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RESUMO

MANTILLA, B. S. Caracterizacio funcional e papel fisiologico da A'-pirrolina-5-
carboxilato desidrogenase de Trypanosoma cruzi (TcPSCDH): uma enzima do
metabolismo de prolina. 2013. 217 p. Tese (Doutorado em Parasitologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

A prolina ¢ um aminoécido versatil que pode suprir os requerimentos energéticos do parasita,
além de ser um constituinte das proteinas. Duas oxidorredutases atuam na rota de conversao
de prolina em glutamato no 7. cruzi. Primeiro, a prolina desidrogenase (TcPRODH) oxida a
prolina em A'-pirrolina-5-carboxilato (P5C) que posteriormente é convertido em glutamato
pela TcPSCDH na presenca de NAD(P)". A TcPSCDH (MW: 63 kDa) foi funcionalmente
expressa em um sistema heterodlogo de S. cerevisiae APUT2 (homoélogo do TcP5CDH). Além
disso, a TcPSCDH foi expressa e purificada homogeneamente como produto de fusdo a uma
etiqueta de 6x-Histidinas no extremo C-terminal (TcP5SCDH-6xHis). Os parametros cinéticos
(Km, keat, pH 0timo) foram determinados utilizando P5C sintetizado quimicamente tanto na
forma TcPSCDH-6xHis como a partir de lisados mitocondrias do 7. cruzi. E usando essa
informagdes junto a dados da literatura determinamos que o substrato da TcP5SCDH ¢ o
YGSA. Andlises em solucdo da apoenzima TcPSCDH-6xHis (filtragdo em gel, SAXS, DLS)
revelou uma conformagdo quaternaria do tipo homo-hexdmero (364,6 kDa). Quando
analisamos a TcPSCDH em fragdes mitocondriais sob condi¢des ndo desnaturantes (gel
nativo, MS e 2D em SDS-PAGE) esta conformagdo foi também evidenciada. A analise da
estrutura primaria da TcPSCDH sugere a presenca de um peptideo de direcionamento
mitocondrial, bem como, a interagdo com membranas através de uma estrutura do tipo hélice-
alfa (Phe'”® — Gly*"). Isto ultimo coincide com um perfil de imunomarcagio proprio de
proteinas mitocondriais. Essas dados junto com testes enzimaticos e de western blot, sugerem
que a TcP5CDH localiza-se na membrana interna mitocondrial. Ensaios com parasitas
permeabilizados mostraram que a oxidacdo do P5C em 7. cruzi estimula a respiracdo celular,
levando a sintese de ATP através do processo de fosforilacdo oxidativa. Este processo foi
revertido na presenca de inibidores da CTE e, o efeito oposto foi observado em parasitas
mutantes que super-expressam a TcPSCDH (pTEX-TcPSCDH ™). Também, observamos que
a TcP5CDH ¢ expressa diferencialmente nos estagios infectivos tripomastigota metaciclico e
tripomastigotas derivados da infecdo em células CHO-k;. Os mutantes pTEX-TcPSCDH'
apresentaram morfologia alterada e niveis aumentados de TcGP82; uma molécula de
superficie envolvida em processos de adesdo e invasdo celular. Entretanto, quando células
CHO-k; foram expostas a formas epimastigotas pTEX-TcPSCDH ™" se observou um aumento
no numero de parasitas no sobrenadante apds o sexto dia pos-infec¢ao. Por outro lado, o DSF,
reportado como inibidor de aldeido desidrogenase s, levou a uma diminui¢do da atividade
TcP5CDH (Clso = 2,6 pM). Quando testado em ensaios de proliferagdo de epimastigotas,
observou-se um efeito tripanocida dose-dependente (Clso = 402 nM). Este valor foi maior
(Clso = 647 nM) nos parasitas pTEX-TcPSCDH'", sugerindo que a super-expressdo da
TcPSCDH aumenta a resisténcia ao DSF. Finalmente, o metabolismo de L-prolina em 7.
brucei, dentro do seu hospedeiro vetor (mosca tsé-tsé), foi abordado através de testes
bioquimicos e a analise da expressao da TbPSCDH nas diferentes formas de desenvolvimento
no inseto. Os nossos dados reforgam o papel bioquimico da via prolina-glutamato em 7. cruzi,
e constituem as primeiras evidéncias sobre as caracteristicas do metabolismo de P5C nessas
espécies de tripanossomatideos.



Palavras-chave: Tripanossomatideo. Doenca de Chagas. Catabolismo de Prolina.
Mitocondria. P5C.



ABSTRACT

MANTILLA, B. S. Functional characterization and physiological role of A'-pyrroline-5-
carboxylate dehydrogenase from Trypanosoma cruzi (TcPSCDH): an enzyme of proline
metabolism. 2013. 217 p. Ph. D. Thesis (Parasitology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Proline is a versatile amino acid, which fulfills energy requirements beyond of being a protein
constituent. Two oxidoreductases act in the conversion pathway of proline into glutamate in
T. cruzi. Firstly, the proline dehydrogenase (TcPRODH) oxidizes proline in A'-pyrroline-5-
carboxylate (P5C), which is further converted into glutamate by TcPSCDH using NAD(P)". A
TcPSCDH (63 kDa) was functionally expressed in a heterologous system of Saccharomyces
cerevisiae mutant APUT2 (TcP5CDH’s counterpart). Furthermore, TcPSCDH was expressed
and purified to homogeneity as a 6x-Histidine tagged protein at C-terminal (TcPSCDH-
6xHis). Kinetic data (K, kcat, Optimal pH) were determined by using P5C chemically-
synthesized either in TcPSCDH-6xHis or mitochondrial lysates from epimastigotes. These
data along previous reports provided information to conclude that yGSA opened form, is the
substrate of TcPSCDH. In-solution analysis of the apoenzyme TcPSCDH-6xHis showed a
quaternary arrangement resembling a homohexamer (molecular mass 364,6 kDa). When
TcP5CDH was analyzed in mitochondrial fractions under non-denaturing conditions (native
gel, MS identification and second dimensional assay) this quaternary conformation was
confirmed. Moreover, analysis of primary structure suggested the existence of a
mitochondrial targeting peptide, as well as one o-helix (Phe'”™ - Gly*") spanning
mitochondrial membranes. Indeed, the TcPSCDH showed an immunolabelling profile own of
mitochondrial proteins in trypanosomatids. This microscopic staining, along biochemical and
western blot assays, suggests that TcPSCDH is bound to inner mitochondrial membranes.
Experiments with digitonized parasites revealed that P5SC oxidation is coupled to oxygen
consumption, and thus leading to ATP production by mean of oxidative phosphorylation. This
process was abolished when inhibitors of electron transport chain were added, and opposed
process was stimulated in parasites overexpressing TcPSCDH (pTEX-TcPSCDH™).
Expression of TcPSCDH was developmentally regulated throughout parasite’s life stages. The
mutant cells (pTEX-TcPSCDH'") exhibited altered morphology and increased levels of
TcGP82; a parasite surface protein involved in cellular adhesion and invasion processes.
Indeed, when epimastigotes from pTEX-TcPSCDH ™ were exposed (1h) to CHO-k; cells, an
increased number of parasites at sixth day after infection were released to culture supernatant.
Conversely, the DSF a non-profit FDA-approved drug reported as an inhibitor of aldehyde
dehydrogenases exhibited a decreasing in enzymatic rates of TcPSCDH (ECsy = 2,6 uM).
When DSF was tested in epimastigotes proliferation assays, there was seen a dose-dependent
trypanocidal effect (ICsp = 402 nM). The resistance to DSF was increased in pTEX-
TcPSCDH '™ (ICso = 647 nM), thus suggesting the participation of this enzyme as drug target.
Therefore, our data suggest that TcPSCDH might be involved in parasite infectivity beyond
mitochondrial glutamate production. Finally, the linking through proline metabolism between
the African trypanosome (7. brucei) and its natural host (tsetse fly) was addressed through
silencing assays (RNAi) of TbPSCDH, and its developmental expression within insect stages.
Overall, our data support the biochemical relevance of proline-glutamate pathway in 7. cruzi,
and constitute the first evidences regarding occurrence and uniqueness of P5SC metabolism
over these trypanosomatid species.

Keywords: Trypanosomatid. Chagas’s Disease. Proline Catabolism. Mitochondrion. P5C.
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Ha mais de um século que a Doenga de Chagas foi descoberta. Desde entdo, inimeros
estudos tentando desvendar as particularidades moleculares, bioquimicas e patologicas do seu
agente causador, o Trypanosoma cruzi, tem sido realizados. O nosso grupo tem o interesse
particular de compreender como as preferéncias nutricionais do 7. cruzi favorecem a
persisténcia deste patdgeno e, sobretudo, se a interferéncia nestes mecanismos pode gerar
alternativas para combaté-lo. Neste trabalho, descreve-se pela primeira vez, em um parasita
deste género, a funcionalidade da segunda enzima que atua na rota de conversao de prolina

em glutamato; dois aminoacidos centrais em processos fisiologicos dessa espécie.

1.1 Os tripanossomas e a Doenca

No ano de 1907, o médico mineiro Carlos Chagas encontrava-se atendendo um surto de
malaria na cidade de Lassance (MG), onde acidentalmente, descobriu o Trypanosoma cruzi
(CHAGAS, 1909). O parasita foi identificado em amostras de insetos hematdfagos da espécie
Triatoma infestans. Esses insetos sdo conhecidos popularmente no Brasil como barbeiros (em
inglés: kissing bugs), devido a que sugam sangue do rosto das pessoas (DOYLE; HSIEH;
ENGEL, 2000). Apos essas observacdes, Chagas encontrou uma paciente infectada com 7.
cruzi. Com isto, concluiu-se que o 7. cruzi era a segunda espécie de tripanossomas que podia
ser transmitida ao homem e causar uma complexa patologia tissular conhecida como doenga
de Chagas (MOSELEY; MILLER, 1945).

A outra espécie havia sido descoberta alguns anos atrds pelo médico escocés David
Bruce, o T. brucei (1894) (BRUCE, 1895). Bruce descobriu que este parasita era transmitido
na saliva da mosca tsé-ts¢ apoOs a picada, causando a peste nagana em gado bovino, equino,
entre outros. Anos mais tarde (1903) se confirmou que o 7. brucei era a espécie causadora da
doenga do sono em humanos (BRUCE; NABARRO; GRIEG, 1903) [revisado em (COX,
2004)].

1.1.1  Caracteristicas gerais do Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi ¢ um protozoario hemoflagelado que alterna seu ciclo de vida entre
barbeiros e hospedeiros vertebrados, dentre eles o homem. O ciclo de vida do 7. cruzi ¢
complexo e se caracteriza pela presenca de varios estagios de desenvolvimento nos dois tipos

de hospedeiros. Classicamente, sobre a base de critérios morfologicos e moleculares, foi
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estabelecida a existéncia de quatro estagios ao longo do seu ciclo de vida (TYLER;
ENGMAN, 2001). As formas epimastigotas (E), sdo formas ndo infectivas, flageladas e
divisiveis, que estdo presente no limen do intestino do barbeiro e que, sob condigdes de
estresse nutricional na por¢ao terminal do intestino, se diferenciam a forma tripomastigota
metaciclica (M); processo conhecido como metaciclogénese. Esta forma ¢ infectiva, mas nao
proliferativa, e por sua vez, ¢ transmitida nas fezes do inseto vetor. Quando as formas M
aderem a célula hospedeira, se forma um vactolo endocitico, denominado vacuolo
parasitoforo, que possibilita a invasdo do parasita na célula. O pH 4acido do vacuolo facilita a
liberagdo das formas tripomastigotas metaciclicas ao citoplasma da célula hospedeira onde se
transformam na forma intracelular, replicativa, conhecida como amastigota (A) (ANDREWS,
1993). Estas se caracterizam pela presenga de um flagelo incipiente que ndo emerge da
superficie da célula, e se replicam por fissdo bindria. Apds a proliferacdo dentro da célula, os
parasitas se transformam nas formas tripomastigotas sanguineas (T), as quais eclodem da
célula provocando a ruptura desta. Embora os T ndo se repliquem, estes invadem outras

células e tecidos, o que pode provocar dano tissular (ZINGALES; COLLI, 1985) (Esquema
1).

Esquema 1 - Representacdo do ciclo de vida do 7. cruzi

Mammal host

ﬁ,ﬁ
% wr
»9“%

Insect vector

As principais formas de desenvolvimento presentes no hospedeiro vertebrado (A, Ei e T) e no inseto
barbeiro (E e M). Fonte: (PAES et al., 2011).
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1.1.2 Transmissdo do parasita ao humano

A alternancia de hospedeiros, onde o 7. cruzi transita, ¢ mediada por diferentes vias de
transmissao. A mais comum € a via natural, onde fezes contaminadas com as formas M sio
secretadas logo apds o repasto sanguineo, devido ao significante aumento no volume do
intestino do inseto. A resposta pela picada do barbeiro produz coceira, o que favorece a
entrada dos parasitas no epitélio. Entre as outras vias de transmissdo destacam-se a mediada
por transfusdes sanguineas, a transmissdo vertical, que pode ocorrer por via trans-placentaria
e a transmissdo oral que caracteriza-se pela contaminagdo de alimentos com formas M do 7.
cruzi capazes de se ligar & mucina gastrica e, posteriormente, atingir as células do epitélio

intestinal (CORTEZ, M. et al., 2006; COVARRUBIAS et al., 2007).

1.1.3  Patologia da doenga de Chagas

A doenca de Chagas apresenta duas fases clinicas. Inicialmente, apos a invasdo pelo
parasita nos diferentes tecidos, pode-se apresentar uma fase aguda caracterizada por uma
baixa quantidade de anticorpos, alta parasitemia e, eventualmente, alguns sintomas nao
especificos, como febre e dor de cabega. Apos a fase aguda, o paciente entra, na maioria dos
casos, na fase cronica. Esta se caracteriza pela diminui¢do da parasitemia e pela auséncia de
sintomas. As principais formas da fase cronica sdo: a indeterminada, cardiaca ou digestiva
(PRATA, 2001).

Estima-se que 70% dos chagasicos apresentam a fase indeterminada da doenca sem a
aparicdo de sintomas ou dano tissular. O restante pode apresentar um quadro de
cardiomiopatia chagésica cronica (CCC), o que pode resultar no 6bito (BOSCARDIN et al.,
2010). A forma digestiva consiste de duas sindromes, o megaesdfago levando a disfagia e
regurgitagdo, e o megacodlon que produz constipacdo e retengdo fecal [revisado em

(BOSCARDIN et al., 2010)].

1.1.4  Panorama epidemiologico atual

O intenso controle regional realizado em paises como Uruguai, Chile e o Brasil

interrompeu a transmissao vetorial do parasita. Isto reduziu significativamente o niimero de

pessoas infectadas com o parasita em 4reas antigamente consideradas como endémicas
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(WHO, 2012). Desde a ultima década, baixou de quase 4 em cada grupo de 100 mil por ano
para menos de 3 o indice de mortes por causa da doenga. No entanto, ainda estima-se que de 2
a 3 milhdes de pessoas estejam infectadas com o protozoario causador da doenga no Brasil. A
unica regido em que a taxa aumentou foi no Nordeste (MARTINS-MELO et al., 2012).

O fluxo migratorio desde paises da América do Sul a regides nao endémicas (Esquema
2) tem aumentado os indices de pessoas infectadas através de transfusdes de sangue. Estima-
se que cerca de 300.000 individuos estdo infectados com o 7. cruzi em EUA, a grande maioria
provenientes do México e América Central. Espanha ¢ a segunda regido mais afetada com
uma estimativa de entre 47.000 — 68.000 casos de infectados, originarios de Ecuador, Bolivia,

Argentina e Peru (WHO, 2012).

Esquema 2 - Panorama mundial da infec¢ao pelo 7. cruzi

Fonte: (SCHMUNIS, 2007) (PEREZ-MOLINA; NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2012, FAPESP, 2009).

1.1.5 Quimioterapia

H4 quase quarenta anos que a doenga de Chagas ¢ tratada com dois compostos,
conhecidos como Benznidazole® (Bz) e Nifurtimox® (DOCAMPO; STOPPANI, 1980). Esses
compostos sdo considerados pro-drogas, porque precisam da ativacdo enzimatica catalisada
por uma nitro-redutase presente no parasita (WILKINSON et al., 2008). A efetividade dessas
drogas ¢ maior na fase aguda da doenca e, parece estar ligada a susceptibilidade de cada cepa

do parasita (STOPPANI, 1999). Porém, hé relatos mostrando que o Bz diminui as alteragdes
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cardiacas provocadas na fase cronica da doenca (GARCIA et al., 2005). Além disso, a
administracdo de Bz produz multiplos efeitos colaterais (URBINA, 2001).

Na busca de compostos alternativos com atividade tripanocida, tem-se analisado
diferentes alvos moleculares. Entre estes se destacam: inibidores da cruzipaina (principal
cisteino-proteinase de 7. cruzi), a via de biossintese de ergosterol, sintese de poli-
isoprenoides, a via de salvamento das purinas, sintese de nucleotideos, proteinas envolvidas
na edi¢do do RNA, inibidores enzimaticos da tripanotiona redutase e da topoisomerase I e I,
entre outros (BODLEY; SHAPIRO, 1995; ENGEL et al., 1998; FOURNET et al., 2000;
LIENDO; LAZARDI; URBINA, 1998; MONTALVETTI et al., 2001; NAKAJIMA-
SHIMADA; HIROTA; AOKI, 1996; POLLARD; HARRIS; HAJDUK, 1992; URBINA et
al., 2000).

Além da complexidade no ciclo de vida do parasita e a eficacia limitada das drogas
acima mencionadas, existe uma alta variabilidade genética intraespecifica (ZINGALES et al.,
2009). Este fendmeno parece estar ligado a eventos de co-evolugdo entre parasita € o inseto
vetor (STEVENS; GIBSON, 1999). A relevancia desta variabilidade radica no fato de
também haver associagdo com caracteristicas do parasita como: viruléncia (LAURIA-PIRES;
TEIXEIRA, 1996), infectividade (CORTEZ, C. et al., 2012) e patogenicidade (MACEDO;
PENA, 1998) (Esquema 3). Atualmente, baseados em parametros moleculares denominados
como unidades discretas de tipagem (DTU) os isolados do 7. cruzi classificam-se em seis

grupos principais (ZINGALES et al., 2009) (Tcl — TcVI).
Esquema 3 — Distribuicao geografica dos distintos grupos de 7. cruzi em humanos

|\ Central America and Mexico
\ Rhodnius prolixus
( e Triatoma dimidiata
) [ Triatoma barberi
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e~/

Andean Countries (
Rhodnius prolixus ______, |
Triatoma dimidiata &*
Rhodnius ecuadoriensis \

Brazilian Amazonia
Rhodnius prolixus
Rhodnius robustus

Panstrongylus geniculatus
Rhodnius brethesi

Southern Cone Countries
Triatoma infestans
Triatoma brasiliensis

Cardiac and digestive forms

Fonte: WHO, 2012.
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1.2 Particularidades celulares do 7. cruzi, o agente causador

O T. cruzi ¢ um tipo celular que apresenta diferentes particularidades morfolédgicas e
cujos compartimentos celulares o diferenciam de outro tipo de células eucariotas. Entre estes
se destacam a composicdo dos lipideos de membrana, a presenga de uma rede concatenada de
DNA, andlogo ao mitocondrial, chamada de cinetoplasto (kDNA), os glicossomas, os
acidocalcissomas, os reservossomas, o flagelo € uma unica mitocondria por célula, entre
outros. Todos estes participam de diferentes processos celulares, onde o metabolismo serd o

foco principal a ser aprofundado.

1.2.1 Organelas especializadas

T. cruzi apresenta uma camada de microtibulos subpeculiares localizados na parte
inferior da membrana plasmatica, conhecidos como microtibulos subpecualiares. A
associagdo destes microtibulos confere uma rigidez particular a celula que dificulta a lise por
métodos mecanicos comuns (DE SOUZA, 2002).

Todos os membros da familia 7rypanosomatidae possuem um flagelo que emerge desde
uma invaginagdo chamada bolsa flagelar. O flagelo corresponde 4 regido anterior do parasita e
nos estagios E e T este emerge da regido lateral. De acordo com o estdgio de
desenvolvimento, o flagelo pode ter elongacdes que variam entre 2 — 20 pm de cumprimento
(DE SOUZA, 2002).

Estruturas citoplasmicas, ligadas a membranas e semelhantes aos peroxissomos de
eucariotas superiores, foram identificadas em tripanossomatideos e chamados de glicossomos.
Ali encontram-se localizadas as enzimas que participam das primeiras reagdes da via
glicolitica (OPPERDOES; BORST, 1977). Estas e outras proteinas que se localizam ali, sdo
codificadas no nucleo, traduzidas nos ribossomos livres e importadas pds-traducionalmente a
essa organela. Esto ultimo ¢ mediado por um motivo SKL posicionado no extremo C-terminal
da proteina. Ao microscopio os glicossomos aparecem como estruturas densas de forma
arredondada (BLATTNER et al., 1992).

Outras estruturas importantes no armazenamento de metabolitos, osmolitos e,
particularmente, de ortofosfato foram observadas em 7. cruzi. Estas estruturas denominadas
como acidocalcissomos apresentam uma eletrodensidade que pode ser evidenciada no

citoplasma do tripanossoma. Denominam-se assim, porque previamente demonstrou-se que o
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T. brucei tinha concentragdes elevadas de Ca*" intracelular que podiam ser liberadas desde
compartimentos vacuolares 4cidos levando a uma atividade ATPase translocadora de H"
(VERCESI; MORENO; DOCAMPO, 1994). Posteriormente, foi também evidenciada a
presenga destas organelas no 7. cruzi (DOCAMPO; MORENO, 1999).

O T. cruzi sintetiza ergosterol ao invés de colesterol. Este ultimo ¢ captado a partir do
LDL e processado em outro compartimento acidico conhecido como reservossomas
(SOARES; SOUTO-PADRON; DE SOUZA, 1992). Outros autores tem os sugerido como um
compartimento os pré-lisossomal. Os reservossomas estdo localizados na regido posterior da
célula e contém um elevado numero de macromoléculas, sendo esta uma carateristica
principal das formas E. Além disso, os reservossomas fazem parte da via endocitica em T.
cruzi e contém um amplo conteudo de proteases (cruzipaina principalmente) que sdo liberadas

no estagio M (CAZZULO et al., 1990; CUNHA-E-SILVA et al., 2002).

1.2.2 A singularidade da mitocondria do T. cruzi

O T. cruzi possui uma Unica mitocondria por célula que se estende ao longo do corpo
do parasita e ¢ distribuida em distintos ramos sobre os microtubulos subpeculiares. Esta
organela apresenta os compartimentos classicamente conhecidos: a matriz, a MEM e a MIM.
Esta ultima forma invaginagdes conhecidas como cristas. Dependendo do ambiente e da
disponibilidade de substratos a mitocondria pode ocupar uma quantidade variavel do volume
total celular (DE SOUZA; ATTIAS; RODRIGUES, 2009).

Em uma por¢do da mitocondria ha uma complexa rede de DNA na matriz
mitocondrial que forma a estrutura conhecida como cinetoplasto. O kDNA representa o 25%
do DNA total do parasita composto por redes concatenadas de minicirculos que variam entre
20 — 30.000 por célula (RIOU; DELAIN, 1969) e que ndo codificam para produtos proteicos
especificos. Os maxicirculos, no entanto, parecem conter material codificante como sucederia
com o DNA mitocondrial de outras células eucariotas. Evidéncias sobre um fragmento do
maxicirculo que codifica para a subunidade II do complexo citocromo ¢ oxidase tem sido
descritas (JOHNSON et al., 1982).

Na maioria de eucariotas, a CTE ¢ composta de quatro complexos integrais da MIM.
O NADH: ubiquinona oxidorredutase (C-I), succinato: ubiquinona redutase (C-II), ubiquinol:

citocromo ¢ oxidorredutase (C-III) e o complexo citocromo ¢** oxidase (C-IV). Além destes,
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a ubiquinona (Coenzima Q) e o citocromo ¢ funcionam como carregadores de elétrons moveis
entre os complexos. Os elétrons dos atomos de ferro central, presentes no C-I1 ou C-II, sdo
entdo transferidos a ubiquinona (forma oxidada da coenzima Q) reduzindo-a em ubiquinol
revisado em [(MONZOTE; GILLE, 2010)]. A forma ubiquinol ¢ desprotonada formando-se a
semiquinona que doa os elétrons ao citocromo b-c; e posteriormente ao citocromo c. Estas
passagens de elétrons estdo acompanhadas do bombeamento de protons da matriz
mitocondrial ao espago intermembrana. O gradiente eletroquimico gerado favorece a re-
entrada dos protons através da ATP sintase. A FoF; ATPase (também chamada de C-V) utiliza
esta forca protonmotriz para promover a sintese de ATP, processo conhecido como
fosforilagao oxidativa (NELSON; COX, 2008).

Em T. brucei e T. cruzi tem sido demonstrado que a atividade mitocondrial alterna
entre um estado altamente ativo e outro parcial, o que ¢ regulado durante o ciclo de
desenvolvimento do parasita. Dados do genoma e experimentais tém mostrado a presenca e
funcionalidade dos complexos C-II e C-V, entanto que o C-I parece ter uma funcdo limitada
devido a auséncia de algumas subunidades (OPPERDOES; MICHELS, 2008). A presenca de
um atividade NADH-desidrogenase sensivel a rotenona (em altas doses) sugeriu-se que C-1 ¢
responsavel pela reoxidacdo do NADH mitocondrial, mas ndo da transferéncia de elétrons a
Coenzima Q (HERNANDEZ; TURRENS, 1998). Recentemente, um estudo com mutantes
para os genes codificantes das subunidades ND4, ND5 e ND7 do C-1 em T. cruzi mostrou que
estas delegdes ndo afetam as taxas respiratorias e nem o potencial de membrana mitocondrial
na presenga de substratos geradores de NADH ou FADH,. Isto confirmou que o C-I possui
atividade tem fun¢des limitadas em 7. cruzi (CARRANZA et al., 2009; TIELENS; VAN
HELLEMOND, 1998).

O C-lII em T. cruzi apresenta um rearranjo supramolecular atipico composto de sete
subunidades cataliticas e uma subunidade heterodimérica ferro-enxofre cuja massa molecular
¢ de aprox. 550 kDa (MORALES et al., 2009). O C-II se liga ao grupo proto-heme, mas este
ndo esta diretamente relacionado a reducao da ubiquinona.

Estudos de proteomica tem revelado a presencga das subunidades IV, V, VI e VIII do
C-1V, proteina Rieske ferro-enxofre, NADH desidrogenase, subunidades alfa da ATP sintase,
entre outros (FERELLA et al., 2008; STOPPANI et al., 1980). Antimicina ¢ KCN inibem a
transferéncia de elétrons a partir de succinato sugerindo a funcionalidade dos C-III e C-IV
respetivamente. Além disto, os citocromos aa3, b, ¢558 e possivelmente o d, t€ém sido

identificados em 7. cruzi. Particularmente, o citocromo aa3 foi sugerido como a principal
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oxidase terminal do parasita (AFFRANCHINO; SCHWARCZ DE TARLOVSKY;
STOPPANI, 1986; ROGERSON; GUTTERIDGE, 1979). Além disso, a funcionalidade das
proteinas responsaveis pela biossintese de heme O e sua conversio em heme A, um
importante grupo protético do complexo citocromo oxidase (COX), foram descritas em 7.
cruzi (BUCHENSKY et al., 2010). A participagdo dos complexos e substratos acima

mencionados no 7. cruzi representa-se no esquema 4.

Esquema 4 — Representacao dos principais componentes da CTE de 7. cruzi
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Os complexos que compdem a CTE em T. cruzi se localizam na MIM e alguns intermediarios sdo
gerados no espago intermembrana ou na matriz. As subunidades ausentes no C-I de mutantes de 7.
cruzi estdo indicadas (sublinhado). O C-I insensivel a R ¢ indicada pela linha ponteada. A atuagdo da
FMR como encarregada da reoxidacdo de NAD" mitocondrial, cujo produto formado o succinato pode
ser reoxidado através do C-II, onde o fluxo de elétrons pode continuar através da ubiquinone (UQ). A
atividade do C-II ¢ inibida pelo malonato. GPD: glicerol-3-fosfato (Gly-3P) desidrogenase dependente
de FAD, DHAP: dihidroxiacetona fosfato, SHAM: 4cido salicilhidroxdmico, SOD: superoxido
dismutase, Citocromos ¢, b (sensiveis a AA), aq;; (oxidase terminal), c558 (sensivel a KCN), CCCP
(carbonil cianeto 3-clorofenilhidrazona). A FO/F1 ATP sintase ¢ sensivel a oligomicina e ¢ dependente
de magnésio (HILL, 1976) revisado em (PAES, L. S., 2010).
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1.2.3 O metabolismo energético do T. cruzi

A sintese de ATP em T. cruzi acontece principalmente através de dois mecanismos. A

fosforilacdo ao nivel do substrato, por via glicolitica ou no ciclo de Krebs (Succinil CoA-
sintase) e através da fosforilagdo oxidativa como mencionado anteriormente.
Em T. cruzi, a glicdlise apresenta algumas diferengas respeito de outros organismos. O efeito
Pasteur, caraterizado pela variacdo desta via dependendo das tensdes de oxigénio no meio,
ndo acontece. Isto é, a atuacdo desta via acontece de forma semelhante em condigdes
aerdbicas ou anaerobicas, pelo que foi sugerido que esta via seguia um padrdo de tipo
fermentativo (CAZZULO, 1992). Assim, a glicolise gera malato, piruvato, succinato e CO;. O
malato produzido pode ser utilizado pela malato desidrogenase (gerando oxalacetato), a
enzima malica (produzindo piruvato) ou pela FMR na mitocondria (gerando succinato)
(CANNATA; CAZZULO, 1984; CANNATA et al., 1979). O succinato ¢ o principal doador
de elétrons ao C-II e, sob condi¢des de anacrobiose este ¢ secretado ao meio extracelular
(DENICOLA-SEOANE et al., 1992).

A regulacdo da via glicolitica ndo acontece ao nivel de hexocinase ou
fosfofrutoquinase. A glicose ¢ convertida a gliceraldeido-1,3-bifosfato (GBP) no glicossomo
e, posteriormente, em glicerol, onde se gera ATP. O GBP pode ser convertido em
fosfoenolpiruvato (PEP). O PEP pode ser convertido em piruvato através da enzima piruvato
quinase citossolica (PQ), onde novamente, gera-se ATP, ou voltar ao glicossoma para formar
oxalacetato pela fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). A partir de oxalacetato pode-se
regerar succinato. J& o piruvato pode ser transaminado, decarboxilado ou reduzido (sob
anaerobiose), formando alanina, Acetil-CoA, ou lactato, respectivamente (CAZZULO, 1994).

A fosforilagdo oxidativa pode ser alimentada a partir de diferentes substratos
respiratorios. Entre estes destacam-se o piruvato/malato, NADH, succinato e o Gly-3P. Os
elétrons presentes nestas moléculas pode ser transferidos ao poo/ de ubiquinona resultando na
consequente passagem aos citocromos. Este processo redox, como mencionado anteriormente,
leva a sintese de ATP via ATP-sintase. Este processo requer do importe de ADP a
mitocondria. O carregador ADP/ATP encontra-se localizada na MEM do 7. brucei como
reportado recentemente (PENA-DIAZ et al., 2012). No entanto, em tripanossomas, as taxas
respiratorias ndo tem mostrado diferencgas significativas na presenca de estes substratos
(HILL, 1976; ROGERSON; GUTTERIDGE, 1979; SILVA et al., 2011). Recentemente,

mostrou-se que as formas T apresentam um potencial de membrana mitocondrial menor que
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as formas E. Isto contrasta com a atividade aumentada das atividades para os C-II e C-III em
T com respeito de T, e um aumento correlativo na geracdo de EROs, sugerindo que nos
estagios intracelulares o parasita possui mecanismo endodgenos para atenuar o desbalango

redox enfrentado no humano (GONCALVES et al., 2011).

1.2.4  Metabolismo de aminoacidos como alternativa energética no T. cruzi

E bem sabido que os aminoécidos sdo os constituintes essenciais das proteinas. Eles se
classificam entre essenciais, ndo essenciais, e, apresentam carateristicas estruturais e fisico-
quimicas diferentes. Devido a disponibilidade metabodlica presente em fluidos e tecidos dos
insetos barbeiros, o parasita adaptou-se a obter energia a partir destes metabolitos. Relatos
prévios mostraram que na hemolinfa do Rhodnius prolixus abundam aminoacidos como Prol,
Tyr, His, Val na sua forma livre (BARRETT; FRIEND, 1975; HARINGTON, 1961). No
entanto, esses dados amostram variagdes entre os valores relatados, segundo a colonia e
condi¢des de manutencdo dos insetos. Alguns destes também podem ser captados do meio
extracelular, obtidos por proteodlise ou gerados por rotas biossinteticas.

Os primeiros trabalhos sobre o catabolismo de aminoacidos mostraram que Asn, Gln,
Glu, Leu, Ile e Prol sdo consumidos pelo parasita gerando intermedidrios do ciclo de Krebs
(SYLVESTER; KRASSNER, 1976; ZELEDON, 1960). Estes processos geram CO,,
succinato e NHj e, consequentemente, ATP. Diante da ndo funcionalidade de um ciclo da
ureia em tripanossomas (YOSHIDA; CAMARGO, 1978), o excesso de NH; pode,
eventualmente, ser reutilizado pela glutamina ou asparagina sintetase que regeneram Gln, Asn
a partir de Glu e Asp, respectivamente (CALDAS et al., 1980; MAGDALENO et al., 2011).
Por sua vez, o parasita possui transaminases altamente eficientes na transferéncia do grupo —
NH; entre Ala (TcALAT), Asp (TcASAT), Tyr (TcTAT), Ser (TcSAT) regenerando Glut,
Phe, Ala e cetoacidos como a-CG, oxalacetato ou piruvato (MARCIANO et al., 2008;
MARCIANO et al., 2009; NOWICKI et al., 2001).

A arginina também ¢ importante na geracdo de energia através de uma arginina quinase
que cuja fosforilacdo, reversivel, gera ATP a partir de fosfoarginina e ATP; um sistema de
armazenamento energético comparavel ao sistema fosfocreatinina de eucariotas superiores
(PEREIRA et al., 2002).

A prolina, particularmente ¢ um aminoécido cuja rota de interconversdao em glutamato

gera equivalentes reduzidos que podem abastecer a CTE ou, o ciclo de Krebs mediante a
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deaminag¢do de Glu em a-CG. Observou-se também que a sua degradagdo estimula o
consumo de oxigénio e a sintese de ATP (prolina-dependente) ja foi demonstrada em formas
M do T. cruzi (MARTINS et al., 2009; SYLVESTER; KRASSNER, 1976). Quando foram
comparados os metabolismos de prolina e glicose nos estagios intracelulares de 7. cruzi,
observou-se que a glicose ¢ consumida pelas formas extracelulares, enquanto que a prolina foi
consumida pelas formas intracelulares, mostrando que nas formas extracelulares prevalece um
metabolismo baseado no consumo de glicose e nas formas intracelulares prevalece um

metabolismo baseado no consumo de prolina (SILBER et al., 2009).

1.3 O papel da prolina na relacio parasita — hospedeiro

O papel da prolina em modelos que envolvem a presenca de um patégeno dentro de um
hospedeiro tem mostrado coisas interessantes em distintos modelos. Por exemplo,
Helicobacter pylori, uma bactéria gram-negativa causadora de ulceracdes gastrointestinais,
vive em um ambiente rico em L-prolina (BLASER, 1990). Concentragdes elevadas desse
aminoacido, em amostras de suco géstrico provenientes de paciente infectados com H. pylori,
estdo correlacionadas com a capacidade desta bactéria para consumir oxigénio na presenca de
L-prolina (NAGATA et al., 2003).

Outro exemplo ¢ o observado na mosca tsé-tsé (G. morsitans), € na maioria dos insetos
da ordem diptera, onde a L-prolina é o principal combustivel para o processo de voo
(BURSELL et al., 1973; LEHANE; AKSOY; LEVASHINA, 2004). As concentragdes desse
aminoacido dentro do inseto sdo suficientes para que as formas prociclicas do 7. brucei
apresentem um metabolismo energético prolina-dependente (NJAGI; OLEMBO; PEARSON,
1992; WALSHE et al., 2009). Por outro lado, estudos em 7. brucei tém demonstrado a
funcionalidade e importancia da enzima TbPRODH. Nessa espécie, a prolina ¢ o Unico
aminodcido capaz de manter a capacidade replicativa sob auséncia de glicose. Quando o gene
codificante para a TbPRODH foi silenciado (via RNAI), e, os parasitas foram crescidos na
presenga de L-prolina como fonte nutricional (LAMOUR et al., 2005), a proteina mostrou ser
essencial.

No caso especifico do metabolismo de prolina em 7. cruzi se sabe que a sua presenga
em um meio condicionado, que mimetiza a urina do barbeiro (TAU), promove o processo de
metaciclogénese (CONTRERAS et al., 1985). Este aminodcido ¢ relevante na diferenciagdo

dos estagios intracelulares no 7. cruzi (TONELLI et al., 2004). Demonstrou-se nesse trabalho



39

que, quando culturas infectadas pelo 7. cruzi foram carenciadas de prolina, existia um
acumulo dessas formas e uma diminui¢@o correlativa de formas T, sugerindo um arresto da
diferenciagdo nessa fase do ciclo intracelular (TONELLI et al., 2004). Isto levou a concluir
que a prolina ¢ relevante para a diferenciacdo entre os estagios Ei e T, passo fundamental no
ciclo de vida desse parasita.

No T. cruzi € sabido que o processo de invasdo nas células do hospedeiro mamifero
precisa de energia, mais precisamente na forma de ATP (SCHENKMAN; ROBBINS;
NUSSENZWEIG, 1991). Recentemente, foi mostrado que a prolina é o sustento energético da
invasdo, j& que estd envolvida na geracdo de ATP nas formas infectivas tripomastigotas
metaciclicas (MARTINS et al., 2009). Demonstrou-se nesse trabalho que em condigdes de
deplecao nutricional o parasita diminui consideravelmente os niveis intracelulares de ATP,
assim como a sua incapacidade para infectar células de mamifero. No entanto, observou-se
que apods da adicao de prolina ao meio controlado, o parasita conseguiu restabelecer os niveis
intracelulares de ATP e recuperar a sua capacidade infectiva. Em paralelo, quando analisado o
efeito gerado pela adi¢do de glicose no lugar de prolina, ndo se observou o mesmo resultado,
ressaltando o papel da prolina como metabdlito que sustenta energeticamente a invasao
celular (SILBER et al., 2009). Sugere-se entdo a prolina como um substrato relevante na
biologia do 7. cruzi, sendo o estudo do seu metabolismo de particular interesse para o nosso
grupo.

Tendo como ponto de partida que o catabolismo de prolina acontece via ciclo de
Krebs (SYLVESTER; KRASSNER, 1976), foi caracterizado o transporte desse aminoacido
ao citoplasma do parasita. Esse processo ¢ mediado pela agdo de dois sistemas ativos de
transporte (A e B): o sistema A possui alta afinidade e baixa capacidade de transporte e
depende do gradiente de H" da membrana plasmatica; o sistema B, que possui baixa afinidade
e a alta capacidade de transporte, dependente da hidrélise direta de ATP (SILBER et al.,
2002). Posteriormente, foi revelada a presenca, estrutura e atividade imunogénica da enzima
prolina racemase (TcPRAC). Essa enzima catalisa a conversdao da forma D a L-prolina. A
TcPRAC ¢ codificada por dois genes pardlogos, e uma vez traduzida ¢ liberada ao meio
extracelular (CHAMOND et al., 2003). Nao se sabe a certo ainda qual e o papel biolégico da
prolina racemase no metabolismo de 7. cruzi. Porém, parece bem estabelecido que a TcPRAC
funciona como um mitdégeno de células B, o que possibilita a evasdo da resposta imune
humoral ¢ favorece a infectividade (BUSCHIAZZO et al., 2006; CHAMOND et al., 2009,
CHAMOND et al.,, 2003). Os resultados obtidos nesse contexto postularam a prolina
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racemase como um possivel alvo terapéutico na infec¢do pelo 7. cruzi (BRYAN; NORRIS;
COUTINHO et al., 2009).

O catabolismo de prolina em 7. cruzi ¢ mediado inicialmente pela participa¢do da
enzima prolina desidrogenase (PRODH) (EC 1.5.99.8) que oxida a prolina rendendo A'
pirrolina-5-carboxilato (P5C), utilizando o FAD como aceptor de elétrons. A TcPRODH ¢
uma enzima localizada na matriz mitocondrial, e a diferenca entre outras PRODHs ¢ que a
enzima de 7. cruzi possui um dominio de ligagdo a célcio (ef-hand). Também foi visto que a
TcPRODH doa elétrons a cadeia respiratoria ao nivel do C-II, sugerindo a sua atividade na
geracdo de ATP (PAES, L.S et al., 2013). O P5C produzido ¢ entdo reduzido em glutamato
pela agdo da enzima PSCDH em presenca de NAD". O P5C produzido é entio reduzido em
glutamato pela agio da enzima PSCDH em presenca de NAD".

1.3.1 Carateristicas das enzimas P5SCDHs

A enzima P5CDH pertence a familia das aldeido desidrogenasses tipo 4 (ALDH4)
(ELTHON; STEWART, 1981; FORTE-MCROBBIE; PIETRUSZKO, 1986). A atividade
enzimatica da PSCDH pode ser reduzida significativamente na presenca do succinato
semialdeido (FORTE-MCROBBIE; PIETRUSZKO, 1986; SMALL; JONES, 1990), produto
intermediario do metabolismo do acido-y-aminobutirico (GABA) (CLARK et al., 2009;
TABERNER; BARNETT; KERKUT, 1972). Dados do nosso laboratério mostraram que
formas epimastigotas do 7. cruzi sdo capazes de transportar GABA ao citoplasma da célula, o
que foi confirmado pela deteccdo de GABA com um anticorpo especifico contra esse
composto (dados sem publicar). A auséncia de sequéncias putativas no genoma do 7. cruzi
que codifiquem uma enzima responsavel pelo metabolismo de GABA, poderia sugerir uma
eventual participacdo da TcPSCDH na conversdo de succinato semialdeido, produto da
transaminacao do GABA e a-cetoglutarato, em succinato.

A atividade enzimadtica para PSCDH tem sido demonstrada em diversas espécies como:
Thermus thermophilus, Saccharomyces cerevisiae, Fasciola gigantica, Arabidopsis thaliana,
Homo sapiens, entre outras (BRANDRISS, 1983; DEUSCHLE et al., 2001; HU; LIN;
VALLE, 1996; INAGAKI et al., 2006; MOHAMED et al., 2008). Estudos com a enzima
PSCDH (EC 1.5.1.12) em c¢lulas de ovario de rato chinés (CHO-k;), linhagem auxotrdfica

para prolina, demonstraram que o P5C ¢ transportado ao interior da célula através de um
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mecanismo que contribui com a transferéncia de potencial oxido-redutor, dada a natureza
quimica deste (MIXSON; PHANG, 1988). De acordo com os dados disponiveis na literatura
para a PSCDH de espécies bacterianas foi observado que a PSCDH pode apresentar uma
conformagdo quaterndria composta de seis e oito unidades, para Thermus thermophilus e

Bacillus liqueniformis, respectivamente (Esquema 5).

Esquema 5 — Exemplos de estruturas quaterndrias para outras enzimas PSCDH

Estruturas quaternarias resolvidas pela técnica de difragdo por raios-X para as proteinas PSCDH das
espécies T. thermophilus (A) e B. liqueniformis, formando um hexdmero ou um octamero,
respectivamente (B). Os numeros de acesso indicam-se em cada estrutura. Fonte: (INAGAKI et al.,
2000) .

1.3.2 O papel fisiologico do P5C

O substrato da enzima PSCDH, o P5C, ¢ um nodo metabolico entre as vias da prolina,
ornitina e glutamato (Esquema 6), fazendo dele um composto enlace entre os ciclos de Krebs’
e da uréia (ADAMS; FRANK, 1980). P5C e prolina formam um par redox que utilizando
FAD/NAD (P)" como co-factores, possuem relevancia nas vias metabolicas de oxidorredugio.
Sugere-se que o P5C pode agir como um aceptor de elétrons importante na regulacdo do
poder redutor ao nivel intra e extracelular em plantas (MILLER et al., 2009). Em leveduras
mutantes para o gene PUT2, o acimulo de P5C aumenta a producdo de EROs demonstrando a
toxicidade celular desse metabolito (NOMURA; TAKAGI, 2004). Nesse mesmo sistema foi
demonstrado que o P5C pode ser acetilado pela acdo de uma enzima acetil-transferase
(MPR1) como mecanismo de regulagdao nos niveis de EROs geradas pelo acumulo de P5C

intracelular NOMURA; TAKAGI, 2004). Os estudos com plantas demonstraram que o P5C
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regula a resposta celular sob condi¢des de estresse osmoético (DEUSCHLE et al., 2001).
Recentemente foi visto que tanto os niveis de RNA - mensageiro como a atividade enzimatica
das enzimas P5C-redutase e PRODH, sdo aumentados como mecanismo de defesa quando a
planta ¢ submetida a condicdes de estresse oxidativo gerado pelo cimulo de P5C intracelular
(MILLER et al., 2009). Em células humanas foi visto que o metabolismo de prolina possui
um papel chave na morte celular programada, sendo a PRODH regulada pela proteina p53
(DONALD et al., 2001). Em outro trabalho utilizando células de pacientes deficientes da
enzima PSCDH (doenga conhecida como hiper-prolinemia tipo 1) observou-se que o acumulo
de P5C pode inibir quimicamente o piridoxal fosfato (Vitamina B6 - PLP) (FARRANT et al.,
2001). O PLP ¢ o principal co-factor das enzimas amino-transferases, enzimas previamente
reportadas e de grande importdncia no metabolismo de aminoacidos em 7. cruzi

(MARCIANO et al., 2008; MONTEMARTINI et al., 1993; ZELADA et al., 1996).

Esquema 6 - Esquema compartimentalizado das vias de oxidorreducao para o metabolismo
de prolina-glutamato segundo o reportado em plantas

/ ATP, NADPH, H* (spontaneou§ NADPH, H+ .
_—
Glutam;ate P5CS GSA P5C —_>PSCR Proline

NADP+
Iutamatew P5C

\ oar|
— — Ornithine—> — Arginine
Mitochondrion ARG

ProDH-FAD*

Qytosol/chloroplasts

Fonte: (MILLER et al., 2009)

1.3.3  Perspectivas terapéuticas do metabolismo de prolina e P5C

Considerando a importancia da prolina e seu metabolismo em varios aspectos da
biologia do 7. cruzi, optou-se pela busca de andlogos estruturais de prolina que possam ter
atividade inibitoria sob as enzimas em estudo (TcPRODH e TcPSCDH). A analise do possivel
efeito tripanocida de um analogo estrutural da L-prolina, o 4cido L-tiazolidina-4-Carboxilico
(T4C), demonstrou atividade inibitéria do crescimento nas formas E mantidas em cultura,
assim como na eclosao das formas T na infecgao in vitro (STOLIC et al., 2009). Foi mostrado
que o T4C age como um inibidor competitivo dos transportadores de prolina, diminuindo o

estoque de prolina intracelular do parasita, o que afetaria a disponibilidade desse aminoécido



43

nessas c¢lulas. Também foi visto que, sob condi¢des de estresse oxidativo, a propria prolina
estaria envolvida nos mecanismos de resisténcia a esse estresse, constituindo seu acumulo um
mecanismo de resisténcia a esse tipo de desafio (STOLIC et al., 2009). A importancia da
prolina na biologia do 7. cruzi e as propriedades bioquimicas demonstradas para o produto da
sua oxidacdo (P5C) geram varias hipoteses que serdo abordadas nesta tese. Nesse sentido,
optou-se pela busca de compostos cuja atividade inibitoria estivesse associada a interferéncia
do metabolismo oxidativo de P5C.

Relatos prévios indicaram que uma droga utilizada normalmente para o tratamento da
alcoolemia, o Disulfiram® (DSF), inibe a atividade da enzima P5CDH em células derivadas
de placenta humana (FARRES; JULIA; PARES, 1988). Recentemente, usando uma
combinacdo de técnicas bioinformaticas, dados da literatura e ensaios in vitro com
associagdes de drogas aprovadas pela FDA, foram identificados oito alvos terapéuticos cuja
interferéncia pode resultar em efeitos letais ou inibi¢do do crescimento em formas replicativas
de Leishmania major (CHAVALI et al.,, 2012). Dentre os alvos descritos, destaca-se a
presenca da enzima ALDH2 [1.2.1.3], que também pertence a familia das aldeido
desidrogenases (tipo II). E entre as drogas utilizadas se destacam as observagdes com o DSF,
que administrado individualmente e, em combinacdo com outras drogas mostrou um efeito

leishmanicida (CHAVALI et al., 2012).

1.3.4 O DSF e o seu papel no metabolismo de aldeidos

O DSF ¢ um inibidor de enzimas que pertencem a familia aldeido desidrogenases
(HALD, 1948). O efeito inibitorio do DSF em humanos esta ligado a acumulagdo de
acetaldeido na corrente sanguinea. Especificamente, sabe-se que o DSF inibe as enzimas
aldeido desidrogenasses do tipo II (ALDH2), presentes no figado, que catalisam a conversao
de acetaldeido em acetato (DEITRICH; ERWIN, 1971). Uma vez que o DSF ¢ ingerido, este
¢ metabolizado no estdmago, gerando duas moléculas de dietilditiocarbamato (DDC), as quais
podem formar complexos com metais como o cobre e ferro (LIU et al., 2012). A afinidade do
DDC pelo cobre tem sido relatada como potencializador do efeito citotéxico (SKROTT;
CVEK, 2012). Apds a absorcao pela mucosa gastrica e distribui¢do pelo sangue, o DDC ¢
convertido em dietilditiometilcarbamato (Me-DDC). Os produtos de oxidagdo do Me-DDC
sdo o S-metil-N,N-dietiltiocarbamato (Me-DTC) e o S-metil-N,N-dietiltiocarbamoil sulfoxido

(MeDTC-SO) que agem como potentes inibidores da isoforma mitocondrial da ALDHI1 e da
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ALDH?2 citosdlica, respectivamente (JOHANSSON, 1992; LIPSKY; SHEN; NAYLOR,
2001). O mecanismo de inibi¢cdo se baseia na formagdo covalente de um aducto enzimatico
com residuos de cisteina presentes no sitio ativo da proteina alvo (JOHANSSON, 1992;
LIPSKY et al., 2001). Dentre as diversas aplicacdes do DSF, o seu efeito anti-proliferativo
tem sido relatado em linhagens celulares neoplésicas (LIU et al., 2012), bem como, inibidor
da replicagdo viral de HIV (MCDONNELL et al., 1997), entre outros.

Considerando que: 1) prolina ¢ um aminodcido abundante na urina do barbeiro, ii)
prolina estimula os processos de diferenciacdo tanto em formas intracelulares como em
aquelas mantidas in vitro (meio TAU), iii) prolina ¢ uma fonte geradora de ATP e facilita o
processo de invasdo celular e iv) prolina ¢ convertida em P5C pela TcPRODH na mitocondria
do parasita, cujos elétrons podem entrar na CTE via C-II; ficava por preencher o passo
enzimatico seguinte, catalisado pela TcPSCDH. Visto que o seus substrato, de natureza
aldeidica, ¢ altamente reativo e que também possui um papel relevante em outros processos
fisiologicos, além da conversdo em glutamato, partimos para a caraterizacdo da enzima
TcPS5CDH. Pelo anterior, acreditamos que a interferéncia nesta rota metabolica, via P5C, pode
alterar a homeostase da mitocondria, o que poderia contribuir a uma melhor compreensdo dos

mecanismos que o parasita utiliza para garantir a sua sobrevivéncia.

1.4 Objetivos

Gerais:
- Caracterizar a enzima TcP5SCDH do ponto de vista molecular e bioquimico, e,

determinar o seu papel funcional ao longo do ciclo de vida do parasita;

- Testar andlogos do substrato PSC como inibidores especificos da TcPSCDH
e avaliar as possibilidades desta enzima como alvo terapéutico para a infec¢ao

pelo T. cruzi;

Especificos:

- Clonar e caracterizar o produto génico para a enzima TcPSCDH;

- Determinar os parametros enzimaticos da TcP5SCDH;



45

Determinar a localizagao subcelular da enzima TcPSCDH no parasita;

Determinar os possiveis processos fisioldgicos onde a TcP5SCDH possa estar

envolvida;

Avaliar o efeito da interferéncia no metabolismo do P5C em T. cruzi;

Avaliar o papel do metabolismo de prolina, através da enzima TbPSCDH, na espécie

africana, 7. brucei, durante a infeccdo no seu hospedeiro vetor, a mosca tsé-ts¢.



CAPITULO 11
MATERIAIS E METODOS
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2.1 Analise in silico

2.1.1 Andlise da sequéncia primaria para a enzima TcPSCDH

Baseados em relatos anteriores sobre a existéncia de sequéncias de DNA putativas para
a enzima TcP5CDH no genoma do 7. cruzi (SILBER et al., 2005). foi realizada a busca na
base de dados de tripanossomatideos TRITRYPDB (trytripDB.org/tritrypdb/). A identidade

entre as sequéncias de aminoacidos foi comparada mediante o uso da ferramenta

CLUSTALW?2 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,

1994). A busca de dominios conservados foi realizada, individualmente, na base de dados

INTERPROSCAN (www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/). Pardmetros como: composicdo de

aminodcidos, massa molecular e ponto isoelétrico foram preditos mediante a ferramenta

ProtParam (www.web.expasy.org/protparam/).

2.1.2 Comparagdo da sequéncia de aminodcidos com enzimas do tipo P5SCDH de outras
espécies

A identidade da sequéncia primaria para TcPSCDH com proteinas ortdlogas presentes
em outras espécies também foi analisada. Assim, utilizou-se a sequéncia TcPSCDHI como
molde para realizar uma busca por similaridade (BLAST-P) na base de dados para proteinas

do NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando a matriz BLOSSUM-45. As sequéncias

proteicas utilizadas descrevem-se a seguir, indicando o cédigo de acesso, segundo o
identificador do gene (do inglés Geneinfo Identifier: GI), em paréntese: Trypanosoma cruzi
cepa CL-Brener (71657117), Trypanosoma cruzi cepa Sylvio (407849823), Trypanosoma
cruzi marinkellei (407410377), Trypanosoma brucei (71747036), Trypanosoma brucei
gambiense (261332327), Trypanosoma congolenese (342184024), Leishmania major strain
Friedlin (389592514), Leishmania mexicana (401414387), Leishmania donovani
(398009572), Leishmania braziliensis (154331587), Leishmania infantum (146075787),
Leishmania amazonensis (328833761), Glossina morsitans morsitans (110611283), Thermus
thermophilus  (55981547), Escherichia coli (468874), Saccharomyces cerevisiae
(151943981), Candida tenius (344233451), Droshopila melanoganster (20151468), Sodalis
glossinidius strain morsitans (85059221), Wigglesworthia glossinidia strain morsitans
(379009572), Wolbachia endosymbiont of D. Melanogaster (42520010473), Culex
quinquefasciatus (170042990), Dictyostelium purpureum (330798920), Xenopus laevis
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(148228402), Daphnia pulex (321479085), Tribolium castaneum (91084231), Ciona
intestinalis (198427016), Harpegnathos saltator (307200647), Mus musculus (26336725),
Homo sapiens (25777734), Macaca mulata (355557606), Thellungiella halophila
(312283557), Zea mays (293333403), Arabidopsis thaliana (18395300), Branchiostoma
floridiae  (260812990), Nematostella vectansis (156382238), Meleagris gallopavo
(326932468). As sequéncias foram alinhadas utilizando especificagdes padrdo do programa
MUSCLE e editadas manualmente. Apos isso, foi construida uma arvore filogenética
utilizando o método de inferéncia Bayesiana com 10 x 10° réplicas e sumarizagio do 75% dos
dados, suporte estatistico de probabilidade posterior, matriz de substituicdo JTT do programa

BEAST (LEMEY et al., 2010).

2.1.3 Analise de regioes funcionais presentes na enzima TcP5CDH

Para a predicdo de algumas caracteristicas funcionais da enzima TcPSCDH foram
aplicadas ferramentas bioinformaticas. Para isso, foi utilizada a sequéncia de aminoacidos
correspondente a sequéncia obtida para TcPSCDHI1 (codigo de acesso na base UniProt:
Q4DRTS). A busca de sequéncias putativas para direcionamento mitocondrial realizou-se
mediante o uso das ferramenta SIGNAIP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/),
PREDOTAR (http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html) e TARGETPI.1

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/. A busca de dominios transmembranais realizou-se

mediante 0 uso das ferramentas PHOBIUS

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web phobius/) e TMpred

(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html). A predi¢do da estrutura

secundaria para a TcP5CDH foi realizada mediante a ferramenta PSIPRED

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). A analise de hélices-alfa foi realizada através do

programa heliQuest (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/) (GAUTIER et al., 2008). Os possiveis

sitios cataliticos para a TcPSCDH foram identificados a partir da estrutura tridimensional
para a proteina de TtPSCDH (c6digo na base de dados do PDB: 2j40) (INAGAKI et al.,
2006).
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2.2 Microorganismos utilizados e condi¢des de crescimento

2.2.1 Trypanosoma cruzi

Este trabalho se realizou com culturas axénicas das principais formas proliferativas e
infectivas utilizando como modelo o clone 14 da cepa CL de 7. cruzi (BRENER; CHIARI,
1963).

2.2.1.1 Epimastigotas

As formas epimastigotas se mantiveram em fase exponencial de crescimento por
passagens sucessivas (cada 48 h a 28 °C) em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) que contém:
5 g I'' de infusdo de figado, 5 g I"' triptose, 4 g I"' cloreto de sodio, 0,4 g 1" de cloreto de
potassio, 8 g I'" de NaH,PO,, 2 g 1" de glicose, 10 g I"' de hemina dissolvida em 100 mM de
NaOH, ajustando o pH final a 7,2 e suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v) (SFB)
(Vitrocell™, Brasil) (CAMARGO, 1964).

2.2.1.2 Tripomastigotas metaciclicos

Para a diferenciacdo em formas metaciclicas se usaram formas epimastigotas no 3ro dia
de crescimento (5 x 10° células). As células foram centrifugadas (10 min a 850 x g),
ressuspensas em 25 ml de meio Grace’s (Gibco®) ajustado a pH final 6,0 sem adi¢do de SFB,
e incubadas a 28 °C em frascos de vidro estéreis durante nove dias. Apds este tempo, as
formas tripomastigotas metaciclicas foram purificadas mediante cromatografia de troca i6nica
utilizando uma coluna de DEAE-celulose (Sigma®™). Para isso, a resina se equilibrou com
tampao fosfato salino modificado (PBSG: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaH,POy, 2
mM KH>POj4, 4% de glicose ajustando a pH final 8,0). Os parasitas foram lavados 1 x e
ressuspensos em 3 ml de PBSG, como descrito previamente (TEIXEIRA; YOSHIDA, 1986).

2.2.1.3 Formas intracelulares obtidas pela infe¢do in vitro na linhagem CHO-k;

Para a obtencdo das formas intracelulares de 7. cruzi foram utilizadas células aderentes
da linhagem CHO-k;. As células CHO-k; foram mantidas em meio RPMI-1640 (Vitrocell™)
suplementado com 10% SFB (v/v), 0,15% NaHCO3 (p/v), 100 U ml™” penicilina, 100 pg ml”

estreptomicina e incubadas a 37 °C sob atmosfera umida de 5% de dioxido de carbono
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(BOD). Assim, 5 x 10° células ml" de CHO-k; foram incubadas até se aderirem na garrafa de
75 ecm’ e, posteriormente, estas foram infectadas com formas tripomastigotas mantendo uma
proporcao de 40:1 (tripomastigotas: célula CHO-k;). As formas tripomastigotas foram obtidas
a partir de estoques armazenados a — 80 °C em solu¢do de congelamento (7% DMSO v/v e
40% SFB v/v em meio RPMI). Os parasitas foram incubados com as células durante 3 h a 37
°C sob atmosfera de CO,, lavados 2 x com PBS estéril, seguido da adi¢do de meio RPMI
novo suplementado com 10% SFB (v/v). Apds 24 h de incubacdo a 37 °C, as células foram
lavadas 2 x com PBS, seguido da adi¢do de meio RPMI novo suplementado com 2% SFB

(v/v) e as garrafas foram transferidas a 33 °C sob atmosfera de CO,.

2.2.1.4 Amastigotas e epimastigotas intracelulares

Apobs o segundo e quarto dia de infeccdo sincronica em CHO-k; foram obtidas as
formas amastigotas e epimastigota intracelular, respectivamente (TONELLI et al., 2004). Para
a liberacdo das formas intracelulares, as células CHO-k; foram desgrudadas da garrafa pelo
tratamento (5 min a 37 °C) com 10% tripsina (v/v) e com a ajuda de raspador estéril. Em
seguida, foram acrescentados 10 ml de PBS suplementado com 10% SFB (v/v), e, a ruptura
das células CHO-k; foi feita pela adi¢do de 0,05% de dodecil sulfato de sodio (SDS) (p/v). A
suspensdo celular foi centrifugada (5 min a 480 x g) e o sobrenadante foi transferido a outro
tubo para ser centrifugado novamente (10 min a 4300 x g). O sedimento foi ressuspenso em

meio RPMI sem soro para posterior uso.

2.2.1.5 Tripomastigotas metaciclicos derivados de CHO-k;

As formas tripomastigotas de cultura foram coletadas do sobrenadante de garrafas
infectadas ap6s o sexto dia de infeccdo a 33 °C, tempo em que o parasita tem proliferado
intracelularmente e diferenciado até as células CHO-k; arrebentarem. Em todos os casos, a

densidade celular se determinou através da contagem microscopica em cdmara de Neubauer.

2.2.2  Trypanosoma brucei

O clone 29.13, da cepa 427, de T. brucei brucei foi utilizado para os ensaios de RNA de
interferéncia em formas prociclicas (fpc) (WIRTZ et al., 1999). A cepa 2T1 foi utilizada nos

ensaios com formas sanguicolas (fsc) mantidas in vitro. Formas fpc da cepa TSW196
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MSUS/CI/78/TSW196, clone A, foram utilizadas para a obtencdo das fpc derivadas de
infec¢do na mosca Glossina morsitans morsitans (PAINDAVOINE et al., 1986).

2.2.2.1 Formas prociclicas

As formas proliferativas, prociclicas, de 7. brucei foram cultivadas em meio SDM-79
(Gibco™) suplementado com 10% SFB (v/v), 2 g I NaHCO3, 7,5 mg I de hemina, 25 pg ml°
"higromicina, 15 pg ml"' G418, ajustado a pH final 7,3. A presenga do plasmideo utilizado
para os ensaios de RNAi (pZJM) confere resisténcia a fleomicina, sendo este adicionado na
selecdo dos parasitas transfectantes a uma concentragdo final de 2,5 ug ml™' (CROSS; KLEIN;
LINSTEAD, 1975). A densidade inicial foi de 2,5 x 10° células ml”, e as células foram

mantidas mediante passagens sucessivas a cada 48 h.

2.2.2.2 Formas sanguicolas

As formas infectivas, sanguicolas, da cepa 2T1, de T. brucei foram cultivadas em meio
HMI19 suplementado com 15% SFB (v/v) a 37 °C sob atmosfera imida de 5% CO,. A

densidade inicial foi de 5 x 10* células ml”, sendo o meio trocado a cada 40 h.

2.2.2.3 Formas derivadas da infecdo na mosca tsé-tsé

A obtencdo das formas do parasita presentes no hospedeiro invertebrado Glossina
morsitans morsitans foi realizada na colonia de moscas tsé-ts¢ da (LSTM, Liverpool, UK).
Para isso, o repasto sanguineo foi preparado apds dissolver um criotubo contendo
aproximadamente 4 x 10° de fsc da cepa TSW196 (derivada da infecgdo em ratos Wistar com
75% de parasitemia) em 5 ml de sangue desfibrinada de cavalo estéril (TCS Biosciences Ltd,
Buckingham, UK). As moscas, machos no periodo teneral (que ndo haviam recebido o seu
primeiro repasto sanguineo), foram alimentadas utilizando membranas de silicone (estéreis) a
37 °C. As moscas foram mantidas a 26 °C em 65 - 70% de umidade relativa. As formas de 7.
brucei presentes no intestino médio (im), proventriculo (pv) e glandulas salivais (gs) foram
obtidas mediante a dissecagdo e posterior visualizacdo microscopica dos individuos infectados
apos 9, 15 e 22 dias, respectivamente. Para o grupo naive (individuos que nunca foram
expostos a infec¢do pelo parasita) foi realizado o mesmo niimero de dissecagdes que o grupo

infectado.
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2.2.2.4 Extracdo de hemolinfa e dosagem de prolina livre

Amostras de hemolinfa a partir de moscas infectadas experimentalmente com formas
fsc de T. brucei foram coletadas em distintos intervalos de tempo durante o curso da infec¢do
no inseto. Para isso, as patas do inseto foram removidas através de um corte na regido
anterior, o que permitiu a liberagcdo da hemolinfa. Apoés isso, as amostras foram imersas em 40
ul de PBS gelado e agitadas vigorosamente. Em seguida, procedeu-se com a verificagdo da
infecdo do parasita mediante a dissecagdo, e, posterior visualizacdo microscopica das formas
presentes no intestino médio da mosca. As amostras de hemolinfa, a partir de moscas
infectadas foram separadas e 0 mesmo numero de amostras foi coletado a partir de individuos
naive. As moscas foram infectadas e alimentadas rotineiramente como descrito no paragrafo
anterior. A coleta das amostras foi realizada apds trés dias da alimentacdo para permitir a
digestdao da hemoglobina, o que pode interferir na deteccdo dos parasitas no trato digestivo.
Assim, amostras correspondentes ao tempo zero, 4 horas, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 dias apos a
infeccdo foram coletadas e armazenadas a - 80 °C para posterior uso. Apo6s concluido o
experimento, as amostras foram descongeladas e misturadas com 100 pl de PBS gelado. Os
tecidos da mosca foram separados mediante centrifugacdo (2 min a 600 x g) e o sobrenadante
foi entdo misturado com uma solucdo a 20% de 4cido tricloroacético (TCA) (p/v). As
amostras foram incubadas 1 h no gelo e centrifugadas (1 h, 15.000 x g a 4 °C). O
sobrenadante resultante (200 pl) foi utilizado no ensaio para a quantificagdo de prolina livre.

O ensaio para a dosagem de prolina livre foi realizado seguindo o protocolo descrito
previamente (BATES, 1973). Para isto, as amostras foram misturadas com 200 pl de acido
acético glacial e 200 pl de solucdo de ninidrina fresca (0,25 g de ninidrina em 6 ml de &cido
acético e 4 ml de H;PO4 6 M). A reacdo foi realizada sob fervura (1 h a 95 °C) e parada no
gelo. O complexo prolina — ninidrina foi separado mediante uma extragdo com 1 volume de
tolueno (agitada 20 s em vortex) e a fase aquosa foi transferida a placas de 96 pogos para a
leitura espectrofotométrica (Asyonm). O branco da reagdo foi uma solu¢dao de 200 pl de 10%
TCA em PBS. A concentrag@o de prolina foi determinada a partir de uma curva de calibracdo
feita com concentragdes pré-estabelecidas de L-prolina (0,5 — 100 uM) dissolvida em PBS.
Os valores finais foram determinados considerando o niimero de moscas utilizadas na

extracdo de hemolinfa (UM prolina por mosca).
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2.2.3  Saccharomyces cerevisiae

O modelo levedura foi utilizado para estudar a funcionalidade do gene 7cP5CDH. A
disponibilidade de um banco de leveduras mutantes (EUROSCARF, Alemanha), para genes
especificos, permite a andlise de sequéncias cuja fun¢ao ndo tem sido descrita. Além disso, S.
cerevisiae ¢ uma espécie de facil manipulacdo genética, onde podem ser aplicados diferentes
tipos de vetores e o fenodtipo dos mutantes pode ser facilmente avaliado em meios de
crescimento definidos.

A cepa selvagem S288c, referéncia nos estudos do genoma de S. cerevisiae, foi usada
como cepa tipo selvagem e crescida em meio enriquecido para levedura Yeast Peptone
Dextrose (YPD) que contém: 10 g I extrato de levedura, 20 g I peptona, 20 g "' D-glicose
(MORTIMER; JOHNSTON, 1986). A delecao do gene PUT2 (do inglés: Proline Utilization
2), o ortologo correspondente a TcP5SCDH em S. cerevisiae, foi realizada, previamente, pela
inser¢do do gene dominante Kan4MJX, que confere resisténcia a geneticina (G418) (BAUDIN
et al., 1993), no locus especifico para a ORF PUT2, presente no cromossoma VII da levedura
(BRACHMANN et al., 1998). O anterior resultou na cepa mutante YHRO37w (defeituosa no
gene PUT?2), que ¢ derivada geneticamente da linhagem BY4741, sendo este um mutante
diploide homozigoto para o gene PUT2 (ver quadro 1 com a descrigdo dos genotipos). Apesar
da mutagio APUT2, a cepa se mantém viavel no meio YPD suplementado com 300 pug ml”
de G418.

Os mutantes derivados da linhagem BY4741 apresentam auxotrofias adicionais que
podem ser usadas como marcadores de sele¢do na andlise fenotipica (ver quadro 1). Devido a
que a avaliacdo do fenotipo, para os mutantes APUT2 e a cepa complementada com o gene
em estudo, consiste na capacidade exibida pela levedura para crescer num meio definido cuja
fonte de nitrogénio ¢ a L-prolina, foi necessario reestabelecer a funcionalidade das auxotrofias
para os genes HIS3 e LEU?2 (detalhes da manipulagdo de levedura na se¢ao 2.3.1.7). Caso
contrario, a adicdo desses aminoacidos no meio de cultura poderia interferir na avaliacdo
fenotipica para APUT2 (GODARD et al., 2007). Dessa forma, a levedura APUT2 usada como
controle terd o gendtipo: HIS3', LEU2" ¢ URA3"; este tltimo devido a presenca do vetor
pYES cujo marcador de sele¢do em levedura ¢ a expressdo do gene URA3.

O crescimento das leveduras em meio sintético completo (SC) permite a selecdo dos
transformantes positivos sob a auséncia do aminoacido de interesse. O meio SC URA" esta

composto de: 50 mg I"' fenilalanina, 100 mg 1" triptofano, 100 mg I glutamato, 100 mg 1"
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aspartato, 100 mg 1" valina, 20 mg I"' arginina, 20 mg 1"' metionina, 30 mg I"' tirosina, 30 mg
I"" isoleucina, 30 mg 1" lisina, 200 mg 1" treonina, 375 mg I"' serina, 50 mg I"' adenina e
0,67% de bases nitrogenadas sem adigio de aminoacidos (p/v) (Amresco™), ajustando-o meio
a um pH final de 6,0 e suplementado com 1,5% agar-base (p/v). Apods a esterilizagdo, o meio
foi suplementado com 2% galactose estéril (p/v), usada como fonte de carbono
(LUNDBLAD; STRUHL, 2003). A avaliacao da funcionalidade do gene TcP5CDH no ensaio
de complementagio foi feita no meio sintético depletado (SD) contendo: 20 mg I"' metionina,
0,17% de bases nitrogenadas sem adicdo de aminodcidos nem sulfato de amonio (p/v), 2%
galactose (p/v), e, 10 mM de L-prolina ou 0,5% de uréia (p/v), como as unicas fontes de

nitrogénio.

Quadro 1 - Descri¢ao das cepas de levedura, utilizadas neste estudo, com os seus
correspondentes genotipos.

Cepa origem Nome Plasmideos inseridos Gendtipo

S288¢ WT T MATa; SUC2; gal2; mal; mel; flol; flo8-1; hapl; ho; biol

MATao; HIS3A1; LEU2A0; MET15A0; URA3AO;

APUT2 nenhum YHRO37w::KANMX4
BY4741 el pYEp351, pYES-HIS3 MATa; MET15A0; YHRO37w::KANMX4
TeP5CDH pYEp351, pYES-HIS3, pYES-TcP5CDH MATao; METI5A0; YHRO37w::KANMX4; TcP5CDH

2.2.4 Escherichia coli

Dois tipos de cepas de E. coli foram utilizadas no trabalho. A cepa DH50™ foi
utilizada para os experimentos de clonagem do DNA. Esta cepa apresenta o gendtipo: F
©80lacZAM15 A(lacZYA-argF)UI69 recAl endAl hsdR17(rk, mk") phoA supE44 thi’
gyrd496 relAl ) , e € utilizada rotineiramente no ensaio de a-complementacdo para selecao
dos transformantes brancos/azuis ou pela resisténcia ao antibidtico de selecado.
Adicionalmente, a cepa Bacteriophage lambda Lysogen with bacteriophage 21 immunity,
conhecida como BL21(DE3) (Stratagene®, USA), foi utilizada nos ensaios de expressdo da
proteina recombinante. Esta cepa apresenta o gen6tipo: F~ dem ompT hsdS(r m’) gal M(DE3),
e tem a vantagem de ser deficiente nas proteases lon e ompT, o que evita a protedlise do

produto de expressdao. Além disso, a cepa BL21(DE3) permite a expressio da RNA
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polimerase T7, codificada no fago ADE3, sob a regulagdo do promotor lacUV5 (STUDIER;
MOFFATT, 1986).

A cepa BL21(DE3) apresentou uma modificagdo adicional. Esta cepa foi transformada
com o plasmideo pGro7 (Takara®, Bio Inc.) que codifica para as proteinas chaperonas groES
e groEL. Este plasmideo confere resisténcia a cloranfenicol e contém o promotor araB que
regula a expressao dessas chaperonas. Este promotor ¢ ativado pela adi¢do de L-arabinose ao
médio de cultura. A cepa BL21(DE3) pGro7 foi gentilmente cedida pela Prof. Dra. Cristina
Nowicki (Universidad de Buenos Aires).

As cepas bacterianas utilizadas foram crescidas em meio base Luria Bertani (LB)
composto de: 10 g "' triptona, 10 g 1" NaCl, 5 g I"' extrato de levedura, suplementado com 2%
agar-base (p/v) para o meio so6lido. Quando necessdrio foram adicionados os antibidticos
correspondentes a concentragdes finais de: 100 pg ml"' ampicilina (LB-A), 30 pg ml’
canamicina (LB-K), ou 20 pg ml™ de cloranfenicol (LB-K+C). As bactérias foram crescidas a
37 °C e 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.

2.3  Manipulagio do DNA

2.3.1 Clonagem da ORF TcP5CDH

2.3.1.1 Extracdo de DNA gendémico do T. cruzi

A clonagem dos fragmentos de interesse foi realizada utilizando DNA genomico
purificado a partir de formas epimastigotas. Os parasitas (5 x 10’ células ml™") foram lavados
duas vezes com PBS gelado mediante centrifugagdo (10 min, 5.000 x g a 4 °C). O precipitado
celular foi ressuspenso em 200 pl de tampao de lise TES (200 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA,
1% SDS p/v, ajustado a pH final 8,0) acrescentado com 200 pg ml"' de Proteinase-K
(QUIAGEN®, Alemanha) e incubado a 56 °C durante 40 min. Ap6s desse tempo, a amostra
foi tratada com 25 pg ml" de RNAse A (Fermentas®, Lituania) e incubado por 1 h a 37 °C. O
DNA foi extraido da amostra mediante a adigdo de 1 volume de solucdo de
fenol/cloroféormio/alcool isoamilico (25:24:1 v/v) e misturado por inversdo. A separacdo do
DNA foi realizada mediante centrifugagdo (5 min, 12.000 x g a 4 °C). O sobrenadante, fase

aquosa contendo o DNA, foi acrescentado com 1 volume de cloroférmio misturando por
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inversdo e centrifugado novamente. O sobrenadante foi transferido a um tubo novo e o DNA
foi precipitado pela adi¢cdo de 1/10 volumes de 3 M acetato de sodio, pH 5,2, e 3 volumes de
EtOH absoluto. O DNA foi precipitado por centrifuga¢do (15 min, 12.000 x g), seguido de
uma lavagem com 70% EtOH(v/v). O precipitado foi secado a temperatura ambiente e 0 DNA

ressupenso em 100 pl de tampao TE (10 mM Tris-HCL, pH 7,6 ¢ 1 mM EDTA).

2.3.1.2 Verificacdo da integridade do DNA

O DNA foi analisado mediante a densidade 6tica (DO) obtida a 260 e 280,m. Segundo o
descrito por (SAMBROOK, 2001), considera-se que 1 unidade de absorvancia (UA) a DOxe
am corresponde a 50 pg ml”' de DNA. O valor a DOsgo nm corresponde a absorvancia de
proteinas contaminantes na amostra. Portanto, a razdo de absorvancia, entre as leituras a
260/280 nm, ¢ um indicativo da pureza do DNA. A amostra foi considerada pura quando este
valor encontrava-se entre 1,8 - 2,0. As leituras foram realizadas com o espectrofotometro
NanoDrop2000/2000c, software versao 1.4.2 (Thermo, Scientific), utilizando tampao TE
como amostra de referéncia.

Para a verificagdo do tamanho e integridade dos fragmentos de DNA, as amostras foram
resolvidas sob eletroforese em gel de agarose. Para isto, o gel foi preparado em concentragdes
de agarose que variam entre 0,8 — 2% (p/v) dissolvidas em tampao Tris-Acetato-EDTA 1x
(TAE: 40 mM Tris, | mM EDTA, ajustando a pH final 8,0 com 4cido acético), acrescentado
com 0,5 ug ml"' brometo de etideo. O tamanho do poro no gel diminui quando a concentragio
de agarose ¢ aumentada, portanto, a separacdo de moléculas de DNA cujo tamanho era > 5 Kb
foi realizada em geis ao 0,8%, enquanto que moléculas entre 100 — 600 pb foram separadas
em géis ao 2% (p/v). As amostras de DNA foram diluidas em tampao de amostra 6 x (0,25%
de azul de bromofenol p/v, 0,25% xileno cianol p/v e 20% glicerol v/v) e aplicadas no gel.
Como padrio de peso molecular foi utilizado o 1Kb DNA Plus ladder (Fermentas®, Lituania).
A corrida eletroforética foi realizada aplicando uma voltagem de 115 V e os fragmentos de
DNA foram visualizados sob a luz ultravioleta utilizando um transiluminador Benchtop UV

transiluminator (UVP).
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2.3.1.3 Amplificacdo do DNA e clonagem no vetor tipo-T

A amplificacdo do fragmento de DNA 7cP5CDH]1 foi realizada mediante a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando, inicialmente, os oligonucleotideos Tcl
(quadro 2). Para isso, foram preparadas reagdes contendo: 30 ng de DNA gendmico da cepa
CL-14 de T. cruzi, 1X de tampéo para Tag Polimerase sem MgCl, (Fermentas®, Lituania), 1,5
mM de MgCl,, 0,2 uM de dNTPs, 20 pmoles de cada oligonucleotideo (Tcl), 1 U de Tag
DNA Polimerase (Fermentas®, Lituania) e H,O mili-Q gsp 25 pl. Como controle negativo foi
usado agua ao invés de DNA na amostra. As condigdes de amplificacdo foram: 1)
desnatura¢do inicial a 95 °C por 3 min, seguido por 35 ciclos de 2) desnaturacdo a 95 °C por
30 s, 3) anelamento a 60 °C por 30 s, 4) amplificagcdo a 72 °C por 90 s e 5) extensdo final a 72
°C por 10 min.

O fragmento de interesse foi purificado do gel de agarose utilizando o kit comercial
OIAquick DNA gel extraction (QUIAGEN®, Alemanha) e, posteriormente, quantificado
segundo a razdo de absor¢do a 260/280 nm. Apos disso, 84 ng do produto 7cP5CDH
purificado foram ligados em 50 ng do vetor pGEM T-Easy (razdo molar 3:1, de inserto: vetor)
utilizando 1 U de T4 DNA ligase (Promega®, USA) e 1X do tampdo ligase, seguindo

indicagdes do fabricante.

2.3.1.4 Preparacdo de bactérias quimiocompetentes

A clonagem dos fragmentos de DNA foi realizada em bactérias quimiocompetentes da
cepa DHSa de E. coli. Para as células se tornarem competentes foi utilizado o método de
cloreto de calcio (SAMBROOK, 2001). Assim, uma colonia bacteriana foi transferida a meio
LB liquido e crescida durante 16 h a 37 °C sob agitagdo constante a 200 r.p.m. O pré- indculo
obtido foi diluido 1:100 em meio LB liquido e incubado até atingir uma DOggonm = 0,5 UA.
Nesse ponto, as células foram transferidas a tubos plasticos estéreis e incubadas 10 min no
gelo. As células foram coletadas por centrifugacdo (1770 x g por 5Smin) e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi ressuspendido com 50 ml de 100 mM CaCl, gelado, e as células
foram incubadas no gelo por 30 min. Este passo foi repetido por mais uma vez. O precipitado
resultante foi ressuspendido em 3 ml de 100 mM CaCl, gelado acrescentado de 140 pl de
DMSO e incubado no gelo por 15 min. As células foram distribuidas em aliquotas de 200 ul

em tubos de 1,5 ml estéreis, congeladas utilizando nitrogénio liquido e armazenadas a -70 °C.
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2.3.1.5 Transformacédo de bactérias quimiocompetentes

As aliquotas de células competentes armazenadas a -70 °C foram descongeladas no gelo
e misturadas com 5 pl do produto de ligacdo ou 50 ng de DNA plasmidial. A suspensdo
celular foi incubada por 20 min no gelo e, posteriormente, procedeu-se com a inser¢ao do
DNA através do choque térmico (75 s a 42 °C). Em seguida, as células foram incubadas,
novamente, durante 5 min no gelo. Apoés isso, as células foram recuperadas pela adicdo de
900 pl de meio SOC (2% triptone p/v, 0,5% extrato de levedura p/v, 10 mM NacCl, 2,5 mM
KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO, 7H,0 e 20 mM de glicose) e incubadas durante 50 min a
37 °C sob agitacao constante (200 r.p.m). As células foram centrifugadas (5 min a 3000 x g) e
o precipitado foi ressuspenso em 100 pl de meio LB fresco. Para o isolamento dos
transformantes, as células foram plaqueadas no correspondente meio sélido durante 16 h a 37
°C.

No caso da transformacdo com a constru¢do pGEM-TcP5CDH, as placas de meio LB-A
solido foram suplementadas com 20 pug ml” do substrato cromégeno 5-bromo-4-cloro-3-
indolil B-galactopiranosideo (x-ga/) e 1 mM de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG)
para a realizacdo do teste de brancas e azuis. As colonias que ndo possuem o inserto no sitio T
do gene lacZ, expressardo funcionalmente a enzima [-galactosidasa devido ao fenomeno de
alfa-complementacdo do gene lacZ. A expressdo de lacZ ¢é controlada pelo operon /ac, sendo
induzida pela adicdo de IPTG ao meio de cultura. A atividade B-galactosidase pode ser
verificada pela degradacdo do substrato x-ga/ cujo produto formado ¢ insolivel no meio e
apresenta uma coragdo azul. Assim, as colOnias brancas, cujo inserto interrompe o gene lacZ,
serdo consideradas como positivas e serdo usadas para a verificagdo da presenga do vetor

(SAMBROOK, 2001).

2.3.1.6 Extracdo de DNA plasmidial

O DNA dos clones bacterianos selecionados foi extraido pelo método de lise alcalina. A
extracdo a pequena escala foi feita a partir de uma colonia crescida em 3 ml de meio LB
liquido suplementado com o antibidtico de selegdo em bactéria. As células foram coletadas
por centrifugagdo (20 s a 14.100 x g), ressuspensas em 100 pl da solu¢do GTE (25 mM Tris-
HCI, 50 mM glicose, 10 mM EDTA, ajustada a pH final 8,0, acrescentada com 100 pg ml™

RNAse-A) e incubadas por 5 min a temperatura ambiente. Em seguida, foram acrescentados
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200 pl da solugdo NaOH/SDS (200 mM NaOH, 1% SDS p/v), misturada por inversdao e
incubada durante 5 min no gelo. A reagdo foi equilibrada pela adi¢ao de 150 pl de solugao de
acetato de potéssio (5 M acetato de potassio, pH 4,8), misturada vigorosamente e incubada
por 5 min no gelo. Os 4cidos nucléicos foram separados por centrifugag¢do (3 min a 14.100 x
g) e o sobrenadante transferido a um tubo novo. O DNA foi precipitado pela adi¢ao de 800 pl
de 95% EtOH (v/v) e incubado durante 2 min a temperatura ambiente. A amostra foi
centrifugada, o precipitado foi lavado com 1 ml de 70% EtOH (v/v) e centrifugado,
novamente, como no passo anterior. O precipitado foi secado a temperatura ambiente e o
DNA dissolvido em 30 pl de H,O mili-Q estéril. A integridade do DNA foi analisada como

descrito na se¢do 2.3.1.2.

2.3.1.7 Transformacao de leveduras

A inser¢do do DNA plasmidial, utilizado na transformacao das leveduras anteriormente
mencionadas, foi realizada seguindo o descrito previamente (GIETZ; SCHIESTL, 2007). A
partir de uma colonia de levedura isolada em meio YPD-G418 so6lido, esta foi transferida a 3
ml de meio liquido e incubada durante 16 h a 30 °C sob constante agitacdo (200 r.p.m). A
densidade celular foi determinada pela DOgoo nm, onde 0,1 UA correspondem a 1 x 10° células
ml™”, sendo entdo transferidas 2,5 x 10°® células a 50 ml de meio liquido 2X-YPD-G418 e
incubadas a 30 °C até atingirem uma densidade celular de 2 x 107 células ml™ (aprox. 4 h).
Em paralelo, um estoque 2 mg ml”' de esperma de salmdo desnaturada (5 min a 95 °C) foi
descongelada para ser usada como carregador do DNA (SScDNA). As células foram
coletadas por centrifugacdo (5 min, 3.000 x g a 4 °C), o precipitado foi lavado com 25 ml de
H,0 mili-Q estéril e centrifugado novamente. Este passo foi repetido mais uma vez, sendo o
precipitado ressuspenso em 1 ml de H,O mili-Q e transferido a um tubo de 1,5 ml estéril. As
células foram distribuidas em aliquotas de 100 pl dependendo do numero de transformagdes.
As células foram centrifugadas (30 s, 13,000 x g) e a agua foi removida com a micropipeta.
Ap0s isso, as células foram ressuspensas na mistura de transformagao (240 pl 50% PEG 3350
v/v, 36 ul acetato de litio 1 M, 50 pul SScDNA, 34 ul do DNA plasmidial dissolvido em H,O
mili-Q estéril), misturadas vigorosamente e incubadas por 40 min a 42 °C. Apos esse tempo,
as células foram centrifugadas (30 s, 13,000 x g) e o precipitado foi ressuspenso em 100 pl de

H,0 mili-Q estéril para serem plaqueadas nos correspondentes meios solidos.
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Primeiramente, a cepa APUT2 foi transformada com o plasmideo pYEp351, que
restaura a auxotrofia para leucina. Os transformantes LEU2" foram selecionados em meio
SC'* """ A levedura resultante APUT2 LEU2" foi entdo transformada com a construgio
pYES-HIS3 que restaura a auxotrofia a histidina, e cuja sele¢io foi feita no meio SC'®* " s,
A cepa resultante APUT2 LEU2" HIS3", aqui chamada ‘controle’ (quadro 1) foi usada na
transformagdo seguinte com a construcdo pYES-TcP5CDH, e a sele¢do foi feita no meio
g(leu- ura- his- prol+

. Em todos os casos foi seguido o mesmo protocolo de transformacdo. As

placas foram incubadas a 30 °C até a aparicdo dos transformantes.

2.3.1.8 Extracdo de DNA plasmidial de levedura

As leveduras foram crescidas em 25 ml de meio YPD-G418 durante 24 h a 30 °C. As
células foram coletadas por centrifugacao (10 min, 3.000 x g a 4 °C) e ressuspensas em 10 ml
de H,O mili-Q. Ap6s uma nova centrifugacdo, as células foram ressuspensas em 3 ml de
tampao SED (0,9 M sorbitol, 0,1 M EDTA, 50 mM DTT, ajustado a pH final 7,5). A enzima
zimolase (0,25 mg zimolase em 200 ul de 0,9 M sorbitol) foi adicionada as células, e a
mistura incubada durante 1 h a 37 °C sob constante agitacdo. A confirmagdo da formacao de
esferoplastos foi verificada mediante a visualizagdo microscopica, considerando entre 80-90%
das células que apresentavam uma cor escura. Os esferoplastos foram centrifugados (10 min,
3.000 x g a 4 °C) e o sobrenadante foi descartado cuidadosamente. O precipitado foi
ressuspenso em 3 ml de 50 mM Tris-HClL, 50 mM EDTA, pH 8,0 mediante pipetagens
sucessivas. Uma solucdo de 1% SDS (p/v) foi adicionada e deixou-se incubando a 65 °C por
30 min. A mistura foi neutralizada pela adi¢do de 5 M de acetato de potassio, incubados por
60 min no gelo, e centrifugados (15.000 x g, 30 min a 4 °C). O sobrenadante foi misturado
com 4 ml de EtOH absoluto e os acidos nucléicos foram precipitados por centrifugacdo
(10.000 x g, 10 min a 4 °C). O precipitado foi lavado com 70% EtOH (v/v) e centrifugado
novamente. O precipitado foi secado, ressuspenso em 300 pl de TE e incubado 10 min a 42
°C para favorecer a solubilizagdo. O RNA foi removido da amostra, pelo tratamento com
DNAse-free RNAse A (Fermentas®, Lituania), e incubada 30 min a 37 °C. Uma extrago
adicional com fenol/cloroférmio (1:1), misturada por inversdo e centrifugada (15.000 x g, 10
min), foi realizada. O DNA foi precipitado pela adigdo de 15 pl de 3 M acetato de sodio e
900 pl de isopropanol. Uma lavagem com 70% EtOH (v/v) foi realizada e o precipitado foi
secado a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspenso em 100 pl de tampao TE, pH 7,5.
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O DNA obtido foi utilizado para a transformacao de bactérias DHS5a crescidas em LB-
A. O DNA plasmidial resultante dos transformantes bacterianos foi utilizado para posterior

andlise por sequenciamento.

2.3.2  Sequenciamento do DNA

A identificagdo e confirmacdo dos fragmentos de DNA foi realizada mediante o método
de terminagdo da cadeia descrito previamente (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977).
Para isto 100 ng de DNA plasmidial foram misturados com 0,75 pl do reagente Big Dye®
Terminator v3.1 (Applied Biosystems®), 1,25 ul do tampao Save Money (200 mM Tris-HCI,
pH 9,0, 5 mM MgCl,), 5 pmoles dos oligonucleotideos universais (M13f/M13r/T7f/T7r), ou
oligonucleotideos especificos (ver quadro 2), e H,O mili-Q gsp 10 pl. As condi¢des de
amplificacdo foram: 1) desnaturacdo inicial a 96 °C por 1 min, seguida de 30 ciclos de 2)
desnaturacdo a 96 °C por 15 s, 3) anelamento a 50 °C por 15 s e 4) amplificacdo a 60 °C por 4
min.

As amostras de DNA foram precipitadas pela adi¢ao de 90 pl de 66% isopropanol (v/v),
homogeneizadas cuidadosamente, incubadas a temperatura ambiente por 15 min e
centrifugadas (20 min, 15.300 x g). O sobrenadante foi descartado com a micropipeta e 150 pl
de 75% isopropanol (v/v) foram adicionados em cada amostra. As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas (10 min a 15.300 x g). O sobrenadante foi descartado, e o
DNA precipitado foi secado a temperatura ambiente protegido da luz. O DNA foi armazenado
a -20°C para posterior uso. As amostras foram ressuspensas em 10 pl de formamida (Applied
Biosystems, Inc. USA), desnaturadas durante 3 min a 95 °C e incubadas 2 min no gelo. Apods
isso, as amostras foram submetidas ao sequenciador automatico ABI PRISM® 3100 Gene
analyzer (Applied Biosystems, Inc. USA) operado através do programa ABI Prism 3100 Data
collection v1.1. As sequéncias obtidas foram comparadas contra as bases de dados disponiveis

para DNA de tripanossomatideos mediante a busca por similaridade (BLASTN)

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). O alinhamento e edi¢cdo das sequéncias foi realizado

mediante as ferramentas disponiveis do pacote DNAStar™ v4.0 para Windows.
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Quadro 2 - Sequéncias de oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Oligonucleotideo Sequéncia 5" — 3 Descricdo
Tcl-S BamHI GGATCCATGTTACGTCGCACACTGC Clonagem da ORF TcP5CDH
Tcl-AS Xhol CTCGAGCTAAACAAACAGGCGGTC Clonagem da ORF TcP5CDH
Tc2-AS Xhol CTCGAGAACAAACAGGCGGTC Clonagem da ORF TcP5CDH (stop-)
Te3-S ATGCTTGGTGTGCACGAACA Fragmento de TcP5CDH para gRT-PCR
Tc3-AS CATCGATAACGGCGCACATA Fragmento de TcP5CDH para gRT-PCR
Tcgapdh-S GTGGCAGCACCGGTAACG Gene normalizador gRT-PCR
Tcgapdh-AS CAGGTCTTTCTTTTGCGAATAGG Gene normalizador gRT-PCR
Tbp5cdh5’-S Xhol CTCGAGATGCTTCGCCGTACGTTGC Fragmento de DNA para ensaios de RNAi
TbpScdh5’-AS Hindlll | AAGCTTCACCGAAAATCGAAGGAAGTCGC | Fragmento de DNA para ensaios de RNAi
M13-S GTAAAACGACGGCCAGT Sequenciamento de DNA (pGEM T-Easy)
MI13-AS AACAGCTATGACCATG Sequenciamento de DNA (pGEM T-Easy)
T7-S TAATACGACTCACTATAGGG Sequenciamento de DNA (pYES / pZIM / pTEX)
T7-AS GCTAGTTATTGCTCAGCGG Sequenciamento de DNA (pET24a+)
P5C-int CGAAGTGGCGCTACACTTC Sequenciamento de TcP5CDH
P5C-5° GACAATGTTATTCGCCGCAC Sequenciamento de TcP5SCDH
intGAPDH GCCCCTACCCACAACAACTACTC PCR confirmatério em pTEX-TcPSCDH

Os sitios de restri¢do indicam-se sublinhados. S: oligonucleotideo sense, AS: oligonucleotideo
antisense. Stop-: corresponde ao oligonucleotideo cuja trinca de bases de parada foi removida. gRT-
PCR: andlise por PCR em tempo real quantitativa.

2.3.3  Sub-clonagem da ORF TcP5CDH em vetores especificos

2.3.3.1 Construcao pYES-TcP5SCDH

O fragmento 7cP5CDH (1686 pb) foi inserido nos sitios de restrigdo BamHI e Xhol do
vetor pYES2 (Invitrogen'", USA). Para isto, 3 pg da constru¢io pGEM-TcP5CDH foram
digeridos com 3 U das endonucleases Fast BamHI ¢ Xhol (Fermentas®, Lituania) durante 15
min a 37 °C e inativada por desnaturagdo térmica (10 min a 65 °C). Do mesmo modo, 3 pg do
vetor pYES2 vazio (Invitrogen™", USA) foram linearizados com 3 U das enzimas Fast digest
BamHI e Xhol (Fermentas®, Lituania). Os fragmentos foram resolvidos em gel de agarose e
purificados como descrito na se¢do 2.3.1.3. Para a reagdo de ligagdo foram utilizados 71 ng do
inserto 7cP5CDH digerido, 50 ng do vetor pYES2 linearizado (razdo molar 5:1 de inserto:
vetor), 1 ul da enzima T4 DNA ligase (Fermentas®, Lituania), 1X de tampdo ligase
(Fermentas®, Lituania) e H,O gsp 10 pl. A reacgio de ligagdo foi incubada durante 16 h a 4 °C.
A transformagdo bacteriana foi realizada na cepa DH5a meio LB-A para a selecdo dos clones.

Cinco clones, selecionados aleatoriamente, foram utilizados para a analise do DNA mediante



63

digestdo com endonucleases de restricdo e sequenciamento com T7-S. Um clone positivo foi

utilizado nos ensaios de complementacdo funcional em levedura.

2.3.3.2 Construcao pYES-HIS3

O fragmento de DNA HIS3 foi liberado do plasmideo pMA 210 mediante o corte com a
enzima de restricdo BamHI e inserido no sitio correspondente do vetor pYES. Cinco pug do
plasmideo pYES (vazio) foram digeridos com 5 U da enzima BamHI durante 30 min a 37 °C.
A reacdo foi inativada por denaturagdo térmica (10 min a 65°C) e o DNA foi purificado do gel
de agarose. O vetor digerido foi tratado com 0,1 U de Calf Intestinal Alcaline Phosphatase
(CIAP) (Fermentas®, Lituania), 5 ul de 1X tampdo CIAP e H,O qsp 50 pl. O DNA foi
separado mediante uma extracdo com fenol/cloroférmio e precipitado com AcNa/EtOH, como
descrito na sec¢do 2.3.1.1. Para a reagdo de ligagdo, 20 ng do vetor pYES linearizado e tratado
com CIAP, foram misturados com 45 ng do fragmento HIS3 digerido com BamHI, 1 U de T4
DNA ligase ¢ 1X de tampdo ligase (Fermentas®, Lituania), e incubados 16 h a 4 °C. A

transformacdo bacteriana foi realizada e analisada como descrito no anterior paragrafo.

2.3.3.3 Construcao pET24-TcP5SCDH

Para a expressdo da proteina recombinante TcPSCDH em bactéria, o fragmento de DNA
TcP5CDH (1686 pb) foi inserido nos sitios de restricio BamHI e Xhol do vetor pET24 a(+)
(Novagen®, USA). Também, foi necessaria a remogdo da trinca de bases para o codon de
parada presente no oligonucleotideo reverso Tc2-AS (quadro 2). Essa modificagdo permite a
fusdo da etiqueta de seis histidinas no extremo carboxila-terminal da TcPSCDH. A digestdo
do inserto foi realizada com 0,4 pg do produto de PCR TcP5CDH (stop”) com 1U de BamHI e
Xhol, resolvido em gel de agarose, purificado e ligado nos correspondentes sitios de restricao
do plasmideo pET24a(+). A reacdo de ligacdo foi realizada utilizando 25 ng do vetor
pET24a(+) e 94 ng do inserto 7cP5CDH (stop’) (razdo molar 6:1), como descrito
anteriormente.

A transformagdo bacteriana foi realizada na cepa DH5a em meio LB-K para a sele¢ao
dos clones. Cinco clones, selecionados aleatoriamente, foram utilizados para a andlise do
DNA mediante digestdio com endonucleases de restricdio e sequenciamento com oS

oligonucleotideos T7-S/T7-AS/P5C-3’/P5C-int. Apos a identifica¢do do fragmento 7cP5CDH
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(stop"), e, verificagdo da presenca e orientacdo, in frame, da etiqueta de histidinas fundido a
enzima TcPSCDH, procedeu-se com a transformagdo na cepa para expressdo proteica. Para
isto, 20 ng de DNA plasmidial foram inseridos em células quimiocompetentes da cepa BL21
(DE3) pGro7 mediante choque térmico. A selecdo dos transformantes foi feita em meio LB-

K+C e armazenados a -80 °C para posterior uso.

2.3.3.4 Construcao pTEX-TcP5SCDH

Para a expressdo de uma copia ectdpica da ORF TcP5CDH no T. cruzi foi utilizado o
plasmideo pTEX (KELLY et al., 1992). Para isto, o fragmento de DNA TcP5CDH foi
liberado da constru¢ao pYES-TcP5CDH com as enzimas BamHI e Xhol e ligado nos mesmos
sitios de restricdo do vetor pTEX, utilizando uma razdo molar de 6:1. A transformagdo
bacteriana foi realizada na cepa DH50 em meio LB-A para a selecdo dos clones. Cinco
clones, selecionados aleatoriamente, foram utilizados para a analise do DNA mediante
digestdo com endonucleases de restricdo e sequenciamento com o oligonucleotideo T7-S. O
clone positivo pTEX-TcP5CDH foi crescido em 150 ml de meio LB-A para a extracdo do
DNA plasmidial pelo método de lise alcalina em maior escala (maxiprep), seguindo

indicagdes do fabricante Invisorb (Invitek”™, Alemanha) Plasmid Maxi kit.

2.3.3.5 Construcio pZJM-Tb5’P5CDH

Para ensaios de interferéncia no RNA foi utilizado o vetor pZJM. Este vetor apresenta
duas regides promotoras do tipo T7, com orientagdes opostas, em ambas extremidades do
fragmento de interesse. Assim, uma dupla fita de RNA seréd transcrita, sob a indug¢do de
tetraciclina no meio, a partir do fragmento clonado no pZJM. O RNA de dupla fita serd
utilizado como substrato pela maquinaria de degradacdo do RNA e, portanto, o gene de
interesse sera silenciado ao nivel transcricional (WANG et al., 2000). Um fragmento de 480
pb correspondente a regido 5’ da ORF TbP5SCDH (niimero no TritrypDB: Tb10.70.4280) foi
amplificado por PCR utilizando DNA gendmico de formas prociclicas da cepa 427-29.13 e
clonado no vetor pGEM T Easy. O fragmento foi liberado do vetor mediante o corte com as
endonucleases Xhol e Hindlll, para posteriormente, ser ligado nos mesmos sitios do vetor
pZJM. A digestdo do vetor pZIM com Xhol e Hindlll remove o fragmento da alfa-tubulina
(aprox. 700 pb), permitindo a inser¢do do fragmento 7h5'PSCDH. A transformacdo
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bacteriana foi realizada na cepa DH50 em meio LB-A para a selecdo dos clones. Cinco
clones, selecionados aleatoriamente, foram utilizados para a analise do DNA mediante
digestdo com endonucleases de restricdo e sequénciamento com o oligonucleotideo T7-S. O
clone positivo pZJM-Tbh5’P5CDH foi crescido em 150 ml de meio LB-A para a extragdo do
DNA plasmidial pelo método de lise alcalina em maior escala, utilizando o Plasmid Maxi kit

(maxiprep), seguindo indicagdes do fabricante Invisorb® (Invitek, Alemanha).

Quadro 3 - Descri¢ao de plasmideos utilizados no trabalho.

Vetor Descrigdo Origem
pGEM T-Easy | Plasmideo do tipo ‘T ‘usado para clonagem de produtos de PCR Promega®
Pyes | Plasmideo usado para ensaios de complementagdo funcional em leveduras mutantes InVitrogen®
pYEp351 | Plasmideo usado para complementacdo da auxotrofia LEU2 propria da linhagem BY4741 (HILL et al., 1986)

de levedura
pMA210 | Plasmideo usado para complementacdo da auxotrofia HIS3 propria da linhagem BY4741 (MA; PTASHNE, 1987)

de levedura

pET-24a(+) | Plasmideo usado para expressdo de TcPSCDH-6xHis em E. coli Novagen®
pTEX | Plasmideo usado para expressdo de uma copia ectopica de TcP5SCDH no T. cruzi (KELLY etal., 1992)
pZJM | Plasmideo usado para indugdo de RNA dupla fita nos ensaios de RNA de interferéncia (WANG et al., 2000)
no I. brucei

Tipo ‘T’: contém duas extremidades coesivas com uma timidina livre que permite a
complementaridade com a ‘A’ do fragmento de PCR

2.4  Manipulagio de RNA

2.4.1 Extragdo de RNA de tripanossomas

Amostras de RNA total a partir das distintas formas do ciclo de vida do 7. cruzi e T.
brucei foram extraidas. Para isto, 50 x 10° parasitas por tubo foram coletados por
centrifugacdo (10 min, 1850 x g a 4 °C), lavados duas vezes com PBS gelado, que foi
preparado em H,O mili-Q tratada com 0,1% dietilpirocarbonato (H,O-DEPC) (v/v). Este
ultimo age como inibidor de enzimas do tipo RNAse. Como grupo controle foi necessario
extrair RNA a partir de células da linhagem CHO-k;. Neste caso, foram apenas utilizadas 3 x
10° células. Apos as lavagens, as amostras celulares foram ressuspendidas em 1 ml do
reagente TRIzol (Invitrogen', USA), homogeneizadas vigorosamente (no vortex) e
incubadas durante 5 min a temperatura ambiente. Apés a dissociagdo dos complexos de

nucleoproteinas, a solugdo foi centrifugada (15 min, 12000 x g a 4 °C), sendo a fase aquosa
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transferida a um novo tubo para realizar uma lavagem com 200 pl de cloroférmio (por ml de
TRIzol usado) sob agitacdo vigorosa por 15 s e posterior incubacdo a temperatura ambiente.
A mistura se separa em trés fases: inferior organica (avermelhada contendo o fenol), interfase
e superior aquosa (mais clara). A fase aquosa, contendo os acidos nucléicos, foi
cuidadosamente transferida para um tubo novo e o RNA total foi precipitado com isopropanol
(500 pl de isopropanol gelado por ml de TRIzol usado). Apos a adicdo de isopropanol, a
amostra ¢ centrifugada (10 min, 12.000 x g a 4 °C), e o precipitado lavado com 75% EtOH em
H,O-DEPC (v/v). O precipitado foi secado a 37 °C durante 10 min, ¢ o RNA total foi
ressuspenso em 30 pl de H,O-DEPC.

Apods a obtengdo do RNA, este foi tratado com 5 U da enzima DNAse (Fermentas®,
Lituania), 1 x de tampao para DNAse e incubado por 40 min a 37 °C. A reagdo foi inativada
por desnaturacdo térmica na presenca de 1| mM EDTA (10 min a 65 °C); para eliminar restos
de DNA contaminantes em cada amostra. No entanto, isto foi ainda verificado mediante a
realizacdo de uma PCR convencional utilizando amostras de RNA, apds o tratamento com
DNAse. Caso haja DNA contaminante na amostra, estas sdo submetidas a um tratamento
adicional com DNAse.

O RNA final foi analisado mediante leitura espectrofotométrica ¢ a DO260/280 nm fO1
registrada. Segundo o descrito por Sambrook (SAMBROOK, 2001) considera-se que 1
unidade de absorvancia (UA) a DOagonm corresponde a 40 pg ml”' de RNA. A qualidade do
RNA ¢ analisada com base na relagdo da absorvancia DOjeonm DO320nm, assim como na
visualizacdo do RNA ap0ds eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) usando tampao TAE livre

de RNAse.

2.4.2  Extracdo de RNA de leveduras

Para o isolamento de RNA total nas cepas de S. cerevisiae ¢ necessario de um
tratamento prévio que facilite a ruptura das células. As células de levedura apresentam uma
parede celular rica em polissacarideos, principalmente, composta de f-1,3 glicano
(MANNERS et al., 1973). Dessa forma, as leveduras foram coletadas por centrifugagdo
(5min, 5000 x g), lavadas uma vez com 1 ml de HO-DEPC e ressupensas no volume residual
de dgua. A ruptura foi realizada mecanicamente, utilizando nitrogénio liquido, e macerando
vigorosamente em almofariz de porcelana estéril (previamente lavado com 1% SDS p/v em

H,O-DEPC e secados a -95 °C), que encontrava-se sobre gelo seco. As células foram
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maceradas até se obter um p6é homogéneo de cor branca. Seguido disso, foram adicionados 2
ml do reagente TRIzol e a extragdo do RNA foi continuada como descrito na se¢do anterior.
Este procedimento foi realizado para os quatro tipo de leveduras utilizados nesse estudo (ver

quadro 1). Todas as amostras de RNA foram armazenadas a -70 °C até posterior uso.

2.4.3 Eletroforese de RNA

Amostras de RNA podem ser resolvidas em condi¢des ndo-desnaturantes quando se
trata de procedimentos, onde so pretende-se verificar a integridade do RNA. A agarose 1,2%
(p/v) € dissolvida em H,O-DEPC, acrescentada de 13,75 ml de tampao MOPS 10 x (0,02 M
de 3-N-morfolino 4cido propano sulfoénico, 0,005 M de acetato de soédio, 0,001 M EDTA, pH
7,0, em H,O-DEPC) ¢ 4,1 ml de formaldeido. As amostras de RNA foram dissolvidas em 50
ul de tampdo de amostra (1 x MOPS, 1,77 ml de formaldeido, 5 ml de formamida, e H,O-
DEPC gsp 10 ml), utilizando 10 pl de tampao de carregamento (0,1 M EDTA pH 8,0, 5 ml de
glicerol, 0,25% azul de bromofenol p/v, 0,25% de xileno cianol p/v) e 2 ul de BrEt (0,5 pg ml’
! em H,O-DEPC). Estas foram aquecidas (10 min a 65 °C) e mantidas no gelo até a corrida. A
cuba de eletroforese, contendo tampao MOPS 1 x, foi pré-aquecida 10 min a 70 V, seguida da
aplicagdo das amostras no gel. Quando as amostras entraram no gel, a corrida foi continuada

sob agitacdo constante.

2.4.4 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada a partir das amostras de RNA obtidas nas diferentes
formas de crescimento do parasita. Assim, 3-5 pg de RNA total obtido foram misturados com
1 pl de random primers (Invitrogen™, USA) e 1 ul de dNTP mix (10 mM de cada) até
completar um volume final de 12 pl com H,O estéril. As amostras foram aquecidas (5 min a
65 °C) e mantidas no gelo. Apos da incubagdo, foram acrescentados 4 pl de 5X First-Strand
Buffer, 2 ul de 0,1 M DiTioTreitol (DTT) e 1 ul de RNAseOUT. Os tubos foram agitados
cuidadosamente e incubados a 25°C por 2 min. Um pl (200 U) da enzima SuperScript'™ II-RT
foi adicionado a cada amostra e deixou-se incubar por mais 10 min a 25 °C. Seguido disso, a
temperatura foi aumentada a 42 °C durante 50 min, e a reag¢do foi inativada mediante uma
incubag¢do adicional a 70 °C por 15 min. O volume final de cada amostra foi de 20 pl, sendo

necessario fazer uma dilui¢do 1: 5 em H,O mili-Q estéril.
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2.4.5 Quantificagcdo dos transcritos por gRT-PCR

A quantificacdo dos niveis de transcricdo para os genes TcP5CDH, TcGAPDH,
ThP5CDH foi realizada por PCR em tempo real quantitativa (gRT-PCR). Para isto, foram
misturados 5 pl de cada amostra de cDNA, 5 pl da mistura de primers (1,6 pmoles de cada
primer Tc3-S/Tc3-AS ou Tcgapdh-S/Tcgapdh-AS), 5 ul de Maxima SYBR green mix
(Fermentas®, Lituania) e 5 pul de H,O mili-Q estéril. As amostras (20 ul c/u) foram
distribuidas em placas de 96 pogos (Eppendorf®, Alemanha) para RT-PCR e seladas com
vedante pléstico. Todas as amostras foram analisadas em triplicata usando H,O como controle
da reacdo. As condi¢gdes de amplificagdo foram realizadas no termociclador automatico
Mastercycler ep realplex (Eppendorf®, Alemanha), utilizando: 1) desnaturagdo inicial a 95 °C
por 10 min, seguida de 40 ciclos de 2) desnaturacdo a 94 °C por 1 min, 3) anelamento a 57 °C
por 60 s, 4) amplificacdo a 72 °C por 2 min, e uma curva de desnaturacdo final. Os dados
foram coletados usando o programa RealPlex v1.5 (Eppendorf®, Alemanha). A variagdo na
expressdo de cada transcrito foi determinada mediante o método (2 **“") (BOOKOUT;
CUMMINS; MANGELSDOREF, 2003), considerando a razdo de expressdo com respeito ao
gene 7cGAPDH (normalizador) e o estagio epimastigota como calibrador (valor = 1). As
diferengas entre o treshold cycle (Ct), que € definido como o niimero de ciclos requeridos para
que o sinal de fluorescéncia supere uma linha de base obtida estatisticamente, foram
calculadas através da diferenca de médias dos Cts de cada amostra e a média dos Cts do gene
normalizador (ACt = Ctamostra - Ctormalizador)- O valor obtido ¢ entdo elevado a poténcia de base
2, ja que o valor de Ct ¢ proporcional ao logaritmo do gene alvo na amostra de PCR.

As diferencas entre as amostras testadas foram calculadas com o teste estatistico de
ANOVA - uma via, seguido do pos-teste Tukey’s, utilizando o programa GraphPad Prism
v5.0 para Windows (GraphPad, USA). As variacdes foram consideradas como

estatisticamente significativas quando o valor p > 0,01.

2.4.6 Reagdo em cadeia da Polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR)

A avaliagdo da expressdo do gene 7cP5CDH, no modelo levedura, foi realizada
mediante amplificacdo por PCR convencional usando cDNA de cada uma das cepas
utilizadas. A amplificagdo do fragmento de interesse ¢ um indicativo de que o gene esta sendo

transcrito nas condi¢des avaliadas. Para isto, 3 pg das amostras de RNA total de leveduras
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foram usadas na sintese de cDNA, como descrito na se¢do 2.4.4. O cDNA amplificado, foi
dosado utilizando a opcao correspondente a fragmentos de fita simples de DNA, e H,O mili-
Q estéril usou-se como referéncia. Assim, 30 ng de amostras de cDNA obtidas de levedura
foram usados como molde em reagdes de PCR convencional para o fragmento 7cP5CDH.
Como controle positivo da reagdo foram usados 30 ng de DNA gendémico da cepa CL-14 e os

oligos Tcl, como descrito na secdo 2.3.1.3.

2.5  Manipulag¢io de proteinas

Os ensaios com amostras proteicas compreendem desde a preparagdo de amostras, de
distintas fontes, para a detec¢do da enzima sob diferentes condigdes, até a purificacdo e

obtengao de cristais da TcPSCDH.

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

A maioria das analise proteicas foi realizada mediante a separacgdo, por peso molecular,
de proteinas em géis de acrilamida/bis-acrilamida sob condi¢des desnaturantes. Na maioria
dos casos, os geis foram preparados ao 12% de acrilamida/bis-acrilamida, onde se tem uma
boa separacdo da TcPSCDH (massa aprox.. 64 kDa). O gel de separagdo estava composto de:
0,375 M de tampao Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% SDS v/v, 12% de solu¢ao acrilamida: bis-
acrilamida [29:1 (p/v)] (BioRad Systems®, USA) (v/v), 4,2% glicerol v/v, H,O destilada qsp
10 ml, 5 pl de TEtraMetilEtilenoDiamina (TEMED) (Sigma®) ¢ 0,05% persulfato de aménio
(v/v). Apos do periodo de polimerizagdo (30-40 min a temperatura ambiente), foi adicionado
o gel de empilhamento (0,125 M de tampao Tris-HCI, pH 6,8, 0,1% SDS v/v, 5% de solugdo
acrilamida:bis-acrilamida [29:1 (p/v)] (BioRad Systems®, USA) (v/v), H,O destilada qsp 5 ml,
5 ul de TEMED (Sigma) e 0,05% persulfato de amonio (v/v). As amostras foram preparadas
com tampao Laemmli 2 x (120 mM Tris-HCIL, pH 6,8, 4% SDS p/v, 20% glicerol v/v, 10% B-
mercaptoetanol v/v, 0,02% azul de bromofenol p/v) e fervidas (5 min a 95 °C) para serem
aplicadas no gel (LAEMMLI, 1970). 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. As proteinas no gel foram detectadas pela tingdo com solugdo de azul de Coomassie (0,1%
Coomassie blue R-250 p/v, 50% MetOH v/v e 10% acido acético v/v), seguido de uma

incubagao com solucao de descoloragdo (40% MetOH v/v e 10% acido acético v/v em H,0).
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2.5.2  Expressdo e purificagcdo da TcP5CDH produzida em bactéria

A enzima recombinante TcPSCDH foi expressa em E. coli como produto de fusdo a
uma etiqueta de seis histidinas no extremo C-terminal. Esta caracteristica possibilita a
purificagdo da proteina mediante a sua passagem através de uma coluna de afinidade
carregada com niquel. Este metal ¢ imobilizado numa resina composta de &cido
nitrilotriacético (NTA) através da interagdo de quatro, dos seis, sitios de ligacdo com a resina.
Os sitios de ligacdo livres interagem com as histidinas presentas na proteina de interesse.

A constru¢do pET24-TcP5CDH contém o repressor lacl, na regido 5’ do inserto, que
age como inibidor da enzima T7 RNA polimerase, presente na cepa de expressao BL21-codon
plus-pGro7. Essa inibi¢do ¢ reversivel na presenca do IPTG, que agiria como indutor da
expressdao da TcPSCDH. Apoés a transformacdo e sele¢do dos clones positivos para esta
constru¢do, um destes foi crescido em 20 ml de meio LB-K+C (16 h a 37 °C). No dia
seguinte, uma dilui¢do (1:100) foi realizada no mesmo meio até as células atingirem uma
DOgoonm = 0,4 (aprox. 2 h 30 min). Nesse momento, foram adicionados 0,5 mg ml” de L-
arabinose (Sigma®) estéril, para a indugdo da expressio das chaperonas groES e groEL.
Quando se atingiu a DOgponm = 0,6; foram adicionados 200 uM de IPTG e as células foram
incubandas durante 4 horas a 28 °C sob constante agitacao (200 r.p.m). Apds a indugdo, as
células foram coletadas por centrifugacao (15 min a 5000 x g) e o precipitado foi pesado (gr).
O precipitado celular foi ressuspenso em tampao de binding (20 mM Tris-HCI, pH 7,4; 500
mM NaCl e 5 mM de imidazole), mantendo uma propor¢ao de 3 ml de tampao por grama de
cultura. A lise bacteriana foi realizada, inicialmente, pelo tratamento com 0,1 mg ml™
lisozima (Sigma®™) (30 min a 4 °C), seguida de seis ciclos de sonicag¢io (1 minuto a 40% de
poténcia e 1 minuto no gelo). O lisado foi clarificado por centrifugacdo (30 min, 16.000 x g a
4 °C) e a fragao soluvel foi usada na cromatografia de afinidade em coluna de niquel.

A suspensio de resina (Ni*'-NTA) (QUIAGEN®, Alemanha) foi aplicada numa coluna
plastica vazia (BioRad Systems®, USA) até completar um volume de 4 ml de resina
empacotada. Baseado nesse volume de resina, foram realizados os passos seguintes de
equilibrio, lavagens e eluicdo. A resina foi equilibrada adicionando o correspondente a 3
volumes de coluna (12 ml) do tampao de binding e a fracdo soluvel da cultura foi passada
duas vezes pela coluna. Depois, esta foi lavada com 20 volumes do tampao de binding. Uma
lavagem adicional com 10 volumes de tampdo de lavagem (idem ao tampdo de binding e

suplementado com 20 mM de imidazole) foi realizada. A proteina TcPSCDH-6xHis (massa
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aproximada de 66 kDa) foi eluida da coluna utilizando 3 volumes de tampao de elui¢do (idem
ao tampao de binding e suplementado com 100 mM de imidazole). Os eluatos foram
coletados em fragdes de 1 ml para posterior uso.

Ap6s purificada, a remogao do sal, nas eluicdes contendo a TcPSCDH-6xHis, foi
realizada em membranas de dialise (com um diametro de poro 10 kDa), contra uma solugao
(1:1000) de tampao TcPSCDH (100 mM HEPES-NaOH, pH 7,2 e 5% glicerol v/v). O tampao
foi trocado mais duas vezes durante um periodo total de 12 h, a 4 °C, sob agitagdo constante.
A fracdo dialisada foi concentrada, mediante a passagem através de uma coluna com uma
medida de corte para o peso molecular (MWCO, Molecular Weight Cut-Off = 10 kDa)
(Centricon, Millipore), por centrifugacdo (15 min a 4.000 x g). A dosagem proteica foi
realizada pelo método de Bradford, utilizando albumina de soro bovino (BSA) como controle

(BRADFORD, 1976).

2.5.3 Cromatografia de exclusdo por peso molecular em gel filtra¢do (GF)

A partir de um lisado bacteriano obtido pela expressdo em 3 litros de meio LB-K+C, foi
realizada a purificacdo da TcPSCDH através da cromatografia de afinidade, como descrito
acima. Devido que, lavagens com baixas concentra¢des de imidazole possibilitavam a perda
de quantidades significativas de TcPSCDH e, perante a co-purificagdio de proteinas
contaminantes na eluicdo (100 mM imidazole), foi necessaria a utilizacdo dessas fracdes nos
ensaios de GF. Para isso, os eluatos coletados foram concentrados por gravidade (15 min,
4.000 x g a 4 °C), utilizando uma coluna com MWCO = 10 kDa (Centricon, Millipore). A
fracdo proteica foi concentrada e lavada trés vezes com tampdo de equilibrio (100 mM
HEPES-NaOH pH 7,2 e 5% glicerol v/v). O volume obtido (500 pul) foi aplicado a uma coluna
de Superdex 200™ 10/300 GL (Amersham, Pharmacia), equilibrada com o mesmo tampdo. A
cromatografia foi realizada utilizando um fluxo de 0,5 ml min”' e uma pressdo de 1,5 MPa, a
temperatura ambiente. As fragdes que apresentavam picos de absorvancia (Azsp nm) foram
coletadas (1 ml) para serem posteriormente analisadas. A cromatografia foi completada apds a
passagem de 1,5 volumes de coluna (1 vol = 23,56 ml). A curva de calibracao foi realizada
utilizando o kit comercial para proteinas padrdo de alto peso molecular (High Molecular
Weight- G.E). As proteinas: ovoalbimina (43 kDa), conalbumina (75 kDa), aldolase (158
kDa), ferritina (440 kDa), tiroglobulina (669 kDa) e o azul dextran-2000 foram aplicadas

separadamente. Para cada proteina foram determinados os valores de raio de Stokes (nm) e o
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volume de eluicdo (ml), para, posteriormente, determinar a massa molecular (MW) da
TcPSCDH através da curva de calibragdo. Os volumes de eluicdo da TcPSCDH e das
proteinas padrdes (V) foram convertidos em K,y utilizando a seguinte equacao (1):

Ve =V

K, =
av VC _ VO

onde V. ¢é o volume de eluicao da amostra, Vo é o volume void da coluna e V. € o volume
geométrico da coluna em ml. A MW e o raio de Stokes foram determinados para cada pico
resultante da cromatografia por GF, utilizando os graficos da calibragdo linear de K,, versus
logMW e [(-logK,,)"*] versus raio de Stokes, respectivamente. Estes graficos foram obtidos a

partir dos dados para as proteinas padroes com MW e raio de Stokes conhecidos (Quadro 4).

Quadro 4 - Padroes moleculares utilizados na GF

Proteina Massa Molecular (kDa) | Radio de Stokes (nm) | Volume de elui¢do (ml) *
Ovoalbumina 43 3.05 16.36
Conalbimina 75 3.57 15.11

Aldolase 158 4.81 13.66

Ferritina 440 6.10 11.44
Tiroglobulina 669 8.5 10.23

* O volume de eluicao foi calculado a partir da coluna pré-equilibrada
com 100 mM Hepes-NaOH pH 7,2; 500 mM NaCl, 5% glicerol v/v e
5mM DTT.

O volume void da coluna, obtido pela aplicacdo do dextrano, foi de 8,75 ml e o volume
geométrico da coluna Superdex-200 10/30 (Amersham, Pharmacia) foi de 23,56 ml. Os
volumes de elui¢do para cada padrao estdo ilustrados na quadro 4.

Por meio da curva de calibragdo, obtemos a equacdo para o célculo da massa molecular que ¢
dada pela equacao (2):
K4,=1.07137-0.34007 * logMW
e através da curva de calibrag¢do, obtemos a equacao (3) para o calculo do raio de Stokes (S?),
dada por:
(-logK.)"* = 0.29328 + 0.08568 * Raio St.
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Tendo isso, utilizando as equacdes 2 € 3 e os volumes de elui¢do ilustrados na quadro 4,
obtemos a massa molecular e o raio de Stokes para cada um dos picos. As fracdes obtidas a
partir dos ensaios de GF foram quantificadas pelo método de Bradford e pela absorvancia
(A280 nm) utilizando o coeficiente de extingdo molar para a TcPSCDH (CEM = 71.280,
assumindo que os residuos de cisteina estdo reduzidos). O CEM foi calculado através da

ferramenta ProtParam (ExPASy.org).

2.5.4 Espalhamento de luz dinamica (Dynamic Light Scattering, DLS)

A analise da massa molecular também foi realizada através da técnica de DLS. A
presenga da TcP5CDH, apds a purificacdo por afinidade e GF, foi verificada através da
técnica de SDS-PAGE ao 12%. As fragdes com picos correspondente a proteinas com massa
aproximada de 66 kDa foram concentradas pela passagem em coluna de 10 kDa (MWCO)
(Centricon, Millipore). As massas moleculares e seus raios hidrodindmicos foram calculados
através da leitura de DLS aplicando 2 pl da proteina TcP5CDH em solugio (2 pg pl') no

leitor Zetasizer UV (Malvern®).

2.5.5 Andlise da TcP5CDH em solugdo pela técnica de espalhamento de raio-X a baixo
angulo (Small Angle X-Ray Scattering-SAXS)

Apos da purificagdo da TcPSCDH procedeu-se com medidas de SAXS, na forma apo da
enzima, a fim de verificarmos o estado oligomérico em solugdo. Para isto, a TcPSCDH foi
purificada como descrito anteriormente e, concentrada até se obter uma solugdo de 2,5 mg ml
! para a realizagdo das analise. As medidas foram realizadas no Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS, Campinas, SP), na linha SAXS2. Os dados foram processados utilizando
procedimentos padrdao do programa Fit2D (HAMMERSLEY, 1998).

O espalhamento foi realizado utilizando o momento de transferéncia de 0,14 < ¢ < 3,4

nm’', dado pela formula:

B 47sin 6
A

onde 260 ¢ o angulo de espalhamento e A = 0,1488 nm ¢ o comprimento de onda dos raios X.
As medidas foram realizadas no vacuo com tempo de exposi¢do de 5 minutos. As fungdes de
distribuicdo de distancias p(r) e a distdncia maxima (Dpsx) foram calculadas pelo método da

Transformada Inversa de Fourier. Esse método ¢ implementado no programa GNOM
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(SVERGUN, 1992). Este software pode tratar dados experimentais de sistemas
monodispersos de particulas globulares, monodispersos de particulas alongadas,
monodispersos de particulas achatadas, monodispersos de particulas esféricas e polidispersos
de particulas com um fator forma arbitrarios. Os modelos ab initio a baixa resolucdo foram
gerados pelos programa GASBOR (SVERGUN; PETOUKHOV; KOCH, 2001). E a
comparacdo das curvas de espalhamento preditas com as dos modelos de alta resolucdo foi
realizada pelo CRYSOL (SVERGUN, 1995). A determinacdo da massa molecular, a partir
das medi¢des de SAXS realizadas, foi feita através do programa SAXSMoW (FISCHER et
al., 2010; KAKIUCHI et al., 1993). O alinhamento do modelo de baixa resolugdo com o de
alta resolucdo (TtPSCDH, coédigo PDB: 1UZB) foi realizado por meio do software
SUPCOMB (KOZIN; SVERGUN, 2001).

2.5.6 Obtencdo de cristais da TcP5SCDH

A enzima TcP5CDH foi purificada como descrito na sec¢do 2.5.3, até obter uma fragao
de 3 pg pl' de proteina pura. Os ensaios para a obtengdo de cristais da TcP5CDH foram
realizados no robo de cristalizagdo Romneybee, utilizando os kits Classics Suite, Classics 11
Suite, PEGs Suite, PEGs II Suite ¢ MPD Suite (QUIAGEN®, Alemanha). Usando as
diferentes combinacdes desses kits, foram testadas aproximadamente 480 condi¢des diferentes
de cristaliza¢do. Quatro dessas condi¢cdes foram selecionadas para a obtencao dos cristais que
se apresentaram em melhor tamanho e quantidade. As condigdes descrevem-se a seguir: 1)
0,2 M Tris pH 8,5, 0,2 M de CaCl, e 25% de PoliEtilenoGlicol-4000 (PEG-4000); 2) 0,1 M
MES pH 6,0 e 65% de 2-Metil-2,4-PentanoDiol (MPD); 3) 0,1 M bicine pH 9,0 e 65% MPD;
4) 0,1 M HEPES pH 7,5, 30% MPD, 5% PEG-4000 ¢ 5 mM de Nicotinamida Adenina
Dinucledtideo (NAD"). Os cristais foram conservados em solugio crioprotetora (20% de

etilenoglicol v/v) e armazenados em tanques de nitrogénio liquido.

2.5.7 Obtengdo de soro policlonal

Diferentes soros policlonais que reagem, de forma especifica, contra proteinas do 7.
cruzi foram produzidos em camundongo para serem usados nesse estudo. Assim, 0s soros
reativos contra as proteinas gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (TcGAPDH), tirosina

aminotrasnferase (TcTAT), aspartato aminotransferase, isoforma mitocondrial (TcASATm) e
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TcPSCDH, foram gerados a partir de imunizagdes com as suas correspondentes proteinas
recombinantes. As proteinas TcTAT e TcASATm foram purificadas por cromatografia de
afinidade, como se descreve na secdo 2.5.2, a partir dos correspondentes clones bacterianos,
gentilmente cedidos pela Prof. Dra. Cristina Nowicki (UBA) (MARCIANO et al., 2008;
MONTEMARTINI et al., 1993). A proteina TcGAPDH-pura foi gentilmente cedida pelo
Prof. Dr. Otavio Thiemann (IFSC-USP, Sao Carlos) (SOUZA et al., 1998). A TcP5CDH foi
obtida como descrito anteriormente.

Todas as proteinas foram dialisadas contra tampdao PBS 1X e concentradas por
gravidade utilizando uma coluna Centricon 10 kDa (MWCO) (Centricon, Millipore), até uma
concentragdo de 0,4 pg ul”'. Seguido disto, foi preparada a solugdo de imunizagio [350 pl da
proteina em PBS misturados com 350 pl de adjuvante completo de Freund’s (Sigma®)] ¢ esta
foi emulsificada através de dois ciclos de sonicagdo (30 s a 25% de poténcia, 30 s no gelo).
Trés camundongos, machos, da linhagem Balb/C, com 25 dias de nascimento, foram
empregados para a inoculagdo de 150 pl da emulsdo obtida (aprox. 40 pg da proteina de
interesse) por via intraperitoneal. Um animal adicional foi inoculado com o mesmo volume de
solu¢do de imunizagdo, contendo PBS-puro, ao invés de proteina, e este foi utilizado como
grupo controle. Ap6s 15 dias da inoculagdo, foi aplicada uma dose adicional usando a mesma
quantidade de proteina emulsificada em adjuvante incompleto de Freund’s (Sigma®). Apos 30
dias, foi inoculada uma dose refor¢o, adicional, nas mesmas condigdes da ultima dose. Quatro
dias, depois da ultima dose, os animais foram anestesiados pela administracdo de uma mistura
de quetamina/xilazina (100 mg kg'/10 mg kg'), por via intraperitoneal, ¢ uma amostra de
sangue (1 ml) foi retirada mediante pun¢ao ocular, para a titulagdo do anticorpo. Uma vez
determinado que o anticorpo reagia positivamente contra a proteina de interesse, procedeu-se
com a colecdo total do sangue nos animais positivos. O sangue foi coletado mediante pung¢ao
no plexo radial e incubado durante 30 min a 37 °C, seguido de uma incubagdo adicional por
30 min a 4 °C. O soro total foi coletado por centrifugacdo (15 min, 1.000 x g a 4 °C),
acrescentado com 1 volume de 30% glicerol (v/v) estéril, distribuido em aliquotas de 100 pl e
armazenados a -20 °C, para posterior uso.

Os animais foram mantidos a 22 °C + 2, 50% + 5 umidade relativa do ar, com ciclos
circadianos alternados de 12 h claro/escuro, no biotério do departamento de Parasitologia,

seguindo as normas de bioética em experimentacao animal estabelecidas pelo ICB-USP.
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2.5.8 Purificagdo do anticorpo anti-TcP5CDH

Para a obtencdo de um anticorpo, puro, contra a enzima TcP5CDH, esta proteina foi
resolvida em gel SDS-PAGE ao 12% e transferida a uma membrana de nitrocelulose, de 0,45
um (G.E, Life Sciences) para imobiliza-la. A membrana foi bloqueada durante 1 h pela adicao
de leite desnatado (5% em PBS v/v), seguido da incubagdo com 2 ml do soro policlonal anti-
TcP5SCDH (diluido 1:10 em PBS) durante 1 h a temperatura ambiente. A membrana foi entdo
lavada, trés vezes (5 min cada lavagem) com PBS e incubada durante 10 min com 2 ml da
solugdo de elui¢dao do anticorpo (0,1 M glicina, pH 2,5 e 1 mM EGTA). O eluato recuperado
foi imediatamente neutralizado com 1 volume da solucdo de parada (0,1 M Tris base) e

concentrado através da passagem pela coluna de 10 kDa (MWCO) (Centricon, Millipore).

2.5.9 Preparagdo de extratos protéicos totais

2.5.9.1 T. cruzi/T. brucei para ensaios de western blot

A deteccdo da proteina TcPSCDH, bem como, outros marcadores utilizados foi
realizada em lisados celulares do parasita. Cada lisado foi preparado a partir de 2 x 10’
parasitas, das diferentes formas de desenvolvimento, cultivadas como descrito na sec¢ao
2.2.1. No caso das células CHO-k; foram usadas 1 x 10° células. As células foram coletadas
por centrifugacdo (10 min a 1.500 x g) e lavadas duas vezes com PBS. O precipitado foi
ressuspenso em 1 volume de tampao de extragdo [50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 50 mM NacCl, 2
mM EGTA, 2 mM EDTA, 20% glicerol (v/v), 1% Triton X-100 (v/v), 1| mM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), dissolvido em EtOH puro, 10 pl/ml extrato de cocktail de
inibidores de proteases (Sigma®)]. As células foram incubadas durante 40 min no gelo, para o
processo de lise ocorrer, e o lisado foi clarificado por centrifugagao (15 min, 16.000 x g a 4
°C). O sobrenadante foi usado para a determinagdo da concentragdo proteica (BRADFORD,
1976), misturado com 1 vol de tampao Laemmli 2 x (120 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4% SDS p/v,
20% glicerol v/v, 10% B-mercaptoetanol v/v, 0,02% azul de bromofenol p/v) e fervidas (5
min a 95 °C) (LAEMMLI, 1970). Quantidades iguais de proteina (30 pg) foram aplicadas em
cada canaleta do gel SDS-PAGE.
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2.5.9.2 T. cruzi/T. brucei para ensaios de atividade enzimatica

Lisados totais do parasita foram preparados a partir de uma cultura de 25 ml contendo
formas epimastigotas/prociclicas (5 x 10° células ml"') crescidas em meio LIT/SDM-79,
durante 48 h a 28 °C. As células foram coletadas por centrifuga¢do (10 min, 1000 x g a 4 °C)
e lavadas duas vezes com tampao PBS gelado. O precipitado resultante foi ressuspenso em
500 pl de tampao de lise (20 mM Tris-HCI, pH 7,9, 0,25 M sacarose, 1| mM EDTA, 0,1%
triton-X 100 (v/v), 1 mM PMSF, 0,5 mM TLCK e cocktail de inibidor de proteases Sigma®).
A lise foi completada mediante 3 ciclos de sonicagdo (10 s a 20% poténcia e 30 s no gelo). O
sobrenadante foi clarificado por centrifugagcdo (15 min, 13.000 x g a 4 °C) e passado através
de uma coluna de dessaliniza¢do Prepacked PD-10 desalting columns (G.E, Healthcare), para
remover restos de aminoécidos ou substratos livres. A amostra foi eluida com 100 mM
tampao fosfato de potassio pH 7,2 e a concentrag@o de proteinas foi determinada pelo método

de Bradford.

2.5.9.3 Extratos protéicos de levedura

Os extratos protéicos de levedura foram preparados como descrito previamente
(DIEKERT et al., 2001). As leveduras foram crescidas em 100 ml de meio SD"* e ura-Prol a4
atingirem uma DOgoonm = 2 (aprox. 4 dias). As células foram coletadas por centrifugagdo (5
min, 3000 x g), lavadas uma vez com H,O e ressuspensas em 1 ml de tampao SHP gelado
(0,6 M sorbitol, 20 mM HEPES-KOH, pH 7,4, I mM PMSF fresco) a uma densidade de 0,5
gr de células ml™'. As pérolas de vidro (0,4-0,5 mm de didmetro) foram adicionadas as células
até ocuparem 2/3 do volume final. As células foram rompidas pela agitagdo vigorosa em dois
ciclos de vortex (15 s e 15 s no gelo). A suspensdo celular resultante foi submetida a
centrifugacdo em baixa velocidade (3 min, 1000 x g), para separar células ndo lisadas, restos
celulares (debris) e o nucleo. Seguido disso, as células foram centrifugadas novamente (5
min, 600 x g, a 2 °C). O sobrenadante contém as mitocondrias, membranas celulares e o
contetido citoplasmatico, sendo entdo coletado cuidadosamente. A separacdo das
mitocondrias foi completada mediante uma passo adicional de centrifuga¢ao (10 min, 10.000
x g a2 °C). O precipitado, contendo as mitocondrias e algumas membranas contaminantes, foi

ressuspenso em 10 pl de tampao SHP. A concentracdo de proteinas totais foi determinada
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pelo método de Bradford, usando BSA como padrio (BRADFORD, 1976). Os extratos

obtidos foram usados em ensaios de atividade enzimatica e western blot.

2.5.10 Western blot

Para a deteccdo da proteina de interesse em amostras proteicas de diferentes fontes foi
aplicada a técnica de western blot. As proteinas foram resolvidas em gel SDS-PAGE e,
posteriormente, eletro-transferidas a membranas de nitrocelulose de 0,45 pm (Amersham,
Biosciences) utilizando um sistema de transferéncia semi-seco. Foi aplicada uma voltagem
constante (1,2 mAmp x cm” de gel, durante 1 h 15 min), sendo que o gel foi colocado no
catodo, para que a transferéncia ocorra em dire¢do ao anodo, onde encontra-se a membrana. O
sistema foi impregnado com tampao de transferéncia [25 mM Tris, 192 mM glicina, 20%
MetOH (v/v)], utilizando papel filtro (Whatman). Ap6s concluida a transferéncia, as proteinas
foram coradas na membrana mediante o tratamento com solucao de vermelho Ponceau [0,5%
vermelho Ponceau (p/v) dissolvido em 10% acido acético (v/v)].

A membrana foi descolorada pela lavagem rapida com PBS suplementado de 0,3%
Tween-20 (v/v) (PBST). Seguido disso, as proteinas na membrana foram bloqueadas com
uma solugdo de PBST acrescentada de 5% leite desnatado (Molico, Nestle®) (p/v) (PBST-L),
durante 1 h sob constante agitagdo. Apos o bloqueio, procedeu-se a incubag¢do (1 h a
temperatura ambiente) com o anticorpo primario, diluido em PBST-L nos correspondentes
titulos (anti-TcPSCDH 1:2.000, anti-TcGAPDH 1:2.500, anti-TcASATm 1:3.000, anti-
TcTAT 1:2.000, anti-TcPRODH 1:500). O excesso de anticorpo foi retirado mediante trés
lavagens sucessivas (5 min c¢/u) com PBST. O anticorpo secundario, anti-IgG de camundongo
acoplado a peroxidase de rabanete (Sigma®) foi diluido (1:5.000) em solugdo PBST-L
acrescentada de 3% leite desnatado (p/v) e incubado durante 1 h sob constante agitagdo. Duas
lavagens sucessivas com PBST (5 min c/u) e uma com PBS (15 min) foram realizadas a
membrana. Os sinais de reatividade foram reveladas mediante a adi¢cdo de 1 ml (500 pl do
reagente A + 500 pl do reagente B) do kit quimioluminiscente SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent (Thermo, scientific). Apos isso, as membranas foram expostas em filme de

raio-X e reveladas com solucdes reveladora e fixadora, seguindo indicagdes do fabricante

(Kodak®).
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2.5.11 Andlise da proteina TcP5CDH por eletroforese em condi¢oes ndo desnaturantes
(gel nativo)

Com o intuito de determinar a massa molecular da enzima TcP5SCDH, esta enzima foi
submetida a eletroforese de proteinas sob condi¢cdes ndo desnaturantes em gel nativo (EGN).
Para isto, as proteinas sdo resolvidas em um gradiente de acrilamida/bis-acrilamida (AB mix),
cujas concentracdes estdo entre 5-15% (v/v). Para isto, uma amostra da proteina TcPSCDH-
pura foi diluida (3:1) em tampao de amostra [5% azul de Coomassie G-250 (p/v) dissolvido
em 0,75 M &cido aminocaproico], sendo aplicados 10 pl por canaleta. Como marcador de
peso molecular foram aplicados 8 ul do Kit for molecular weights 14-500,000 non-denaturing
(Sigma®). O gel de separagdo foi preparado misturando duas solu¢des de acrilamida [AB 5%
e AB 15% (v/v)], utilizando um sistema formador de gradiente acoplado a uma bomba
peristaltica com fluxo de 3 ml min™ (Amersham®, Pharmacia). Os volumes de cada solugio
utilizada se descrevem na quadro 5.

Os tampdes de corrida foram: anodo (50 mM Bis-Tris pH 7,0) e catodo (50 mM tricina,
50 mM Bis-Tris, pH 7,0 e 0,02% de azul de Coomassie G-250 p/v). A eletroforese foi
realizada em frio (4-8 °C), utilizando uma voltagem inicial (80 V por 25-30 min.), e
posteriormente aumentada (300 V por 90 min) (SCHAGGER; VON JAGOW, 1991). Apoés a
corrida, as proteinas foram coradas com solu¢do de azul de Coomassie ([0,2% azul de
Coomassie R-250 (p/v), 50% MetOH (v/v), 10% acido acético (v/v) e agua destilada] ou
transferidas a membranas de nitrocelulose para serem analisadas por western blotting

utilizando o soro policlonal anti-TcPSCDH (1:2.000).



Quadro 5 - Solucdes utilizadas para a preparacao do gel nativo.

Componente

AB 5% (ul)

AB 15% (ul)

Empilhamento (ul)

AB mix (48:1,5)
Tampdo do gel 3X
Agua destilada
Glicerol

Persulfato de amonio 10% (p/v) *

500

1660

2800

40

1040

1110

600

560

24

250

1000

1750

25

80

TEMED * 4 3 3

AB mix: solugdo de acrilamida: bis-acrilamida. *Adicionados
antes de adicionar as solu¢des na cuba formadora de gradiente.

A técnica de EGN também foi utilizada para resolver amostras mitocondriais
solubilizadas com os detergentes dodecil maltoside (DDM) e digitonina (DIG) (preparadas
como descrito na sec¢do 2.6.4). Para isto, foram aplicados 10 pl de cada extracdo e resolvidas
em EGN. Em seguida, as proteinas foram transferidas a membranas de nitrocelulose para
serem analisadas por western blotting utilizando o anti-TcPSCDH (1:2000) ou para serem
analisadas sob uma segunda dimensao (2D) em SDS-PAGE ao 12%.

Para o gel da 2D foi necessario cortar a regido da canaleta com as amostras
correspondentes ao tratamento com DDM e DIG, que foram previamente resolvidas no gel
nativo. A regido do gel foi escolhida segundo o que foi observado em ensaios de western
blotting a partir de EGN. O pedaco de acrilamida com a amostra proteica foi incubado (30
min a temperatura ambiente) com uma solucdo de 2-mercaptoetanol 1% e SDS 1%
(SCHAGGER; CRAMER; VON JAGOW, 1994). Para este passo, as duas amostras foram
posicionadas de forma vertical na regido onde se costuma colocar o gel de empilhamento.
Apobs esse tempo, o excesso dessa solucdo foi retirado do gel e procedeu-se a montagem do
mesmo. O gel de separacdo foi preparado seguindo procedimentos padrdo para eletroforese
em condi¢des desnaturantes SDS-PAGE 12%. Para o gel de empilhamento, foi necessario
adicionar a mistura sem polimerizar ao redor da regido do gel onde se encontram as duas
amostras a serem resolvidas. Uma vez que o gel polimerizou, procedeu-se a adi¢do do tampao
de corrida e a corrida do gel SDS-PAGE tradicional (120 V por 5 horas a T° ambiente). Apos
isso, as proteinas foram transferidas a membranas de nitrocelulose para a detec¢do da

TcPSCDH por western blotting.
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2.6  Determinacio da localizaciao sub-celular para TcPSCDH

A localizacdo da enzima TcPSCDH foi abordada mediante o uso de técnicas
imunohistoquimicas, bem como, de alguns ensaios bioquimicos. A obten¢do do anti-
TcP5SCDH, somado ao fato de se obterem fragdes enriquecidas com conteudo mitocondrial,
permitiram a determinacdo da localizacdo. Também, a deteccdo enzimatica da TcPSCDH,
mediante a aplicagcdo de um ensaio de atividade aqui padronizado, forneceram dados tteis que

confirmam algumas das nossas observacdes.

2.6.1 Ensaios de imunolocaliza¢do

Ensaios de imunofluorescéncia indireta (IFI), nas formas predominantes do ciclo de
vida de 7. cruzi, foram realizados para determinar a eventual co-localizagdo da TcPSCDH,
através de um marcador mitocondrial, disponivel comercialmente. Para isto, [dminas de vidro,
para IFI, foram pré-tratadas com poli-lisina 1 mg ml™" (Sigma®), durante 30 min a 37 °C.
Parasitas (5 x 10° células ml"') das formas epimastigotas, tripomastigotas metaciclicas,
tripomastigotas obtidas a partir da infec¢do em CHO-k; e amastigotas foram incubadas com
50 nM do substrato fluorescente MitoTracker-CMXROS (Invitrogen®™), dissolvido em meio
LIT/Grace/RPMI, e incubados as correspondentes temperaturas de crescimento. As proteinas
foram fixadas na lamina pela adi¢do de 2% p-formaldeido (p/v) e incubadas durante 20 min a
temperatura ambiente, seguido da permeabilizagdo com 0,1% triton X-100 (v/v) durante 5
min a temperatura ambiente.

A deteccio da TcP5CDH também foi realizada em células CHO-k; (5 x 10° células x
poco), aderidas a laminulas de vidro, em placas de 24 pocos, previamente infectadas com
formas tripomastigotas, mantendo uma propor¢ao de 50:1 (tripomastigotas:CHO-k;). O
anticorpo primario anti-TcPSCDH (1:150 diluido em PBS + 2% BSA p/v) foi adicionado a
lamina e incubado 1 h a temperatura ambiente. Apds a incubacdo com o anticorpo primario,
as amostras foram submetidas a 5 lavagens sucessivas com PBS, seguido da incubagdo com o
anticorpo secundario, anti-IgG de camundongo conjugado a sonda Alexa Fluor-488
(Invitrogen™), (1:400 diluido em PBS + 2% BSA p/v), Por ultimo, a marcag¢io do DNA foi
realizada pela incubagdo (5 min, protegido da luz) com a sonda Hoechst 33258 (Invitrogen®™)
(1:2.000). A montagem da lamina foi concluida, pela adicdo de uma gota do reagente
Fluoromount-G (Southern Biotech™), ¢ a 1amina foi selada pela adi¢do de esmalte de unhas.

As laminas foram visualizadas num microscopio de epifluorescéncia Axio Imager motorized
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M.2 (Carl Zeiss®, Alemanha) em objetivo de 100X. A sobreposicio e edi¢do das imagens foi
realizada no programa ImageJ v1.4p (NIH) versdo para Windows de 64-bits.

2.6.2 Ensaio de permeabilizac¢do seletiva com digitonina

A digitonina ¢ um glicosideo, obtido a partir de uma alga (Digitalis purpurae), utilizado
como detergente em sistemas celulares porque solubiliza lipideos. Em 7. cruzi, este tem sido
utilizado quando pretende-se permeabilizar a membrana plasmatica, mantendo a integridade
das fung¢des mitocondriais. Assim, concentragdes crescentes de digitonina, permitem a
liberagdo do contetido de distintas organelas. Este ensaio foi aplicado com o intuito de
estabelecer a concentragdo de digitonina em que a enzima TcP5SCDH, segundo a sua atividade
enzimatica e sinal no western blot, seria detectada. Esses dados sdo entdo comparados com o
obtido para marcadores pré-estabelecidos de citosol, glicossomo e mitocondria (MARCIANO
et al., 2008; TURRENS, 1989; VERCESI et al., 1991). Para isto, foram utilizados 2 x 10°
formas epimastigotas (aprox. 60 mg) no terceiro dia de crescimento, em meio LIT a 28 °C, e
lavadas duas vezes com tampao PBS 1 x. O precipitado foi ressuspenso em 1 ml de tampao
TSEB [20 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,25 M sucrose, | mM EDTA, 1 mM PMSF, 10 ul de
cocktail de inibidores de protease (Sigma®™)] suplementado com concentragdes crescentes de
digitonina (entre 0 — 5 mg ml™) (Sigma®™). Os parasitas foram tratados com digitonina (5
minutos a 25 °C) e centrifugados (2 min, 18.000 x g). Os sobrenadantes (s) foram separados
para posterior analise, enquanto que os precipitados (p) foram ressuspensos com 0,5 ml de
tampao TSEB. Os ‘p’ foram entdo desagregados mediante 3 ciclos de sonicagdo (20 segundos
a 40% de amplitude e 20 segundos incubado no gelo). As atividades enzimaéticas
correspondentes a piruvato quinase (EC 2.7.1.40), hexoquinase (EC 2.7.1.1) e citrato sintase
(EC 4.1.3.7) foram determinadas e utilizadas como marcadores de enzimas citosodlica,
glicossomal e mitocondrial, respectivamente. As medi¢des foram feitas seguindo protocolos

padrdo, como  descrito na  seccdo  2.7.3 (http://www.sigmaaldrich.com/life-

science/metabolomics/enzyme-explorer/learning-center/assay-library.html). A atividade

enzimatica ¢ expressa em % de atividade e comparada com o obtido para o lisado total do
parasita. Para a andlise por western blot, das fragcdes obtidas, foram utilizados os soros
policlonais obtidos contra as proteinas TcTAT, TcGAPDH, TcPRODH e utilizados como

marcadores de enzimas citosolica, glicossomal e mitocondrial, respectivamente.
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2.6.3 Preparagdo de vesiculas mitocondriais do T. cruzi pelo método de pérola de vidro

A separacgdo de vesiculas mitocondriais, do parasita, foi realizada seguindo o protocolo
previamente descrito (FERNANDES et al., 2010). Para isto, formas epimastigotas foram
crescidas em frascos de vidro com 250 ml de meio LIT (2 dias a 28 °C sob constante
agitacdo). As células foram coletadas por centrifugag¢do (10 min, 1.200 x g a 4 °C) e lavadas
com tampao RB (0,12 M fosfato de sodio, pH 8,0, 86,3 mM NaCl e 56 mM D-glicose). O
precipitado foi ressuspenso em 2 ml de tampdo RB, acrescentado com 100 pl do cocktail de
inibidores de protease (Sigma®) e 1 mM de PMSF fresco, e misturado com o volume
correspondente a 3 ml de pérolas de vidro (estéreis e geladas) (Sigma®). As pérolas de vidro
(0,4 — 0,5 mm diametro) foram equilibradas, previamente, com tampao PBS 1 x gelado. A
quebra das células foi realizada pela maceragdo constante com as pérolas de vidro em cadinho
de porcelana estéril. O rompimento das membranas foi confirmado pela visualizagdo ao
microscopio (considerando 80% de células rompidas). Em seguida, foram adicionados 4 ml
de tampao HB (50 mM HEPES-NaOH, pH 7,2, 0,27 M sacarose, | mM EDTA e 1 mM
MgCl,), separando as pérolas do lisado por centrifugacdo (5 min, 600 x g a 4 °C). O
sobrenadante foi coletado e centrifugado novamente (9 min, 1.200 x g a 4 °C). O
sobrenadante resultante foi centrifugado (10 min, 16.000 x g a 4°C) e o precipitado obtido foi
ressuspenso em 2 ml de tampao WB (tampao fosfato de potassio, pH 7,5, 0.25 M sacarose) e
centrifugado (10 min, 16000 x g a 4 °C). Finalmente, o precipitado foi ressuspenso em 200 pl
de tampao de reagdo (50 mM HEPES-NaOH, pH 7,2; 125 mM sacarose, 65 mM KCIl, 1| mM
MgCl, e 2 mM K,PO,) e utilizado para a dosagem de proteinas pelo método de Bradford.
Para a deteccdo da atividade enzimatica TcPSCDH foram utilizados 10 mg dessa fracdo para
serem tratados com triton X-100 1% (v/v). O material insolivel foi separado por
centrifugacdo (20 min, 16.000 x g a 4 °C) e o sobrenadante utilizado nos ensaios de medi¢do
de atividade enzimatica na presenca de 2 mM NAD(P)". Como marcadores de atividade
mitocondrial foram utilizados os ensaios correspondentes para as enzimas citrato sintase
(marcador de matriz mitocondrial) e fumarato redutase (membrana externa mitocondrial),

seguindo procedimentos previamente descritos (BOVERIS; HERTIG; TURRENS, 1986).
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2.6.4 Preparagdo de fragoes mitocondriais do T. cruzi pelo método da lise hipotonica

Como método alternativo para a separacdo de uma fragdo enriquecida com contetido
mitocondrial foi realizada uma extragdo por lise em meio hipotonico (SCHNEIDER et al.,
2007). Para isto, os parasitas (I x 10’ células em fase exponencial) foram coletados por
centrifugacdo (10 min, 1.200 x g a 4 °C), ressuspensos em 5 ml de tampao NET (0,15 M
NaCl, 0,1 M EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0) e centrifugados novamente (10 min, 16.000 x
g a 4 °C). O precipitado foi ressuspendido em 4,5 ml de tampao DTE (1 mM Tris-HCI, pH
7,9, 1 mM EDTA), e a mistura foi passada cinco vezes através de uma seringa de 5 ml, com
agulha de 25-G (BD®), para completar a lise. Seguido disso, foram adicionados 540 pl de
sacarose 60% (p/v) ao lisado, que foi homogeneizado e centrifugado novamente (10 min,
16.000 x g a 4 °C). O precipitado resultante foi ressuspenso em 3 ml de tampao STM (20 mM
Tris-HCI, pH 7,9, 2 mM MgCl,, 0,25 mM EDTA), acrescentado de solu¢ao de DNAse (10
mM Tris-HCL, pH 7,4, 10 mM CacCl,, 50% glicerol (v/v) e 10 pg ml” DNAse-I (Fermentas®,
Lituania), e incubado por 45 min a 4 °C. Apos esse tempo, a reacdo foi parada pela adicao de
um volume de tampao STE (20 mM Tris-HCI, pH 7,9; 2 mM EDTA, 0,25 M sacarose). As
vesiculas mitocondriais foram centrifugadas (10 min, 16.000 x g a 4 °C) e o precipitado foi
ressuspenso em 600 pl de tampdo STE para a determinagdo de proteina totais pelo método de
Bradford. Um ciclo adicional de centrifugacao (10 min, 16.000 x g a 4 °C) foi realizado, ap6s
da determinagdo do contetido de proteinas, sendo que o precipitado foi dissolvido em 0,75 M
acido aminocapréico (AAC), usando uma propor¢do do 10% (volume em pl) da quantidade
de proteinas obtidas (exemplo: para 500 pg de proteinas totais dissolver a amostra em 50 pl
de AAC). O volume final foi dividido em duas partes iguais e a solubiliza¢do das fracdes
mitocondrias foi realizada usando dois detergentes diferentes, 10% dodecil maltosido (DDM)
(p/v, dissolvido em 4dgua mili-Q) ou 10% digitonina (DIG) (p/v, dissolvida em tampao com 50
mM NaCl, 50 mM imidazole, 5 mM AAC, 4 mM PMSF). Para o tratamento com DDM foi
usada uma propor¢ao de 2:1 (ul de detergente: ug de proteina) e para o caso de DIG foi usada
uma proporcao de 4:1. As amostras foram incubadas 5 minutos no gelo e o material solavel

foi separado por centrifugacdo (20 min, 16.000 x g 4 °C) e coletado em um tubo novo.
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2.7  Ensaios bioquimicos

Tendo em vista que o substrato da enzima TcPSCDH, o P5C, é um composto altamente
instavel, motivo pelo qual o unico fabricante, Sigma®, optou por descontinua-lo, partimos
para a sintese quimica e purificagdo do composto, a escala do laboratorio. A obteng¢do do P5C
permitiu a caracterizagdo cinética da enzima, assim como, a avaliacdo do papel fisioldgico da

mesma em funcao da sua atividade enzimatica.

2.7.1 Sintese quimica do substrato P5C

A sintese do P5C fresco foi realizada seguindo a o método descrito previamente
(MEZL; KNOX, 1976; STRECKER, 1960). Para isto, 70 pmoles de DL-5-hidroxilisina
(Sigma®™) foram oxidados com uma solugio de 50 mM m-periodato sédico (Sigma®) (pH 7,0)
durante 8 minutos a 4 °C. A reagdo foi parada pela adicdo de 70 ul de 1 M glicerol e,
posteriormente, foram adicionados 60 pl de 6 M HCI. A mistura racémica de DL-P5C
resultante foi purificada pela passagem através de uma coluna contendo 2 ml de resina
(empacotada) de troca idnica Dowex 50W-8X (Sigma™), equilibrada com 5 mM HCI (3
volumes de coluna). O DL-P5C foi entdo eluido com 6 ml de 1 M HCI e as fra¢des (2 ml)

foram coletadas, para posterior analise.

2.7.1.1 Quantificacdo do P5C sintético

A dosagem do P5C sintético foi realizada pela reagdo com o reagente o-
aminobenzaldeido (0-AB), que forma um composto dihidroxiquinozolona (DHQ), de cor
amarela escura, que absorve a luz na faixa visivel (A443 nm) . Para isto, foram misturados 1,5 ml
de 20% 4cido tricloroacético (TCA) (p/v), 1,35 ml de 0,25 M HC, 0,15 ml de 0-AB (Sigma®)
dissolvido em 40% EtOH (v/v), e 34 ul do analito. Como branco da reagdo foi utilizado 1 M
HCIL. As amostras foram incubadas em tubos de vidro, durante 40 min a temperatura
ambiente, protegendo da luz. Apos esse tempo, as amostras foram lidas em espectrofotometro
¢ a concentragdo do P5C foi calculada utilizando um coeficiente de extingao molar (CEM) de

2.590 M'em™, como reportado previamente (MEZL; KNOX, 1976; VOGEL; DAVIS, 1952).
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2.7.1.2 Analise do P5C por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e
espectrometria de massa (MS)

O complexo DHQ pode ser analisado mediante a separagdo cromatografica em HPLC.
Para isto, foi utilizada uma coluna Cs (4gilent, Zorbax), como fase estaciondria, € uma fase
moével composta de MetOH:H,0O (2:1). Os picos de absorvancia, na faixa UV, (Azs52 nm), foram
registrados. A determinagdo da massa molecular do composto sintetizado foi feita mediante a
técnica de MS. Para isto, a amostra de P5C (aprox. 15 mM) foi diluida (1:2) em 1% acido
formico (v/v) e injetada diretamente no aparelho Finnigan Surveyor Mass Spectrometer

Quadrupole Plus-MSQ (Thermo, Scientific).

2.7.1.3 Analise do P5C em funcdo do pH

Considerando que o P5C encontra-se em equilibrio, desfavoravel e espontaneo, com a
sua forma aberta, o YGSA, e sabendo que este processo ¢ dependente do pH do meio,
partimos entdo, para a realizacdo de um espectro de absor¢ao (A19o nm - 300 nm) SOb diferentes
condi¢des de pH. O pH do meio foi ajustado utilizando solu¢des com valores de pH na faixa
de 2 — 12. Para isto, quatro solugdes equimolbares (0,1 M) de NaH,PO4, Na,HPO4, H3PO4 €
NaOH foram utilizadas para ajustar o pH desejado. A amostra de P5C (aprox. 20 mM em 0,25
M HCI) foi diluida (1:600) na respectiva solugdo de pH e incubados durante 3 min até atingir
o equilibrio. A varredura de leitura no espectrofotometro foi realizada no Evolution 300 UV-
Vis Spectrophotometer (Thermo®, Scientific) utilizando uma velocidade de leitura de 240 nm

min”'. O branco da reacdo foi 0,25 M HCL.

2.7.2  Determinagdo dos pardametros cinéticos da TcP5CDH

Os parametros cinéticos para a enzima TcPSCDH foram determinados, tanto na enzima
recombinante TcPSCDH-6xHis, quanto em preparagdes mitocondrias do 7. cruzi. Os
substratos analisados foram o P5C sintético, os cofatores NAD(P)" e alguns aldeidos cuja

estrutura assemelhava-se ao P5C.
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2.7.2.1 Célculo da constante de afinidade (Ky,), eficiéncia catalitica (kcat) €
constante de especificidade (kcat/ Km)

O ensaio de atividade enzimatica para a TcPSCDH permite medir a oxidagao de P5C a
L-glutamato utilizando NAD(P)" como aceptor de elétrons. O aumento da absorvancia se
correlaciona com o produto reduzido NAD(P)H, que por sua vez estd em equilibrio
estequiométrico com o L-glutamato formado. O NAD(P)H absorve na faixa de luz UV (As49
am), 0 que facilita a sua distingio do NAD" fornecido na reagdo. Tendo isso, os pardmetros
cinéticos foram determinados em concentragdes saturantes de um dos dois substratos,
enquanto que o outro era variado até concentragdes saturantes. Assim, os parametros cinéticos
para o P5C foram calculados em tampao de reagdo P5C contendo: 100 mM HEPES-NaOH,
pH 7.2; 2 mM NAD" trihidratado (Sigma®), H,O destilada gsp 3 ml e concentragdes
crescentes de PSC (10 - 800 pM). A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 5 ng de TcPSCDH-
6xHis ou 300 ng de extrato mitocondrial do parasita, a 28 °C sob constante agitagdo. O
calculo da atividade foi realizado a partir do delta de absorvancia obtido na faixa linear da
leitura que foi de 5 min para a enzima recombinante ou de 15 min para a o extrato
mitocondrial. O branco da reagdo foi 0,25 M HCI ao invés do P5C. No caso dos parametros
cinéticos para os cofatores NAD(P)H, esses foram determinados utilizando uma concentragido
de 0,6 mM de P5C e variando as concentragdes (10 - 2.500 uM) de NAD" trihidratado
(Sigma®) ou hidrato de B-nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP") (Sigma®).

O célculo das velocidades iniciais (V) foram obtidas a partir dos valores de produto
formado por unidade de tempo [nmol de NAD(P)H min™'], utilizando 0 CEMapey = 6.220
M em™. Os valores de V, foram representados no eixo-y do grafico e plotados versus as
concentragdes do substrato (uM) eixo-x. Nos trés casos, a curva resultante foi ajustada a uma
hipérbole Michaeliana, utilizando o programa OriginPro v8.0 (OriginLab™). Os parimetros

cinéticos Ky € Vuax foram calculados a partir da equacao (4) de Michaelis-Menten:

K+ [S]

0

O célculo da eficiéncia para a enzima TcPSCDH ¢ dado pela razdo da constante de
catalise (kcat) € 0 K (kcat/ Km). A keat € definida como o ntimero de moléculas de substrato que
uma molécula de enzima pode converter em produto, por segundo. Portanto, este valor
depende diretamente do niimero de sitios cataliticos presentes na enzima. O calculo da kcy

~ . . -1 ~
descreve-se na equagdo (5), cujo valor se expressa em unidades de tempo (s™), sendo entdo, a

eficiéncia dada como: pM de produto por s™.
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Vmax
[ElT

No caso particular da TcPSCDH, o valor de ke foi calculado considerando que a

kear =

enzima forma um oligdmero de seis unidades protoméricas. As leituras foram realizadas trés

vezes separadamente (n=3), e o desvio padrao (DP) foi calculado para cada réplica.

2.7.2.2 Especificidade de substrato

A especificidade da enzima TcPSCDH foi avaliada mediante a medi¢ao da atividade na
presencga de compostos aldeidicos, cuja estrutura quimica estaria relacionada a do P5C. Dessa
forma, a reagdo enzimatica foi medida, separadamente, utilizando o tampao de reacdo para
TcP5CDH na presenga de 0,6 mM de cada substrato. Os substratos avaliados foram: succinato
semialdeido, acetaldeido, 4cido malonico, acido glutarico, acido adipico, acido nicotinico e
4cido glutimico, e concentragdes saturantes de NAD' (2 mM), como descrito na sec¢io
anterior.

A dependéncia da enzima pelo cofator foi avaliada em condic¢des saturantes de PSC (0,6
mM) na presenga de 2 mM de NAD" trihidratado ou NADP". As reagdes foram iniciadas pela
adi¢do de enzima e os valores foram representados em um grafico de barras considerando um

n=3.

2.7.2.3 Dependéncia de pH

O efeito do pH, na reagdo catalisada pela enzima TcPSCDH, foi avaliado na enzima
recombinante TcPSCDH-6xHis e em lisados totais do parasita. Para isto, a atividade
enzimatica foi medida em tampao de reacdao contendo 100 mM dos tampdes: 2-N-morfolino
acido etano sulfonico (MES pH 5,0; 6,0), 3-N-morfolino 4cido propano sulfénico (MOPS pH
6,6; 7,0), 4-(2-hidroxietil)-1- acido piperazina etano sulfonico (HEPES pH 7,2; 7,6), fosfato
de sodio (pH 7,2; 7,6), tris(hidroximetil)aminometano (Tris-HCl pH 8,0; 8.,5), 2-N-
ciclohexilamino 4cido etano sulfonico (CHES pH 9,0; 9,5), 2 mM NAD", e 5 ug de enzima
TcPSCDH-6xHis ou 300 pg de lisado do parasita. As amostras foram pré-incubadas (3 min,

28 °C sob constante agitacdo) e a reagdo foi iniciada pela adi¢do de 0,6 mM P5C.
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2.7.2.4 Energia de ativacdo e dependéncia de temperatura

O efeito da temperatura na reacdo catalisada pela enzima TcP5SCDH foi avaliado na
forma recombinante (TcPSCDH-6xHis). Para isto, a atividade enzimatica foi medida em
tampdo de reacdo contendo 100 mM HEPES, pH 7,2, 2 mM NAD' e 5 ug de enzima
TcPSCDH-6xHis. As amostras foram pré-incubadas (3 min, em temperaturas de 15 — 85 °C,
sob constante agitagdo) e a reacdo foi iniciada pela adicdo de 0,6 mM P5C. Os valores de
logVmax versus (1/T°) foram plotados e ajustados linearmente para o calculo da energia de

ativagdo (E,), segundo a equacao de Arrhenius (6):

(o]

E, = —RTIn —
a nA

Onde, R ¢ a constante universal para os gases ideais 8,314 x 10° kI mol' K ¢ A é um

valor constante.

2.7.3 Medicdo de outras atividades enzimaticas

Além da atividade enzimatica para a TcPSCDH, outras atividades foram medidas para
serem utilizadas como marcadores bioquimicos em fracdes celulares do parasita. Todas as
medicdes de atividade foram feitas através de ensaios espectrofotométricos monitorando, em

tempo real, as mudangas na absorvancia a 340 nm (A340 nm)-

2.7.3.1 Citrato sintase (CS)

O ensaio de atividade para a enzima CS, uma enzima da matriz mitocondrial, ¢ baseado
na deteccdo de NADH, acoplada a sintese de citrato a partir de oxalacetato e acetil-CoA. O
ensaio foi realizado em tampao de reagdo contendo: 46 mM de tampao Tris-HCI pH 8,0, 6,7
mM de acido malico, 1,7 mM de NAD" (Sigma®), 0,13 mM de acetil-CoA, 56 U da enzima
malato desidrogenase (Sigma®), e H,O gsp 3 ml. A reagdo foi iniciada pela adigdo de 100 pg
de extrato protéico total do parasita. O branco da reagdo foi a mesma preparagao sem a adi¢do
de enzima. A absorvancia foi monitorada (5 min a 30°C), sob agitacdo constante, e a V,

calculada na regido da linearidade (3 min), utilizando 0 CEMnapu = 6.220 M cm™.
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2.7.3.2 Hexocinase (HQ)

O ensaio de atividade para a enzima HQ, uma enzima presente no glicossomo, ¢
baseado na detec¢do de NADPH, acoplada a producdo de 6-fosfo-D-gluconato a partir de D-
glicose 6-fosfato e NADP'. O ensaio foi realizado em tampao de reagdo contendo: 50 mM de
tampao Tris-HCI pH 7,6, 8,0 mM de D-glicose, 9,5 mM de ATP sal sodica (Amresco”), 19
mM NaCl, 0,1 mM de NADP" e 5 U da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (Sigma®™), e
H,O gsp 3 ml. A reagdo foi iniciada pela adicdo de 100 pg de extrato protéico total do
parasita. O branco da reacdo foi a mesma preparagdo sem a adicdo de enzima. A absorvancia
foi monitorada (7 min a 30 °C), sob agitacdo constante, ¢ a V, calculada na regido da

linearidade (5 min), utilizando 0 CEMnapps = 6.220 M cm™.

2.7.3.3 Piruvato quinase (PQ)

O ensaio de atividade para a enzima PQ, uma enzima de localizagdo citoplasmatica, ¢
baseado na deteccio de NAD" produzido a partir da redugdo do piruvato em lactato. O ensaio
foi realizado em tampdo de reagdo contendo: 38 mM de tampao fosfato de potassio pH 7,6,
0,43 mM de fosfo(enol)piruvato, 0,2 mM de NAD" (Sigma®), 6,7 mM de MgSO, 7H,O
(Sigma™), 1,3 mM de adenosina difosfato (ADP), 20 U de lactato desidrogenase , | mM de
fructose 1,6-difosfato e H,O gsp 3 ml. A reagdo foi iniciada pela adi¢do de 100 pg de extrato
protéico total do parasita. O branco da reagdo foi a mesma preparagdo sem a adicdo de
enzima. A absorvancia foi monitorada (5 min a 30 °C), sob agitacdo constante, ¢ a V,

calculada na regido da linearidade (3 min), utilizando 0 CEMnapu = 6.220 M cm™.

2.7.3.4 Fumarato redutase (FMR)

O ensaio de atividade para a FMR, enzima localizada na membrana interna da
mitocondria, mas que pode ser liberada quando hd um aumento na for¢ca idnica
(CHRISTMAS; TURRENS, 2000; TURRENS, 1989), ¢ baseado na redugdo do fumarato em
succinato acoplado a oxidagdo de NADH. O ensaio foi realizado em tampao de reagdo
contendo: 50 mM tampao fosfato de potassio, pH 7,4, 0,1 mM NADH, 3 mM de fumarato, e
H,O gsp 3 ml. A reagdo foi iniciada pela adicdo de 100 pg de extrato proteico total do

parasita. O branco da reacdo foi a mesma preparagdo sem a adicdo de enzima. A absorvancia
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foi monitorada (5 min a 30 °C), sob agitacdo constante, ¢ a V, calculada na regido da

linearidade (4 min), utilizando 0 CEMnapn = 6.220 M cm™.

2.8  Avaliacio do papel fisiologico da enzima TcPSCDH

2.8.1 Ensaios de estresse nutricional

Para determinar se o 7. cruzi ¢ capaz de incorporar o P5C sintético e utilizd-lo como
fonte de carbono e energia, foram feitos ensaios de estresse nutricional seguindo relatos da
literatura (MAGDALENO et al., 2011). Para isso, foram utilizadas formas epimastigotas de 7.
cruzi (20 x 10° células ml™) incubadas durante 72 horas em PBS (grupo controle) ou PBS
suplementado com 1 mM de cada metabdlito analisado: PBS + D-glicose, PBS + L-prolina,
PBS + P5C, PBS + L-glutamato e PBS + solvente do P5C (0,25 M HCIl), este ultimo como
controle adicional. Para as células incubadas com P5C, e o seu controle, foi necessario
equilibrar o pH da solu¢do a 7,0 com 3 M KOH. Seguido da incubacio, a viabilidade celular
foi avaliada pelo tratamento com o reagente 4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrasolium (MTT) e

a razdo de absorvancia (As9s.690 nm) foi registrada.

2.8.2  Avaliacdo da citotoxicidade do P5C no T. cruzi

Para determinar se a presenca de P5C livre no meio poderia afetar a viabilidade celular
do parasita foi realizado um experimento semelhante ao de estresse nutricional. Para isso,
formas epimastigotas (20 x 10° células ml™") foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas
(24 h) com concentracdes crescentes de P5C sintético (0 - 300 pM) ou uma mistura de
rotenona (60 pM) e antimicina A (0,5 uM) (Sigma®), usados como controle positivo pela sua
toxicidade ja conhecida. Aliquotas dos tempos 2, 4, 6, 8 e 24 horas foram retiradas para a
realizacdo do teste de viabilidade pela técnica do MTT e os valores representados em um

grafico de barras.

2.8.3 Avaliagdo da sintese de ATP dependente de P5C (método com luciferase)

A enzima luciferase tem como substrato a luciferina e a sua atividade enzimatica esta
acoplada a emissao de fotons de luz. Essa reag¢do ¢, necessariamente, acoplada a hidrélise de

adenosin trifosfato (ATP) e, portanto, pode-se utilizar como um método indireto de medicao
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de ATP no meio. Esta metodologia foi realizada em formas epimastigotas submetidas a
inani¢do, o que leva a uma diminui¢@o nos niveis de ATP sem afetar a viabilidade do parasita.
No entanto, a sintese de ATP pode ser restabelecida, posteriormente, pela adicdo dos
substratos sob analise. Para isso, as células (5 x 10° células ml") foram incubadas em meio
LIT (controle positivo), PBS (30 h a 28 °C), seguido do processo de recuperagdo (1 h a 28 °C)
pela adicao de 1 mM de D-glicose, L-prolina, P5SC, L-glutamato ou PBS (controle negativo).
A dosagem do ATP intracelular foi realizada, apos a lise e incubagdo com o kit comercial
adenosine 5 -triphosphate (ATP) assay mix (Sigma®). A detec¢io da emissdo de luz (As70 nm)
foi realizada em lumindémetro de placa. Os valores de ATP nas amostras foram extrapolados a
partir de uma curva de calibragdio com quantidades conhecidas de ATP (Sigma®). A
porcentagem de ATP foi calculada a partir da razdo obtida em comparagdo com o grupo

controle (LIT), considerado como 100%.

2.8.4 Obtengdo e caracterizagdo de parasitas super-expressores da TcP5CDH

Com o intuito de avaliar se a inser¢do de uma copia ectopica da ORF TcP5CDH, no
parasita, resultaria num fenotipo que estivesse correlacionado a bioenergética ou infectividade
do parasita, partimos para a geracdo de mutantes super-expressores para esta enzima.

A transfeccdo em 7. cruzi foi realizada com parasitas na fase exponencial do
crescimento (2do dia). As células (4 x 107 parasitas por transformagao) foram coletadas por
centrifugacdo (10 min, 1.350 x g) e lavadas duas vezes com PBS estéril, seguindo as mesmas
condi¢des de centrifugacdo. O sedimento resultante foi ressuspenso em 400 pl de solugdo de
eletroporacdo (140 mM NaCl, 25 mM HEPES, pH 6,5, 0,74 mM Na,HPO,) e transferido a
uma cubeta de eletroporagio Gene Pulser” Cuvette de 0,2 cm (BioRad Systems®, USA),
previamente incubada no gelo. O DNA foi preparado a partir da constru¢do pTEX-TcP5CDH,
ou o vetor pTEX vazio como controle (ver seccdo 2.3.2.4). Para a incubacdo das células com
o DNA de cada construcdo, primeiramente foram separados 100 pg de DNA para serem
precipitados com 3 M acetato de sodio pH 5,2 (1/10 do vol de DNA) e EtOH absoluto (2,5 vol
de DNA). A mistura foi centrifugada (10 min, 16.000 x g a 4 °C) e o precipitado foi lavado
com EtOH puro até completar o volume total do tubo (1,5 ml). O DNA foi centrifugado
novamente (10 min, 16.000 x g a 4 °C), o precipitado foi secado (em esterilidade) e

ressuspenso em 15 pl de H,O mili-Q estéril. Apds isso, o DNA foi adicionado a suspensao
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celular e a mistura foi incubada no gelo (10 min). A inser¢do do DNA, no parasita, foi
realizada mediante dois pulsos de eletroporacdo (450 V e 500 pF), e as amostras incubadas
por mais 10 minutos no gelo. As células foram transferidas a garrafas de 25 cm” contendo 10
ml de meio LIT e incubadas a 28 °C para a recuperagdo dos transformantes. A selecdo dos
transformantes foi iniciada, apés 48 h da eletroporagio, pela adi¢do de 250 pg ml™" G418.
Apds 24 h, a concentragio de G418 foi aumentada a 500 pg ml™. Como grupo controle da
transformagdo foi utilizado uma cultura transformada com agua, ao invés de DNA. A
progressdo da cultura foi acompanhada por contagens sucessivas ao microscopio utilizando a
camara de Neubauer. Transcorridos 15 dias apoés a transformagdo (at), as culturas foram
diluidas (1:2) em meio LIT fresco, mantendo a concentragio de G418 em 500 pg ml". No dia
25 (at) foi feito um repique adicional em meio LIT + 500 pg ml"' G418, para completar a
selecdo dos transformantes. A sele¢do foi finalizada no dia 36 (at), onde as células do controle
estavam todas mortas, enquanto que os transformantes apresentavam células vidveis e a
densidade celular aumentou. A partir dai, as células transformadas foram mantidas em meio
LIT + 40 pg ml"' G418. A presenca do epissomo foi verificada mediante PCR convencional.
A reacdo de PCR foi realizada como descrito na se¢do 2.3.1.3, utilizando os oligonucleotideos
T7 e intGAPDH (quadro 2) e 40 ng de DNA gendmico total das linhagens wt, pTEX e pTEX-
TcP5SCDH'". Como controles foram usados 10 ng de DNA plasmidial da construgdo pTEX-
TcP5CDH e do vetor pTEX vazio. Adicionalmente, foram analisados o niveis do transcrito
(¢qRT-PCR), proteinas (western blot) e atividade enzimdatica TcPSCDH nas linhagens wit,
pTEX" e pTEX-TcP5CDH .

2.8.4.1 Avaliacdo do processo de metaciclogénese

Para determinar se a enzima TcPSCDH estaria envolvida no processo de diferenciagdo,
in vitro, da forma epimastigota a tripomastigota metaciclico, os parasitas das linhagens wt,
pTEX" e pTEX-TcP5SCDH " foram diferenciados a formas metaciclicas mediante a incubagio
em meio Grace’s (Gibco®), durante 9 dias a 28 °C. A densidade celular foi determinada em
camara de Neubauer, sendo que o numero de formas metaciclicas foi distinguido pela
morfologia celular e a posicdo do cinetoplasto com respeito do nucleo. A razdo celular
(formas metaciclicas/total de parasitas) foi determinada e a porcentagem de metaciclogenése
foi calculada em todos os tratamentos. As comparacdes foram feitas com respeito ao grupo

controle (wt).
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2.8.4.2 Avaliacdo do processo de eclosdo de tripomastigotas P5C-dependente

Com o intuito de estabelecer se o P5SC pode ser utilizado no processo de adesdo/invasao
celular, no modelo CHO-k;, as formas tripomastigotas foram incubadas com diferentes
concentragdes de P5C e o niimero de tripomastigotas liberados ao meio de cultura foi
registrado. As células foram distribuidas em placas de 24 pogos (5 x 10" células por pogo) e
incubadas durante 24 h a 37 °C sob atmosfera de CO,. Apo6s as células se aderirem nos pocos,
estas foram lavadas com PBS e incubadas com formas tripomastigotas do parasita, mantendo
uma proporc¢ao parasita/CHO-k; (40:1), durante 4 h a 37 °C. O P5C foi preparado como
descrito na sec¢do 2.7.1, e diluido, em PBS suplementado com 10% SFB (v/v) (PBS-soro), a
concentragdes finais de 20, 50, 100 pM. Como grupos controle foram realizados tratamentos
adicionais com RPMI-10% SFB, PBS-soro, PBS-soro acrescentado do solvente para o P5C
(0,25 M HCI). Todas as preparagdes foram realizadas em volume final de 500 pl. As
infeccdes foram incubadas durante seis dias a 33 °C sob atmosfera de CO,, fazendo duas
trocas de meio RPMI-2% SFB (v/v). O ntimero total de formas tripomastigotas, liberadas ao
sobrenadante do meio de cultura, foi determinado pela contagem em cadmara de Neubauer

(SILBER et al., 2002).

2.8.4.3 Determinacdo do consumo de oxigénio

A taxa de consumo de oxigénio foi medida polarograficamente em oxigrafo de alta-
resolucdo (Oroboros, Oxygraph — O:K). O eletrodo foi calibrado com oxigénio atmosférico,
entre 0 a 100% de saturagio a 28 °C. Aproximadamente 5 x 10 parasitas ml" foram
adicionadas ao meio de respiragdo contendo 125 mM de sacarose, 65 mM de KCI, 10 mM de
HEPES-NaOH, pH 7,2, 1 mM de MgCl,, 2 mM de K,;HPO,, seguida por adi¢des sequenciais
de 5 mM de succinato (substrato para o complexo II), 500 uM de EGTA, e 30 uM de

digitonina. Outras adi¢des encontram-se detalhadas nas legendas das figuras.

2.8.4.4 Sintese de ATP (método radioativo)

A sintese de ATP foi determinada medindo-se a incorporag¢io de *’Pi em [y-""P]ATP
(VERCESI et al., 1990). Estes experimentos foram realizados nas mesmas condigdes ja
descritas para o consumo de oxigénio ¢ Ay, em um meio de reagdo contendo 125 mM de

sacarose, 65 mM de KCIl, 10 mM de HEPES-NaOH, pH 7,2, I mM de MgCl,, 2 mM de
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K>HPO4, 30 U ml"' de hexocinase, 20 mM de glicose e 10 mM de 5’ adenosina monofosfato
(AMP), seguida por adigdes sequenciais de 5 uM de carboxiatractiloside (CAT), 500 uM de
EGTA, 30 uM de digitonina, 5 pg ml" de oligomicina, 5 pM de antimicina-A e outras
adi¢des como indicado nas legendas das figuras. O volume final da reagdo foi de 500 pl,
obedecendo a propor¢ao do nimero de células pela concentracdo de digitonina. A reagdo foi
iniciada com a adi¢io de 10 pl de células, até uma concentragio final de 5 x 107 células ml™
Apos 30 minutos, a reagio foi parada com a adigdo de 400 ul de molibdato. O excesso de **Pi
ndo incorporado ao ATP, na presenca de molibdato forma o complexo fosfomolibdato que

entdo foi removido com o solvente organico acetato de butila.

2.8.4.5 Dosagem de perdéxido de hidrogénio

A produgdo de H,O; por células intactas ou permeabilizadas de 7. cruzi foi determinada
pelo método de oxidagdo utilizando a sonda fluorescente Amplex Red (Sigma®) na presenga
de peroxidase de rabanete (Sigma®), no qual as células sdo impermeaveis. Este método
permite medir a liberagdo de H,O, pela célula sob condi¢des fisiologicas reais
(VOTYAKOVA; REYNOLDS, 2004). As células (5 x 10’ parasitas ml™") foram incubadas em
tampao de reacdo: 125 mM de sacarose, 65 mM de KCI, 10 mM de HEPES-NaOH, pH 7,2, 1
mM de MgCl,, 2 mM de K,HPO,, seguida por adi¢cdes sequenciais de 5 mM de succinato,
500 uM de EGTA, 30 puM de digitonina, 1,7 pM de Amplex Red (Invitrogen™, USA) e 6,7 U
ml' de peroxidase de rabanete. A fluorescéncia foi monitorada durante 30 min em
espectrofotometro de fluorescéncia (Acxcitagao 963 NM € Aemissio 587 nm). A reagdo foi iniciada
pela adicdo de células. As concentragdes de H,O, foram obtidas a partir de uma curva-padrao
através de concentracdes conhecidas de H,O,. Os resultados foram normalizados pelo numero
de células e expressos em pmol de H,O, x 107 células. Os experimentos descritos nas secgdes
2.84.3 — 2.8.4.5 foram realizados em colaboracdo com o laboratério do Professor José

Roberto Meyer-Fernandes (UFRJ).

2.8.4.6 Analise dos niveis de TcGP&2

A glicoproteina de 82 kDa ¢ uma molécula de superficie que pertence a familia das
transialidases e que participa do processo de invasdo do parasita na célula hospedeira

(SCHENKMAN et al., 1993). Portanto, a deteccao da TcGP82, com o anticorpo 3F6, pode ser
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considerada como um marcador celular de moléculas que participam na adesdo e invasdo
celular (MANQUE et al., 2003). Os niveis de TcGP82 foram entdo analisados por western
blot, em formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas, obtidas a partir de parasitas wt e
os mutantes pTEX-TcPSCDH . Os extratos protéicos foram preparados a partir de 2 x 10’
parasitas, que foram crescidos e purificados como descrito na sec¢do 2.2.1. As proteinas
foram resolvidas em um gel SDS-PAGE 12% e transferidas a membranas de nitrocelulose. O
anticorpo monoclonal 3F6, produzido em camundongo (gentilmente cedido pela Prof. Dra.
Nobuko Yoshida), foi diluido (1: 1.000) em PBSTL e incubado durante 16 h a 4°C, sob

constante agitacao. O revelado foi feito como descrito anteriormente.

2.9  Avaliaciao da enzima TcPSCDH como um possivel alvo terapéutico

Relatos da literatura descrevem que o dissulfeto de tetraetiltiurano (DSF) age como
inibidor da enzima TcP5SCDH presente em células de placenta humana (FARRES; JULIA;
PARES, 1988).

2.9.1 Ensaios de proliferacdo celular com DSF

O efeito do DSF no parasita foi avaliado mediante curvas de crescimento, em formas
epimastigotas crescidas em meio LIT, na presenca de concentragdes crescentes de DSF (0,1 -
5 uM). Os parasitas (2,5 x 10° células ml™") foram misturados com as diferentes concentragdes
de DSF (dissolvido em DMSO/EtOH/H,0, 10:70:20), distribuidos em placas de 96 pocos ¢
incubados a 28 °C durante sete dias. A densidade celular foi monitorada diariamente pela
leitura da absorvancia (As20nm). A concentracao que reduz ao 50% o crescimento celular (ICsp)
foi determinada no quinto dia de crescimento em todos os tratamentos e comparadas ao
controle sem droga (C). Os valores de concentragdo celular foram convertidos a porcentagem

de inibi¢do utilizando a seguinte equagao (7):

{[células],_ — [Céhﬂas]amostra} *100

% inibicdo = [células],

Os valores de% inibicdo (eixo-y) versus concentracdo de DSF (eixo-x) foram
representados num grafico e ajustados a func¢ao sigmoide usando o software OriginPro v8.0

(Originlab®) para o célculo da ICsy.
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2.9.2  Avaliagdo do efeito do DSF no processo de metaciclogénese

Para determinar se o DSF poderia estar envolvido no processo de metaciclogenése,
formas epimastigotas (5 x 10° células ml"') foram diferenciadas em formas metaciclicas
mediante a incubagdo em meio Grace’s (Gibco™), durante 9 dias a 28 °C, na presenga de DSF
(0, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM). A densidade celular foi determinada em camara de Neubauer, sendo
que o numero de formas metaciclicas foi distinguido pela morfologia celular e a posi¢ao do
cinetoplasto com respeito do nucleo. A razdo celular (formas metaciclicas/total de parasitas)
foi determinada e a porcentagem de metaciclogenése foi calculada em todos os tratamentos. O
grupo controle (sem droga) foi considerado como referéncia (100%) e o efeito na

metaciclogenése foi determinado comparando-o com os outros tratamentos.

2.9.3 Avaliagdo do efeito de DSF na eclosdo de formas tripomastigotas metaciclicas

O efeito do DSF no processo de eclosdo de formas tripomastigotas, provenientes do
ciclo intracelular do parasita, foi avaliado como descrito na sec¢cdo 2.8.4.2. Para isto, foram
testadas as concentragdes de 0,5 e 1 puM de DSF dissolvido em EtOH/DMSO/H20
(70:20:10). Como grupo controle foram utilizados: parasitas crescidos em RPMI-10% SFB,
PBS-10% SFB e PBS- 10% SFB + veiculo do DSF.

2.9.4 Ensaio de atividade TcP5CDH com DSF

A atividade enzimatica para a TcP5SCDH, de origem recombinante, foi determinada na
presenca de concentragdes crescente do DSF (0 — 2 uM). A enzima pura (10 pg) foi incubada
com o DSF durante 3 min e a reacdo foi iniciada pela adi¢do do PSC. Como branco da reagio
foi utilizado 0,25 M HCI ao invés do substrato. A atividade especifica foi calculada usando o
CEMyapn = 6.220 cm'M™ e a % de inibigdo foi determinado em cada concentragio de DSF

sendo que o 100% corresponde a atividade na auséncia de DSF.
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3.1 Predigoes in silico

3.1.1.1 O genoma do T. cruzi contém trés sequéncias de DNA putativas para a enzima
TeP5CDH

A busca na base de dados para tripanossomatideos (TrytripDB) revelou trés sequéncias
cujo produto génico ¢ a enzima A'-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (TcP5CDH). Os
codigos de acesso paras essas sequéncias, no genoma de 7. cruzi (cepa CL-Brener), sdo:
Tc00.1047053510943.50, Tc00.1047053509351.10 e Tc00.1047053503577.9, as quais serdo
aqui nomeadas como: 7TcP5CDHI, TcP5CDH2 e TcP5CDH3, respectivamente. A
porcentagem de identidade entre as sequéncias preditas de aminodcidos (aa) para TcPSCDH1
(561 aa) e TcPSCDH2 (265 aa) foi de 98%, e, entre TcPSCDHI1 e TcPSCDH3 (251 aa) de
86% (Figura 1).

Figura 1- Alinhamento multiplo das sequéncias TcPSCDH anotadas no genoma de
T.cruzi (tritrypdb.org)
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Em preto denota-se os residuos que s@o idénticos, e os pontos indicam os gaps do alinhamento. Os
residuos putativos para o sitio catalitico indicam-se com + (glu302) e’ (cys3 3%). No quadro indica-se a
regido de 28 aas (28A) que ¢ ausente na sequéncia TcPSCDH1. As sequéncias foram alinhadas com a
ferramenta CLUSTALW?2 utilizando a matriz de alinhamento ID e o método de agrupamento UPGMA
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
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Na busca de dominios funcionais para estas sequéncias, observou-se, claramente, que a
sequéncia TcPSCDHI possui todos os dominios préprios de PSCDHs e da familia aldeido
desidrogenase s (ALDH) (Figura 2A). Ja as sequéncias TcPSCDH2 e TcPSCDH3
correspondem as regides C-terminal e N-terminal, respectivamente da TcPSCDHI1 (Figura 2B
e 2C). A unica diferenca, propria da sequéncia TcPSCDH3, foi observada no extremo C-
terminal (28 aas) (Figura 1). Quando realizada a busca para identificagdo do dominio 28A,
este apresentava caracteristicas de peptideo sinal, segundo o algoritmo SignalP-NN (Figura
2C). Entretanto, a busca por similaridade (BLASTP) na base de dados para proteinas
(UniprotKb) revelou uma identidade de 73% com o extremo N-terminal da enzima N-
acetiltransferase de Chlorobaculum parvum (codigo de acesso B3QKZS8). Isto indica que a
proteina TcPSCDH3 possui uma identidade de 86% com a sequéncia TcPSCDHI, mas a
principal divergéncia estd no C-terminal onde encontra-se o dominio aqui chamado 28A.

A sequéncia TcP5SCDH3 carece dos residuos cataliticos putativos caracteristicos para a
P5SCDH (Figura 1, 2A). Porém, as sequéncias TcPSCDHI1 e TcPSCDH2 apresentaram os dois

336

residuos, Glu’” e Cys™® (Figura 2A e 2C), que correspondem aos sitios de ligagdo ao

substrato, como descrito em Arqueia (INAGAKI et al., 2006).
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Figura 2 - Dominios proteicos encontrados para as sequéncias TcPSCDHs
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A busca foi realizada na base de dados InferProscan com as sequéncias completas de aas
(TcPSCDHI, TcP5SCDH2 e TcP5SCDH3) utilizando pardmetros por defeito. Os codigos de acesso nas
bases de dados Pfam (PF), InterProscan superfamily (SSF), CATH superfamily (G3DSA), pantherdb
(PTHR) estdo mostrados a esquerda. As sequéncias também apresentaram caracteristicas de peptideo
sinal e regides transmembrana (reg-TM), segundo os algoritmos SignalP e tmhmm. O nome dos
dominios (mintiscula) ou superfamilias proteicas (maiuscula) estdo indicados a direita.

Analises posteriores, utilizando como referéncia a sequéncia de aas para TcPSCDHI,
mostraram distintas regides conservadas, com as suas correspondentes ortdlogas, em outras
espécies (Figura 3). O extremo N-terminal, por exemplo, ndo apresentou caracteristicas de
peptideo sinal para o direcionamento a mitocondria, segundo o observado nas trés ferramentas
utilizadas (TargetP, SignalP, Predotar) (Figura 3A). Nos trés casos, o resultado foi ambiguo,
pois apesar da TcPSCDHI1 ndo possuir uma regido de clivagem, foi observado que esta
proteina pode ter uma localizacdo citosélica ou mitocondrial com valores semelhantes. No
entanto, quando esta regido foi analisada em detalhe (manualmente) foram observados os
motivos proteicos M/LRR e regides ricas em Ala (FAFAYA) na sequéncia da TcPSCDH
(Figura 3B). Estes dominios tem sido reportados como assinaturas proteicas proprias de

proteinas mitocondriais para essa espécie (KRNACOVA et al., 2012).
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Figura 3 - Regides proteicas conservadas entre PSCDHs de distintas espécies
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As sequéncias de aminoacidos de: A. thaliana (AtPSCDH), S. cerevisiae (ScCPSCDH), L. major
(LmP5CDH), T. cruzi (TcPSCDH), T. brucei (TbPSCDH), D. melanogaster (DmP5CDH), H. sapiens
(HsP5CDH), M. musculus (MmP5CDH), E. coli regido 623 — 1106 aas da enzima bifuncional
(EcP5CDH), T. thermophilus (TtPSCDH) foram alinhadas utilizando configuragdes padrdo da
ferramenta MUSCLE (ebi.ac.uk), e editadas no programa GeneDoc v2.7.00 (KARL; NICHOLAS,
1997). As cores preta, cinza e cinza clara indicam os residuos idénticos em todos, oito ou sete dos
taxons alinhados, respectivamente.

A) Extremidade amino-terminal das sequéncias PSCDHs alinhadas. O quadro ponteado em azul indica
os primeiros 30 residuos, das sequéncias usadas de tripanossomatideos. B) Modelo para a estrutura de
hélice-alfa (Met' — Ser'®) predita no extremo N-terminal da TcPSCDH, obtido com programa
heliQuest (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/) (GAUTIER et al., 2008). Os residuos positivos (+),
hidrofébicos (H) e a Thr'’, predito como sitio putativo para clivagem se encontram indicados (seta
preta). C) Comparagdo da extremidade N-terminal das proteinas TcPSCDH, TbPSCDH e TcPRODH,
onde observa-se o motivo M/LRR (1), seguido do motivo rico em Ala ‘FAFAYA’ (***). D) Regido
altamente conservada entre as PSCDHs alinhadas. O quadro vermelho indica o dominio predito com
caracteristicas de regido transmembrana (hTM). O hTM forma uma alfa-hélice composto pelos
residuos Phe®® — Met*'* ¢ uma folha-beta Val*'’ - Trp*®. C, D) Regides da proteina onde se encontram
os residuos cataliticos conservados Glu*® Phe®®’, Leu*! (*) e Cys336, Ser’®” (#), reportados como
ligantes a0 NAD" e P5C, respectivamente (INAGAKI et al., 2006; SRIVASTAVA et al., 2012). E)
Extremo C-terminal da enzima P5CDH onde se encontra o dominio ALDH (PF00171,
G3DSA:3.40.309.10).

Além disso, a predicdo de uma hélice-alfa, conformada pelos primeiros 18 residuos da
TcP5CDH, mostrou que estd pode ter um extremo com residuos positivos e uma face

hidrofébica que pode interagir com membranas (Figura 3B, C). Estas caracteristicas, somadas
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ao sitio de clivagem, predito na posi¢do Thr'’, corresponderiam ao PDm da TcP5CDH. A
Thr'” se encontra uma posi¢do antes do sitio Asn'> (TcPRODH), como observado no
alinhamento (Figura 3C). A TcPRODH ¢ uma proteina mitocondrial, cujo extremo N-terminal
foi predito como PDm pela presenca de uma folha-beta, seguida de uma hélice-alfa (PAES, L.
S.,2010).

Ao compararmos a mesma regido com a sequéncia da TbPSCDH se observaram as
substituicdes Q7P, Y12F, A13V, C15S, T17P, I118A e A28P (Figura 3A, painel direita).
Dessas substitui¢des, a Gln’ ¢ Thr'’ da TcP5CDH sdo substituidas por Prol, nos dois casos
para a TbP5CDH, e a Ala" foi substituida por Val'> na TbPSCDH. Este ultimo residuo foi
predito como sitio de clivagem através da ferramenta MitoProt-I1.

Também foi visto que a TcPSCDH apresenta uma regido com caracteristicas de dominio
transmembrana (hTM) (Figura 3D, 4A). A hTM apresenta algumas diferencas com a
TbP5CDH, sendo ausente em LmP5CDH (Figura 3D).

2 ¢ Cys™ estdo conservados em todas as sequéncias alinhadas

Os sitios cataliticos Glu
(INAGAKI et al., 2006; SRIVASTAVA et al., 2010; SRIVASTAVA et al., 2012) (Figura
3D).

Uma analise detalhada para a busca de dominios TM, mediante as ferramentas Phobius
e TMpred, mostrou a presenca de duas hTM:s entre as posi¢des Phe*” — Trp**® e Phe® - 11e**
(Figura 4A, B). Segundo o programa TMpred, as hTMs estariam orientadas do lado externo
ao lado interno, sendo que o extremo N-terminal ficaria do lado de fora da membrana (Figura
4B). Quando analisadas em detalhe, constatou-se que essa regido formaria uma hélice-alfa
seguido de uma folha-beta (Figura 4C) compostas, principalmente, de aminoacidos

hidrofobicos (Figura 4D). A presenca da Prol*!' limita a probabilidade (0,5) de que esta regidio
seja um dominio TM (Figura 4A).
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Figura 4 - Andlise da regido predita como hélice transmembrana (h'TM) para a
TcP5SCDH
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8 0.8 TM --- C--- NC--- SP --- ’ . N
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A) Predicao da localizagdo celular para TcPSCDH mediante a ferramenta Phobius (ebi.ac.uk). Na
esquerda mostra-se a escala de probabilidade para uma regido TM, citosolica (C), ndo citosélica (NC)
ou com peptideo sinal (SP), sendo 1 o valor maximo de probabilidade. B) Predicdo de hélices
transmembrana para a TcPSCDH através da ferramenta TMpred (HOFMANN; STOFFEL, 1993). C)

A regido destacada em rosa corresponde aos residuos que formam a hélice-alfa (Phe’® - Gly*'"),

seguido de uma folha-beta (Val*'’ - Trp*’) indicada pela seta amarela no dominio hTM. A predigio da

estrutura secundaria foi obtida através do programa PSIPRED (MCGUFFIN; BRYSON; JONES,
2000). D) O dominio predito como hTM possui uma face hidroféobica composta de
IMLFPAGVAAAFAAL. O indice de hidrofobicidade foi de 0,786, e a hélice-alfa ndo apresenta uma
carga neta = 0, como visto pelo programa heliQuest.

A composicao dos aminodcidos para a TcPSCDH foi analisada mediante a ferramenta
ProtParam (ExPASy.org) (GASTEIGER et al., 2005). Do total de aminoacidos para
TcPSCDHI (561 aas), os 10,7% dos residuos sdo Ala. A soma dos residuos carregados
positivamente (Glu + Asp) foi de 59, enquanto que os residuos carregados negativamente
(Lys + Arg) foram 61. O ponto isoelétrico, tedrico, foi de 7,95 e a massa molecular predita foi
de 62.476,8 Da. O coeficiente de extingdo molar calculado, assumindo que os residuos de
cisteina (10 no total) estdo reduzidos, foi de 71.905 M cm™ a 280 nm em 4gua. O indice de
hidropaticidade (GRAVY) foi de -0,274, segundo o algoritmo reportado previamente (KYTE;
DOOLITTLE, 1982).
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3.2 Avaliacio funcional da sequéncia 7cP5CDH1

3.2.1 O genoma do parasita apresenta uma sequéncia de DNA (1,686 Kb) que
codifica para a TcP5CDH

Como esperado, o produto de DNA amplificado por PCR com os oligonucleotideos Tcl
apresentou um tamanho aproximado de 1,7 Kb (Figura 5A). Ap6s o sequenciamento total
deste fragmento, observou-se que a ORF TcP5CDH contém 1686 pb. A sequéncia de
aminoacidos obtida (codigo de acesso: ABC123) apresentou um 99% de identidade com a
depositada no genoma do 7. cruzi (co6digo UniProtKb: Q4DRTS). Com o produto TcP5CDH
clonado nos diferentes vetores, procedeu-se com as correspondentes andlises funcionais

(Figura 5B).

Figura 5 - Fragmentos de DNA utilizados nas correspondentes clonagens

A. B.
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A) Amplifica¢do por PCR para a ORF TcP5CDH. 1- Produto de PCR TcP5CDH (tamanho aprox. 1,7
Kb), 2- controle negativo da PCR. B) Digestdo enzimatica de fragmentos de DNA (3 - 12). 3-
constru¢do pYES-TcP5CDH, 4- construgdo pYES-TcP5CDH digerida com BamHI - Xhol, 5-
construgdo TOPO 2.1-TcP5CDH, 6- constru¢do TOPO 2.1- TcP5CDH digerida com EcoRI, 7-
constru¢do pET24-TcP5CDH, 8- constru¢do pET24-TcP5CDH digerida com BamHI - Xhol, 9-
constru¢do pTEX-TcP5CDH, 10- construcdo pTEX-TcP5CDH digerida com BamHI - Xhol, 11-
constru¢do pZIM-Tb5’P5CDH, 12- construgdo pZIJM-Tb5’P5CDH digerida com Sall - Hindlll. O
marcador de peso molecular de DNA foi o / Kb DNA plus ladder (Fermentas”, Lituania). As
amostras de DNA foram resolvidas em gel de agarose, coradas com BrEt e visualizadas sob luz UV.

3.2.2 A sequéncia TcP5CDH complementa a atividade enzimatica em uma cepa de
levedura defeituosa no gene ortologo (PUT2)

A construcdo pYES-TcP5CDH foi utilizada para a transformagdo da cepa de levedura
aqui nomeada como controle. Esta cepa foi previamente modificada mediante a inser¢do das

construgdes pYEp351 e pYES-HIS3, resultando na cepa controle APUT2 LEU2" HIS3"
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(Quadro 1). Apods obtido esse controle, foi realizada a insercdo da ORF TcP5CDH. A
avaliagdo fenotipica foi feita, inicialmente, em meios sintéticos completo (SC) e definido
(SD). O meio SC contém todos os aminodcidos necessarios para o crescimento da levedura
em meio definido. No meio SC1, observou-se que a levedura wt cresce em maior propor¢ao,
com respeito as leveduras mutantes (Figura 6A). J4 no meio SC2, um meio completo sem
adi¢do de uracila, que contém G418, e, prolina como fonte de nitrogénio, o crescimento foi
restrito as leveduras carregando o gene TcP5CDH. Entretanto, a capacidade de crescimento
também foi evidenciada no meio depletado (SD), cujos Unicos requerimentos essenciais sao
uma fonte de enxofre, de carbono e de nitrogénio. Assim, as leveduras, mesmo mutantes,
cresceram em meio SD1 contendo sulfato de amonia, usada como fonte ideal de nitrogénio
(Figura 6A, SD1). Quando a fonte de nitrogénio € substituida por prolina, somente a levedura
wt e a TcP5CDH sao capazes de crescer (Figura 6A, SD2).

A confirmag¢do dos resultados observados na avaliacdo fenotipica foi feita pela analise
posterior dos niveis de RNA para a ORF em estudo. A partir de amostras de RNA total das
leveduras utilizadas, foi amplificado o fragmento 7cP5CDH na levedura complementada
(aprox. 1,7 Kb). Observou-se também que ndo ha amplificagdo cruzada com o DNA da
levedura wt (Figura 6B). Posteriormente, o soro policlonal anti-TcPSCDH permitiu a
detecgdo da proteina TcPSCDH na cepa complementada, assim como, na isoforma ScPSCDH
da levedura wt (massa esperada de aprox. 64 kDa) (Figura 6C).

Para determinar a funcionalidade do produto génico inserido na levedura mutante, foi
determinada a atividade enzimatica (AE) em cada uma das cepas. Como observado, a
levedura wt apresentou uma AE semelhante (5,9 + 1,4 nmol min"' pg™') a apresentada pela
levedura complementada (6,4 + 0,9 nmol min™ pg™), enquanto que nas cepas mutantes
APUT?2 e controle, essa atividade ¢ ausente (Figura 6D). Além disso, os niveis de P5C livre se
mantém normais na cepa wt. Quando o gene PUT?2 foi interferido, nas cepas mutante e
controle, este aumentou, mas este consegue voltar a niveis normais quando a enzima

TcP5CDH se encontra funcional (Figura 6D).
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Figura 6 - Ensaio de complementacao funcional em S. cerevisiae
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A) As leveduras: wt (selvagem), Aput2, controle e TcP5CDH foram geradas, como descrito na se¢ao
materiais e métodos, e crescidas em meios minimos definidos. Suspensdes celulares crescidas em
meio liquido (48 h a 28 °C) foram preparadas em agua estéril realizando cinco dilui¢cdes seriadas
(1:10) a partir de uma solucdo cuja DOggo = 1. Apds isso, 3 pl de cada diluicdo foram transferidos a
placas de meio so6lido, sintético completo (SC) suplementado com: uracila (ura), sulfato de amdnia
(SA) e galactose (gal) (SC1) ou ura-, G418 e prolina (prol) (SC2). A avaliacdo fenotipica foi também
realizada no meio sintético depletado (SD) composto de: metionina (met), ura’, SA, e gal (SD1) ou
met, ura’, prol e gal (SD2). As placas de SC e SD foram incubadas durante 2 e 4 dias, respectivamente.
B) Os niveis de transcrito para a TcPSCDH foram analisados por RT-PCR utilizando ¢cDNA, a partir
de todas as amostras de levedura utilizadas, em uma reagdo de PCR convencional com os
oligonucleotideos Tcl, como descrito na se¢do 2.3.1.3 de materiais e métodos. Apds a reagdo de PCR,
15 pl do produto de amplificagdo foram aplicados em gel de agarose como indicado em cada canaleta.
Como controle positivo foi usado DNA genoémico de formas E de 7. cruzi. Os fragmentos de DNA no
gel foram corados com 0,5 pg ml™ BrEt e visualizado sob luz UV. C) Detecgio da proteina TcP5CDH
mediante a técnica de western blot. Amostras proteicas foram preparadas a partir de lisados celulares
de cada cepa. As proteinas foram resolvidas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%) e transferidas
a membranas de nitrocelulose para a incubagdo com o soro policlonal anti-TcP5SCDH (1:2.000). D) A
analise bioquimica da complementacdo foi avaliada mediante o ensaio de atividade enzimética para
PSCDH, assim como, pela dosagem dos niveis intracelulares de P5SC. Para a medicdo da atividade
enzimatica foi usado o tampao de reagdo PSC com 0,6 mM de P5C sintético e completando até 3 ml
com agua. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 100 pg de extrato proteico total de cada cepa,
previamente crescidas em 500 ml de meio liquido SC1 (wt e APUT2) ou SC2 (controle ¢ TcP5SCDH),
€ 0 aumento na absorvancia (As40 .m) foi registrado durante 5 min, a 28 °C, sob constante agitagdo. A
dosagem do P5C livre foi realizada pela reagdo com o reagente o-aminobenzaldeido (0-AB OAB) e os
valores foram expressos em unidade de concentracdo (uM) com respeito a biomassa celular obtida
(gr). O gréfico de barras indica os valores de atividade especifica (AE) no eixo-y (esquerda) e os
valores de concentragdo de P5C no eixo-y (direita) em cada cepa testada. As barras representam os
valores obtidos em duas replicas do experimento (n=3) e o desvio padrdo calculado pelo programa
GraphPad Prism v5.01 (GraphPad Software, USA).
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3.2.3 A enzima recombinante TcP5CDH é uma proteina oligomérica

Diferentes tentativas de indu¢do e purificagdo da TcPSCDH foram realizadas. Somente
quando esta foi expressa como produto de fusdo a cauda de seis histidinas no extremo C-
terminal (TcP5SCDH-6xHis), e utilizando a cepa de E. coli BL21-codon plus-pGro7, se
obtiveram os melhores rendimentos (0,9 mg de proteina x 1 de meio LB). Dessa forma se
obteve um produto de expressdo com massa molecular esperada (aproximadamente 66 kDa)
(Figura 7A, B) e enzimaticamente ativo. A inducdo da expressdo de TcPSCDH-6xHis foi
realizada com 200 uM de IPTG, e recuperada na fragdo soltivel apds a lise bacteriana (Figura
7A). Quando este lisado foi passado através da resina de Niquel-NTA observou-se uma baixa
quantidade de proteina ndo ligada a resina que saiu na fracdo FT (Figura 7A). Portanto, as
concentragdes de imidazole foram padronizadas como 20 mM e 100 mM para os passos de

lavagem e eluigdo, respectivamente.

Figura 7 - Expressao e purificacdo da enzima TcPSCDH-6xHis
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A) Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%) com amostras coletadas
durante a purificacdo através da cromatografia de afinidade (Ni-NTA). 1- Marcador de peso molecular
ndo pré-corado (Fermentas®™), NI: aliquota de cultura ndo induzida (BL21 CodonPlus pGro7
pET24/TcP5CDH-6xHis), I: aliquota da cultura induzida com 200 pM de IPTG, LC: lisado clarificado
apos centrifugacdo, FI: fragdo insoluvel apds a lise, FT: fragdo coletada logo apds a passagem do LC
pela coluna de Niquel-NTA (Quiagen®), W1: fragdo coletada ap6s a primeira lavagem com tampao de
binding, W2: fragdo coletada apds a segunda lavagem com 6 volumes de tampao de lavagem (20 mM
de imidazole), E1: fragdo (1 ml) correspondente ao eluato 2 apos a eluigdo com 6 volumes de tampao
de elui¢do (100 mM imidazole), E2: fracdo correspondente ao eluato 3. B) Eletroforese de proteinas
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%) a partir das fragdes purificadas mediante a cromatografia
de exclusdo por tamanho molecular. Os picos P1, P2 e P3 correspondem as fracdes observadas na
figura 8A.
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Devido ao fato de que nos ensaios prévios de purificagdo por cromatografia de afinidade
a enzima TcPSCDH era coeluida junto com proteinas contaminantes, foi necessaria uma
separacdo posterior utilizando a técnica de cromatografia de exclusdo por peso molecular em
gel filtracdo (GF).

As fracdes El e E2 de TcPSCDH-6xHis (Figura 7A) foram submetidas a GF, onde se
obtiveram quatro fragdes nomeadas como P1 - P4 (Figura 7B). Essas fragdes correspondem
aos picos P1, que possui um ombro (P2), e outros dois picos nomeados de P3 e P4, como
indicado no cromatograma resultante (Axso nm) (Figura 8A). Os volumes de eluicdo de cada
fracdo foram utilizados para o calculo da MW, segundo as determinacdes feitas a partir da

curva de calibracdo (Figura 8B) (Quadro 4).

Figura 8 - Perfil de separacdo da TcPSCDH-6xHis através da cromatografia de
exclusdo molecular em gel filtragdo
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A) As amostras das eluicdes E1 e E2 foram dialisadas e concentradas em tampao 100 mM HEPES-
NaOH, pH 7,2 e 5% glicerol (v/v) para a sua posterior injecdo na coluna de gel filtracdo (Superdex
200TM 10/300 GL, Amersham, BioSciences). O cromatograma obtido pelo monitoramento da
absorvancia (A5 nm) mostrou quatro picos, P1, P2 (ombro), P3 e P4, cujos volumes de eluicdo foram
8,92, 11,47, 13,90 e 16,66 ml, respectivamente. B) A curva de calibracdo foi realizada pela corrida de
amostras protéicas de massa molecular conhecida (circulo preto) presentes no High molecular weight
kit for gel filtration (G.E, Life sciences). A fracdo P2 ¢ indicada no grafico (x), onde se observa uma
MW proxima a conalbumina. O eixo-y indica a Kav que depende do volume de eluicdo de cada
amostra. A MW foi calculada a partir da equacgdo apresentada no grafico, como descrito na secdo 5.3.2
de materiais e métodos.
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Apbs o célculo da MW, também foi possivel determinar o radio de Stokes em cada
amostra (Tabela 1), como indicado na equagdo 3 (se¢do 5.3.2).

Com as fragdes purificadas na GF, essas foram submetidas ao teste enzimatico para
TcP5CDH. As atividades especificas determinadas foram 37 + 3 e 65 = 5 nmol min™' pg™ para

as fragoes P1 e P2, respectivamente.

Tabela 1 - Analise da proteina TcPSCDH-6xHis pela técnica de GF

Amostra Volume de elui¢do (ml) MW (kDa) Radio de Stokes (nm)
Pl 8,92 1.308,2 12,83
P2 11,47 407,7 6,58
P3 13,90 1342 4,48
P4 16,66 38 2,66

As fragdes correspondentes aos picos P1 — P4 (Figura 8) foram coletadas e os volumes de elui¢do (ml)
observados na GF foram utilizados para o calculo da massa molecular e o radio de Stokes. MW: massa
molecular.

Apbs a separagdo mediante a técnica de GF, as amostras P1 e P2 foram analisadas pela
técnica de espalhamento de luz dindmica (DLS) para compararmos a MW e o radio de Stokes
observados previamente. No ensaio de GF, a fragdo P2 mostrou uma MW consistente com o
observado na técnica de DLS (Tabela 2). J4 na fragdo P1, houve uma diferenca significativa
entre a MW obtida na técnica de GF (1.308,2 kDa), com respeito ao observado no DLS (776,
9 kDa) (Tabelas 1 ¢ 2).

Tabela 2 - Analise dos picos P1 e P2 pela técnica de DLS

Amostra Volume GF (ml) MW (kDa) Radio de Stokes (nm) Dispersidade do pico
P1 8,92 776,9 10,23 Monodisperso
P2 11,47 406,1 7,75 Polidisperso

Os valores para o radio de Stokes mostraram diferencas de aproximadamente 3
unidades para P1 e 1 para o P2 (Tabelas 1 e 2). O pico observado para a amostra P1 foi
monodisperso, entanto que para o P2 foi polidisperso (Tabela 2).

A fragdo P1 foi resolvida em eletroforese de proteinas em gel nativo (EGN). O perfil de
migracdo observado para essa fracdo mostrou quatro bandas com diferentes pesos

moleculares e intensidade (Figura 9A). Dessas quatro bandas, somente duas, cuja massa
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molecular aproximada foi de 669 e 440 kDa, respectivamente, mostraram reatividade positiva
contra o anti-TcP5SCDH (Figura 9B). Esse resultado se correlaciona com as observagdes para
o MW, segundo o ensaio de DLS, nas fracdes P1 e P2 (Tabela 2). Nas condi¢des de corrida
para EGN ndo foi possivel detectar a forma monomérica (aprox. 64 kDa) da TcPSCDH-
6xHis.

Figura 9 - Andlise da fracdo P1 sob condi¢gdes ndo desnaturantes
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A) Eletroforese de proteinas em gel nativo (EGN). Oito pl do marcador de peso molecular HMW
native ladder (G.E, Life Sciences) foram aplicados no gel. Cinco pg da fragdo P1 foram misturados
com tampado de amostra para EGN (5% azul de Coomassie G-250 p/v dissolvido em 0,75 M acido
aminocaproico) e resolvidos em gel nativo de acrilamida: bis-acrilamida (gradiente 5 — 15%). B)
Analise por western blot do P1. Apods a corrida de EGN, as proteinas foram eletrotransferidas a
membranas de nitrocelulose e incubadas com o anti-TcPSCDH dissolvido em PBST + 5% leite
(1:3.000). O revelado foi realizado seguindo o procedimento padrao previamente descrito.

Tendo visto que tanto as fracdes P1 e P2 mostraram uma massa molecular propria de
uma proteina oligomérica (< 440 kDa), partimos para outras analises da proteina em solucao.
Considerando as discrepancias observadas com a fragdo P1 (GF, DLS e EGN), e visto que, o
ombro dessa fracdo (P2) mostrou maior atividade enzimatica do que P1, realizamos as
analises de difrac¢do de raios-X, em solugao e cristais, com a fracao P2.

As medicdes de SAXS foram realizadas com a forma apo (P2) da proteina TcPSCDH

em solugdo (2,5 mg ml™). As curvas de espalhamento de raios-X e o grafico de Guinier para a
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enzima na forma nativa, estdo representados nas Figuras 10A e B, respectivamente. O raio de
giro (Ry), calculado pela aproximagdo de Guinier para TcPSCDH foi de 67,19 + 0,15 A. As
funcdes de distribuicdo de distdncias foram obtidas utilizando o pacote de transformagdo
indireta GNOM. A dimensdo méaxima (D) € 0 R, foram calculados a partir da funcdo de
distribui¢do de distancias, P(r). Para a TcPSCDH nativa a Dysx € 0 R foram de 200 e (65,21 +
0,53) A respectivamente (Figura 10C).

Figura 10 - Analise pela técnica de SAXS para a TcPSCDH em solugao

A. B.

~I
0.00674 o 0.00674 ..
I.-
-
.l
0.00248 4 0.00248 4 .. -
-
- -

- -
3 91188264 4 3 91188264 " -
) -~ ..
- -
§ 3 35463E-4 1 § 3 35463E 4-}
i §
‘ﬂc_) 1234164 -g 120164
b= £

c
- £

45399965 4 5399965
1.67017E-5 o o A 1.67017€-5 4 In I(Q) = (-4.3265 £0.0138) + (-1504.8992 £ 10.96301)'q
T T T T T T T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020 0.0025
q(A") q(A)

C. D.

104 0.00674 4 \ *  Modek SAXS
\ Modelo Cristalografico
0.00248 1 | Dados obtdos do Gnom
084 - Dados expermentais
~ 91188264
3 \
B 33546364 %
= 0684 2 i
E °
S 1234164 4
o
c
04 S as3000€5 S
= 1 -
£ 16701765 4 w\&’*"&,
024
6.14421E6
22603366 4
00 T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 005 000 005 010 015 020 025 030 035
fA") qA")

A) Curva de espalhamento para TcP5CDH em solugdo (2,5 mg ml"). B) Grafico de Guinier (/nl
versus q2) para a TcPSCDH em solucdo utilizando 25 pontos iniciais. C) Gréafico de P (r) versus r da
TcP5CDH obtido pelo software GNOM. D) Sobreposicao das curvas de espalhamento obtidas a partir:
dos dados experimentais da TcPSCDH, da fun¢do de distribuicdo de distancias, do modelo de alta
resolucdo da proteina ortdloga em T. thermophilus (PDB: 1UZB) e do envelope de SAXS gerado pelo
programa GASBOR.

Usando o programa SAXSMoW foi possivel estimar a MW e o possivel numero de
subunidades em solugio para TcP5CDH (Figura 11). O valor de ¢ (0,3 A™), obtido na curva

de espalhamento experimental, permitiu calcular a MW para o oligdmero de TcPSCDH
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correspondente a 364,6 kDa. Este valor mostrou uma discrepancia do 3,5% com o valor
calculado pelo programa, que considera, unicamente, a massa para cada mondmero de
TcP5SCDH (63 kDa), resultando na MW para o oligdmero de 378 kDa (Figura 11). De acordo
com os calculos, executados pelo SAXSMoW, para a TcPSCDH nativa, nota-se a existéncia

de 6 subunidades em solugdo. Esses dados sdo consistente com as observacdes feitas,

previamente, nos ensaios de GF e DLS.

Figura 11 - Determina¢do da massa molecular e nimero de subunidades para a
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GNOM file name: gnom.out MW estimated from SAXS: 364.6 kDa
Input file(s): TcP5CDH.dat
Enter protein monomer molecular weight (if a priori known)
Date: Mon May 28 16:29:46 2012
Monomer MW (kDa): 63 Calculate
g-range (1/A): from 0.0164 to 0.3384 3
Number of subunits: 6
Radius of gyration (A): 65.21 +- 0.534 Estimated oligomer MVV: 378.00 kDa

Relative discrepancy: 3.5%

Os dados obtidos pela técnica de SAXS foram utilizados no programa SAXSMoW para a determinagdo
da MW e comparados com o valor tedrico considerando um oligdmero de seis unidades (63 kDa c/u).
A discrepancia relativa entre as duas estimacdes para a MW do oligdmero foi de 3,5%.

Na auséncia de simetria, 10 modelos de atomos dummy foram gerados através do

programa DAMMIN utilizando 5594 4tomos dummy para a proteina nativa. O alinhamento do

modelo de baixa resolu¢do com o de alta resolugcdo (TtPSCDH, codigo PDB: 1UZB) foi
realizado mediante o programa SUPCOMB (KOZIN; SVERGUN, 2001).

A partir da sobreposi¢do das curvas de espalhamento, ilustrada na Figura 10D, nota-se

um bom ajuste das mesmas, indicando assim uma boa qualidade do modelo gerado. O
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alinhamento executado pelo SUPCOMB, do modelo de alta resolu¢do (PDB:1 UZB) com o de
baixa resolucdo obtido pelo DAMMIN, mostrou a auséncia de sobreposicdo de algumas
regides (Figura 12). Isso pode ser devido a baixa identidade sequencial entre TcPSCDH e o
modelo cristalografico utilizado (33%), que possivelmente, pode ter levado a formagao de um

arranjo estrutural diferente para ambas, produzindo assim essas regides (Figura 12).

Figura 12 - Modelo de sobreposi¢ao para a TcPSCDH obtido pelo SAXS.

Alinhamento obtido pelo programa SUPCOMB (KOZIN; SVERGUN, 2001), do modelo de alta
resolucdo (PDB:1 UZB), representado em ribbon , com o de baixa resolucdo (TcP5SCDH-6xHis)
representado pelas esferas. Os modelos foram girados em 90° com relagdo ao eixo-x.

As triagens para a obtencao de cristais da proteina TcPSCDH resultaram em cristais de
diferente tamanho. A forma holoenzima da TcPSCDH, conjugada com o cofator NAD",
resultou em cristais de ideal nimero e tamanho (Figura 13A). As imagens de difracdo da
TcP5CDH foram coletadas a uma resolugdo de 5,37 A utilizando o cristal obtido na condigdo
100 mM HEPES, pH 7.5, 30% MPD (p/v), 5% PEG 4.000 (v/v) e 5 mM NAD". A estatistica
da coleta e o processamento dos dados encontram-se sumarizados na Tabela 3. Infelizmente, a
resolu¢do da coleta ndo permitiu realizar inferéncias estruturais detalhadas dessa proteina.
Atualmente, continua-se trabalhando, em colaboragdo com o grupo do professor Otavio H.
Thiemman do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC-USP), na determinagdo das fases, o

refinamento e a construgdo dos modelos tridimensionais.
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Figura 13 - Cristalizagao da enzima TcPSCDH.
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A) Imagem estereoscopica do cristal obtido na presenca de NAD'. O tampdo utilizado estava
composto de: 100 mM HEPES, pH 7,5, 30% MPD (p/v), 5% PEG 4.000 v/v), 5 mM NAD'. B) Padrdo
de difracdo obtido a partir do cristal da TcPSCDH utilizando o detector PILATUS (DECTRIS).

Tabela 3 - Estatistica da coleta e processamento dos dados de difracdo de raios-X

para a TcPSCDH.

TcP5CDH

Comprimento de onda (A) 0,920

Grupo especial Pl

Parametros de rede (A, 0) a=137.480,b=149.940, c = 160.410
a=112.550 B =110.080, y =110.490

Resolugdo (A) 73.72 -5.21 (24.02 - 5.37)

Reflexdes tnicas 89912/14491

Multiplicidade 3,0 (3,1)

Completeza (%) 94,0 (93,8)

Vo(l) 12,4 (1,0)

Rinerge (%) 1,115 (0,041)
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3.3  Caracteriza¢do bioquimica da enzima TcPSCDH

3.3.1 Sintese quimica e caracteriza¢do do substrato P5C

A atividade TcPSCDH foi determinada a partir da oxidagdo do substrato P5SC em L-
glutamato, acoplada a reducdo do cofator NAD'/NADP", o que ¢ facilmente detectado pela
leitura de absorvancia a 340 nm.

O P5C, substrato natural de enzimas PSCDHs, ¢ um composto altamente instavel, razao
pela qual a companhia Sigma® descontinuou-o do mercado. Distintos métodos de sintese
quimica, em colabora¢do com o professor Erick L. Bastos (IQ-USP), para a obten¢ao do P5C

foram avaliados. Entre estes destacam-se:

1) a sintese de P5C utilizando o acido glutdmico como reagente de partida (JONES;
BROQUIST, 1965; LUESCH et al., 2003; LUSCH; UZAR, 2000, ROSENTHAL et al.,
1995). Esta abordagem foi atraente, entre outros motivos, pela possibilidade da obtengdo do
P5C marcado com C'*, a partir de glutamato marcado radioativamente. O 4cido é esterificado
seletivamente e convertido ao 4acido 2-amino-5-hidroxipentandico. A ciclizagdo deste acido ¢é
mediada por ions cromo (VI) e resulta na formagdo de PSC (HEACOCK et al., 1975;
LUESCH et al., 2003). Os inconvenientes desta abordagem sdo os baixos rendimentos globais
(8%) e o uso de metal pesado na sintese. Ainda, a presenca de Cr(IV) dificulta a purificagdo
do produto;

i) realizamos outra tentativa de sintese do P5C utilizando acroleina como reagente de
partida (MOE; WARNER, 1948; VOGEL; DAVIS, 1952). O produto foi obtido em bom
rendimento (62%), mas a toxicidade da acroleina (LO PACHIN et al., 2009) e a dificuldade
em adquirir o composto sdo as maiores limitagdes da rota;

ii1) a oxidacdo branda de cloridrato de DL-5-hidroxilisina com m-periodato sddico resulta
no semi-aldeido correspondente, cuja ciclizagdo em meio acido resulta em P5C (Esquema 1)
(MEZL; KNOX, 1976; RAVIKUMAR; DEVARAJU; SHETTY, 2008; STRECKER, 1960;
WILLIAMS, I.; FRANK, L., 1975; WILLIAMS, IRENE; FRANK, LEONARD, 1975; WU,
SEIFTER, 1985). O rendimento global desta reagao foi de 37%.

Optamos também por aumentar a escala de preparacao de P5C a partir de DL-5-hidroxilisina
(Esquema 1) e realizar a purificacdo do produto em HPLC preparativo. O rendimento global

foi mantido (geral 34 — 42%). Contudo, nio foi possivel armazenar (a -20 'C no escuro) o P5C
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durante periodos superiores a 15 dias, bem seja como so6lido ou em solu¢do. Em resumo,
testamos diversas rotas sintéticas para a preparagdo de P5SC optando pelo uso da metodologia

(ii1) nos ensaios posteriores.

Esquema 7 - Rota para a preparag¢ao de P5C a partir de cloridrato de DL-5-
hidroxilisina.

OH (0] (0] (0] N 0
a b =
NHz NH, OH

a) NalO4, 2h; b) HCI, refluxo, 4 h.

O produto da oxidagdao de DL-5-hidroxilisina com m-periodato sdédico (MEZL; KNOX,
1976) resulta na mistura racémica DL-P5C que foi utilizado nos testes bioquimicos da
TcP5CDH e sera denominado de P5SC. Apos a elui¢do, o P5SC foi mantido em meio acido (1
M HCI) para preservar a sua estabilidade, caso contrario, em meio aquoso ou como produto
liofilizado, este precipitava ou hidratava-se. Depois da sintese, a concentragdo do P5C foi
determinada mediante a reacdo com 0-AB, formando um composto amarelado, do tipo
dihidroxiquinolona (DHQ) que absorve na luz branca (A3 nm) (Figura 14A, B) (VOGEL;
DAVIS, 1952). A reacao incompleta do P5C com o-AB permitiu separar o complexo DHQ do
0-AB, como se observa nos tempos de reten¢do para cada uma dessa moléculas através da
técnica de HPLC (Figura 14D).

Com o intuito de observar diferengas na massa molecular do produto de sintese, este foi
analisado por espectrometria de massa (MS). A forma ciclica (P5C) (cédigo no PubChem:
1196) e a forma aberta (hidratada), o glutamato-y-semialdeido (YGSA) (c6digo no PubChem:
193305) podem estar em equilibrios diferentes segundo o pH do meio (BEARNE;
WOLFENDEN, 1995; VOGEL; DAVIS, 1952). Deste modo, fizemos duas inje¢des
separadas no MS, tentando variar as condi¢des de pH no meio. No pH acido (4,5) foi
observado que o pico correspondente ao P5SC (114,15 m/z) ¢ mais abundante com respeito ao
pico do YGSA (132 m/z). A forma clorada do YGSA (163 m/z) também foi observada (Figura
14C). Entretanto, quando o pH foi aumentado a pH 7,0, observou-se uma diminui¢do
correlativa nos picos para P5C e yGSA. A massa molecular determinada para o P5C foi de
113,05 g mol™, o que confirma a obtengio deste, através do método de sintese empregado.

Contudo, o pH do meio nao foi mantido devido a necessidade de dissolver a amostra em acido
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formico para facilitar o processo de ionizacdo proprio da técnica. Isto foi um interferente na

hora de determinar com exatidao a forma quimica da molécula segundo o pH do meio.

Figura 14 - Analise qualitativa do P5C sintetizado quimicamente.
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A) Proposta de reacdo quimica entre o P5C (em HCI) e 0 0-AB (Sigma®) formando o complexo DHQ.
B) Varredura espectrofotométrica (A9 - 700 nm) para o complexo DHQ. A linha de base foi feita usando
0,25 M HCl e 0-AB. A concentragdo do P5C obtido foi determinada utilizando o CEMpyq = 2.590 M
cm™. C) Cromatograma obtido (A,s; nm) apés a corrida de HPLC isocratico usando uma coluna C18
(fase estacionaria) e uma mistura de MetOH / H,O (2:1) (fase movel). O grafico mostra dois picos
diferentes, cujos tempos de retencdo correspondem ao complexo DHQ (9 min) e o 0-AB (15 min) que
ndo reagiu. D) Andlise por espectrometria de massa do P5C purificado. As amostras de P5C sintético
foram ajustadas a pH 4,5 (cinza claro) e pH 7,0 (preto) e injetadas separadamente no aparelho. Os
espectros resultantes foram sobrepostos, onde observam-se os ions correspondentes a P5C, glutamato
gama-semialdeido (YGSA) e o cloreto de YGSA (yGSA-Cl). Um pico contaminante correspondente a
DMSO também foi observado. O espectro resultante mostra uma molécula ionizada cuja relagdo
massa/carga 114,15 m/z, compativel com a massa esperada para o P5C (113,05 g mol™).

3.3.2  Avreacdo catalisada pela enzima TcP5CDH é dependente de NAD"/NADP"

Apés a caracterizagdo quimica do P5C sintetizado, procedemos a avaliacdo deste
substrato no ensaio enzimatico para a TcPSCDH. A enzima recombinante foi utilizada para a
determinagdo dos pardmetros cinéticos e estes foram comparados com medigdes feitas a partir

de lisados mitocondriais do parasita.
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A enzima TcP5SCDH-6xHis mostrou ser ativa na presenca de NAD' ou NADP', mas
ndo com FAD (Figura 15A). Quando comparadas, a diferenga vista na atividade com NAD"
ndo foi significativa com respeito ao NADP' (Figura 15A). Para confirmar este fato, a
atividade foi medida em lisados do parasita, onde esta dependéncia foi também observada
(Figura 15B). O ensaio enzimatico baseia-se na detecgdo de NADH a partir de NAD" e P5C.
Em extratos totais do parasita, o NADH produzido pode ser reoxidado pela NADH:
ubiquinona oxidorredutase (complexo I da CTE). Quando a atividade TcPSCDH foi medida
na presenca de rotenona (inibidor do complexo I), ndo foi observada variacao significativa na
atividade enzimatica (Figura 15B). No entanto, uma reducdo significativa da atividade foi
observada na presen¢a de 3-MFA, um composto reportado como inibidor da enzima fumarato
redutase (FMR) (BOVERIS; HERTIG; TURRENS, 1986; TURRENS, 1989). A FMR ¢ uma
enzima Unica de tripanossomas, que produz succinato a partir de fumarato e NADH, e
acredita-se que esta envolvida na reoxidagdo do NADH mitocondrial, devido a funcionalidade
limitada do complexo I da CTE nesta espécie (CARRANZA et al., 2009).

A especificidade da enzima TcPSCDH pelo substrato carbonado foi avaliada na
presenga de varios compostos semelhantes estruturalmente ao PSC. A atividade enzimatica foi
significativamente maior na presenca de P5C quando comparada com a observada para os

outros substratos (Figura 15C).
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Figura 15 - Avaliagdo da dependéncia de substratos para a TcPSCDH.
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A) Dependéncia por cofatores NAD(P)" na reacio catalisada pela TcPSCDH. A reagdo foi
determinada em tampdo P5C na presenca de 2 mM NAD(P)". A reacdo foi iniciada com 5 pg de
TcP5CDH recombinante e a atividade calculada a partir do aumento na absorvancia (As49 nm) durante 5
min (28 °C sob constante agitacdo). O branco da reagdo foi a mistura enziméatica sem adi¢do do P5C.
B) Dependéncia por cofatores NAD(P)" em lisados do parasita. A reacio foi iniciada com 100 pg do
lisado e a atividade medida na presenca de 0,6 mM DI-P5C e: NAD(P)" / NAD" + 20 uM rotenona (R)
/NAD" + 3 mM de fumarato sédico, pH 7,0 (F) / NAD" + 3 ug ml-1 de 4cido 3-metoxifenilacético (3-
MFA). A atividade foi medida durante 15 min a 28 °C sob constante agitagdo. C) Comparacdo da
especificidade do substrato para a TcPSCDH na presenca de 0,4 mM de P5C / succinato semialdeido
(SSA) / acetaldeido (AA) / 4cido malénico (MA) / acido glutarico (GRA) / acido adipico (ADA) /
4cido nicotinico (NA) ou 4cido glutdmico (GA) + 2 mM de NAD". Os substratos foram testados,
separadamente, na reagdo ao invés do DI-P5C.

3.3.3 A atividade enzimatica da TcP5CDH é irreversivel

O glutamato produzido na reagdo catalisada pela TcPSCDH foi detectado mediante
cromatografia de camada fina (TLC) na presenga de NAD" ou NADP" (Figura 16A). O ensaio
enzimatico realizado na presenga de glutamato, NADH e a TcPSCDH nao gerou P5C
detectavel mediante a TLC (Figura 16A). Este ultimo sugere que o equilibrio da reagdo esta
deslocado no sentido P5C - glutamato (Figura 16A) (HASLETT et al., 2004). Esse fato ¢
suportado pela capacidade biosintética de prolina mostrada pelo 7. cruzi utilizando glutamato
e NADH como substratos (Figura 16B). As sequéncias de DNA para as enzimas da via de
biossintese de prolina: a P5C-sintase [EC 2.7.2.11] (c6digo UniProtKb: K4EOF1) e a P5C-
reductase [EC 1.5.1.2] (UniProtKb: K4EAX2) estdo presentes no parasita, e as atividades
enzimaticas dos seus produtos génicos também. As duas enzimas sdo, atualmente, motivo de

estudo no nosso laboratdrio (Esquema 2).
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Figura 16 - Analise dos produtos na reagdo catalisada pela TcPSCDH
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A) Cromatografia de camada delgada (TLC) em placas de celulose (fase estacionaria) € uma mistura
de acido acético / ButOH/H20 (50:10:40) (fase movel) para a separagdo dos produtos de reagdo
enzimatica com a TcPSCDH. A TLC foi revelada com ninidrina (0.5% p/v em acetona) a 95 °C. A
reagio foi realizada em tampdo contendo 90 mM Tris-HCI, pH: 7,4, 1 mM de NAD(P)", 0.4 mM de
P5C e a reagdo iniciada pela adi¢do de 5 pg de TcPSCDH pura. A reacdo foi incubada (1 ha 37 °C) e
parada por desnaturagdo térmica (5 min a 95 °C). Os produtos da reacdo foram extraidos por
centrifugag¢do (15 min a 16.000 x g) e 5 uL de cada sobrenadante foram aplicados na placa de TLC.
Como controles da reagdo foram aplicados os mesmos volumes a partir de estoques 1 mM de L-
glutamato sodico ou 1 mM de P5C. As setas indicam o glutamato produzido enzimaticamente na
presenga de NAD" ou NADP". Para determinar se a reagio catalisada pela TcPSCDH é reversivel foi
realizado uma medicdo adicional em tampao de reagdo: 90 mM Tris-HCL, pH 7,4, 15 mM de
glutamato, 0,35 mM de NADH, 1 mM KCIl, ATP 0,5 mM e 10 pg da enzima recombinante. B)
Deteccdo de atividade biossintética para prolina em 7. cruzi. A atividade enzimatica foi medida no
sentido glutamato - prolina utilizando um mix contendo: 100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,45 mM NADH;
15 mM L-glutamato; ImM KCIl e 200 ug de extrato proteico total de epimastigotas. A reagdo foi
incubada a 37 °C durante 5, 30 e 40 minutos para a dosagem da prolina livre no meio (BATES, 1973).
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3.3.4 Determinagdo dos parametros cinéticos para TcP5CDH

O efeito do pH na reagdo catalisada pela TcPSCDH mostrou que a enzima possui um

pH 6timo na faixa neutra, sendo que a maior atividade especifica foi observada no tampao
HEPES-NaOH, pH 7,6 (Figura 17A). Esse resultado foi observado tanto em extratos totais do
parasita quanto na enzima TcPSCDH-6xHis (Figura 17A).
A atividade da TcPSCDH mostrou uma dependéncia de temperatura, sendo que a
desnaturacdo térmica so foi observada em temperaturas acima a 45 °C (Figura 17B). O grafico
de Arrhenius resultante para esses valores de T° ajustou a uma linha concava. Diante disso, os
valores foram ajustados a duas retas diferentes, cujos valores de E, foram de: 1,2 e 8,1 kcal
mol ™! para a e b, respectivamente (Figura 17C).

Além disso, as atividades observadas nas temperaturas fisioldgicas relacionadas ao ciclo
de vida do parasita (28, 33, 37 °C) mostraram que a 37 °C a atividade especifica ¢ maior. Este
ultimo resultado pode se correlacionar com a atividade detectada nas formas infectivas,
tripomastigotas (obtidas in vitro a 37 °C), e o efeito oposto em extratos feitos a partir da

forma epimastigota-intracelular (obtidas in vitro a 33 °C) (Figura 17D).
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Figura 17 - Avaliagdo do efeito de pH e temperatura sobre a atividade TcPSCDH
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A) A atividade TcP5CDH foi medida utilizando tampao de reagdo contendo: 0,6 mM P5C, 2 mM
NAD+ e 100 mM do tampao MES-NaOH (pH 5,0 ¢ 6,0) « / MOPS-NaOH (pH 6,5 ¢ 7,0) L1 / HEPES-
NaOH (pH 7,2 e 7,6) A / fosfato de potassio (pH 7.2, 7.6) n / Tris-HCI (8,0 e 8,5) w / CHES (9,0) n. A
atividade TcPSCDH foi iniciada pela adicdo de 5 pg de TcPSCDH-6xHis ou 300 pg de lisado de
formas epimastigotas. O eixo-y, da esquerda, corresponde as unidades para o célculo de atividade no
lisado (vermelho) e o eixo-y, da direita, indica as unidades para a TcP5SCDH-6xHis (linha ponteada).
B) Determinagdo do efeito da temperatura sobre a atividade da TcPSCDH recombinante. A atividade
TcP5CDH foi medida em tampao de reacdo contendo: 0,6 mM P5C, 2 mM NAD+ e 100 mM de
tampao HEPES-NaOH, pH 7,2. A enzima TcP5CDH-6xHis (5 pg) foi pré-incubada (3 min) na
temperatura indicada (25 — 82 °C), seguido pela medi¢do da atividade enzimatica. O branco da reagao,
subtraido para o calculo da atividade especifica, continha os mesmos componentes exceto pela adigdo
do substrato. C) Atividade enzimdatica TcPSCDH medida a 37 °C em extratos proteicos totais
preparados a partir das formas epimastigota-intracelular (Ei) e tripomastigotas (T) de 7. cruzi. D)
Grafico de Arrhenius ajustado a fun¢do linear cuja pendente negativa corresponde a energia de
ativacao.

Com o intuito de avaliar o efeito do pH sobre a absortividade do P5C, e considerando
que isto esteja correlacionado com a forma quimica (aberta ou ciclizada) do substrato que a
TcPSCDH metaboliza sob as condi¢des avaliadas, espectros de absorvancia em distintos

valores de pH foram realizados.
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O resultado obtido mostrou que existem variacdes no espectro de absor¢do do P5C
dependendo do pH do meio. Quatro picos de absorvancia (A), na faixa de luz ultravioleta,
foram observados a 193, 198, 210 e 219 nm (Figura 18A). O pico 1 (Aj93 nm) diminui
correlativamente com o aumento no pH do meio at¢ um pH levemente acido (pH 1,7 - 5,9).
Quando o pH foi aumentado (pH 6,2) foram observado dois picos, 0 pico 2 (Aj9g nm) € 0 pico 3
(X210 nm)- No valor de pH neutro (pH 7,0) se observa, somente, o pico 3 (A210 nm), € quando o
pH se aumentou a condi¢do mais alcalina (pH 11), foi observado um quarto pico (A219 nm)
(Figura 18A).

Esses dados, somado ao fato de que a TcP5SCDH apresentou um pH 6timo na faixa
neutra (pH 7,2 - 7,6), sugerem que, sob essa condi¢do de pH, o equilibrio favorece a presenca
de uma unica forma do substrato cujo maximo de absor¢do € Az19 nm (VEr esquema 2 para
maior clareza). Nesse sentido, os substratos e produtos envolvidos na reagdo catalisada pela
TcPSCDH também foram detectados através de espectros de absor¢do na faixa UV.
Observou-se que um pico comparavel ao observado para o P5C no ensaio de pH (X219 nm)
(Figura 18A) diminui ao longo do tempo da reacdo enzimdtica sugerindo que este foi
consumido (Figura 18B). O pico de absorcio do cofator NAD" diminuiu (valor tedrico Azso nm)
em menor propor¢ao com relacdo ao pico do P5C (A219 nm) durante o ensaio (Figura 18B). O
produto da reagio TcPSCDH reduz o NAD' a partir dos elétrons cedidos pelo P5C
produzindo NADH, que absorbe a 340 nm, e cujos espectros de absorvancia sobrepostos

representam saturacdo enzimatica (Figura 18B).
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Figura 18 — Avaliacdo do espectro de absorc¢ao para o P5C sintético
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A) O P5C foi preparado como descrito anteriormente, e diluido (1:600) em solugdes de Na' / PO,
ajustadas a diferentes valores de pH (ver secdo 2.7.1.3). A mistura foi pré-incubada (3 min) até atingir
o equilibrio. Seguido disso, trés espectros de absor¢do, na faixa UV, foram realizados (velocidade de
leitura 240 nm min" a T ° ambiente e agitagio constante) e os valores de unidades de absorvancia
(U.A) foram registrados. Os picos encontrados através do software do equipamento (Vision Pro,
Thermo Scientific) foram numerados como 1 - 4 e correspondem a: 193, 198, 210 e 219 nm como
indicado. B) Espectro de absorvancia para a mistura enzimatica em tampdo P5C. A reacdo foi iniciada
pela adicdo de 100 pg de extrato proteico do parasita e o espectro de absor¢do UV foi monitorado
espectrofotométricamente (A199 - 420 nm) utilizando uma velocidade de leitura 640 nm min'l, a 28 °C sob
agitacdo constante durante 30 min. O espectro mostra variagdes em trés diferentes picos ao longo do
tempo de reacao.

Os parametros cinéticos para a enzima TcP5SCDH foram determinados com a enzima
recombinante TcPSCDH-6xHis e com fracdes enriquecidas de conteido mitocondrial de
formas epimastigotas. A atividade TcPSCDH mostrou dependéncia pelo substrato P5C na
presenga de NAD" ou NADP". O valor da constante que mede a afinidade (Ki,) pelo P5C foi

menor quando determinado nas fra¢cdes mitocondriais que na enzima recombinante (Tabela
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4). Com respeito aos valores de Ky, para os cofatores analisados, o valor de K,, foi menor para
o NAD" do que NADP' (Tabela 4), sugerindo uma maior afinidade pelo substrato NAD". A
eficiéncia catalitica observada para a TcPSCDH foi consideravelmente maior em fragdes
mitocondriais do que na enzima recombinante, sendo a concentracio saturante de P5C (0,6
mM) na presenga de NAD" as condi¢des onde a constante de especificidade foi maior (2,3
uM s™). Os valores de key / Kin para cada substrato variam entre um e dois ordens de grandeza
quando estas foram determinadas na TcPSCDH-6xHis, do que nas fragdes mitocondriais para

o NAD", P5SC e NADP" (Tabela 4).

Tabela 4 - Parametros cinéticos para a enzima TcPSCDH

Enzima: Lisado mitocondrial TcP5CDH-6xHis
Km (HM) kcat (S-l) kcat / Km Km (IJ-M) kcat (S-l) kcat /Km
(uMs™) (uM s™)
Substrato
DL-P5C 861 130,7+ 10 1,5+0,1 144 + 43 7+0,5 0,05 +£0,01

NAD" 39+£3,8 89,2+ 1,6 2,3+£0,26 72,3 £ 14,1 7,5+0,4 0,10+ 0,03
NADP" 302+ 66 116,88+ 7,1 0,39+0,1 342 + 140 1,2+0,14 0,003 + 0,001

As determinagdes foram realizadas utilizando o lisado mitocondrial de epimastigotas (L. hipotonica)
ou com a isoforma recombinante TcP5SCDH-6xHis, como fontes de enzima. Os valores de k¢, foram
calculados considerando seis sitios cataliticos para a enzima TcP5SCDH, utilizando o ajuste a equacao
de Michaelis-Menten do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad™).
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3.4  Caracterizacdo da enzima TcPSCDH nas distintas formas do parasita

3.4.1 O soro policlonal anti-TcP5CDH é especifico

Tendo visto que a enzima TcPSCDH apresentou uma regido -putativa- com
caracteristicas de dominio transmembrana (reg-TM) e, partindo da hipotese que as enzimas de
via degradativa de L-prolina teriam uma localizacdo mitocondrial, aplicamos diferentes
estratégias para avaliar a localizacdo sub-celular da TcPSCDH.

Primeiramente, realizamos imunizagdes com a proteina TcPSCDH-6xHis para obtermos
anticorpos especificos (anti-TcPSCDH). Como esperado, o soro policlonal anti-TcPSCDH
reagiu positivamente contra uma Unica proteina de massa molecular aproximada de 63 kDa
(Figura 19). Esse padrdo de reatividade ¢ consistente com a quantidade de proteinas totais do
T. cruzi usadas em cada amostra. O SPI ndo mostrou reatividade. Quando o anti-TcPSCDH
foi incubado com extratos proteicos totais de 7. cruzi, na presenga da enzima TcPSCDH pura,
foi observado um sinal positivo, mas este foi reduzido devido a competi¢cdo entre a enzima
pura e a proteina imobilizada na membrana, pelo sitio de ligacdo ao anti-TcPSCDH. Assim,

demonstrou-se que os anticorpos obtidos sao especificos para a TcPSCDH (Figura 19).

Figura 19 - Analise por western blot do soro anti-TcPSCDH.
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Extratos totais de formas epimastigotas de 7. cruzi foram preparados e a dosagem proteica foi
realizada pelo método de Bradford. Concentragdes decrescentes de proteina foram aplicadas no gel de
poliacrilamida (12% SDS-PAGE), como indicado, e transferidas a membranas de 0,45 pm de
nitrocelulose (G.E, Life Sciences). Apds isso, as membranas foram incubadas com o soro pré-imune
(SPI) de camundongo ou com o soro policlonal anti-TcP5SCDH diluidos (1:2.500) em PBST + 5% leite
desnatado (p/v) durante 16 h, a 4 °C sob agita¢do leve. Para o ensaio de competi¢cdo as proteinas foram
incubadas com o anti-TcPSCDH (1) e com o anti-TcP5SCDH na presenca de 5 pg de TcPSCDH-6xHis
pura (2). Como controle da quantidade de proteinas aplicadas foi utilizado o anti-Tcgapdh (1:4.000).
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3.4.2 A enzima TcP5CDH esta associada a membrana mitocondrial do T. cruzi

A deteccao da proteina TcPSCDH também foi realizada em vesiculas mitocondriais que
contém, principalmente, componentes da membrana mitocondrial (FERNANDES et al.,
2010). A atividade enzimética, NAD -dependente, da TcPSCDH foi detectada nas vesiculas
isoladas (4,7 = 0,5 pmol min" mg™ de proteinas) (Figura 20A). Esta atividade foi aumentada
em cinco vezes (21 £ 2 pmol min” mg" de proteinas), na presenca do detergente Triton X-
100. Porém, quando a atividade foi medida na presenca de NADP" a atividade aumentou
apenas ao dobro (11 £ 1,2 pmol min"' mg™' de proteinas). Os marcadores bioquimicos
utilizados, citrato sintase (enzima da matriz mitocondrial) e fumarato redutase (membrana
externa mitocondrial), sdo evidéncias de que as vesiculas extraidas perdem o contetido de
matriz mitocondrial devido ao processo de resselamento que estas sofrem durante a extragao
(Figura 20B).

Esses dados foram confirmados utilizando um soro policlonal que reconhece a isoforma
mitocondrial da enzima TcASAT,, somente em extratos totais do parasita (Figura 19C). A
TcASAT,, foi reportada como uma enzima da matriz mitocondrial (MARCIANO et al.,
2008). Entretanto, a proteina TcPSCDH foi detectada nas fragdes mitocondriais (Mc) e no
extrato total do parasita (Te). O perfil de migracdo da TcPSCDH no Te mostrou uma massa

aparente maior da observada para a amostra Mc (Figura 20C).
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Figura 20 - Analise da enzima TcPSCDH em vesiculas mitocondriais do 7. cruzi
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A) Medigdo de atividade especifica em vesiculas mitocondriais de 7. cruzi na presenga (+) ou nao (-)
de 1,0% Triton X-100 (v/v). A medicao foi feita como descrito em materiais ¢ métodos na presenga de
2 mM de NAD(P)+ durante 15 minutos a 28 °C. B) Atividades enzimaticas utilizadas como controle
do isolamento das vesiculas mitocondriais. O ensaio para a enzima citrato sintase (CS) foi utilizado
como marcador de matriz mitocondrial e o correspondente para a enzima fumarato redutase (FMR) foi
usado como marcador de membrana mitocondrial. C) Analise por western blot das vesiculas
solubilizadas com Triton X-100. As amostras proteicas foram preparadas a partir de 10 ul de extrato
mitocondrial (Mc) solubilizado com Tritén x-100 (obtido a partir de 1 mg de extrato Mc) ou 40 pg de
extrato proteico total a partir de formas epimastigotas (Te), resolvidas em eletroforese em gel de
poliacrilamida (12% SDS-PAGE) e transferidas a membranas de nitrocelulose. Seguido disso, as
membranas foram incubadas com o soro anti-TcPSCDH (1:2.500) ou com o soro policlonal contra a
isoforma mitocondrial da enzima aspartato aminotransferase (TcASAT,) (1:2.000), usada como
marcador de matriz mitocondrial.

Os resultados observados em vesiculas mitocondriais, obtidas pelo método com perolas
de vidro, foram também analisados utilizando um método de lise hipotdnica (SCHNEIDER et
al., 2007). Esta metodologia permitiu a obtengdo de fragdes ricas em contetido mitocondrial,
onde pode-se determinar a atividade de enzimatica dos complexos respiratorios em EGN

(SCHAGGER, 2002; SCHAGGER; VON JAGOW, 1991). A natureza hidrofébica do gel
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favorece a migragdo de componentes de membranas que geralmente se encontram associados
formando supercomplexos proteicos. O perfil de migracdo destes foi entdo analisado em
condi¢des nativas, seguido da identificagdo por MS. Dessa forma, vimos que o tratamento
com dois tipos de detergentes, a digitonina (DIG) e o dodecil maltosida (DDM), solubiliza
estes supercomplexos de forma diferente (Figura 21A). A DIG, por exemplo, ¢ um detergente
mais brando que mantém a estabilidade de supercomplexos proteicos, enquanto que o
detergente DDM os dissocia (SCHAGGER, 2002; SCHAGGER; CRAMER; VON JAGOW,
1994). Observou-se que as bandas marcadas como 1 e 2, possuem uma massa molecular
maior sob o tratamento com DIG do que com DDM, indicadas como 3 e 4 (Figura 21A). As
bandas 1 e 3 correspondem ao complexo IV da CRE (citocromo ¢ oxidase), entanto que as
bandas 2 e 4 correspondem ao complexo II da CRE (succinato desidrogenase ), como
identificado por MS (Tabela 5) (Trabalho em colabora¢do com o Prof. Patricio Fernandez-
Silva, Universidad de Zaragoza, Espafia). Nessa mesma andlise, identificou-se a enzima
TcPSCDH (5 peptideos com 95% de coverage) na banda correspondente ao C-1V, cuja massa
aproximada ¢ de 650 — 700 kDa. E também na banda onde migra o C-II (4 peptideos com
95% de coverage), cuja massa aproximada ¢ de 350 - 400 kDa.

Quando utilizado o anti-TcPSCDH contra as fragcdes solubilizadas com DIG e,
resolvidos na EGN, foi detectada uma tnica proteina com massa semelhante a observada para
o C-II (aprox. 400 kDa) (Figura 21B). Partindo deste resultado, procedeu-se com o corte da
regido do gel (Figura 21A, regido ponteada) onde se esperaria detectar a TcPSCDH. Esta
regido foi submetida a uma segunda dimensdo em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) e
analisada por western blot. Dessa forma, constatou-se que a forma monomérica da enzima
TcPSCDH (62,4 kDa) forma parte de dois complexos proteicos, um de menor tamanho
(aprox.400 kDa) observado na EGN (Figura 21B), e outro maior (aprox. 700 kDa), ndo
observado no WB a partir do EGN. Esse perfil, no entanto, também pode ser indicativo de
dois graus diferentes de oligomerizacdo que somente sdo evidenciaveis sob o tratamento com
DIG. Esses resultados foram consistentes com o observado pela analise por MS. Ja o
tratamento com o detergente DDM liberou uma proteina com massa molecular compativel a
do controle aplicado (TcPSCDH-6xHis) (Figura 21C, controle). Isto sugere uma solubilizagado
incompleta com o detergente DDM ou a formagdo de um supercomplexo proteico com outras
proteinas mitocondriais. Esses dados se correlacionam com o observado na andlise estrutural

da TcP5SCDH, onde foi visto que a enzima apresenta uma conformag¢do quaternaria composta
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de seis protdmeros; processo que, possivelmente, ocorra na membrana mitocondrial do 7.

cruzi.

Figura 21 - Analise bidimensional da TcPSCDH em fra¢des mitocondriais do 7. cruzi
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Eletroforese em gel nativo (EGN) com fragdes mitocdndrias do 7. cruzi solubilizadas com digitonina
(DIG) ou dodecil maltosida (DDM). Apo6s a corrida do EGN, este foi corado com solucdo de azul de
Coomassie G-250. Em outra preparagdo, as bandas proteicas (1 - 4) foram cortadas do gel, tratadas
com 10 mM DTT e digeridas com tripsina (o.n a 37 °C) para a posterior identificacdo por
espectrometria de massa (ver tabela 5). B) Membrana de nitrocelulose revelada com o anti-TcPSCDH
a partir da fracdo MitoC (DiG). C) A regido de acrilamida (quadro ponteado de A.) foi cortada do gel e
submetida, em posi¢do horizontal, a uma segunda dimensdo em gel SDS-PAGE. As proteinas foram
eletrotransferidas a membrana de nitrocelulose e incubadas com o anti-TcPSCDH (1:3.000). Como
controle foi utilizada uma canaleta com 1 pg da enzima TcP5CDH recombinante.
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Tabela S - Proteinas identificadas na analise por MS das bandas 1 — 4 resolvidas por EGN.

Amostra no gel Nome No de acesso (GI) No de peptideos

1 Citocromo ¢ oxidase subunidade IV 71667854 27
1 Citocromo c¢ oxidase subunidade V 71412456 18
1 Citocromo c oxidase subunidade VI 71412400 15
1 Citocromo c¢ oxidase subunidade VII 71661625 10
3 Citocromo c oxidase subunidade VIII 71405193 1
3 Citocromo c oxidase subunidade IV 71667854 32
3 Citocromo c¢ oxidase subunidade V 71412456 14
3 Citocromo c oxidase subunidade VI 71412400 12
3 Citocromo c¢ oxidase subunidade VII 71661625 11
4 Citocromo ¢ oxidase subunidade IV 71667854 33
4 Citocromo c¢ oxidase subunidade V 71412456 21
4 Citocromo c¢ oxidase subunidade VII 71661625 17
2 Succinato desidrogenase 5931575 22
2 Succinato desidrogenase 71401706 10
4 Succinato desidrogenase 5931575 203
1 A -pirrolina-5-carboxilato desidrogenase 71657117 5
2 Al-pirrolina-S-carboxilato desidrogenase 71657117 4
3 Al-pirrolina-S-carboxilato desidrogenase 71657117 2
4 A -pirrolina-5-carboxilato desidrogenase 71657117 5
1 Subunidade B-peptidase de processamento mitocondrial 71655600 12
1 Subunidade 3-ATPase 71661631 30
2 Piruvato fosfato diquinase 71658999 10
2 Proteina de choque térmico de 70 kDa HSP-70 50659756 10
3 Subunidade a-peptidase de processamento mitocondrial 71420779 6
3 Precursor da proteina Reiske ferro-sulfato 71655052 7
3 Calpain-cisteina peptidase 71404593 5

Os peptideos foram analisados pelo programa Scaffold e as proteinas identificadas foram validadas
pelo numero de peptideos cujo coverage fosse maior ao 95%.

Outra ferramenta utilizada para avaliarmos a localiza¢ao subcelular da TcPSCDH foi a
permeabilizacdo gradativa com o detergente digitonina. Isto é possivel devido a composi¢ao
lipidica de T. cruzi, que contém ergosterol ao invés de colesterol (DE SOUZA, 2002). Quando
os parasitas sdo tratados com concentragdes crescentes de digitonina ¢ possivel recuperar
fragdes enriquecidas de conteudo citoplasmatico, glicossomal e mitocondrial, respectivamente
(DENICOLA et al., 2002). Tendo em vista essa vantagem metodoldgica, e com o uso dos
marcadores correspondentes, ¢ possivel analisar a presenca da enzima em estudo através de
ensaios bioquimicos e moleculares. Os resultados obtidos mostraram a presenca da enzima
TcTAT, marcador citosolico, nas fragdes soliveis tratadas com digitonina (0,5 — 5,0 mg ml™)
(Figura 22A). A enzima TcGAPDH, reportada como glicossomal (OPPERDOES; BORST,

1977), foi detectada nas fragdes soliveis com concentracgdes intermedidrias de digitonina (0,5
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- 3,0 mg ml™) (Figura 22A). Por outro lado, dados do nosso laboratério mostraram que a
enzima TcPRODH esta localizada na mitocondria do parasita (PAES, L.S et al., 2013), sendo
esta liberada em concentragdes maiores de digitonina (1,5 - 5 mg ml™") e insolaveis (0 — 1,0
mg ml") (Figura 22A). Entretanto, a TcPSCDH foi liberada de forma semelhante 2
TcPRODH (1,5 - 2,5 mg ml-1) e no precipitado (0 - 0,5 mg ml"'), fracdes que
corresponderiam ao conteido mitocondrial (Figura 22A).

Dado que a pureza das fragdes obtidas ndo ¢ absoluta, as observacgdes feitas na andlise
por western blot foram também avaliadas por medi¢des de atividade enzimatica. A atividade
TcP5CDH (> 90%) foi observada em fragdes tratadas desde 1,0 — 5,0 mg ml™” de digitonina.
Quando comparada com a atividade vista para hexocinase (HQ), usada como marcador
glicossomal e que apresentou a maior atividade (82%) na presenca de 1,5 mg ml’' de
digitonina, observou-se atividade TcP5SCDH ainda em concentragcdes acima de 1,5 mg ml”,
enquanto a HQ diminuia (até¢ 20%) (Figura 22B). O perfil de imunomarcagdo ponteado,
proprio dos glicossomas, foi observado mediante o soro anti-Tcgapdh, o que difere
claramente das observagdes feitas para a TcPSCDH, como ¢ mostrado posteriormente (Figura
22C).

Além disso, o padrao de atividade exibido pela enzima citrato sintase (CS), uma enzima
do ciclo de Krebs, usada como marcador de matriz mitocondrial, mostrou que o contetido de
matriz € o ultimo em ser solubilizado. Nesse caso, a atividade CS foi observada a partir de 2
mg ml" de digitonina, sendo que a maior porcentagem (80%) foi observada com 3 mg ml™
(Figura 22B).

Esses dados, em conjunto, sugerem que a TcPSCDH estaria localizada na mitocondria

do parasita, mas a possibilidade de ser um componente da matriz mitocondrial foi descartada.
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Figura 22 - Ensaio de permeabilizacao seletiva com digitonina no 7. cruzi.
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Formas epimastigotas (6,8 x 10® células ~ 60 mg) foram tratadas com concentragdes crescentes de
digitonina (0 - 5 mg ml-1). Apos a solubilizacdo, os sobrenadantes (S) e precipitados (P) resultantes
foram separados para serem analisados mediante western blot e atividade enzimatica. A concentragao
de proteinas em cada fragdo foi determinada pelo método de Bradford. A) Analise por western blot das
fracdes obtidas apds o tratamento com digitonina. Trinta ug de proteinas em cada fragdo foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (12% SDS-PAGE) e transferidas a membranas de
nitrocelulose. As membranas foram incubadas, separadamente, com anticorpos policlonais produzidos
em camundongo, contra as proteinas TcPSCDH, TcTAT (tirosina aminotransferase), TcGAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase ) e TcPRODH (prolina desidrogenase ). Estas trés ultimas
foram usadas como marcadores de citosol, glicossoma e mitocondria, respectivamente. B) As fracdes
obtidas foram também avaliadas mediante ensaios de atividade para as enzimas: piruvato quinase, (EC
2.7.1.40) (PQ), hexocinase (EC 2.7.1.1) (HQ), citrato sintase (EC 4.1.3.7) (CS) foram usadas como
marcadores enzimaticos de citosol, glicossoma e mitocondria, respectivamente. Os valores
representados no grafico correspondem a razdo: [atividade no (s)] / [atividade no (p) + atividade no
(s)] * 100. C) Imagem de imunofluorescéncia de formas epimastigotas marcadas com o anti-
TcGAPDH (1:100) revelado pela sonda AlexaFluor488 (Invitrogen®) (1:600) e visualizadas sob um
microscopio confocal Nikon E600 (objetivo apocromatico de Nikon 100X/1.4).

A analise de localizagdo subcelular para a TcPSCDH foi também abordada pela técnica
de imunofluorescéncia indireta (IFI). Inicialmente, antes de obtermos o soro anti-TcP5SCDH,
foi testado um anticorpo comercial anti-aldh4al (Abcam®, Cambridge, UK), produzido em
camundongo contra a proteina ortdloga de humano (44% de identidade com a TcPSCDH).

Apesar do baixo titulo (1:500) determinado para o uso do anti-aldh4al no 7. cruzi, a
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reatividade positiva foi observada contra uma proteina do tamanho esperado para a TcPSCDH
(aprox. 64 kDa) (Figura 23A). A TcP5SCDH foi detectada em lisados do parasita obtidos a
partir de culturas crescidas em meio LIT ou meio LIT suplementado de prolina/glutamato
(Figura 23A).

Utilizando o anti-aldh4al também foi realizada a imunomarcagdo do parasita. A
marcacdo positiva com este anticorpo acentua-se na regido central do parasita, proxima ao
cinetoplasto (Figura 23B). Para avaliar a possivel co-localizagdio com um marcador
mitocondrial, foi utilizada a sonda fluorescente MitoTracker (Invitrogen®™). No T. cruzi, bem
como em outros tripanossomatideos, esta marcacao nao se localiza em uma unica regido. Este

tipo de célula apresenta uma Unica mitocondria que se estende ao longo do corpo do parasita

(Figura 23B).
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Figura 23 - Deteccdo da enzima TcPSCDH com um anticorpo comercial anti-
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A) Analise por western blot da proteina TcPSCDH em lisados do parasita crescidos em meio LIT (1),
LIT + 10 mM L-prolina (2) ou LIT + 10 mM L-glutamato durante quatro dias. As células (2 x 10’
parasitas) foram lisadas e as proteinas totais foram resolvidas em gel de poliacrilamida (10% SDS-
PAGE) e transferidas a membranas de nitrocelulose. As canaletas foram cortadas e analisadas
separadamente para a titulagdo do anticorpo policlonal anti-aldh4al. O titulo determinado para o anti-
aldh4al foi 1:500 em PBST + 5% leite desnatado (p/v). Como normalizador foi utilizado o anti-
Tcgapdh (1:2.500). B) Imunofluorescéncia indireta realizada com formas epimastigotas do 7. cruzi
pré-incubadas com 50 nM da sonda fluorescente MitoTracker” (vermelho) e, posteriormente,
incubadas com o anticorpo primario anti-aldh4al (1:20). Apds isso, as células foram lavadas e
incubadas com o anticorpo secundério anti-IgG de camundongo acoplado a sonda AlexaFluor488
(Invitrogen™) (1:600). As laminas foram visualizadas sob um microscopio confocal Nikon E600
(objetivo apocromatico de Nikon 100/1.4) acoplado & cadmera DXM200-Nikon com lentes de
magnificagcdo 2.5. As imagens foram editadas no software LCM v2.0 para Windows XP. Dois campos
diferentes obtidos da mesma preparagdo sao apresentados na figura.
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Dada a disponibilidade limitada do anticorpo comercial anti-aldh4al, o soro policlonal
obtido com a proteina TcPSCDH-6xHis também foi testado em ensaios de IFL. A
imunomarca¢do com o anti-TcPSCDH foi realizada em todas as formas de desenvolvimento
do T. cruzi (Figura 24) e, em células CHOKk; infectadas com formas tripomastigotas (Figura
25). As laminas de IFI demonstram as diferengas morfoldgicas presentes em cada um dos
estagios de desenvolvimento do parasita. Observa-se, por exemplo, que no estagio replicativo,
E, o cinetoplasto esta proximo ao nucleo, enquanto que no estagio infectivo, T, o cinetoplasto
emerge da regido anterior com respeito do nucleo (Figura 24, painéis E e T azul). O
cinetoplasto ¢ uma rede concatenada ao DNA (kDNA) que representa 0 DNA mitocondrial
nos organismos da ordem kinetoplastida (HAJDUK; SIQUEIRA; VICKERMAN, 1986).
Quando utilizada uma sonda que intercala no DNA, a intensidade de fluorescéncia para o
kDNA ¢ maior que aquela exibida pelo DNA nuclear (Figura 24, azul).

O sinal de fluorescéncia da sonda MitoTracker™ depende do potencial de membrana
mitocondrial, gerado na cadeia transportadora de elétrons, e se mantém retido ap6s a fixagao
(Figura 24, 25 vermelho). Em todas as formas de desenvolvimento do 7. cruzi, evidenciou-se
a marcagao tipica da mitocondria, que se espalha pelo corpo do parasita e se acentua na regido
proxima ao kDNA (Figura 24, vermelho). Este padrao também foi evidenciado nos estagios
E, M, A e Ei, quando realizada a imunomarcagdo com o soro anti-TcP5SCDH (verde), onde a
regido de co-localizacdo se observa proxima ao cinetoplasto (Figura 24, amarelo). Os dois
estagios infectivos (M e T) mostraram particularidades na imunomarcagdo com o anti-
TcPSCDH. No estagio M, por exemplo, se observou claramente, uma forte co-localizagdo
(amarelo) na regido posterior do parasita, que esta proxima ao kKDNA (Figura 24, seta branca
na coluna M). Esse resultado se assemelha ao observado na marcacao com o anti-aldh4al em
E do T. cruzi (Figura 23).

Por outro lado, no estagio T a marcacdo com o anti-TcPSCDH se distribui ao redor do
parasita, e somente se observa padrao de co-localizagdo na regido lateral que foi marcada com

o MitoTracker” (Figura 24, painel T).
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Figura 24 - Analise por IFI em todas as formas de desenvolvimento do 7. cruzi
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Parasitas, (5 x 10° células ml-1) das formas epimastigota (E), tripomastigota metaciclico (M),
amastigota (A), epimastigota intracelular (Ei) e tripomastigota derivado da infeccdo em CHO-k; (T),
foram pré-incubados (30 min) com 50 nM do substrato fluorescente MitoTracker-CMXRos
(Invitrogen®) dissolvido nos correspondentes meios de cultura. As células foram lavadas e aderidas a
laminas de vidro pré-tratadas com poli-lisina (1 mg ml-1) (Sigma®), fixadas com 3% p-formaldeido
(p/v) e permeabilizadas com 0,1% Tritén X-100 (v/v). Os parasitas foram bloqueados com PBS + 2%
FCS e incubados com o soro anti-TcP5SCDH (1:150). Seguido disso, as amostras foram incubadas com
um anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado a sonda Alexa Fluor-488 (Invitrogen®).
O DNA foi marcado com a sonda Hoechst 33258 (Invitrogen®) (1:2.000), durante 5 minutos. Todas as
dilui¢cdes foram realizadas em tampdo PBS + 2% FCS. Uma prepara¢do adicional, com células CHO-
k; infectadas com T, aderidas a laminula de vidro em placas de 24 pogos, foi realizada. Apds 3 dias de
infeccdo, as células foram lavadas e as laminulas utilizadas para realizar a IFI como descrito acima
para as outras formas. A visualizacdo das ldminas foi feita em um microscépio de fluorescéncia Axio
Imager motorized M.2 (Carl Zeiss™) em objetivo de 100X. A sobreposi¢do e edigdo das imagens foi
realizada no programa ImageJ v1.4p (NIH) versdo para Windows de 64-bits. As setas indicam a regido
amarela onde se evidencia a co-localizacdo entre a marcagdo com o anti-TcP5SCDH e a sonda
MitoTracker (amarelo).

TepScdh

IIII

Sobreposigéo

Entretanto, quando o anti-TcPSCDH foi testado contra as formas intracelulares do 7.

cruzi, derivadas do modelo CHO-k;, os parasitas puderam ser claramente distinguidos da
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célula, tanto pela marcagdo exibida para o DNA, quanto na marca¢do com o anti-TcPSCDH.
Esse dado mostra que o soro policlonal anti-TcPSCDH ¢ especifico para a isoforma

TcP5CDH do parasita, nas condi¢des aqui descritas (Figura 25).

Figura 25 - Analise por IFI de células CHO-k; infectadas com formas
tripomastigotas do 7. cruzi.

anti-Tcp5cdh

MitoTracker Sobreposigao

As células CHOk, foram distribuidas em placas de 24 pogos contendo uma laminula de vidro estéril.
Apos aderidas, as células foram infectadas com formas T (3 h a 37 °C). Apds 3 dias de infecgdo, as
células foram lavadas e as laminulas utilizadas para realizar a IFI como descrito na figura anterior
para as outras formas do parasita.

3.4.3 A enzima TcP5CDH é regulada positivamente nos estagios infectivos do T.
cruzi

Apods observadas as diferencas no perfil de imunomarca¢do para a TcPSCDH, nas

distintas formas de desenvolvimento do 7. cruzi, partimos para a analise quantitativa da
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expressdo dessa enzima. Para isto, avaliamos os niveis do transcrito (mRNA), proteina e
atividade enzimatica em cada um dos estagios do parasita.

Amostras de RNA total extraidas de cada forma de desenvolvimento do parasita foram
primeiramente analisadas sob condi¢des desnaturantes. Ali notou-se claramente as diferengas
existentes entre o tamanho dos RNA ribossomais (rRNA) para 7. cruzi, CHOk, e levedura
(Figura 26A) (WHITE; RUDENKO; BORST, 1986).

Seguido disso, a andlise da abundancia do mRNA para a enzima TcPSCDH foi
realizada usando o estagio E como amostra referéncia (razao de expressdo = 1). Os niveis de
mRNA, nos estagios infectivos M e T, foram significativamente maiores (3-vezes) com
respeito aos estagios replicativos, E e A, e ao estdgio transiente Ei (valor p < 0,05) (Figura
26B, eixo-y direita). Os estagios intracelulares (A e Ei) ndo apresentaram diferencas
significativas com respeito do estagio E.

Quando a expressdo da TcPSCDH, dada pela atividade enzimatica, foi comparada com

o observado para os niveis de mRNA, se observaram diferencas significativas entre os
estagios Te E, Eie A, e, M e A (Figura 26B, eixo-y esquerda). Nos trés casos a diferenca foi
maior (> 3-ordens de grandeza) para T, Ei e M com respeito ao E e A, respectivamente. No
caso de M, a atividade foi maior com respeito ao E, mas nesse caso, esta diferenga nio foi
estatisticamente significativa, como visto ao nivel de mRNA (Figura 26B).
Para verificarmos esses dados foi necessaria a deteccdo da proteina em ensaios de western
blot. O resultado ndo mostrou diferengas significativas em termos de abundancia proteica,
quando comparado o estdgio E com os estagios M e T. No caso dos estagios intracelulares, A
e Ei, a intensidade da banda foi menor com respeito dos outros (Figura 26C).

Embora nao houve uma correlagao absoluta com os dados do western blot, os dados de
mRNA e atividade enzimatica mostraram que a enzima TcPSCDH ¢ regulada positivamente
nos estagios infectivos (M e T) do 7. cruzi. Esses dados (mRNA e atividade enzimadtica para
TcP5CDH) sdo consistentes com as diferencgas reportadas para o transcriptoma de 7. cruzi

(MINNING et al., 2009).
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Figura 26 - Analise da expressdao de TcPSCDH nas distintas fase de desenvolvimento do 7.
cruzi
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A) Eletroforese de RNA em gel de agarose sob condi¢gdes desnaturantes, com amostras de RNA total
extraidas a partir das principais formas de desenvolvimento do 7. cruzi, células CHO-k; e da levedura
S. cerevisiae APUT2 (Sc). A corrida revelou as subunidades do rRNA que em tripanossomas
corresponde as subunidades 18S, 24Sa e 24SP sendo que para os outros eucariotas analisados (CHO-
k; e levedura) se observam as subunidades 28S e 18S. B) Niveis de expressdo para a TcPSCDH nos
distintos estagios do 7. cruzi. A determinagdo do mRNA foi feita através da técnica de gRT-PCR
utilizando oligonucleotideos especificos que amplificam um fragmento do gene 7cP5CDH. O gene
TcGAPDH foi utilizado como normalizador (in-house keeping). A razdo de expressdo foi calculada
com respeito ao estagio E utilizando o método de 2*“", cujo valor por defini¢io é 1. Como controle
negativo foi utilizado cDNA a partir das células CHO-k; ndo infectadas. Os valores representados no
grafico sdo a resultante de trés réplicas feitas separadamente (eixo-y direita). As diferencas entre os
perfis de expressdo foram comparadas utilizando o teste de ANOVA-uma via (valor p < 0.05). A
atividade especifica (AE) TcP5CDH foi também avaliada nos distintos estadgios do 7. cruzi e os
valores representados no grafico (eixo-y esquerda). A medi¢cdo da atividade enzimatica foi realizada
como descrito previamente, para extratos do parasita. C) Ensaio de western blot realizado com
extratos proteicos das formas de vida do 7. cruzi (2 x 107 células/canaleta). As proteinas foram
resolvidas em gel de poliacrilamida desnaturante (12% SDS-PAGE), eletro transferidas & membrana
de nitrocelulose e incubadas com o soro anti-TcPSCDH (1:2.000) que reconhece uma unica proteina
de tamanho esperado (aprox. 64 kDa) e o anti-TcGAPDH (normalizador) (1: 2.500) que reconhece
uma banda de 39 kDa. As membranas foram lavadas, e incubadas com o anticorpo secundério anti-
IgG de camundongo (Sigma®) (1:2.500), e reveladas por quimiluminescéncia com o substrato luminol
ECL (Thermo®, Life Sciences).
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3.5 Avaliacio do papel fisiologico da TcPSCDH e o seu substrato (P5C)

3.5.1 O substrato P5C pode ser utilizado como fonte energética pelo T. cruzi

Estudos feitos em S. cerevisiae, mutantes para o gene PUT2 (ortdlogo do TcP5CDH),
demonstraram que o acimulo de P5C intracelular altera o balanco redox, o que resulta toxico
para a célula (NISHIMURA et al., 2010; NOMURA; TAKAGI, 2004). Os ensaios feitos com
formas epimastigotas do 7. cruzi mostraram que a adi¢do externa de P5C ndo prejudica o
parasita. De fato, concentragdes de P5C acima de 100 uM, o parasita ¢ capaz de incorpora-lo
no interior da célula e utilizd-lo como fonte de carbono; preservando a viabilidade celular
(Figura 27). Apés 6 h, as diferengas entre a adicdo de P5SC e os controles foram mais
evidentes (Figura 27). O solvente do PSC (1 M HCI) ndo mostrou este mesmo perfil. Este
ultimo foi compardvel com o observado no controle positivo, uma mistura de rotenona +
antimicina-A, inibidores dos complexos I e III na cadeia transportadora de elétrons,

respectivamente, que apresentaram um efeito letal apds 4 h de incubagao (Figura 27).

Figura 27 - Avaliacdo do efeito citotéxico de PSC em formas epimastigotas
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As células (2 x 107 células/tubo) foram lavadas duas vezes com PBS 1 X e incubadas com
concentragdes crescentes de P5C fresco dissolvido em 1 M HCI (0 - 300 uM), ou uma mistura de
rotenona (60 uM), antimicina (0,5 pM) como controle positivo de viabilidade, durante 24 horas.

Aliquotas dos tempos 2, 4, 6 e 8 h foram lavadas e usadas no ensaio de viabilidade pelo método do
MTT (A595-690 nm).
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Como mencionado anteriormente, a L-prolina pode restabelecer os niveis de ATP
diminuidos ap6s uma condicdo de estresse nutricional (MARTINS et al., 2009). Tendo visto
que o P5C pode incorporar este metabdlito do meio externo mantendo viabilidade celular do
parasita, optamos por avaliar se este poderia estar envolvido na sintese de ATP.

Quando os parasitas foram submetidos a estresse nutricional, mediante a incubagdo com
uma Unica fonte de energia, se observou que a viabilidade celular ¢ mantida pelo P5C, como
também acontece na presenga de D-glicose ou L-prolina (Figura 28A). Um ensaio adicional,
com parasitas submetidos a deplecdo nutricional (30 h) e, posteriormente, recuperados pela
adi¢do de diferentes fontes energéticas, mostrou que os niveis de ATP, P5C-dependente,
foram maiores quando comparado com os outros substratos (Figura 28B). Este efeito foi
revertido no tratamento com P5C na presencga de antimicina-A, um inibidor da oxidagdo do
ubiquinol (ao nivel do complexo III, citocromo ¢ redutase), na cadeia transportadora de
elétrons (Figura 28B). O L-glutamato, no entanto, produto de reacdo da TcPSCDH, ndo
mostrou esse mesmo rendimento tanto na viabilidade celular, quanto nos niveis de ATP

(Figura 28A e B).

Figura 28 - Analise do efeito de P5C na viabilidade celular e sintese de ATP.
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A) Ensaio de viabilidade celular em parasitas submetidos a estresse metabélico. As células (2 x 10
cé¢lulas/tratamento) foram incubadas durante 72 h na presenca de PBS (controle positivo) ou PBS
suplementado com 3 mM de cada metabdlito (D-glicose / L-prolina / P5C / L-glutamato). Uma
medi¢do adicional usando o mesmo nimero de células mantidas em meio LIT foi também realizada
(controle negativo). Outro controle na presenca de 1 M HCI (solvente do P5C) foi realizado. Apos a
incubacao, as células foram lavadas e usadas no ensaio de viabilidade pelo método de MTT (A595-690
nm). B) Medi¢do dos niveis de ATP em epimastigotas apds inani¢do. Os parasitas (5 x 10°
células/tratamento) foram incubados em PBS durante 30 horas e recuperados durante 1 hora a 28 °C
pela adicdo de 1 mM de cada metabdlito (D-glicose / L-prolina / HCI / P5SC / L-glutamato / P5C + 0,5
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uM de antimicina-A). Para as células incubadas com P5C ou HCI foi necessario ajustar o pH da
reacdo a 7,0 com KOH, prévio a realizacdo do ensaio. A dosagem intracelular de ATP foi realizada
seguindo procedimentos descritos pelo fabricante (Sigma®). O valor de porcentagem de ATP foi
calculado a partir do dado obtido para células na condi¢do normal (LIT), considerada como o 100%.

O modelo de infeccdo em células de mamifero (CHOk;) permite a avaliagdo do ciclo
intracelular do parasita. Considerando que a enzima TcPSCDH ¢ regulada positivamente nos
estagios infectivos, e que o processo de adesdo e invasdo, pelo 7. cruzi, a célula hospedeira,
depende de energia, analisamos o ciclo infeccioso em formas tripomastigotas submetidas a
estresse nutricional e incubadas na presenga de P5C sintético. Baseados no numero de formas
tripomastigotas liberadas ao sobrenadante da cultura, apos a infec¢do (6to dia) em células
CHOKk;, observamos diferengas entres os parasitas incubados em condi¢cdes normais (13 + 6 x
10° tripomastigotas ml”' em meio RPMI + 10% SFB) com aqueles incubados com PBS
suplementado com distintas concentragdes de PSC (3,8 = 1,4; 6,2 £ 0,5; 8,2 + 1,2 x 10°
tripomastigotas ml"' em PBS + 20, 50 ou 100 pM de P5C, respectivamente) (Figura 29).
Como esperado, o grupo controle mostrou uma reducdo pela metade, na eclosdo de
tripomastigotas (6,7 + 4 x 10° tripomastigotas ml" em PBS + 10% SFB v/v) com respeito da
condi¢dao normal em meio RPMI (Figura 29). Nesse sentido, a adi¢gdo de P5C externo mostrou
um efeito dose-dependente no numero de parasitas liberados ao meio extracelular, sugerindo,
novamente, que este composto pode ser utilizado pelas formas infectivas do parasita e facilitar

a invasdo celular.
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Figura 29 - Efeito dose-resposta do P5C no processo de eclosdo de formas
tripomastigotas em células de mamifero (CHO-k1)
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As células (5 x 10* células por pogo) foram distribuidas em placas de 24 pogos e incubadas durante 24
h (37 °C sob atmosfera de 5% CO2). Seguido disso, os parasitas (2,5 x 10° de formas tripomastigotas
por poc¢o) foram lavados duas vezes com PBS + 10% SFB, coletados por centrifugacdo (10 min, 950 x
g) e incubados na presenga de: RPMI (controle da infec¢do) / PBS + 10% SFB (controle negativo) /
PBS + 10% SFB + diferentes concentragdes de P5C (como indicado na figura), durante 3 h (37 °C sob
atmosfera de 5% CO,). Os parasitas ndo aderidos, foram retirados com a pipeta e as células foram
lavadas trés vezes com PBS 1X e suplementadas com meio RPMI + 10% SFB até completar o ciclo de
diferenciacdo intracelular (6 dias). Apos este tempo, o numero de tripomastigotas liberados ao
sobrenadante da cultura celular foi determinado pela contagem em camara de Neubauer. O grafico
representa a média (n=6) e o desvio padrdo de cada contagem. As diferencas foram analisadas
mediante o teste ANOVA-1a via, seguido do post-teste de Bonferroni, considerando o valor p < 0,05
(**) como estatisticamente significativo.

Visto que a sintese de ATP, dependente de P5C, envolveria processos oxidativos na
mitocondria, os niveis de ATP foram comparados entre diferentes substratos mitocondriais.
Para isto, foi utilizado um método de quantificagdo do ATP que baseia-se na incorporacao de
2'Pi em [y-"P] ATP; reacdo catalisada pela enzima hexocinase que fosforila glicose a partir
da hidrolise de ATP. Se de fato, a sintese ¢ produzida na cadeia respiratéria, a adi¢do de ADP
externo, estimularia a quantidade total de ATP na presenca do substrato sob andlise. Na
presenga de succinato (substrato do complexo II mitocondrial) o parasita sintetiza ATP;
processo que ¢ aumentado pela adicdo de ADP e revertido com oligomicina (inibidor da ATP-
sintase mitocondrial). Quando adicionado antimicina-A, a sintese de ATP se reduziu

notavelmente (Figura 30A). A utilizagdo de L-prolina como substrato mitocondrial ja foi
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demonstrada anteriormente (PAES, L.S et al., 2013). A quantidade total de ATP, prolina-
dependente, foi semelhante ao observado com succinato (Figura 30B).

No caso do P5C, usado a uma concentragdo dez vezes acima do Ky, determinado para
TcP5CDH, observou-se um aumento (1,5 vezes) na quantidade do ATP quando se adicionou
ADP. Na presenca de ADP e oligomicina a quantidade de ATP se reduziu a metade com
respeito ao tratamento com P5C somente. A antimicina-A reverteu os niveis de ATP até o
nivel basal (Figura 30C).

Esses dados demonstram, novamente, que o P5C pode ser usado como substrato

mitocondrial, levando a producdo de ATP através do processo de fosforilagdo oxidativa.

Figura 30 - Dosagem de ATP sob distintos substratos mitocondriais.

A. 5 mM succinato-Na B. 5 mM L-prolina c. 1.5 mM DI-P5C
5 44 a-
& 44 & &
B 27 RS
B 5 p
by i -
‘E 24 = =
o o T
g 14 g M s Ly
c = g
0- 0 T T T T T o-
> < 4 O \ed > N N4 O N
I O . £ & & O A I P
& EANIR O @ SRR 4 ¢ © &
K x * Q¢ X ha o x e
X x
&) © F: Q@ \o\’( N Q(oo &
) o ] ]

Formas epimastigotas de 7. cruzi foram crescidas em meio LIT, coletadas apds o 4to dia de
crescimento (1 x 10® células ml-1), lavadas em PBS (10 min, 1.500 x g a 4 °C) e, posteriormente
incubadas (30 min) em 500 pl de tampao de reagdo (125 mM de sacarose, 65 mM de KCI, 10 mM de
HEPES-NaOH, pH 7,2, | mM de MgCl2, 2 mM de K2HPO4) na presenca de: 5 mM succinato (preto)
/5 mM L-prolina (branco) / 1,5 mM P5C (cinza) ou substrato + 1 mM ADP / substrato + 1 mM ADP
+ 5 ug ml-1 oligomicina (O) / substrato + 1 mM ADP + 5 pM antimicina-A (AA). Apds esse tempo, a
reacdo foi parada pela adi¢do de 400 pl de molibdato. O excesso de 32-Pi ndo incorporado ao ATP, na
presenca de molibdato, forma o complexo fosfomolibdato, que entdo foi removido com o solvente
orgénico acetato de butila. A contagem da radiacdo foi realizada em cintilador, e os valores foram
convertidos a nmol Pi h-1 107 células, como indicado no eixo-y. O grafico representa a média (n=3) e
o desvio padrdo para cada medigao.

3.5.2 A super-expressdo da enzima TcP5CDH produz alteragdes morfologicas no
parasita e estimula a respirac¢do celular

Considerando que a enzima TcPSCDH ¢ regulada positivamente nos estagios infectivos
do T. cruzi, partimos para avaliar alguns pardmetros decorrentes da super-expressio da

TcPSCDH. O T. cruzi ¢ sensivel a G418 (Figura 31A). Isto pode ser alterado pela insercao do
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vetor pTEX, que confere resisténcia a G418 permitindo o uso deste como marcador de
selecdo no ensaio de transfeccao (Figura 31A).

As comparagdes foram realizadas entre parasitas do tipo selvagem (wt), parasitas
controle transformados com o vetor vazio (pTEX') e aqueles que apresentavam uma copia
ectopica da ORF TcPSCDH (1,686 Kb) (pTEX-TcPSCDH'"). A presenga do epissomo foi
verificada por PCR convencional a partir de DNA total das linhagens em andlise. Os
oligonucleotideos usados anelam nos dois extremos do sitio multiplo de clonagem, onde foi
inserida a ORF 7cP5CDH, pelo que o fragmento amplificado (aprox. 1,8 Kb) ¢ especifico
para a construgdo pTEX-TcPSCDH ™ (Figura 31B).

Os niveis de proteina, para a TcPSCDH, mostraram um leve aumento na linhagem
pTEX-TcPSCDH™ com respeito aos controles. Porém, os niveis proteicos para a Tcgapdh nio
se mostraram constantes nas trés linhagens (Figura 31C). As diferengas observadas nos niveis
de mRNA e atividade enzimatica para TcPSCDH para a linhagem pTEX-TcPSCDH'™,
sugerem que a copia ectopica adicional inserida (7cP5SCDH) confere um aumento na
expressdo do seu produto génico (Figura 31D). Esse dado também foi avaliado pela
intensidade de fluorescéncia observada nos parasitas imunomarcados com o anti-TcPSCDH

(Figura 31E).
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Figura 31 - Avaliacdo das linhagens de 7. cruzi super-expressoras para a TcPSCDH
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Curva de crescimento para formas epimastigotas (wt e pTEX-TcPSCDH ™) cultivadas em meio LIT
(28 °C durante 8 dias) na presenga de concentracdes crescentes de G418 (40 — 150 pg ml-1). As
culturas foram iniciadas a partir de 5 x 10° células ml-1 e a densidade celular foi monitorada,
diariamente, segundo a mudanga na absorvancia (Asoo nm). Os valores de abs. foram transformados em
numero de células a partir de uma curva de calibragdo realizada com concentra¢des de células pré-
estabelecidas. B) Analise da presenca do epissomo através de PCR convencional. A reagdo foi
realizada com oligonucleotideos especificos para o vetor pTEX. O oligonucleotideo sense
(intGAPDH) anela na regido 5’ do sitio multiplo de clonagem e o oligonucleotideo antisense (T7
terminador) anela na regido downstream da ORF TcP5CDH. Amostras de DNA gendmico total foram
extraidas e usadas (30 ng) na reagdo de PCR. Como controles da reagdo foram usados 5 ng de DNA
plasmidial do clone pTEX-TcPSCDH++ (positivo) ou dgua ao invés de DNA (negativo). As amostras
foram resolvidas em gel de agarose (p/v) e coradas com BrEt. O produto de amplificacdo (aprox. 1,9
Kb) foi igual no controle positivo e na amostra pTEX-TcPSCDH++. C) Analise por western blot dos
niveis de proteina TcP5CDH. Os extratos foram preparados a partir de 2 x 10’ células ml-1 e,
quantidades iguais de proteina (30 pg) foram carregadas no gel. A transferéncia, incubagdo com os
anticorpos e revelado foi realizada como descrito anteriormente. D) Niveis de mRNA e atividade
enzimatica para TcP5CDH nas linhagens mutantes. A quantificacdo do transcrito TcPSCDH foi
realizada mediante gRT-PCR como descrito na secdo 2.4.5 de materiais e métodos. As leituras foram
feitas em triplicata e os valores normalizados contra o gene TcGAPDH e, posteriormente contra o
grupo wt (2°%%). Os valores no grafico (eixo-y esquerda) representam as médias (n=3) do
experimento. A atividade especifica TcPSCDH foi também avaliada nas distintas linhagens do 7. cruzi
e os valores representados no mesmo grafico (eixo-y direita). A medi¢do da atividade enzimaética foi
realizada como descrito previamente, para



extratos do parasita. E) Andlise por IFI em formas epimastigotas obtidas a partir das linhagens wt e
pTEX-TcPSCDH++. A imunomarcagdo foi realizada como descrito na figura 24.
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Apo6s determinado que os parasitas mutantes apresentaram uma expressao aumentada da
enzima TcPSCDH, procedemos com a analise de algumas fungdes mitocondriais decorrentes
da atividade TcPSCDH alterada. Nesse sentido, os niveis respiratorios e a produgdo de ATP
foram determinados na linhagem super-expressora de TcPSCDH e comparados com os
controles. A sintese de ATP foi maior na presenca de succinato tanto nos parasitas wt (6,95
nmol Pi h™' 107 células™) quanto nos parasita controle (pTEX") (5,67 nmol Pi h™' 107 células
1, com respeito dos outros dois substratos testados (L-prolina/P5C) (Figura 32, preto). Sob
essa mesma condi¢do, medida no mutante pTEX-TcPSCDH'', os niveis de ATP se
duplicaram (14,93 nmol Pi h™ 107 células™) (Figura 32, preto). Ainda a diferenga foi maior
quando a sintese foi estimulada pela adigdo de ADP externo (30,58 nmol Pi h”' 107 células™)
(Figura 32, preto).

O mutante pTEX-TcPSCDH'™" mostrou os niveis de ATP aumentados sob os trés
substratos analisados (14,93; 8,5 ¢ 7,9 nmol Pi h”' 10 células™ para succinato, prolina e P5C,
respectivamente), com respeito das duas linhagens controles. Particularmente, a sintese de
ATP nido foi estimulada na presenga de PSC e ADP (9,4 nmol Pi h' 107 células™), com
respeito a0 P5C (7,9 nmol Pi h™' 107 células™), no mutante pTEX-TcP5CDH™" (Figura 32,
cinza). Enquanto que nos grupos controles foi observado um aumento de duas vezes para o wt
(1,65 € 3,03 nmol Pi h™' 107 células™ para os substratos P5C ¢ P5C + ADP, respectivamente) e
pTEX" (2,29 e 3,9 nmol Pi h' 107 células” para os substratos P5C e P5C + ADP,
respectivamente) (Figura 32, cinza). A inibi¢do da sintese de ATP foi observada em todos os
casos na presenga dos inibidores mitocondriais para a ATP sintase (oligomicina) ou do

complexo III da cadeia transportadora de elétrons (antimicina-A).
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Figura 32 - Dosagem de ATP em parasitas mutantes e wt
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Formas epimastigotas de 7. cruzi foram crescidas em meio LIT (wt) ou meio LIT + 40 pg ml-1 G418
(pTEX+, pTEX-TcP5CDH++), coletadas apés o 2do dia de crescimento (1 x 10% células ml-1),
lavadas em PBS (10 min, 1.500 x g a 4 °C) e, posteriormente, incubadas (30 min) em 500 pl de
tampao de reacdo (125 mM de sacarose, 65 mM de KCl, 10 mM de HEPES-NaOH, pH 7,2, 1 mM de
MgClI2, 2 mM de K2HPO4) na presenca de: 5 mM succinato (preto) / 5 mM L-prolina (branco) / 1,5
mM P5C (cinza) ou substrato + 1 mM ADP / substrato + 1 mM ADP + 5 pg ml-1 oligomicina (O) /
substrato + 1 mM ADP + 5 uM antimicina-A (AA). Apos esse tempo, a reacdo foi parada pela adigdo
de 400 pl de molibdato. O excesso de 32-Pi ndo incorporado ao ATP, na presenca de molibdato, forma
o complexo fosfomolibdato, que entdo foi removido com o solvente organico acetato de butila. A
contagem da radiagdo foi realizada em cintilador, e os valores foram convertidos a nmol Pi h-1 10-7
células, como indicado no eixo-y. O gréafico representa os valores da média (n=3) para o experimento.
Nas condic¢des do ensaio, a producdo de ATP, a partir de succinato, foi maior (p < 0,05) no mutante
pTEX-TcPSCDH++ com respeito dos outros substratos (prol e PSC) e as outras linhagens (*). Na
linhagem pTEX-TcPSCDH++ a sintese de ATP ndo ¢é estimulada pela adi¢cdo externa de ADP + P5C

Os niveis de ATP determinados foram consistentes com as medigdes do consumo de

oxigénio para as linhagens em estudo. As taxas respiratdrias, determinadas em células intactas
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na presencga de succinato (4,58; 4,83 e 6,37 pmol de O, s 107 células, para o wt, pTEXJr e
pTEX-TcPSCDH", respectivamente) foram maiores no mutante pTEX-TcPSCDH'" (Tabela
6). Somente na presenga de succinato, a adi¢do de ADP estimulou o consumo de oxigénio nas
trés linhagens testadas, (2,43; 2,76 e 3,47 pmol de O, s 107 células, para o wt, pTEXJr e
pTEX-TcPSCDH™, respectivamente) sendo maior no mutante pTEX-TcPSCDH ™ (Tabela 6).

Por outro lado, nas células do tipo wt foram observadas diferengas entre os trés
substratos comparados, apos a adi¢do de digitonina (1,83; 2,08 e 2,46 pmol de O, st 107
células, para succinato, L-prolina e P5C, respectivamente), mas estas ndo foram
estatisticamente significativas (Tabela 6). No caso de P5C, como substrato respiratdrio, o
consumo de oxigénio aumentou no mutante pTEX-TcPSCDH " sob as quatro condi¢des
testadas, quando comparado com o wt ou controle pTEX' (Tabela 6). As diferencas
encontradas nos niveis de consumo de oxigénio ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas.

Tabela 6 - Avaliacdo do consumo de oxigénio em parasitas mutantes ¢ wt

Células: WT pTEX+ pTEX-TcPSCDH++
Substrato: (pmol O2 s-1 10-7 parasitas)

Succinato + DIG 1,8+0,2 2,2+0,3 2,8+0,3
Succinato + ADP 24+0,2 2,7+0,3 3,5+0,2
Succinato + Oligo 1,6 £0,1 1,8+0,3 2,7+0,3
Succinato + FCCP 33+04 3,9+0,5 4,1+04
Prolina + DIG 2,1+ 0,3 1,8+0,8 2,8+0,5
Prolina + ADP 2,1+04 2,1+0,7 2,6+0,4
Prolina + Oligo 1,8+0,5 1,8 +£0,7 2,6 +0,4
Prolina + FCCP 22+04 1,7+ 0,05 3,2+0,09
P5C + DIG 2,5+04 22+0,8 3,5+0,9
P5C + ADP 2,3+04 2,1+0,7 33409
P5C + Oligo 2,2+0,3 2,1+£0,6 2,8+0,8
P5C + FCCP 2,1+0,6 2.2+0,7 2,5+0,1

A - C) Formas epimastigotas de 7. cruzi foram crescidas em meio LIT (wt) ou meio LIT + 40 pg ml-1
G418 (pTEX+, pTEX-TcP5CDH++), coletadas apés o 2do dia de crescimento (5 x 107 células ml-1),
lavadas em PBS (10 min, 1.500 x g a 4 °C) e, posteriormente, ressuspendidas em 1000 pl de tampao
de reacdo (125 mM de sacarose, 65 mM de KCIl, 10 mM de HEPES-NaOH, pH 7,2, 1 mM de MgCl,,
2 mM de K2HPO,, 500 uM de EGTA). As medi¢des de consumo de oxigénio foram realizadas em
oxigrafo de alta resolugdo (Oroboros, Oxygraph — O2K) na presenga de succinato, prolina ou P5C,
seguido por adi¢des sequenciais de: 1 mM ADP / 5 pg ml-1 oligomicina (Oligo) / substrato + 1 mM
ADP + 1 uM trifluorocarbonilcianeto de fenilhidrazona (FCCP). Os valores representam a media
(n=3) e o desvio padrdo calculados a partir de trés replicas feitas em separado.
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O P5C pode ser utilizado como substrato mitocondrial. A sua degradacdo estd acoplada
ao consumo de oxigénio, o que leva a sintese de ATP através do gradiente protomotriz gerado
na cadeia transportadora de elétrons. A sintese de ATP foi estimulada pela adicdo de ADP e
revertida na presenca de um inibidor da ATP sintase (oligomicina).

E bem sabido que a cadeia transportadora de elétrons é uma fonte geradora de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Dependendo das condigdes fisioldgicas e o substrato, parte do
oxigénio consumido pode ser reduzido ao anion superdxido (O27) através de complexos
respiratorios ou desidrogenase s. O O2” pode ser dismutado a H,O, pela agdo de uma
superoxido dismutase dependente de ferro (SOD-Fe) sensivel a cianeto (BOVERIS;
STOPPANI, 1977; ISMAIL et al., 1997).

Tendo isso, avaliamos as diferengas na geracao de H,O, entre as trés linhagens celulares
sob succinato, L-prolina ou P5C. Niveis semelhantes de H,O, foram observados na presenca
de succinato ou L-prolina no grupo wt (Figura 33A). No caso de P5C se observaram as
menores quantidades de H,O,. Estas foram aumentadas significativamente (p < 0,05) quando
se adicionou P5C + oligomicina (71 + 4 pmol de H,0, 107 células) em comparagdo ao
tratamento sem este inibidor (29 £ 2,3 pmol de H,O, 10 células) (Figura 33A). A adi¢do de
oligomicina estimulou a produgdo de H,O, dependente de succinato ou P5C, mas ndo de L-
prolina, em todos os tipos celulares testados (Figura 33A - C).

Os parasitas das linhagens pTEX e pTEX-TcPSCDH™, incubados com L-prolina,
mostraram um aumento na quantidade de H,O, conforme a adi¢do sequéncial dos substratos
avaliados (Figura 33B). Particularmente, o mutante pTEX-TcPSCDH'", apresentou uma
reducdo completa de H>O,, menor ao basal, quando a medicao foi realizada na presenca de L-

prolina (Figura 33C). Este perfil ndo foi observado na presenga de P5SC (Figura 33C).
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Figura 33 - Dosagem de peroxido de hidrogénio em parasitas mutantes e wt.
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Formas epimastigotas de 7. cruzi foram crescidas em meio LIT (wt) ou meio LIT + 40 pg ml-1 G418
(pTEX+, pTEX-TcP5CDH++) e coletadas por centrifugagdo apés o 2do dia de crescimento (5 x 10’
células ml-1). A medigdo em células intactas (dosagem de peroxido liberado ao meio extracelular) foi
realizada em meio de reacao contendo: 100 mM de sacarose, 20 mM de KCl, 50 mM de Tris-HCI, 1,7
uM de Amplex Red (Invitrogen™) e 6,7 U ml-1 de peroxidase de rabanete. A medigio em células
permeabilizadas (dosagem de perdxido intracelular), foi realizada em 1 ml de tampdo de reagdo
contendo: 125 mM de sacarose, 65 mM de KCI, 10 mM de HEPES-NaOH, pH 7,2, 1 mM de MgCl,, 2
mM de K,HPO,, seguido por adi¢des sequénciais de 5 mM de succinato / 5 mM L-prolina / 1,5 mM
P5C, 500 uM de EGTA, 30 uM de digitonina (digit), 1,7 uM de Amplex Red (Invitrogen®™) e 6,7 U ml-
1 de peroxidase de rabanete e outras adigdes (1 mM ADP / 5 ug ml-1 oligomicina / 1 uM FCCP)
como indicado na figura. A fluorescéncia foi monitorada em comprimentos de onda de excitagdo e
emissdo de 563 + 5 nm e 587 = 5 nm, respectivamente, por 30 minutos. A reacdo foi iniciada pela
adicdo das células. As concentracdes de H,O, foram obtidas a partir de uma curva-padrdo através de
concentracdes conhecidas de H,O,. Os resultados foram normalizados pelo nimero de células e
expressos em pmol de H,O; x 10-7 células. As barras representam os valores da média (n=3) e o
desvio padrao calculados a partir de trés réplicas feitas em separado.
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3.5.3 O mutante pTEX-TcP5CDH"" apresentou mudangas na superficie celular

Como mencionado anteriormente, a expressao da enzima TcPSCDH ¢ aumentada nos
estagios infectivos (M e T). O P5C mantém a viabilidade celular em formas E e T, e neste
ultimo possibilita o processo de invasdo na célula hospedeira (segundo o modelo CHO-k;).
Visto que este processo de invasdo ¢ dependente de ATP, cuja produgdo ¢ estimulada no
mutante pTEX-TcPSCDH ™", analisamos o papel da enzima TcPSCDH nos processos de
diferenciagdo do parasita nas formas infectivas. Para isto, formas proliferativas (E) do tipo wt
e pTEX-TcPSCDH'" foram diferenciadas -in vitro- e a porcentagem de formas M foi
determinada. A taxa de metaciclogénese para a cepa CL-14 ¢ baixa (HOMSY; GRANGER;
KRASSNER, 1989). Os nossos dados mostraram que de um total de 12,5 + 5 x 10’ parasitas
wt, apenas o 56% destes diferenciaram-se as formas M em meio Grace (Figura 34A). Quando
a diferenciacio foi analisada no mutante pTEX-TcPSCDH ", sob as mesmas condi¢des de
ensaio, de um total de 14 + 8 x 107 parasitas, foi observada uma reducio ao 30% no nimero
de formas M (Figura 34A), sendo que o restante apresentava morfologia de formas
epimastigotas ‘alongados’ (Figura 34D).

Esses resultados mostraram que, apesar do grupo mutante ter niveis aumentados de
TcP5CDH, o processo de metaciclogénese nao foi alterado com respeito ao grupo wt. Os
parametros morfologicos utilizados para estabelecer a porcentagem de metaciclogénese
mostraram uma redugdo deste processo nos parasitas pTEX-TcPSCDH''. Porém, a
morfologia atipica apresentada nessa células, sugeriu que esses parasitas talvez seriam
capazes de se aderir e invadir a célula hospedeira (CHO-k;,).

Inicialmente, vimos que formas M da cepa CL-14, obtidas in vitro, ndo infectam as
células CHO-k; (dados nao mostrados). A infeccdo em células CHOk; somente ¢ eficiente
utilizando formas T que tem completado o seu ciclo intracelular (TONELLI et al., 2004).
Contudo, testamos as formas E do tipo wt e o mutante pTEX-TcPSCDH ' na infec¢io em
células CHO-k;. O ensaio mostrou que, mesmo em periodos curtos de incubacdo com a célula
hospedeira (1 h), os parasitas pTEX-TcPSCDH'" ficavam aderidos a superficie da célula
CHO-k;, enquanto que os wt era facilmente removidos pelas lavagens sucessivas (3X) com
PBS. Apos transcorrido o periodo necessario para se completar o ciclo intracelular (6 dias),
foi observado um aumento significativo no niimero de parasitas presentes no sobrenadante da
cultura (Figura 34B). Ali observou-se uma mistura de formas E com T que, provavelmente,

eclodiram ap6s completarem o ciclo intracelular. Acredita-se que as formas E provém
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daquelas que ficaram aderidas a superficie celular das CHO-k;, sendo capazes de proliferar
nas condigoes do ensaio (meio RPMI + 2% SFB, 33 °C, 5% CO,).

Seguido disso, partimos para a analise molecular da glicoproteina TcGP82, uma
molécula de superficie que participa nos processos de adesdo e invasdo do parasita na célula
hospedeira (SCHENKMAN et al., 1993; TEIXEIRA; YOSHIDA, 1986). Esta proteina ¢
diferencialmente expressa no estagio M, sendo ausente no estagio E (RAMIREZ et al., 1993).
Esse dado foi confirmado na cepa CL-14, utilizando o anticorpo 3F6 que reconhece a TcGP82
em lisados de formas M (Figura 34C). Curiosamente, quando o anticorpo 3F6 foi incubado
contra lisados, preparados a partir do mutante pTEX-TcPSCDH ™, foi observado um aumento
consideravel nos niveis de TcGP82 em formas M (Figura 34C). As formas M utilizadas neste
ensaio foram obtidas também pela separacdo através de cromatografia em coluna DEAE. Nas
formas E, tanto do wt quanto do pTEX-TcPSCDH ", a proteina TcGP82 nio foi detectada. Os
niveis de TcGAPDH, usado como normalizador do contetido de proteinas, se mantiveram

semelhantes nas amostras de M e E (Figura 34C).



Formas epimastigotas de 7. cruzi foram crescidas em meio LIT (wt) ou meio LIT + 40 pg ml-1 G418
(pTEX-TcP5SCDH++), coletadas apds o 3ro dia de crescimento, lavadas em PBS (10 min, 1.500 x g a
4 °C) e, posteriormente, ressuspensas em 25 ml de meio Grace (pH, 6,0). A diferenciagdo em formas
metaciclicas foi realizada durante nove dias (28 °C) em garrafas de vidro estéreis. Apos esse tempo, o
numero total (Tot) e o nimero de formas metaciclicas (M) do parasita foram determinados pela
contagem em camara de Neubauer. A identificacdo de formas metaciclicas foi baseada na morfologia
do parasita e a posicdo do cinetoplasto respeito do nucleo. As barras representam os valores da média
para M / Tot, determinados a partir de trés experimentos feitos separadamente (n=3). A porcentagem
de metaciclogénese determinada se encontra na parte superior de cada barra. B) Infeccdo em células
CHO-k; com formas epimastigotas do tipo wt, pTEX+ e pTEX-TcPSCDH++. A incubagdo dos
parasitas com a células hospedeira foi realizada durante 1 h a 37 °C sob atmosfera de CO,. O ciclo de
infec¢do foi realizado durante seis dias, como descrito na figura 29. Apds esse tempo, o nimero de
parasitas no sobrenadante da cultura foi determinado pela contagem em cdmara de Neubauer. C)
Anélise de expressdo da glicoproteina TcGP82 em formas metaciclicas (M) e epimastigotas (E)
obtidas a partir de parasitas wt e pTEX-TcP5CDH++. Os extratos foram preparados a partir de 2 x 10’
células ml-1 e, quantidades iguais de proteina (30 png) foram carregadas no gel. As proteinas foram
resolvidas em gel de poliacrilamida (12% SDS-PAGE), eletrotransferidas a membrana de
nitrocelulose e incubadas com o anticorpo monoclonal 3F6 (1: 100), que reconhece a glicoproteina de
superficie TcGP82 (82 kDa) ou o anti-TcGAPDH (normalizador) (1: 2.500), que reconhece uma
proteina de 39 kDa. As membranas foram lavadas e incubadas com o anticorpo secundério anti-IgG de
camundongo (Sigma®) (1:2.500) e reveladas por quimioluminescéncia com o substrato luminol ECL
(Thermo®, Life Science). D) Microscopia de contraste de fase em parasitas wt ¢ mutantes apos o 3ro
dia de crescimento. As células foram lavadas duas vezes com vPBS e aderidas a laminas cobertas com
poli-lisina. As imagens foram obtidas no microscopio Axio Imager motorized M.2 (Carl Zeiss®,
Alemanha) em objetivo de 100X. A régua indica o cumprimento das células, o que foi determinado
pelo software do aparelho.
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Figura 34 - Andlise da infectividade na linhagem mutante pTEX-TcPSCDH".
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3.6 O metabolismo de P5C como um alvo anti- 7. cruzi

O dissulfeto de tetraetiltiurano (DSF) (Figura 35A) foi descrito inicialmente como uma
droga que aumentava a sensibilidade ao alcool apds a ingesta (HALD; JACOBSEN, 1948). O
efeito inibitdrio de um dos seus derivados metabdlicos contra a enzima ALDH2, postulou-o
como uma droga efetiva para o tratamento da alcoolemia (JOHANSSON et al., 1991;
VALLARI; PIETRUSZKO, 1982). Estudo enzimaticos feitos com o DSF em células de
placenta humana mostraram que este composto também interferia na atividade da enzima
ALDH4 (ortdloga da TcPSCDH) (FARRES; JULIA; PARES, 1988). Em outro trabalho
descreveu-se o efeito do DSF na viabilidade de 7. cruzi (LANE et al., 1996). Baseados em
esses relatos prévios, optamos por avaliar o efeito do DSF nas formas de desenvolvimento da

cepa CL-14 de T. cruzi, e na atividade da TcPSCDH.

3.6.1 O DSF produz um efeito tripanocida

O DSF mostrou um efeito dependente da dose, na proliferacdo de formas E cultivadas

em meio LIT. A Clso determinada para o DSF foi de 402 nM (Figura 35B, inserto).
Entretanto, quando o DSF foi avaliado no processo de metaciclogenése, as diferencas entre os
parasitas tratados e o grupo controle ndo foram significativas (Figura 35C). Isto foi observado
ainda utilizando concentragdes de droga acima da Clgy para o DSF (1,0 e 2,0 uM DSF).
Por outro lado, formas tripomastigotas do 7. cruzi expostas a célula hospedeira (CHO-k;), na
presenga de DSF, mostraram uma redugdo significativa (p < 0,05) na quantidade de
tripomastigotas que eclodem apo6s completarem o seu ciclo intracelular com respeito do grupo
ndo tratado (Figura 35D).

Por se tratar de uma droga bem estudada e j& aprovada pelos entes reguladores (U.S.
Food and Drug Administration, Application No: 088482), o DSF nao teve efeito citotoxico

contra as células CHO-k; sob as condi¢des do ensaio de infeccdo (dados ndo apresentados).



foi determinado pela contagem em cdmara de Neubauer. O gréfico representa a média (n=6) e o desvio
padrdo de cada contagem. As diferencas foram analisadas mediante o teste estatistico ANOVA-1la via,
seguido do post-teste de Bonferroni (p < 0,05) (**).
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Figura 35 - Avaliagdo do efeito de DSF no 7. cruzi.
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A) Estrutura quimica do DSF. B) Curva dose-resposta de DSF sob o crescimento de formas
replicativas de 7. cruzi. Os parasitas (5 x 10° células ml-1) foram crescidos em meio LIT (-) ou LIT +
diferentes concentracdes de DSF (0,2 — 5 uM dissolvido em 10:70:20 de DMSO / agua / EtOH).
Como controle positivo (+) foi realizado um tratamento na presenga de 10 uM rotenona + 0,5 pM
antimicina-A. A densidade celular foi monitorada diariamente (durante 10 dias) mediante a leitura de
absorvancia (Agoo nm) €m placas de 96 pocos. O nimero de células foi calculado a partir de uma curva
de calibragdo com concentragdes de células conhecidas. Os valores representam a média e o desvio
padrdo de trés experimentos realizados separadamente (n=6). inserto: A porcentagem de inibig¢do
(%in) do DSF foi determinada em cada concentragdo testada com respeito ao grupo controle (-). Os
valores de%in ao 5to dia de crescimento foram plotados versus o logaritmo da concentracdo de DSF, e
a curva resultante foi ajustada a funcdo sigmoide para o célculo da IC50 através do programa
GraphPad Prism 5.0. C) Efeito do DSF no processo de metaciclogénese. Formas epimastigotas de 7.
cruzi (5 x 106 células ml-1) foram crescidas em meio LIT, coletadas apos o 3ro dia de crescimento,
lavadas em PBS (10 min, 1.500 x g a 4 °C) e posteriormente, ressuspensas em 25 ml de meio Grace
(pH, 6,0) ou meio Grace (pH, 6,0) na presenga de 1,0 ou 2,0 uM de DSF. A anélise dos dados foi
realizada como detalhado anteriormente na legenda da figura 35A. D) Efeito do DSF no processo de
eclosdo de formas tripomastigotas em células de mamifero (CHOk;). As células (5 x 10* células por
poco) foram distribuidas em placas de 24-pogos e incubadas durante 24 h (37 °C sob atmosfera de 5%
CO,). Seguido disso, os parasitas (2,5 x 10° de formas tripomastigotas por pogo) foram lavados duas
vezes com PBS + 10% SFB, coletados por centrifugacdo (10 min, 950 x g) e incubados na presenca
de: RPMI (controle da infec¢do) / PBS + 10% SFB (controle negativo) / PBS + 10% SFB + diferentes
concentracdes de DSF (como indicado na figura), durante 3 h (37 °C sob atmosfera de 5% CO2). O
excesso de parasitas circulantes foram retirados com a pipeta e as células foram lavadas trés vezes
com PBS 1X, antes da adi¢cdo de meio RPMI + 2% SFB até completar o ciclo de diferenciagdo
intracelular (6 dias). Apos esse tempo, o numero de tripomastigotas liberados ao sobrenadante da
cultura celular
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3.6.2 O mutante pTEX-TcP5CDH"" é mais resistente ao DSF

Para avaliarmos se a expressao aumentada da enzima TcP5SCDH na linhagem mutante
pTEX-TcPSCDH" afeitaria na sensibilidade do parasita ao DSF, realizamos alguns
experimentos com essas células. A curva de proliferacdo também mostrou uma efeito da
droga dose-dependente. Porém, apos o 6to dia de crescimento a densidade celular aumentou
nas concentracdes de 0,75 — 1,75 uM (Figura 36A). Concentragdes acima de 1,75 uM
resultaram numa inibi¢do do crescimento ainda maior que a observada no controle (R+AA).
O valor determinado para a Clsp do DSF aumentou a 647 nM nesses parasitas (Figura 37A
inserto).

Quando o DSF foi testado em parasitas mutantes pTEX-TcPSCDH ™ durante o processo
de diferenciacdo a formas metaciclicas, observou-se uma diminui¢do ndo significativa na
porcentagem de metaciclogenése entre o grupo ndo tratado (30 = 7%) e na presenca da droga
(24 + 4, 27 + 4 para 1,0 e 1,75 uM de DSF, respectivamente) (Figura 36B). A resisténcia
aumentada ao DSF também foi observada nesse ensaio. O nimero total de parasitas, no grupo
pTEX-TcP5CDH "™ tratado com 1,75 pM DSF (12,7 + 5,2 x 107 parasitas) aumentou o dobro
com respeito dos parasitas wt tratados com 2 uM de DSF (6,0 + 2,8 x 10 parasitas) (Figura
36B).



posteriormente, ressuspensas em 25 ml de meio Grace (pH, 6,0) ou meio Grace (pH, 6,0) na presenca
de 1,0, 1,75 ou 2,0 uM de DSF. A andlise do experimento foi realizado como detalhado na legenda da
figura 35.



Figura 36 - Avaliacio do efeito de DSF em mutantes pTEX-TcPSCDH'" do T. cruzi.
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A)Curva dose-resposta de DSF sob o crescimento de formas replicativas da linhagem pTEX-
TcP5CDH++. Os parasitas (5 x 10° células ml-1) foram crescidos em meio LIT + 40 pg ml-1 G418 (-)
ou LIT + diferentes concentragdes de DSF (0,2 — 5 uM dissolvido em 10:70:20 de DMSO / 4gua /
EtOH). Como controle positivo (+) foi realizado um tratamento na presenga de 10 M rotenona + 0,5
puM antimicina-A. O célculo da IC50 foi feito no Sto dia do crescimento dos parasitas, como descrito
na figura anterior. B) Comparacdo do feito de DSF em parasitas wt ¢ pTEX-TcPSCDH++ durante o
processo de metaciclogénese. Formas epimastigotas de 7. cruzi (5 x 10° células ml-1) foram crescidas
em meio LIT, coletadas apos o 3ro dia de crescimento, lavadas em PBS (10 min, 1.500x ga 4 °C) e
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3.6.3 O DSF interfere na atividade da TcP5CDH

Apos avaliado o efeito do DSF na proliferacao de formas E do 7. cruzi, este composto
foi testado no ensaio de atividade enzimatica para a TcPSCDH. Observou-se um efeito dose-
resposta na atividade da enzima TcPSCDH. A concentracio efetiva de DSF que mostrou uma
reducdo do 50% da atividade enzimatica para TcPSCDH (ECs) foi de 2,8 uM (Figura 37A).
Além disso, quando analisadas, simultaneamente, as curvas de proliferacdo entre os parasitas
wt ¢ pTEX-TcPSCDH " tratados com 1,75 uM de DSF se observou um atraso no inicio da
fase exponencial dos parasitas mutantes, cujo inicio foi observado apds o 6to dia de
crescimento, enquanto que neste mesmo ponto os parasitas wt, ndo tratados, entram em fase
estacionaria, e os tratados com DSF se mantiveram completamente inibidos (Figura 37B). O
inicio de uma fase estacionaria tipica para o 7. cruzi ndo foi observada nos parasitas mutantes
pTEX-TcPSCDH"™". Quando comparados os valores de ICso para o DSF nos dois tipos de
parasitas se observou que o wt ¢ mais sensivel ao DSF (403 nM) do que o pTEX-
TcPSCDH™ (648 nM) (Figura 37B inserto). Esses valores, ndo entanto, foram menores do

que a ECsy de DSF obtida para a TcPSCDH (2,8 uM).
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Figura 37 - Avaliagdo do efeito de DSF na atividade da enzima TcPSCDH.
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A) Curva de atividade enzimaética residual versus log[DSF]. A atividade enzimatica foi medida na
forma recombinante TcPSCDH-6xHis. O meio de reacdo continha: 100 mM HEPES-NaOH, pH 7,2, 2
mM NAD+, 10 pg de enzima e diferentes concentragdes do DSF (0,2 — 10 uM). A reagdo foi pré-
incubada (3 min a 28 °C sob constante agitacdo) e a medigdo foi iniciada pela adi¢do de 0,6 mM P5C.
O branco da reacdo foi o meio de reagdo sem DSF. Os valores de atividade especifica foram
calculados em todos os tratamentos e a porcentagem de atividade foi calculada a partir do total de
atividade na auséncia do inibidor (100%). B) Comparacdo das curvas de crescimentos entre parasitas
wt e pTEX-TcP5SCDH++ na presenga ou ndo de 1,75 puM. Como controle positivo da inibi¢do foram
usados os dados obtidos na presenga de AA. Os valores sdo os mesmos apresentados nas figuras 36B e
37A, com os seus correspondentes insertos.
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3.7 O papel da L-prolina na relacio 7. brucei — mosca tsé-tsé

A L-prolina ¢ um aminodcido relevante para os insetos da ordem diptera, porque
constitui a principal fonte de energia para o processo de voo (HANSFORD; SACKTOR,
1970; NJAGI; OLEMBO; PEARSON, 1992). A mosca tsé-tsé (G. Morsitans) é um claro
exemplo dessa caracteristica e, por sua vez, ¢ o hospedeiro invertebrado dos tripanossomas
africanos que podem ser transmitidos a hospedeiros mamiferos através da picada (BURSELL,
1963; BURSELL et al., 1974). No T. brucei, a espécie africana que causa a doenca do sono
em humanos, ou a peste nagana em gado bovino, a L-prolina ¢ a principal fonte de energia
nas formas proliferativas presentes na mosca tsé-ts¢ (LAMOUR et al., 2005). Diferente do T.
cruzi, o T. brucei ¢ auxotrofo para prolina. Além disso, nos estagios do parasita presentes na
mosca, estes apresentam um amplo repertério de moléculas de superficie, onde a prociclina
EP-1 ¢ a principal glicoproteina. Denomina-se EP-1 porque apresenta multiplas repeti¢cdes do
dipeptideo glutamato-prolina (EP) (ACOSTA-SERRANO et al., 2001). Portanto, os niveis de
prolina, na sua forma livre, sdo determinantes no processo de colonizagdo e multiplicagcdo do

parasita dentro do seu hospedeiro vetor.

3.7.1 Os niveis de L-prolina sdo alterados na hemolinfa da mosca tsé-tsé durante a
infec¢do com o T. brucei

A dosagem de L-prolina foi realizada mediante um método colorimétrico altamente
especifico, em amostras de hemolinfa extraida a partir de moscas do tipo naive (que nunca
estiveram expostas ao parasita) e moscas infectadas experimentalmente com formas
sanguicolas do 7. brucei. As amostras foram coletadas em distintos pontos da infec¢do com o
parasita durante 35 dias.

Os resultados mostraram diferencas significativas (p < 0,05) nos niveis de prolina livre
na hemolinfa aos dias 5, 15, 20 e 25 (Figura 38). As moscas infectadas com 7. brucei
apresentaram um aumento na concentra¢do de prolina livre ao dia 5to apds a infegdo (a.i).
Este perfil se manteve nos dias 20 e 25 apds a infeccdo (Figura 38). No entanto, a
concentragdo de prolina foi maior no grupo naive ao dia 15 a.i, com respeito ao grupo

infectado (Figura 38).
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Figura 38 - Dosagem de prolina livre na hemolinfa de Glossina morsitans.
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As moscas, individuos machos no periodo teneral (que ainda ndo receberam o 1ro repasto sanguineo),
foram alimentadas com sangue desfibrinada de cavalo contendo formas sanguicolas do 7. brucei e
mantidas a 26 °C sob 65 - 70% de umidade relativa. As infec¢des foram verificadas pela dissecgdo
das moscas, seguido da visualizacdo ao microscopio. O numero de individuos infectados com o
parasita foi registrado (grupo infectado) e o mesmo numero foi considerado para as coletas de
hemolinfa no grupo ndo infectado experimentalmente (grupo naive). As amostras foram coletadas no
tempo zero e 4 h (ap6s da infec¢do), durante 35 dias, como indicado no gréafico. A dosagem de prolina
foi realizada pelo método de Bates (BATES, 1973), como descrito na se¢do 2.7.1.4. Os valores de
concentracdo de prolina (uM) foram determinados a partir de uma curva de calibragdo realizada com
concentracdes conhecidas de prolina. O célculo dos valores de prolina foi feito considerando o numero
de individuos dissecados. Os valores representam a média e o desvio padrdo de dois experimentos
realizados separadamente (n=3). As diferengas na concentragdo de prolina entre o grupo infectado e o
grupo naive foram comparadas pelo teste estatistico ANOVA-uma via, seguido do post-teste de
Bonferroni. Os asteriscos (***) indicam as amostras cuja diferenca foi significativa (p < 0,05).

3.7.2 A TbP5CDH apresenta uma expressado diferencial nos diferentes estagios de
desenvolvimento do T. brucei

A expressao da enzima TbP5SCDH foi analisada nas formas de desenvolvimento do 7.
brucei presentes durante o seu ciclo infeccioso na mosca tsé-tsé, bem como, em formas
prociclicas e sanguicolas cultivadas in vitro. Os niveis de mRNA para TbPSCDH
apresentaram niveis maiores nos parasitas isolados a partir do pro ventriculo (pv) com
respeito ao observado em aqueles presentes no intestino médio (im) ou glandulas salivares
(gs) da mosca tsé-tsé (Figura 39A). Ao verificarmos a abundancia proteica nesses parasitas e

nos seus correspondente tecidos em moscas naive, observamos que o soro anti-TcPSCDH
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reconhece uma proteina com massa compativel para a TbPSCDH nas amostras do im para
moscas naive (Figura 39B). Um sinal maior foi observado nesse mesmos tecidos infectados
com o T. brucei. Além disso, uma proteina com massa maior (aprox. 85 kDa) foi reconhecida,
unicamente, nos tecidos infectados (Figura 39B). Nos parasitas obtidos do pv e im, a
reatividade do anti-TcP5SCDH ¢ especifica, sendo maior na amostra do pv do que naqueles
presentes nas gs (Figura 39B).

Como esperado, as formas prociclicas (fpc) e formas sanguicolas (fsc) cultivadas in
vitro mostraram diferencas nas taxas de crescimento (Figura 39C). As fsc, por exemplo, tem
uma multiplicagdo limitada que, em cultura axénica, ndo ultrapassa 30 h. Os niveis de mRNA
nos distintos intervalos de tempo mostraram que o transcrito para TbPSCDH ¢ expresso,
unicamente, no estagio fpc (Figura 39D). Este ultimo foi verificado pelos niveis proteicos
para a TbPSCDH utilizando o anti-TcPSCDH (Figura 39E). Sob essas condi¢des do ensaio, a
TbP5CDH nao foi detectada nas fsc, apesar das quantidades de proteinas totais carregadas no

gel serem as mesmas (Figura 39F).
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Figura 39 - Perfil de expressao da TbPSCDH nas diferentes formas de
desenvolvimento do 7. brucei.
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A) Quantificagdo dos niveis de transcrito para TbPSCDH nas formas do parasita presentes em
distintos tecidos da mosca tsé-tsé. Amostras de RNA total foram extraidas a partir de parasitas
isolados do intestino médio (im), proventriculo (pv) ou glandulas salivares (gs) de moscas infectadas
experimentalmente. Os niveis de mRNA foram determinados mediante a técnica de gRT-PCR
utilizando oligonucleotideos especificos contra as sequéncias do parasita. O perfil de expressdo foi
calculado pela razdo de expressdo entre TbPSCDH e o Tbgapdh, utilizado como gene normalizador.
As barras representam os valores da média e desvio padrdo para trés leituras feitas separadamente
(n=3). B) Analise por western blot da enzima TbP5CDH em extratos proteicos preparados a partir dos
tecidos de moscas naive (n) mencionados acima, e, lisados celulares de formas do parasita presentes
nos mesmos tecidos de moscas infectadas (i) com 7. brucei. Os soros policlonais anti-TcPSCDH
(1:3.000) e anti-Tcgapdh (1:5.000) foram utilizados para o ensaio com 7. brucei. C) Curva de
crescimento para as formas prociclicas (fpc) e formas sanguicolas (fsc) de 7. brucei mantidas in vitro
em meios de cultura especificos. A densidade celular foi determinada durante trés dias através da
contagem em cadmara de Neubauer. D) Os niveis de mRNA foram determinados mediante a técnica de
gRT-PCR em amostras de fpc ou fsc mantidas in vitro a diferentes intervalos de tempo. E) Analise por
western blot da enzima TbPSCDH em amostras de fpc ou fsc, como descrito para D. F) Verificacdo da
quantidade de proteinas transferidas 8 membrana de PVDF usada no ensaio de western blot referido na
figura E. As proteinas foram coradas com uma solugdo ao 5% de nigrosina p/v em agua.
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3.7.3 A indugdo do RNA dupla fita (dsRNA) diminui os niveis de transcrito para a
enzima TbP5CDH, mas os niveis proteicos permanecem estdveis

A técnica de RNA de interferéncia (RNA1) através da producdo de dsRNA, permite o
silenciamento de genes especificos ao nivel pos-transcricional em 7. brucei (NGO et al.,
1998). O vetor pZJM possui duas regides promotoras T7 (dependentes de tetraciclina)
posicionadas de forma oposta ao gene de interesse, o que resulta na produ¢ao de dsRNA, que
posteriormente ¢ substrato da maquinaria de degradagdo do RNA (WANG et al., 2000). Visto
que a prolina ¢ essencial em fpc do 7. brucei, e que a expressdo da TbPSCDH ¢ regulada
diferencialmente nos estagios do parasita presentes na mosca tsé-tsé, partimos para a
avaliacdo de parasitas cuja capacidade oxidativa de prolina encontrava-se bloqueada via-
TbPSCDH. Para isto, fpc do T.brucei foram transfectadas com o vetor pZJM contendo
fragmentos das regides 5’ ou 3’ da ORF 7hP5CDH. O dsRNA foi induzido pela adi¢dao de
doxiciclina e os niveis de mRNA, proteina e capacidade proliferativa foram avaliados em
diferente clones.

O silenciamento do gene para a proteina B-tubulina (controle positivo) resultou, como
esperado, num fendtipo facilmente distinguivel ao microscopio pela presenca de células
gordas (fat cells) (WANG et al., 2000) (Figura 40A). Esse fen6tipo foi observado apos 48 h
da adi¢do de doxiciclina (dox) sugerindo que a técnica funcionou corretamente nas condi¢des
seguidas.

Com o gene ThP5CDH usamos dois fragmentos diferentes para induzir o dsRNA.
Diferentes linhagens celulares resistentes a fleomicina (marcador de sele¢do em 7. brucei)
foram obtidas. Cinco delas (nomeadas como kdp5cl — kdp5c5) apresentariam o dsRNA a
partir do fragmento 5°-ThP5CDH, e uma dessas (kdcp5cl) seria a partir do fragmento 3’-
ThP5CDH. Todas elas foram entdo selecionadas para a analise detalhada de mRNA e proteina
para a TbPSCDH. Apos trés dias, todos as linhagens, exceto pela kdp5c4, induzidas com dox
apresentaram uma reducdo significativa nos niveis de transcrito para a TbPSCDH (Figura
40B). Quando comparadas as curvas de crescimento para kdp5cl e kdp5c2, observou-se que
apos 72 h da adi¢do de dox houve uma reducdo do 33% no crescimento celular com respeito
ao controle (dox’). Apos o oitavo dia essa diferenca aumentou ao 57% (Figura 40C). No caso
do clone kdp5c2, cujos valores de mRNA ndo apresentaram diferencgas entre a cultura ndo
induzida e induzida, também ndo houve diferencas na curva de proliferacdo celular (Figura

40C). Entretanto, os niveis proteicos para TbPSCDH ndo apresentaram variagdes
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consideraveis entre as culturas ndo induzidas e induzidas ap6s o 3ro (Figura 40D) ou 7mo dia

de tratamento com dox (Figura 40E).

Figura 40 - Ensaio de RNAi para o gene 7bP5CDH em formas prociclicas de

T. brucei
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A) Anadlise microscopica em fpc normais (dox -) e fpc interferidos (knocked down; kd), pela adi¢ao de
0,5 pg ml-1 de doxiciclina (dox +) que induz a sintese de dsRNA, para o gene da B-tubulina (kd B-
tubulina) usado como controle positivo, ou para o gene ThP5CDH (kdp5cl). Os parasitas foram
fixados com 3% p-formaldeido v/s e visualizados sob contraste de fase em aumento de 40 X de um
microscopio confocal Zeiss® LSM 510. B) Analise dos niveis de mRNA em seis clones usados nos
ensaios de RNAi para o gene 7hP5CDH. Os clones kdp5cl — kdp5c¢5 foram transformados com a
constru¢do pZIJM-Tb5°P5CDH, e o clone kdcp5cl com a construgdo pZIJM-Th3’P5CDH. O dsRNA
foi induzido durante 3 dias e o RNA total de cada clone foi extraido. A quantificagdo do mRNA foi
realizada mediante gRT-PCR utilizando oligonucleotideos especificos, como descrito anteriormente.
A razdo de expressdo para ThP5CDH foi calculada com respeito a expressao de 7hGAPDH, utilizado
como gene normalizador. Os valores no grafico representam a média e desvio padrio (n=3)
observados para cada clone. C) Curva de crescimento para fpc dos clones kdp5cl e kdp5c2 cultivados
durante nove dias na presenca ou auséncia de dox. As células foram mantidas mediante passagens
sucessivas (cada 48 h) em meio SDM-79 +/- doxiciclina. D) Anélise por western blot dos clones
obtidos no ensaio de RNAi. Os parasitas foram cultivados em meio SDM-79 +/- doxiciclina e os
lisados foram preparados ap6s trés dias de indug@o do dsRNA. As proteinas foram resolvidas em gel
de poliacrilamida ao 12% e eletrotransferidas a membranas de PVDF (G.E, Life Sciences) onde foram
incubadas com o soro anti-TcPSCDH (1.3000) e o soro anti-Tcgapdh (1:5.000) a 4°C durante 16 h sob
constante agitacdo. E) Analise por western blot em parasitas ap6s sete dias da inducdo de dsRNA.
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4.1 Correlaciao dos dados in silico com a funcio e localizacio celular da TcPSCDH

A L-prolina ¢ um aminoéacido ndo essencial, cujas enzimas da via degradativa ou de
biossintese diferem nos distintos dominios de organismos. Em eucariotas, estas enzimas estao
localizadas na mitocondria, podendo participar em outros processos redox que acontecem
dentro dessa organela (TANNER, 2008). As proteinas mitocondriais sdo codificadas no DNA
nuclear e, posteriormente, sintetizadas nos ribossomos. O produto proteico, na forma de
precursor, ¢ entdo importado do citoplasma a mitocondria pela presenca de um peptideo de
direcionamento mitocondrial (PDm) (SCHNEIDER, G. et al., 1998). O PDm ¢ removido pela
acdo de peptidases mitocondriais, enquanto que enzimas do tipo translocases presentes na
MEM, ou na MIM quando a proteina ¢ importada até a matriz mitocondrial, facilitam o
recrutamento dessas proteinas a mitocondria (SCHNEIDER, A.; BURSAC; LITHGOW,
2008). Na maioria dos casos, o PDm conforma uma hélice anfipatica com residuos positivos
(Arg, Ser, Ala) na extremidade clivada e aminoacidos hidrofébicos do outro lado (VON
HEIJNE, 2002). No T. brucei, por exemplo, este mecanismo de importe esta mediado pela
acao das proteinas ATOM e pAETOM36 que formam um poro translocador hidrofilico na
MEM (HARSMAN et al., 2012; PUSNIK et al., 2012).

A TcP5CDH ¢ uma enzima altamente conservada em tripanossomatideos. O motivo
MLRR, presente no extremo N-terminal, corresponde a uma etiqueta especifica de proteinas
mitocondriais identificada em protozoarios flagelados (filo: euglenozoa) (KRNACOVA et al.,
2012). Este motivo ¢ seguido também pelo motivo FAFAYA, considerado como outra
assinatura protéica para este tipo de PDm devido a presenca de repeticdes de Ala
(KRNACOVA et al., 2012) (Figura 3B). Quando analisada a possivel estrutura secundaria dos
primeiros 18 aas para TcPSCDH, observaram-se caracteristicas de uma hélice-alfa com trés
residuos carregados positivamente (Arg>*, Lys'®) e um face hidrofobica (PALAL) (Figura
3B). A regido com carga positiva estaria exposta a face soluvel da mitocondria, enquanto que
o dominio PALAL poderia mediar a interagdo com as membranas mitocondriais. Apesar do
sitio putativo de clivagem Thr'” ndo apresentar uma Arg na posi¢do -2, -3 ou -10, o que
também ¢ proprio dessas sequéncias (PAES, L.S et al., 2013; SCHNEIDER, G. et al., 1998),
considera-se que esta regido participa do processo de importagao da TcPSCDH a mitocondria
do T. cruzi, como foi observado para a TcPRODH (PAES, L.S et al., 2013) ou pelas predi¢des
feitas para a TbPSCDH.

Nesse sentido, consideramos que a TcPSCDH ndo possui um PDm, canonico,

facilmente predito mediante as configuragcdes padrio das ferramentas de bioinformatica



175

disponiveis. Contudo, o processo de importacdo a mitocondria pode estar mediado pela
sequéncia PDm aqui sugerida, mas a clivagem e remocdo deste peptideo ainda ¢
desconhecido. Além disso, a banda reativa para a TcPSCDH em amostras mitocondriais
(tratadas com DIG) teve um aumento na massa molecular com respeito daquela observada no
lisado total (tratado com Triton X-100) (Figura 20C). Se o peptideo sinal ¢ clivado na
mitocondria, a migracdo da TcPSCDH deveria ser menor que no lisado total. Como estas
observagdes indicam o contrdrio, sugere-se eventos de maturacdo ou modificacdes poOs-
traducionais quando a TcPSCDH encontra-se dentro da mitocondria.

Por outro lado, a importacdo mitocondrial da TcPSCDH através de mecanismos
alternativos ndo deve ser totalmente desconsiderada. Um exemplo disto, ¢ a subunidade VI do
complexo citocromo ¢ oxidase (COX), localizado na MIM de 7. brucei (TASKER et al.,
2001). O complexo COX ¢ importado a mitocondria mediante dois passos que envolvem,
primeiramente, um processo de translocacdo através da MEM, seguido da ligagdo ao grupo
heme e inser¢do na MIM, o que ¢ dependente do potencial de membrana mitocondrial
(PRIEST; HAJDUK, 2003). Isto significa que o mecanismo de importagdo para COX ndo
envolve a atuacdo e clivagem de PDm.

A andlise dos dados disponiveis no genoma para a enzima TcPSCDH revelou uma
identidade do 98% entre as sequéncias TcP5CDHI e TcP5CDH2. Ambas sequéncias
encontram-se anotadas no mesmo locus do genoma (Cromossoma 36). Também, o produto
amplificado na rea¢do de PCR e a deteccdo de uma unica banda proteica do tamanho esperado
para TcPSCDH (aprox. 63 kDa) correspondem a sequéncia anotada como 7cP5CDHI.
Portanto, consideramos que estas duas sequéncias ndo correspondem a genes distintos. Ja a
sequéncia TcP5CDH3 difere das outras duas pela existéncia da regido 28A identificada como
dominio N-acetiltransferase. 7cP5CDH3 nao possui os dominios cataliticos da TcP5SCDH,
mas uma eventual atuagdo dessa proteina em processos regulatorios ou modificagdes pos-
traducionais ndo foi completamente descartada. Evidéncias sobre a ocorréncia de processos
desse tipo ja foram descritas em S. cerevisiae e T. brucei. Em leveduras, por exemplo, foi
descrita a existéncia e funcionalidade da enzima MPR1-acetiltransferase. Esta enzima catalisa
a acetilagdo (a partir da AcetilCoA) do P5C, mais exatamente da sua forma aberta yGSA
(NOMURA; TAKAGI, 2004). Além disso, foi visto que a MPR1 tem um papel regulador em
resposta ao dano oxidativo provocado pelo aumento de P5C intracelular em leveduras APUT2
(NISHIMURA et al., 2010; NOMURA; TAKAGI, 2004). Na busca de sequéncias putativas

para a atividade acetiltransferase, relacionadas ao metabolismo do P5C, foram encontradas
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duas sequéncias de DNA no genoma do 7. cruzi. Uma delas (TrytripDB:
Tc00.1047053504867.40) esta localizada corrente acima da sequéncia TcP5CDH]I, e a outra
(TrytripDB: Tc00.1047053511813.10) foi achada no genoma, apds uma busca de similaridade
BLAST utilizando a sequéncia MPR1da levedura (UniprotKb: E9P8D2) como entrada.

Por outro lado, foi reportado que a enzima TbPSCDH do 7. brucei sofre um evento de
palmitoilagdo, que envolve a tioacilagdo em residuos especificos de cisteina (EMMER et al.,
2011); a TcP5SCDH possui 10 residuos de cisteina na sequéncia primaria. Este processo €
sugerido como uma modificagdo pos-traducional, propria de proteinas de membrana. No
entanto, este tipo de evidéncias devem ser confirmadas mediante testes bioquimicos que
determinem se o P5C pode ser substrato de outras enzimas ou se a TcPSCDH sofre
modifica¢des pds-traducionais.

A disrupgao do gene APUT? interfere no rota prolina — glutamato. Além disso, os niveis
de P5C intracelular aumentam e, apesar da redu¢do de PSC ser um mecanismo que evita a
cumulagdo, a viabilidade celular ¢ afetada (NISHIMURA et al., 2010, NOMURA; TAKAGI,
2004). Isto foi observado no nosso ensaio de complementacdo funcional em levedura. Neste
ultimo, observou-se que o mutante APUT?2 foi incapaz de crescer em meio com prolina como
unica fonte de nitrogé€nio, provavelmente, pelo aumento de P5C intracelular. Entretanto,
quando a enzima TcP5CDH foi inserida e expressa na levedura APUT2, este fendtipo foi
revertido. Isto indica que a oxidacdo do P5C em glutamato ¢ mediada pela atividade da
enzima TcPSCDH no sistema heter6logo. Embora ndo hajam evidéncias exatas sobre a
localizagdo da TcPSCDH expressa na levedura, acreditamos que o processo de importagdo
mitocondrial seja compativel ao da isoforma nativa (PUT2) de levedura (BRANDRISS;
KRZYWICKI, 1986).

4.2 Estrutura quaternaria da TcPSCDH e sua interacio com as membranas
mitocondriais

Os dados estruturais disponiveis para proteinas PSCDHs de outras espécies, mostraram
que, na forma de apoenzima, esta forma um oligdmero cujo nimero de unidades protoméricas
varia entre duas, seis e oito, como visto para humano (PDB: 3V9G), arqueia (PDB: 1UZB) e
bactéria (PDB: 3RJL), respectivamente (INAGAKI et al., 2006; SRIVASTAVA et al., 2012).
Particularmente, em Bradyrhizobium japonicum, uma proteobactéria microsimbionte que fixa

nitrogénio em raizes de tubérculos, a enzima prodh (N-terminal) forma um complexo (putA)
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com a enzima PSCDH (C-terminal) (PDB: 3HAZ). O complexo bifuncional putA ¢ um
tetramero, em forma de anel, onde acontece a conversdo sequéncial de prolina em glutamato
através de um mecanismo de canalizagdo do PSC (SRIVASTAVA et al., 2010).

Em S. cerevisiae, a inser¢do do extremo N-terminal da enzima PUT2 na enzima B-
galactosidase resultou na importacdo desta ultima a matriz mitocondrial (BRANDRISS;
KRZYWICKI, 1986). Isto foi baseado no fato que a atividade galactosidase seguia uma
atividade comparavel a enzima fumarase (que converte fumarato em malato) nas distintas
fragdes mitocondriais analisadas. No entanto, esta atividade também foi observada em fracdes
mitocondriais e mitoplastos (fra¢cdes mitocondriais cujas membranas externas foram rompidas
e que carecem do conteudo solivel do espago intermembrana) que foram solubilizadas com
detergente (Triton x-100). A partir disso, concluiu-se que a enzima PUT2 poderia ter uma
localizagdo distinta @ matriz, podendo se tratar da face interna da membrana externa
mitocondrial (FIMEM) ou da face externa da membrana interna mitocondrial (FeMIM)
(BRANDRISS; KRZYWICKI, 1986). E provavel que algo semelhante aconte¢a no 7. cruzi,
pois nos ensaios com vesiculas mitocondriais, livres do conteido matricial, a atividade
TcP5CDH foi estimulada (5-vezes) ap6s a adigdo de Triton x-100. Considerando que o NAD"
difunde livremente através da MEM, mas nao da MIM (ERNSTER; KUYLENSTIERNA,
1970), se a enzima TcP5CDH localiza-se na FIMEM ou FeMIM, a sua atividade enzimatica
(NAD" - dependente) poderia ser detectada em vesiculas mitocondriais na auséncia de
detergente. Este ultimo foi observado segundo a atividade basal na presenca de NAD", mas o
fato de esta ser aumentada, significativamente pela adicdo de detergente, sugere que a
TcP5SCDH interage com a MIM.

Além disso, nos ensaios de solubilizagdo gradativa com DIG, a TcPSCDH foi liberada
em concentragdes menores as usadas para solubilizar a CS (matriz). O perfil mostrado se
assemelhou ao observado pela enzima hexocinase (glicossoma). A possibilidade de uma
localizagdo nessa ultima organela foi descartada pelas observacdes feitas mediante
microscopia confocal para a Tcgapdh. Apesar das diferencas no perfil de imunomarcagdo para
TcPS5CDH e Tcgapdh, a atividade desta ultima foi também detectada fora do glicossoma
(JOICE et al., 2012). Nesse sentido, sugere-se que a enzima TcPSCDH interage com a MIM
e, provavelmente, o seu sitio catalitico estaria exposto a matriz mitocondrial.

Esta particularidade, em torno a localizagdo subcelular atipica para algumas proteinas
do T. cruzi, assemelha-se com relatos prévios para a enzima FMR de 7. cruzi (CHRISTMAS;

TURRENS, 2000). A atividade da FMR, usada também como controle do nosso ensaio,
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mostrou uma atividade maior do que a CS, sugerindo que a FMR e a TcPSCDH tenham
localizagdes compativeis. FMR ¢ wuma enzima da membrana mitocondrial de
tripanossomatideos que reduz o fumarato em succinato, acoplado a oxidacdo de NADH
(BOVERIS; HERTIG; TURRENS, 1986; DENICOLA-SEOANE et al., 1992). Estudos com
vesiculas mitocondriais intactas demonstraram que a atividade FMR ¢ separada da enzima
SDH (CHRISTMAS; TURRENS, 2000). Em amostras mitocondriais cuja for¢a ionica foi
aumentada (300 mM KCI), observou-se atividade FMR na fragdo solivel das membranas,
enquanto que a atividade SDH permanecia ainda ligada a estas (CHRISTMAS; TURRENS,
2000). Quando realizado o ensaio de solubilizacdo gradativa com digitonina, a FMR mostrou
um perfil de atividade, aparentemente, extra-mitocondrial, comparavel com o perfil de
solubilizagdo para uma enzima localizada no glicossoma (DENICOLA et al., 2002). O papel
da FMR em processos redox na mitocondria do tripanossoma, somado a sua localizagdo
celular dual (DENICOLA-SEOANE et al., 1992; MRACEK et al., 1991), se assemelham as
nossas observacdes com a TcPSCDH. Estas evidéncias demonstram as particularidades da
mitocondria desses organismos.

O T. cruzi apresenta uma Unica mitocondria por célula que contém ramificacdes ao
longo do corpo da célula. Essas ramificagdes estdo distribuidas sob os microtubulos e estdo
dilatadas em regides, onde o kDNA esta presente (PAES, L.S. et al., 2011). Adicionalmente,
de acordo com a forma de vida do parasita, o estado metabdlico da célula varia, portanto, a
morfologia em termos de densidade e quantidade de cristas também [revisado por (DE
SOUZA; ATTIAS; RODRIGUES, 2009)]. Outra evidéncia da localizagdo mitocondrial, para
a TcPSCDH, foi a imunomarcagao observada com o anti-TcPSCDH. Esta marcagdo ¢ tipica
de marcagdes mitocondriais, que se estende pelo corpo do parasita e acentua-se na regido
perto ao cinetoplasto. Este ultimo foi mais evidente quando foi usado um anticorpo comercial
anti-aldh4al, que também reconhece a enzima TcPSCDH. A marcagdo observada no estagio
T difere dos outros estagios pelo fato de ter regides que ndo co-localizam totalmente com a
sonda mitocondrial usada. Esta regido se estende ao redor do parasita e parece estar
relacionada com marcacdo para membranas. Contudo, este tipo de ensaio ndo permite
discernir entre uma marcagao para a membrana mitocondrial ou plasmatica.

A associagdo entre a enzima TcPSCDH e as membranas mitocondriais foi abordada
mediante a analise de lisados mitocondriais sob condigdes nao desnaturantes. Observamos
que a enzima TcP5CDH se encontra, na sua forma hexamerica (aprox. 380 kDa), em amostras

mitocondriais tratadas com DIG. No entanto, a presenga de duas subunidade monoméricas da
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TcPSCDH com distintos padrdes de migragdo, na analise bidimensional, sugerem a existéncia
de um rearranjo estrutural de maior massa (aprox. 760 kDa) a observada para o hexdmero.
Isto planteia duas hipdtese: 1) a enzima TcPSCDH apresenta um estado oligomérico maior
(aprox.12 subunidades), o que por sua vez ¢ concordante com o padrdo de migragdo para a
fracdo P1 obtida através da GF (Figura 9A e B); ou ii) a TcP5SCDH interage com outras
proteinas na mitocondria. Sendo que a dita interagdo ndo ¢ completamente solubilizada pelo
tratamento com digitonina nas condi¢cdes do nosso ensaio. Também, & possivel que a
transferéncia de proteinas, resolvidas mediante eletroforese em gel nativo, seja incompleta ou
que o epitopo reconhecido pelo anti-TcPSCDH ndo esteja exposto quando a enzima apresenta
este tipo de associacao.

Dados da literatura descrevem que a enzima TbP5CDH se localiza em membranas
mitocondriais. Uma andlise protedmica em 7. brucei detectou a TbPSCDH em fracdes
correspondentes a MIM (ACESTOR et al., 2009; PANIGRAHI et al., 2008) e quando
analisadas as interacdes protéicas presentes nos complexos respiratdrios foi vista uma co-
purificacdo da TbPSCDH com a citocromo ¢ oxidase (complexo IV da CRE), sugerindo entao
uma eventual associagdo entre essas duas proteinas (ACESTOR et al., 2011). A associagdo
com o complexo IV mitocondrial ¢ coincidente com a identificagdo por espectrometria de
massa da banda protéica com atividade citocromo ¢ oxidase, a partir de lisados mitocondriais
do T. cruzi testado no ensaio de atividade enzimatica no gel.

Os dados estruturais com a isoforma recombinante TcPSCDH-6xHis mostraram que a
atividade enzimatica se mantém intacta na conformag¢do hexamérica. A presenca de um
oligbmero com massa aproximada de 700 kDa, segundo o gel nativo (Figura 5A), com
atividade especifica reduzida sugere a falta de estabilidade deste oligdmero, provavelmente,
pela auséncia de interagdo com componentes de membrana, como provavelmente ocorre
dentro da MIM. Embora a estrutura tridimensional para a TcPSCDH nao foi ainda resolvida, o
modelo gerado a partir das medi¢des de SAXS mostrou regides assimétricas no hexamero da
TcPSCDH. Essas regides poderiam ser os sitios responsaveis pela interacdo com componentes
de membrana o pela formacdo de complexos com outras proteinas.

A estrutura tridimensional da HsPSCDH revelou os dois dominios que participam no
processo de oligomerizacdo. Um dos dominio é uma estrutura bipartida formada por um
grampo-beta (do inglés: B-hairpin) saindo do dominio de ligagio ao NAD" (posicdes: 183 -
198), e o outro dominio ¢ representado pelos tltimos 20 residuos do extremo C-terminal (543

- 562). Estes dominios formam uma folha-beta que se combina com a estrutura do grampo-
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beta da forma antiparalela, o que assemelha-se a uma aba (SRIVASTAVA et al., 2012). Os
residuos 23 — 182 da HsPSCDH também constituem parte do dominio que interage com
NAD". Como mencionado acima, o extremo C-terminal (543 — 562) participa do processo de
oligomerizacdo na proteina de humano, sugerindo que a etiqueta 6xHis posicionada no
extremo C-terminal da TcPSCDH ndo afeta esse processo. Porém, quando a etiqueta de 6xHis
foi posicionada no extremo N-terminal da TcPSCDH houve dificuldades para purifica-la. Isto
sugere que nesta conformacdo a 6xHis ndo fica exposta e, portanto, interfere no correto
enovelamento ou oligomeriza¢do da TcPSCDH.

Os nossos dados de atividade enzimatica, somado a algumas predi¢des in silico,
sustentam a hipotese de que a enzima TcPSCDH seja uma enzima que interage com
membranas. Esta interacdo pode estar mediada pela presenca de uma estrutura secundaria
altamente hidrofébica, do tipo hélice-alfa, que poderia interagir com a MIM (hTM) (Figura
4). O motivo IMLFPAGVAAAFAAL seria o responsdvel pela dita interacdo com as
membranas, devido ao seu alto indice de hidrofobicidade. Porém, a presenga da Prol*'!
diminui a probabilidade de que este seja um dominio que atravessa completamente a MIM. A
Prol ¢ um alfa-aminoacido, cujo nitrogénio ndo pode formar uma ponte de hidrogénio; ligacao
essencial na formacao de hélices-alfa (RICHARDSON, 1981). Portanto, ¢ comum ver a Prol

como um residuo disruptor nesse tipo de estruturas.

4.3 Caracterizac¢io bioquimica da TcPSCDH

Em eucariotas e bactérias a rota de interconversdo de prolina em glutamato consta de
duas reacdes de oxidorredugdo, que envolvem aceptores de elétrons como FAD, NAD(P)" ou
o citocromo ¢ (TANNER, 2008). No 7. cruzi, esta rota ¢ mediada pela acdo das enzimas
TcPRODH e TcP5CDH, sequencialmente (PAES, L.S. et al., 2011). A TcPRODH ¢ uma
enzima dimérica que transfere os elétrons da prolina ao FAD formando o P5C. Esses elétrons
podem ser transferidos a coenzima Q e, posteriormente, reduzir o citocromo ¢ na cadeia
respiratoria (PAES, L.S et al., 2013). O P5C produzido a partir de prolina apresenta ¢
convertido espontaneamente a YGSA que, posteriormente ¢ oxidado a glutamato pela a¢ao da
enzima TcPSCDH acoplado a redugio de NAD(P)". Além disso, nés observamos que a
atividade enzimatica da TcP5SCDH ¢ irreversivel, sendo o 7. cruzi capaz de sintetizar prolina a
partir de glutamato (Figura 16B); conversdo esta que ¢ dependente de NADPH e gasto de
ATP (ARAL et al., 1996).
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A massa molecular do P5C sintetizado quimicamente (113,05 g mol™) corresponde ao
produto metabolico da oxidagdo de L-prolina. Tendo isso, foi possivel realizar as
determinagdes de atividade enzimatica para a TcPSCDH. O P5C ¢ um iminoacido, que em
meio aquoso e dependendo do pH, se encontra em equilibrio espontdneo com a sua forma
aberta, o YGSA (MEZL; KNOX, 1976; WILLIAMS, L.; FRANK, L., 1975). Este processo foi
confirmado nos nossos ensaios através das mudangas no espectro de absorcdo do P5C-
sintético em fung¢do do pH. Em pH alcalino (pH: 10,0) observou-se um pico que
corresponderia a forma reduzida do P5C, a hidroxinorvalina, um intermediario que pode-se
reduzir formando prolina (MEZL; KNOX, 1976). Em pH neutro (7,0) observou-se um unico
pico para o P5C-sintético (A21onm) (Figura 18A). Este pico na presenca da enzima TcPSCDH
diminui ao longo do tempo, sugerindo que este seja o substrato da enzima, acoplado a reducdo
do NAD' (Figura 18B). Estudos prévios utilizando espectroscopia de RMN mostraram que a
pD 7.4 (substituindo o H" por Deutério “H na preparagio) a forma imina (P5C) é mais
abundante que a forma hidratada (yGSA). Quando o valor de pH diminui a 6,2 ¢ possivel
encontrar as duas formas P5C e yGSA, onde o equilibrio comega a favorecer para a forma
aberta conforme o pH continua diminuindo. Essa transi¢do corresponde, provavelmente, ao
estado ionizavel no grupo pirrolinico do PSC (BEARNE; WOLFENDEN, 1995). Segundo
isso, os valores de pK,, reportados para o grupo imino e carboxilo da forma ciclizada (P5C)
foram de 6,7 (BEARNE; WOLFENDEN, 1995) e 1,8, respectivamente (LEWIS et al., 1993).

Por outro lado, baseados na interagdo do L-glutamato com o sitio ativo da enzima
TtP5CDH, e cuja estrutura quimica é semelhante 4 do yGSA, a Cys>°® foi reportada como
residuo que interage no processo de catalise. Sugeriu-se que a Cys>° faz um ataque
nucleofilico sobre o carbono aldeidico do YGSA, se formando um intermediario hemiacetal
tetraédrico (INAGAKI et al., 2006). Isto é seguido pela transferéncia de um hidrato ao NAD"
com a produ¢do de uma tioacilenzima que ¢ hidrolisada em H,O, rendendo glutamato como
produto final (INAGAKI et al., 2006; SRIVASTAVA et al., 2012). Além disso, ndo foi
observada alguma interacdo do NADH com o sitio ativo da enzima (INAGAKI et al., 2006),
pelo que se sugere que o passo reverso nao seja mediado pela TcPSCDH.

Célculos teoricos realizados em colaboragdo com o Prof. Erick Bastos (IQ-USP)
indicam que a forma ciclica (P5C) ¢ preferencial, sob o ponto de vista termodinadmico (41 kJ
mol ™', K =2,2 107), e a abertura do anel depende do ataque nucleofilico da 4gua ao carbono
iminico (C5). Este processo ¢ favorecido pela ativagdo da imina em meio acido, i.e., a

protonacdo do nitrogénio iminico aumenta a eletrofilicidade do carbono 5 e o torna mais
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reativo frente a hidrélise (Esquema 3). Os dados teoricos estdo de acordo com os resultados
experimentais obtidos por espectroscopia de RMN que indica um pD (pKa.n) de 6,7 para o
nitrogénio iminico (BEARNE; WOLFENDEN, 1995). Contudo, resultados de analise
cristalografica indicam que o substrato da TtPSCDH ¢ o yGSA (INAGAKI et al., 2006). Estes
resultados aparentemente conflitantes poder ser interpretados considerando o equilibrio de
ciclizacdo de PSC em yGSA e a conseguinte oxidagdo a 4cido glutdmico no sistema como
apresentado na equagdo 8. Ou seja, embora o equilibrio esteja amplamente deslocado no
sentido do P5C, a formagao de Glu ocorrera via yGSA se o processo de oxidacdo enzimatica
for rapido e irreversivel. Em outras palavras, a concentragdo de B (e.g., YGSA) sera sempre

muito baixa quando k; e k_; forem muito maiores do que k;.

K, ky
A~———B —— C
k4

Equagdo 8

Esquema 8 - Representagdo estrutural do processo de conversdo da forma aberta P5C ao
YGSA em meio aquoso

[
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Estruturas otimizadas em nivel SMD-B3LYP/6-311++G(d,p) e valores de energia livre de ciclizagdo e
respectiva constante de equilibrio. O orbital molecular desocupado de mais baixa energia (LUMO)
indica os possiveis sitios de interagdo com espécies nucleofilicas.

Dessa forma, e considerando o valor de pH 6timo determinado para a enzima TcPSCDH
(pH = 7,2 - 7,6) ¢ possivel dizer que, embora o equilibrio favorece a presenga do P5C, a
velocidade da conversdo do YGSA ¢ maior. Portanto, esta ¢ a forma quimica que predomina
na oxidacdo enzimatica em Glu (VOGEL; DAVIS, 1952). Os valores de pH 6timo, reportados
para PSCDHs de outras espécies, foram semelhantes (FORTE-MCROBBIE; PIETRUSZKO,
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1986; INAGAKI et al., 2006; SRIVASTAVA et al., 2012). Estes valores sao concordantes
com o valor de pH intracelular determinado para as formas A e T do 7. cruzi (pH = 7,3)
(VAN DER HEYDEN; DOCAMPO, 2000).

As outras vias, enzimaticas, de formac¢do de P5C sdo a partir de ornitina ou glutamato.
A transaminag¢do de ornitina pela enzima OAT (PHANG et al., 1982) ndo ocorre em 7. cruzi,
bem como a nao funcionalidade do ciclo da ureia em 7. cruzi (YOSHIDA; CAMARGO,
1978). Ja a produgdo de P5C a partir de glutamato em 7. cruzi vimos que, mesmo Sob
concentragdes excessivas de este aminodcido (15 mM) (Figura 16A), esta ndo ocorre através
da TcP5CDH. Para isto, o YGSA somente pode ser gerado por via enzimatica a partir da
fosforilagdo de Glu e posterior reducdo de Glu-POs™, processo catalisado pela enzima
bifuncional TcP5CS (Esquema 4).

A oxidacdo do yGSA em glutamato, catalisada pela TcPSCDH, mostrou ser um
processo dependente de NAD" ou NADP'. Os valores de Ky, se mantiveram semelhantes nas
medigdes realizadas com as fragdes mitocondriais do parasita (Tabela 4). No entanto, a
afinidade pelo NAD", na enzima pura, foi significativamente maior (K, = 72,3 + 14,1 uM)
com respeito daquela calculada para o NADP" (342 + 140 pM). Além disso, a eficiéncia
enzimatica observada para o NADP" (dada pela razio k../K,) foi menor nas duas situagdes.
Isto significa que a enzima TcP5SCDH, na mitocondria do parasita, produz equivalentes
reduzidos (NADH, NADPH) de forma constante que podem ser utilizados em outros
processos bioquimicos, como discutido posteriormente. As diferengas observadas na
afinidade para o P5C, onde esta ¢ menor na enzima pura (144 + 43 uM) do que em
mitocondrias (86 = 1 pM), diz respeito sobre a incidéncia da eventual associagdo da
TcPSCDH com membranas mitocondriais, o que, talvez, favorece a uma melhor interagdo
com o substrato. Isto ¢ suportado pelo valor determinado para a ke, (P5SC) que foi maior no
lisado mitocondrial (130,7 + 10 min™), possivelmente pela presenca das enzimas que reduzem
o glutamato em P5C. De fato, a eficiéncia da enzima foi maior (2-ordens de grandeza) nas
fracdes mitocondriais do que na enzima purificada. Os valores de K, determinados para o
P5C sdao comparéveis com os valores reportados para PSCDHs de outras espécies (arqueia: 37

uM; rato: 90 uM; humano: 170 uM) (INAGAKI et al., 2006; SMALL; JONES, 1990).
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Esquema 9 - Rota de interconversao entre prolina e glutamato em 7. cruzi

B CsH-NO, |
O
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=NH
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O k=2 FAD FADH, Acido A'-pirrolin-5-6ico
(S) -
0]
“NH,, L H20
PKa =105 NAD(P)* NAD(P)H + 2H* o o
TcP5CDR
L-Prolina (S) _
H 0]
N
Glutamato-5-semialdeido
NAD(P)* NAD(P)*
PR W TcP5CDH TcP5CS
NAD(P)H NAD(P)H + H*
CsHgNO,P2
Pha =22 ATP  ADP
pK, = 4,2 0 Q o, 0 Q Q
2ol LA,
o o g
Acido L-Glutamico L-Glutamil-5-fosfato

A via prolina — glutamato em 7. cruzi funciona nos dois sentidos. As enzimas envolvidas nesta via
indicam-se em quadros pretos. As setas indicam o sentido onde o equilibrio da reacdo ¢ favorecido. O
equilibrio espontdneo entre as formas ciclizada (P5C) e aberta (yGSA), em meio aquoso, ¢ um
processo dependente do pH do meio. Relatos prévios reportaram que o valor experimental de pKan
(4cido conjugado da amina desprotonada) corresponde a pD: 6,7 [a] (BEARNE; WOLFENDEN,
1995). Os outros valores, de pK, sdo os ja determinados para Prol e Glu. A enzima TcP5CS ¢
bifuncional, catalisando tanto a fosforilagdo do glutamato quanto a reducao em yGSA.

A atividade enzimatica TcPSCDH mostrou-se dependente da T° da reagdo. O grafico de
Arrhenius ajustava, inicialmente, a uma linha concava, sendo necessario ajusta-lo
separadamente. No primeiro intervalo de T° (acima de 45 °C), onde provavelmente comega a
ocorrer a denaturagdo térmica, a atividade se reduz drasticamente ¢ a E, (8,1 kcal mol™)

aumenta. Na faixa de valores compativeis com as T° fisiologicas (20 - 42 °C) a E, foi apenas
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de 1,2 kcal mol™ (Figura 17C). Este perfil pode ser o resultado de um processo cuja atividade
depende de dois substratos (PSC e NAD"), onde a denaturagdo térmica varia dependendo do
tipo de interacdo com o substrato (Figura 17B, C). A temperatura 6tima para TcPSCDH foi de
45 °C, o que ndo corresponde as temperaturas enfrentadas pelo parasita no seu transito pelos
distintos hospedeiros (28, 33, 37 °C), mas ¢ comum para muitas enzimas devido & que a
velocidade da reagdo ¢ incrementada com a T°, enquanto esta ndo seja afetada pelo processo
de denaturagdo. Nos estagios intracelulares (A, Ei, T), a atividade TcPSCDH (medida a 28 °C)
foi maior nas formas T (Figura 26B). Essa diferenca foi maior quando a temperatura da
reacdo foi aumentada a 37 °C (Figura 17D), sugerindo que este processo seria regulado pela
temperatura. Particularmente, o clone 14 da cepa CL de T. cruzi ¢ uma cepa termo-sensivel
(BRENER et al., 1976) que completa seu ciclo infectivo a 33 °C (T permissiva), sendo que a
37 °C o ciclo intracelular acontece de forma restrita (temperatura restritiva) (TONELLI et al.,
2004). Portanto, ¢ esperado que no estagio Ei, onde a prolina é essencial para o processo de
diferenciagdo a forma T (TONELLI et al., 2004), a enzima TcPSCDH seja ativa. De fato, esta
atividade foi observada nas nossas determinacdes, mas no estagio T esta foi maior do que no
Ei (Figura 26B). No estagio Ei, o transporte e atividade da TcPRODH s@o maiores do que nos
outros estagios (PAES, L.S et al., 2013; TONELLI et al., 2004), o que resultaria num
aumento dos niveis de P5C. Nesse sentido, sugere-se que no estagio Ei, a biossintese, ou
incorporagdo de prolina, ¢ maior (TONELLI et al., 2004), onde uma parte desta ¢ acumulada
e, apds a eclosdo das formas T fora da célula hospedeira, o P5C produzido ¢ entdo
metabolizado. Isto Gltimo favorece ao processo de invasdo em novas células, o que também
pode ser estimulado sob um aumento na temperatura.

O glutamato, produto da oxidacdo enzimatica do P5C, ¢ também um aminoéacido
relevante em outros processos bioquimicos do parasita. Sob condicdes fisioldgicas (pH 7,3) o
glutamato se encontra na sua forma desprotonada, o que pode interferir no seu passo através
das membranas (DANBOLT, 2001). De fato, o pH 6timo do transporte de glutamato em 7.
cruzi ocorre em meio acido (pH = 5,0) (SILBER et al., 2006). Portanto, acreditamos que o
transporte de glutamato a mitocondria pode ser restrito. Assim, o Glu deve ser gerado,
principalmente, por via enzimdtica. Além da conversdo a partir de P5SC, o glutamato pode se
produzir por transaminagdo de Ala ou Asp (MARCIANO et al., 2008; MARCIANO et al.,
2009), deaminacao de Gln ou aminagdo redutiva de a-CG (CALDAS et al., 1980). Este
Giltimo processo, catalisado pela enzima glutamato desidrogenase dependente de NADP', é

reversivel, produzindo a-CG (CAZZULO; JUAN; SEGURA, 1977; JUAN; SEGURA;
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CAZZULO, 1978). O a-CG ¢ um intermediario do ciclo de Krebs, sendo esta uma rota
alternativa para a produ¢do de NADH, CO, e ATP através da fosforilagdo ao nivel do
substrato (via succinil-CoA sintetase) (BOCHUD-ALLEMANN; SCHNEIDER, 2002).

4.4 O papel fisiologico da TcPSCDH

O P5C ¢é um substrato altamente reativo (WILLIAMS, IRENE; FRANK, LEONARD,
1975) que pode se tornar téoxico quando acumulado intracelularmente, alterando o estado
redox da célula (FARRANT et al.,, 2001; NOMURA; TAKAGI, 2004). Portanto, a
funcionalidade das enzimas responsaveis pela conversao de PSC em prolina ou glutamato ¢
crucial na manutengdo da viabilidade celular. Nos constatamos que parasitas expostos a
diferentes concentragdes de P5C externo, ndo exibem efeito citotoxico. Pelo contrario, em
formas E a viabilidade celular se mantém, mostrando que o P5C ¢ incorporado ao interior da
célula produzindo ATP (Figura 27). O processo de invasdo celular depende, estritamente, da
hidrolise de ATP pelo parasita (SCHENKMAN; ROBBINS; NUSSENZWEIG, 1991).
Quando formas M foram carenciadas dos niveis de ATP, a adicdo de L-prolina reestabeleceu
a sintese de ATP, favorecendo também o processo de invasdo em células de mamifero
(MARTINS et al., 2009). O ensaio de infec¢do com T, na presenca de P5SC, mostrou que este
ultimo pode sustentar a invasdo celular, onde o ciclo de diferenciacdo celular se completa.
Este comportamento pode estar ligado com a expressdo diferencial exibida para TcPSCDH
nos estagios M e T. Fato que, de certa forma, sugere a ocorréncia de outros processos
mediados pela enzima distintos a sintese de ATP.

A transcricdo em tripanosomas ¢ mediada pela RNA polimerase I, sendo que a
expressdo génica € regulada ao nivel pods-traducional (CLAYTON, 2002). A abundancia nos
niveis de transcrito ou proteina sdo regulados diferencialmente durante o ciclo de vida do T.
cruzi (ATWOOD et al., 2005; MINNING et al., 2009). No caso especifico da TcPSCDH, os
niveis detectados no ensaio de western blot ndo foram totalmente correlativos com o
observado para o mRNA ou atividade enzimadtica, nas distintas formas do ciclo de vida. Nos
estagios infectivos (M e T), os niveis proteicos foram semelhantes ao estagio E. Isto diz sobre
a importancia na estabilidade da proteina ou a degradacdo da mesma, como processos que
podem incidir nos niveis expressos de proteina mediante a técnica de western blot
(SCHWANHAUSSER et al., 2011). Dado que a TcP5CDH forma um hexamero, os niveis da

forma monomérica no gel SDS-PAGE podem ser residuais, sem haver uma estrita correlagdo
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entre a atividade enzimatica e a abundancia da proteina na forma monomérica (63 kDa). Isto
foi observado nos ensaios com mutantes pTEX-TcPSCDH ', onde os niveis de mRNA ¢
atividade TcP5SCDH estiveram aumentados, mas no western blot essas diferencas ndo foram
tao evidentes (Figura 31C). Por outro lado, os ensaios de silenciamento da TbPSCDH usando
a técnica de RNAi1 mostraram que a indu¢do do dsRNA diminui os niveis de mRNA, mas os
niveis proteicos da TbPSCDH permaneceram inalterados (Figura 41). Embora ndo houve uma
correlacdo simultanea entre mRNA, proteina e atividade enzimatica, as nossas determinagdes
de mRNA e funcdo da TcPSCDH sugerem que esta enzima ¢ expressa diferencialmente nos
estagios infectivos do parasita. Contudo, pode-se dizer que a participacdo da enzima
TcP5CDH ndo ,deve ser apenas restrita a geragao de energia, € que portanto, outros processos
estariam envolvidos na infe¢do pelo 7. cruzi..

A atuagdo de enzimas em processos fisioloégicos do parasita, diferentes aos processos
metabodlicos canonicos, ndo ¢ um assunto novo. Como exemplos disto, o 7. cruzi secreta uma
prolina racemase, que embora os seus pardmetros cinéticos ndo correspondem as
concentragdes fisiologicas do seus substrato natural (D-prolina), o seu papel como mitéogeno
de células B ¢ consistente (CHAMOND et al., 2003; REINA-SAN-MARTIN et al., 2000). A
enolase, que participa da conversdo de 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato, e, a arginase
que converte L-arginina em L-ornitina, também possuem funcdes alternativas, além da sua
atividade enzimatica por si s6 (AVILAN et al., 2011; BALANA-FOUCE et al., 2012). No
entanto, estas enzimas ou seus produtos metabolicos precisam ser expostos ou secretados para
atuarem como moléculas efetoras nestes processos. A possibilidade que a enzima TcPSCDH
se localize na membrana plasmatica do estagio T foi considerada, uma vez que o seu perfil de
imunomarcagdo se acentuava ao redor do corpo do parasita (Figura 24). Também, a aparente
mudanca no processo de adesdo celular em parasitas pTEX-TcPSCDH ™, somado ao aumento
nos niveis de TbGP82, poderiam ser atribuidas ao processo em meng¢ao. Porém, a participagao
do P5C em processos mitocondriais e a localizagdo subcelular observada em outras formas

fazem com que essa hipotese seja validada somente com a realizacdo de ensaios futuros.
4.5 Correlacao da atividade TcPSCDH e a bioenergética do 7. cruzi
Dependendo da disponibilidade de substratos, ions, pH e T°, o metabolismo energético

do parasita varia (PAES, L.S. et al., 2011). Nas formas E, a sintese de ATP acontece pela via
glicolitica, através do processo de fosforilagdo ao nivel do substrato (CAZZULO, 1992). A
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exaustdo deste metabolito promove uma mudanca no metabolismo oxidativo de L-prolina,
levando a sintese de ATP através do processo de fosforilagao oxidativa (SILBER et al., 2005).
Nos dois casos, o succinato ¢ um metabdlito intermediario chave que pode doar seus elétrons
a coenzima Q na mitocondria ou, ser secretado ao meio extracelular sob condic¢des
anaerobicas (DENICOLA-SEOANE et al.,, 1992; TURRENS, 1989). Prolina, glutamato,
glicina e alanina constituem o 75% dos aminoacidos livres em extratos celulares do 7. cruzi
(O'DALY; SERRANO; RODRIGUEZ, 1983). Particularmente, os niveis de L-prolina
predominam na hemolinfa do inseto vetor R. Prolixus (BARRETT; FRIEND, 1975) e a sua
concentragdo ¢ maior na urina, onde acontece o processo de metaciclogenése (KOLLIEN;
SCHAUB, 2000). Este processo ¢ estimulado na presenca de L-prolina, como acontece no
meio artificial (TAU) que mimetiza a composi¢do da urina do barbeiro (CONTRERAS et al.,
1985). Nos estagios intracelulares, a prolina favorece a diferenciagcdo do estagio Ei na forma T
(TONELLI et al., 2004). No estagio T, os niveis de prolina livre intracelular sdo menores do
que no estdgio A, no entanto, estes sdo maiores do que no Ei (SILBER et al., 2009). Isto
indica que tanto nos estagios M e T, onde a demanda de prolina ¢ maior, devido a expressao
diferencial da TcPSCDH, ha geragdo de P5C oxidavel. Outra possibilidade, perante uma
eventual escassez deste iminoacido, ¢ a obtengdo de prolina a partir da acdo proteolitica. A
prolina constitui 0 25% dos residuos que compdem o coladgeno, a proteina mais abundante em
massa no corpo humano (DIXIT; SEYER; KANG, 1977). Em processos inflamatorios, o
colageno pode ser degradado pela agdo de metaloproteases da matriz extracelular, que liberam
os dipeptideo PP ou PG. Seguido disto, a enzima prolidase catalisa a liberacao de prolina ou
hidroxiprolina, que ficam na sua forma livre (PHANG et al., 2008). O 7. cruzi secreta uma
protease de 80 kDa com atividade colagenase (SANTANA et al., 1997). Essas evidéncias
sugerem que nos estagios infectivos do 7. cruzi haveriam fontes alternativas geradoras de
P5C, que podem ser utilizadas pela TcPSCDH e em outros processos onde a prolina esteja
involucrada.

E sabido que substratos como D-glicose, L-prolina ou succinato estimulam o consumo
de oxigénio em 7. cruzi (DENICOLA-SEOANE et al., 1992; SYLVESTER; KRASSNER,
1976). As taxas respiratorias observadas para succinato, L-prolina e P5C ndo apresentaram
diferengas em 7. cruzi. A respiracdo dependente de NADH ¢ insensivel a antimicina-A,
rotenona e cianeto, mas sensivel a catalase ou fumarato (DENICOLA-SEOANE et al., 1992;
ROGERSON; GUTTERIDGE, 1979). Visto que no 7. cruzi, o succinato estimula a

respiracdo, acoplado a sintese de ATP cuja via de entrada ¢ o C-II da CTE (succinato
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desidrogenase) (DENICOLA-SEOANE et al., 1992; MORALES et al., 2009), e que o C-I
(NADH: ubiquinona oxidorredutase) possui uma atividade limitada, a transferéncia dos
elétrons que provém do NADH, a forma oxidada da Coenzima Q, ndo parece operar como em
outros eucariotas (CARRANZA et al., 2009). Dessa forma, sugeriu-se que a FMR ¢ a enzima
responsavel pela reoxidacdo do NADH, sendo também uma fonte adicional para a geracao de
succinato e HO, (DENICOLA-SEOANE et al., 1992).

Nos ensaios de atividade TcPSCDH (baseados na detecgdo de NADH) em lisados totais
do parasita, a produ¢do de NADH, a partir de NAD" e P5C, foi levemente aumentada na
presenga de 20 uM de rotenona (inibidor do C-I). Esta atividade se manteve similar quando
adicionado fumarato (Figura 15B). Entretanto, quando a atividade TcPSCDH foi medida na
presenca de 3-MFA, reportado como inibidor da atividlade FMR (TURRENS, 1989),
observou-se uma redugao significativa na produ¢do de NADH (Figura 15B). Isto mostra que o
3-MFA nio inibe a reoxidacdo do NADH pela FMR, como descrito por Turrens, provocando
um efeito deletério que afeta outras enzimas incluidas a TcPSCDH. Os nossos dados, junto
com as informagdes disponiveis para o metabolismo mitocondrial no 7. cruzi, sugerem que a
enzima TcP5SCDH se localiza na membrana interna mitocondrial, gerando-se NADH, e cujos
elétrons sdo transferidos a CRE, provavelmente através da FMR, e cujo succinato gerado leva
a sintese de ATP.

A sintese de ATP, dependente de P5C, ¢ estimulada pela adi¢ao externa de ADP (estado
IIT da respiracdo celular) e inibida pela antimicina-A. Isto indica que os elétrons do NADH
sd0, de alguma forma, transferidos ao C-III da CTE, o que ¢ acompanhado pelo bombeamento
de protons da matriz mitocondrial ao espacgo intermembrana. O gradiente de prétons gerado
favorece a reentrada destes a matriz mitocondrial através da ATP-sintase, que utiliza essa
forca protomotriz gerada para fosforilar ADP (CHANCE et al., 1955). Este processo foi
confirmado pela inibi¢cdo na sintese de ATP quando adicionado oligomicina (inibidor da
subunidade Fy do complexo ATP-sintase) (LARDY; CONNELLY; JOHNSON, 1964;
NEUBERT; LEHNINGER, 1962). Além disso, vimos que nos parasitas pTEX-TcPSCDH", a
sintese total de ATP foi duplicada, nos trés substratos testados e sob o estimulo com ADP.
Curiosamente, quando usado o P5C, os niveis de ATP se mantiveram semelhantes ao
tratamento ndo estimulado com ADP (Figura 32). Isto pode-se atribuir a que no mutante
pTEX-TcPSCDH™, os altos niveis de ATP regulam negativamente o importe de ADP a
mitocondria, processo mediado por um trocador ATP/ADP presente na MIM (PENA-DIAZ et
al., 2012).
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A fosforilagdo oxidativa ¢ um processo, que normalmente estd acoplado a respiragdo
celular rendendo ATP e H>O. Isto também foi observado nos nossos ensaios com P5C, onde
foi visto que este substrato estimula o consumo de oxigénio. Neste caso, vimos que as taxas
respiratorias também foram estimuladas nos parasitas pTEX-TcPSCDH ™. Cabe destacar que
o desacoplamento no transporte do elétrons na CTE ndo afeta drasticamente o consumo de
oxigénio, contrario ao que acontece na sintese de ATP. O FCCP ¢ um composto desacoplador
que permeabiliza o passo de protons através da MIM, gerando uma diminuigdo no potencial
de membrana (BAKKER; VAN DEN HEUVEL; VAN DAM, 1974). Isto pode resultar na
formag¢do de EROs, como ¢ a reducao do O, em H»O,. O T. cruzi produz H,O, na presenga de
L-prolina e FCCP, provavelmente, ao nivel dos citocromos (BOVERIS; STOPPANI, 1977).
Porém, nas células pTEX-TcPSCDH"™ a produgio de H,O, dependente de L-prolina foi
completamente revertida. Isto sugere que o aumento nas taxas respiratorias mediado pela
super-expressao da atividade TcPSCDH poderia diminuir as tensdes de oxigénio que possam
reagir na formagdo de H,O,. Assim, os elétrons produzidos na oxida¢do de L-prolina devem
ser transportados na CTE e, quando ocorre o desacoplamento estes reduzem O, em agua.
Além disso, o papel da prolina na resisténcia ao estresse oxidativo em 7. cruzi ja foi
observado previamente (MAGDALENO et al., 2009; PAES, L.S. et al, 2011).
Recentemente, foi relatado que a L-prolina em células de mamifero protege a célula do efeito
causado pelo H,O,, onde a enzima PRODH favorece a sintese de ATP, de NADPH e participa
de sinaliza¢do intracelular envolvendo proteinas tipo mTORC1 mTORC2 (NATARAJAN et
al., 2012).

4.6 A TcP5CDH como um alvo tripanocida

O DSF mostrou um efeito semelhante ao descrito em células de placenta humana
(FARRES; JULIA; PARES, 1988). Os nossos dados mostraram que o 50% desta inibigao ¢é
atingida sob uma concentragdo que excede em quatro vezes o valor da Clsy determinada na
forma epimastigota (402 nM). Diante disso, sugere-se que hajam outros possiveis alvos
envolvidos no efeito inibitério exibido pelo DSF. Também, a resisténcia ao DSF, observada
durante o processo de metaciclogénese, pode-se atribuir a diferencas no perfil de expressao
dessas proteinas alvo. No genoma do parasita hd quatro sequéncias anotadas com o dominio
de aldeido desidrogenase (UniprotKb: Q4DVV3, Q4DIUS, Q4DYS1, Q4DRTS8). Sendo uma
destas a TcPSCDH (Q4DRTS), que ¢ especifica para o yGSA. Visto que a expressao de
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TcPSCDH ¢ maior no estagio M e T, e, que a resisténcia ao DSF foi aumentada nos parasitas
pTEX-TcPSCDH™, sugere-se que esta enzima seja um dos alvos afetados. Nesse caso, o
efeito seria mediado pelo DSF diretamente, ao invés, de um produto de degradagdo
metabolica do DSF. O efeito do DSF em alcodlatras ¢ mediado pelo S-metil-N,N-
dietiltiocarbamato, produto de oxida¢ao do DSF no figado (JOHANSSON, 1992; LIPSKY;
SHEN; NAYLOR, 2001). Talvez, uma degradacdo semelhante ocorra nas cé¢lulas CHO-k;,
resultando na inibi¢ao da eclosdo das formas T (Figura 36). O efeito mediado pelo DSF afeta
principalmente as formas replicativas E e T derivados da infecdo em CHO-k;, onde vimos que
a TcP5SCDH ¢ expressa diferencialmente. Por outro lado, a estrutura do DSF sugere que a
reducdo dos grupos sulfetos levaria a uma inibicdo do seu efeito. Portanto, na presenga de
DTT, este efeito poderia ser revertido (GROVER; LATIES, 1981).

Como mencionado anteriormente, a inibi¢do da enzima TcP5SCDH pode alterar os niveis
de P5C e, em consequéncia produzir efeitos sobre outros processos. Entre estes destacam-se:
1) desbalango redox ao nivel mitocondrial, ii) inibi¢do quimica da vitamina B6 (piridoxal-5-
fosfato) pelo PSC (FARRANT et al., 2001) ou iii) inibicdo da enzima glucosamina-6-fosfato
sintase pelo YGSA (BEARNE; WOLFENDEN, 1995). Todos estes processos tem importancia
bioquimica no 7. cruzi, e uma alteracdo nestes afetaria drasticamente a viabilidade do
parasita.

Considerando que o DSF possui uma alta afinidade por metais como, o cobre e o ferro
(MORRISON et al., 2010), este poderia interferir na atividade de enzimas metalodependentes.
Este tipo de enzimas sdo de grande importancia no 7. cruzi. Entre essas destacam-se a
superoxido dismutase dependente de ferro (PIACENZA et al., 2007), citocromo ¢ oxidase
(AFFRANCHINO; SCHWARCZ DE TARLOVSKY; STOPPANI, 1986) ou
metalopeptidases (NOGUEIRA DE MELO et al, 2010). A resisténcia aumentada em
parasitas pTEX-TcPSCDH ™" sugere multiplas hipotese. Uma delas pode estar relacionada a
uma maior eficiéncia nos mecanismos de detoxificagdo a EROs, mediado pela tripanotiona
redutase NADPH-dependente (KRAUTH-SIEGEL et al., 1993). Apesar do baixo K, para o
NADP’, a enzima TcPSCDH também pode ser uma fonte geradora de NADPH no 7. cruzi.

Em sintese, a enzima TcP5SCDH ¢ crucial nos processos redox do parasita quando a
prolina ¢ a fonte nutricional. O desbalango na atividade TcPSCDH e, portanto, nos niveis de
P5C ou seus intermediarios metabolicos, resultam em efeitos letais para o parasita. Esses
dados postulam este passo enzimatico como um evento importante na manutengdo da

viabilidade celular pelo 7. cruzi.
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4.7 A prolina e sua relacio entre o 7. brucei e o seu hospedeiro vetor

Semelhante as observacdes em 7. cruzi , o papel da L-prolina na relagdo parasita —
hospedeiro invertebrado ¢ relevante na biologia da espécie africana, o 7. brucei. Este parasita
ndo apresenta um ciclo intracelular necessario para sua replicagdo no hospedeiro vertebrado
(HILL et al., 1978). Dentro deste, o metabolismo de prolina ¢ praticamente nulo, pois a
glicolise ¢ a principal fonte energética do parasita (CROSS; KLEIN; LINSTEAD, 1975). Este
ultimo condiz com os baixos niveis de expressdo observados para TbPSCDH em fsc mantidas
in vitro (Figura 40D, E), sugerindo que a via prolina ¢ praticamente inativa nos estagios de
desenvolvimento presentes no hospedeiro vertebrado. Portanto, a importancia da prolina ¢
restrita aos eventos que acontecem dentro do seu hospedeiro vetor.

A L-prolina, como mencionado anteriormente, ¢ a principal fonte oxidadvel em
mitocondrias do musculo de voo na mosca tsé-ts¢é (BURSELL, 1963; HANSFORD;
SACKTOR, 1970). A alta afinidade do transportador deste metabodlito, somado a rapida
conversao em ATP, fazem deste um aminoécido essencial na biologia destes insetos (NJAGI;
OLEMBO; PEARSON, 1992). Particularmente, na espécie Glossina morsitans existe um
ciclo alternado de conversao entre alanina e prolina quando o inseto voa ou esta em repouso.
Dessa forma se garante a disponibilidade de prolina de forma constante (BURSELL et al.,
1973). Neste ciclo, a prolina ¢ oxidada na mitocondria do musculo de voo e, depois
regenerada no abdoémen a partir de alanina (HARGROVE, 1976), sendo entdo transportada,
de volta, através da hemolinfa (BURSELL, 1963). No processo de coloniza¢do do im pelo 7.
brucei estes ficam aderidos a este tecido sem atravessar diretamente pela hemolinfa
(LEHANE; AKSOY; LEVASHINA, 2004). No entanto, achamos que a disponibilidade de
prolina pode variar quando a mosca esta infectada pelo parasita devido ao processo de
compensagao e transporte de prolina que ocorre nos distintos tecidos da mosca.

A diminui¢do nos niveis de prolina observada no grupo naive, apés o 5to dia de
infec¢do, ndo se manteve durante o periodo inteiro do experimento. Somente no dia 15 a.i,
observou-se uma diminui¢@o da prolina livre em hemolinfa que poderia se atribuir a infe¢do
pelo parasita (Figura 39). As formas do parasita que predominam neste periodo da infecao
correspondem as formas que emigram do im ao pv. A TcP5CDH mostrou niveis de expressao
(mRNA e proteina) aumentados nos parasitas extraidos a partir do pv. Porém, no tecido im

houve uma banda reativa em abundancia, cuja massa molecular corresponde a TbPSCDH. O
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que também pode indicar reatividade positiva do soro anti-TcPSCDH contra a isoforma da
mosca (GmP5CDH) (Figura 40A, B) No entanto, as diferengas observadas sugerem que a
TbP5SCDH ¢ diferencialmente expressa nos trés principais estagios de desenvolvimento dentro
da mosca. Essa caracteristica pode estar relacionada as caracteristicas das formas presentes no
pv. Dentro do pv, um 6rgdo que fica na jungdo com o esdfago, im e o duto crop. O pv age
como uma valvula regulando o fluxo direcional do sangue. Este também ¢ o responsavel pela
producdo da matriz peritrofica e, ¢ nessa organela, onde os parasitas apresentam uma
elongagdo celular (= 40 - 60 um) previa a formagao das formas tripomastigotas mesociclicas
(SHARMA et al., 2008). Estes se dividem assimetricamente formando as formas
epimastigotas que migram as glandulas salivares, onde sdo posteriormente transmitidas
[revisado em (WALSHE et al., 2009)].

Considerando que o 7. brucei ndo sintetiza prolina, pode-se dizer que a disponibilidade
deste aminoacido € restrita a prolina livre nos tecidos da mosca. O transportador de prolina do
parasita possui uma afinidade maior (K, = 19 uM) do que o transportador do musculo de voo
na mosca tsé-tsé (K, = 85 uM) (L'HOSTIS; GEINDRE; DESHUSSES, 1993; NJAGI et al.,
1992). Portanto, acreditamos que os individuos suscetiveis a infeccdo pelo parasita possam
apresentar uma diminui¢do nos estoques de prolina livre, podendo inclusive, afetar outros
processos como o voo.

As formas do parasita presentes na mosca produzem acetato, succinato e alanina a partir
de glicose, mas ndo geram CO, via ciclo de Krebs. O succinato pode ser gerado desde a
prolina e depois usado pelo C-II da CTE para a geragdo de ATP (VAN HELLEMOND:;
OPPERDOES; TIELENS, 2005). Outro papel fisiologico importante na utilizacdo de prolina
¢ a sintese de moléculas de superficie. Como ¢ sabido, 7. brucei apresenta um amplo
repertdrio de moléculas de superficie relevantes na resisténcia ao ataque por proteases. Estes
possuem uma grande quantidade de glicoproteinas associadas a GPI na superficie celular,
conhecidas como prociclinas (ACOSTA-SERRANO et al., 2001). As formas presentes no pv
expressam em abundancia a prociclina EP-1, cujo nome deriva-se da extensas repetigdes de
EP (Glu Prol). Isto significa que neste estdgio (pv) hd uma demanda extra de prolina, além
dos requerimentos energéticos prolina-dependentes ja& mencionados, com respeito dos outros
como mg e sg. Dessa forma, os processos de transporte, degradacdo e biossintese de
moléculas de superficie devem estar estritamente ligados e, caso haja uma desregulacdo neste
processo a viabilidade celular pode-se afetar drasticamente. A aparente diminui¢do na

capacidade proliferativa no clone kdp5cdh2, apos a indugdo do dsRNA para a TbPSCDH
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(Figura 40 B,C), sugere, novamente, que a diminuicdo nos niveis de mRNA possa ter um
efeito na funcionalidade da proteina, levando a interferéncia no metabolismo de prolina.

A enzima P5CDH ¢ altamente conservada entre organismos do género kinetoplastidia
(Esquema 10). Os tripanossomas africanos se agrupam em um clado diferente dos
tripanossomas de importdncia na América, mas a proteina ¢ altamente conservada. Em
leveduras, onde vimos que a TcPSCDH complementa a atividade da cepa APUT2 e o anti-
TcP5CDH reconhece a isoforma da levedura, observa-se também que a PSCDH ¢ conservada.
Curiosamente, entre o filo arthropoda onde agrupam-se os insetos do tipo Glossina,
Drosophila e Culex, entre outros, houve uma marcada variabilidade ao compararmos a
enzima PSCDH. No caso especifico da mosca tsé-ts¢, a GmP5SCDH ¢ mais conservada com o
seu homologo nas baterias endosimbiontes que se hospedam no im. Local que também ¢
compartilhado com os tripanossomas e cuja divergéncia também foi notavel. Este fenomeno
pode ser um moderado indicio de que a evolucdo destas proteinas, ndo necessariamente,

depende de processos co-adaptativos entre um organismo e outro que atua como hospedeiro.
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Esquema 10 — Arvore filogenética baseada em sequencias de PSCDH para outras espécies.
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As sequencias foram alinhadas com o programa MUSCLE e arvore foi realizada pelo método
de inferéncia Bayesiana, como explicado na se¢do 2.1.2. Os tdxons foram agrupados deacordo
com: ordem Kinetoplastida (Leishmania, Trypanosoma), Yeast (Saccharomyces, Candida),
Filo: Arthropoda (Daphnia, Tribolium, Drosophila, Culex, Harpegnathos) Genéro: Glossina,
Reino: Metazoa (Xenopus, Cionalis, Mus, Homo, Macaca, Branchiostoma, Nematostella), Fly
symbiont (Wigglesworthia, Sodalis, Wolbachia).

5 CONCLUSOES

Neste trabalho demonstrou-se que a TcPSCDH ¢ uma enzima funcionalmente expressa
no protozoario causador da doenca de Chagas, o 7. cruzi. A TcP5SCDH forma um hexamero,
tanto na forma apoenzima como em fra¢des mitocondriais do 7. cruzi. Este oligdmero ¢
direcionado a mitocondria do parasita mediante um PDm. O produto maturo da TcPSCDH
permanece ligado 2 membrana interna mitocondrial, possivelmente através de uma hélice-
alfa, onde a face catalitica da enzima parece estar orientada a matriz mitocondrial. A atividade
da TcP5CDH ¢ um processo dependente do pH do meio, onde em condi¢des fisiologicas, o
equilibrio favorece a conversdo efetiva e irreversivel da forma aldeidica do P5C, o yGSA.

Este processo esta acoplado a concomitante produgdo de equivalentes reduzidos do tipo
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NADPH e NADH. Os produtos de reacao da TcPSCDH, glutamato e NADH participam de
processos enzimaticos que levam a geragdo de energia. Esto ultimo pode acontecer por
fosforilagdo ao nivel do substrato, via ciclo de Krebs ou pela fosforilagdo oxidativa na CTE.
Nos dois casos, o succinato ¢ um intermediario chave que pode ser gerado no ciclo de Krebs
(succinil-CoA sintetase) ou pela TcFMR que reoxida o NADH mitocondrial (P5C-
dependente) e cujos elétrons podem entrar na CTE via C-II produzindo ATP. Além disso,
vimos que tanto P5C como prolina estimulam o consumo de O,. Em 7. brucei a prolina ¢ um
metabdlito chave na relagdo parasita — hospedeiro. Onde a TbPSCDH também ¢
diferencialmente expressa durante o processo de colonizagdo e desenvolvimento na mosca
tsé-ts¢. Tanto TcPSCDH como a TbPSCDH sdo proteinas altamente conservadas cuja
regulagdo da expressdo parece estar mediada por eventos pds-traducionais ou interagdes com
outros componentes lipidicos, ou proteicos, presentes na MIM como o C-IV ou o C-II.

A enzima TcP5CDH ¢ diferencialmente expressa nos estagios infectivos do 7. cruzi e a
sua participacdo nos processo infecciosos do 7. cruzi ndo parece estar ligada somente a
geracdo de ATP. Por outro lado, o efeito observado com uma droga, econdmica e atualmente
disponivel no mercado, que interfere na atividade TcPSCDH leva a um efeito tripanocida
dose-dependente. Portanto, achamos relevante continuar desvendado os papeis secundarios
nos quais a TcPSCDH possa estar envolvida, o que fornecerda mais evidéncias sobre a

importancia do metabolismo de P5C em tripanossomas.
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