que a adesdo de epimastigotas
in vitro é estimulada sob estresse nutricional (Bonaldo et al., 1988; Contreras, 1985c;
Figueiredo et al., 2000). Como parte de um mecanismo de sinalizacdo, foi descrito que um
incremento no nivel intracelular de cCAMP é acompanhado de um incremento na diferenciacéo
a formas metaciclicas, e que uma quinase A (PKA) estaria envolvida nesse mecanismo
(Gonzales-Perdomo et al., 1988; Rangel-Aldao et al., 1988). Em relagcdo aos requerimentos
para a metaciclogénese in vitro, Contreras e colaboradores mostraram que T. cruzi, cepa
Dm28, é capaz de diferenciar quando cultivada in vitro, utilizando um meio definido que
denominaram TAU (Triatomine Artificial Urine), suplementado com Pro (Contreras, 1985c),
um aminoacido também encontrado nos fluidos do inseto vetor (Engel, 1987). Os autores
sugerem que dito aminoacido poderia agir como um disparador do processo de diferenciacéo,
ou talvez como fonte de energia quando, em condicBes de estresse fisioldgico, o parasita deve
iniciar o processo de diferenciacdo a formas metaciclicas (Contreras, 1985c; Homsy et al.,
1989b). Por outro lado, Homsy e colaboradores, mostraram que Glu também estimula a
metaciclogése, enquanto que aminoacidos como Leu e lle inibem a diferenciacdo induzida
pela Pro. Interessantemente, esses dois aminoacidos foram relatados como inibidores da P5C
dehidrogenase, uma das enzimas do metabolismo de Pro (Lundgren et al., 1973). Além disso,
0S mesmos autores observaram que a Glc estimula em uma propor¢do muito menor a
metaciclogénese, sugerindo que a Pro poderia ter um papel alternativo no processo de
diferenciacdo. Apds os relatos descritos, estudos envolvendo diferenciacdo de T. cruzi em
meios definidos, utilizam como padréo para diferenciacdo o0 meio TAU 3AAG, contendo 0s
aminoéacidos Asp, Glu e Pro, além de Glc.
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1.6 L-histidina: um aminoacido com uma diversidade de func¢des bioldgicas

1.6.1 Participacéo da His em processos bioldgicos

Distintos trabalhos demonstraram que a L-histidina (His) possui propriedades
antioxidantes e antiinflamatorias em diferentes organismos. Demonstrou-se que a His, assim
como pequenos peptideos que a contém, funcionam como “‘sequestradores” tanto do radical
hidroxila quanto de espécies néo radicais toxicas, tais como o oxigénio singlete (*O,), um
importante fator que participa em muitos processos oxidativos deletérios. A His parece
interagir quimicamente com essas especies do oxigénio através de pelo menos dois
mecanismos: (1) interferindo com reacGes redox que envolvem ions metalicos, e produzem o
radical hidroxila e (2) por interacdes diretas do anel imidazolico da His com o oxigénio
singlete (Wade et al., 1998). A His participa também da formacao do ovotiol A (N*-metil-4-
mercaptohistidina). Os ovotidis possuem propriedades antioxidantes: podem agir como
“sequestradores” de radicais livres e como “sequestradores” ndo enzimaticos do peréxido de
hidrogénio (H,0;), formando agua e ovotiol-disulfeto (OS-SO). Em um estudo onde foi
avaliada a proporgdo de ovotiol A com relagdo ao conteido total de tidis em distintos
tripanosomatideos, observou-se que essa espécie quimica representaria apenas um 7% em
epimastigotas de T. cruzi cultivados na presenca de putrescina. Porém, representa cerca de

28% dos tidis totais em tripomastigotas sanguineos (Ariyanayagam et al., 2001).
1.6.2 Metabolismo da His

E interessante o fato de que apessar de bem conhecidas as diferentes propriedades
bioldgicas da His, ndo tenha sido estudado seu metabolismo ainda em tripanossomatideos. A
via geral da degradacdo da His envolve varios passos que conduzem ao Glu. As primeiras trés
reacOes sdo semelhantes na maioria das espécies. Em primeiro lugar produz-se a eliminagdo
do grupo a-amino da His pela Histidina Amonio Liase (HAL, EC 4.3.1.3), rendendo como

produtos urocanato e amonio:
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Essa enzima € membro da familia das liases de aminoécidos arométicos. Primeiro
identificado em Pseudomonas putida, o cofator utilizado pelas HALs é o 3,5-diidro-5-
metilidene-4H-imidazol-4-one (MIO) o qual é gerado pos-traducionalemente pela ciclagdo de
uma triade de residuos Ala-Ser-Gly presentes na sequencia primaria (Louie et al., 2006;
Schwede et al.,, 1999). O urocanato é posteriormente convertido em 4-imidazolona-5-
propionato através da enzima Urocanato Hidratase (UH, EC 4.2.1.49). Essa classe de enzimas
possui uma molécula de NAD" unido a sua estrutura, que atlla como grupo electréfilo na

catalise enzimatica (Retey, 1994):

i EC4.2.1.29 NH
M == OH H,O [
L | + 2 = N\MD
M
H

0 OH

urocanato 4-imidazolona-5-propionato

O enlace amida no anel desse intermediario é hidrolisado pela atividade Imidazolona-

propionase (EC 3.5.2.7) gerando os produtos:

0
NH EC35.2.7 HOQ
|
N\MD + HO = 0=~ OH
O OH HN}
!
HN
4-imidazolona-5-propionato N-formimino-L-glutamato

O grupo formimino pode ser transferido ao tetraidrofolato para formar Glu e N°-
formimino-THF através da Glu-formimidoil transferase (EC 2.1.2.5), ou pode ser hidrolisado
diretamente para gerar formamida e L-Glu pela enzima formimidoil-glutamase (EC 3.5.3.8)
(Magasanik et al., 1955):

HO 0 EC 3.5.3.8 0 0 H
OM@H + HO = HO/U\E/\)LOH + O)\NHE
HN; NH
HN'

N-formimino-L-glutamato L-glutamato formamida
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HOU/(O EC2125 O 0
07> OoH + THF = HOJ\/\)J\OH +  N°-formimino-THF

=

HN, NH5

HN'f
N-formimino-L-glutamato L-glutamato

Fonte: www.genome.jp/kega/, www.brenda-enzymes.org/.

Também foram descritas ramificacGes dentro da via de degradacdo da His. Por uma
parte, identificaram-se diferentes intermediarios adicionais gerados a partir do 4-imidazolona-
5-propionato (IPA): uma atividade oxidase o converte em L-hidantoin-5-propionato, o qual
ndo é metabolizado in vivo. Além disso, relatos na literatura mostram que o intermediario
IPA, que apresenta instabilidade quimica consideravel em condicGes aerdbicas, pode ser
oxidado ndo enzimaticamente a 4-cetoglutaramato, e posteriormente a a-KG por hidrolise ndo
enzimética do grupo amino. Dita oxidacdo pode ser favorecida pela presenca de um aceptor
externo de elétrons, como o 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) (Brand, 1979). Além disso,
Feinberg e colaboradores mostraram que o IPA pode também ser hidrolisado néo
enzimaticamente a N-formilisoglutamina e posteriormente a isoglutamina (Feinberg et al.,
1959).

Outra possivel variacdo é a degradacdo de N-formimino-L-Glu através de uma via
alternativa a descrita: o grupo formimino pode ser deiminado para formar aménia e N-formil-
L-Glu através da enzima formimidoilglutamato deiminase (EC 3.5.3.13). O N-formil-L-
glutamato é posteriormente hidrolisado pela N-formilglutamato deformilase, gerando formiato
e Glu (EC 3.5.1.68) (Magasanik, 1955).

No genoma de T. cruzi foram identificados até agora fases abertas de leitura putativas
para as seguintes enzimas da via central de degradacdo da His (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 imidazolona-propionase [Tc00.1047053509137.30 e
Tc00.1047053508741.140] e dois fases abertas de leitura correspondentes a formimino-
glutamase [Tc00.1047053507963.20 e Tc00.1047053507031.90]. Esses dados sugerem que a

His poderia funcionar como uma fonte de energia em T. cruzi.

Na figura 2, observa-se uma visdo geral da via de degradacdo de His, com énfase nas

enzimas identificadas no genoma de T. cruzi.


http://www.genome.jp/kegg/
http://www.brenda-enzymes.org/
http://www.genedb.org/
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Figura 2: Via geral de degradacdo da His. Em T. cruzi, a via de degradacdo parece ocorrer de forma linear,
gerando como produtos Glu e formamida. As enzimas indicadas com requadros cinzas correspondem as
identificadas no genoma de T. cruzi. EC 4.3.1.3: histidina amdnia-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 reaces ndo enzimaticas.
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2.1 Microorganismos utilizados e condicdes de crescimento

2.1.1 Trypanosoma cruzi
2.1.1.1 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 concentragdo

final de 0,2% (Camargo, 1964), exceto quando condicGes especificas sejam especificadas.
2.1.1.2 Tripomastigotas metaciclicos

Duas metodologias foram utilizadas para a diferenciacdo a formas tripomastigotas
metaciclicas: diferenciacio em meio Grace ou em meio TAU (Contreras, 1985c).
Inicialmente, formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento (5 x 10’ p/ml) foram
transferidas a meio LIT na concentracdo de 0,5 x 10’ p/ml. Apés quatro dias de crescimento,
guando atingiram a fase estaciondria, as células foram lavadas e transferidas do meio LIT para
um dos meios utilizados:

. Meio Grace (Gibco® Waltham, MA, EUA), onde foram incubadas na
concentracdo de 5 x 10° p/ml por nove dias a 28 °C.

. Meio TAU puro (190 mM NaCl, 17 mM KCI, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 8
mM tampéo fosfato pH 6) na concentracéo de 5 x 107 p/ml. Foram incubadas nesse meio por
duas horas a 28 °C, e ap0s esse tempo, transferidas ao meio TAU-3AAG (TAU puro
suplementado com 10 mM glicose, 2 mM 4acido aspartico, 50 mM acido glutdmico, 10 mM
prolina), TAU-Pro (TAU puro suplementado com 10 mM prolina), TAU-His (suplementado
com 10 mM histidina) ou TAU-His-Pro (suplementado com 10 mM prolina e 10 mM
histidina) a 28 °C por sete dias.

As formas metaciclicas obtidas por ambos os métodos foram purificadas utilizando uma
coluna de DEAE-celulose, como descrito previamente (Teixeira et al., 1986). Brevemente, 0s
parasitas foram lavados duas vezes e ressuspendidos em 3-5 ml de PBS-glicose 5,4% (PSG).
Posteriormente foram adicionados a matriz de troca idnica (DEAE-celulose, Sigma, Saint
Louis, MO, EUA®) previamente equilibrada com 5 volumes de coluna de PSG. A saida de

tripomastigotas metaciclicos foi acompanhada por microscopia de luz, analisando-se aliquotas
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de aproximadamente 2 ml coletadas. Os tripomastigotas metaciclicos purificados foram entdo
contados em camara de Neubauer para determinar a pureza da purificagdo e utilizados em

experimentos posteriores.
2.1.2 Escherichia coli

Duas cepas diferentes foram utilizadas nesse trabalho: a cepa DH5a, a qual apresenta o
gendtipo: F- ¢80lacZAMI15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk-, mk+) phoA
SUpE44 thi-1gyrA96 relAl A-, e foi utilizada para as clonagens do DNA dos genes de
interesse. Para 0s ensaios de expressdo das proteinas recombinantes foi utilizada a cepa BL21-
Codon Plus, (genétipo F- ompT hsdS (rs. mg- ) dcm+ Tetr gal A endA Hte argU proL Camr).

Para a cultura de cepas bacterianas foi utilizado o meio Luria Bertani (LB) que contém
por litro: 10 g de peptona de carne, 5 g de extrato de levedura e 10 g de NaCl. Dependendo do
caso, foram utilizados os seguintes antibidticos: ampicilina (100 pg/ml), tetraciclina (5
pg/ml), canamicina (30 ug/ml) e cloranfenicol (10 pug/ml). Para a preparacdo de meios sélidos
foi adicionado agar na concentragdo final de 15 g/l. Os clones selecionados como positivos
foram conservados em uma solucdo de LB suplementada com 15% de glicerol (v/v) para

serem armazenados a— 70 °C.

2.2 Avaliacdo da essencialidade do aminoacido His para epimastigotas de T. cruzi

2.2.1 Curvas de crescimento

As curvas de crescimento de formas epimastigotas foram realizadas por cultivo em meio
semi-definido AR103 (Tabela 1) suplementado com 10% soro, adicionando ou ndo His
(AR103™™). Brevemente, parasitas foram cultivados em placas de cultura de 6, 24 ou 96
pocos e a evolucdo do crescimento foi avaliada por contagem em cadmara de Neubauer ou por
leitura espectrofotométrica da densidade Gtica, eventualmente, como descrito por Magdaleno

e colaboradores (Magdaleno, 2009).



Compostos g/L
Frutose 2
Base principal (quadro B) 31,06
Mistura de aminoacidos (quadro C) 8,312
Mistura de purinas (quadro D) 0,145
Mistura de vitaminas (quadro E) 0,115
Colina Cl 0,012
Hemina 0,015

Compostos g (para 50L)
Beta-Na glicerofosfato.5H,0 1000
NaCl 200
NasP0,.12H,0 250
KCI 20
Na3 citrato.2H,0 30
Na acetato.3H,0 39,5
Na succinato 13,5

Compostos g (para50L)

L-Alanina 14,25
L-Arginina 27,5
L-Aspartato 27,5
L-Asparagina 5
L-Cisteina 5
L-Cistina 7
L-Glutamato 52,25
L-Glutamina 5
L-Histidina-HCI(*) 13
Glicina 17,5
L-Isoleucina 20
Glutationa, reduzida 0,125
L-Hidroxiprolina 2,5
L-Leucina 38
L-Lisina-HCI 37,5
L-Metionina 9,75
L-Fenilalanina 13,75
L-Prolina 39
L-Serina 14,25
L-Treonina 13,5
L-Triptofano 7
L-Tirosina etilester 18
L-Valina 24,25
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Compostos g (para 50L)
Adenina-HCI 2,5
Adenosina 1
Guanina HCI 0,075
Guanosina 1
Hipoxantina 0,075
Xantina 0,075
AMP 0,05
ATP 2,5

Compostos g (para50L)
Acido félico 15
D-alfa-tocoferol succinato 0,2
DL-alfa- &cido lipdico 0,02
Menadiona 0,0225
Tiamina HCI 0,5
Nicotinamida 0,5
Ca pentotenato 0,00625
Piridoxina HCI 0,5
Piridoxal HCI 0,00625
Inositol 0,5
Riboflavina 1
Biotina 0,5
Acido ascorbico 0,0125
p-Acido aminobenzoico 0,0125

Tabela 1: Composicéo do meio AR103 (*Ausente no meio AR103™).

2.2.2 Viabilidade

A viabilidade das formas epimastigotas incubadas em meio semi-definido AR103 com e
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sem His, durante diferentes periodos de tempo, foi avaliada utilizando o método de MTT (3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetraazolium bromide) (Mosmann, 1983). Brevemente, ap0s

a incubacdo na condicdo de interesse, as células foram lavadas com tampao fosfato-salino pH

7,4 (PBS) estéril e foi adicionado 20 ul do reagente de MTT (5 mg/ml). As placas foram

incubadas a 28 °C durante 24 horas (protegidas da luz) e a reagéo foi interrompida com a

adicédo de 100 pl SDS 10%. A viabilidade das células foi observada mediante o aparecimento

do complexo azul de formazan homogéneo “thiazolidin” utilizando-se A 595 nm e como

referéncia A 690 nm.
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2.3 Transporte de His em epimastigotas de T. cruzi

2.3.1 Ensaio de transporte

Epimastigotas de T. cruzi cultivados em meio LIT a 28 °C foram lavados duas vezes por
centrifugacdo e resuspendidos em PBS. As células foram contadas em camara de Neubauer,
ajustadas com o mesmo tamp&o a uma densidade final de 20 x 10" células/ml e distribuidas
em aliquotas de 100 pl (2 x 107 células cada). O ensaio de transporte foi iniciado pela adico
de 100 pl de His em PBS na diluicdo correspondente, na presenca de 0,1 pCi de L-[**C(U)]-
Histidina (Perkin-Elmer, Boston, MA, EUA). A menos que outra coisa seja especificada, a
velocidade inicial (Vo) da incorporacdo foi medida a 28 °C por um minuto, pela incorporagéo
de 3 mM His marcada radioativamente. Em todos 0s casos, o transporte foi interrompido pela
adicdo de 800 ul de His 50 mM fria em PBS e os parasitas foram lavados por centrifugacdo a
10 000 x g por 2 minutos. Posteriormente os parasitas foram ressuspendidos em 100 pul de
PBS e transferidos ao liquido de cintilagdo. As amostras foram medidas no detetor de
cintilagdo Perkin Elmer Tri-Carb 2910 TR.

2.3.1.1 Ensaio de competicdo

O ensaio de transporte foi realizado utilizando His marcada radioativamente, como
descrito acima, na diluicdo correspondente ao Ky do transportador previamente determinado
(0,12 mM). Para avaliar o efeito de possiveis inibidores, aminoacidos e analogos estruturais
da His foram acrescentados em uma concentracdo 10 vezes superior a de His. Como controle
positivo de inibicdo, foi adicionada His fria (ndo radioativa) em uma concentracdo de 10

vezes 0 Ky do transportador.
2.3.1.2 Efeito da deplecédo de His intracelular

Para avaliar o possivel efeito da deplecdo de His no meio intracelular, formas
epimastigotas foram pre-incubadas 3 horas em PBS, prévio ao ensaio de transporte. A
incorporacdo em parasitas estressados foi comparada com a incorporagdo em parasitas

mantidos em meio LIT durante 0 mesmo periodo de tempo.
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2.3.1.3 Dependéncia do transporte com ions extracelulares e energia

A dependéncia de fons extracelulares como Na* e K no transporte de His foi
determinada pela utilizacdo de tampao PBS contendo s6 esses ions (149,5 mM Na* ou K*) ou
em tampao colina (139,7 mM) como controle. O efeito do pH extracelular foi também
avaliado utilizando PBS (pH 6-7,5) ou tampdo citrato (pH 5-7). Para avaliar a possivel
dependéncia do transportador com o gradiente de prétons foi utilizado o ionéforo FCCP
(carbonil cianida p-trifluorometoxifenilhidrazona) na concentracdo de 0,5 uM em PBS, na
presenca ou auséncia de oligomicina 5 pg/ml. Os parasitas foram resuspendidos na solucéo
correspondente e usados imediatamente para 0 ensaio de transporte. Para 0s experimentos
onde foi avaliada a dependéncia do transportador com os niveis de ATP intracelular, os
parasitas foram incubados em PBS-oligomicina A (5 pg/ml), e o transporte foi medido em

diferentes tempos: imediatamente apos a adi¢do de oligomicina e ap6s 30 e 120 minutos.
2.3.1.4 Incorporacao de His a proteinas

Para determinar a porcentagem de His marcada incorporada a proteinas, as células
foram incubadas durante 60 minutos com 3 mM His na presenca de 0,1 pCi de L-[**C(U)]-
His. Apos duas lavagens com PBS, os parasitas foram ressuspendidos em 500 pl do mesmo
tampdo e adicionado um volume de acido tricloroacético 20%, incubados por uma hora a
temperatura ambiente (TA) e centrifugados 30 minutos a 10000 x g. O sobrenadante foi
medido e associado a metabolitos solveis. A radioatividade incorporada a macromoléculas
foi medido no pellet ressuspendido em 0,1% SDS em tampdo Tris-HCI 15 mM pH 7 4.

2.4 Manipulacdo de DNA

2.4.1 Extracao de DNA gendmico de T. cruzi

A obtencdo de DNA genémico de T. cruzi foi feita a partir de formas epimastigotas.
Aproximadamente 5 x 10° células/ml foram lavadas com PBS por centrifugacéo a 6000 x g
por 5 minutos a 4 °C. Posteriormente as células foram homogeneizadas em 200 pl de tampé&o
de lise (Tris-HCI 0,2 M; EDTA 0,01 M; SDS 0,5% v/v, pH 8) com adicdo de 50 ug/ml de
proteinase K e incubadas a TA por 5 minutos. Apos esse periodo, o DNA da amostra foi

extraido por tratamento com fenol/cloroférmio. A fase aquosa foi recuperada por
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centrifugagdo a 6000 x g por 5 minutos. O DNA foi precipitado com dois volumes de
isopropanol gelado e centrifugado a 10000 x g por 15 minutos. Os sobrenadantes foram
descartados e 0 DNA precipitado lavado com trés volumes de etanol 70% e centrifugado a
6000 x g por 5 minutos. A amostra de DNA foi seca a TA e ressuspendida em 150 ul de
solucdo TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8). A concentragdo de DNA foi determinada
em aparelho NanoDrop (Spectrophotometer ND-1000).

2.4.2 Reacdes de amplificacdo de DNA por PCR

Com base nas sequéncias génicas das TcHAL e TcUH descritas nas bases de dados,
foram desenhados e sintetizados oligonucleotideos com diferentes combinagfes de sitios de
clivagem para as endonucleases de restrigdo utilizadas em cada clonagem (Tabela 2),
possibilitando a amplificacdo dos fragmentos de interesse. Nas reacdes de PCR foram usados
100 ng de DNA gendmico (molde), oligonucleotideos na concentragdo de 0,2 pmol/ml,
dNTPs 0,2 mM, concentragbes finais de 2 mM MgCl, e 2,5 U da enzima Tag DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA®). As condicdes de amplificacdo
para ambos 0s genes compreenderam 35 ciclos com desnatura¢do a 94 °C por 1 minuto,
anelamento dos oligos a0 DNA molde a 58 ° C por 1 minuto e extensdo da cadeia nucleotidica
a 72 °C por 1 minuto e 30 segundos, além de uma extensdo final adicional a 72 °C durante 5
minutos. Os produtos de PCR obtidos foram purificados a partir do gel de agarose utilizando
o kit GeneJET® (Thermo®) segundo as indicacdes do fabricante.

Para as PCR em colbnia, 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 minutos a 100 °C. Foram utilizados 2 pl desse lisado como molde para cada reagéo
de PCR.
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Iniciador Sequencia 5°- 3’ Descricéo

Clonagem da TcHAL em vetor

TCHAL-Fw  AAGGATCCATGAGGGTTATCCTTGACG
pGEM-T Easy
TCHAL-RV ~ AACTCGAGCTCACATCTTGGATTTCAGC Clonagem da TcHAL em vetor
PGEM-T Easy
TcHAL467-Fw TGCTTGGCGAGGGACTTCTTGC Sequenciamento de DNA

TCUM-Fw  AAGAATTCATGACTTCCATGAAGAAGGTC ~ClonagemdaTcUH em vetor pGEM-

T Easy
TCUM-RV  AACTCGAGATACTTCTTAAGCACATCGG — Clonagem da T‘}U'E*asim vetor pGEM-
TCUHG674-Rv ATGGTACTACCATCACCTTCCGC Sequenciamento de DNA

Tabela 2: Iniciadores utilizados nas rea¢fes de PCR. Fw: forward (direto); Rv: reverse (reverso).

2.4.3 Eletroforese em gel de agarose

As eletroforeses dos fragmentos de DNA foram conduzidas em gel de agarose 1% (p/v)
em tampdo TAE 1X (0,04 M Tris, 1 mM EDTA, pH 8 ajustado com &cido acético) e brometo
de etidio na concentra¢do final de 0,3 pug/ml. Antes da aplicagdo adicionou-se ao DNA o
tampdo de amostras (0,25% de azul de bromofenol; 0,25% de Xxileno 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).

2.4.4 Clonagem em vetores tipo T: construges em pGEM T-Easy

Os produtos de amplificacdo por PCR (TcHAL e TcUH) foram purificados a partir do
gel de agarose utilizando o kit comercial GeneJET (Thermo®) segundo as indicacdes do
fabricante e posteriormente quantificados como descrito anteriormente. Os produtos foram
ligados em 50 ng de vetor pGEM T-Easy (razdo molar de inserto:vetor 3:1) utilizando 1U de
T4 DNA ligase (Promega®, Madison, WI, EUA) e 1X do tamp#o ligase, incubando 16 h a
4°C.

2.4.5 Construgdes pET28a-TcHAL e pET24a-TcUH

As sequéncias clonadas no vetor pGEM T-Easy foram sub-clonadas por corte com

enzimas de restricdo e posterior ligacdo nos vetores de expressdo pET. No caso da sequéncia
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da TcHAL, 2 g da construcdo pGEM-TcHAL e 2 pg do plasmideo pET28a foram digeridos
com 2U das enzimas BamHI e Xhol (Thermo®) seguindo as instruces do fabricante. Por sua
vez, 2 ug da construcdo pGEM-TcUH e 2 pg do plasmideo pET24a foram digeridos com 2U
das enzimas EcoRI e Xhol (Thermo®). Todas as digestdes foram submetidas a electroforese
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 reacOes de ligacdo utilizando uma relagéo
vetor:inserto de 1:3, T4 DNA ligase 1U/ul (Thermo®) em tampao e condigdes recomendados

pelo fabricante. As reacdes foram incubadas a 4 °C até o dia seguinte.

2.4.6 Preparacdo de bactérias quimiocompetentes

Para a clonagem das constru¢fes acima mencionadas foi utilizada a cepa de E. coli
DH5a. Para tornar as células competentes, foi utilizado o método que utiliza cloreto de célcio
(Sambrook, 1989). Inicialmente, a partir de uma col6nia isolada foi preparada uma cultura em
meédio LB (5 ml) e crescida durante 16 h a 37 °C com agitagdo constante. Posteriormente, a
cultura foi diluida (1:100) e crescida nas mesmas condigdes até atingir uma densidade Otica
(DO) a 600 nm entre 0,4 e 0,6. Nesse ponto, as células foram incubadas em gelo por 15
minutos e posteriormente coletadas por centrifugacdo a 3000 x g, por 5 minutos a 4 °C. O
pellet de células foi ressuspendido em uma solugdo de cloreto de calcio 100 mM fria e
incubada por 30 minutos em gelo. Apds 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 pl 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.

2.4.7 Transformacéo de bactérias competentes

As aliquotas das suspensdes de células competentes (100 ml), preparadas como descrito
acima, foram incubadas com o DNA plasmidial ou produtos de ligagdes por 30 minutos. Em
seguida as células foram submetidas a choque térmico (42 °C por 2 minutos) e imediatamente
incubadas em gelo por mais 10 minutos. Apos a recuperagdo das células em meio LB por 1
hora a 37 °C com agitacdo (200 rpm), as bactérias foram plaqueadas em meio LB solido
contendo o respectivo antibiotico e/ou IPTG e X-Gal para selecdo das col6nias

recombinantes.
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2.4.8 Sequenciamento de DNA

As reacOes de sequenciamento foram realizadas pelo Método de Sanger (Sanger et al.,
1977), utilizando os iniciadores T7 direto e reverso, assim como os especificos para cada um
dos genes em estudo (Tabela 2), e o kit de sequenciamento de DNA BigDyeTM 3.1
(Thermo®) segundo instruces do fabricante. As reacBes foram analisadas em um
sequenciador automéatico ABI 3100. Os alinhamentos e comparagdes entre as sequéncias
foram realizados mediante o0 uso dos programas Align versdo 6.2.0, BLAST versdo 2.2.19

(NCBI), BioEdit versdo 7.0.0 e outros disponiveis.

2.5 Manipulagéo de proteinas

2.5.1 Expresséo e purificacdo das TcHAL e TcUH recombinantes em E. coli

Os genes correspondentes as TcCHAL e TcUH foram sub-clonados no vetor pET28a e
pPET24a, respectivamente, para expressdao recombinante em E. coli. Ambas as construcfes
foram utilizadas para transformar bactérias quimiocompetentes derivadas da cepa BL21
Codon-Plus segundo o descrito no ponto 2.4.7. Para a inducdo da expresséo as células foram
incubadas (37 °C e 200 rpm) em um litro de meio LB com canamicina (30 pg/ml) e
tetraciclina (5 pg/ml). Quando as células atingiram uma densidade otica de 0,5 foram
adicionados 0,5 mM de IPTG e as células se incubadas a 25 °C durante 16 horas (150 rpm).
Em ambos os casos, as células forma coletadas por centrifugacdo (15 min, 5000 g) e
ressuspendidas em tampdo de ligacdo 1X (10 ml de tampé&o por cada 500 ml de cultura) (Tris-
HCI 20 mM Tris-HCI pH 7,4, 500 mM NaCl e 10 mM de imidazol). A lise foi feita por
tratamento com lisozima (Sigma®) 1 mg/ml (30 min a 4 °C) e seis pulsos de sonicacdo (1
minuto a 40% de poténcia e 1 minuto no gelo). O lisado foi clarificado por centrifugacao (30
min-16000 g a 4°C).

Os lisados obtidos da forma acima descrita foram passados trés vezes através de uma
coluna de agarose carregada com niquel (Ni**-NTA) (Quiagen®, Germantown, MD, EUA). A
coluna (2 ml) foi equilibrada com 3 volumes de tampé&o de ligacdo e posteriormente lavada
com 20 volumes do mesmo tamp&o. Uma lavagem adicional com 10 volumes de tampé&o de
lavagem (idem ao anterior com 60 mM de imidazol) para continuar com o processo de elui¢do

(idem ao anterior com 500 mM de imidazol) onde foram coletadas frag6es de 1,5 ml.
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Apo6s purificagdo, as fragdes contendo as TcHAL e TcUH foram dialisadas para a
remocdo do imidazol utilizando membranas de dialise com didmetro de poro de 10 kDa. Com
0 objetivo de manter a solubilidade das proteinas recombinantes, a remocdo do imidazol foi
realizada de forma gradual, utilizando tampédo de eluicdo com quantidades decrescentes de
imidazol (400, 300, 150 e 0 mM), em uma relagdo 1:1000. Cada tampéo foi trocado cada duas
horas, mantendo a diélise sob agitacdo constante a 4 °C. A dosagem proteica foi realizada

pelo método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina sérica bovina como estandar.

2.5.2 Determinagao da atividade da TcHAL e TcUH

As medicBes de atividade foram feitas através de ensaios espectrofotométricos em
tempo real, monitorando o aumento (para TcHAL) ou a diminuigdo (para TcUH) na
absorbancia a 277 nm, correspondentes a formacdo ou desaparecimento do urocanato,
respetivamente (Mehler et al., 1953). A reacdo para TCHAL contém: His, na concentracao
indicada em cada caso, 100 mM de tampé&o 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
adicdo da enzima recombinante TcHAL pura (10-50 pg) ou extrato de formas epimastigotas
(50-100 pg). A reacao para TcUH contém: urocanato, na concentracao indicada em cada caso,
100 mM de tampédo fosfato de potéssio pH 7; enzima recombinante (10- 50 pg) ou extrato de
formas epimastigotas (50-100 pg) e &gua para completar um volume final de 1,5 ml.O branco
de cada reacdo foi a mesma combinacdo de reagentes sem a adicdo da enzima. A absorbancia
foi monitorada durante 5 minutos a 28 °C, com agitacdo continua. A velocidade inicial da
reacdo (Vo) foi calculada na regido de linearidade, utilizando o coeficiente de extingdo molar
para o urocanato (CEMy77nm= 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 funcéo da concentracdo de substrato, His (0-5 mM) ou urocanato (0-50 pM).
As constantes cinéticas Ky e Vuax especifica foram determinadas a partir do grafico
resultante, ajustado a fungdo hiperbolica que descreve o modelo de Michaelis-Menten, no
programa de analise de dados GraphPad Prism 5.

Para avaliar a dependéncia de ambas as enzimas recombinantes com o pH, a atividade
da TcHAL foi medida nos tampdes Tris-HCI 100 mM entre pH 6,8 e 9, e CHES 100 mM
(&cido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfonico) entre os pH 9 e 10. Para o ensaio com a TcUH,

foi utilizando o tampao fosfato de potassio (100 mM) entre os pH 5,5 e 8. A dependéncia das
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enzimas com a temperatura foi avaliada variando a temperatura de ambos os ensaios de
atividade entre 20 e 55 °C.

2.5.3 Separacdo de proteinas mediante eletroforese em géis desnaturantes de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

A separacao de proteinas foi realizada mediante electroforese em géis de poliacrilamida
(12%) em condicOes desnaturantes e redutoras (Sambrook, 1989). O gel de separagdo €
composto de 375 mM de Tampédo Tris-HCI pH 8,8, 0,1% de SDS v/v, 12% de solugéo
acrilamida/bis-acrilamida (29:1) e agua destilada gsp 10 ml, 5 pl de TEMED (Tetra Metil
Etileno Diamina, Sigma®) e 0,05% de persulfato de aménio (v/v). Apés a polimerizaco, foi
adicionado o gel de empilhamento (125 mM de tampao Tris-HCI pH 6,8, 0,1% SDS v/v, 5%
de solucdo acrilamida/bis-acrilamida p/v (29:1), &gua destilada qsp 5 ml, 5 pl de TEMED e
0,05% de persulfato de aménio (v/v).

As amostras foram misturadas com tampdo de amostra (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS
2,3%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01%, 20 mM mercaptoetanol) em relacdo 4:1,
aquecidas a 95 °C por 5 min e aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada com tampao de
corrida (25 mM de Tris base, 192 mM glicina 0,1% SDS p/v), aplicando uma voltagem
constante de 120 V.

Os géis foram corados com uma solu¢do de Coomassie Brilliant Blue (0,1% Coomassie
blue R-250 p/v, 50% MetOH v/v e 10% é&cido acético v/v) e descorados com uma solucéo
contendo 12,5 % isopropanol e 25% &cido acético. As massas moleculares das proteinas
foram estimadas por compara¢do com os marcadores Unstained Protein Molecular Weight

Marker e Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo®).
2.5.4 Obtencéao de soros policlonais anti-TcHAL e anti-TcUH

A TcHALr obtida na purificacdo por cromatografia de afinidade foi dessalinizada e
concentrada por gravidade (15 min a 4000 x g) utilizando uma coluna com uma medida de
corte para o peso molecular (MWCO = 10 kDa) (Centricon, Millipore). Posteriormente, foram
inoculados 50 pug da enzima, junto com coadjuvante completo de Freund’s (Sigma®) em
camundongos fémeas (4) da linhagem BALB/c com 25 dias de nascimento. Apo6s duas
semanas, foram aplicadas duas imunizagbes adicionais na presenca de coadjuvante

incompleto de Freund’s. Transcorridos cinco dias, apos a segunda imuniza¢do, 0s animais
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foram anestesiados (pentobarbital de sddio 40-50 intra peritonial) e sacrificados por pungéo
cardiaca. O sangue total foi coletado e incubado em dois intervalos de 40 min (4 °C/37 °C) e
0 soro separado por centrifugacdo (15 min a 2500 x g). O mesmo protocolo de imunizacao foi
feito utilizando PBS, ao invés da proteina antigénica, para ser utilizado como grupo controle.
Os soros policlonais obtidos a partir dos animais imunizados foram diluidos (1:2) em glicerol
(25%) e armazenados por congelamento (-20°C). Os titulos para cada anticorpo foram
determinados pela técnica de western blot contra extratos protéicos totais das formas

epimastigotas.

2.5.5 Western Blotting

Os extratos protéicos obtidos foram separados eletroforeticamente em géis de
poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) e transferidos para filtros de nitrocelulose (Hybond-C
Extra, GE Healthcare®) como descrito por (Towbin et al., 1992) utilizando o sistema Panter®
semi-dry (Owl, Thermo®). Ap6s a transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau S
0,1% (p/v) diluido em &cido acético 10% (v/v) e descoradas com &gua para verificacdo da
eficiéncia do processo de transferéncia. As membranas foram bloqueadas por 1 h em solucéo
PBS-Tween-20 0,05% (PBS-T) contendo 5% de leite deshatado. Ap6s o blogueio, as
membranas foram incubadas com o anticorpo primario na dilui¢do indicada, sob agitacdo leve
por 2 h a TA e depois lavadas trés vezes por 5 min com PBS-T. Procedeu-se entdo as
incubacgdes durante 1 h com o anticorpo secundario, conjugado a HRP (1:5000) (horseradish
peroxidase-GE Healthcare®), seguido de nova lavagem como acima descrito. Apés as
lavagens, os ensaios foram revelados por quimiluminescéncia usando o reagente ECL
(ECLTM Western Blotting Analysis System, GE Healthcare®) de acordo com o manual do

fabricante.

2.5.6 Preparacao de extratos protéicos a partir de epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicos de T. cruzi

Os extratos protéicos foram obtidos a partir de epimastigotas ou tripomastigotas
metaciclicos obtidos pela diferenciagdo em meio TAU-3AAG. As células foram lavadas duas
vezes por centrifugacdo com PBS e homogeneizadas em tampdo de lise (Tris 50 mM;
sacarose 0,25 M; NaCl 100 mM; 0,2% Triton X-100, pH 7,6) na presenca de 1% de coquetel

contendo inibidores de proteases (AEBSF, E-64, aprotinina, pepstatina A, leupeptina e
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cloridrato de bestatina, Sigma®). As células foram submetidas & lise por sonicagéo através de
quatro ciclos de 20 segundos com intervalos de descanso em gelo de 1 min entre cada um dos
ciclos. Apos centrifugacdo a 7000 x g por 10 min, os sobrenadantes contendo 0s extratos
protéicos foram quantificados pelo método de Bradford e utilizados para ensaios de Western

blotting.
2.5.7 Quantificacdo de proteinas

A dosagem de proteinas foi feita em triplicata pelo método de Bradford (Bradford,
1976), utilizando-se uma solucdo de BSA (albumina bovina sérica) como padrdo para a

construgéo de curvas de calibrag&o.
2.5.8 Imunofluorescéncia indireta

Formas epimastigotas de T. cruzi (5 x 10° células/ml) foram lavadas por centrifugacéo
duas vezes com PBS e posteriormente fixadas as Iaminas com paraformaldeido 2% a TA por
20 minutos. Apds 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
minutos, e novamente lavadas como descrito acima. Posteriormente foram incubadas durante
uma hora com o soro anti-TcHAL (1:100) ou anti-TcUH (1:200). Junto a cada um, foi
adicionado o soro anti-TcMDHc (malato desidrogenase, 1:20) como marcador para
localizagcdo 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 & 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 (1:2000),
durante um minuto e as laminas foram montadas com Fluromount G. As preparacdes foram
analisadas em microscopio de fluorescéncia Axio Imager motorized M.2 (Carl Zeiss,
Thornwood, NY, USA), em objetivo de 100X. O software ImageJ para Windows foi utilizado

para analises das imagens.
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2.6 Avaliacdo do papel da His na bioenergética do T. cruzi

2.6.1 Viabilidade

Para determinar se epimastigotas de T. cruzi sdo capazes de manter sua viabilidade
utilizando His como Unica fonte energética, parasitas em fase exponencial de crescimento
cultivados em meio LIT foram lavados duas vezes com PBS e incubados no mesmo tampéo,
suplementando ou ndo (controle negativo) com diferentes substratos (Pro, Glc, Glu e His).
Um controle com parasitas em LIT também foi adicionado. Por cada condicdo, foram
utilizados 3 x 107 células. Ap6s 24 h de incubagdo a 28 °C, as células foram lavadas em PBS
e incubadas com MTT (4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrasolium) para avaliar a viabilidade
celular, como previamente descrito (Mosmann, 1983). Por outro lado, epimastigotas em fase
exponencial que foram retirados do meio LIT, lavados e incubados por 30 h em PBS para
induzir estresse nutricional foram recuperados em diferentes substratos (Pro, Glc e His) e sua
viabilidade foi avaliada, utilizando a mesma metodologia acima descrita.

2.6.2 Captura de CO, emitido pela oxidacdo de His em epimastigotas de T. cruzi

Epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes,
ressuspedidos em PBS e incubadas com His 3 mM marcada com 0,1 pCi 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 Falcon de 15 ml
onde foram incubados os parasitas. A formacdo de K,**CO3 no papel foi medida no contador
de cintilag&o.

2.6.3 Sintese de ATP utilizando his como substrato

Para avaliar se epimastigotas sdo capazes de produzir ATP utilizando His como Unica
fonte energética, parasitas (aproximadamente 5 x 10’ células ml™®) foram estressados
nutricionalmente em PBS durante 30 h a 28 °C e recuperados durante 1 h a 28 °C na presenga
de: meio LIT, 5 mM Pro e 5 mM Glc (controles positivos), s6 PBS (controle negativo) ou 5
mM His. Apls esse tempo, as células foram lisadas e incubadas com o kit comercial

adenosine 5’-triphosphate (ATP) assay mix (Sigma®). A enzima luciferase tem como



55

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 detec¢édo
da emissdo de luz (A570 nm) foi realizada em luminometro 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®) e normalizados

posteriormente por mg de proteina na amostra (método de Bradford).

2.6.4 Consumo de oxigénio utilizando His como substrato

Para avaliar as taxas de respiracdo a partir da degradacdo de His, epimastigotas
(aproximadamente 5 x 10" 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 respiragdo (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 (0,5uM). As taxas de consumo de oxigénio
foram medidas utilizando células integras no oxigrafo de alta resolucdo (OROBOROS,
Oxygraph-2K, Innsbruck, AU).

2.6.5 Medida do potencial de membrana interno mitocondrial (4 ¥y)

Para avaliar a capacidade da His para energizar a mitocondria reestabelecendo 0 A¥p,
parasitas estressados 30 h em PBS a 28 °C foram ajustados a 2 x 10 células/ml e recuperados
em: tampdo MRC (controle negativo), LIT ou MRC suplementado com 5 mM Pro (controles
positivos), e 5 mM His. Posteriormente, foi adicionado o agente desacoplante FCCP (1 uM)
por 15 min a 28 °C na metade das amostras, deixando a outra metade sem FCCP, como
controle onde o potencial de membrana ndo foi desacoplado. Posteriormente foi adicionado
250 nM Rhodamina 123 em todos os tubos e incubados por 20 min a 28 °C. A Rh123 é um
marcador fluorescente cuja emissdo e proporcional ao potencial de membrana da mitocondria.
Posteriormente os parasitas foram lavados com o tampao “Cytomix” (25 mM HEPES-KOH,
120 mM KCI, 0,15 mM CaCl,, 2 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 10 mM tampdo fosfato de
potassio e 10 uM FCCP se necessario). A fluorescéncia das amostras foi avaliada por
citometria de fluxo (detector FL-1 do citometro de fluxo FACSCalibur). O cambio relativo no
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AYr, foi determinado como a razédo da fluorescéncia em ambas as condic¢des avaliadas (estado
acoplado e desacoplado pelo FCCP).

2.7. Anélise metaboldmica

2.7.1 Coleta de amostras e quenching do metabolismo

Na figura 3 € apresentado o esquema experimental seguido para a coleta de amostras
que foram analisadas por metabolémica. Os parasitas em fase exponencial de crescimento
foram obtidos a partir de uma cultura inicial de 2,5 x 10" parasitas/ml crescida durante 24 h
(densidade final aproximada: 5 x 10" p/ml). A partir dessa cultura, foi iniciada outra com uma
densidade de 5 x 10° parasitas/ml que foi crescida durante 4 dias até atingir a fase estacionaria
(densidade final aproximada: 1 x 10% p/ml). A metaciclogénese foi realizada em meio TAU
como descrito por (Contreras, 1985c). Brevemente, formas epimastigotas em fase
estacionaria, foram lavadas e transferidas a meio TAU puro (190 mM NaCl, 17 mM KCI, 2
mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 8 mM tampdo fosfato pH 6) (5 x 10’ parasitas/ml). Foram
incubadas nesse meio por duas horas a 28 °C (coletando amostras aos 30 min e depois das 2
horas). Apoés esse tempo, os parasitas foram transferidos ao meio TAU-3AAG (TAU puro
suplementado com 10 mM Glc, 2 mM Asp, 50 mM Glu, 10 mM Pro), ou TAU-His (TAU
puro suplementado com 10 mM His), ou TAU-Pro (TAU puro suplementado com 10 mM
Pro), ou TAU-His-Pro (TAU puro suplementado com 10 mM His e 10 mM Pro). As amostras
coletadas correspondentes aos diferentes tempos durante a diferenciacdo foram:

. Amostras de 24 h, fracdo sobrenadante e aderida: a fracdo sobrenadante
(Sn) corresponde aos parasitas livres no meio de cultura, enquanto que a fracdo
aderida (Ad) corresponde aos parasitas que ja iniciaram a diferenciacdo pela adesdo na
superficie da garrafa. Apds a retirada do sobrenadante, foram adicionados 10 ml do
mesmo meio e as células foram removidas.

o Amostras de 6 dias, fracdo sobrenadante e aderida: a fracdo aderida foi
retirada como descrito acima, enguanto que a sobrenadante foi utilizada para a
purificacdo das formas tripomastigotas metaciclicas utilizando uma coluna de DEAE-

celulose (segdo 2.1.1.2).
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Todas as fragOes coletadas foram lavadas trés vezes em um volume de PBS,
centrifugando a 10000 x g por 3 min. Antes da Gltima centrifugacéo, uma aliquota foi extraida
para contagem dos parasitas, a qual foi utilizada para posterior normalizacdo por nimero de
células. O pellet obtido foi imediatamente incubado em gelo seco com etanol puro para o
quenching do metabolismo: esse passo € necessario para deter todos 0s processos metabolicos
da célula. O pellet resultante foi armazenado a -80°C até a extracdo dos metabolitos.
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Figura 3: Esquema experimental utilizado para coleta de amostras a serem analisadas por metabolémica.
A. Diagrama das coletas. B. Linha do tempo obtida pela coleta de todas as amostras descritas: fase exponencial e
estacionaria em meio LIT e diferenciacdo em meio TAU.

2.7.2 Extracdo dos metabdlitos

Os pellets de parasitas foram ressuspendidos em 400-800 pl de tampéo de extracédo, o
qual consiste em H,O:metanol (50%-50%) e uma mistura dos standards internos (Master
Mix) necessarios para normalizacdo dos resultados obtidos por UPLC-MS (Tabela 3). Os
pellets ressuspendidos foram homogeneizados em vortex por 20 segundos, e posteriormente

vortexados a 4 °C por 5 min. Em seguida, foram submetidos a 3 ciclos de sonica¢do em banho
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de &gua e gelo por 2 min e incubagdo em gelo seco por 5 min para favorecer a ruptura celular.
Apos centrifugacdo a 10000 x g por 20 min, o sobrenadante foi retirado e seco no sistema

speed-vac. As amostras secas foram armazenadas a -80°C até analise por UPLC-MS.

Concentracéo no Master Mix

Si (MM) Conc. Final nas amostras (LM)
Lisina-SI (AA) 30 2
Fenilalanina-SI (AA) 15 1
Acido Glutamico-SI (AA) 75 5
Metionina-SI (AA) 75 5
Acido Succinico-SI (TCA) 75 5

Tabela 3: Standards internos utilizados para normalizacdo: diferentes standards foram utilizados, os quais
representam os diferentes grupos de moléculas analisadas (entre paréntesis: AA, aminodcidos; TCA, ciclo de
Krebs).

2.7.3 Deteccdo dos metabdlitos por cromatografia liquida de alta performance e
espectrometria de massa

Dois protocolos previamente descritos (Birkler et al., 2010; Li et al., 2014) foram
adaptados para a analise dos metabdlitos. Brevemente: a separacao e analise dos metabolitos
foram realizados por sistema Waters ACQUITY H-class de cromatografia liquida de alta
performance (UPLC) acoplada a espectrometro XEVO TQ-MS Waters (Waters, USA)
equipado com ionizagdo por eletrospray (ESI) operando em modo positivo e negativo de
ionizacdo. O sistema de cromatografia liquida (CL) é equipado com um sistema de bomba
quaternaria e a temperatura da coluna foi mantida a 40-45 °C. As colunas Waters ACQUITY
UPLC HSS T3 (1,8 um-2,1 mm x 100 mm) e BEH C18 column (1,7 um-2,1 mm x 50 mm)
ACQUITY foram utilizadas com injecdo de amostras a 10 °C. A quantificacdo relativa foi
realizada no modo de ion negativo e positivo (ESI) pelo modo de monitoramento multiplos de
reacdo (MRM). As transicdes de ions, do cone de tensdo (CV) e da energia de colisdo (CE)
utilizados para a andlise de ESI-MS / MS foram determinados utilizando o software
MassLynx V4.1 Intellistart. Os dados foram adquiridos pelo MassLynx Software, v. 4. e

processados em TargetLynx™ Application Manager (Waters, USA).
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2.7.4 Analises estatisticas

A andlise de components principais (PCA), heatmap e teste T para os resultados obtidos

por metabolémica foram realizados utilizando o software MetaboAnalyst (Xia et al., 2015).

2.8 Avaliacao do papel da His na resisténcia a estresse oxidativo

2.8.1 Medida das atividades enzimaticas relacionadas a aminoacidos enxofrados e a
producéo de NADPH

A atividade de deshidrogenases NADPH dependentes (enzimas maélicas e isocitrato
deshidrogenases) foi avaliada comparativamente em extratos livres de células de
epimastigotas  submetidos aos distintos tratamentos. Foram utilizados métodos
espectrotométricos. A formacdo de NADPH em presenca de malato ou isocitrato foi
determinada por absorbancia de luz a 340 nm. Similarmente, foi avaliada a atividade das
enzimas com capacidade de sintetizar cisteina (cisteina sintase, cistationina y-liase e
cistationina P sintase) nos distintos extratos celulares. A formagdo do aminoacido enxofrado
foi estimada colorimetricamente por reagdo com o 5,5’-ditio-bis(acido 2-nitrobenzoico)
(DTNB).

2.8.2 Determinacéo do ICsg para peroxido de hidrogénio em epimastigotas de T. cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi (5x10° células/ml) foram lavadas duas vezes com PBS
e incubadas no mesmo tampéo com diferentes concentragdes de H,O, (10 a 200 uM) durante
60 min a 28 °C. Apds esse tempo as células foram centrifugadas (1000 x g, 2 min, 4 °C)
ressuspendidas em meio LIT e distribuidas em placa de 96 pocos. A placa foi mantida na
estufa a 28 °C. A proliferacdo celular foi estimada por leitura da absorbancia em 620 nm a
cada 24 h durante 6 dias. A absorbancia foi transformada em valores de densidade celular
(células/ml) usando uma equacdo de regressao linear que foi obtida previamente sob as
mesmas condigfes. A concentracdo de H,O, que inibiu 50% da proliferagédo dos parasitas
(ICs0) foi determinada na fase exponencial de crescimento (4to. dia) mediante ajuste dos

dados da curva dose-resposta com a equacao classica sigmoide (GraphPad Prism 5).
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2.8.3 Determinacao de tidis de baixo peso molecular por HPLC

Com o objetivo de avaliar os niveis de tiois de baixo peso molecular por HPLC
presentes em extratos de parasitas, inicialmente foram determinados os tempos de retencédo
para os padrdes a serem analisados. Cisteina, glutationa, homocisteina e tripanotiona (Sigma®,
concentragdo final 5 pM) foram previamente derivatizados com a sonda fluorescente
monobromobimane (Sigma®) em tamp&o Hepes 40 mM — EDTA 4 mM pH 8 durante 3 min a
70 °C. A reacdo foi interrompida pela adicdo de acido acético. Na cromatografia, a fase movel
consistiu no solvente A (0,25% acido acético) e solvente B (100% acetonitrila). Como fase
estacionaria foi utilizada uma coluna C18 Luna 100 A 250 x 4,60 mm (Phenomenex,
Torrance, CA, EUA). Os padrbes foram separados utilizando o seguinte gradiente (em % de
solvente B): 0-10 min, 0%; 10-40 min, 8%; 40-60 min, 15%; 60-70 min, 50%; 70-71 min,
0%; 71-80 min, 0%; 80,01 min. Os tidis foram detectados por fluorescéncia (excitacdo, 365
nm; emissao, 480 nm). Os extratos de parasitas foram preparados da seguinte forma: cada
cultura foi lavada duas vezes por centrifugacdo com PBS e homogeneizadas em tampéao de
lise na presenca de 1% de coquetel contendo inibidores de proteases (AEBSF, E-64,
aprotinina, pepstatina A, leupeptina e cloridrato de bestatina, Sigma®). As células foram
submetidas a lise por sonicacdo através de dois ciclos de 20 segundos com intervalos de
descanso em gelo de 1 min entre cada um dos ciclos. Apos centrifugagdo a 10000 x g por 30
min, os sobrenadantes contendo os extratos protéicos foram deproteinizados utilizando acido
tricloroacético 20%. Apos centrifugacao, os sobrenadantes foram derivatizados pela adicdo da
sonda fluorescente monobromobimane em buffer Hepes 40 mM — EDTA 4 mM pH 8 durante

3 min a 70 °C. A reacdo foi interrompida pela adicdo de &cido acético.
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3.1 His: um aminoacido essencial para o T. cruzi?

Um aspecto importante referente a qualquer metabdlito é saber se ele é ou ndo essencial
para 0 organismo em estudo. No caso particular do metabolismo de His em T. cruzi a auséncia
de genes putativos para as enzimas classicas de biossintese desse aminoacido no genoma de T.
cruzi foram o primeiro indicio de que o parasita seria auxotrofico para esse aminoacido. Para
avaliar se a incorporacdo de His desde o meio extracelular é essencial para a biologia de T.
cruzi epimastigotas foram incubados em meio semi-definido AR103 (suplementado com 10%

soro) contendo todos 0s aminoacidos (AR103) ou sem His na sua formulacéo (AR103"™).

3.1.1 Crescimento e viabilidade de parasitas expostos a estresse nutricional pela caréncia de
His

Formas epimastigotas de T. cruzi foram incubadas em meio AR103™ ou AR103 como
controle. Os parasitas mantidos em AR103" tiveram a sua proliferacdo diminuida em
relacdo com aqueles incubados em medio controle (AR103) (Fig. 4A), o que permite inferir
que esta condicdo configura uma situacdo de estresse nutricional. Para confirmar essa
situacdo, esses mesmos parasitas foram avaliados, quanto sua viabilidade e morfologia apds
12, 24, 48, 72 e 96 horas de incubacdo. Apds 48 h de incubagdo em médio AR103M
comecaram a ser observadas diferencas na viabilidade dos parasitas em relagdo ao controle, e
apos 96 h ndo foi detectada viabilidade celular nos parasitas submetidos a estresse, mostrando
que a caréncia de His ndo sé diminui o crescimento mas também compromete a viabilidade
dessas células (Fig. 4B). As observacdes por microscopia de luz mostraram também que apds
48 h de serem submetidos a estresse, 0s parasitas sofreram mudancas morfologicas (Fig. 4C):
com o decorrer do tempo, os parasitas adquirem formas arredondadas, diminuem o volume
celular, até apresentar lise celular, mudancas que ndo foram observadas nos parasitas

cultivados no meio AR103 completo.
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Figura 4: A. Curvas de crescimento de epimastigotas incubados em AR103 e AR103"® obtidas pela
contagem didria em camara de Neubauer. B. Viabilidade celular de parasitas depletados do aminoacido His
durante 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Como controle, AR103 completo. Para cada experimento foi feito um ajuste de
acordo com o nimero de parasitas. C. Imagens de microscopia mostrando as altera¢cBes morfoldgicas ocorridas
pelos parasitas submetidos a estresse nutricional induzido pela caréncia de His.

3.2 Caracterizagao bioquimica do transporte de His em epimastigotas de T. cruzi

3.2.1 Cinética

Devido ao fato do suplemento de His ser relevante no crescimento e manutencéo celular
de formas epimastigotas de T. cruzi, e ao fato de que a utilizacdo de um metabodlito depende
da sua internalizacdo por parte da célula, resolvemos estudar como essa internalizacdo é
realizada. Para iniciar a caracterizacdo do processo de transporte de His, utilizaram-se
condicdes iniciais de concentracdo de substrato presumivelmente saturantes. A auséncia de
trabalhos prévios descrevendo o transporte de His em organismos relacionados ao T. cruzi,
forcou-nos a escolher condi¢es iniciais ja descritas para outros transportadores (Silber et al.,
2006; Silber et al., 2002). Nesse sentido, a dependéncia do transporte de His em funcdo do
tempo, foi medida utilizando-se uma concentragdo de substrato de 3 mM. A incorporacao de
His ao longo do tempo ajustou a uma funcdo de decaimento exponencial (R® 0,994),

mostrando uma rela¢do aproximadamente linear até 20 minutos de iniciado o transporte (Fig.
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5). Baseados nesses resultados, foi escolhido um tempo aprecidvelmente mais curto (60
segundos) para realizar medi¢des confidveis de Vq (velocidade inicial).
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Figura 5: Incorporacéo de His em fungdo do tempo em epimastigotas de T. cruzi. O transporte de His 3 mM
marcada com [*“C]-His em funcdo do tempo foi seguido como descrito em Materiais e Métodos. Inset:
linearidade do transporte até 5 minutos (R* 0,998).

Para determinar a dependéncia do transporte de His com a concentracéo desse substrato,
V, foi medida em funcdo da concentragdo extracelular de His. Os dados obtidos foram
ajustados a funcéo hiperbélica derivada do modelo cinético de Michaelis-Menten (R? 0,924,
Fig. 6). A partir desses ajustes, foram obtidos os valores de Vmax (0,24 £ 0,023) nmoles/min
por 20 x 10° células e Ky de (0,12 + 0,01) mM. Foram confirmadas também as condicdes de
saturacdo preditas, utilizadas nas curvas de progresso, ja que foram realizadas a uma
concentracdo de 3 mM, o que representa 25 vezes o valor do Km. O tipo de ajuste utilizado

permite inferir também um Unico sistema de transporte saturavel de His.
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Figura 6: Efeito da concentracdo de substrato no transporte de His em epimastigotes de T. cruzi. A
velocidade inicial da incorporacéo de His (V) foi medida como uma funcéo da concentragdo de substrato como
descrito em Materiais e Métodos. Inset: representacéo de Lineweaver-Burk para os dados obtidos (R? 0,99).

3.2.2 Mecanismo

Uma vez determinados os parametros cinéticos, foi possivel analisar a atividade
especifica de transporte de His em diferentes condi¢cGes metabdlicas. Em transportadores que
funcionam por difusdo facilitada, o transporte do substrato depende das diferencas de
concentracdo relativas entre 0 meio extracelular e o citoplasma da célula em estudo. Foi entdo
analisado o efeito da deplecdo intracelular de His no transporte desse aminoacido. Para isso,
formas epimastigotas foram pre-incubadas em PBS para promover o consumo da His
intracelular livre presente no parasita. Posteriormente, foi medida a incorporacdo de His como
ja descrito, e comparada com a incorporacao em parasitas incubados em meio LIT durante o
mesmo tempo (controle). Ndo foram observadas diferencas entre ambas as condicdes (dados
ndo mostrados) sugerindo que o transporte de His ndo estaria influenciado de forma direta
pelo conteudo intracelular de His, sendo pouco provavel que esse processo aconteca por um
mecanismo de difuséo facilitada. Com o intuito de aprofundar nas bases bioquimicas do tipo
de transporte, foi avaliado o efeito de cations extracelulares na incorporagdo de His.
Inicialmente foi avaliada a dependéncia em relagdo ao Na* e K*, utilizando tamp&es contendo
sO esses ions no ensaio de transporte. Ndo foram observadas diferencas significativas nas
condigdes avaliadas, indicando que a incorporacdo de His € independente da presencga desses
ions no meio extracelular (Fig. 7A). Posteriormente, foi avaliado o transporte de His em
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fungdo do pH extracelular. Como observado na figura 7B, o transporte mostrou-se
moderadamente dependente da concentragio de H* no meio extracelular, com um aumento na
atividade a pH entre 5,5 e 6,5.

nmols L-His/min x 20x10° cél.

0.404

0.35

0.304

0.254

0.204

nmols L-His/min x 20x10° cél.

v T v .
5 6 7 8
pH

Figura 7: Efeito de cations extracelulares no transporte de His. A: Efeito dos cations divalentes Na* e K*: a
velocidade inicial do transportador foi medida em tampéo fosfato-salino (PBS), em tamp&es fosfato contendo s6
jons Na* e K" ou em tampdo colina como controle (post-test: Tukey, ns: p>0,05). B: Dependéncia do
transportador com o pH: a velocidade inicial do transportador foi medida entre os pHs 5 e 7,5 nos tamp®es PBS e
citrato.

Baseados nesse resultado, nos perguntamos se o gradiente de protons a través da
membrana citoplasmatica agiria como forca motriz para o transporte de His. Para isso, a
incorporacdo do aminoacido foi medida na presenca do ion6foro FCCP. O desacoplamento do
gradiente de H" pelo FCCP pode desencadear uma rapida hidrolise de ATP pela ATPase
mitocondrial para restabelecer o gradiente de H*, depletando a célula de ATP (Nicholls et al.,
1998). Para distinguir entre ambos os fendmenos, os parasitas foram incubados com FCCP
em presenca e auséncia de oligomicina A, inibidor da fragdo Fo da ATP sintase. Em ambos os
casos, ndo houve diferenca significativa em relacdo ao controle (PBS), mostrando que o
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transporte de His é independente da forga proton motriz (Fig. 8A). Finalmente, foi avaliada a
possivel dependéncia do transporte de His com relacdo ao ATP como fonte de energia. Para
isso, os parasitas foram incubados em PBS-oligomicina A (5 pg/ml), e o transporte foi
medido em diferentes tempos: imediatamente apos a adi¢do de oligomicina e apds 30 e 120
min. Como mostra a figura 8B, ap6s 30 minutos ha uma inibicdo de aproximadamente 55%
na incorporacdo de His, sendo o perfil de inibi¢do mantido por 120 min, sugerindo a presenca

de um sistema de transporte dependente da energia do ATP para a incorporacédo de His.
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Figura 8: Determinacdo da forca motriz para o transportador de His em epimastigotas de T. cruzi. A.
Efeito do FCCP no transporte de His. O desacoplamento do gradiente de protons pelo ion6foro ndo altera a
incorporacdo de His. B: Oligomicina A como inibidor do transporte: ap6s 30 minutos de incubagdo com
oligomicina, a incorporacdo de His é reduzida em aproximadamente 55%, mostrando a dependéncia do processo
com o ATP como fonte de energia (post-test: Tukey. *** valor de p<0,0001, ** valor de p<0,001, ns: valor de
p>0,05, em relacdo ao PBS).

3.2.3 Termodinamica

O efeito da temperatura na incorporacdo de His foi avaliado medindo o transporte entre
10 e 45 °C. O transporte de His teve um incremento linear entre 10 e 40 °C. A 45 °C ndo foi
observado um incremento significativo e ndo foi detectada uma diminuicdo, o que
provavelmente indica que a essa temperatura se atinge uma situacdo de equilibrio entre o
aumento da velocidade de transporte e a desnaturacdo das proteinas envolvidas (Fig. 9). A
energia de ativacdo para a incorporacgdo de His foi calculada utilizando os dados presentes na
regido linear do grafico, a través da equacdo de Arrhenius, obtendo-se um valor de (55,25 +
4,21) kdJ/mol de His (Fig. 9, inset).
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Figura 9: Dependéncia da incorporacgédo de His com a temperatura. O transporte foi realizado variando a
temperatura do ensaio entre 10 e 45 °C. Inset: determinacdo da energia de ativacdo através do gréafico de
Arrhenius (r2=0,97).

3.2.4 Transporte de His em tripomastigotas metaciclicos

Uma vez caracterizado o transporte de His em formas epimastigotas foi de nosso
interesse avaliar essa atividade em formas tripomastigotas metaciclicas. Essas formas foram
obtidas por diferenciagdo in vitro em meio Grace, como descrito em materiais e métodos, e foi
avaliada nelas a atividade especifica do transportador de His. Os epimastigotas apresentaram
aproximadamente 75% mais atividade que as formas metaciclicas, sugerindo uma maior

dependéncia dessa atividade nas formas replicativas do parasita no hospedeiro invertebrado.

3.2.5 Especificidade

Para testar a especificidade do transportador de His, nos perguntamos se analogos
estruturais teriam a capacidade de inibir competitivamente a incorporacdo de His. Para avaliar
essa questdo, as formas epimastigotas foram incubadas com uma concentracdo de His
equivalente ao Ky (0,12 mM) na presencga dos possiveis competidores em concentra¢do 10
vezes maior. Como controle positivo de inibicdo, foi adicionada His ndo marcada na mesma
concentragcdo que os competidores para mostrar que a incorporacdo (da marcagéo radioativa)
pode ser inibida. Nenhum dos analogos testados mostrou capacidade inibitoria no
transportador de His (Fig. 10A). Devido ao fato de andlogos estruturais de His ndo inibirem a

incorporagdo, nos perguntamos se poderia existir algum tipo de inibicdo ndo competitiva,
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gerada por outras moléculas metabolicamente relacionadas. Para responder essa hipotese, o
ensaio de competicdo previamente descrito foi realizado na presenca de aminodcidos
selecionados em funcgéo da sua estrutura e da sua relacdo com o metabolismo da His. Glicina,
0 aminodcido estruturalmente mais simples, do qual esperariamos ver inibicdo se o
transportador fosse inespecifico e o Unico requerimento para o transporte fosse a presenca de
um grupo —NH; e um —COOH; alanina, um dois principais subprodutos do metabolismo
energético; Glu, o produto final da via de degradacdo da His; GIn, outro aminoacido
metabolicamente relacionado a His; e Pro, um importante aminoacido no metabolismo
energeético de T. cruzi, o qual pode ser sintetizado a partir de Glu no parasita. Como pode ser
observado na figura 10B, nenhum dos aminoacidos testados competiu com His pelo seu

transporte, sugerindo um transportador altamente especifico para His.

A 3 0201 o
& N HO
2 N N OH [& \
ns
= dasd g = ns NS Iy 5\
g 015 ns . QN NH, s/
> — H H HN o
c —]
E = 1 2 3
% E H,N H o
3 = {_Q HO
P = N oH N H /)\/\LN\ SH
S = 7\ oY N\ )
£ = D QN\ 4.3 NS X NH
> A & 3 2 & 2 H CH,
PN S R i 4 5 s
&L F O S 0.;\\ ©
¥ & o ¥ & S
RN N &
¥, S
N v
B T 0.25 W

w0
o
% 0.204
(=]
o~
> 0.154
£ ¥
E
@ 0104
£ §
-
@ 0.054
[<]
£
£ 0.00-

Figura 10: Avaliagdo da especificidade do transporte de His em T. cruzi. A. Anéalogos estruturais como
competidores: o transporte de His foi medido na presenca dos anédlogos indicados na figura (painel direito), em
uma concentragdo 10X superior a de His (Km = 0,12 mM). Nenhum dos compostos testados apresentou
atividade inibitéria. B. Aminoacidos como inibidores: seguindo a mesma metodologia descrita acima, foram
avaliados os aminoacidos apresentados no painel direito. Nenhum dos aminoacidos apresentou atividade
inibitéria. Em ambos os casos, o controle positivo de inibicdo foi realizado utilizando His fria [His (comp)] como
competidor (post-test: Tukey. *** valor de p<0,0001, ns: valor de p>0,05, em relagdo a His).
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3.2.6. Incorporacdo de His a proteinas

Utilizando uma concentracdo saturavel de His (3 mM) foi avaliada a incorporagdo de
His radioativamente marcada a proteinas nas formas epimastigotas. Apds 60 minutos de
incubacdo, 20% da His transportada para o interior celular foi detectada em macromoléculas,
enquanto que o 80% restante permaneceu na forma de metabdlitos sollveis (dados ndo

mostrados).

3.3 ldentificacdo, clonagem e expressao das sequéncias codificantes para TcHAL e TcUH

Uma vez caracterizado o transporte de His para o interior da célula, foi do nosso interesse
identificar e caracterizar as primeiras enzimas responsaveis pelo seu catabolismo, TcHAL e
TcUH. Inicialmente foi confirmada em extratos proteicos de forma qualitativa a presenca das
atividades enzimaticas correspondentes a essas enzimas (dados ndo mostrados). Uma vez
confirmados esses dados, iniciou-se uma busca sistematica nos bancos de dados do genoma

de T. cruzi para genes putativos codificantes da TcHAL e a TcUH.

3.3.1 Analises in silico

As sequéncias de aminoacidos da TcHAL (Tc00.1047053506247.220) e da TcUH
(Tc00.1047053504045.110) foram analisadas inicialmente em bases de dados para
tripanossomatideos (TriTrypDB): foram encontradas sequéncias relacionadas a presenca
dessa via metabdlica nas cepas de T. cruzi Dm28c, Sylvio, e Marinkellei, mostrando
identidades entre 96 e 99% com a sequencia presente na nossa cepa de estudo, CL14 (Tabela
4). Em relacdo a sequéncias ortélogas em outros tripanossomatideos, apenas em duas espécies
foram obtidas sequencias relacionadas a degradacdo de His: Trypanosoma rangeli e
Trypanosoma grayi. O gene ort6logo para HAL foi achado em ambas as espécies (Fig. 11A).
J& o0 gene para UH foi achado apenas no genoma de T. grayi (Fig. 11B).



T. cruzi
T. grayi T. rangeli
Enzima Dm28c Sylvio Marinkellei
TcCL14HAL 99% 99% 96% 85% 83%
TcCL14UH 99% 99% 96% 85%
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Tabela 4: Porcentagens de identidade das HAL e UH encontradas em outros tripanossomatideos, obtidos
pelo alinhamento das sequéncias de aminoacidos presentes nas bases de dados. N° de aceso: HAL em DM28c,
TCDM_05967; HAL em Sylvio, TCSYLVIO_004599; HAL em Marinkellei, TCMARK_6123; HAL em T. grayi,
Tgr.53.1090; HAL em T. rangeli, TRSC58_01548. UH em Dm28, TCDM_03984 e 03985; UH em Sylvio,

TCSYLVIO_006380; UH em Marinkellei, TcMARK_5083; UH em T. grayi, Tgr.1215.1000.
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Figura 11 A: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das HAL presentes em trés tripanossomatideos.
Em vermelho se indicam os aminodacidos idénticos entre as trés sequéncias, e em amarelo os aminoécidos

conservados. No retangulo se destacam os trés aminoacidos responsaveis pela formacéo do MIO.
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Figura 11 B: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das UH presentes em trés tripanossomatideos.
Em vermelho se indicam os aminoéacidos idénticos entre as duas sequéncias, e em amarelo 0s aminoéacidos
conservados. Com asteriscos e a barra se detalham os aminoécidos importantes para a unido com NAD" e com

um tridngulo o residuo envolvido na uniéo do substrato.
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Quando as sequencias para TcHAL e TcUH foram comparadas com sequéncias
ortélogas presentes em diferentes organismos a través do programa ClustalW observamos que
as sequencias de T. cruzi possuem uma porcentagem de identidade de 60% (TcHAL) e 61%
(TcUH) com as correspondentes em Homo sapiens (Fig. 12A e B). Uma importante
caracteristica das HALSs é o grupo prostético que elas possuem. O 3,5-diidro-5-metilidene-4H-
imidazol-4-one (MIO) é gerado de forma pos-traducional pela ciclizagcdo do tripeptideo
interno Ala-Ser-Gly (ASG), seguido da eliminacdo de duas moléculas de dgua. Como pode
ser observado na figura 12A (destacados no retangulo) estes residuos se encontram altamente
conservados em todas as sequencias analisadas, incluindo a TcHAL (também destacados no
alinhamento entre tripanossomatideos).

As UH também possuem um cofator incomum: essas enzimas se unem ao nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD") de forma n&o covalente, o qual participa da catéalise atuando
como grupo eletrofilico na reacdo enzimatica. O NAD" se une via pirofosfatos numa regio
conservada rica em glicinas (marcada com uma barra na figura 12B). Além disso, formam-se
interacdes do tipo ponte de hidrogénio e ndo polares com aminoacidos especificos (marcados
com asteriscos na figura 12B). Estes residuos foram encontrados na sequencia da TcUH,
mostrando que a conservacdo desses sitios é necessaria no processo catalitico mediado pela

enzima de T. cruzi. Por outro lado, foi descrito que a Arg*®?

(marcada com um triangulo na
figura 12B) forma uma ponte salina (do inglés, salt-bridge) com o substrato urocanato. A
presenca desse residuo também foi evidenciada na sequéncia da TcUH (essas caracteristicas
também sdo marcadas no alinhamento entre tripanossomatideos).

A presenca de dominios protéicos conservados para ambas as sequéncias foi analisada
mediante a utilizacdo da base de dados Pfam (versdo 25.0, Sanger Institute). Esta andlise
resultou na deteccdo dos dominios fenilalanina e histidina aménio-liase para TcCHAL (PAL,
PF00221), e o dominio urocanase para TcUH (PF01175). Nenhum outro dominio ou motivo
para as duas sequéncias foi predito pela base de dados. Além disso, a predicdo de dominios
transmembrana, utilizando o servidor TMHMM verséo 2.0, foi realizada. O resultado dessa
analise mostrou a auséncia desse tipo de estruturas para ambas as proteinas segundo o0s
algoritmos utilizados por esses programas.

A analise da sequencia de aminoacidos através dos programas de predicdo da
localizagdo celular PSORT v. 6.4, TargetP v. 1.1 e Predotar v. 1.03 para as sequéncias de
aminoéacidos da TcHAL e a TcUH foi obtida. Em todos os casos, uma alta probabilidade para

localizagéo citoplasmatica de ambas as proteinas foi observada.
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Figura 12 A: Alinhamento das sequencias de aminoécidos da TcHAL com alguns de seus ortélogos. Em vermelho se indicam os aminoacidos idénticos entre as seis
sequéncias, e em amarelo os aminoacidos conservados. No retangulo se destacam os trés aminoacidos responsaveis pela formagdo do MIO. HsHAL, histidina
amodnio-liase de Homo sapiens (NP_002099); MmHAL, histidina aménio-liase de Mus musculus (NP_034531); XIHAL, histidina amdnio-liase de Xenopus laevis
(NP_001098736); DrHAL, histidina aménio-liase de Danio rerio (NP_001082926); TcHAL, histidina amdnio-liase de Trypanosoma cruzi (XP_820336); PpHAL,
histidina amdnio-liase de Pseudomonas putida (P21310).
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Figura 12 B: Alinhamento das sequencias de aminoacidos da TcUH com alguns de seus ortologos. Em vermelho se indicam os aminoacidos idénticos entre as
seis sequéncias, e que em amarelo os aminoacidos conservados. Com asteriscos se detalham os aminoacidos importantes para a unido com NAD™ e com um triangulo
o residuo envolvido na unido do substrato comentado no texto. HsUH, urocanato hidratase de Homo sapiens (NP_653240.1); MmUH, urocanato hidratase de Mus
musculus (NP_659189.2); XIUH, urocanato hidratase de Xenopus laevis (NP_001089654.1); DrUH, urocanato hidratase de Danio rerio (NP_001128601.1); TcUH,
urocanato hidratase de Trypanosoma cruzi (EAN 89283); PpUH, urocanato hidratase de Pseudomonas putida (AAA50311).
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3.3.2 Identificagéo e clonagem

As sequéncias putativas para TcHAL (Tc00.1047053506247.220) e TcUH
(Tc00.1047053504045.110) foram amplificadas por PCR usando DNA da cepa de T. cruzi
CL14 (Fig. 13A). Apos purificacdo a partir do gel de agarose, os fragmentos obtidos
correspondentes a TcHAL e TcUH, foram clonados no vetor T pGEM-T Easy (Promega®) e o
produto da reacdo de ligagdo foi utilizada para a transformacdo de bactérias E. coli DH5a.
Trés clones positivos para cada transformacdo (pGEM-T-TcHAL e pGEM-T-TcUH) foram
analisados pela técnica de PCR em coldnia, utilizando os iniciadores correspondentes a cada
gene (ndo mostrado). Posteriormente, um clone positivo foi escolhido por cada construcéo, e
ambas foram isoladas e analisadas utilizando enzimas de restricdo, obtendo os padrdes de
digestéo esperados em cada caso (Fig. 13B).

Para a obtencdo das proteinas recombinantes TCHAL e TcUH, os genes correspondentes
foram sub-clonados por corte e ligagdo no vetor de expressio pET28a e pET24a (Novagem®),
respectivamente, usando as enzimas adequadas. Estes vetores permitem a expressdao da
proteina de interesse fusionada a seis residuos de His no extremo N-terminal (pET28a) e no
extremo C-terminal (pET24a). Ap6s a transformacao de E. coli DH5a com essas construgdes,
varios clones foram analisados por PCR em col6nia e um deles, em cada caso, por corte com

enzimas de restri¢do (Fig. 13C) e sequenciamento.
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Figura 13: Clonagem de TcHAL e TcUH. A: Gel de agarose com os produtos obtidos na amplificacdo por
PCR a partir do DNA genémico da cepa CL14. Em cada caso foram observados amplificados com os tamanhos
esperados para cada gene: (i) TcHAL (aproximadamente 1600 pb) e (ii) TcUH (aproximadamente 2000 pb), C(-),
controle negativo da reacdo. B: Corte com enzimas de restri¢do para cada construcdo obtida apés a clonagem em
PGEM-T Easy. (i) fragmentos obtidos na digestdo de pGEM-T Easy-TcHAL com as enzimas BamHI e Xhol, as
quais liberam o inserto correspondente a TcHAL gerando produtos de aproximadamente 3000 e 1600 pb; e com
Sacl, a qual gera produtos de aproximadamente 3600, 720 e 300 pb (banda de baixa intensidade na figura). (ii):
fragmentos obtidos na digestdo de pGEM-T Easy-TcUH com as enzimas Xhol e EcoRl, as quais liberam o
inserto correspondente a TcUH gerando produtos de aproximadamente 3000 e 2000 pb; e Sacl, a qual gera
produtos de digestdo de aproximadamente 4300 e 690 pb. C. Corte com enzimas de restricdo para cada
construcdo obtida ap6s a clonagem nos vetores pET28a e pET24a: géis de agarose mostrando os fragmentos
obtidos ap6s digestdo das constru¢bes com enzimas de restricdo. Em cada caso foram obtidos produtos de
digestdo com os tamanhos esperados. (i) Corte de pET28a-TcHAL com BamHI e Xhol: aproximadamente 1600
e 5300 pb; e Ncol: aproximadamente 1500 e 5400 pb. (ii) Fragmentos obtidos na digestdo de pET24a-TcUH com
as enzimas EcoRI e Xhol: aproximadamente 5000 e 2000 pb; e BamHI: aproximadamente 5000, 1100 e 600 pb.
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3.3.3 Expresséo e purificagéo das TcHAL e TcUH recombinantes

Para a expressdo das proteinas recombinates TCHAL (TcHALr) e TcUH (TcUHr), foram
transformadas células de E. coli da cepa BL21 codon plus (CP) com as construcGes pET28a-
TcHAL e pET24a-TcUH. Inicialmente, foram avaliadas as condi¢des 6timas para a expressao,
modificando varidveis como temperatura e tempo de crescimento da cepa BL21 CP apoés a
indugdo com 0,5 mM IPTG: 37° C durante 3 horas, 33° C durante 5 horas e 25° C com
incubacdo por 16 horas. A expressdo das proteinas recombinantes foi analisada mediante
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), comparando 0s extratos proteicos totais
dos clones transformantes sem induzir e apés inducdo com 0,5 mM de IPTG. Como se
observa na figura 14 foi possivel obter as proteinas recombinantes na fracdo sollivel dos
extratos quando a expressdo foi realizada incubando as células nas trés condicdes avaliadas,
assim como na fracdo insoluvel, mostrando a massa molecular esperada em cada caso
(TcHALY: 62 kDa= ~58 kDa da TcHAL + ~4 kDa da etiqueta de 6 histidinas; e TcCUHr: ~75
kDa= ~71 kDa da TcUH + ~4 kDa da etiqueta de 6 histidinas).
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Figura 14: Expressdo da TcHALr (A) e TcUHr (B) em E. coli. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) a partir de extratos protéicos obtidos na expressao das proteinas recombinantes nas diferentes condi¢6es
avaliadas, assim como o controle sem induzir. A seta indica a posicdo da proteina expressa com a massa
molecular esperada, aproximadamente 62 kDa para TcHALTr e 75 kDa para TcUH. T.A.: temperatura ambiente,
M: marcador de massa molecular, S: fragdo soldvel, I: fragdo insollvel.

A partir desse resultado, procedeu-se a purificacdo das proteinas recombinantes
mediante cromatografia de afinidade, utilizando uma coluna de Ni**-agarose, expressando
ambas as proteinas recombinantes pela incubagdo durante 16 h a 25 °C. Como mostra a figura
15, TcHALr e TcUHr foram obtidas em maior quantidade entre as fracdes 1 e 2, em

concentragdes variando entre 1 e 5 g de proteina por pul de tampéo de eluigéo.
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Figura 15: Purificacdo da TcHALTr (A) e TcUHr (B). Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das
diferentes fracBes obtidas na purificacdo da enzimas TcHALr e TcUHr. M: marcador de massa molecular, L:
lisado clarificado ap6s centrifugacdo do extrato protéico induzido com IPTG, FT: fracdo coletada ap6s a
passagem do lisado clarificado pela coluna de Ni**-agarose, L1: fracdo coletada apds a primeira lavagem com
tampdo de ligacédo, L2: fragdo coletada apds a segunda lavagem com tampéo de lavagem, E1-5: fragBes obtidas
apos o processo de eluigéo.

Em ambos os casos, as proteinas recombinantes purificadas foram dialisadas utilizando
0 mesmo tampdo de elui¢do (20 mM Tris-HCI pH 7,4 e 500 mM NaCl) com concentra¢fes
decrescentes de imidazol: 400 mM, 300 mM, 150 mM e sem imidazol, em uma relagéo
1:1000. Devido as proteinas em estudo possuirem como substrato His ou urocanato (estrutura
analoga a His) é de grande relevancia eliminar o imidazol utilizado na eluicdo da proteina da
coluna de purificagdo, ja que esta molécula também é estruturalmente analoga a His, e poderia
interferir nos ensaios de atividade. Para evitar a precipitacdo das proteinas fizeram-se dialises
com o objetivo de manter as mesmas condicdes salinas da eluicdo, mas eliminar
progressivamente o imidazol. Assim, utilizando o gradiente de imidazol na didlise as

proteinas recombinantes se mantiveram solGveis.

3.4 Caracterizacgao cinética e bioquimica da TcHAL

A partir do produto proteico recombinante obtido foi medida a atividade HAL como
descrito em materiais e métodos. Os resultados obtidos mostraram que a enzima TcHAL
apresenta uma cinética de formacgédo de produto ajustavel a uma curva hiperbolica segundo o
modelo proposto por Michaelis-Menten. Os valores de Ky e Vwax calculados para a enzima
recombinante foram (0,77 + 0,33) mM e (4,03 + 1,87) pmoles. min™. mg™, respectivamente
(Fig. 16B). Quando medidos os mesmos parametros em extratos de formas epimastigotas
obtivemos os valores de Ky aparente de (0,32 + 0,08) mM e Vax aparente de (0,03 + 0,01)

pmoles. min. mg™ (Fig. 16B, inset).
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Uma vez realizada a caracterizacdo cinética, foram avaliados outros aspectos bioquimicos
tais como a dependéncia da TcHAL recombinante com fatores como temperatura e pH.
Observamos que TcHAL possui uma atividade maior numa faixa de pH basico, entre 8 e 9
(Fig. 16C) e que sua atividade depende linearmente com a temperatura entre os 25 e 55 °C
(Fig. 16D). A partir dessas medicOes, foi calculada a energia de ativagdo (Ea) utilizando a
equacdo de Arrhenius, obtendo o valor de (39,8 + 6,1) kJ.mol™ (Fig. 16D, inset).
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Figura 16: Parametros cinéticos para a TcHAL. A: Atividade da TcHAL em funcdo do tempo. As medi¢des
de atividade foram realizadas a partir de ensaios espectrofotométricos em tempo real, monitorando o0 aumento na
absorbancia a 277 nm, correspondentes & conversdo de His no produto urocanato (Mehler, 1953). A reacéo para
TcHAL contém: 100 mM de tampéo Tris-HCI pH=9; 0,1 mM de MnCl,; 1,7 mM de GSH reduzido, as
concentragdes finais de His indicadas; e 4gua para completar um volume final de 1,5 ml. A reacdo foi iniciada
pela adicdo da enzima recombinante TcHAL pura (10-40 ug) ou extrato proteico de epimastigotas (50-100 pug) .
O branco de cada reacdo foi a mesma combinagdo de reagentes sem a adi¢do da enzima. A temperatura da reagdo
foi 28 °C, com agitacdo continua. A velocidade inicial da reagdo (V,) foi calculada na regido de linearidade,
utilizando o coeficiente de extin¢cdo molar para o urocanato (CEM,77,,= 1,88 M1 cm‘l). B: Curva de Michaelis-
Menten para TcHAL recombinante, inset: curva obtida quando utilizado o extrato proteico de epimastigotas. C:
Dependéncia da TcHAL recombinante com o pH. Foram utilizados como tamp®es de reagdo Tris-HCI (pH 6,8-9,
sombreado cinza claro) e CHES (acido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfonico) entre os pH 9-10, no sombreado
cinza escuro. D: Dependéncia da TcHAL recombinante com a temperatura. A atividade da TcHAL foi medida na
faixa de temperaturas entre 25 e 55 °C. O valor de energia de ativacdo foi calculado a partir do grafico de
Arrhenius (inset).

3.5 Caracterizagao cinética e bioquimica da TcUH

A partir da proteina recombinante obtida, foi medida a atividade da urocanato hidratase.

Na figura 17B observamos que a enzima TcUHr apresenta uma cinética ajustavel a uma curva
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hiperbolica segundo o modelo de Michaelis Menten, com valores de Ky e Vuax especifica
calculados correspondendo a: (19,07 + 2,09) uM e (39,9 *+ 4,06) nmols. min™ . mg de prot™,
respectivamente. Com o intuito de validar esses resultados, foi medida a atividade TcCUH em
extratos proteicos obtidos de formas epimastigotas de T. cruzi. Os resultados mostraram que a
enzima TcUH nativa apresenta uma cinética ajustavel a uma curva hiperbdlica, com valores
de Ku e Vuax especifica de (2,72 + 0,47) uM e (10,59 + 0,37) nmols. min? . mg?,
respectivamente (figura 17 B, inset). Quando avaliada a dependéncia da TcUH recombinante
com o pH, observamos um aumento na atividade entre os pH 7 e 8 (figura 17C), e quando
avaliada a temperatura 6tima, observamos que a atividade da TcUH recombinante depende
com a temperatura, diminuindo a partir dos 45 °C (figura 17D). Utilizando os dados na regi&o
entre 22 e 37 °C foi calculada a energia de ativacdo a través da equacdo de Arrhenius, obtendo
um valor de (11,7 £ 1,1) kJ/mol.
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Figura 17: Parédmetros cinéticos para a TcUH. A: Atividade da TcUH recombinante em funcéo do tempo. As
medicBes de atividade foram feitas através de ensaios espectrofotométricos em tempo real, monitorando a
diminuicdo na absorbancia a 277 nm, correspondentes ao desaparecimento do substrato urocanato (Mehler,
1953). A reacdo para TcUH contém: 100 mM de tampédo fosfato de potassio pH=7; urocanato, na concentragdo
indicada em cada caso, e 4gua para completar um volume final de 1,5 ml. A reacéo foi iniciada pela adigdo de
enzima recombinante (10-100 pg) ou extrato proteico de epimastigotas (100 pg). O branco de cada reacéo foi a
mesma combinacdo de reagentes sem a adi¢do da enzima. A temperatura da reagdo foi 28 °C, com agitacdo
continua. A velocidade inicial da reagdo (V,) foi calculada na regido de linearidade, utilizando o coeficiente de
extingdo molar para o urocanato (CEMyz7,m= 18800 M1 cm‘l). B: Curva de Michaelis-Menten para TcUH
recombinante, inset: curva obtida quando utilizado o extrato proteico de epimastigotas. C: Dependéncia da
TcUH recombinante com o pH. Foi utilizado tampédo fosfato de potéssio 100 mM nos pH indicados. D:
Dependéncia da TcUH recombinante com a temperatura. A atividade da TcUH foi medida na faixa de
temperaturas entre 25 e 50°C. O valor de energia de ativagdo foi calculado a partir do grafico de Arrhenius
(inset).

3.6 Expressao e localizac¢éo sub-celular das TcHAL e TcUH em epimastigotas de T. cruzi

3.6.1 Obtencéo de anticorpos especificos contra TcHAL e TcUH

Para a producdo de anticorpos policlonais contra TcHAL e TcUH, foi realizada a
imunizacdo de camundongos com ambas as proteinas recombinantes. Ambos os soros foram
titulados avaliando diferentes dilui¢Bes, contra extratos protéicos totais de epimastigotas.

Ambos 0s soros reconhecem positivamente uma unica proteina do tamanho esperado para
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cada caso (~58 kDa para TcHAL e ~72 kDa para TcUH) na maior diluicdo analisada (1:3000)
para anti-TcHAL e para anti-TcUH (1:500) (Fig. 18).

Anti-TcHALr Anti-TcUHr
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Figura 18: Ensaios de western blotting para titulagdo de soros policlonais. A: Titulacdo do soro anti-TcHAL.
As membranas com extratos de epimastigotas foram incubadas com soro pré-imune (SPI) em uma diluicdo
1:500, e com diferentes dilui¢des do soro anti-TcHAL. Como observado, até na maior diluicdo avaliada (1:3000)
observou-se uma banda imunoreativa do tamanho esperado (aproximadamente 58 kDa). B: Titulacdo do soro
anti-TcUH. As membranas com extratos de epimastigotas foram incubadas com soro pré-imune (SPI) em uma
diluicdo 1:250, e com diferentes dilui¢cdes do soro anti-TcUH. Como observado, incluindo a maior diluicéo
avaliada (1:500) observou-se uma banda imunoreativa do tamanho esperado (aproximadamente 72 kDa).

3.6.2 Analise da expressao proteica da TcHAL e TcUH nas formas presentes no hospedeiro

invertebrado

Como descrito na introducdo, as enzimas TcHAL e TcUH sdo mais expressas nos
estagios presentes no inseto vetor. Para corroborar, os soros policlonais obtidos foram
utilizados nas dilui¢cGes determinadas anteriormente para analisar a expressédo da TcHAL e
TcUH em extratos proteicos totais de formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos
obtidos pela diferenciacdo em TAU-3AAG. Como se observa na figura 19, ambas as formas
apresentam expressédo tanto da TcHAL quanto da TcUH, ndo havendo diferencas entre ambas.
Como normalizador da quantidade de proteina utilizou-se o anticorpo anti-GAPDH.
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Figura 19: Expressdo das TcHAL e TcUH nas formas presentes no hospedeiro invertebrado. Ambas as
proteinas sdo expressas nos dois estagios analisados (TcHAL=58 kDa, TcUH=72 kDa). O anticorpo « TCGAPDH
foi utilizado como normalizador. E: epimastigotas, M: tripomastigotas metaciclicas.

3.6.3 Localizacdo subcelular da TcHAL e TcUH em epimastigotas de T. cruzi

Um dos aspectos importantes na analise de vias metabolicas é o compartimento
subcelular onde elas acontecem. Sob a hipdtese do metabolismo de His ser relevante na
bioenergética de epimastigotas de T. cruzi, avaliamos a localizacdo subcelular das enzimas
TcHAL e TcUH. Tanto a TcHAL quanto a TcUH mostraram um padrédo de localizagédo
citoplasmatico (Fig. 20C e 1), co-localizando com a enzima malato desidrogenase, isoforma
citoplasmatica (TcMDHc, E e K). O soro pré-imune, usado como controle negativo, nédo
apresentou reacdo de fluorescéncia (F e L). Como marcador do DNA do cinetoplasto e do
nacleo foi utilizada a sonda Hoechst 33258 (B e H). Ambas as enzimas ndo co-localizaram
com a marcagdo obtida para o nucleo ou cinetoplasto, como observado pela fluorescéncia

obtida com Hoechst.
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Figura 20: Imunofluorescencia indireta para TcHAL e TcUH nas formas epimastigotas do T. cruzi. As
células foram incubadas com soro anti-TcHAL (1:100) e anti-TcUH (1:200), junto ao soro anti-TcMDHc (1:20)
como marcador de localizagdo citoplasmatica. Posteriormente foram lavadas e incubadas com anticorpo
secundario anti- imunoglobulina G de camundongo conjugado a Alexa Fluor® 488 ou anti-imunoglobulina G de
coelho conjugado & Alexa Fluor®546 na diluicio de 1:400. O DNA (nucleo e cinetoplasto) foi marcado
utilizando Hoechst 33258 na diluicdo 1:2000 (Invitrogen). A colocalizagdo de imagens foi feita utilizando o
software ImageJ (NIH).

3.7 Avaliacao da via His-Glu como fonte de energia para epimastigotas de T. cruzi

Os resultados obtidos até agora demostram que formas presentes no hospedeiro vetor,
principalmente epimastigotas, estariam adaptadas ao consumo de His, aminoacido relatado
como abundante no meio extracelular onde essas formas se desenvolvem. Para avaliar essa
possibilidade, a capacidade da His para funcionar como fonte de carbono e energia, e para

manter as células viaveis em situacao de estresse metabdlico severo foi avaliada.
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3.7.1 Avaliacéo da capacidade da His para estender ou reestabelecer a viabilidade celular
em parasitas submetidos a estresse metabdlico

Formas epimastigotas de T. cruzi em fase exponencial de crescimento, crescendo em
meio LIT, foram transferidas a PBS suplementado ou ndo com His em concentragdes
saturantes para o seu transporte. Outros substratos com conhecida capacidade de estender a
sobrevida dessas células em condicGes de estresse metabdlico (Glc, Pro, e Glu) foram
simultaneamente avaliados para efeitos comparativos. Ap6s 24 horas de incubacdo nessas
condiges, a viabilidade celular dos parasitas foi avaliada, observamdo-se que His foi capaz
de ser incorporada e utilizada pelo parasita para estender sua viabilidade. O mesmo foi
observado, como esperado, para os parasitas incubados em meio LIT, e em Glc e Pro, fontes
de energia amplamente descriptas para o parasita (Fig. 21A). Posteriormente, avaliamos se
além de manter o parasita vidvel, a His seria capaz de reestabelecer a viabilidade ap6s um
longo periodo de estresse nutricional. Para isso, 0 mesmo experimento foi realizado, dessa
vez, partiendo de parasitas previamente estressados nutricionalmente pela incubacdo por 30
horas em PBS. Essa condi¢cdo tem como objetivo a exaustdo de metabdlitos intracelulares
mantendo o parasita viavel capaz de responder a um novo estimulo metabdlico. Quando
avaliada a viabilidade, observamos que a His foi capaz de recuperar significativamente os
epimastigotas submetidos a estresse, de forma comparavel ao meio LIT ou aos parasitas
recuperados em GlIc. Interessantemente, His parece ser mais eficiente que a Pro na

recuperagéo de parasitas estressados nutricionalmente (Fig. 21B).
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Figura 21: Avaliagdo da viabilidade de epimastigotas de T. cruzi na presenga de His. A. Ensaio de MTT em
epimastigotas em fase exponencial de crescimento incubados em PBS suplementado. Parasitas inicialmente
cultivados em meio LIT foram transferidos a PBS suplementado (ou ndo, controle negativo) com diferentes
substratos: Glc, Pro, Glu e His, e incubados por 24 horas. Como controle positivo, uma fracdo de parasitas foi
mantida em meio LIT. B. Ensaio de MTT em epimastigotas estressados nutricionalmente em PBS e recuperados.
Parasitas inicialmente cultivados em meio LIT foram transferidos a PBS e estressados durante 30 horas. Apds
esse tempo, foram adicionados diferentes substratos: Glc, Pro e His, e incubados por 24 horas. Como controle
positivo, uma frag8o de parasitas foi mantida em meio LIT (post-test: Tukey. *** valor de p<0,0001, ns: valor de
p>0,05, em relacéo ao PBS).

3.7.2 Medida da producdo de CO, gerado pela oxidacéo da His

A conversdo da His em Glu e posteriormente a a-KG fariam desse aminoacido um
substrato oxidavel no TCA. Assim, a incorporacdo e consumo de His marcado uniformemente
com *C, deveria gerar *CO,. Para validar esta hipétese, formas epimastigotas em fase
exponencial de crescimento foram incubadas com His 3 mM marcada radioativamente e foi
“capturado” o **CO;, produzido. A quantidade de *C recuperada como CO, apds 60 min de
incubacdo foi o equivalente a oxidacdo completa de 11,2 nmols de His (+1,7) por cada 100 x
10° células, e ap6s 240 min (4 horas), aproximadamente 46,5 nmols (+0,6) mostrando uma
evolucéo linear da producéo de CO; a partir de His em relagdo ao tempo de incubacéo (Tabela
5). Em ensaios de transporte observamos que durante 60 min sdo incorporados em média,
35,8 (+ 5,3) nmols de His por cada 20 x 10° células. Com base no niimero de células utilizado
no presente experimento (100 x 10° células), observamos que aproximadamente 30% da His
transportada seria convertida a CO,. Esses resultados em conjunto demonstram a utilizacdo de

His como fonte de carbono oxidavel em epimastigotas de T. cruzi.
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Tempo ¢ recuperado como CO, His incorporada
(min) (nmols/10x10’ parasitas) (nmols/10x10’ parasitas)
60 11,16 + 1,67 35,8 £5,29 31,14
240 46,47 + 0,56

Tabela 5: Producéo de **CO, por epimastigotas de T. cruzi incubados em [*“C]-His.

Para avaliar uma possivel interferéncia de outros metabdlitos oxidaveis pela célula na
degradacdo e metabolismo da His, o experimento de captura de CO; gerado pela oxidacao da
His foi realizado na presenca de Glc ou Pro, durante uma hora. Nessa condi¢do a Pro ndo
mostrou nehum tipo de inibig&o da oxidacdo de His, pois ndo foram detectadas diferencas no
1C0O, capturado. Quando Glc é introduzida no sistema, observamos uma diminuicdo na
oxidacdo da His de aproximadamente 34%, sugerindo que poderia existir algum tipo de

interacdo entre os metabolismos de His e Glc (Fig. 22).
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Figura 22: Producéo de **CO, por epimastigotas de T. cruzi incubados em [**C]-His 3 mM na presenca de
diferentes substratos oxidaveis. O *CO, foi capturado durante uma hora na presenca de Pro ou Glc (post-test:
Tukey. *** valor de p<0,0001, em relagéo a His).

3.7.3 Producédo de ATP a partir do catabolismo da His

Candnicamente, a unica via de oxidacéo total de His a CO, requer a sua conversao em
Glu e posteriormente em a-KG, 0 que seria metabolizado via TCA. Portanto, a comprovacao
da oxidacdo de His a CO, permite inferir que esta via € operativa. Por sua vez, os equivalentes
de reducdo gerados deveriam ser capazes de abastecer a cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial, gerando ATP como produto final a través da fosforilagdo oxidativa. Para
avaliar essa possibilidade, formas epimastigotas foram incubadas em PBS por 30 horas

(estresse nutricional) e apds esse tempo, foi adicionada His como substrato em concentracdes
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saturantes para promover a recuperagdo. Extratos dos parasitas recuperados com His foram
submetidos a dosagem de ATP. A luminescéncia gerada pela reacdo do ATP com a enzima
luciferase foi detectada e analisada em fungdo do tempo, comparando esses resultados com
parasitas ndo recuperados. Observamos que as formas epimastigotas mostraram um
incremento linear na producdo de ATP com relacdo ao tempo (Fig. 23A), dando sustento
novamente & ideia de que His pode ser a fonte de energia para a produgdo de ATP para esse
estagio de T. cruzi. A fim de comparar quantitativamente os rendimentos no ATP intracelular
produzido, os parasitas submetidos a estresse nutricional foram recuperados por uma hora
com His, ou com os substratos oxidaveis: Glc e Pro ou com médio LIT como controles.
Adicionalmente foi realizado um controle no qual antimicina A, um inibidor do complexo Il
da cadeia de transporte mitocondrial foi adicionado junto a His na recuperacdo. Assim, uma
interrupcdo no transporte de elétrons até a ATP sintase mitocondrial daria como resultado
uma diminuicdo na producéo de ATP. Os parasitas recuperados com His apresentaram taxas
de sintese de ATP comparéveis com Pro ou Glc, e 0 mesmo com o meio LIT (Fig. 23B),
indicando que His é um substrato oxidavel envolvido na sintese de ATP a través da

forforilacdo oxidativa mitocondrial.
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Figura 23: A. Producéo de ATP a partir do catabolismo de His. A. Producdo de ATP em funcdo do tempo.
Apos estresse nutricional, observou-se um incremento na concentragdo de ATP intracelular ap6s a adigdo de His,
indicando que esse aminoacido pode atuar como fonte de energia para o parasita. B: Comparagdo da produgdo de
ATP na recuperacdo de parasitas estressados utilizando diferentes substratos. A concentragdo intracelular de
ATP foi determinada utilizando o método da enzima luciferase, e os resultados foram normalizados pela
concentragdo de proteina utilizando o método de Bradford (post-test: Tukey. *** valor de p<0,0001, em relacéo
ao PBS).

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

Considerando que a His é capaz de agir como um substrato para a produgdo de ATP

através da fosforilacdo oxidativa, o0 seguinte passo foi avaliar as taxas de respiracdo



90

dependentes do metabolismo de His. Para isso, parasitas estressados durante 16 h foram
recuperados durante 30 min com His. Assim, os parasitas recuperados foram adicionados no
oxigrafo em tampdo de respiracdo (MRC) e foram medidas as taxas de respiracdo apos a
adicdo das células, apds a adicdo de oligomicina A (inibicdo da fracdo Fo da ATP sintase) e
apos a adicdo do agente desacoplador FCCP (estimulagdo da mé&xima taxa de respiracdo). Foi
observado o consumo de O, (respiracdo celular dependente de His) em relagcdo com o controle
negativo (MRC), respiracdo que foi inibida na presenca de oligomicina e restaurada mediante
a adicdo de FCCP (Fig. 24).
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PBS (16h) His (30°)
Células (5 x 107) 1,28 +£0,28 2,58 £0,76
Oligomicina A 1,15+ 0,34 1,78 £ 0,08
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Figura 24: Taxas de respiracdo em epimastigotas recuperados: A. Consumo de oxigénio em células
estressadas por 16 horas que ndo foram recuperadas (PBS 16h), e que foram recuperadas em His 5 mM durante
30 min. Com linhas pontilhadas indica-se a variagdo na concentragdo de oxigénio em fungdo do tempo (eixo
esquerdo), enquanto que com linhas sélidas indica-se o fluxo de oxigénio (eixo direito). B. Taxas de respiracao
medidas apds cada agregado no oxigrafo: células estressadas (PBS 16h) e células recuperadas (His 30°),
oligomicina A (5 pg/ml) e FCCP (0,5 pM).
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3.7.5 Restauracao do potencial de membrana mitocondrial

Outro aspecto da bioenergética do parasita avaliado quando epimastigotas estressados
sdo recuperados com His como unica fonte de energia é a capacidade desse aminoacido para
restaurar o potencial de membrana interna mitocondrial (AY). Para isso, parasitas estressados
nutricionalmente por incubacdo 30 h em PBS foram recuperados por uma hora com His,
usando parasitas sem recuperar (em MRC) como controle negativo, e recuperados em LIT ou
Pro como controles positivos. Cada amostra foi dividida em dois, e em uma metade foi
adicionado FCCP para dissipar o AY. Posteriormente, foi adicionada Rhodamina 123 para
detectar 0 AW tanto nas células desacopladas quanto em aquelas nas quais o potencial de
membrana permaneceu intacto. Assim, a razdo entre a fluorescéncia dos parasitas em
presencia e auséncia de FCCP foi calculada. Os resultados obtidos mostraram que mediante o
catabolismo de His o potencial de membrana mitocondrial foi recuperado (Fig. 25) em niveis
similares aos obtidos por incubagdo em meio LIT, e de forma mais eficiente que quando os

parasitas foram recuperados por incubagéo em Pro.
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Figura 25: Recuperacgéo do potencial de membrana mitocondrial pelo catabolismo de His: A. Intensidade
de fluorescéncia da Rhodamina 123 (Rh123) quando parasitas estressados nutricionalmente por 30 horas foram
recuperados em LIT, Pro e His. Em vermelho, fluorescéncia da Rh123 na presenca do substrato e em azul,
fluorescéncia apés o agregado do agente desacoplante FCCP. A razdo entre a fluorescéncia sem e com FCCP a
cada condicao testada € representada na parte B.
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3.8 Analise do metabolismo de His nas fases exponencial e estacionaria de crescimento em
formas epimastigotas

3.8.1 Andlise das atividades envolvidas no metabolismo de His

Como mencionado na introducdo, as fases exponencial e estacionaria da curva de
crescimento de formas epimastigotas possuem caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas bem
definidas, sendo a fase estacionaria considerada como uma etapa pré-adaptativa para a
metaciclogénese. Para avaliar como o metabolismo de His acontece durante ambas as fases de
crescimento, nos interessou avaliar as possiveis diferencas na incorporagdo desse aminodcido,
e na expresséo e atividade das duas primeiras enzimas da via de degradacdo, TcHAL e TcUH.

Quando avaliada a atividade do transportador de His (Fig. 26A), observamos um
pequeno incremento estatisticamente significativo da incorporacdo nos parasitas em fase
estaciondria. Por outro lado foram comparadas a expressao e as atividades de TcHAL e TcUH
em ambas as fases da curva de crescimento. Inicialmente comparamos a expressdo de ambas
as proteinas em extratos de epimastigotas em fase exponencial e estacionaria de crescimento.
Né&o foram observadas diferencas na expressdo de ambas as enzimas (Fig. 26 B). Com relacédo
as atividades das duas primeiras enzimas da via de degradacao, TcHAL e TcUH, ambas foram
medidas utilizando extratos proteicos de epimastigotas em fases exponencial e estacionaria de
crescimento. Curiosamente, observamos uma diferenca significativa nas atividades em cada
uma das fases, mostrando que tanto TcHAL quanto TcUH sdo mais ativas na fase exponencial

de crescimento, embora ainda exista uma atividade especifica na fase estacionaria (Fig. 26C).
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Figura 26: Analise das atividades envolvidas no metabolismo de His: A. Transporte de His medido em
epimastigotas em fase exponencial (E) e estacionaria (S). Parasitas em ambas as fases de crescimento foram
utilizados para medir a incorporacéo de His marcada uniformemente com **C como descrito previamente. B.
Expressdo das enzimas TcHAL e TcUH entre as fases exponencial e estacionaria. Extratos de epimastigotas em
ambas as fases de crescimento foram analisados contra os soros policlondis anti-TcHAL e anti-TcUH. Como
normalizador foi utilizado o soro anti-TcGAPDH. C. Atividade das TcHAL e TcUH em extratos de
epimastigotas em fase exponencial e estacionaria. No caso da TcHAL foi medida a atividade especifica na
producdo de urocanato, enquanto que para TcUH foi medido o consumo (teste t. ** valor de p<0,01, * valor de
p<0,05).

3.8.2 Andlise metaboldmica nas fases exponencial e estacionaria de crescimento

Com o objetivo de conhecer qual o perfil da His e das moléculas relacionadas ao seu
metabolismo, assim como as vias metabdlicas predominantes nas fases exponencial e
estacionaria, utilizamos uma abordagem metabolémica centrada principalmente na analise do
metabolismo energético. Os metabodlitos analisados com este objetivo se encontram
detalhados na tabela 6. Em este contexto avaliaremos como a His é utilizada pelo parasita em
ambas as fases de crescimento, o seu conteudo intracelular, assim como o de outros

metabdlitosrelacionados.
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Glicolise Aminoacidos Metabolismo de enxofrados
Glicose Histidina Prolina Homocisteine
Piruvato Urocanato Alanina O-Acetilserina
TCA Glutamato Serina Cistationina
Fumarato Leucina Treonina Glutationa
Succinato Isoleucina Aspartato Tripanotiona
Malato Valina Asparagina
Alfa-cetoglutarato Fenilalanina Arginina
Citrato Triptofano Cisteina
Isocitrato Tirosina Metionina
Succinato

Tabela 6: Lista de metabolitos utilizados para a analise metabolémica em T. cruzi.
3.8.3 Andlises iniciais

Os resultados obtidos para os niveis dos metabolitos de interesse nos parasitas em cada
uma das fases de crescimento foram avaliados inicialmente por uma analise multivariada,
utilizando a ferramenta de anélise de componentes principais (PCA) disponivel no software
utilizado. As réplicas correspondentes a uma mesma fase do crescimento se agrupam no PCA,
diferenciandose das réplicas correspondentes a outra fase (Fig. 27), o qual permite afirmar que
os resultados obtidos com parasitas em fase exponencial sdo significativamente diferentes de

aqueles obtidos com parasitas em fase estacionaria.
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Figura 27: Analise de componentes principais entre as fases exponencial e estacionaria de crescimento.
Foram utilizados os resultados obtidos para amostras de parasitas em fase exponencial (13 amostras, quadrado
verde) e estaciondria (14 amostras, triangulo laranja).
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Posteriormente, mediante um heatmap foram identificados padrdes de aumento ou
diminuicdo dos metabolitos entre as condi¢fes analisadas. A maior parte dos aminoacidos e as
moléculas relacionadas aos mesmos se encontram agrupados na regido do heatmap que se
corresponde com um aumento na fase estacionaria. Enquanto aos metabdlitos que se
encontram em maiores niveis na fase exponencial se encontram aqueles relacionados a

glicolise e TCA, entre outros metabdlitos que serdo discutidos posteriormente (Fig. 28).
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Figura 28: Heat map dos metabolitos analizados entre as fases exponencial e estacionaria. Cada linha
representa 0s metabolitos (43) detectados por UPLC-MS, e os valores sdo representados em unidades arbitrarias.
As colunas representam as 13 réplicas bioldgicas independentes na fase exponencial (lado esquerdo, marcadas
em verde) e as 14 réplicas de fase estacionaria (lado direito, marcadas em laranja). Os asteriscos indicam
metabolitos com diferenca significativa entre as fases exponencial e estacionaria. Os valores de p obtidos pelo
teste t foram: citrato, 2,8602x10°®; prolina, 3,3976x10®; treonina 5,4456x10°®; alfa-cetoglutarato, 1,5511x107;
histidina, 1,8051x10°°; succinil-CoA, 3,8307x10°; cisteina, 5,3487x10°; urocanato, 6,399x10°; piruvato,
8,7222x10°°; asparagina, 3,5832x10°; espermidina, 1,0409x10™*; homocisteina, 1,3175x10; tripanotiona,
1,6862x10™; glicose, 2,2827x10™*; O-acetilserina, 2,3152x10*; tirosina, 0,0018; metionina, 0,0021; valina,
0,0050; serina, 0,0050; isocitrato, 0,0052; malato, 0,0056; triptofano, 0,0108; isoleucina, 0,0157.
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3.8.4 Metabolismo energético

Como descrito anteriormente, as fases exponencial e estacionaria apresentam perfis
diferentes com relacdo ao metabolismo energético. Parasitas em fase exponencial catabolizam
ativamente Glc com producéo de succinato e alanina, metabdlitos que podem ser excretados
ao meio extracelular. Apds a exaustdo da Glc, o parasita inicia o catabolismo de amino&cidos,
0s quais podem ser incorporados do meio ou degradados das proteinas de reserva, como ja
descrito anteriormente. Na figura 29 apresentamos esquematicamente parte do metabolismo
energético de epimastigotas de T. cruzi: a glicélise, representada pela Glc e seu produto de
degradacdo, o piruvato; intermediarios do TCA e as vias de degradacdo de His e aminoacidos
relacionados.

Em geral, os metabdlitos relacionados a glicolise e TCA mostram um perfil onde os
maiores niveis sao encontrados na fase exponencial, como esperado, embora com diferentes
graus de significancia. Glc, piruvato, citrato, isocitrato, succinil-CoA e malato mostraram um
incremento significativo na fase exponencial. Os niveis elevados de Glc, provavelmente
através da sua incorporacdo do meio extracelular, assim como 0s maiores niveis de piruvato,
mostram que a glicolise é mais ativa nessa fase do crescimento, e que essa via estimula o
funcionamento do TCA, considerando os maiores niveis dos seus intermediarios durante a
fase exponencial. Por outro lado, succinato e fumarato ndo mostraram diferengas
significativas. O Unico metabolito desta via que mostrou um comportamento inverso, ou seja,
um aumento na fase estaciondria foi o o-KG, provavelmente devido ao consumo de
aminoacidos na fase estacionaria.

Outras vias metabolicas relevantes para a producéo de energia sdo as vias de degradacao
de aminoacidos (Fig. 29). Com relacdo a His, um dos aminoacidos importantes no
metabolismo energético de formas epimastigotas, observamos que os niveis intracelulares
desse aminodcido se mostraram mais abundante na fase estacionaria de crescimento, assim
como o primeiro produto da sua degradacdo, o urocanato. No caso do Glu, produto final da
via, seus niveis ndo mostraram diferencas significativas entre as fases exponencial e
estacionaria, 0 que é esperado para um aminoacido que constitui um verdadeiro n6 do
metabolismo energético, a partir do qual vias catabdlicas e anabdlicas surgem segundo as
necessidades da célula.

Como ja mencionado, Pro é um dos aminoacidos mais relevantes na bioenergética do

parasita e objeto de estudo do nosso grupo. Quando avaliados os niveis de Pro intracelular,
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observamos que foram claramente mais altos em parasitas em fase estacionaria com respeito a
fase exponencial. Embora ndo sejam comparaveis quantitativamente os niveis dos diferentes
metabolitos, é claro que a célula possui niveis elevados de Pro intracelular. O transporte de
Pro para o interior celular também foi avaliado mostrando um aumento da atividade do

sistema B, na fase estacionaria. O mesmo foi observado para o transportador de Glu.
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Figura 29: Metabolismo energético entre as fases exponencial e estacionaria. Da glicolise, foram analisados Glc e piruvato, além de todos os intermediarios do TCA.
Também sdo representadas as vias de degradacéo de His e Pro. Os graficos A-C representam os nmols de A-His, B-Pro, C-Glu incorporados por 2 x10’ parasitas em fases E e
S. Os outros graficos correspondem a resultados de metaboldmica obtidos por UPLC-MS. Os asteriscos indicam diferencas significativas entre as fases exponencial e
estacionaria (teste t, p<0,05): glicose, 2,2827x10™; piruvato, 8,7222x10°®; citrato, 2,8602x10°®; isocitrato, 0,0052; alfa-cetoglutarato, 1,5511x10; succinil-CoA, 3,8307x10°;
4cido malico, 0,0056; histidina, 1,8051x10°®; urocanato, 6,399x10°®; prolina, 3,3976x10°; transporte de prolina (sist. B), 0,001; transporte de histidina, 0,0415; transporte de
glutamato, 0,0105. 1. Citrato sintase, 2. Aconitase, 3. Isocitrato desidrogenase, 4. a-cetoglutarato desidrogenase, 5. succinil CoA-sintetase, 6. succinato desidrogenase, 7.
fumarase, 8. Malato desidrogenase, 9. Histidina amdnio-liase, 10. Prolina desidrogenase, 11. P5C desidrogenase, 12. P5C sintetase, 13. P5C desidrogenase, 14. Glutamato
desidrogenase. Linhas pontilhadas representam mais de uma reagdo enzimatica.
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3.8.5 Analise dos niveis intracelulares de moléculas enxofradas e estado redox da célula nas
fases exponencial e estacionaria

Outro grupo de moléculas importantes e relacionadas ao metabolismo energético sao 0s
tidis de baixo peso molecular, os quais participam de mecanismos importantes para o
metabolismo da célula, como a regulacdo do estado redox. Para avaliar as variacGes desses
metabolitos entre as fases exponencial e estacionaria, foram analisados os intermediarios das
diferentes vias de sintese de cisteina que operam no parasita, assim como 0s niveis de
glutationa, espermidina e tripanotiona, o principal agente antioxidante no metabolismo redox
de tripanossomatideos. Todos os intermediarios da sintese de Cys aumentaram na fase
estacionaria, com diferentes graus de significancia. Por sua parte, tripanotiona (sua forma
reduzida) mostrou-se significativamente menor na fase estacionaria (Fig. 30A). O fato dos
niveis de moléculas vinculadas a resposta contra o estresse oxidativo avaliadas estarem
aumentadas na fase estacionaria, deve-se provavelmente a resposta da célula ao ambiente
oxidativo resultante do metabolismo energético na fase exponencial. Para confirmar a
existéncia de uma ambiente mais oxidativo durante a fase estacionéria foi avaliada a razéo
NAD(P)H/NAD(P)" em parasitas em ambas as condicdes. Essa relacdo foi maior na fase
exponencial, confirmando que durante a fase estacionaria o parasita estd submetido a um

ambiente celular mais oxidado (Fig. 30B).
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Figura 30. Moléculas enxofradas e estado redox celular nas fases exponencial e estacionaria. A: Vias de
biosintese de cisteina e tripanotiona: vias de biosintese de Cys presentes em T. cruzi (de novo e transulfuracéo) e
passos enzimaticos que conduzem a tripanotiona. Os valores correspondem a unidades arbitrarias obtidas da
andlise por UPLC-MS. Asteriscos indicam diferencas significativas entre fases exponencial e estaciondria (teste
t, p<0.05). 1. cistationina {3 sintase , 2. cistationina vy liase, 3. y-glutamilcistein sintetase, 4. glutationa sintetase, 5.
espermidina sintase, 6. tripanotiona sintetase. Linhas pontilhadas representam mais de uma reacdo enzimatica. B:
Estado redox da célula em parasitas em exponencial e estacionaria. Os niveis de NAD" and NADH foram
medidos em parasitas em ambas as fases de crescimento.

3.9 Papel da His na metaciclogénese

3.9.1 Metaciclogénese em CL14

Como comentado na introdugéo, os relatos na literatura mostrando diferencia¢éo de T.
cruzi in vitro utilizaram como modelo diferentes cepas do parasita (Dm28c, Y, isolados de
campo, entre outras), mas nenhuma utilizando nossa cepa de estudo, CL14. Portanto, foi
necessario padronizar o método de diferenciagdo in vitro. Para isso, epimastigotas em fase
exponencial de crescimento foram crescidos em meio LIT durante 4 dias até atingir a fase
estacionaria. Posteriormente foram transferidos a meio TAU puro, o qual consiste s6 em sais e
tem como objetivo gerar estresse nutricional ao parasita. Apds esse tempo, foram transferidos

a meio TAU-3AAG, para iniciar a diferenciagdo. Como observado na figura 31, a cepa CL14
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de T. cruzi é capaz de diferenciar a formas metaciclicas no meio mencionado, atingindo uma

média de 30% de diferenciagdo apds seis dias em meio TAU-3AAG.

3.9.2 Efeito da His na diferenciacdo de T. cruzi em meio TAU

Como mostrado anteriormente, T. cruzi poderia estar adaptado a utilizacdo de His como
fonte de energia ou carbono durante os estagios no hospedeiro invertebrado. Sendo assim, nos
perguntamos se His poderia atuar como promotora para a metaciclogénese, a transformacao
das formas epimastigotas em tripomastigotas metaciclicas que acontece na regido final do
intestino do inseto vetor. Para isso, parasitas foram incubados em meio definido TAU-His 10
mM, e TAU-His-Pro (suplementado com 10 mM de cada amino&cido) para avaliar o efeito da
combinagdo de ambos os aminodcidos no meio de diferenciacdo. Os meios TAU-3AAG e
TAU-Pro foram utilizados como controle. A porcentagem de tripomastigotas foi calculada no
sexto dia de incubacdo pela contagem em camara de Neubauer. Como mostrado na tabela da
figura 31, a His favoreceu o processo de diferenciacdo, mostrando um 24,95% de formas
tripomastigotas metaciclicas. A presenca de His e Pro no meio de diferenciacdo ndo teve

influencia no numero de formas metaciclicas obtidas no 6to. dia.

A CL14 em TAU-3AAG B
401
g, Melo % de diéff(r)'eré?;agﬁo no
‘é TAU-3AAG 27,93+ 5,38
-é TAU-Pro 20,49 + 6,25
: TAU-His 24,95+ 0,98
= TAU-His-Pro 22,61+ 1,14

Tempo (dias)

Figura 31: Diferenciacdo de epimastigotas a tripomastigotas metaciclicos em meio definido. A
diferenciacdo de epimastigotas (5x10’ parasitas/ml, 15 ml de cultura) foi acompanhada durante sete dias pela
contagem em camara de Neubauer. No grafico observa-se uma curva de diferenciacdo em TAU-3AAG
representativa onde se observa a porcentagem de formas tripomastigotas em funcdo do tempo. O sexto dia de
incubacdo foi escolhido para analisar a porcentagem maxima de tripomastigotas em cada condicdo. B. Tabela:
porcentagens de diferenciacdo de parasitas incubados em TAU-3AAG, TAU-Pro, TAU-His e TAU-His-Pro
avaliados no 6to. dia de incubacao.
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3.9.3 Analise metabolomica da metaciclogénese in vitro

Considerando os resultados mostrados anteriormente, nos interessou entender como His
estaria participando na diferenciacdo de formas epimastigotas para tripomastigotas
metaciclicas. Para isso utilizamos uma abordagem metabolémica dirigida, focando nossa
atencdo nas vias descritas na analise das fases exponencial e estacionaria. Inicialmente
avaliamos as mudancas que acontecem quando parasitas em fase estacionaria (em meio rico)
sdo transferidos ao meio TAU-puro (contendo apenas sais), 0 qual induz um estresse
nutricional necessario para o inicio da diferenciacdo. Posteriormente, analisamos o
metabolismo durante a diferenciacdo em meio padrdo, TAU-3AAG, para conhecer como
opera 0 metabolismo energético durante a metaciclogénese in vitro. Por Gltimo avaliamos a
diferenciacdo em meio TAU suplementado com His (TAU-His) como Unica fonte de carbono
e energia. Os resultados foram comparados com a diferenciacdo em Pro (TAU-Pro), um
indutor da metaciclogénese ja descrito e com parasitas diferenciados em TAU suplementado

com ambos os amino&cidos His e Pro (TAU-HP).

3.9.3.1 Anélise metaboldmica entre a fase estacionaria e TAU-puro: o passo inicial da
metaciclogénese

Apbs a fase estacionaria, os parasitas sdo incubados em TAU puro por duas horas para
induzir um estresse nutricional necessario para iniciar o processo de metaciclogénese. Em
seguida sdo descritas as variagdes que acontecem com os metabodlitos analisados quando o
parasita em fase estacionéria é transferido de um meio completo e rico como o meio LIT, a
um meio pobre em nutrientes como o TAU, apds 30 minutos e duas horas de incubacéo.

A anélise de componentes principais (PCA) indicou que os epimastigotas em fase
estaciondria provenientes de meio LIT diferem dos incubados em meio TAU (Fig. 32). Essas
diferencas sdo evidenciadas pela analise de heat map (Fig. 33), que destaca os metabolitos
responsaveis por diferenciar metabolicamente os epimastigotas em meio LIT dos incubados

em meio TAU, onde ndo h4 diferencas quando comparado 30 minutos e 2 horas de incubacéo.
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Figura 32: Andlise de componentes principais entre amostras submetidas a estresse nutricional em TAU
puro. Foram utilizados os dados de metabol6mica de epimastigotas em fase estacionaria (13 amostras —
triangulo laranja) e incubadas em meio TAU por 30 minutos (3 amostras — losango verde) e 2 horas (3 amostras
— circulo azul).
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Figura 33: Heat map dos metabdlitos analisados entre amostras submetidas a estresse nutricional em TAU
puro. As linhas indicam os metabdlitos detectados por UPLC-MS com valores representados em unidades
arbitrarias. As colunas representam réplicas bioldgicas independentes de amostras de T. cruzi em fase
estaciondria (laranja, 13 réplicas), incubadas em meio TAU por 30 minutos (verde, 3 réplicas) e 2 horas (azul, 3
réplicas).

Dos 32 metabolitos analisados 20 apresentaram variagcdes significativas devido a
incubacdo em meio TAU: desses, 5 aumentaram (Tabela 7) e 15 diminuiram (Tabela 8) seus

niveis.
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Metabolitos com aumento apos
Valor de p Pos-test

incubagdo em TAU

Tirosina 1,156E™ TAU 30min-estac; TAU 2h-estac
Tripanotiona 0,001077 TAU 30min-estac; TAU 2h-estac
Leucina 0,010129 TAU 30min-estac; TAU 2h-estac
Alanina 0,019215 TAU 30min-estac; TAU 30min-TAU 2h
Isoleucina 0,032671 TAU 2h-estac

Tabela 7: Metabolitos cujos niveis intracelulares aumentaram significativamente (post test: Fisher, p<0,05)
guando epimastigotas em fase estacionaria (em meio LIT) foram transferidos ao meio TAU e incubados por 30
minutos e 2 horas.

Metabdlitos com diminui¢do ap6s

Valor de p Pos-test

incubacdo em TAU

Malato 9,2974E-5 estac-TAU 30min; estac-TAU 2h
Citrato 1,476E-4 estac-TAU 30min; estac-TAU 2h
Triptofano 6,7735E-4 estac-TAU 30min; estac-TAU 2h
Prolina 7,4593E-4 estac-TAU 30min; estac-TAU 2h
Urocanato 8,0128E-4 estac-TAU 30min; estac-TAU 2h
Piruvato 0,0038529 estac-TAU 30min; estac-TAU 2h
Valina 0,0038888 estac-TAU 30min; estac-TAU 2h
Histidina 0,0040153 estac-TAU 30min; estac-TAU 2h
Treonina 0,0064299 estac-TAU 30min; estac-TAU 2h
Succinil-CoA 0,019263 estac-TAU 30min; estac-TAU 2h
Fenilalanina 0,02035 estac-TAU 30min; estac-TAU 2h
e-cetoglutarato 0,021365 estac-TAU 30min

Asparagina 0,04071 estac-TAU 2h

O-acetilserina 0,038935 estac-TAU 2h

Cisteina 0,044076 estac-TAU 30min

Tabela 8: Metabolitos cujos niveis intracelulares diminuiram significativamente (post test: Fisher, p<0,05)
guando epimastigotas em fase estacionaria (em meio LIT) foram transferidos ao meio TAU e incubados por 30
minutos e 2 horas.

Dentre os metabolitos cujos niveis intracelulares diminuiram (Tabela 8) destacam-se
os intermediarios do TCA, piruvato e alguns aminodcidos. Dos intermediérios do TCA, o
citrato, a-KG, succinil-CoA e malato apresentaram diminuicdo significativa, os demais
intermediarios succinato e fumarato ndo apresentaram diferencas significativas, e o isocitrato
ndo foi detectado em nenhuma amostra. Apesar do LIT ser um meio "completo” devido sua
suplementacdo (Glc 0,2% e soro fetal bovino 10%), alguns metabdlitos aumentaram seus

niveis quando incubados em TAU (Tabela 7). Destacamos os aminoacidos ramificados
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representados pela Leu e lle que aumentaram em 30 minutos e 2 horas de incuba¢do no meio
TAU-puro. Além deles, a tripanotiona, tambeém mostrou um aumento durante a incubagao

nesse meio.

3.9.3.2 Anélise metaboldmica na diferenciacdo em TAU-3AAG

Com o objetivo de entender melhor os processos metabolicos envolvidos durante a
metaciclogénese, e a sua dependéncia com a disponibilidade de diferentes amino&cidos,
analisamos inicialmente o perfil metabdlico em parasitas diferenciados em meio TAU-3AAG,
0 meio padrdo para a metaciclogénese in vitro.

O processo da metaciclogénese foi avaliado analisando o perfil metabo6lico em
diferentes tempos ao longo da diferenciacao:

0. Epimastigotas em fase estacionéria de crescimento.

1. Parasitas incubados por 30 minutos em meio TAU puro.

2. Parasitas incubados por 2 horas em meio TAU puro.

3. Parasitas incubados por 24 horas em meio TAU-suplementado, na
fracéo do sobrenadante.

4. Parasitas incubados por 24 horas em meio TAU-suplementado, na
fracdo aderida.

5. Parasitas incubados por 6 dias em meio TAU-suplementado, na fragéo
aderida.

6. Tripomastigotas metaciclicos purificados da fracdo sobrenadante apos 6
dias de incubacdo em meio TAU-suplementado.

Os resultados a serem descritos e discutidos aqui sé@o principalmente descritivos,
mostrando os perfis metabdlicos obtidos para cada condicdo de diferenciacdo. Experimentos
adicionais serdo necessarios para ampliar nosso entendimento dos processos que acontecem
durante a diferenciacdo entre as formas epimastigotas e as tripomastigotas metaciclicas.

Inicialmente, analisamos os resultados obtidos a cada tempo utilizando a anélise de
componentes principais. Observamos que as amostras de parasitas em fase estacionaria (em
meio LIT), sdo diferentes o suficiente para se agruparem separadamente dos outros pontos
correspondentes ao meio definido, os quais embora possuam diferengas, se mostram
sobrepostos na andlise (Fig. 34). Entre os pontos analisados, pode se observar que os
correspondentes a fragdo aderida de 6 dias sdo 0s mais heterogéneos, mostrando uma maior

dispersdo na analise de PCA. Isto pode ser explicado considerando que no sexto dia da
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diferenciacdo, é esperada a presenca de diferentes populacdes de parasitas, as quais
apresentaram diferentes graus de diferenciacdo e por tanto, diferentes perfis metabolicos.
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Figura 34: Anélise de componentes principais entre amostras obtidas na diferenciagdo em TAU-3AAG.
Foram utilizados os dados de metabolémica de epimastigotas em fase estacionaria (13 réplicas), e em diferentes
pontos ao longo da diferenciagdo em meio TAU-3AAG (3 réplicas cada um). Grupo 0: parasitas em fase
estaciondria, Grupo 1: parasitas em meio TAU-puro por 30 minutos, Grupo 2: parasitas em meio TAU-puro por
2 horas, Grupo 3: parasitas em meio TAU-3AAG (24 hs, fracdo Sn), Grupo 4: parasitas em meio TAU-3AAG
(24 hs, fracdo Ad), Grupo 5: parasitas em meio TAU-3AAG (6 dias, fracdo Ad), Grupo 6: tripomastigotas
metaciclicos purificados no 6to. dia em TAU-3AAG.

A continuacdo, os niveis de todos os metabolitos de interesse foram analisados através
do heatmap (Fig. 35).
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Figura 35: Heatmap dos metabdlitos analisados durante a diferenciagdo em TAU-3AAG. As linhas indicam
0s metabdlitos (total de 43) detectados por UPLC-MS com valores representados em unidades arbitrarias. As
colunas representam réplicas bioldgicas independentes de amostras de T. cruzi em fase estacionaria (Grupo 0,13
réplicas), e em diferentes pontos ao longo da diferenciacdo [3 réplicas cada um: Grupo 1: parasitas em meio
TAU-puro por 30 minutos, Grupo 2: parasitas em meio TAU-puro por 2 horas, Grupo 3: parasitas em meio
TAU-3AAG (24 hs, fragdo Sn), Grupo 4: parasitas em meio TAU-3AAG (24 hs, fracdo Ad), Grupo 5: parasitas
em meio TAU-3AAG (6 dias, fracdo Ad), Grupo 6: tripomastigotas metaciclicos purificados no 6to. dia em
TAU-3AAG]

Metabolismo energético durante a diferenciacdo em TAU-3AAG

Nosso estudo abordou parte do metabolismo intermediario (representado
esquematicamente na figura 36), incluindo os metabdlitos de entrada e saida da via glicolitica,
a Glc e o piruvato, assim como os intermediarios do TCA. Os niveis de Glc se mantiveram

praticamente constantes desde a passagem pelo TAU-puro até o TAU-3AAG, provavelmente
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devido a presenca desse agucar no meio de cultura. SO é observado um aumento apds seis dias
de incubacdo. Um comportamento similar é observado para o piruvato: aparentemente é
consumido apds a passagem ao meio TAU puro, e depois de seis dias de incubacdo, seus
niveis sdo incrementados. E importante mencionar que a presenca de Glc e seus derivados na
fracdo correspondente aos tripomastigotas metaciclicos (grupo 6) pode ser influenciada pela
presenca de Glc no tampéo de eluigdo na purificagdo de estas formas. Os resultados obtidos
para 0 TCA mostraram altos niveis de todos os intermediarios na fracdo 5 (6dAd), de acordo
com o observado para Glc e piruvato. Com relacdo aos niveis dos outros aminoacidos
presentes no meio de cultura (Pro, Glu e Asp), surpreendentemente ndo observamos
diferengas nos niveis destes metabdlitos ao longo do processo de diferenciacdo (dados nédo
mostrados). A unica diferenca significativa observada foi nos niveis de Pro e Asp, s entre a
fase estacionaria (meio LIT) e os outros pontos analisados.

Enquanto ao metabolismo de His durante a metaciclogénese, foram detectados niveis
basais desse aminoacido em todos os pontos da diferenciagdo. Como esperado, ndo
detectamos degradacdo da mesma, visto que ndo foram detectados niveis de urocanato ao

longo do processo de diferenciacao.
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Figura 36: Niveis dos intermediarios do metabolismo energético durante a metaciclogénese em meio TAU-3AAG. Da glicélise, foram analisados Glc e piruvato, e todos
os intermediarios do TCA. Também sdo apresentadas as vias de degradacdo de His e Pro. Os valores correspondem a unidades arbitrarias obtidas pela analise por UPLC-MS.
Os asteriscos indicam diferencas significativas entre as fases exponencial e estacionaria (p<0,05). 1. citrato sintase, 2. aconitase, 3. Isocitrato desidrogenase, 4. a-cetoglutarato
desidrogenase, 5. succinil CoA-sintetase, 6. succinato desidrogenase, 7. fumarase, 8. Malato desidrogenase. 9. Histidina amdnio-liase, 10. Prolina desidrogenase, 11. P5C
desidrogenase, 12. P5C sintetase, 13. P5C desidrogenase, 14. Glutamato desidrogenase. Linhas pontilhadas representam mais de uma reacdo enzimatica. Os quadros por
debaixo dos graficos indicam, a esquerda, o valor de p (ANOVA) e a direita, entre quais pontos ha diferenca significativa (post-test: Tukey).
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Em relacdo aos aminodcidos enxofrados, assim como as moléculas consideradas
importantes envolvidas no metabolismo redox, como glutationa e tripanotiona, néo
observamos mudangas significativas importantes durante a metaciclogénese (dados néo

mostrados).

3.9.3.3 Anélise metaboldmica da metaciclogénese dependente de His

Para compreender como His pode estimular a metaciclogénese, parasitas diferenciados
em TAU suplementado com His como Unica fonte de carbono e energia foram analisados por
metabolémica, com énfase nas vias avaliadas nos parasitas diferenciados em TAU-3AAG.
Com o objetivo de obter padrdes e os destinos metabolicos em parasitas submetidos a
metaciclogénese in vitro, os parasitas diferenciados em TAU-His foram comparados a
parasitas diferenciados em TAU-Pro, meio no qual também acontece uma diferenciacdo
similar a observada com TAU-3AAG. Posteriormente foram comparados com aqueles
diferenciados em TAU combinando His e Pro, o que permitira entender melhor os destinos

metabdlicos desses dois aminoécidos quando presentes no mesmo meio.

Perfil do metabolismo energético em parasitas diferenciados em TAU-His

Apo6s 24 horas de incubagdo em TAU-His, os niveis de His e urocanato aumentam nas
fracbes sobrenadante e aderida, mostrando que apds transferéncia ao meio com His ela é
incorporada e degradada (Fig. 37). O aumento observado no urocanato ndo é significativo
entre os pontos da diferenciacdo, provavelmente por ser um intermediario que esta sendo
consumindo ativamente dentro da via. Também se observam niveis aumentados de Glu,
produto final do catabolismo da His. Em relagdo ao TCA, o ponto de entrada da His € através
do a-KG, gerado pela desaminagdo oxidativa do Glu. Todos os intermediarios do TCA foram
detectados com excecdo do oxaloacetato, mostrando diferéncas com diferentes graus de
significancia. Os intermediarios que mostraram diferencas significativas entre as fracGes apos
a passagem a TAU-His foram succinato, com niveis aumentados nas duas fracoes
correspondentes as 24 h de incubacao; fumarato, com niveis significativamente diferentes nas
fracOes aderidas de 24 h e 6 dias; malato e citrato, o qual mostrou um perfil idéntico ao
succinato. Interessantemente, apds seis dias de incubagéo, os niveis de His, urocanato e Glu
estdo diminuidos, enquanto nesse tempo, os intermedidrios do TCA estdo aumentados,

principalmente na fracdo correspondente aos parasitas aderidos de seis dias.
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Figura 37: Niveis dos intermediarios da glicdlise e TCA durante a metaciclogénese em meio TAU-His. Da glicolise, foram analisados Glc e piruvato, e todos os
intermediarios do TCA. Os valores correspondem a unidades arbitrarias obtidas pela analise por UPLC-MS. Os quadros por debaixo dos gréaficos indicam, a esquerda, o valor
de p (ANOVA) e & direita, entre quais pontos ha diferenca significativa (post-test: Tukey). 1. citrato sintase, 2. aconitase, 3. Isocitrato desidrogenase, 4. a-cetoglutarato
desidrogenase, 5. succinil CoA-sintetase, 6. succinato desidrogenase, 7. fumarase, 8. Malato desidrogenase, 9. Histidina aménia-liase, 10. Prolina desidrogenase, 11. P5C
desidrogenase, 12. P5C sintetase, 13. P5C reductase, 14. Glu desidrogenase. Linhas pontilhadas representam mais de uma reagdo enzimatica.
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Os outros metabdlitos analisados ndo mostraram diferencias significativas entre 0s

diferentes pontos ao longo da diferenciacéo.

3.9.3.4 Perfil do metabolismo energético em parasitas diferenciados em TAU-Pro e TAU-His-
Pro

Quando observamos os niveis de Pro intracelular apds 24 h de incubagdo em TAU-
Pro, apds a passagem pelo TAU-puro, ndo observamos um aumento nos mesmos COmo era
esperado (Fig. 38). Contrariamente, observamos um aumento da Pro intracelular apenas na
fracdo correspondente ao sexto dia, e na fracdo aderida da cultura. Isto nos pareceu
interessante, visto que no caso dos parasitas incubados em TAU-His, o aumento no
aminoacido presente no meio ja era evidente as 24 h de incubagdo. O produto final da
degradacdo da Pro, o Glu, ndo mostrou grandes variagdes: s6 na mesma fracdo, aderida de
seis dias, observou-se um aumento significativo com respeito aos tripomastigotas
metaciclicos. Seguindo na mesma linha de raciocinio, observamos que os intermediarios do
TCA que mostram um aumento significativo durante a metaciclogénese, o fazem na mesma
fracdo, na correspondente aos parasitas aderidos do sexto dia de incuba¢do. O mesmo foi
observado quando no TAU-3AAG, os niveis de piruvato provenientes provavelmente da
glicdlise e os intermediarios do TCA estavam aumentados na mesma fragéo.
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Figura 38: Niveis dos intermediarios da glicélise e TCA durante a metaciclogénese em meio TAU-Pro. Da
glicolise, foram analisados Glc e piruvato, e todos os intermediarios do TCA. Os valores correspondem a
unidades arbitrarias obtidas pela analise por UPLC-MS. Os quadros por debaixo dos graficos indicam, a
esquerda, o valor de p (ANOVA) e a direita, entre quais pontos ha diferenga significativa (post-test: Tukey). 1.
citrato sintase, 2. aconitase, 3. Isocitrato desidrogenase, 4. a-cetoglutarato desidrogenase, 5. succinil CoA-
sintetase, 6. succinato desidrogenase, 7. fumarase, 8. Malato desidrogenase, 9. Prolina desidrogenase, 10. P5C
desidrogenase, 11. P5C sintetase, 12. P5C reductase, 13. Glutamato desidrogenase. Linhas pontilhadas
representam mais de uma reagdo enzimatica.

Com relacdo ao metabolismo energético observado em parasitas diferenciados em
TAU suplementado com His e Pro (TAU-HP), o resultado foi interessante: o nivel observado
de His intracelular as 24 h de incubacdo sdo menores que no TAU-His (Fig. 39). Com relacéo
ao perfil da Pro na diferenciacdo no meio TAU-HP, é muito similar ao observado em TAU-
Pro, com aumento na fracdo aderida dos seis dias de diferenciacdo. O mesmo é observado
para os intermedidrios do TCA, sugerindo que na presenca de Pro, o perfil metabolico

corresponde mais com o observado quando a Pro € o Gnico metabdlito disponivel no meio.
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Figura 39: Niveis dos intermediarios da glicélise e TCA durante a metaciclogénese em meio TAU-His-Pro. Da glic6lise, foram analisados Glc e piruvato, e todos 0s
intermediarios do TCA. Os valores correspondem a unidades arbitrarias obtidas pela analise por UPLC-MS. Os quadros por debaixo dos gréaficos indicam, a esquerda, o valor
de p (ANOVA) e & direita, entre quais pontos ha diferenca significativa (post-test: Tukey). 1. citrato sintase, 2. aconitase, 3. Isocitrato desidrogenase, 4. a-cetoglutarato
desidrogenase, 5. succinil CoA-sintetase, 6. succinato desidrogenase, 7. fumarase, 8. Malato desidrogenase, 9. Prolina desidrogenase, 10. P5C desidrogenase, 11. P5C
sintetase, 12. P5C  reductase, 13. Histidina ~ amonio-liase. Linhas  pontilhadas  representam mais  de uma  reacdo  enzimatica.
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3.10 Papel da His na resisténcia a estresse oxidativo

Diversos estudos mostraram a participacdo de His em processos relacionados a
resisténcia ao estresse oxidativo. Para avaliar a possivel participacdo deste aminoacido nos
mecanismos de controle redox das formas epimastigotas, avaliamos as atividades
enzimaticas relacionadas com o metabolismo de aminodcidos enxofrados tais como
cisteina sintase (CS), cistationina y-sintase (CGL) e cistationina 3 sintase (CBS); assim
como as atividades especificas das enzimas com capacidade de formar NADPH in vivo:
enzima malica (EM) e isocitrato desidrogenase (IDH) em extratos de epimastigotas de T.
cruzi submetidos a estresse oxidativo (Tabela 9). Assim, caso houvessem diferencas,
seriam avaliadas novamente na presenca de His para detectar um possivel papel protetor.
Com a ideia de verificar se a atividade de alguma dessas enzimas poderia estar modificada
perante um estimulo oxidativo, utilizou-se como estressor o peroxido de hidrogénio.
Inicialmente determinamos o 1Csy para 0 H,O,, como descrito na metodologia, obtendo um
valor de 87,8 uM. Uma cultura em fase exponencial de crescimento de epimastigotas de T.
cruzi foi lavada e dividida em trés fracGes: uma foi incubada em PBS, outra incubada em
PBS suplementado com uma concentracao de H,O, proxima ao valor da 1Cs, € a outra foi
diluida em meio de cultura habitual (meio LIT) durante 12 horas. Uma vez obtidos os
extratos, foram medidas as atividades enzimaticas em forma paralela, e comparadas as
atividades especificas dos extratos obtidos a partir dos parasitas incubados em cada uma
das trés condicdes experimentais. Nas distintas condi¢fes ensaiadas ndo foram observadas
diferencas significativas nas atividades especificas de nenhuma das enzimas objeto de
estudo. Ou seja, obtiveram-se atividades especificas equivalentes tanto para as enzimas
produtoras de NADPH como para as envolvidas na biossintese de cisteina na presenca e

auséncia de H,0,.
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Atividades enziméticas (nmols.mg™ de proteina.min®, mU.min™)
Metabolismo de aminoacidos enxofrados

LIT PBS PBS + H,0,
Cisteina Sintase (OAS + S%) 2,0+£0,3 2,3+0,3 2,0+0,3
Cisteina sulfidrilase (Ser + S%) 05%0,2 0,8+0,3 0,7+0,3
Cystathionina vy liase 0,3+0,02 0,3+0,03 0,2+0,03

Produgdo de NADPH

LIT PBS PBS + H,0,
Enzima mélica 447+ 4 433+5 49,7+ 6
Isocitrato deshidrogenase 113,96 1299 +7 12268

Tabela 9: Atividades das enzimas relacionadas a sintese de cisteina (aminoacidos enxofrados) e relacionadas a
producdo de NADPH. LIT: atividades medidas em extratos de parasitas incubados em LIT; PBS: atividades
medidas em extratos de parasitas incubados em LIT; PBS + H,0,: atividades medidas em extratos de parasitas
incubados em PBS e H,0, em uma concentra¢do préxima ao I1Csg.

Essas observagdes nos levaram a avaliar se o transporte de His poderia estar modificado
como resposta ao estresse oxidativo. Assim, parasitas incubados nas trés condicdes descritas
acima forma utilizados para ensaios de transporte de His. Ndo observamos diferencas
significativas na incorporagdo de His entre células estressadas e ndo estressadas
oxidativamente (dados ndo mostrados).

3.10.1 Analise dos niveis intracelulares de tidis de baixo peso molecular por HPLC

Com o objetivo de extender nosso conhecimento aos possiveis mecanismos envolvidos
no estresse oxidativo de T. cruzi nos interessou saber se 0 H,O, poderia estar afetando o nivel
intracelular de algum dos tidis de baixo peso molecular envolvidos no metabolismo de
aminoacidos enxofrados. Com esse objetivo, utilizamos o reagente fluorescente
monobromobimane para modificar os tidis de baixo peso molecular e identifica-los ap6s sua
separacdo por cromatografia em fase reversa utilizando um equipamento de HPLC acoplado a
um detector de fluorescéncia. Inicialmente foram estabelecidas as condi¢des de reagdo mais
apropriadas para derivatizagdo e separacdo cromatografica dos compostos padréo (cisteina,
homocisteina, glutationa e tripanotiona), assim como seus tempos de retencédo (a figura 40A e
B sdo um exemplo do perfil obtido com padrdes). Nesse caso, nos interessava saber se 0 H,0,
poderia alterar o nivel intracelular de algum dos tiois de baixo peso molecular envolvidos no
metabolismo de aminoécidos enxofrados. Utilizando a metodologia mencionada foram

avaliados os niveis de tiois de baixo peso molecular presentes nos extratos provenientes de



119

parasitas desafiados com H,O, (80 uM), em parasitas que cresceram em meédio LIT e em
parasitas que foram incubados em PBS como controle. Como observado na figura 40C,
embora a reprodutibilidade dos experimentos tenha sido baixa, ndo foram observadas
diferencas marcantes nos niveis de tiois de baixo peso molecular nas condicfes testadas,
quando avaliadas as &reas dos picos obtidos para cada um nos cromatogramas (ndo foram
detectados niveis significantes de glutationa). O fato de ndo ter observado diferencas nos
parametros avaliados: atividades enzimaticas relacionadas a producdo de NADPH, assim
como as de sintese de aminoacidos enxofrados, transporte de His e niveis de tiois de baixo
peso molecular em parasitas submetidos a estresse oxidativo, ndo foi possivel avaliar o papel

da His em dita condig&o.
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Figura 40: Andlise de tidis de baixo peso molecular por HPLC. Cromatograma dos padrdes cisteina (Cys) e
glutationa (GSH) em A, e da homocisteina (Homocys) e tripanotiona (TSH) em B, resolvidos por HPLC. Cada
padrdo (5 pM concentracdo final) foi previamente derivatizado com a sonda fluorescente monobromobimane,
(0,1 uM concentragédo final). Os tempos de retencdo foram para Cys, 32,59 min; GSH, 47,75 min; HomoCys, 40
min; e TSH 49 min. UAF: Unidades Arbitrarias de Fluorescéncia. Painel inferior: niveis intracelulares de tiois
de baixo peso molecular analisados por HPLC (C, Cys; D, HomoCys e E,TSH). Extratos proteicos de
epimastigotas cultivados 12 horas em meio LIT, PBS e PBS H,0, 80 pM, foram deproteinizados e derivatizados
com a sonda fluorescente monobromobimane. A area dos picos correspondentes aos tempos de retengdo,
previamente determinados, foram integradas e analisadas como unidades arbitrdrias de fluorescéncia
normalizadas por mg ml™ de aminoécidos totais presente em cada amostra.
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4.1 A utilizacdo de His é conservada entre procariotas e eucariotas, com peculariedades
entre tripanossomatideos

A via de degradacgdo de His até Glu pode ser encontrada nos dominios archaea, procarioto
e eucarioto, mostrando-se com maior frequéncia entre os diferentes grupos filogenéticos
bacterianos. Nesses organismos a caracterizacdo das enzimas participantes da via assim como
da sua estrita regulacdo metabolica sdo amplamente descritas. Bactérias sdo adaptadas ao uso
de His como fonte de carbono e nitrogénio, utilizagdo que é altamente regulada por
mecanismos ja descritos, como por exemplo, regulacdo por repressdo catabdlica (Bender,
2012). Ja em eucariotas, a presenca da via completa de degradacdo de His é mais intermitente,
sendo encontrada principalmente em vertebrados desde equinodermos até mamiferos
incluindo humanos. Nestes, a primeira enzima da via de degradacdo, a HAL, pode ser
encontrada principalmente no figado e na pele. No figado, acontece a degradacdo completa
até Glu, enquanto que na pele acontece uma acumulagdo de trans-urocanato devido a caréncia
da enzima UH. Esse intermediario pode ser isomerizado a cis-urocanato na presenca de
radiacdo ultravioleta, absorvendo esse tipo de energia e agindo como protecdo natural para a
radiagdo UV (Norval et al., 1995; Reilly et al., 1991). Por outro lado, existem diversos
estudos mostrando a importancia da His como fator antioxidante e anti-inflamatorio: autores
como Wade e Tucker sugerem que a manutencdo de pools de His pode contribuir a
capacidade fisioldgica antioxidante do corpo humano, sugerindo uma protecdo contra esse
tipo de estresse (Wade, 1998). Assim, a utilizacdo de His em humanos parece estar mais
relacionada a processos de protecdo celular exercido pelo prdéprio aminoéacido. J& em
tripanosomatideos, a histéria € diferente. Quando procurados ortélogos das enzimas de

Trypanosoma cruzi na principal base de dados para cinetoplastideos (www.tritrypdb.org), ndo

achamos sequencias ortologas para TcHAL e TcUH em nenhum dos grupos de Trypanosoma
brucei ou das espécies de Leishmania. Somente foram achadas sequencias ortélogas para
HAL e UH em um tripanossomatideo: Trypanosoma grayi; enquanto que no genoma de

Trypanosoma rangeli s6 uma sequencia ortéloga para HAL foi achada.
4.1.1 Trypanosoma grayi
T. grayi é um tripanossomatideo extracelular que infecta crocodilos, principalmente na

Africa. Embora sua ocorréncia esteja restrita geogréaficamente, T.grayi se acha relacionado a

outros tripanossomatideos capazes de infectar crocodilos na América do Sul. Enquanto a seu


http://www.tritrypdb.org/
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ciclo de vida, T. grayi tem como hospedeiro invertebrado a Glossina morsitans, conhecida
como mosca tsé-tse, inseto mais conhecido por ser o hospedeiro invertebrado do T. brucei,
agente causador da doenca do sono na Africa. Diferente do T. brucei, que se estabelece na
glandula salivar, T. grayi reside principalmente no intestino da mosca, portanto, a diferenca de
T. brucei, a transmissdo de T. grayi ocorre entre répteis pela contaminacdo oral com formas
metaciclicas infectivas presentes nas fezes da mosca ou diretamente pela ingestdo das mesmas
(Hoare, 1929). Estudos genémicos mostraram que T. grayi é filogeneticamente mais
relacionado ao T. cruzi que ao T. brucei, com quem compartilha seu hospedeiro invertebrado
(Kelly et al., 2014). De acordo com essa afirmacdo, as sequencias ortélogas com maior
identidade achadas para TcCHAL e TcUH entre todos os genomas sequenciados até hoje foram
as presentes em T. grayi. Esse achado sugere que a aquisi¢do (ou conservacdo) da via de
degradacdo de His poderia estar ndo tdo diretamente relacionada a uma co-evolucdo entre
parasita e hospedeiro invertebrado (considerando o fato de T. cruzi e T. grayi possuirem
diferentes insetos vetores), e sim mais estreitamente relacionada com o "territério” colonizado
no inseto, assim como com sua forma de transmissdo. Um exemplo similar (mas diferente) € o

caso do Trypanosoma rangeli.

4.1.2 Trypanosoma rangeli

T. rangeli € um tripanossomatideo relacionado ao T. cruzi em varios aspectos: possui
uma distribuicdo geogréafica sobreposta e portanto compartilham os mesmos reservatorios e
vetores. Em algumas areas, ambas as espécies produzem infecGes mistas em vetores,
dificultando a sua diferenciacdo morfoldgica (Grisard et al., 1999; Vallejo, 1998). Embora
ndo seja patogénico para o0 homem, T. rangeli pode infectar humanos, gerando uma resposta
humoral que pode incorrer em diagnosticos falsos positivos para doenca de Chagas
(Schottelius, 1987). Com relacdo ao seu ciclo de vida, T. rangeli alterna entre as formas
epimastigotas (replicativas, presentes no intestino do inseto vetor) as quais podem penetrar o
intestino, passar a hemolinfa e invadir as glandulas salivares do inseto onde acontece a
metaciclogénese, dando lugar as formas tripomastigotas metaciclicas (infectivas). Assim, T.
rangeli é transmitido aos hospedeiros vertebrados através da picada do inseto vetor (Guhl et
al., 2003). O genoma de T. rangeli foi sequenciado e recentemente publicado (Stoco et al.,
2014): quando investigada a presenca dos genes responsaveis para a via de degradagéo de His,
curiosamente, s foi identificada a sequencia da histidina aménio-liase (TrHAL), a primeira

enzima da via. Em um estudo onde foi avaliado o perfil proteico da diferenciacdo, foi
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observado que a TrHAL é expressa principalmente no estagio epimastigota (Luckemeyer,
2014). Como mencionado, a principal diferenca do T. rangeli e T. cruzi € sua forma de
transmissédo, sendo inoculativa no caso do primeiro, e por contaminacdo por fezes, no caso do
segundo. Embora deva ser ressaltada essa importante diferenca na biologia de ambos os
parasitas, T. rangeli tem em comum com T. cruzi o fato de que uma parte fundamental do seu
ciclo de vida acontece no intestino do barbeiro, onde também acontece a replicacdo das
formas epimastigotas (forma onde é mais expressa a TrHAL). De acordo com 0 exposto
anteriormente, algum tipo de interacdo entre o parasita e fatores presentes no intestino dos
insetos vetores (seja barbeiro ou mosca tsé-tsé), podem ter influenciado evolutivamente na

adquisicao ou conservacao dos genes relacionados a degradacdo de His.

4.2 His, um amino&cido essencial capaz de ser incorporado pelo T. cruzi

A disponibilidade de metabdlitos no meio intracelular depende da sua biossintese, da sua
degradacéo a partir de outras moléculas e/ou da sua incorporacdo desde o meio extracelular.
Quando um organismo ndo é capaz de sintetizar um determinado metabolito, e o seu
transporte é a Unica forma de obté-lo, se diz que aquela molécula é essencial para o
organismo. Em T. cruzi pouco é conhecido sobre os metabdlitos essenciais para o parasita.
Um exemplo deles sdo as poliaminas: T. cruzi é auxotrofo para essas importantes moléculas
devido a caréncia das enzimas ornitina decarbolxilase e arginina descarboxilase, envolvidas
no primeiro passo da biossintese de poliaminas (Carrillo et al., 1999; Carrillo et al., 2003).
Poliaminas sdo moléculas importantes para a proliferacdo celular, diferenciacdo e sintese de
macromoléculas (Tabor et al., 1984). Assim, foram descritos em formas epimastigotas de T.
cruzi transportadores para poliaminas com diferentes afinidades (Gonzalez et al., 1992; Le
Quesne et al., 1996), os quais permitem a célula dispor dessas importantes moléculas quando
necessarias durante seu ciclo de vida.

His é um aminoacido essencial na maioria dos organismos. Em alguns microorganismos
como Salmonella typhimurium e em plantas como Arabidopsis thaliana His pode ser
sintetizada de novo através de uma via que envolve oito passos enzimaticos a partir de uma
ribosa-5-fosfato (Ames et al., 1960; Petersen et al., 2010). Quando procurados 0S genes
putativos para as enzimas encarregadas da biossintese de His em bases de dados gendmicas
para T. cruzi, ndo foram encontradas sequencias ortologas as codificantes para as enzimas
classicas que participam da via biossintética, sugerindo que a His presente no meio

extracelular seria a fonte desse aminacido para o parasita, que o incorporaria exclusivamente
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através do seu transporte para o interior celular. Uma forma de confirmar que His é um
aminoacido essencial para formas epimastigotas de T. cruzi, seria cultivd-lo em um meio

definido que careca desse aminoacido.

4.2.1 His no meio extracelular é vital para o T. cruzi

Epimastigotas sdo cultivados rotineiramente em meios ricos que em geral sdo variacoes
do denominado LIT [Liver Infusion Tryptose, (Camargo, 1964)]. O meio LIT possui na sua
composicdo extrato de levedura, triptose, infusdo de figado e soro fetal bovino, os quais
possuem uma composicdo desconhecida, dificultando a eliminacdo de algum metabdlito ou
molécula de interesse do meio. Inicialmente utilizamos o meio definido AR103, descrito por
Roitman e Azevedo em 1984 (Azevedo, 1984). Esse meio foi desenvolvido como uma verséo
simplificada do meio HX25, que foi criado por Cross e Manning (Cross et al., 1973) para
Trypanosoma brucei e posteriormente utilizado também para T. cruzi. De forma contraria ao
observado pelos autores, as formas epimastigotas foram incapazes de proliferar quando
cultivadas no meio AR103, embora se mantivessem viaveis. Recentemente, De Paula Lima e
colaboradores (De Paula Lima et al., 2014) descreveram um novo meio definido para T. cruzi,
demonstrando que 0 meio AR103 ndo ¢é suficiente para sustentar o crescimento e proliferacao
de epimastigotas de T. cruzi, assim como observamos nas nossas culturas. Os autores
mostraram que, entre outros fatores, o meio AR103 ndo sustentava a proliferacdo de
epimastigotas pela caréncia de poliaminas na sua composicdo. Diante 0 exposto e como
alternativa para sustentar a proliferacdo de T. cruzi no meio AR103, decidimos suplementa-lo
com soro fetal bovino (SFB), o qual provavelmente melhoraria o desempenho do parasita,
embora 0 mesmo deixasse de ser um meio definido para ser um meio semi-definido. Assim,
apos avaliar diferentes concentracdes, estabelecemos uma concentracdo de 10% SFB para
suplementar o meio AR103.

Quando a His foi retirada do meio AR103, observamos que as formas epimastigotas
conseguiram se manter viaveis até 48 h apds a passagem para 0 meio sem His, e a partir desse
momento, a viabilidade diminuiu progressivamente até ser praticamente nula as 96 h de
incubagdo. Esses resultados sugerem que o0 meio sem His ndo sustentaria o crescimento de
epimastigotas, além de aproximadamente 48 h. Provavelmente, durante esse tempo, 0S
parasitas conseguem suprir a falta de His com componentes do soro, ou através dos
aminoéacidos armazenados na célula em forma de proteinas nos reservossomos (Sant'Anna,

2008). Apds 48 h, a viabilidade diminui e a morfologia dos parasitas comega a mostrar
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alteracdes significativas, sugerindo que o estresse gerado pela caréncia de His pode
desencadear processos na célula que levariam a morte celular. Assim, nossos experimentos
sugerem que His é um aminoacido essencial para o parasita, e que sua disponibilidade no
meio extracelular é extremadamente importante para a biologia de T. cruzi, colocando ao

sistema de transporte desse aminoécido como a principal via de obteng&o de His.

4.2.2 His é incorporada através de um Unico sistema especifico e dependente de ATP

O fato de T. cruzi se desenvolver, ao menos em parte do seu ciclo de vida, em
ambientes ricos em aminoacidos levou o parasita a se adaptar ao uso de aminoacidos como
fonte de energia, carbono e nitrogénio. Assim, o parasita desenvolveu diferentes sistemas para
a incorporacdo dessas importantes moléculas. Em T. cruzi foram caracterizados alguns
transportadores de aminoacidos. Foram descritos dos sistemas para a incorporacdo de L-
arginina, um de alta e outro de baixa afinidade (Canepa et al., 2004; Pereira et al., 1999).
Caracteristicas similares foram observadas para o transporte de Pro: o transporte desse
aminoacido ocorre entre dois transportadores de alta e baixa afinidade (sistemas A e B
respectivamente). O sistema A é um transportador dependente do gradiente de prétons como
forca motriz, enquanto o sistema B depende da energia proveniente do ATP para a
incorporagdo de Pro (Silber, 2002). Esse mecanismo envolvendo transportadores com
diferentes afinidades poderia permitir ao parasita uma rapida adaptacdo as variagdes nas
concentracdes que sdo encontradas pelo parasita ao longo do seu ciclo de vida. Além desses,
foram descritos transportadores para Glu e aspartato (Canepa et al., 2005; Silber, 2006) e mais
recentemente, foram publicadas as caracterizacdes dos transportadores de lisina e cisteina
(Canepa et al., 2009; Inbar et al., 2010). No presente trabalho, mostramos que formas
epimastigotas de T. cruzi sdo capazes de incorporar His a través de um sistema unico e
saturavel com parametros cinéticos determinados. A constante de Michaelis-Menten e a
atividade especifica obtidas sdo similares as descritas para outros transportadores de
aminoacidos ja descritos em T. cruzi (Tabela 10). Devido a sugerida abundancia de His nos
fluidos excretados do inseto vetor, decidimos comparar a incorporacdo desse aminoacido nas
duas formas presentes no hospedeiro invertebrado. As formas epimastigotas, forma replicativa
presente no hospedeiro invertebrado, incorpora 75% mais His em comparagdo com
tripomastigotas metaciclicos, sugerindo uma maior dependéncia dos epimastigotas com a

disponibilidade extracelular de His.
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Aminoacido Ky (MM)  Vuax (nmols . min™. 20x10°células)

Prolina 0,31/1,36 0,012/0,065 (Silber, 2002)
Glutamato 0,30 0,098 (Silber, 2006)
Arginina 0,35 0,097 (por 10" cél) (Canepa, 2004)

Tabela 10: Parametros cinéticos para transportadores de aminoacidos descritos em T. cruzi.

T. cruzi alterna entre diferentes ambientes, como o inseto vetor e o hospedeiro
mamifero, e por tanto é exposto a condicOes variaveis, como diferentes temperaturas. Quando
avaliamos a dependéncia do transportador de His com a temperatura observamos um aumento
progressivo na atividade do transportador entre 10 e 40 °C. A 45 °C, a incorporacgdo se
manteve ativa, mostrando que o parasita pode incorporar His em condi¢Bes extremas de
temperatura.

O mecanismo envolvido no transporte de His também foi avaliado. Observamos que His
é incorporada a través de um sistema independente de fons Na* e K*, mas é levemente
dependente da concentraco extracelular de H* (pH), mostrando maior atividade entre 5,5 e
6,5. Por outro lado, quando o gradiente de H* da membrana plasmaética foi desacoplado
utilizando FCCP ndo observamos diferencas no transporte, demonstrando que a forga proton-
motriz ndo é responsavel pela incorporacdo de His. Devido a que observamos uma leve
dependéncia do transporte com o pH, sugerimos que o pH 6timo para a incorporacdo de His
pode estar determinado pelo estado de oxidacdo da His, cujo pKa é aproximadamente 6. Esse
fato resulta interessante, devido ao T. cruzi ser exposto a diferentes pHs extracelulares durante
seu ciclo de vida. Especificamente, o pH presente no trato digestivo e urina do hospedeiro
invertebrado é 5,5 (Contreras, 1985c), sustentando a hipdtese que His, um aminoéacido
abundante nesse meio, poderia ser usada preferencialmente pelo parasita durante esses
estagios. Posteriormente, avaliamos a dependéncia de ATP do processo de transporte de His.
Para isso, 0 ensaio de transporte foi realizado na presenga de Oligomicina A, um inibidor da
ATP sintetase. Neste caso, observamos uma diminuicdo na incorporacdo de His, indicando
que o transporte depende da presenca de ATP na célula, e de um estado energético favoravel
para a sua incorporacdo. A partir de este resultado, e considerando o valor de energia de
ativacdo obtido (55,25 kJ/mol) podemos concluir que é necesséaria a hidrolise de duas
moléculas de ATP para a ativagdo e incorporagdo de uma molécula de His (AG para a
hidrélise de 1 mol de ATP ~ 30 kJ/mol). Também em relagcdo ao mecanismo envolvido na
incorporagcdo de His, avaliamos a possibilidade do transportador ser ativado pelos niveis
intracelulares de His livre. Ndo foram observadas diferencas significativas no transporte

quando os parasitas foram submetidos a estresse nutricional, mostrando que, de acordo com
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um transportador dependente do ATP, a atividade do transportador ndo é regulada pela
diferenca entre concentragdes extra e intracelulares do aminoécido.

O transportador de His mostrou-se um sistema especifico, pois nenhuma das moléculas
estruturalmente relacionadas com His mostrou uma inibi¢do no transporte do aminoacido. Se
nenhum dos anélogos estruturais testados foi capaz de competir com His pelo transportador,
nos perguntamos se este poderia ser um transportador de aminoacidos geral, de baixa
especificidade. Aminoacidos com a estrutura mais simples como glicina e alanina foram
testados sem observar inibicdo no transporte. Foram testados também como inibidores,
aminoacidos relacionados metabolicamente a His: Glu, o produto final da via de degradacao
de His ndo inibe sua incorporacdo, mostrando que o transporte ndao é regulado por um
mecanismo de retroalimentacdo. Como ja mencionado, 0 primeiro passo no catabolismo da
His consiste na desaminacdo ndo-oxidativa catalisada pela enzima TcHAL, produzindo
urocanato e amonia. Em T. cruzi, essa amdnia pode ser utilizada por enzimas detoxificadoras
gue removem amonia do meio, como a glutamina sintase, ja descrita como participante nesse
mecanismo de detoxificacdo (dados ndo publicados do nosso grupo). Por outro lado, a Pro é
um relevante metabolito sintetizado a partir de Glu que também seria abundante no inseto
vetor. GIn e Pro ndo mostraram um efeito inibitério na incorporacdo de His, sugerindo que as

vias envolvendo estes metabdlitos poderiam funcionar de uma forma independente.

4.3 As enzimas TcHAL e TcUH sdo funcionais e participam da degradacdo de His em
epimastigotas de T. cruzi

4.3.1 TcHAL

De uma forma geral, o primeiro passo na degradacdo de aminoacidos acontece pela
transaminacdo ou pela desaminacdo oxidativa do aminoécido, rendendo como produto o
correspondente ceto-acido. No caso da His, a primeira reagdo enzimatica € a eliminacdo néo
oxidativa do grupo a-amino pela HAL (EC 4.3.1.3), rendendo como produtos urocanato e
amonio. O cofator utilizado por este tipo de enzimas é o MIO, gerado pds- traducionalmente
pela ciclacdo de trés residuos altamente conservados (Ala-Ser-Gly) (Louie, 2006; Schwede,
1999). Quando analisado o gene putativo para HAL em Trypanosoma cruzi achamos o
tripéptido ASG, mostrando que a enzima presente no parasita possui esse grupo funcional
importante na catalise enzimatica, assim como 0s mecanismos p6s traduciondis que permitem

dita modificacéo.
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A TcHAL foi obtida de forma solivel quando expressa em sistema heter6logo e foram

determinados seus pardmetros cinéticos. Os valores de Ky e Viax obtidos se relacionam com

dados ja descritos na literatura para as HALSs caracterizadas em outros organismos (Tabela 11)
(Brand et al., 1976; Consevage et al., 1985; Hernandez et al., 1993; Shibatani et al., 1975).

Organismo Km (MM)  Viyax (Hmols. min™.mg™)
Pseudomonas putida 5,3 70,4 (Hernandez, 1993)
Rattus novergicus 2,1 9,94 (Brand, 1976)
Achromobacter liquidum 3,6 63 (Shibatani, 1975)

Tabela 11: Parametros cinéticos descritos para HALS em outros organismos.

Curiosamente, a TcHAL ¢é mais ativa a pH baésico, entre 8 e 10, a diferenca do
observado para o transportador, o qual possui uma atividade especifica maior a pH levemente
acido. Quando avaliada a dependéncia da TcHAL com a temperatura, observamos uma alta
estabilidade da enzima, mostrando uma atividade que se incrementa de forma linear com a

temperatura até os 55 °C.

4.3.2 TcUH

O urocanato formado na primeira reacdo € posteriormente convertido em 4-
imidazolona-5-propionato (IPA) através da enzima UH (EC 4.2.1.49), a qual utiliza como
cofator NAD" covalentemente unido, funcionando como grupo electrofilo. No caso da
sequencia putativa para UH achada no banco de dados gendmico de T. cruzi observamos a
conservacdo nos residuos descritos como importantes para a unido do grupo NAD" assim
como de aqueles encarregados da interacdo com o substrato, mostrando que como no caso da
TcHAL, a TcUH possui os elementos necessarios para a catalise enzimatica correspondente.

A partir da enzima TcUH recombinante foram determinados os pardmetros cinéticos: os
valores de Ky e Vuax obtidos foram comparados aos mesmos parametros ja descritos na
literatura, observando-se similaridade da TcUH com relacdo a outros organismos (Tabela 12).
Quando comparamos os valores de Ky calculados para a enzima recombinante [(19,07 + 2,09)
MM] e o calculado para a enzima presente em extrato de epimastigotas [(2,72 £ 0,47) uM]
observamos uma diferenga importante. Embora ambas as constantes sejam consideradas
aparentes, a enzima recombinante mostrou uma afinidade menor pelo substrato, a qual
poderia estar relacionada a uma diferenga no enovelamento ou na conformacéo apropriada da

enzima.
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Organismo Ky (UM) Vuax (umols/min™.mg™) Referéncia
Bos taurus 5,0 0,131 (Hassall, 1971)
Bacillus subtilis 77 0,278 (Kaminskas et al., 1970)
Pseudomonas putida 35,4 4,17 (U/mg) (Lenz et al., 1993)

Tabela 12: Parametros cinéticos descritos para UHs em outros organismos.

Quando avaliada a dependéncia da TcUH recombinante respeito do pH e da
temperatura, observamos que o consumo de urocanato é mais eficiente a pH levemente
basico, similar ao obtido com a TcHAL. Enquanto a temperatura, observamos uma
dependéncia menor da TcUH, mostrando mais atividade entre 30 e 40 °C, e caindo quando a
temperatura aumenta além dos 45 °C. Provavelmente, a conformagéo da TcUH recombinante
ndo seja o suficientemente estavel para suportar aumentos maiores na temperatura, como

observamos com a TcHALL.

4.3.3 TcHAL e TcUH sdo enzimas citoplasmaticas expressas nos estagios presentes no inseto
vetor

A partir das TcHAL e TcUH recombinantes foram obtidos soros policlonais contra
ambas as enzimas e 0s mesmos utilizados para avaliar sua expressao e localizacdo sub-celular.
Estudos prévios mostram que tanto a TCHAL quanto a TcUH séo expressas preferencialmente
nos estagios presentes no inseto vetor: quando avaliados os niveis de transcriptos se observou
uma maior expressdo das enzimas da via de degradacdo da His nas formas epimastigotas
(Minning et al., 2009), enquanto que Atwood e colaboradores mostraram que a nivel proteico,
TcHAL e TcUH sdo abundantemente expressas nas formas no inseto vetor e quase
indetectaveis nas formas no hospedeiro mamifero. O mesmo observou-se quando avaliamos a
expressdo utilizando nossos anticorpos, corroborando o observado na literatura. Enquanto a
localizagdo sub-celular da TcHAL e TcUH em epimastigotas de T. cruzi, observamos que
ambas as proteinas apresentam um padrdo de localizacdo citoplasmatica, como ja predito pela
andlise in silico e confirmada pela co-localizacdo com a enzima malato desidrogenase

(marcador de localizacdo sub-celular citoplasmatica).
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4.4 His como amino&cido chave na bioenergética de epimastigotas de T. cruzi

4.4.1 Epimastigotas em fase exponencial de crescimento consomem Glc de forma preferencial

Como descrito por varios autores, T. cruzi é capaz de catabolizar preferencialmente Glc,
utilizando-a como fonte de energia, e ap0s sua exaustdo, inicia 0 consumo de aminoacidos,
com uma atividade mitocondrial aumentada, necessaria para a utilizacdo desses metabolitos
como fonte de energia (Cannata, 1984; Cazzulo, 1985; Engel, 1987). Quando avaliados os
metabolitos relacionados ao metabolismo energético durante as fases exponencial e
estacionaria de crescimento utilizando uma abordagem metabol6mica, os dados anteriormente
descritos foram corroborados. Parasitas em fase exponencial de crescimento mostraram uma
incorporacdo maior de Glc, observada pelos maiores niveis desse agUcar, assim como uma
glicolise ativa, detectada pelos maiores niveis do seu produto, piruvato, quando comparados
aos observados na fase estacionaria. O piruvato, convertido em acetil-CoA, alimenta o TCA,
como observado pelo aumento nos niveis dos seus intermediarios: citrato, isocitrato, succinil-
CoA e malato mostraram um incremento significativo na fase exponencial. Por outro lado,
succinato e fumarato ndo mostraram diferencias significativas. Esses dois intermediarios sdo o
substrato e o produto respetivamente da succinato desidrogenase, complexo Il da cadeia de
transporte de elétrons. E esperado que 0s seus niveis se mantivessem estaveis, vista a
importancia desses intermedidrios para a homeostase mitocondrial e do metabolismo
energeético.

O Unico metabdlito do TCA que mostrou um comportamento inverso, ou seja, um
aumento na fase estacionaria foi o a-KG. Como mencionado na introdugdo, a fase
estaciondria é caracterizada por um aumento na degradacdo de aminoacidos que sdo utilizados
como fonte de energia. Assim, a degradacdo de Glu e a de todos 0os aminoécidos que sdo
convertidos em Glu (Pro, His, GIn), darao como produto a-KG. Além disso, quando analisado
0 proteoma de T. cruzi através da metaciclogénese (Hernandez, 2012; Parodi-Talice et al.,
2007) duas proteinas foram identificadas como Glu desidrogenases (GIuDH), as quais se
acumulavam durante a condicdo de estresse nutricional. As GIuDHs sdo enzimas importantes
gue relacionam os metabolismos de carbono e nitrogénio, através da conversdo reversivel de
Glu em o-KG. Esses fatos poderiam explicar a presenca de maiores niveis de esse ceto-acido

na fase estacionaria de crescimento.
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4.4.2 Epimastigotas em fase estacionaria consomem aminoacidos e se preparam para a
metaciclogénese

Na natureza, o estado que mencionamos como fase estaciondria nas culturas in vitro
pode se corresponder com aqueles parasitas presentes na porcdo terminal (posterior) do
intestino do inseto vetor, onde a disponibilidade de nutrientes seria limitada, e os metabolitos
de escolha para serem utilizados como fonte de energia sdo os aminoacidos. Assim, a fase
estaciondria de crescimento é descrita como uma fase pré-adaptativa para a metaciclogénese.
No que diz respeito a disponibilidade de aminoacidos, é sabido que His, Lys, Leu, Val e Pro
estdo presentes e sdo constituintes da hemolinfa e dos fluidos excretados do inseto vetor
(Barrett et al., 1975; Harington, 1956; 1961a; b). Além disso, foi relatado que durante a fase
estacionaria ha uma alta taxa de degradacédo proteolitica (Henriquez, 1993), assim como uma
diminuicdo nas taxas de traducdo proteica (Tonelli, 2011) nos epimastigotas, o0 que
disponibilizaria maiores quantidades de aminodcidos livres. Assim, na nossa analise
encontramos que a maior parte dos aminoéacidos (Ser, Tyr, Met, Trp, Cys, Pro, Thr, Asn, Val,
lle e His) sdo significativamente mais abundantes na fase estacionaria de crescimento. a-KG,
produto da degradacdo de aminoacidos através do Glu, também mostrou-se significativamente

aumentado na fase estacionaria.

4.4.3 His é consumida em ambas as fases de crescimento, mas é acumulada na fase
estaciondaria

Para investigar mais em detalhe o metabolismo de His entre as fases exponencial e
estaciondria, decidimos avaliar cada um dos passos do metabolismo de His em epimastigotas:
transporte ao interior celular, niveis de expressdo proteica e atividade das duas primeiras
enzimas de degradacdo da His (TcHAL e TcUH), e comparamos esses parametros com 0s
dados obtidos por metabolémica. Quando avaliamos a atividade do transportador, vimos que
este é mais ativo na fase estacionaria. Ndo foram observadas diferencas na expressdo da
TcHAL e TcUH entre as fases exponencial e estacionaria, sugerindo que ndo ha uma
regulacdo a nivel de traducdo entre ambas as fases de crescimento. Ao contrario ao esperado,
TcHAL e TcUH foram mais ativas na fase exponencial de crescimento. Como ja discutido,
epimastigotas nessa fase de crescimento consumem preferencialmente Glc, antes de comecar
a degradar aminoacidos. E importante relembrar que, como mencionado anteriormente, as

culturas axénicas de epimastigotas de T. cruzi mantidas em grande parte dos laboratérios ao
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redor do mundo s&o crescidas em meio LIT (Camargo, 1964) ou semelhantes. Estes meios
além de componentes ndo definidos como soro fetal bovino, s&o em todos os casos
suplementados com Glc. Assim, nos Gltimos 50 anos todas as culturas de epimastigotas de T.
cruzi vem sendo adaptados ao uso de Glc como fonte de energia. Mas nao necessariamente, a
composigdo do LIT reflete o que acontece na natureza, no interior do inseto vetor, onde a Glc
livre é escassa devido a rapida incorporacdo pelas células epiteliais do inseto, ou a sua
conversdo em trealose. Interessantemente, epimastigotas em fase exponencial de crescimento
ndo sdo capazes de incorporar trealose, e ndo sdo capazes de secretar uma atividade trealase
(Ariel M. Silber, comunicacdo pessoal). Tendo isso em mente, ndo seria inesperada a
utilizacdo de um aminoacido como His durante a fase exponencial de crescimento,
considerando os relatos descrevendo a presenca de His nos fluidos excretados do inseto.

De acordo com esse resultado, a maior quantidade de His detectada no meio
intracelular nos parasitas em fase estacionaria poderia ser o resultado da menor degradacéo do
aminoacido nessa fase, gerando um acumulo de His, que seria incrementado pela maior taxa
de incorporacdo desse aminoacido desde o meio extracelular. Assim, podemos sugerir que 0
parasita utiliza His em ambas as fases de crescimento, mostrando uma maior degradacdo na
fase exponencial e certo acumulo do aminoacido na fase estacionaria de crescimento. O
motivo pelo qual o parasita acumula His na fase estacionaria € desconhecido, mas a provavel
utilizacdo desse aminoacido em processos relacionados a metaciclogénese parece ser a

hipbtese mais interessante.

4.4.4 His é uma eficiente fonte de energia e carbono para epimastigotas de T. cruzi

O seguinte passo na nossa caracterizagdo do papel da His na biologia do T. cruzi foi
avaliar sua possivel utilizacdo como fonte energética. Ja € amplamente descrito que o parasita
utiliza aminoacidos como fonte de energia e carbono: é sabido que Asn, Gin, Glu, Leu, lle e
Pro sdo consumidos pelo parasita gerando intermediarios do TCA (Sylvester et al., 1976a;
Zeledon, 1960a). Também arginina, através da sua forma fosforilada, participa na
administracdo de recursos energeéticos da célula (Pereira et al., 2002b).

Inicialmente, avaliamos se His poderia sustentar a viabilidade de epimastigotas,
transferindo os parasitas em fase exponencial de crescimento em meio LIT a PBS e PBS
suplementado com diferentes substratos oxidaveis. Apos um periodo de 24 horas os parasitas
mostraram-se vidveis nessas condi¢des, indicando que sdo capazes de utilizar His como Unica

fonte de carbono e energia. O mesmo foi realizado, utilizando parasitas estressados
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nutricionalmente durante 30 h. Esse tratamento gera a diminui¢do dos pools intracelulares de
metabdlitos livres e permite avaliar mais precisamente o efeito do substrato adicionado para
promover a recuperacdo da viabilidade celular. Assim, observamos que His promoveu a
recuperacdo dos parasitas estressados, de forma comparavel a Glc ou Pro, substratos ja
descritos como importantes para 0 metabolismo energético do parasita.

Se o parasita consegue utilizar His como fonte energética, entdo o Glu gerado na sua
degradacédo deve ser convertido por transaminases ou por alguma das Glu desidrogenases em
a-KG o qual entraria no TCA, para posterior oxidacdo. Para avaliar a existéncia dessa via,
utilizamos His marcada radioativamente com **C em todos os seus carbonos e detectamos a
producdo de **CO, gerado no TCA apds degradacdo de His. Mais de 30% da His incorporada
foi recuperada como CO,, mostrando que a degradagao desse aminoacido gera a-KG o qual
representa o ponto de entrada no TCA. Quando Pro é adicionada junto a His e detectamos
CO, produzido, ndo observamos diferencas entre a adicdo ou ndo de Pro, sugerindo que em
parasitas em fase exponencial de crescimento, ambas as fontes podem ser utilizadas, sem
interferir uma na degradacdo da outra. Interessantemente, quando a Glc estava presente no
meio junto a His, observamos uma diminuicéo significativa na emissao do gas, sugerindo que
o catabolismo da His poderia estar sendo inibido na presencga da Glc, o qual é esperado para
um parasita cujo metabolismo consegue mudar facilmente entre um metabolismo baseado em
consumo de agucar e um baseado na degradacdo de aminoacidos. Além do CO, no TCA
também sdo produzidos cofatores reduzidos como NADH e FADH,, 0s quais representam
equivalentes de reducdo que serdo reoxidados na cadeia de transporte de elétrons, permitindo
o fluxo dos mesmos até a sintese de ATP através da fosforilacdo oxidativa. Portanto, o
seguinte passo na nossa caracterizagdo foi avaliar a sintese de ATP dependente de His, assim
como 0s parametros mitocondriais: taxa de respiracdo e restauracdo do potencial de
membrana interno mitocondrial. A recuperacdo com His ap0s o periodo de estresse
nutricional foi capaz de restabelecer o A¥m, com uma eficiencia comparavel ao meio LIT. A
diferenca da Pro, T. cruzi € incapaz de sintetizar His. Em ambos os casos, as enzimas
responsaveis pela degradacdo de His e a biosintesse de Pro séo citosolicas (dados néo
publicados do nosso grupo), enquanto que a Pro deve atravessar as membranas mitocondriais
para ser oxidada. Assumindo que os elétrons da His entram ao TCA a través do a-KG e
posteriormente a cadeia de transporte de elétrons, esse mecanismo parece ser mais eficiente
sob condi¢des de estresse nutricional. Além disso, detectamos producdo de ATP a partir da
fosforilagdo oxidativa e consumo de oxigénio na mitocondria quando parasitas foram

recuperados com His, em magnitudes comparaveis aos obtidos utilizando Pro, mostrando que
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His é um aminoacido essencial envolvido nos processos bioenergéticos e na persisténcia do

parasita dentro do hospedeiro invertebrado.

4.5 His é capaz de promover a metaciclogénese

O fato de His ser acumulada durante a fase estacionaria nos levou a pensar que esse
aminoacido poderia participar do processo de diferenciacdo de formas epimastigotas a
tripomastigotas metaciclicas. E sabido que metab6litos como Pro e Glc podem induzir a
metaciclogénese in vitro, em meio quimicamente definido (Contreras, 1985c). Por outro lado,
Homsy e colaboradores, mostraram que Glu também estimula a metaciclogénese, enquanto
aminoécidos como Leu e lle inibem a transformagdo induzida pela Pro (Homsy, 1989b). E
sabido que diferentes cepas de T. cruzi respondem de forma variada a metaciclogénese in
vitro em meio definido (Contreras, 1985c), portanto foi necessaria inicialmente, a
padronizacdo da metaciclogénese na nossa cepa de estudo, CL14. Utilizando o meio TAU-
3AAG, conseguimos uma porcentagem de diferenciacdo aproximada de 30%, um valor
comparavel ao obtido com a cepa Dm28c, amplamente utilizada em estudos de
metaciclogénese. Quando a diferenciacdo de epimastigotas de CL14 foi avaliada em
diferentes meios definidos, suplementados com Pro ou His, observamos que as porcentagens
de diferenciacdo foram similares as obtidas pelo meio padrdo, TAU 3AAG, mostrando que
His € capaz de promover a metaciclogénese, assim como Pro. Quando ambos 0s aminoacidos
se combinaram no TAU-HP, ndo foi observado um efeito aditivo, mostrando uma
diferenciacdo similar a obtida quando ambos 0s aminoacidos foram utilizados separadamente.

Para analisar quais as mudancas metabolicas induzidas pela His durante a diferenciacao,
utilizamos uma abordagem metabolémica dirigida, pela qual foram avaliados diferentes
grupos de metabdlitos ao longo da diferenciacdo. A fim de entender como His estimula a
metaciclogénese, primeiro foi necessario analisar o processo no meio padrdo, TAU-3AAG

para posteriormente analisar as mudangas nos outros meios definidos.
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4.5.1 A incubacdo em meio TAU puro induz um estresse nutricional necessario para iniciar a

diferenciagdo

O primeiro passo na diferenciacdo in vitro em meio definido é a incubacgédo por duas
horas em meio TAU puro, composto apenas por sais e tem como objetivo induzir um estresse
nutricional no parasita, o qual é incubado no TAU a partir de culturas em fase estacionaria em
meio LIT. Um dos fatores que pode desencadear a metaciclogénese € o empobrecimento do
meio: foi descrito que o esgotamento de nutrientes pode estimular a transformacédo de
epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos (Contreras et al., 1985a; Contreras, 1985c;
Sullivan, 1982), o que foi observado inicialmente por Camargo e colaboradores, quando
formas tripomastigotas metaciclicas se desenvolveram espontaneamente em culturas de
epimastigotas em fase estacionéria tardia (Camargo, 1964).

Quando analisado o padrdo metabdlico em parasitas incubados em meio TAU puro,
observamos que aos 30 minutos apos a passagem para 0 meio TAU, moléculas responsaveis
pelo metabolismo energético em epimastigotas, como aminoacidos e intermediarios do TCA,
mostraram uma diminuicao significativa nos seus niveis intracelulares. Outro metabdlito que
mostrou uma diminui¢do foi o piruvato, um dos produtos da glicolise também pode estar
relacionado a reducdo do estado energético do parasita, uma vez que o epimastigota em fase
estacionéria foi mantido por 4 dias em LIT, e por ser um meio suplementado com 0.2% de
Glc favorece o catabolismo desse agtcar como fonte de energia e carbono; e quando incubado
em meio TAU os niveis de piruvato diminuiram devido a reducdo/ndo disponibilidade dessa
fonte de energia. Esses resultados em conjunto indicam que 30 minutos de incubacdo em meio
TAU foram suficientes para alterar o estado energético dos parasitas, que foi reduzido até o
final da incubacdo em TAU, corroborando o relatado anteriormente por outros autores.
Destacamos os aminoacidos ramificados representados pela Leu e lle que aumentaram em 30
minutos e 2 horas de incubacdo. O possivel papel desses aminoacidos no estresse nutricional
induzido pelo TAU ainda é desconhecido e mais estudos serdo necessarios para entender a sua
relevancia.

A tripanotiona, uma das moléculas caracteristicas da defesa contra o estresse oxidativo e
indicadora do estado redox no parasita aumentou durante a incubacdo no meio TAU,
evidenciando esse periodo como um momento de estresse fisiolégico da célula

(Ariyanayagam, 2001).
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4.5.2 Metabolismo energético durante a diferenciagdo em TAU-3AAG

Parasitas submetidos a diferenciagdo in vitro em TAU-3AAG estdo expostos a quatro
metabolitos no meio extracelular: Glc, Pro, Glu e Asp. Quando analisados os perfis da Glc e
piruvato ao longo da diferenciacdo, observou-se uma maior atividade glicolitica na parte final
da metaciclogénese, no sexto dia. Esses resultados poderiam sugerir uma maior incorporagao
da Glc na parte final da diferenciagdo, assim como a sua degradacdo, representada pelo
aumento nos niveis de piruvato. Em relacdo aos niveis dos intermediarios do TCA,
observamos 0 mesmo padrdo que comentamos anteriormente: niveis maiores no final da
diferenciacdo. O fato de essas vias estarem mais ativas sO na parte final da metaciclogénese
poderia sugerir que as formas aderidas, as quais se encontram no passo final para diferenciar,
teriam uma demanda energética maior, e utilizariam a Glc ou algum dos aminoacidos
presentes no meio para esses fins. E descrito na literatura que formas tripomastigotas
metaciclicas possuem um metabolismo energético baseado no consumo de aminoéacidos, e que
algumas enzimas do TCA como a citrato sintase, a isocitrato desidrogenase dependente de
NADP”, e a succinato desidrogenase apresentam atividades incrementadas nessas formas
guando comparados a epimastigotas. Por outro lado o metabolismo baseado na glicélise
estaria reprimido (Adroher et al., 1988; Urbina, 1989). Interessantemente, como relatado
acima, apés seis dias de incubacdo em meio TAU os parasitas mostraram niveis maiores de
Glc, mostrando que provavelmente, em condicdes in vitro e na presenca desse agucar no meio
extracelular, o parasita também utilize a Glc como fonte de energia.

Com relacdo ao metabolismo de His, ndo observamos mudancas nos niveis de
urocanato, o primeiro produto da sua degradacdo. Isto é esperado, considerando que ndo ha
disponibilidade de His no meio para ser incorporada e que, como ja descrito, 0 parasita ndo
possui 0s genes putativos para a biossintese de His. Embora possa existir um nivel basal de
His nesses parasitas, ha disponibilidade de moléculas como Pro e Glc, precursoras do

metabolismo energético ja descritas (Cazzulo, 1994b; Mantilla, 2015).

4.5.3 Metabolismo energético durante a diferenciacdo em TAU-His

Como descrito nesse trabalho, His pode ser incorporada desde o meio extracelular
através de um transportador especifico que depende de um estado energético favoravel da
célula. Quando avaliados os niveis dos intermediarios do metabolismo de His, assim como o0s

intermediarios do TCA em parasitas incubados em TAU-His, observamos que His estaria
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sendo incorporada, degradada a Glu e oxidada no TCA, ja a partir das 24 horas ap0s
incubacdo no TAU-His. Interessantemente, apos seis dias de incubagdo, os niveis de His,
urocanato e Glu estdo diminuidos, mostrando que provavelmente nesse ponto da
diferenciacdo o catabolismo de His é reduzido. Embora isso, apos 6 dias se observam niveis
altos de intermediarios do TCA, o que poderia sugerir que a degradacdo de His que acontece
durante a diferenciacdo é suficiente para suprir o TCA com intermediérios mesmo quando ndo
ha catabolismo da His; ou também ndo podemos descartar que na fase final da diferenciacéo o
parasita esteja utilizando uma fonte de energia alternativa, que pelos nossos resultados nao
pode ser identificada. Um dado a ser levado em consideracdo nesse momento é o fato do T.
cruzi possuir estruturas denominadas reservossomos, que estocam macromoléculas como
lipideos, proteinas e enzimas lisossomais. E descrito que, durante a metaciclogénese em meio
definido, devido a intensa degradacdo de proteinas e lipideos armazenados, 0 reservossomo
diminui seu tamanho e essa estrutura desaparece ao final do processo de metaciclogénese
(Cunha-e-Silva et al., 2006; Soares, 1989). Assim, o parasita poderia utilizar os aminoacidos
estocados nos reservossomos na parte final da diferenciacdo, uma vez que ndo é observada
degradacdo de His nesse ponto da diferenciacdo. Dessa forma, devemos considerar que,
apesar das analises de metaboldmica terem sido realizadas em parasitas mantidos em meios
definidos, onde a disponibilidade de nutrientes no meio externo (de cultura) é conhecida, ndo
é possivel afirmar o mesmo do contetdo intracelular, que estaria relacionado tanto com os
nutrientes do meio externo quanto com os liberados dos reservossomos.

Os outros metabdlitos analisados ndo mostraram diferencas significativas entre o0s
diferentes pontos ao longo da diferenciacéo, sugerindo que talvez entre as vias metabolicas
analisadas, a Unica que mostrou variacles e portanto, aporte da His presente no meio, foi a
prépria degradacdo de His e o TCA. Esses resultados mostram que His estaria sendo utilizada
principalmente como fonte de energia durante a diferenciacdo. Outro papel para este
aminoacido na metaciclogénese ndo pode ser descartado, pois as vias analisadas ndo sao

suficientemente abrangentes para ter um panorama completo do processo.

4.5.4 Metabolismo energético durante a diferenciagdo em TAU-Pro e TAU-HP

Em 1985, Contreras e colaboradores mostraram que Pro € capaz de sustentar a
metaciclogénese, mostrando altas taxas de formas metaciclicas. Os autores sugerem que dito

aminoacido poderia agir como um disparador do processo de diferenciacdo, ou talvez como
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fonte de energia quando, em condicdes de stress fisioldgico, o parasita deve iniciar o processo
de diferenciacdo a formas metaciclicas (Contreras, 1985c). Quando avaliado o metabolismo
de Pro e seus derivados em parasitas diferenciados em TAU-Pro, surpreendentemente
observamos que os niveis de Pro intracelular s6 se mostraram incrementados na fracdo
aderida correspondente ao sexto dia de incubacdo e ndo apds 24 hs de incubagdo, como
observado no caso dos parasitas incubados em TAU-His. O produto final da degradacdo da
Pro, o Glu, ndo mostrou grandes variacdes: apenas na fracdo aderida de seis dias observou-se
um aumento significativo com respeito aos tripomastigotas metaciclicos. Talvez o uso de Pro
pelo parasita € muito mais rapido, consumindo toda a Pro de forma imediata apds esta ser
incorporada, o que poderia resultar em niveis ndo tdo altos quanto os esperados. Embora o
Glu seja um intermediario central no metabolismo de aminoéacidos, e possa estar procedendo
de outras vias, o perfil aqui é diferente do observado quando os parasitas sdo incubados em
TAU-3AAG ou TAU-His, mostrando um incremento aos seis dias de incubagdo. Esse
resultado sugere que realmente a Pro pode ser degradada mais ativamente na parte final da
metaciclogénese, no momento prévio a diferenciacdo completa a tripomastigotas metaciclicos.
Seguindo na mesma linha de raciocinio, observamos que os intermediarios do TCA que
mostram um aumento significativo durante a metaciclogénese, o fazem na mesma fracdo, na
correspondente aos parasitas aderidos do sexto dia de incubacdo, apoiando a ideia de que este
ponto da diferenciagdo seja mais ativo e mais demandante energeticamente. Nesse sentido, 0
mesmo foi observado no TAU-3AAG: 0s niveis de piruvato provenientes provavelmente da
glicolise e os intermediarios do TCA estavam aumentados na mesma fracao.

Quando os parasitas foram diferenciados em meio TAU suplementado com Pro e His
obteve-se um resultado interessante: na presenca desses dois aminoacidos, o nivel intracelular
de His 24 h ap6s a passagem ao TAU suplementado foi menor que o obtido em TAU-His,
sugerindo que na presenca de Pro, pode existir uma necessidade menor da célula em
diferenciacdo com respeito a His, caso exista outra fonte energeticamente mais favoravel
(como a Pro). Esse resultado se torna mais interessante quando consideramos alguns dos
resultados descritos na presente tese: na presenca de Pro ndo é alterada a atividade do
transportador de His (figura 10, p4g. 69), nem a sua oxidacdo no TCA, evidenciado pela
producdo de CO, inalterada quando Pro é acrescentada no experimento utilizando *C-His
(figura 22, pag. 88). Ambos os experimentos foram realizados utilizando epimastigotas em
fase exponencial de crescimento. De forma diferente, quando o parasita inicia o processo de
diferenciacdo, uma aparente preferencia pela Pro é evidenciada quando incubado em TAU-
HP.
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Essa hipdtese se mantém quando analisamos os perfis dos outros metabdlitos
envolvidos no metabolismo energético, como Pro e intermediarios do TCA em parasitas
incubados TAU-HP: nesse caso, o perfil se corresponde com o observado na diferenciacdo em
TAU-Pro, mostrando um aumento nos niveis intracelulares no sexto dia de incubacédo, na
fragdo aderida. Assim, podemos sugerir que quando parasitas séo diferenciados em meio
definido contendo aminoécidos, entre 0s quais se encontra a Pro, o metabolismo energético
envolvendo essas moléculas sera determinado pela Pro. A Pro é um aminoacido relevante na
biologia do parasita, podendo agir como fonte de energia em diversos processos como
infectividade, invasdo celular (Martins, 2009), diferenciagdo no ciclo intracelular (Tonelli et
al., 2004b) e metaciclogénese (Contreras, 1985c). Mais especificamente, Pro é degradada
oxidativamente em dois passos enzimaticos a Glu, os quais derivam seus elétrons diretamente
a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, estimulando a sintese de ATP a través do
processo de forforilagdo oxidativa (Mantilla, 2015; Paes, 2013). Considerando a relevancia da
Pro para o metabolismo energético do parasita, ¢ esperado que exista certa “predominancia
metabolica” na utilizagdo deste aminodcido quando presente junto a outro metabdlito cujo

rendimento energético para o parasita pode ser menor.

4.6 His e 0os mecanismos de resisténcia a estresse oxidativo

Diferentes trabalhos na literatura relatam o papel protetor da His perante o estresse
oxidativo [(revisado em (Wade, 1998)]. Por sua parte, é descrito T. cruzi enfrenta ao longo do
seu ciclo de vida condi¢gfes altamente oxidantes, como o interior do intestino do barbeiro,
onde os produtos de degradacdo do grupo heme geram um entorno altamente oxidativo. No
hospedeiro mamifero, os tripomastigotas metaciclicos devem sobreviver em um ambiente
altamente oxidativo para poder estabelecer a infec¢do (o interior de células fagociticas) além
de evadir a acdo de numerosas espécies como perdxido de hidrogénio (H,O,) e peroxinitritos
(ONOOQ_) que séo elicitados via sistema imunolégico do hospedador. Considerando esses
fatos, nos perguntamos se His poderia estar exercendo um papel protetor na resisténcia ao
estresse oxidativo em T. cruzi. Para isso, inicialmente analisamos as atividades relacionadas a
producdo de NADPH como as enzimas maélicas, e as isocitrato desidrogenases (Leroux et al.,
2011a; Leroux et al., 2011b), assim como as enzimas relacionadas a biossintese de cisteina
(Marciano et al., 2012), em parasitas submetidos a estresse oxidativo. Além das atividades
enzimaticas, também avaliamos o contetdo de tiois de baixo peso molecular em parasitas em

ditas condicdes. Assim, ap6s determinar quais os parametros afetados pelo estresse oxidativo,
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poderiamos avaliar o possivel papel protetor da His. Contrario ao esperado, ndo foram
observadas variag0es esperadas nos principais parametros que estariam relacionados com o
balanco redox intracelular como consequéncia da exposi¢édo ao H,O,. Porém, sobre esta base
ndo pode ser descartada a hipotese de que as enzimas estudadas participem genuinamente na
manutengcdo do balango redox intracelular. Pelo contrario, se tratando de um processo
essencial para a vida do patdgeno, este poderia priorizar a sua atividade as custas de outros
mecanismos ndo tdo vitais no curto prazo. Portanto, os resultados obtidos abrem um novo

marco de perguntas que procuraremos responder.
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5 CONCLUSOES

His € um aminoacido essencial para T. cruzi: a caréncia desse aminoacido induz no
parasita um estresse metabolico que afeta sua viabilidade e proliferacéo.

A incorporacdo de His desde o meio extracelular acontece por um sistema Unico que
apresenta uma alta especificidade de substrato, ativo principalmente nas formas
epimastigotas e dependente do contetdo intracelular de ATP para sua atividade.

TcHAL e TcUH, as duas primeiras na via de degradacdo da His, sdo funcionais em
epimastigotas de T. cruzi, participando da degradacéo até Glu nas formas epimastigotas.

Na fase exponencial de crescimento ambas as enzimas s&o mais ativas, de acordo com a
nossa proposta de que a His estaria atuando como uma importante fonte energética.

Na fase estacionaria de crescimento, os epimastigotas incorporam mais His e degradam
menos esse aminoacido, levando a um acumulo dos niveis intracelulares de His e seu
produto urocanato, sugerindo que na fase estacionaria, considerada como uma pré-
adaptacédo para a metaciclogénese, seria importante um acumulo de His no interior celular.
Em relacdo ao papel da His na bioenergética de T. cruzi, observamos que a conversdo do
Glu a a-KG e posterior entrada no TCA acontece apo6s a degradacdo de His, o qual foi
observado através da deteccdo de CO; liberado em parasitas incubados em His como Unica
fonte energética. His é capaz de manter a viabilidade de epimastigotas de T. cruzi quando
incubados unicamente na presenca desse aminoacido e que, além disso, é capaz de
restaurar a viabilidade apds um importante periodo de estresse nutricional.

A degradacéo de His consegue restabelecer o potencial de membrana interna mitocondrial,
assim como estimular a sintese de ATP através da forforilacdo oxidativa e o consumo de
oxigénio na mitocéndria.

His é capaz de inducir o processo de metaciclogénese. Estudos metabolémicos referentes a
diferenciacio em meios definidos contendo His, Pro ou ambos os aminoacidos
combinados, indicaram que embora ambos sejam fontes de energia para o processo de
diferenciacdo, o metabolismo dos mesmos apresenta diferentes padrdes metabdlicos,
incluso com variagdes no tempo, o que sugere que a utilizacdo de ambos os aminoacidos

pode ser regulada de forma diferente, dependendo da necessidade da célula.

A figura 41 é uma representacdo esquematica da utilizacdo de His em epimastigotas de T.

cruzi, e tem como objetivo integrar os resultados obtidos nessa tese, desde o transporte de

His do meio extracelular, sua degradacdo e utilizagdo como fonte energética.
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Figura 41: Representacdo esquematica da utilizacdo de His em epimastigotas de T. cruzi. A His ¢
incorporada desde o meio extracelular através de um Unico transportador especifico, dependente do contetdo
intracelular de ATP. Posteriormente é degradada através de quatro passos enzimaticos a Glu, sendo os dois
primeiros (TcCHAL e TcUH) caracterizados na presente tese. O a-KG, gerado a partir do Glu ou pela posssivel
conversdo ndo enzimética do intermediario 4-imidazolona-5-propionato (linhas pontilhadas), ingressa ao TCA
para continuar com a sua oxidacdo. Os equivalentes de reducdo alimentam a cadeia de transporte de eléctrons
(ETC), conduzindo a produgdo de ATP pela forforilagdo oxidativa e ao consumo de oxigénio na mitocondria.
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