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RESUMO

CRISPIM, M. Metabolismo de hexosaminas do Trypanosoma cruzi. 2018. 118 p. Tese
(Doutorado em Parasitologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2018.

Ao longo do seu ciclo bioldgico, o Trypanonosoma cruzi percorre diversos ambientes que
exigem a utilizacdo de carboidratos, aminoacidos e lipideos para a obtencdo de energia e para
a sintese de outros metabolitos. Nesse contexto encontra-se a via de biossintese de
hexosaminas (HBP), uma via de quatro passos enzimaticos que culmina na formacao de UDP-
GIcNAc, metabdlito crucial para a biossintese de glicoconjugados e para eventos de
glicosilacdo. Adicionalmente a biossintese de novo, hexosaminas podem ser obtidas a partir
do meio extracelular; seu potencial papel como fonte de carbonos ocorreria por uma via
catabdlica que se conecta a glicolise apds dois passos enziméticos especificos (nagA e nagB).
Nesse trabalho sdo apresentadas as evidéncias da existéncia de HBP em T. cruzi, através da
caracterizacdo cinética dos primeiros dois passos da via (TCGF6PA e TcGNA), assim como as
intervencdes de inibidores dessas enzimas na proliferacdo e ciclo intracelular do parasita.
Ademais o transporte a partir do meio extracelular e parte do catabolismo de hexosaminas séo
compartilhados com o da glicose. As hexosaminas sdo moléculas finalmente oxidadas na
mitocondria e estimulam uma respiracdo celular acoplada a fosforilagdo oxidativa,
culminando em uma biossintese de ATP intracelular. A comparacdo entre a sintese e
degradacédo das hexosaminas indica que o T. cruzi apresenta uma maior dependéncia da HBP
nas formas infectivas. Em contrapartida, epimastigotas mostraram ser mais dependentes de
hexosaminas extracelulares. Portanto, propde-se: (i) a HBP é um bom alvo para futuras
intervencdes de drogas, afetando formas presentes nos hospedeiros mamiferos e (ii) GICNAc é
uma fonte de carbono e energia para formas do T. cruzi presentes no inseto vetor,

contribuindo para a colonizagéo de epimastigotas e diferenciacdo em formas metaciclicas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Trypanosoma. Metabolismo. Glicose. Hexosamina.



ABSTRACT

CRISPIM, M. Hexosamine metabolism of Trypanosoma cruzi. 2018. 118 p. Thesis (PhD in
Parasitology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, S&do Paulo,
2018.

Throughout its biological cycle, Trypanonosoma cruzi course through several environments
that require the utilization of carbohydrates, amino acids and lipids to obtain energy and for
metabolic biosyntesis. An example is the Hexosamine Biosyntesis Pathway (HBP), a 4-step
enzymatic pathway that culminates in UDP-GIcNAc formation, crucial metabolite for
glycoconjugate biosynthesis and glycosylation. In addition to de novo biosynthesis,
hexosamines can be obtained from the extracellular medium; its potential role as a carbon
source would occour via a catabolic pathway connected to glycolysis after 2 specific enzyme
steps (nagA and nagB). In this work the evidence of HBP in T. cruzi is presented, through the
Kinetic characterization of the first two steps of the pathway (TcGF6PA and TcGNA), as well
as the effects of enzymatic inhibitors in epimastigote proliferation and intracellular cycle
progression. In addition, the hexosamines transport from the extracellular environment and
part of their catabolism was shared with glucose. The hexosamines are molecules finally
oxidized in the mitochondria and stimulate a cellular respiration coupled to OxPhos,
culminating in ATP biosynthesis. The comparison between hexosamine synthesis and
degradation of hexosamines indicates that infective forms present a greater dependence of the
HBP. Otherwise epimastigotes have been shown to be more dependent on extracellular
hexosamines. Therefore, it is proposed: (i) HBP is a good target for future drug interventions,
affecting parasite forms in mammalian host and (ii) GICNACc is a source of carbon and energy
for T. cruzi insect stages, beig able to contribute for epimastigote colonization and parasite

differentiation.

Keywords: Chagas Disease. Trypanosoma cruzi. Metabolism. Glucose. Hexosamine.
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1.1 Doenca de Chagas

1.1.1 Aspectos gerais

Caracterizada inicialmente em 1909 pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas
(Chagas, 1909), a Tripanossomiase Americana ou Doenca de Chagas (DC) € hoje uma das
doencas tropicais mais negligenciadas do mundo. A DC € endémica nas Américas do Norte,
Central Continental e do Sul, e nas zonas rurais dessas regides a falta de estrutura nas
moradias favorece a infestacdo pelo vetor. Historicamente a transmissdo e a morbidade se
concentraram na regido endémica, porem a migracdo de pessoas cronicamente infectadas para
outras regides transformou a DC em um problema de salde com impactos globais. De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em sua ultima atualizagdo sobre a DC em 2017,
essa doenca afeta entre 6 e 7 milhdes de pessoas e cerca de 25 milhdes de pessoas vivem sob
o risco de infeccdo (World Health Organization, 2018). O numero estimado de mortes
diminuiu de cerca de 50.000 por ano para 12.500 por ano (Moncayo e Silveira, 2017; World
Health Organization, 2012); e o impacto estimado da DC em termos de anos de vida ajustados
por incapacidade (DALYS) diminuiu de 2,7 milhdes em 1990 (Musgrove, 1993) para 586 000
em 2001 (Mathers, Lopez e Murray, 2006). Dentre as pessoas infectadas com DC, 30 a 40%
padecem dos sintomas mais graves desta enfermidade (Rassi e Marin-Neto, 2010),
representando um grave problema de salde publica para as areas endémicas.

O Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da DC, tem como reservatorio natural uma
ampla variedade de mamiferos no continente americano e é transmitido por varias espécies de
trés géneros de insetos tratomineos hematdfagos: Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius. Na
Argentina, Brasil, Bolivia, Chile, Paraguai, Uruguai e Peru o vetor mais encontrado é o
Triatoma infestans, j& na Colémbia, Venezuela e América Central é o Rhodnius prolixus,
sendo que o Triatoma diminuta é encontrado no Equador e também na América Central, o
Rhodnius pallescens é encontrado principalmente no Panama e nos EUA os dois principais
vetores sdo o Triatoma sanguisuga e Triatoma gerstaecken (Coura, 2013; Kribs-Zaleta, 2010;
Perez-Molina et al., 2017; Rassi et al., 2012; Silber et al., 2005).

Na década de 1950, o governo brasileiro implementou campanhas de controle de
vetores em algumas regides do pais; sendo que na década de 1980 essas campanhas se
estenderam por todo o territorio brasileiro. Ao mesmo tempo, os paises da América do Sul,
onde se concentram dois tercos dos casos de DC nas Américas (Argentina, Brasil, Chile,

Uruguai, Paraguai, Bolivia e Peru) iniciaram um programa de cooperacdo internacional, a
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Iniciativa Cone Sul, cujo objetivo foi controlar a transmissdo vetorial e por transfuséo
sanguinea (Moncayo e Silveira, 2009; Moraes-Souza, 1999; Silveira e Pimenta Jr., 2011). O
sucesso das campanhas de erradicacdo de vetores, levou ao Uruguai (1997), Chile (1999) e
Brasil (2006) a obter o certificado da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) que
declara uma area livre do Triatoma infestans. Vale ressaltar que esse certificado nédo significa
completa interrupgdo da transmisséo vetorial (Abad-Franch et al., 2013; Fitarelli e Horn,
2009; Moraes-Souza e Ferreira-Silva, 2011). Além disso, melhorias nas condicOes
socioeconémicas da populacdo na América Latina nas Utimas décadas contribuiram para a
reducdo da transmissdo vetorial, favorecendo o controle dessa doenca. E importante ressaltar
que outra meta alcangada pela Iniciativa Cone Sul foi a triagem obrigatdria de bancos de
sangue, incluindo 100% dos bancos de sangue publicos e 80% dos bancos privados de sangue
na Argentina, e todos os bancos de sangue no Brasil, Chile e Uruguai. Por outro lado,
Paraguai, Bolivia e Peru continuaram com problemas no controle da doenca em bancos de

sangue, ndo atingindo as metas do programa até entdo (Moncayo e Silveira, 2009).

1.1.2 Desafios no tratamento da Doenca de Chagas

As pesquisas sobre o tratamento da Doenca de Chagas se consolidaram a partir da
década de 1960, quando a quimioterapia se baseou em estudos com derivados de
nitrofurazona (Dias et al., 2009). Entre finais dessa década e comecos da seguinte, dois
compostos surgiram representando uma nova perspectiva no tratamento da doenca, visto que a
eficacia na fase aguda destes compostos era maior em relacdo a das até entdo utilizadas. Estes
novos compostos foram o nifurtimox (hoje no Brasil de nome comercial Lampit®, da Bayer),
3-metil-4-(5"-nitrofurfurilidenoamino)tetra-hidro-4H-1,4-tiazina-1,1-dioxido, e 0
benzonidazol (hoje no Brasil de nome comercial Rochagan®, da Roche), N-benzyl-2-
nitroimidazol acetamida. Ainda hoje a quimioterapia contra a doenca estd baseada nessas
drogas que, apesar das vantagens descritas previamente, acarretaram alta toxicidade em
pacientes durante o tratamento. Brevemente, o Nifurtimox (NFX) € um nitrofurano e foi o
primeiro composto utilizado no tratamento de pacientes com DC. Packchanian foi o primeiro
a demonstrar experimentalmente que os nitrofuranos eram promissores nesse contexto
(Packchanian, 1957). Mais tarde, Brener utilizou nitrofurazona no tratamento de
camundongos cronicamente infectados (Brener, 1961). Embora tenham sido relatados
resultados importantes em relagdo a essa proposta, (Rodriques Coura et al., 2002) os efeitos
colaterais e a alta toxicidade que desencadeavam, desfavoreceram a continuagdo dos estudos
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com essas drogas. Ensaios clinicos com NFX foram iniciados em 1965; notou-se uma
marcada diferenga na efetividade de NFX contra DC em diferentes fases da doenca, assim
como em relacdo a duragdo do tratamento, a idade do paciente e a area geografica estudada
(referéncia de 1965). Os melhores resultados foram obtidos para tratamentos durante a fase
aguda e em criangas em geral (Castro, Mecca, e de Bartel, 2006; Rodriques Coura et al.,
2002). A eficacia do tratamento em pacientes adultos com doenca cronica foi baixa, com uma
taxa de cura de 7 a 8% na fase crbnica indeterminada; entretanto, em criangcas <14 anos de
idade na fase cronica assintomatica, a taxa de cura foi significativamente maior, chegando a
85,7% (Rodriques Coura et al., 2002; Streiger et al., 2004). Ja o Benzonidazol (BZ) foi
inicialmente estudado por Grunberg et al. que demonstraram pela primeira vez sua atividade
contra o T. cruzi (Grunberg et al., 1967). O BZ mostrou ter eficacia semelhante a
nitrofurazona nas fases aguda e crénica, mas com menos efeitos toxicos. Posteriormente,
varios resultados de tratamentos experimentais e clinicos de pacientes com CD usando BZ
foram publicados, demonstrando a eficécia significativa desse farmaco durante a fase aguda
(todos os testes soroldgicos e parasitologicos tiveram até 80% de cura na referida fase)
(Andrade, Magalhaes e Pontes, 1985; Cancado e Cangado, 2002). Embora varios relatos
tenham demonstrado a utilidade do BZ, a sua principal limitacdo é a baixa taxa de cura
durante a fase cronica. Em 2002, Cancado observou cura em 76% dos pacientes cursando a
fase aguda de DC (13 a 21 anos de seguimento) e apenas 8% dos pacientes em fase crbnica de
DC (6 a 18 anos de seguimento), corroborando os estudos prévios na demonstracdo do

reduzido efeito durante a fase crénica (Cangado e Cancado, 2002).

1.2 O Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um organismo eucariota, protozodrio, pertencente ao supergrupo dos
Excavata que abarca protozoarios de vida livre e simbidtica, e também inclui alguns
importantes parasitas de seres humanos. Dentro dos Excavata, T. cruzi pertence ao grupo
monofilético Kinetoplastida. Pelo menos um estagio no ciclo de vida de todos 0s membros
deste grupo é representado por uma célula delgada e altamente flexivel, equipada com um ou
dois flagelos, que emergem de uma bolsa flagelar. Outra caracteristica registrada é a presenca

de um denso DNA mitocondrial, denominado cinetoplasto (Cavalier-Smith, 2016).



19

1.2.2 Ciclo de vida

O Trypanosoma cruzi possui um ciclo de vida digenético, alternando entre um
hospedeiro invertebrado e um vertebrado mamifero entre os quais se encontra 0 homem.
Quatro estagios de desenvolvimento principais foram classicamente descritos em T. cruzi:
amastigota intracelular (Ama: forma replicativa e ndo infectiva) e tripomastigota sanguineo
(Tripo: ativa e ndo infectiva), encontrados nos hospedeiros vertebrados; e epimastigota (Epi:
forma replicativa, ndo infectiva) e tripomastigota metaciclico (Meta: forma néo replicativa,
mas infectiva) encontrados nos hospedeiros invertebrados (Brener, 1973). Em 1999, uma
forma intermediaria entre os estagios Ama e Tripo foi descrita, e devido as semelhancas
morfologicas e bioguimicas com a forma epimastigota foi denominada epimastigota
intracelular (Epi-like) (Almeida-de-Faria et al., 1999).

Durtante um repasto sanguineo, o triatomineo pode ingerir formas Tripo junto ao
sangue do hospedeiro mamifero infectado. Algumas horas apds a ingestdo, no estbmago do
triatomineo, ocorre a diferenciacdo para Epi, coincidindo com a inducdo da expressdo de
genes TcMUC | e |IlI, responsaveis pela expressdo de mucinas e proteinas
associadas (Buscaglia et al., 2006; El-Sayed et al., 2005). Com o auxilio de tais moléculas,
no intestino médio dos triatomineos, os Epis se aderem as membranas perimicrovilares
(PMM) secretadas pelas células epiteliais do intestino médio subjacentes (Alves et al., 2007;
Gonzalez et al., 1998, 1999; Nogueira et al., 2007). Os Epis se dividem repetidamente por
fissdo binéria, colonizando o intestino. No intestino posterior, uma parte da populacdo
parasitaria se adere a cuticula retal por meio de interacfes hidrofobicas e se diferencia em
Metas; Epis e Metas sdo liberados juntamente com as fezes e urina durante o proximo repasto
sanguineo (Garcia e Azambuja, 1991; Kleffmann, Schmidt e Schaub, 1998; Schaub et al.,
1998; Schmidt, Kleffmann e Schaub, 1998), porém somente os Metas possuem a capacidade
de sobreviver em mamiferos, e os epimastigotas sdo lisados pelo sistema complemento
(Diego et al., 2014). Os Metas s0 serdo capazes de estabelecer a infeccdo no novo hospedeiro
se invadirem as suas celulas e diferenciarem a uma forma replicativa. A invasdo das células
hospedeiras dos mamiferos € um processo dependente de ATP (Martins et al.,, 2009;
Schenkman, Robbins e Nussenzweig, 1991) e que envolve o recrutamento de lisossomos para
formar um vacuolo parasitéforo (Burleigh, 2005). Uma vez no interior das células, alguns
dados da literatura sugerem que o baixo pH desencadeia a diferenciacdo de tripomastigotas
em Amas (Crispim et al., 2018; Souza, de Carvalho, e de Barrias, 2010) e favorece a atividade
de enzimas hidroliticas, permitindo a liberagdo de Ama no citoplasma para iniciar sua
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replicacédo (Andrews et al., 1990; Andrews e Whitlow, 1989; Hall et al., 1992; Ley et al.,
1990). Apds um numero varidvel de divisGes celulares, os Amas se diferenciam na forma
transitdria replicativa Epi-like. Ao fim do ciclo intracelular ocorre a diferenciacdo para
Tripos, os quais lisam as células e podem ter trés destinos: i) infectar células vizinhas; ii)
alcancar a corrente sanguinea, podendo alcancar e infectar outros tecidos; iii) Serem ingeridos
por um triatomineo que realiza um repasto sanguineo, podendo infectar um novo hospedeiro
invertebrado, que transmitira o parasita para novos hospedeiros mamiferos (Souza, de
Carvalho, e de Barrias, 2010).

Figura 1. Representagdo esquematica do ciclo de vida do T. cruzi. Formas encontradas no hospedeito
mamifero: A, amastigota; Ei, epimastigota intracelular; T, tripomastogota sanguineo. Formas presentes no
hospedeiro invertebrado: E, epimastigotas; M, tripomastogota metaciclico. Figura construida a partir de imagens
originais do artigo de (Chagas, 1909).

1.2.1 Estruturas celulares tnicas do T. cruzi e outros tripanossomatideos

O T. cruzi, assim como 0s outros tripanossomatideos sdo organismos que apresentam
estruturas e organelas Unicas. Dentre elas pode-se mencionar:

1. Citoesqueleto: Uma das caracteristicas do clado Trypanosomatidae € a presenca de

um citoesqueleto constituido por uma camada de microtdbulos subjacentes a membrana
plasmaética e designados como microttbulos subpeliculares. Observou-se que os microtibulos
estdo conectados entre si e a membrana plasmatica por filamentos curtos conformando uma
estrutura semelhandte a uma gaiola. Esta estrutura € indicada como motivo da resisténcia
desse grupo de organismos a lise celular por meios mecanicos. Cortes transversais atraves de

diferentes porcGes celulares da forma Tripo de T. cruzi mostram que os microtubulos sdo
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regularmente espagados, com uma distancia de 44 nm (centro a centro). Observou-se que o
namero de microtdbulos esta relacionado ao diametro celular (Souza, 2002a). Na maioria das
células eucarioticas, filamentos com um diametro de 4 a 7 nm sdo formados por actina. Eles
podem ser observados livres no citoplasma, principalmente no cortex celular ou em feixes
formando as chamadas fibras de estresse. Filamentos com um didmetro de 8-9 nm s&o
filamentos intermediarios. Sua composicéo varia. Filamentos de 10 a 12 nm s8o compostos
por miosina (Hardin, Bertoni e Kleinsmith, 2015). Ha pouca informacdo sobre
microfilamentos nos Trypanosomatidae, mas se sabe que em todos os tripanossomatideos
existem filamentos mais curtos (6 nm de espessura) que conectam os microtubulos sub-
peliculares entre si e estes com a membrana plasmatica de (Souto-Padron, Souza, e de Heuser,
1984). Em alguns tripanossomatideos, uma estrutura microfibrilar tem sido observada na
regido de fixacdo do flagelo ao corpo celular (Souza, 2002c). Os microfilamentos nunca
foram observados no citoplasma. A actina foi detectada bioquimicamente em
tripanossomatideos, mas teve um comportamento incomum de ligacdo de DNAse-I quando
comparado com a actina de outros eucariotos (Mortara, 1989). Ao longo do lado do axonema
do flagelo dos tripanossomatideos, ha uma haste paraxial filamentosa semelhante a uma rede.

2. Paraflagellar rod: € uma estrutura que emerge de uma invagina¢do na membrana

plasmatica na parte posterior dos parasitase se estende paralela ao flagelo . A paraflagellar
rod (PFR) é formada por um filamento em forma de trelica que se apresenta ao lado do
axonema ao qual se conecta (Cachon et al., 1988). PFR é. A PFR é restrita aos membros do
grupo Euglenozoa e esta presente em todos os representantes Kinetoplastida. Sua estrutura e
funcdo permaneceram enigmaticas, embora detalhes estejam comecando a surgir, indicando
papéis estruturais e regulatérios. O PFR ¢ essencial para a viabilidade de T. brucei (Bastin,
Sherwin e Gull, 1998), mas ndo de Leishmania (Santrich et al., 1997) e é necessaria para a
motilidade em ambos os organismos. Ela impde restri¢cGes estruturais ao batimento axonemal
e poderia atuar como uma mola biomecanica para absorver e transmitir energia produzida
pelo batimento e tor¢éo do flagelo (Hughes et al., 2012).

3. Mitocdndria: Os flagelados da ordem Kinetoplastidia possuem uma Unica

mitocondria por célula e que abrange cerca de 30% do corpo celular e é distribuida em ramos
sob os microtlbulos sub-reticulares. Essa mitocondria é composta por uma membrana
externa, espaco intermembranar, uma membrana mitocondrial interna que forma o0s
enrolamentos conhecidos como cristas mitocondriais e a matriz mitocondrial. Dependendo

dos recursos ambientais e nutricionais disponiveis, a mitocondria pode ocupar uma
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guantidade variavel do volume celular total (Paes et al., 2011; Souza, Attias e Rodrigues,
2009).

4. Cinetoplasto: é uma estrutura contendo o genoma mitocondrial (kDNA), a mais

complexa estrutura de DNA mitocondrial da natureza. O kDNA, componente majoritario do
cinetoplasto, estd organizado como uma rede de DNA concatenado, composto de
aproximadamente 5.000 a 20.000 minicirculos e 50 copias de maxicirculos. Esta estrutura esta
localizada proximo ao corpo basal e perpendicular ao eixo do flagelo (Dantas, Barbosa e
Castro, De, 2003; Souza, 2002a) (revisdo em (Lukes et al., 2002; Souza, 2008)). Esta é a mais
proeminente caracteristica do clado Kinetoplastida.

4. Glicossomos: Sao organelas consideradas “peroxissomos especializados”, onde se

localizam a maior parte das enzimas glicoliticas (no T. cruzi, as sete primeiras enzimas
glicoliticas, as quais participam da conversao da glicose em 1,3-bifosfato de gliceraldeido)
(Bakker et al., 2000; Opperdoes, Fred R, 1987b). Foi mostrado que por exemplo, em T.
brucei, 90% do teor de proteina da matriz glicossomal corresponde as enzimas glicoliticas
(Misset, Bos e Opperdoes, 1986; Opperdoes, 1987b). Estdo localizadas também nessa
organela as enzimas da via das pentoses fosfato, de biossintéticas da pirimidinas (Gao et al.,
1999), de éter-lipidios (Heise e Opperdoes, 1997; Opperdoes et al., 1984), de esterois
(Concepcion et al., 2001), a oxidacdo de &cidos graxos (Wiemer et al., 1996) e da via de
resgate de purinas (Opperdoes, F R, 1987). Niveis elevados da fosfato dikinase de piruvato
também foram encontrados recentemente nesta organela, sendo atribuida a essa enzima um
papel da manutencdo do balango ATP/ADP intra-glicossomal (Bringaud, Baltz e Baltz, 1998;
Deramchia et al., 2014). Os glicossomas estdo envoltos por uma Unica membrana que abriga
canais formadores de poros responsaveis pela troca de metabdlitos entre a matriz glicossomal
e o citosol, necessarias para importar pequenos metabolitos sintetizados de novo para a matriz
da organela (Gualdron-L06pez et al., 2012).

5. Reservossomos: sdo organelas ligadas & membrana, encontradas na regido posterior

de formas Epis de T. cruzi (Soares, 1999; Souza, 2002a; Souza, de et al., 2000). Essas
estruturas foram inicialmente descritas como corpos multivesiculares (Souza, de et al., 1978)
e analises citoquimicas posteriores revelaram que 0s reservosomos apresentam, de fato, uma
matriz protéica eletrodensa com inclusdes lipidicas (Soares e Souza, De, 1988). Estudos
utilizando proteinas imunomarcadas com ouro demonstraram que 0s nutrientes absorvidos
através do citéstomo e da bolsa flagelar sdo direcionados aos reservosomos (Porto-Carreiro et
al., 2000; Soares, Souto-Padrén e Souza, De, 1992; Soares e Souza, de, 1991), mostrando

assim que essas organelas sdo compartimentos da via endocitica. Em Epi, 0s reservosomos
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ocupam cerca de 6% do volume total celular (Soares e Souza, De, 1988), mas essas estruturas
gradualmente desaparecem em culturas antigas e durante a diferenciacdo de epimastigotas

para tripomastigotas metaciclicos (Figueiredo, Rosa e Soares, 2000; Soares et al., 1989).

Figura 2. Representacdo das organelas da forma epimastigota de T. cruzi. estdo demonstrados A
(acidocalcissoma), GA (Complexo de Golgi), F (bolsa flagelar), G (glicossomo), K (cinetoplasto), M
(mitocondria), N (nlcleo) e R (reservossomo).

1.2.2 A mitocondria e respiracdo celular de T. cuzi

Uma das primeiras observacOes da respiragdo em T. cruzi ocorreu em 1946 (Brand,
von, Johnson e Rees, 1946). Nesse trabalho foi demonstrado que a respiracdo de formas
epimastigotas € sensivel a KCN, o que, desde o conhecimento atual de bioquimica pode ser
interpretado como um dos primeiros indicios de que o parasita possui um complexo IV ativo
na ETS. Diferentemente de T. brucei, o T. cruzi mantém a funcionalidade mitocondrial
(incluindo a OXPHQS) ativa nas formas: (i) epimastigota, onde a producdo de ATP por essa
via € essencial para a sua sobrevivéncia, uma vez que respiracao deste parasita se mostrou
sensivel a inibidores especificos do segmento b-c1 do complexo I1l, mesmo quando em meio
de cultura rico em glicose (Stoppani e Boiso, De, 1973); (ii) amastigota, em um relato recente
de uso da glutamina como fonte oxidavel (Shah-Simpson et al., 2017)

Em relagdo a ETS, os tripanossomatideos apresentam varias diferencas com 0s
mamiferos. Brevemente, existe uma ETS na qual varios complexos enzimaticos transferem
equivalentes reduzidos ao par ubiquinol/ubiquinona, que transporta os elétrons para a oxidase

terminal (Tielens e Hellemond, Van, 1998) reduzindo o O, (aceptor final dos elétrons) a H,O
(Fig. 2).

Seréo apresentadas algumas informag0es sobre complexos mitocondriais:
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1. Na maioria dos organismos o complexo | da ETS (NADH desidrogenase;
NADH quinona oxiredutase) esta localizado na membrana interna mitocondrial
e catalisa a transferéncia de elétrons do NADH para a coenzima Q
(ubiquinona) (Baranova, Holt e Sazanov, 2007; Hirst, 2005; Lenaz et al.,
2006). A transferéncia de elétrons é simultdnea a extrusdo de protons para o
espaco intermembrana miticondrial, gerando o gradiente de eletroquimico
transmembranar. Em relacdo aos tripanossomatideos, em T. brucei foi
constatado que a complexo | possui 19 subunidades e uma massa de
aproximadamente 660 kDa. Apesar de alguns relatos na literatura afirmarem a
presenca de uma atividade correspondente ao complexo | em T. cruzi (Beattie e
Howton, 1996; Bienen et al., 1993; Tielens e Hellemond, Van, 1998), essa
atividade ainda ¢ motivo de especulacdo, sendo que alguns autores afirmam
que ndo estd diretamente envolvido com a extrusdo de prétons e sim com a
regeneragdo de NAD™ mitocondrial (Opperdoes e Michels, 2008), podendo
essa ser uma das causas da baixa sensibilidade da respiracdo celular a rotenona
(Hernandez e Turrens, 1998). Ademais, Carranza e col. indicaram que algumas
cepas de T. cruzi j& apresentam delecdes naturais de genes codificantes de
algumas subunidades do complexo | (ND5, ND6 e ND7) e que esse fato ndo
interfere na bioenergética mitocondrial, se comparado a cepas que continham
todas as subunidades (Carranza et al., 2009).

2. O complexo Il (succinato: ubiquinona redutase ou succinato desidrogenase)
transfere equivalentes reduzidos da oxidagdo de succinato diretamente para a
quinona da ETS. Em T. cruzi este complexo apresenta 12 subunidades e cerca
de 550 kDa, sendo, portanto, quatro vezes maior que a enzima bovina ou de
levedura (aproximadamente 150 kDa) (Fig 2) (Morales et al., 2009). Neste
complexo, o succinato é oxidado na subunidade A, reduzindo FAD a FADH..
Os elétrons transferidos a FAD sdo direcionados por um mecanismo de
tunelamento ao o cluster [3Fe-4S] da subunidade B do complexo e
posteriormente sédo transferidos para uma molécula de ubiquinona, previamente
ligada ao seu sitio ativo nas subunidades C e D. A ubuquinona reduzida
(semiquinona denominada ubiquinol), que difunde livremente pela membrana,
pode entdo ser utilizada no proximo complexo enzimatico.

v" O substrato do complexo Il, o succinato, € uma molécula central no

metabolismo do T. cruzi, sendo produzido no glicossomo e na



25

mitocondria. Acreditava-se que a producgéo de succinato na mitocondria
seria mediada pela reagéo reversa da succinato desidrogenase do ciclo
de Krebs, porém Christmas e Turrens (2000) demonstraram que T.
cruzi produz o succinato mitocondrial através de uma fumarato
redutase dependente de NADH (NADH-FRD). Este fato ¢é
compartilhado com outros organismos, como S. cereviseae (Camarasa,
Faucet e Dequin, 2007). O modelo geral mais bem definido de
producdo de succinato mitocondrial por algum tripanossomatideo
provém dos estudos com T. brucei: o piruvato produzido pela glicélise
é convertido em malato, que é transportado para a mitocéndria e €
convertido em succinato pela NADH-FRD mitocondrial, sendo
excretado pelo parasita em situacbes de excesso de equivalentes

reduzidos produzidos pela célula (Bringaud, Riviére e Coustou, 2006).
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Figura 3. Representacéo da fosforilagdo oxidativa considerada padréo para os organismos aerébios.
1.3 Metabolismo de hexoses em T.cruzi

A fim de estabelecer seu ciclo de vida e garantir sua sobrevivéncia ao longo dos
diferentes ambientes pelos quais transita, o T. cruzi necessita de metabdlitos tanto para manter
a homeostase osmotica, bem como para o catabolismo e consequente obtencdo de energia.
(Silber et al., 2005). Nesse sentido, esta bem estabelecido que os tripanossomatideos séo
capazes de transportar e metabolizar D-glicose (Glc), aminoacidos e acidos graxos como
fontes de energia (Cazzulo, 1992; Opperdoes, 1987b; Silber et al., 2005; Wood, 1975).
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O primeiro relato de utilizagdo de Glc, assim como de D-frutose (Fru) por T. cruzi se
deu no ano de 1947 por Chang e colaboradores, onde os autores demonstram o estimulo no
consumo de O, na presenca de tais metabdlitos (Chang e Negherbon, 1947). E interessante
ressaltar que os tripanossomatideos estdo entre as células com maior taxa de consumo da Glc,
0 que estd associado ao fato altamente raro de produzirem e excretarem, mesmo em condic¢Ges
aerobicas, compostos reduzidos (EX.: Succinato e alanina), em detrimento a sua completa
oxidacdo em CO, e H,O (Brand, VVon e Tobie, 1949; Cazzulo, 1992). Em 1960, Zeledon
demonstrou que T. cruzi é capaz de metabolizar diversos outros carboidratos, incluindo
galactose (Gal), manose (Man) e glucosamina (GIcN), ao também demonstrar consumo de O,
nessas condigdes. Este foi o primerio indicio de catabolismo de hexosaminas em T. cruzi
(Zeledom, 1960). Em 1994 ocorreu o primeiro relato de um ensaio de transporte de Glc
diretamente em formas epimastigotas de T. cruzi. Além disso, foi demonstrado que a Glc €
transportada por difusdo facilitada, através de uma proteina transportadora de hexoses
(TcHT), com alta afinidade por Glc (Tetaud et al., 1994, 1996), fatos estes previamente
observados em outros tripanossomatideos (Kulle, ter, 1993; Parsons e Nielsen, 1990;
Zilberstein e Dwyer, 1985). E importante relatar, porém, que nesses trabalhos a afinidade de
outras hexoses foi determinada de maneira indireta, ndo estimando valores de Ky, mas
calculando-se a constante de inibicdo (K;) de cada hexose referente ao transporte de Glc. Mais
especificamente, Tetaud e colaboradores observaram que, em o0citos de Xenopus injetados
com RNA de TcHT, D-frutose (Fru), D-manose (Man) e D-glucosamina (GIcN) inibem o
transporte de glicose em porcentagens acima de 40%, revelando que essas moléculas
interagem com TcHT e sugerindo que sdo transportadas por essa proteina em T. cruzi.
Finalmente, foi mostrado que a D-galactose ndo é capaz de inibir o transporte de Glc e que 0s
parametros cinéticos do transporte de 2-deoxi-glicose (2-DOG) possuem diferencas
significativas em comparagdo com os da Glc, desaconselhando o uso desta molécula como
modelo de estudo cinético (Tetaud et al., 1994). Em um trabalho posterior, 0 mesmo grupo
caracterizou o transporte de D-frutose em T. cruzi e revelou ainda que outras moléculas e
metabolitos podem inibir o transporte de Glc, dentre eles N-Acetil-D-glucosamina (GIcNACc),
que apresentou um K; cerca de 10 vezes menor que a GIcN (Tetaud et al., 1996). Esses
resultados também apontaram que GICNAc pode ser transportado por TcHT. Vale ressaltar,
gue neste trabalho de 1996, Tetaud e colaboradores utilizaram como modelo de estudo células
CHO que expressavam heterologamente TcHT e ndo diretamente epimastigotas. Toda a
literatura até entdo postulava caracteristicas do transporte de Glc em formas epimastigotas,

presentes no inseto vetor. Porém, em 2009 foi demontrado que as formas tripomastigotas de
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T. cruzi possuem a maior taxa de transporte de Glc dentre as formas presentes no hospedeiro
vertebrado e que formas amastigotas néo transportam Glc e sequer expressam TcHK (Silber et
al., 2009). Recentemente Shah-Simpson e colaboradores. sugeriram a possiblidade de formas
Ama utilizarem glicose como fonte de carbono intracelular, porém uma analise cuidadosa dos
resultados apresentados pelso autores e a analise bibliogréafica ndo embasam essas afirmagdes
(Shah-Simpson et al., 2017).

Uma vez no citoplasma, as hexoses sdo transportadas para os glicossomos por
mecanismo desconhecido, onde podem ser substrato da enzima hexoquinase, cuja atividade
foi cogitada por Warren e colaboradores em 1967 e caracterizada em extratos de formas
epimastigotas em trabalhos posteriores (Adroher, Osuna e Lupiafiez, 1990; Taylor et al.,
1980; Urbina e Crespo, 1984; Warren e Guevara, 1964). Racagni et al chegaram inclusive a
estimar parametros cinéticos no extrato de epimastigotas relacionados a fosforilacdo ndo sé da
Glc, substrato preferencial da hexokinase (HK), como também da Man, Fru, GIcN, GIcNAc e
manosamina. Porém o valor de Ky relacionado a GIcNAc foi estimado com base em ensaio
de inibicdo da fosforilacao de Glc, sendo portanto uma avaliacdo indireta (Racagni e Machado
de Domenech, 1983). Em 2003 Caceres et al identificaram o gene responsavel pela
codificagdo da HK em T. cruzi (TcHK). Nesse trabalho os autores verificaram a cinética e
localizacdo glicossomal da enzima TcHK (Céceres et al., 2003). Em 2007 este mesmo grupo
identificou e caracterizou outra enzima quinase, especifica para Glc (TcGlcK) (Céceres et al.,
2007).

Como dito anteriormente, os representantes do clado Kinetopastida apresentam como
caracteristica a compartimentalizacdo da glicolise no glicossomo (Haanstra et al., 2016;
Opperdoes, 1987b; Opperdoes e Borst, 1977). Os primeiros 6 passos enzimaticos ocorrem
nessa organela e destaca-se o fato de que, nos membros Trypanosomatidae, as enzimas
hexoquinase e fosfofrutoquinase ndo sdo reguladas da maneira alostérica classica (Aguilar e
Urbina, 1986; Racagni e Machado de Domenech, 1983; Taylor e Gutteridge, 1987; Urbina e
Crespo, 1984). Ainda nessa perspectiva, em T. cruzi a presenca de oxigénio na primeira etapa
da via glicolitica ndo é capaz de suprimi-la em um fenémeno similar ao Efeito Warburg que
ocorre em células cancerigenas. Classicamente, a transicdo da anaerobiose para a aerobiose,
em muitos organismos, é acompanhada por uma rapida diminuicéo da glicolise; esta inibigcdo
é conhecida como “Efeito Pasteur” e T. cruzi carece deste fenémeno (Cannata e Cazzulo,
1984; Heyneman, 1980). Existe a hipdtese de que a propria compartimentalizacdo dos passos

iniciais da via glicolitica poderia ser um fator de regulacdo nesses organismos, visto que o
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fluxo glicolitico poderia ser controlado pelo transporte de hexoses para o glicosomo e pelo
equilibrio entre os niveis de ATP/ADP intraglicossomais (Bakker et al., 2000).

Uma vez no glicossomo, caso a hexose inicial seja a Glc, esta € rapidamente
convertida em duas moléculas de gliceraldeido-1,3-bisfosfato (G 1,3 BP) pelas enzimas
glicoliticas presentes na organela. O G 1,3 BP formado é transportado para o citoplasma por
um sistema até entdo desconhecido e é convertido em fosfoenolpiruvato (PEP), que pode
sequir por duas diferentes vias: (i) conversdo a piruvato devido a atividade do complexo
piruvato kinase citosolico, parte do qual é transportado para a mitocondria para ser oxidado
via ciclo tricarboxilico (TCA) e parte é convertido em alanina por transaminagao, no citosol
ou mitocondria, via alanina aminotranferase ou tirosina aminotransferase (ALAT e TAT
respectivamente) (Cannata e Cazzulo, 1984; Cazzulo, 1992) (ii) transportado de volta para o
glicossomo, seguido pela carboxilagdo do PEP em oxaloacetato, via acdo da enzima PEP
carboxiquinase (PEPCK) (Acosta et al., 2004). O oxaloacetato resultante é convertido em
malato por uma enzima malato desidrogenase glicossomal (MDHg), o qual deixa o
glicossomo e é convertido novamente para piruvato por uma enzima malica citoplasmaética. O
malato pode ainda ser transportado para a mitocondria, onde pode ser convertido em piruvato
pela enzima malica mitocondrial e oxidado via ciclo de Krebs [revisado por (Silber et al.,
2005)

Nesse sentido, quando uma alta concentracdo de malato atinge a matriz mitocondrial,
0 destino do mesmo depende da atividade das enzimas do TCA. Se a operacdo do ciclo for
baixa (um caso extremo seria em anaerobiose), parte do oxaloacetato produzido pela malato
desidrogenase mitocondrial (MDHmM), ird4 se acumular e inibir a enzima malica mitocondrial,
fazendo com que a maioria do malato seja convertido a succinato via fumarato redutase. Se o
ciclo estiver trabalhando ativamente, os niveis de oxaloacetato serdo mantidos baixos e a
enzima malica mitocondrial vai estar ativa. Assim, parte do malato sera convertido a piruvato,
que pode se ligar a coenzimaA (CoA) para formar acetil-CoA, liberando CO,, reacdo
catalisada pelo complexo piruvato desidrogenase. De fato, evidéncias recentes corroboraram
que essas duas ramificacdes no ciclo de Krebs esta presente tanto em T. cruzi, como em T.
brucei (Cannata et al., 1979; Cannata e Cazzulo, 1984; Cazzulo, 1994). Até 0 momento nédo
foram monstradas evidéncias da existéncia de reserva de carboidrato, como glicogénio ou
amido, no Trypanosoma cruzi. Além disso, ndo existem evidéncias diretas de uma
gliconeogénese operativa, porém afirmacdes na literatura (Maugeri, Cannata e Cazzulo, 2011)
e resultados positivos para a atividade das enzimas especificas da gliconeogénese: piruvato
fosfato diquinase (PPDK; 2.7.9.1; (Acosta et al., 2004; Bringaud, Baltz e Baltz, 1998)),



29

piruvato carboxilase (PC; 6.4.1.1; (Acosta et al., 2004)), fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK; 4.1.1.3; (Acosta et al., 2004)), Frutose-1,6-bifosfatase (FBP; EC 3.1.3.11; (Adroher,
Osuna e Lupiafiez, 1987)) e glicose-6-fosfatase (G6Pase; 3.1.3.9; (Avila et al., 1979; Zingales

et al., 1979)) tem indicado a presenca desse processo.

1.4 Biossintese de nucleotideos-acucares em T.cruzi

Hexosaminas ou amino-aglcares sdao hexoses que contém em sua estrutura um grupo
amino em detrimento a um grupo hidroxila. S8 moléculas intrinsecamente ligadas ao
metabolismo de hexoses e aminoacidos e sdo essenciais para a formacdo de nucleotideos-
acucares. Estes, por sua vez, sdo os doadores ativados de agtcares nas reacdes de glicosilagéo.
Comumente, a sintese destes compostos ocorre no citoplasma, com exce¢do de CMP-acido
sialico (CMP-Sia), que é sintetizado no ndcleo da célula (Nakata et al., 2001).

O nucleotideo-actcar UDP-GICNAc € um importante metabolito, uma vez que a ligagéo
de GIcNACc para residuos de Asn, na N-glicosilagéo, representa a ligagdo mais amplamente
distribuida de carboidratos a peptideos. Em T. cruzi, O UDP-GIcNAc produzido é direcionado
para o complexo de Golgi (Baptista et al., 2015) para a formacéao do oligossacarideo precursor
para a N-glicosilacdo, que sera posteriormente adicionado a um residuo de asparagina. Além
disso, 0 UDP-GIcNAC participa da sintese de um precursor que serd destinado aos eventos de
O-glicosilagdo, que, em T. cruzi, tem inicio com a transferéncia de N-acetilglucotosamina
(GIcNAc) para um residuo de serina ou treonina, enquanto que em outros organismos,
incluindo os hospedeiros do parasita, 0 grupo transferido é o N- acetilgalactosamina
(GalNAC), pelo UDP-GalNAc (Koeller et al., 2014)

No processamento de N-glicanos, GICNAc ainda é utilizado para a formacdo de uma
grande variedade de oligossacarideos complexos (Spiro, 2002). UDP-GIcNAc também é um
precursor de varios glicoconjugados, acido hialurénico (Vigetti et al., 2012), GPIs (Watanabe
et al., 1998) e mucinas (Monti et al., 2004). A sintese de acido hialurdnico ocorre através da
O-GIcNAcetilagdo, processo que ocorre no citoplasma de diversas células e que utiliza UDP-
GIcNAc como substrato para a elaboracgéo da glicosaminaglicana (Vigetti et al., 2012).

Em Trypanosoma sp. 0 primeiro passo na sintese das mucinas corresponde a adi¢éo de
GIcNAc a residuos de treonina da cadeia peptidica, em uma reacdo catalisada pela O-GIcNAc
transferase, que utiliza diretamente UDP-GICNAc como substrato (Roper e Ferguson, 2003).
As glicoproteinas mais abundantes na superficie do T. cruzi sdo as Tc-mucinas, mucinas

associadas a proteinas de superficie (ou, mucin-associated surface proteins- MASPS) e 0s
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membros da familia trans-sialidase (TS) (Todeschini et al., 2009). Estima-se ainda que cerca
de 6% dos genes preditos de T. cruzi codificam para a sintese de mucinas, enfatizando a
importancia dessas moléculas. (Buscaglia et al., 2006). Ainda é importante ressaltar que a
incorporacdo de acido sialico através da superficie pelo parasita, mediada pela TS, é um
evento central para o estabelecimento da infecgédo. (Coustou et al., 2008; Milewski, Gabriel e
Olchowy, 2006; Previato et al., 1994)

1.5 Passos enzimaticos relacionados as hexosaminas

A fosforilacdo das moléculas GIcN e GIcNAc por hexoquinase (EC 2.7.1.1) pode ser
considerada a mais provavel porta de entrada para ambos metabélitos no metabolismo do T.
cruzi, visto que ndo existem sequéncias putativas para glucosamina quinase (EC 2.7.1.8) ou
N-acetilglucosamina quinase (EC 2.7.1.59) no genoma de Tripanossomatideos. Em seguida,
pode-se dividir o metabolismo de hexosaminas em duas partes; uma catabolica e outra

anabdlica. De modo geral a via catabolica, denominada Hexosamine Degradation Pathway

(HDP), é composta de dois passos enzimaticos: (i) GIcNAc é fosforilagdo no glicossomo,
formando N-acetil-glucosamina-6-fosfato (GIcNAc-6-P) e posteriormente desacetilagéo pela
enzima N-acetilglucosamina 6-fosfato desacetilase (nagA; EC 3.5.1.25), produzindo
glucosamina-6-fosfato (GICN-6-P) e acetato; (ii) GICN-6-P seria entdo convertido em fructose
6-fosfato (Fru-6-P) e amdnia pela acdo da enzima glucosamina 6-fosfato desaminase, (nagB;
EC 3.5.99.6), no que seria o0 passo final na via de utilizacdo de GIcN/GICNAc especifica,
ficando assim determinado o seu destino metabdlico (Vincent, Davies e Brannigan, 2005;
Yadav et al.,, 2011) ap0s esse passo a cadeia carbonica seria processada em reacoes
pertencentes a glicolise.

Jé& a via anabdlica, denominada Hexosamine Biosynthesis Pathway (HBP), é composta

de quatro passos enzimaticos. Inicialmente, a enzima glutamina frutose-6-fosfato
aminotransferase (GF6PA EC 2.6.1.16), que utiliza L-glutamina (GIn) como fonte de
nitrogénio e Fru-6-P como estrutura carbdnica para formar os produtos L-glutamato (Glu) e
GIcN-6-P. As propriedades bioguimicas e fisicas da enzima GF6PA foram extensivamente
estudadas em organismos procariotas (Badet et al., 1987; Teplyakov et al., 2001, 2002). No
entanto, pouco se sabe sobre suas ortologas eucarioticas. A extracdo e purificacdo de GF6PA
de eucariotas é uma tarefa dificil devido aos baixos niveis em que esta expressa, além de ser
uma proteina de grande massa molecular e de formar complexas estruturas quaternarias.

Portanto, a estratégia mais utilizada para se avaliar o papel biologico de GF6PA foi a
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superexpressdo. Um exemplo dessa abordagem foi o trabalho de Sachadyl e colaboradores em
C. albicans, (Sachadyn et al., 2000). Em diferentes organismos esta reportado que a reagao da
GF6PA é unidirecional e que ndo é dependente de cofatores. (Calcagno et al., 1971; Chmara e
Zahner, 1984; lkeda e Tsuiki, 1972; McKnight et al., 1992). Em 2008, Naderer e Co.
demonstraram que Leishmania major se torna auxotrofica para hexosaminas quando o gene
responsavel pela expressdo de GF6PA é deletado. Os autores também afirmam nesse trabalho
que a enzima € essencial para a viabilidade de formas promastigotas e amastigotas.(Naderer,
Wee e McConville, 2008). No segundo passo da via, atua a enzima glucosamina-6-fosfato-N-
acetiltransferase (GNA; EC 2.3.1.4). Em eucariotos, a GNA catalisa a transferéncia do grupo
acetil do acetil-CoA para a GIcN-6-P, produzido GIcNAc-6-P e co-enzima A (CoA). A
presenca de fons bivalentes, especialmente Mg®*, contribui positivamente para a atividade da
enzima, mas aparentemente esses cations ndo desempenham papel catalitico per se (Milewski,
Gabriel e Olchowy, 2006). Em Saccaromyces cerevisiae, a GNA apresenta-se como um
dimero, cujo mondmero consiste de um nucleo central constituido por cinco folhas [-
antiparalelas de cadeia mista rodeadas por quatro a-hélices, ¢ uma fita (strand) 6 na
extremidade COOH-terminal, que se projeta para longe do nucleo central. O mecanismo
molecular da reacdo catalisada pela enzima envolve um ataque nucleofilico direto do grupo
amino da GIcN-6-P na carbonila do Acetil-CoA, seguida da formacdo de um intermediario
tetraedrico (Peneff, Mengin-Lecreulx e Bourne, 2001). A GNA também tem sido estudada em
T. brucei; seus parametros cinéticos e localizacdo glicossomal foram definidos apds os
estudos de Marifio e colaboradores. Os valores de Ky obtidos para GICN-6P (144 + 11 uM) e
acetil-CoA (243 £ 44 uM) (Marino et al., 2011) séo similares aos valores ja relatados para
esta enzima em outros organismos (Kato et al., 2005; Nishitani et al., 2006). Além disso,
Marifio e colaboradores verificaram que o gene TbGNA ¢é essencial em T. brucei. Marifio
ainda verificou que a GNA de T. brucei assemelha-se & encontrada em humanos quanto a
especificidade por substratos, atividade e modo de dimerizagéo, no entanto, guarda diferencas
quanto ao sitio ativo da enzima (Marino et al., 2011). No terceiro passo da via, atua a enzima
fosfoacetilglucosamina mutase (PAGM; EC 5.4.2.3) que catalisa a reacdo de interconversédo
de GIcNAc-6-P em N-acetil-glucosamina-1-fosfato (GIcNAc-1-P). A reacdo da PAGM ¢é
dependente de fons divalentes, em especial Mg** e em muitos organismos foi relatada como
uma enzima promiscua, por exercer eventualmente as catalises de conversao entre Glicose-6-
fosfato (Glc-6-P) e Glicose-1-fosfato (Glc-1-P) e entre Manose-6-fosfato (Man-6-P) e
Manose-1-fosfato (Man-1-P) (Boles et al., 1994; Fernandez-Sorensen e Carlson, 1971;
Hofmann, Boles e Zimmermann, 1994). De fato, a proteina de T. brucei homdéloga as PAGMs
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de outros organismos, demonstrou catalisar a reacdo de mutase tanto de Glc-6-P quanto de
GIcNAc-6-P. Neste mesmo trabalho os parametros cinéticos relacionados ao substrato
GIcNAc-6-P foram estipulados (Bandini et al., 2012); Finalmente, o quarto passo enzimatico
da HBP é catalisada pela enzima UDP- N-acetilglucosamina pirofosforilase (UAP; EC
2.7.7.23). UAP catalisa a conversdo de UTP e GIcNAc-1-P, em UDP-N-acetil-D-glucosamina
(UDP-GIcNAc) e pirofosfato. Esta enzima pertence & familia das transferases,
especificamente  aquelas que  transferem  grupos  nucleotidicos  fosfatados
(nucleotidiltransferases). Em 2008 Strokes e colaboradores identificaram uma sequéncia de
UAP no genoma de T. brucei, caracterizaram a cinética correspondente e verificaram a sua
essencialidade. Em 2010 Urbanick e col foram capazes de obter um cristal de TbUAP
recombinante e utiliza-la como ferramenta para a selecéo de inibidores (Urbaniak et al., 2013)

Os trabalhos que descrevem os passos enzimaticos de HDP e HBP demonstraram sua
essencialidade em tripanossomatideos, especialmente em T. brucei. Isto denota a necessidade
de se aprofundar os estudos sobre HBP e no caso de T. cruzi, iniciar sua caracterizagéo

cinética e a verificacdo e a participacdo em processos bioldgicos do parasita.
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Figura 4. Processos relacionados ao metabolismo de hexosaminas. HT: Transportador de hexoses. (1)
Hexoquinase (HK; EC 2.7.1.1; Q4D3P5); (2) glicose-6-fosfato isomerase (PGI; EC 5.3.1.9; Q4E5N1); (3)
glucosamina-frutose-6-fosfato aminotransferase (GF6PA; EC 2.6.1.16; Q4DZ02); (4) glucosamina-6-fosfato-N-
acetiltransferase (GNA; EC 2.3.1.4; Q4DX16); (5) fosfoacetilglucosamina mutase (PAGM; EC 5.4.2.3;
Q4DA33); (6) UDP- N-acetilglucosamina pirofosforilase (UAP; EC 2.7.7.23; Q4E2R5); (7) N-acetilglucosamina
6-fosfato desacetilase (nagA; EC 3.5.1.25; Q4CZT5); (8) glucosamina 6-fosfato desaminase (nagB; EC 3.5.99.6;
Q4DD39); (9) subsequentes passos enzimaticos da glicdlise.
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CAPITULO 2: OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral
Avaliar a existéncia e a relevancia do metabolismo de hexosaminas na biologia do T. cruzi.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar a caracterizacdo bioquimica da TcGF6PA e TcGNA e avaliar o seu papel na

biologia do T. cruzi.
e Caracterizar a cinética do transporte das hexosaminas para o interior das células.

e Auvaliar o papel das hexosaminas na bioenergética de T. cruzi
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CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS
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3.1 Microorganismos utilizados e condi¢fes de crescimento
3.1.1 Escherichia coli

As cepas bacterianas utilizadas sdo descritas a seguir, sendo a primeira utilizada para
clonagem do DNA de interesse e a segunda para expressdao da proteina recombinante,
respectivamente: E. coli cepa XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi! hsdR17 supE44 relAl lac
[F" proAB laclfZAM15 Tn10 (Tet")] e E. coli cepa BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL: F ompT
hsdS (rg" mg’) decm® Tet” gal A (DE3) endA Hte [argU proL Cam'). Os genes listados
significam alelos mutantes. Os genes no episoma F', no entanto, sdo de tipo selvagem, a
menos que indicado de outra forma.

Para a cultura de cepas bacterianas foi utilizado o meio Lysogeny broth (LB) (Bertani,
1951), cuja composicdo é: 10 g de peptona de carne, 5 g de extrato de levedura e 10 g de
NaCl, por litro de meio preparado. De acordo com a cepa e/ou do plasmideo usado na
transformacédo bacteriana, o meio foi suplementado com antibioticos especificos: ampicilina
(100 pg/mL), tetraciclina (5 pg/mL) ou canamicina (30 pg/mL). Para a preparagdo de meios
solidos, foi adicionado agar bacterioldgico na concentracdo final de 1,5% p/v. Os clones
selecionados foram conservados em uma solucdo de LB suplementada com 15% de glicerol

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

3.1.2 Trypanosoma cruzi
3.1.2.1 Formas epimastigotas

Foi utilizada cepa CL, clone 14 de T. cruzi (Brener e Chiari, 1965). Os epimastigotas
foram mantidos por passagens sucessivas (a cada 48 h) a 28 °C em meio LIT (Liver Infusion
Tryptose) cuja composicdo é: 5 g de infusdo de figado, 5 g de triptose, 4 g de NaCl, 0,4 g de
KCI e 8 g de Na;HPO, por litro de meio preparado; o pH utilizado foi 7.4. Em seguida foi
adicionada hemina ao meio na concentracéo final (Cf) de 0,01 mg/mL. Apos autoclavagem o
meio foi suplementado com soro fetal bovino estéril (Cf = 10%) e glicose estéril (Cf = 0,2%)
(Camargo, 1964).
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3.1.2.2 Tripomastigotas metaciclicos

Para diferenciancdo in vitro das formas epimastigotas em formas tripomastigotas
metaciclicas, foi usado meio TAU (do inglés Triatomine Artificial Urine ou urina artificial de
triatomineo, cuja composicdo ¢ 190 mM NaCl, 17 mM KCI, 2 mM MgCl,, 2 mM CacCl,, 8
mM tampdo fosfato de sodio pH 6)) (Contreras et al., 1985). Inicialmente, formas
epimastigotas em fase exponencial de crescimento (5 x 10" parasitas mL™) foram transferidas
para meio LIT na concentracéo de 0,5 x 10" p/mL. Decorridos quatro dias de crescimento, a
fim que se atingisse a fase estaciondria de crescimento, apds lavagens com PBS (tampédo
fosfato-salino, pH 7,4), as células (5 x 10’ mL™) , transferidas para meio TAU no qual foram
incubados por duas horas a 28 °C. Ap0s esse tempo, as células foram transferidas para 0 meio
TAU-3AAG (TAU suplementado com 10 mM Glc, 2 mM Asp, 50 mM Glu, 10 mM Pro) e
incubados a 28 °C por sete dias.

De acordo com o objetivo do experimento, quando necessario, as formas metaciclicas
foram purificadas utilizando uma matriz de troca i6nica (DEAE-celulose, Sigma, Saint Louis,
MO, EUA®), como descrito previamente (Teixeira e Yoshida, 1986). Brevemente, 0s
parasitas foram lavados duas vezes com PBS e ressuspendidos em 3-5 mL de PBS-glicose
5,4% (PBS-G). Posteriormente foram aplicados na coluna de DEAE-celulose previamente
equilibrada com cinco volumes PBS-G. A eluicdo de tripomastigotas metaciclicos foi avaliada
mediante coleta de aliquotas de aproximadamente 2 mL e observagdo por microscopia de luz.
As fragdes contendo parasitas foram coletadas até a dete¢do de formas epimastigotas. Todas
as fracOes seguintes a aquela onde foram detectados epimastigotas foram descartadas. As
fracbes contendo tripomastigotas metaciclicos purificados foram morfoldgica e
quantitativamente analisadas mediante a contagem em camara de Neubauer e utilizados em

experimentos posteriores.

3.1.2.3 Formas tripomastigotas derivados de células

Foram utilizadas células da linhagem CHO-K;, linhagem derivada de ovério de
hamster chinés. As células CHO-K; foram mantidas em meio RPMI-1640 (VitrocellTM)
suplementado com 10% SFB (v/v), 0,15% NaHCOs (p/v), 100 U mL™ penicilina, 100 pg mL"
! estreptomicina e incubadas a 37 °C sob atmosfera (imida de 5% de di6xido de carbono
(COy).



39

Assim, 5 x 10° células.mL™ foram semeadas em garrafas de cultivo e, ap6s adesdo &
superficie, foram infectadas com formas tripomastigotas a uma multiplicidade de infecgéo
(moi) de 50. As células e os parasitas foram incubados durante 3 h a 37 °C sob atmosfera de
CO,, lavados duas vezes com PBS estéril, sequido pela adi¢cdo de meio RPMI suplementado
com 10% SFB (v/v). Ap6s 24 h de incubacgdo a 37 °C, as células foram lavadas duas vezes
com PBS e ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 2% SFB (v/v); as garrafas
foram transferidas a 33 °C sob atmosfera de 5% CO,. As formas tripomastigotas de cultura
foram coletadas do sobrenadante de garrafas infectadas ap0s o quarto, quinto e/ou sexto dia
pos infeccdo, tempo esse referente & duracdo de um ciclo de infeccdo até ruptura das células
hospedeiras.

3.2 Caracterizacao do transporte de hexosaminas em Trypanosoma cruzi

A caracterizacdo do transporte de GIcN e GIcNAc foi realizada em formas
epimastigotas de T. cruzi, utilizando metodologia descrita em (Silber et al., 2002, 2009). A
incorporacédo das hexosaminas também foi verificada em outros dois estagios do ciclo de vida
do parasita: tripomastigotas oriundos de infeccdo em células de mamifero e tripomastigota
metaciclico. Como controle e para futuras comparacdes, 0 ensaio de transporte de Glc

também foi avaliado.

3.2.1 Transporte em formas epimastigotas

O cultivo de formas epimastigotas foi iniciado com uma densidade celular de 1 x 10’
mL™ e mantido por 48 h para atingirem a fase exponencial de crescimento (4 a 6 x 10’
parasitas/mL). As células foram lavadas duas vezes em PBS (1.600 x g, 5 min, 4°C) e
ressuspendidos no mesmo tamp&o a uma densidade final de 2 x 10® parasitas/mL. A
suspensdo de parasitas foi distribuida em aliquotas de 100 pL (2 x 10" parasitas). O transporte
foi iniciado pela adigéo de 100 pL de Glc, GlcN ou GIcNAc em PBS, concentragéo final 3
mM, na presenca de 1,6 pCi de D-[U-**C]-Glucose, D-[U-**C]-glucosamine ou D-[1-**C]-
GIcNAc (ARC Inc., Saint Louis, MO, USA). A menos que outra informacgdo seja
especificada, a incorparacdo foi medida a 28 °C, por um minuto, na presenca de 3 mM do
metabdlito radioativamente marcado. A interrupcdo do transporte foi feita pela adi¢do de
excesso 800 pL do metabdlito sendo avaliado pre-incubado em gelo (50 mM em PBS) e o0s

tubos foram colocados em gelo imediatamente apds a adicdo dessa solucdo. Os parasitas
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foram lavados duas vezes por centrifugacgdo (10.000 x g, 2 min, 4 °C) ressuspendidos em 100
uL de PBS e transferidos para tubos com 1 mL de liquido de cintilagdo. Para cada condicdo
foi analisada a associacdo de marcagédo radiativa a células incubadas por 0 minuto (tempo
zero), pela adicdo simultanea da solucdo de metabolito marcado e solucdo de parada com
metabdlito frio. Este dado foi utilizado para o célculo das CPMs (cintilagdes por minuto)
incorporadas durante 1 min. As amostras foram analisadas no detector de cintilagdo Perkin
Elmer Tri-carb 2910 TR.

3.2.2 Dependéncia do transporte em relacéo ao tempo, Vmax € Km

A incorporacgédo de hexosaminas em relacdo ao tempo foi medida utilizando a mesma
concentracdo do substrato (3 mM) e diferentes tempos de incubagdo dos parasitas (0 a 3 h).
Dos dados obtidos foi estabelecido o tempo inicial no qual era possivel medir Vq (janela de
tempo na qual pode se assumir que o substrato transportado em funcdo do tempo segue uma
funcdo linear). Também foi avaliado o transporte de hexoses em relacdo a concentracdo do
substrato, para isso a incorporacdo foi medida em funcdo da concentragdo externa de
hexosaminas. Os dados obtidos foram utilizados para ajuste da funcdo hiperbolica que
descreve o modelo cinético de Michaelis-Menten, sendo determinados os valores de Vpmax €
Kwm.

3.2.3 Transporte de hexosaminas em competi¢cdo com glicose

A possibilidade de o transporte de hexosaminas ocorrer via transportador de Glc foi
avaliada utilizando os metabdlitos radioativamente marcados (como descrito em 3.3.1), em
ensaios de competicdo independentes e nas concentragcBes correspondentes a Ky dos
transportadores, previamente estabelecidas (Concentra¢des utilizadas: Glc = 0,18; GIcN =
0,84; GIcNAc = 0,06 mM). Deste modo seis ensaios foram desenhados, em cada um se variou
a concentragcdo de um substrato e ao fim foi possivel calcular o 1Cso correspondente a cada
interacdo. Como controle negativo avaliamos o transporte sem competicdo e como controle
positivo de inibicdo foram utilizados Glc, GIcN ou GIcNAc frios na concentracao

correspondente a 10 vezes o valor da sua propia Ky.
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3.2.4 Transporte em formas tripomastigotas metaciclicas

Formas tipomastigotas metaciclicas, obtidas como descrito anteriormente, foram
utilizadas para o transporte de hexosaminas. Os parasitas foram incubados na presenca de
hexosaminas marcadas radioativamente. O transporte foi realizado conforme descrito para

formas epimastigotas.

3.2.5 Transporte utilizando estagios do T. cruzi presentes no hospedeiro mamifero

O transporte de hexosaminas também foi avaliado em formas do parasita presentes no
hospedeiro mamifero: tripomastigotas oriundos de infecgdes em células CHO-K;, obtidas
conforme descrito anteriormente; as quais foram incubadas na presenca de hexosaminas
radioativamente marcada por 1 e 10 min. O transporte foi realizado conforme descrito para

formas epimastigotas.

3.3 Avaliacéo da importancia das hexosaminas para o T. cruzi
3.3.1 Atividade quinase de hexose/hexosaminas em extratos de formas epimastigotas

Formas epimastigotas em fase exponencial de proliferacdo foram usadas para a
obtencdo de extratos, procedimento descrito com mais detalhes em 3.4.4. Para a avaliacdo da
atividade de quinase de hexose/hexosaminas nestes extratos foi utilizado o sistema classico de
acoplamento com as enzimas piruvato quinase e lactato desidrogenase para a quantificacdo do

ADP derivado da fosforilacdo da hexose/hexosamina:
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b\“ﬁﬂ\
a9
Hexose/ Nl Hexose/
. + ATP —mm——> i + ADP + P,
Hexosamina Hexosamina-6-fosfato
PK

ADP + PEP ——> ATP + Piruvato

LDH
Piruvato + NADH ——> L.actato + NAD™

Figura 5. ReacbGes para medicdo de atividade de quinase. A atividade no extrato foi medida por
espectrofotometria a 340 nm observando-se a oxidacdo do NADH (substrato da enzima LDH). A reacédo
enzimatica foi medida, modificando-se o protocolo previamente padronizado por (Crispim et al., 2018). para
atividade enzima glutamina sintetase de T. cruzi: (34,1 mM tamp&o imidazol; 3 mM Glc ou Hexosamina; 1 mM
ATP; 18,9 mM KCI; 1 mM MgCl,. 0,25 mM NADH; 1,1 mM fosfoenolpirurato; 1 U PK/LDH). Para iniciar a
reacdo foi utilizado extrato de epimastigotas em diferentes concentracdes (25, 50 e 100 pg) em cada medicéo ou
sem extrato como um dos controles negativos. O outro controle negativo utilizado no ensaio consistiu na reacéo
de atividade sem Hexose/Hexosamina e na presenca de todos os outros reagentes, incluindo a quantidade
maxima de extrato utilizada no experimento (100 ug).

3.3.2 Viabilidade de formas epimastigotas
3.3.2.1 Método de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazoliobromida)

Epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes com
PBS (10 min, 1.100 x g, 4 °C). O precipitado foi ressuspendido em PBS, a amostra foi
contada em camara de Neubauer e foram feitas solugdes com a concentracao final de 30 x 10°
parasitas/mL. As amostras foram entdo suplementadas com 3 mM de Glc, GIcN, GIcNAc ou
apenas PBS (controle). Apos 24, 48 e 72 horas a viabilidade celular dos parasitas foi avaliada
utilizando-se os métodos de reducdo de Mosmann (Gonzalez-Pinzon, Haggerty e Myrold,
2012; Mosmann, 1983). As amostras foram lavados uma vez com PBS, os precipitados foram
ressuspendido em 300 pL de PBS e distribuidos em triplicata em placa de 96 pogos, 100 pL
por poco. Logo apos, foram adicionados 20 pL de MTT (5 mg/mL) e a placa foi incubada a
28°C, protegida da luz, por 3 horas. A reagéo foi interrompida com a adi¢do de 100 pL de
SDS 10%. As placas foram lidas em espectofotdometro de placa utilizando-se A 595 nm e
como referéncia A 690 nm. A viabilidade das células foi observada mediante o aparecimento
da cor azul do formazan homogéneo “thiazolidin”. O mecanismo de redu¢do do MTT parece
envolver a atividade enzimas mitocondriais NAD(P)H dependentes (Berridge e Tan, 1993).



43

3.3.2.2 Método de Resazurina

Epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes com
PBS (10 min, 1.100 x g, 4 °C). O precipitado foi ressuspendido em PBS. As amostras foram
contadas em camara de Neubauer e foram feitas solugdes com a concentragéo final de 20 x
10° parasitas/mL. As amostras foram entdo suplementadas com 3 mM de Glc, GIcN, GIcNAc
ou apenas PBS (controle). Posteriormente as culturas foram distribuidasem triplicata em placa
de 96 pocos, 100uL por poco. Logo apds, a placa foi incubada, protegida da luz a 28°C. A
solugdo de Resazurin foi adicionada (10puL por pogo, Cf= 0,125 pg/uL), 2 h antes dos tempos
de incubacdo desejados, a saber, 24, 48, 72 e 96 h. Os parametros de leitura no fluorimetro
foram excitagdo: A 544 nm e emissdao: A 570 nm. A Resazurina é um indicador redox que

guando reduzido a resoforina nas mitocondrias, torna-se rosa e fluorescente.

3.3.3 Ensaio de recuperacéo de proliferacdo

Parasitas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes com PBS (10
min, 1.100 x g, 4 °C). Os parasitas, 50 x 10° parasitas/mL, foram ressuspendidos em PBS
suplementado com 5 mM de Glc, GIcN, GIcNAc ou apenas PBS (controle). Apos 24, 48, 72
ou 96 horas de incubacdo os parasitas foram lavados 2 vezes em PBS, contados e
ressuspendidos em meio LIT (2,5 x 106 parasitas/mL). A proliferagéo celular foi estimada por
leitura da absorbancia da densidade 6tica (DO) em 620 nm. A absorbancia foi convertida em
valores de densidade celular (parasitas/ml) usando uma equacgéo de regressao linear que foi

obtida de epimastigotas mantidos em meio LIT em diferentes concentracdes.

3.3.4 Avaliacéo dos niveis de ATP intracelular

Para avaliar os niveis de ATP intracelular em formas epimastigotas de T. cruzi, foi
utilizado o kit bioluminescente para células sométicas, Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA). Parasitas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes
em PBS e incubados por 24 h em PBS. Apo0s esse periodo foi adicionado 3 mM de Glc, GIcN
ou GIcNAc, PBS foi usado como controle. Apos diferentes tempos incubagdo por um periodo
méximo de 24 horas, nos diferentes metabélitos, 1 x 10 parasitas foram lavados em PBS
(10.000 x g, 2 min, 4°C) e ressuspendidos em 200 pL de tampao de lise + 200 puL de PBS. O
lisado foi destribuido em triplicata em placa de 96 pocos (50 pL por poco) e adicionado a

enzima luciferase. A concentracdo de ATP foi determinada utilizando-se uma curva de
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calibracdo com concentra¢@es conhecidas de ATP. No ensdio, a luminescéncia foi obtida pela
reacdo entre a luciferase e 0 ATP que foi liberado apos a lise celular, sendo determinada pela
utilizacdo do lumindmetro Spectramax i3, Molecular Devices, utilizando-se um A 570 nm
(Martins et al., 2009). A normalizagéo foi feita com a quantificacdo das proteinas totais do
lisado, ulitlizando-se o método de Bradford (Bradford, 1976).

3.3.6 Importancia das hexosaminas na metaciclogénese

Formas epimastigotas em fase exponencial de proliferacdo (50 x 10° parasitas.mL™),
foram distribuidas em garrafas na concentragdo final de 5 x 10° parasitas mL™ em meio LIT.
Os parasitas foram incubados por 4 dias a 28 °C, atingindo a fase estacionaria, seguindo a
configuracdo padéo de proliferagdo do T. cruzi, cepa CL 14 como demonstrada no Anexo 1.
Apdbs esse periodo, os parasitas foram contados utilizando cadmara de Neubauer. Foram
considerados em fase estacionaria culturas em concentracdo acima de 80 x 10° parasitas/mL,
também demonstrada no Anexo 1. A cultura foi lavada duas vezes com PBS (5 min, 1.600 x
g, 4 °C) e ressuspendida em meio TAU. Em seguida a amostra foi distribuida em placa de 24
pocos e incubada por 2 horas a 28 °C. Apoés esse tempo, foram suplementados, em diferentes
0s metabolitos de estudo (10 mM Glc, 10 mM GIcN, 10 mM GIcNAc ou 10 mM GIcN + 5
mM dos aminoacidos Pro, Asp e Glu) ou o controle positivo de diferenciacdo, 0 meio padréo
TAU 3AAG (10 Mm Glc + 5 mM dos aminoacidos Pro, Asp e Glu) A porcentagem de
diferenciacdo foi monitorada a cada dia por contagem em camara de Neubauer dos parasitas
liberados para o sobrenadante dos pocos,. Em alguns experimentos, como nas atividades
enzimaticas ou ensaios de transporte foi utilizado somente o tratamento no meio TAU 3AAG

e no sexto dia de diferenciacéo os parasitas foram purificados em coluna de DEAE-celulose.

3.4 ldentificacdo dos genes putativos para enzimas do metabolismo de hexosaminas no
genoma de T. cruzi

3.4.1 Extragdo de DNA gendmico de T. cruzi

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

realizada mediante utilizacdo do NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).
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3.4.2 Amplificacédo e clonagem de TcGF6PA e TcGNA de T. cruzi

Com base na sequéncia génica de TcGF6PA (TcCLB.510303.200) e TcGNA
(TcCLB.508831.120), foram desenhados e sintetizados oligonucleotideos com sitios de
clivagem para endonucleases de interesse, possibilitando o desenvolvimento das metodologias
detalhadas nesse trabalho. A amplificacdo do fragmento de DNA de interesse foi realizada
mediante a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para isso, foram preparadas
reacOes contendo: 100 ng de DNA genémico extraido de formas epimastigotas da cepa CL,
clone 14 de T. cruzi, 1 x de tampéo para Tag DNA Polimerase (+KClI, -MgCl,) (Fermentas®),
1,5 mM de MgCl;, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 uM de cada oligonucleotideo, 2,5 U da enzima Taq
DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA®) e H20 mili-Q para 25
pL. Como controle negativo foi usado dgua ao invés de DNA na amostra. As condigdes de
amplificacdo, em linhas gerais, foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 min,
seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento dos oligos ao DNA
molde a 62 °C por 1 minuto e 30 segundos e extensdo da cadeia nucleotidica a 72 °C por 1
minuto e 30 segundos, além de uma extensdo final adicional a 72 °C durante 10 minutos. Os
produtos de PCR obtidos foram purificados a partir do gel de agarose utilizando o kit
GeneJET® (Thermo®) segundo as indicac¢bes do fabricante.

Para a verificacdo da amplificacdo e do tamanho do fragmento de DNA
correspondente a ORF de TcGF6PA ou TcGNA, as amostras foram resolvidas sob
eletroforese em gel de agarose. Para isto, o gel foi preparado em 1% (p/v) de agarose
dissolvida em tampédo TAE (40 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8 ajustado com é&cido acético),
acrescentado de 0,5 ug/mL brometo de etidio. Aliquotas de DNA foram diluidas em tampé&o
de amostra (0,25% de azul de bromofenol p/v, 0,25% xileno cianol p/v e 20% glicerol v/v) e
aplicadas no gel. Como padrdo de peso molecular foi utilizado o 1Kb DNA ladder
(Fermentas®). A corrida eletroforética foi realizada aplicando uma voltagem de 115 V e 0s
fragmentos de DNA foram visualizados sob a luz ultravioleta utilizando um transiluminador
Benchtop UV transiluminator (UVP).

Os amplicons obtidos foram precipitados com 10% (do volume da PCR) de acetado de
sodio 3 M pH 5,2 e trés volumes de etanol absoluto gelado e mantidos a -20 °C. Apos a
precipitacao, a reacdo foi centrifugada a 12.000 xg por 10 min a 4 °C, o sedimento foi lavado
com etanol 70%, e 0 DNA seco e ressuspendido em agua ultrapura.

Seguindo indicac6es do fabricante, as sequéncias amplificadas foram digeridas com as
enzimas de restricdo correspondentes e clonadas no vetor pET28a:) (NOVAGEM®),
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conferindo possibilidade de expressdo das proteinas recombinantes fusionadas a uma etiqueta

de 6xHis no N-terminal ou em ambas exterminadas da proteina.

3.4.3 Sequenciamento de DNA

As reacOes de sequenciamento foram realizadas pelo Método de Sanger (Sanger,
Nicklen e Coulson, 1977), utilizando os oligonucleotideos T7 sense e antisense, e o Kit de
sequenciamento de DNA BigDyeTM 3.1 (Applied Biosystems) segundo instrucfes do
fabricante. As reacGes ocorreram no sequenciador automatico ABI 3100 (Applied
Biosystems). Os alinhamentos e comparacdes entre as sequéncias foram realizados mediante
0 uso dos programas Align versdao 6.2.0, MUSCLE BLAST versdo 2.2.19, BioEdit versdo

7.0.0 e outros disponiveis.
3.4.4 Expresséo e purificacdo de TcGF6PA e TcGNA recombinantes em E. coli

Os genes putativos codificantes das proteinas GF6PA e GNA foram clonados em pET-
28a(+) para expressdo em E. coli linhagem BL21-codon plus. As bactérias contendo o
plasmideo proliferaram em um pré-inoculo a 37°C em meio LB com kanamicina e tetraciclina
por 16 horas. O pré-indculo foi diluido 1:100 no mesmo meio e incubado a 37°C, sob agitacao
até a cultura atingir uma densidade optica (DO) de 0,6, quando seguiu-se variando a
temperatura de expressdo para otimizar a solubilidade da proteina, usando 0,5 mM IPTG
como indutor. Apos centrifugacdo, as amostras foram suspensas em 100 pl de tampao de
amostra para Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)
1X e aplicadas em gel SDS-PAGE 10% (descrito em 3.4.5).

As construgdes realizadas foram desenhadas para se obter proteinas recombinantes
possuindo 6-histidinas no extremo N-terminal (esses residuos séo codificados pelo vetor pET-
28a(+)). Isso permite a purificagdo dessas proteinas num Gnico passo em coluna de afinidade
de niquel Ni-NTA agarose (Qiagen®). As culturas poés-inducdo com IPTG foram
centrifugadas (5000 x g por 15 min a 4 °C) os sedimentos foram homogeneizados em tampé&o
de lise, acrescidos de 10 puL de coquetel de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich / P8849).
Em seguida, as células foram submetidas a lise por sonicacdo e, apds, foi realizada a
centrifugagdo (12000 x g por 30 min a 4 °C), separando-se o lisado clarificado da fragéo
insoldvel (precipitado). O lisado clarificado foi utilizado para dar seguimento a purificacdo
em coluna de resina de niquel (Ni-NTA agarose Qiagen®). Inicialmente a coluna foi

equilibrada com 3 volumes de tampéo de ligacdo (20 mM Tris HCI; 500 mM NaCl; 5 mM
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Imidazol; pH = 7,9). O lisado foi entdo passado trés vezes através da coluna. Logo em
seguida a coluna foi lavada sequencialemente com 10 volumes de tampé&o de ligacdo e 6
volumes de tampéo de lavagem (20 mM Tris HCI; 500 mM NaCl; 60 mM Imidazol; pH =
7,9). Ao fim as proteinas recombinantes foram eluidas com tampéo de eluicdo (20 mM Tris
HCI; 500 mM NacCl; 500 mM Imidazol; pH = 7,9). As amostras eluidas foram quantificadas
(método de (Bradford, 1976)) e analisadas em gel SDS-PAGE 10%.

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

A separacdo de proteinas foi realizada mediante electroforese em géis de
poliacrilamida (12%) em condi¢cfes desnaturantes e redutoras. O gel de separacdo é composto
de 375 mM de tampéo Tris-HCI pH 8,8, 0,1% de SDS v/v, 12% de solucgdo acrilamida/bis-
acrilamida (29:1) e agua destilada gsp 10 ml, 5 pl de TEMED (Tetra Metil Etileno Diamina,
Sigma®) e 0,05% de persulfato de amonio (v/v). Apos a polimerizacao, foi adicionado o gel
de empilhamento (125 mM de tampdo Tris-HCI pH 6,8, 0,1% SDS v/v, 5% de solucéo
acrilamida/bis-acrilamida p/v (29:1), agua destilada qsp 5 ml, 5 ul de TEMED ¢ 0,05% de
persulfato de amonio (v/v).

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

Os géis foram corados com uma solucéo de Coomassie Brilliant Blue (0,1%
Coomassie blue R-250 p/v, 50% MetOH v/v e 10% acido acético v/v) e descorados com uma
solugdo contendo 12,5 % isopropanol e 25% acido acético. As massas moleculares das
proteinas foram estimadas por comparacdo com os marcadores Unstained Protein Molecular
Weight Marker e Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo®).IP

3.4.6 Preparo de extrato proteico de T. cruzi para medicdo das atividades enzimaticas de
GF6PA e GNA

Os ensaios de atividade das enzimas em estudo, assim como a deteccao de TCGNA por
western blotting, foram realizados em lisados celulares do parasita. Cada lisado foi preparado
a partir de 2 x 10’ parasitas, de diferentes formas do ciclo de vida, cultivadas como descrito na

secdo 3.3.2. No caso das células CHO-K;, foram usadas 1 x 10° células. O material foi
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coletado por centrifugacdo (10 min a 1.500 xg a 4 °C) e lavado duas vezes com PBS. O
precipitado foi ressuspendido em tampdo de extragdo [20 mM Tris-HCI, pH 7,9, 100 mM
NaCl, 0,25 M sacarose, 1 mM EDTA, 0,1% Triton X-100 (v/v), 1 mM de
Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), dissolvido em Etanol puro, 1 mM de Tosyl-L-lysyl-
chloromethane hydrochloride (TLCK) e 10 uM de N-trans-epoxysuccinyl-L-leucine-4-
guanidinobutylamide (E64)]. As células foram lisadas por sonicagdo através de quatro ciclos
de 20% de poténcia e 30 s de duracdo com intervalos de 1 min em gelo entre cada um dos
ciclos. O lisado foi clarificado por centrifugagdo (15 min, 16.000 x g a 4 °C). uma aliquota do

sobrenadante foi usado para a determinacdo da concentragéo proteica (Bradford, 1976).

3.5 Ensaios de atividade enzimatica

Os ensaios de atividade foram utilizados tanto para o0 estudo das enzimas

recombinantes obtidas quanto para a verificagao de atividade em extratos de T. cruzi

3.5.1 Atividade de GF6PA

O principio da atividade de glutamina frutose-6-fosfato aminotransferase € que o L-
glutamato, produto da reacdo é diretamente proporcional a atividade enzimética. Para
quantificar essa molécula, foi acoplada a reacdo uma glutamato desidrogenase comercial
(Sigma-Aldrich®) e a reducdo de NAD" e o consequente aumento de absorbancia a 340 nm
foram aferidos. Através desta estratégia foram determinados os pardmetros Km € Vmax € foram

testados possiveis inibidores da enzima em questao.

3.5.2 Atividade de GNA

Duas metodologias foram aplicadas para a verificacdo da atividade de GNA, uma para
a enzima recombinante e outra para 0s extratos protéicos de T. cruzi, respectivamente:

(i) Método A: utiliza-se do reagente ditio-bis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB). Para a
medigdo da atividade, 500 uM GIcN-6P e 500 uM de acetil-CoA foram dissolvidos em Tris-
HCI 150 mM de NaCl 25 mM, pH 7,2, num volume total de 50 pl. As rea¢des foram iniciadas
por adicdo de 2, 5 ou 50 ng de TcGNA proveniente de purificagdo com coluna de Ni-
NTAagaroseQiagen®. A reacdo foi interrompida com adicdo de 50 pl de uma solucédo
contendo 25 mM bis-tris-propano, 250 mM NaCl, 2 mM EDTA e 6,4 M cloreto de guanidina,
pH 7,5. Adicionou-se entdo 50 pl de solucdo reveladora (DTNB a 1 mM em 0,1% de
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dimetilsulfoxido contendo Tris-HCI 25 mM, NaCl 250 mM e EDTA 2 mM, pH 7,5). Ao final,
a coenzima-A resultante da acetilacdo da GIcN-6-P pela GNA reage com o DTNB, gerando
2-nitro-5-tiobenzoato, e a sua absorbancia foi medida a 412 nm. A absorbancia foi
quantificada em espectofotémetro Spectra Max 340 PC (Molecular Devices).

(if) Método B: empregando extrato total de formas epimastigotas e 0s regentes a seguir
- 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM GIcN-6-P e 0,5 mM de Acetil-CoA. O inicio
da leitura no espectofotdmetro se deu com a adicdo de Acetil-CoA, cujo consumo € verificado

no comprimento de onda de 230 nm (Marino et al., 2011).

3.5.3 Verificagdo do pH 6timo para as enzimas

ConcentragOes saturantes para os substratos foram mantidas nas reagdes, porém foi
estabelecido um gradiente do potencial hidrogenionico da reacdo (pH de 5 a 9) nos tampdes
MES e Tris HCI e entdo medida a atividade da enzima, utilizando como fonte de enzimas o as

enzimas recombinantes ou extratos de epimastigotas.

3.5.4 Verificacdo da temperatura 6tima e calculo da Energia de ativacao (Ea)

Concentragbes saturantes dos substratos foram mantidas nas reacdes das enzimas
recombinantes TcGF6PA ou TcGNA, porém foi variada a temperatura de incubacédo da reacéo
(de 10 a 60 °C). Os valores de atividade foram utilizados na férmula de Arrhenius para o
calculo da Energia de Ativacao (Ea).

_Ell

In(e) =

~+1n(A)]

3.6 Efeito de possiveis inibidores das enzimas da HBP no T. cruzi
3.6.1 Analogos utilizados

Cinco moléculas relatadas na literatura como inibidoras da atividade de GF6PA foram
utilizadas nesse estudo: GAGMH (Gama-Glutamil hidroxamato; CID: 449178 (Chmara e
Zahner, 1984), FDI (Formamidina Disulfito; CID:386008; (Chmara, Andruszkiewicz e
Borowski, 1984), ABZ (L-Albizziin; CID: 92891; (Chmara e Zahner, 1984), 66DDA (Acido
6,6'-Ditiodinicotinico; CID: 85040 (Chmara, Andruszkiewicz e Borowski, 1984) e ADT
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(Aldrithiol™-4; 4,4'-Dithiodipyridine; CID: 75846 (Huynh, Gulve e Dian, 2000). Em
contrapartida ndo existe nenhum relato sobre molécula inibidora da atividade de GNA, porém
utilizamos um anélogo estrutural de um dos substratos da enzima (G3S) na tentativa de obter

essa ferramenta.

3.6.2 Inibicdo da atividade de TcGF6PA e TcCGNA

Foi verificado o efeito dos andlogos GAGMH, FDI, ABZ, 66DDA e AMT na
atividade de GF6PA na enzima recombinante TcGF6PA. Para isso a enzima TcGF6PA foi
purificada e utilizada em ensaio de atividade como descrito em 3.5.1, porém em cada reacéao
de atividade foi adicionada 100 pM de inibidor, possibilitando avaliar a influéncia
estritamente sobre a enzima em questdo. Os inibidores que apresentaram efeito na
concentragéo relatada foram testados novamente e diferentes concentragdes.

No caso da TcGNA, o ensaio de atividade se seguiu como o descrito em 3.5.2 e visto
que somente foi estudado um possivel inibidor dessa enzima, o G3S, partimos diretamente
para o teste em diferentes concentragdes.

Em todos os casos, os substratos foram adicionados nas reagdes em concentracdo

correspondentes & saturagdo das enzimas.

3.6.3 Efeito na proliferacdo de epimastigotas

Para avaliar o efeito dos inibidores em formas epimastigotas, parasitas em fase de
proliferacdo exponencial (4 a 6 x 10’ parasitas/mL) foram utilizados. As células (2,5 x 10°
parasitas/mL) foram tratadas com diferentes concentracbes dos analogos, como controle
negativo parasitas foram cultivados sem tratamento e como controle positivo 0s parasitas
foram tratados com rotenona (60 uM) e antimicina (0,5 uM). Os parasitas, tratados e controle,
foram cultivadas em placas de 96 pocos, a 28 °C. A proliferacdo celular foi estimada por
leitura da absorbancia da densidade otica (DO) em 620 nm durante 8 dias. A absorbancia foi
transformada em valores de densidade celular (células/ml) usando uma equacao de regressao
linear que foi obtida previamente sob as mesmas condigdes. A concentracdo do composto que
inibiu 50% da proliferacdo dos parasitas (ICso) foi determinada na fase exponencial de
crescimento (4° dia) mediante ajuste dos dados na curva dose-resposta com a equacéo classica
sigmdide (Damasceno et al., 2014; Girard et al., 2016; Magdaleno et al., 2009).
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3.6.4 Toxicidade em células CHO-K;

A toxicidade dos compostos em células de mamiferos foi avaliada incubando células
CHO-K; (5 x 10° células por poco) em placas de 24 pocos em meio RPMI suplementado com
SFB (10%) na presenca de diferentes concentracfes dos compostos ou ndo (controle). As
placas foram mantidas em estufa a 37 °C, 5% de CO,, sob atmosfera imida por 24h. Em
sequida as celulas foram lavadas uma vez com PBS e incubadas com RPMI suplementado
com SFB (2%), novamente na presenca ou ndo dos compostos. As placas foram mantidas em
estufa a 37 °C, 5% de CO,. A viabilidade celular foi avaliada 5 dias ap6s o inicio do
tratamento utilizando-se 0 método de MTT (Mosmann, 1983). Nesse momento as células
foram lavadas duas vezes com PBS e foram adicionados 200 pL de PBS e mais 50 pL de
MTT (5 mg/mL) e foram incubadas a 37 °C por 3 horas. A reacdo foi interrompida pela
adicdo de 200 pL de SDS 10%. As placas foram lidas em espectofotometro de placa

utilizando-se A 595 nm e como referéncia A 690 nm.

3.6.5 Efeito dos inibidores no ciclo intracelular

Apos a analise da toxicidade dos analogos em células CHO-K;, concentracGes
consideradas nao toxicas para as células foram utilizadas para avaliar o efeito dos mesmos no
ciclo intracelular do parasita. Células CHO-K; (5 x 10 por pogo) foram mantidas em placas
de 24 pogos em 500uL de meio RPMI 10% SFB. As placas foram mantidas em estufa a 37
°C, 5% de CO,, sob atmosfera umida por 24h até sua aderéncia a superficie da placa. Em
seguida os pogos foram lavados duas vezes com PBS e foi adicionado 500uL de meio RPMI
10% SFB e formas tripomastigotas (moi 50), na presenca de diferentes concentracbes dos
anélogos por 4 h. Em seguida os pogos foram lavados duas vezes com PBS e foi adicionado
novamente meio RPMI 10% SFB, com diferentes concentracbes dos analogos. As placas
foram mantidas a 37 °C por 24 h. Apos esse periodo, 0 meio de cultura foi removido e foi
adicionado meio RPMI 2% SFB, com diferentes concentracBes dos analogos, e as placas
foram incubadas a 33 °C. Do 4° ao 6° dia pds-infecgdo, os tripomastigotas que estavam no
sobrenadante foram contados em camara de Neubauer. Em paralelo a todos os tratamentos

com os analogos foi utilizada uma cultura ndo tratada como controle.
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3.7 Bioenergética
3.7.1 Medida do consumo de oxigénio

Parasitas estressados nutricionalmente (5 x 10"parasitas/mL) por 16 h foram tomados
da cultura e centrifugados (1500 x g, 10 min, 4 °C). Desprezado o sobrenadante, o pellet foi
resuspendido em tampdo de respiragdo (MRC: 125 mM sacarose, 65 mM KCI, 10 mM
HEPES-NaOH, pH 7,2, 1 mM MgCl,, 2 mM K,HPO,), ajustados & concentracdo de 1 x 10°
parasitas mL™. Como controle positivo de respiracdo, os parasitas estressados, foram
recuperados em His (5 mM) por 30 minutos a 28 °C, os demais testes com Glc, GIcN e
GIcNAc ou sem nenhum tratamento (PBS, Controle negativo) foram realizados mesmo tempo
e temperatura do controle positivo. De cada teste, aliquotas de 50 pL (Cf na camara: 5 x 10’
parasitas/mL) foram incubadas nas camaras do Oxigrafo de alta resolucdo (OROBOROS,
Oxygraph - O2K, Innsbruck, AU) contendo tampé&o de respiracdo suplementado com 5 mM do
correspondente metabodlito testado (ou nenhum no caso do controle negativo) e tiveram sua
taxa de respiracdo de Rotina aferidas. Em seguida, a taxa de respiracéo foi inibida pela adigéo
de 1,25 mg mL™ de Oligomicina A (Oligo), um potente inibidor da porcéo Fo da ATP sintase,
dimiuindo a passagem de H* pra matriz mitocondrial, que se acumulard no espago
intermembranas, inibindo a acdo das bombas de prétons e consequente diminui¢do do
consumo de nutrientes e consumo de O, [revisado por: (Jastroch et al., 2010)], Oligo € usada
para induzir um estado em que sé sera aferido o consumo de oxigénio ndo acoplado a cadeia
de transporte eletronica. Logo em seguida a respiracdo foi estimulada pela adigédo
Carbonilcianuro-p trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP, 0,5 uM), um potente ionoforo que
age desacoplando o gradiente eletroquimico levando prétons (H") do espaco intermembranas
para a matriz mitocondrial, fazendo com que a cadeia transportadora de elétrons funcione em
sua capacidade maxima, oxidando nutrientes para manter o potencial de membrana interna
mitocondrial (Ayy), elevando assim os niveis de consumo de O, ao maximo independente da
fosforilagdo oxididativa (OxPhos). Manipulando a administracdo desses agentes com acdo
mitocondrial, é possivel avaliar ndo sé parametros bioenergéticos, como inferir sobre o estado

funcional e fisiologico da mitocondria.

3.7.2 Par&metros em respirometria de células intactas
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L (leak respiration/ nonphosphorylating LEAK respiration): A vazdo de prétons é
uma propriedade da membrana interna mitocondrial, e pode ser mensurada pela taxa de
respiragéo apos a inibicdo da ATP sintase (State 4 omy.). Proton leaks, dissipam a energia de
translocacdo de H" a partir da fase de membrana positiva (Intermembranar) para fase de
membrana negativa (matriz mitocondrial) ao passo que deslizamento de prétons previne
completa translocagdo de protons através da membrana interna mitocondrial (Uma
propriedade das bombas de prétons).

R (Routine respiration): E a capacidade respiratoria regulada de acordo com com a
concentra¢do ndo saturante de ADP fisioldgico, e modulada pela quantidade de metabdlitos
potencialmente oxidaveis disponiveis fisiologicamente para a célula naquele momento.

~R (Free Routine activity): E a taxa de respiracdo de rotina (R) corrigida pela taxa da
Leak Respiration (L ou LP). A R ¢ a atividade respiratoria acoplada a fosforilacdo do ADP ao
ATP (=R = R-L).

J-r (Routine coupling efficiency): E a fracio da respiracdo de rotina acoplada em
células intactas. O Fator de controle de fluxo (J=r) € a Free Routine activity (=R),
normalizada pelo estado de referéncia R. L é o estado de fundo, e a variavel do controle de
fluxo é a estimulacdo de R pela renovacao fisiologicamente controlada do ATP em células
intactas. j=g = =R/R ou (R-L)/R ou 1-L/R.

E (ETS capacity): é a capacidade respiratria méxima do sistema de transferéncia de
elétrons, que em células intactas é obtida por titulacdo protonoforos (tratamento com FCCP).
Em outras palavras, o consumo de oxigénio acontece de forma descontrolada.

~E (Free ETS capacity): E a capacidade respiratoria maxima (E) induzida pelo ETS
na presenca de um protondforos corrigida pela Leak Respiration (=E = E-L) potencialmente
disponivel para o transporte de ions e para fosforilacdo do ADP a ATP.

J=& (ETS coupling efficiency): é uma estimativa da eficiéncia de acoplamento da ETS
a OxPhos. E obtida pelo aferimento sequencial de L e E, que pode ser obtida em células
intactas. J~g € entdo expressa por: J=g = ~E/E ou (E-L)/E ou E=1-L/E. J- é = 0.0 quando o

acoplamento é zero (L=E) e 1.0 no limite de um sistema totalmente acoplado (L=0).

3.7.3 Medidas da producéo de CO,

Epimastigotas em fase exponencial de proliferacdo foram contados e 20 x10° parasitas
foram incubados com solugdes 3 mM tracadas com [U-'*C]-Glc, [U-**C]-GIcN ou [1-1C]-
GIcNAc em diferentes tempos. O **CO, resultante da oxidago foi “capturado” usando papel
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filtro embebido em 2M KOH; a abordagem desse experimento encontra-se esquematicamente
detalhada na Figura 6. A quantidade de **C recuperada como **CO,, foi medida apés 0, 1 e 4

horas de incubacdo a 28 °C.

1400,+2 KOH = K,14CO, + H,0

Papel filtro + KOH 2M /' \

K;'“CO; | + 1 mlliquido de cintilagio

25x10°
epimastigotas/
tubo

v
5 mM hexosamina
+
0,1 pCi de
14C-Hexosamina

\, Shake 28°C L

Tempo 0, 1 e 4 horas

Amostras foram quantificadas em cintilador

Figura 6. Esquema para captura de *CO,.
3.7.3 Medida do potencial de membrana mitocondrial

A fim de se avaliar a capacidade das hexosaminas de energizar a mitocondria
reestabelecendo o AWy, parasitas em fase exponencial de proliferagdo foram submetidos a 16
h de estresse nutricional em PBS a 28 °C. Apo0s esse periodo a cultura foi contada e ajustada a
2,5 x 10’ parasitas/mL e recuperados 30 min a 28 °C em: tampdo MRC como controle
negativo (125 mM Sacarose; 65 mM KCI; 10mM HEPES; 1 mM MgCl,; 2.5mM K,;HPOy;
pH = 7.2), MRC suplementado com 3 mM His (controle positivo), 3 mM Glc, 3 mM GIcN ou
3 mM GIcNAc. Em seguida, foi adicionado 250 nM de Rhodamina 123 em todas as amostras
e incubado por 20 min a 28 °C. As amostras foram lavadas duas vezes em MRC (spin down,
em Labnet Prism™ Mini Centrifuge por 20 segundos a temperatura ambiente). Cada amostra
foi ressuspendida em 50 pL de MRC e foram incubadas nas camaras do Oxigrafo de alta
resolucdo (OROBOROS, Oxygraph - O,K, Innsbruck, AU), neste momento acoplado ao
acessorio O2k-Fluo, com os filtros correspondentes (Oroboros 44323-01). Sabe-se que a
adicdo de células/mitocéndrias um sistema ativo de regeneracdo de ADP ¢é capaz de induzir
um rapido quenching de Rh-123, reduzindo sua fluorescéncia no sistema. A adi¢do posterior
de um protoiondforo, restauraria a fluorescéncia do sistema devido a quebra do potencial de

membrana mitocondrial. Deste modo, ap6s a adicdo das amostras no Oroboros, foi titulado o
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protoionoforo FCCP (0,25 uM por adigéo). A razdo entre as fluorescéncias F e F;foi utilizada
como estimativa do potencial de membrana mitocondrial como descrito em (Baracca et al.,
2003).
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CAPITULO 4: RESULTADOS
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4.1 Via de Biossintese de Hexosaminas (HBP): caracterizacgao cinética e papel funcional
das primeiras duas enzimas

Nesse capitulo serdo apresentados os resultados da busca e caracterizagdo cinética das
duas primeiras enzimas da via de biossintese de hexosaminas. As enzimas glutamina frutose-
6-fosfato aminotransferase (GF6PA) e glucosamina-6-fosfato-N-acetiltransferase (GNA),
essas enzimas foram também utilizadas como modelo para teste de inibidores com atividade
contra o T. cruzi. Nenhum outro estudo prévio relatou a presenca dessas enzimas em T. cruzi.
Sendo assim, foi de nosso interesse identificar e caracterizar esses genes e seus produtos

proteicos.

4.1.1 Analises in silico

A busca por sequéncias dos genes putativos de GF6PA e GNA foi realizada no banco

de dados especifico para tripanossomatideos, TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb. Uma
vez que os trabalhos experimentais foram realizados com a cepa CL clone 14, adotamos a
sequéncia de TcGF6PA e TcGNA proveniente da cepa CL Brener como referéncia.

Foram encontradas anotag¢des correspondentes a ambas as enzimas na cepa CL Brener
[GF6PA: Non-Esmeraldo-like (TcCLB.510303.200); GNA: Esmeraldo-like
(TcCLB.508831.120) e Non-Esmeraldo-like (TcCLB.511671.70)]; bem como em DM28
[GF6PA: TCDM_01902; GNA: TCDM_14202], porém a cepa Sylvio X10/1 [GF6PA:
TcSYL_0079020], assim como na subespécie Trypanosoma cruzi marinkellei cepa B7
[GF6PA: Tc_MARK 680] apresentam anotagdes somente relacionadas a GF6PA.

Quando as duas sequéncias nucleotidicas correspondentes a GNA sdo alinhadas entre
si, verifica-se uma similaridade de 97% (Fig7), deste modo nos experimentos seguintes foi

utilizada a sequéncia com numero sistematico TcCLB.508831.120
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TeGNAL
TcGNA2

TeGNAL
TeGNA2

TcGNAL
TcGNA2

TcGNAL
TcGNA2

TcGNAL
TcGNA2

TcGNAL
TcGNA2

TcGNAL
TcGNA2

TeGNAL
TcGNA2

1 10 20 30 a0 50 so
ATGTCGGATGAp HMGGTGAACTGGAATTAAGGGAAETTGAAGAGGGGGATGTACCGAGT
ATGTCGGATGAK EGGTGAACTGGAATTAAGGGAAMT TGAAGAGGGGGATGTACCGAGT

TO_ 8? 9? 109 11? 129
CTTTTAGATCTTCTIRAGGCACCTGACTGATGCACCGGCTGTGACTECATCTGCGCTGCRG
CTTTTAGATCTTCTWAGGCACCTGACTGATGCACCGGCTGTGACTRICATCTGCGCTGCHG

130_ 149 159 160_ JT? 189

GCAATTGCHGAGGCACGTCGTCAAGCCGGCATGGTAACAARGGTTTTTATTCACAG[ECCA
GCAATTGCOMGAGGCACGTCGTCAAGCCGGCATGGTAACAA[GGTTTTTATTCACAGHRCCA

190 200 210 220 230 240

ACOMAGGCGCGTCGTAGGGACTGCATCTCTGTTTGT[gGAACCCAAETTTTCGCGCGGTGGA
ACRHAGGCGCGTCGTAGGGACTGCATCTCTGTTTGTHWGAACCCAARTTTTCGCGCGGTGGA

250 260 279 280 299 300
AAATCMGTGGGACACATTGAAGATGTCGTTGTTGATCCCTCATATCGAGGCAAAAAGCTT
AAATCHGTGGGACACATTGAAGATGTCGTTGTTGATCCCTCATATCGAGGCAAAAAGCTT

310 32(_) 339 340 359 360
GGGCAGGCTCTCATTGGTGACCTTTGCAATATTGCCCGTTCACGGGGCTGCTATAAAGTT
GGGCAGGCTCTCATTGGTGACCTTTGCAATATTGCCCGTTCACGGGGCTGCTATAAAGTT

370 380 399 40(') 419 420
ATTCTTGATTGEWGCAGAGGCAGCGATAGAGTTTTATAAAAAGTTGGGGTTTGAGGCTCGT

ATTCTTGATTGHGCAGAGGCAGCGATAGAGTTTTATAAAAAGTTGGGGTTTGAGGCTCGT

430 440

GAAAGECAGATGAGGCTTGACCTGTAG
GAAAGRICAGATGAGGCTTGACCTGTAG
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Figura 7. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos putativas codificantes das GNA presentes em
Trypanosoma cruzi cepa CL Brener. Em vermelho se indicam os aminoacidos idénticos. TcGNAL:
TcCLB.510303.200 / Q4DX16; TcGNA2: TcCLB.511671.70 / Q4DGL9

Em relacdo a outros tripanossomatideos, identificamos sequéncias putativas em todos

0s membros do grupo com genoma sequenciado. Algumas dessas sequéncias foram tomadas

como base para a realizacdo de alinhamentos multiplos usando a plataforma BioEdit e a

ferramenta Clustal W tanto relativos a GF6PA como para GNA (Fig8). Os alinhamentos

obtidos foram inspecionados e editados manualmente usando o software ESPript3.0.
(http://espript.ibcp.fr/ESPript/cqi-bin/ESPript.cqi).
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Figura 8. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das GF6PA e GNA presentes em
tripanossomatideos. (A) Sequéncias de aminoacidos anotadas como GF6PA no genoma depositado no banco de
dados TritrypDB foram alinhadas. Em vermelho se indicam os aminoacidos idénticos entre as nove sequéncias e
em amarelo os aminoacidos que apresentam similaridades funcionais. TcCLB: Trypanosoma cruzi cepa CL
Brener; TcDm28: Trypanosoma cruzi cepa Dm28 (TCDM _01902); Tcmarinkellei: Trypanosoma cruzi
marinkellei; Th427: Trypanosoma brucei brucei cepa 427; Tgrayi: Trypanosoma grayi; Lmajor: Leishmania
major; Lbraziliensis: Leishmania braziliensis; Lpyrrhocoris: Leptomonas pyrrhocoris; Cfasciculata: Crithidia
fasciculata. Abaixo: Matriz com a porcentagem de identidade entre as sequéncias. Sequéncias anotadas como
GNA no genoma depositado no banco de dados TritrypDB foram alinhadas. Em vermelho se indicam o0s
aminoacidos idénticos entre as nove sequéncias e em amarelo os aminoacidos que apresentam similaridades
funcionais. TcCLB1: Trypanosoma cruzi cepa CL Brener haplétipo Esmeraldo-like; TcCLB2: Trypanosoma
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cruzi cepa CL Brener haplétipo Non-Esmeraldo-like; TcDm28: Trypanosoma cruzi cepa Dm28; Th427:
Trypanosoma brucei brucei cepa 427; Tgrayi: Trypanosoma grayi; Lmajor: Leishmania major; Lbraziliensis:
Leishmania braziliensis; Lpyrrhocoris: Leptomonas pyrrhocoris. Abaixo: Matriz com a porcentagem de
identidade entre as sequéncias.

As sequéncias de aminodcidos da GF6PA e da GNA de T. cruzi foram ainda
comparadas com as sequéncias homologas de diferentes organismos modelos (Fig9); ambas

se mostraram conservadas dentre os eucariotas, com porcentagens de identidade acima de
40%.
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das GF6PA e GNA presentes em distintos
eucariotas. (A) Foram alinhadas sequéncias de aminoacidos anotadas como GF6PA, as quais estdo depositadas
no banco de dados Uniprot. Em vermelho estdo destacados os aminoacidos idénticos entre as seis sequéncias e
em amarelo os aminoécidos que apresentam similaridades funcionais. Tc: Trypanosoma cruzi CL Brener
(Q4DZ020); Hs: Homo sapiens (Q06210); Rn: Rattus novergicus (P82808); Ec: Escherichia coli (P17169); Sc:
Saccharomyces cerevisiae (P14742); Ed: Entamoeba dispar (BOEQI9). (B) Foram alinhadas sequéncias de
aminoacidos anotadas como GNA, as quais estdo depositadas no banco de dados Uniprot. Em vermelho se
indicam os aminoacidos idénticos entre as nove sequéncias e em amarelo os aminoacidos que apresentam
similaridades funcionais. Tc: Trypanosoma cruzi CL Brener, Q4DZ020; Hs: Homo sapiens, Q06210; Rn: Rattus
novergicus, P82808; Ec: Escherichia coli, P17169; Sc: Saccharomyces cerevisiae P43577 ; Ed: Entamoeba
dispar, BOEQI9. Abaixo: Matriz com a porcentagem de identidade entre as sequéncias.

Segundo os preditors online InterProScan e Pfam, a sequéncia TcGF6PA apresenta 0s
dominios: (i) Glutamine amidotransferase type2: dominio que confere as enzimas a
capacidade de catalisar a remocao do grupo amonia da glutamina e posterior transferéncia
para algum substrato a fim de formas um novo grupamento carbono-nitrogénio; (i) Sugar
isomerase: dominio que confere as enzimas a capacidade de ligagcdo e isomerizacao de algum
carboidrato fosforilado isomerizacdo, passo essencial em para a forma ¢do de GIcN-6-P pela
enzima GF6PAs uma vez que unicamente a amidacdo do substrato dessa enzima (Fru-6-P)
geraria Frutosamina-6-fosfato. J& em relacdo & GNA, InterProScan predizeu um dominio mais
geneérico, Acetyltransf-1, mas também compartilhado com outras GNAs da natureza. (Fig10).
Utilizando as ferramentas Phobios e TMHMM ndo foram preditos dominios
transmembranares ou peptideos sinal nas sequéncias.

1 100 200 300 400 500 600 693
TcGF6PA | ] I I I I I |
Glutamine amidotransferase type 2 domain  Sugar isomerase domain Sugar isomerase domain

1 20 40 60 80 100 120 148
TeGNA ] | i I | | I
Acetyltransf-1
- PF00s83

Figura 10. Esquema representando os dominios preditos para a TcGF6PA e TcGNA. Os dominios foram
encontrados através da base de dados InterProscan. Os c6digos de acesso na InterProscan superfamily (SSF),
estdo mostrados nas caixas azuis e vermelhas da figura. Acima das caixas estdo os nomes de cada dominio
conservado.

4.1.2 Amplificacdo e clonagem dos genes TCGF6PA e TcGNA

As sequéncias putativas para TcGF6PA (TcCLB.510303.200) e TcGNA
(TcCLB.508831.120) foram amplificadas por PCR usando DNA genémico da cepa CL clone
14 de T. cruzi (Fig5 A). Apos a obtencdo e purificacdo dos produtos de PCR, os fragmentos
correspondentes a TcGF6PA e TcGNA foram clonados em vetor pET28a(+) (Novagen®)

usando as enzimas de restricdo adequadas. Esse vetor permite a expressdo da proteina de
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interesse fusionada a seis residuos de His nos extremos N- ou C-terminal. Na clonagem de
TcGF6PA, o cddon de parada do gene foi preservado, resultando numa construcdo na qual a
alca de His so foi fusionada no N-terminal da proteina. Diferentemente, na clonagem de
TcGNA, o codon de parada do gene foi removido, resultando em construgdes nas quais alca
de His foi fusionada em ambas as extremidades, N- e C-terminal, .

Apos a transformacdo de bactérias E. coli XL1Blue com as construgdes em questao,
varios clones foram analisados por PCR a partir de colnia (Figs B e E) e por PCR a partir de
plasmideo purificado (Figll C e F). Os clones que resultaram positivos para a presenca de
amplicons do tamanho compativel com o inserto foram analisados por corte com enzimas de
restricdo (no caso de TcGF6PA) ou por PCR com iniciadores de regiGes do plasmideo
adjacentes ao sitio de clonagem, ou uma combinacdo desses iniciadores e os especificos do
fragmento (no caso de TcGNA) (Figll D e G).
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Figura 11. Clonagem de TcGF6PA e TcGNA. (A) Gel de agarose com os produtos obtidos na amplificacdo
por PCR a partir do DNA gendémico da cepa CL 14. Em cada caso foram observados amplificados com os
tamanhos esperados para cada gene: TcGF6PA (aproximadamente 2000 pb) e TcGNA (aproximadamente 450
pb). (B) Resultado de uma PCR utilizando col6nias de bacterias Escherichia coli XL1blue apés transformacédo
com a construcdo pET28+TcGF6PA; (C+) PCR com DNAg de epimastigotas; (C-) reacdo de PCR sem DNA.
(C) Resultado de uma PCR utilizando as construcfes plasmidiais pET28+TcGF6PA derivadas das coldnias
positivas (A, C e H); (C+) PCR com DNAg de epimastigotas; (C-) reacdo de PCR sem DNA. (D) Resultado de
um ensaio de digestdo utilizando as construcdes plasmidiais pET28+TcGF6PA PCR positivas (A, C e H), com
exclusdo de nc (plasmideo ndo cortado) os plasmideos foram digeridos com as enzimas BamHI e Xhol, gerando
produtos de aproximadamente 2000 pb. (E) Resultado de uma PCR utilizando coldnias de bacterias Escherichia
coli XL1blue apoés transformacdo com a construcdo pET28+TcGNA; (C+) PCR com DNAg de epimastigotas;
(C-) reacdo de PCR sem DNA. (F) Resultado de uma PCR utilizando as constru¢Bes plasmidiais
PET28+TcGNA, neste caso todas foram positivas; (C+) PCR com DNAg de epimastigotas; (C-) reacdo de PCR
sem DNA. (G) Sabendo que o plasmideo pET28 possui regides de anelamento para os iniciadores T7 promoter e
T7 terminator e que estas regides flanqueiam o sitio multiplo de clonagem, foram realizados ensaios de PCR
utilizando combinac@es de iniciadores T7-GNA. Em Al e B1 foi utilizada a combinagéo de iniciadores: T7
promoter e TCGNA Rv. Em A2 e B2 foi utilizada a combinagéo de iniciadores T7terminator e TcCGNAFw. Em
A3 e B3 a combinacdo de iniciadores foi TCGNAFw e TcGNARv. O controle positivo contém esta mesma
combinacédo, porém foi utilizado DNAg de epimastigotas. Em todos os casos foram utilizados géis de agarose
1% corado com brometo de etidio 0,5 ug/mL.

4.1.3 Expresséo e purificacdo das TcGF6PA e TcGNA recombinantes

Para a expressdo das proteinas recombinantes TCGF6PA (TcGF6PAr) e TcGNA
(TcGNAr), foram transformadas células de E. coli cepa BL21 c6don plus (CP) com as
construcdes pET28-TcGF6PA e pET28-TcGNA. Inicialmente foram avaliadas as condic¢oes
Otimas de expressao, modificando variaveis como temperatura e tempo de crescimento, apés a
adicdo de 0,5 mM de IPTG: 37 °C durante 3 horas, 33 °C durante 5 horas e 25 ou 20 °C por 16
h. A expressdo das proteinas recombinantes foi avaliada por SDS-PAGE. Foram comparados
0s extratos protéicos totais dos clones transformantes, sem induzir e apds a indugdo com
IPTG. TcGF6PA se mostrou majoritariamente expressa em fracGes insoluveis e escolhemos a
condicdo de 25 °C por 16 h de incubacdo por apresentar ligeiro incremento na expressao
soluvel (Figl2A). TcGNA se mostrou majoritariamente expressa em fragdes sollveis e
escolhemos a condicdo de 37 °C por 3h por apresentar o0 maior nivel de expressdo da enzima
solavel (Figl2B). Uma vez padronizadas as condi¢des de inducdo de TcGF6PA e TcCGNA
recombinantes nas fracdes solUveis, partimos para os testes de purificacdo das enzimas por
cromatografia de afinidade. O scale up utilizado para a produgdo de TcGFG6PA para
experimentos posteriores foi de 500 mL para 3L).

A quantidade de TcGF6PA recombinante total no eluato concentrado variava
consideravelmente, ndo havendo uma homogeneidade no rendimento total (Fig 6C). Em
contrapartida TcGNA foi obtida facilmente de maneira pura e com alto rendimento de
expressdo (Fig 12D). A quantidade de TcGNA recombinante total nos eluatos variou entre 1,5
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a 5 pug/ulL. Em geral obtemos entre 10 a 30 mg de proteina recombinante por litro de cultura
induzida nas condigdes estabelecidas acima.

A B
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Figura 12. Perfil de expressdo e purificacdo. Expressdo da TcGF6PA (A) e TcGNA (B) em E. coli. Foi
realizada uma andlise por SDS-PAGE a partir de extratos protéicos obtidos na expressdo das proteinas
recombinantes nas diferentes condi¢@es avaliadas, assim como os controles sem inducdo. A seta indica a posicao
da proteina superexpressa com a massa molecular esperada, aproximadamente 77 kDa para TcGF6PA e 18 kDa.
S: fracdo soluvel; I: fragdo insollvel. Purificacdo da TcGF6PA (C) e TcGNA (D). Também foi realizada SDS-
PAGE das diferentes fragdes obtidas na purificacdo das enzimas. I: Fracdo insolavel, L: lisado clarificado ap6s
centrifugacdo do extrato protéico induzido com IPTG, FT: fracdo coletada ap6s a passagem do lisado clarificado
pela coluna de NI*%-agarose, L1: fracdo coletada apds a primeira lavagem com tampéo de ligagdo, L2: fragdo
coletada ap0s a segunda lavagem com tampdo de lavagem. Eluigdes: Fragdes obtidas apds o processo de eluicéo.
EC: Fragdes obtidas apos o processo de eluigdo e concentradas utilizando coluna Amicon Ultra-15®.

4.1.4 Caracterizacdo cinética e bioquimica da TcGF6PA

A partir do produto proteico recombinante obtido, foi medida a atividade GF6PA. Os
resultados obtidos demonstram que a TcGF6PA apresenta uma cinética ajustavel ao modelo
hiperbolico de Michaelis-Menten (Fig 13A). Os valores de e Vmax, Km € Keat calculados para a
enzima recombinante encontram-se na Tabela 1
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Uma vez realizada a caracterizacdo da cinética em relacdo aos substratos, foi avaliada a
dependéncia de pH e temperatura da TcGF6PA recombinante. Observamos que TcGF6PA
possui uma atividade maior numa faixa de pH proximo da neutralidade, entre 6,5 e 8 (Fig
13B), e que sua atividade tem uma relagéo positiva e linear com a temperatura, entre 10 e 37
°C e negativa a partir da temperatura de 40 °C (Fig 9C). A partir dessas medicGes, foi
calculada a energia de ativacao (E, consulte Tabela 1) utilizando a equacdo de Arrhenius (Fig
13C inset) e o coeficiente de temperatura (Qi0), parametro que representa a variacdo da

atividade da enzima por cada 10 °C de aumento da temperatura.
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Figura 13. Caracterizacéo bioquimica da TcGF6PA. As medicdes de atividade foram realizadas a partir de
ensaios espectrofotométricos de ponto final, quantificando-se o glutamato formado a partir da atividade da
GF6PA. Para tal foi utilizada enzima glutamato desidrogenase de Bos taurus (Sigma-Aldrich), monitorando o
aumento da absorbancia a 340 nm, referente a reducio de NAD". A reacéo para TCGF6PA contém: 50 mM de
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tampéo Tris-HCI pH = 7,3; 5 mM de L-glutamina; 5 mM de frutose-6-fosfato; 1 mM de EDTA. (A) A reacdo foi
iniciada pela adi¢do da enzima recombinante TcGF6PA purificada e concentrada. O branco da reagdo consistiu
da mesma combinacdo de reagentes sem a adi¢do da enzima. A reacdo ocorreu a 28 °C, com agitacdo continua.
Apos diferentes tempos, a reacdo foi parada adicionando-se uma solucdo de 20% TCA e em seguida as amostras
foram centrifugadas por 2 minutos a 10.000 x g. A: A velocidade inicial da reacdo (V,) foi calculada na regido
de linearidade (exemplo de progressdo temporal em inset), utilizando o coeficiente de extingdo molar para o
NAD" (CEM34nm = 6220 M cm™). Obtendo V, em diferentes concentracdes de substrato, foi possivel verificar
um perfil de ajustavel a equacdo de Michaelis-Menten. Os parametros cinéticos V.. € Ky foram obtidos para
ambos os substratos da enzima. (B) Dependéncia de TcGF6PA recombinante com o pH. Foram utilizados como
tampdes de reagdo MES (4-Morpholineethanesulfonic acid; pH 5 a 6; circulos fechados) e Tris-HCI (pH 7 a 9;
quadrados abertos). (C) Dependéncia da TcGF6PA recombinante com a temperatura. A atividade da TcGF6PA
foi medida na faixa de temperaturas entre 10 e 60 °C. O valor de energia de ativacéo foi calculado a partir do
gréfico de Arrhenius (inset).

4.1.5 Caracterizacgdo cineética e biogquimica da TCGNA

A partir do produto proteico recombinante obtido, foi medida a atividade GNA. Os
resultados obtidos demonstram que a TcGNA apresenta uma cinética ajustavel ao modelo
hiperbdlico de Michaelis-Menten (Fig 14A). Os valores de e Vmax, Km € Keat calculados para a
enzima recombinante encontram-se na Tabela 1. Os valores de Ky referentes a ambos os
substratos da TcCGNA (Fru-6-P e GIn) Uma vez realizada a caracterizacdo cinética em relagéo
aos substratos, foi avaliada a dependéncia de pH e temperatura da TcGNA recombinante.
Observamos que a enzima possui atividade em uma ampla faixa de pH sendo esta atividade
um pouco mais elevada , entre o pH 6,5 e 9 (Fig 14B), e que sua atividade tem uma relacao
positiva e linear com a temperatura, entre 10 e 60 °C (Fig 14C), ndo foi observada
desnaturacdo térmica até a temperatura de 60 °C. A partir dessas medicdes, foi calculada E,
(Tabela 1) utilizando a equacdo de Arrhenius (Fig 14C inset) e Q1o
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Figura 14. Caracterizacdo bioquimica da TcGNA. As medicdes de atividade foram realizadas a partir de
ensaios espectrofotométricos de ponto final, 500 uM GIcN-6P e 500 uM acetil-CoA foram dissolvidos em 150
mM Tris-HCI, 25 mM NaCl, pH 7,2, num volume total de 50 pl. As reacfes foram iniciadas por adicdo de 2, 5
ou 50 ng de TcGNA proveniente de purificacdo com coluna de Ni-NTAagarose Qiagen®. A reacdo foi
interrompida com adicdo de 50 pul de uma solucdo contendo 25 mM bis-tris-propano, 250 mM NaCl, 2 mM
EDTA e 6,4 M cloreto de guanidina, pH 7,5. Adicionou-se entdo 50 pl de solucdo reveladora (DTNB a 1 mM
em 0,1% de dimetilsulfoxido contendo Tris-HCI 25 mM, NaCl 250 mM e EDTA 2 mM, pH 7,5). Ao final, a
coenzima-A resultante da acetilagdo da GIcN-6-P pela GNA reage com 0 DTNB, gerando 2-nitro-5-tiobenzoato,
e 0 aumento da absorbancia foi medida a 412 nm. A absorbancia foi quantificada em espectrofotémetro Spectra
Max 340 PC (Molecular Devices). (A) A velocidade inicial da reagdo (Vo) foi calculada na regido de linearidade
(exemplo de progressdo temporal em inset), utilizando o coeficiente de extingdo molar para 0 NAD* (CEM.z0nm
= 14150 M™* cm™). Obtendo V, em diferentes concentracdes de substrato, foi possivel verificar um perfil de
ajustavel a equacdo de Michaelis-Menten. Os parametros cinéticos V., € Ky foram obtidos para ambos os
substratos da enzima. (B) Dependéncia de TcGNA recombinante com o pH. Foram utilizados como tampdes de
reacdo MES (4-Morpholineethanesulfonic acid; pH 5 a 6; circulos fechados) e Tris-HCI (pH 7 a 9; quadrados
abertos). (C) Dependéncia da TcGNA recombinante com a temperatura. A atividade da TcGNA foi medida na
faixa de temperaturas entre 10 e 60 °C. O valor de energia de ativacdo foi calculado a partir do grafico de
Arrhenius (inset).
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1 2 3 4 pH
Substrato V max Kwm Keat Ea otimo Q1o
1,39+ 0,56 + 277,10 +
Fru-6-P | 74 08 0,13 1589 | seae s | goa
TcGF6PA 2' 60 - é 0 1,38
GIn 1,35+ 1,11 + 270,70 + ' '
0,04 0,13 7,19
0,835+ | 0.373+ 166,90 +
GIeN-6-P| "9 021 | 0,043 4,20
18,60 6,5a
TcGNA +1.05 9.0 1,44
Acetil- 0,729 + 0,661 + 145,80 + - '
CoA 0,038 0,119 7,63
Tumol de glutamato.min™.mg™ / pmol de DTNB.min".mg™.
mM
3 S-l
4 KJ.mol*

Tabela 1. Resumo da caracterizagao cinética das enzimas TcCGF6PA e TcGNA.
4.1.6 TcGF6PA e TcGNA recombinantes podem ser inibidas

A TcGF6PA se mostrou sensivel a diversas moléculas, andlogas de glutamina e a FDI,
um inibidor previamente relatado de GF6PA de outros organismos (Figl5A) (Chmara, 1985;
Chmara e Zahner, 1984). Em particular, GAGMH, uma analogo estrutural da glutamina,
gerou um perfil de inibicdo dose-dependente da enzima TcGF6PA, com um ICs0=135.1+2.4
UM (Figl5B e C). Como mencionado previamente (seccdo 3.6.1, Materiais e Métodos) nao
exitem inibidores da enzima GNA relatados na literatura. Contudo o analogo de GIcN-6-P
denominado G3S foi avaliado contra a enzima TcGNA e, observou-se também um perfil de
inibicdo enzimatica dose-dependente, com um ICsp = 159.3 + 4.6 uM (Fig 15D e E).
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Figura 15. Inibicdo da atividade de TcGF6PA e TcGNA. (A) TcGF6PA recombinante foi utilizada em
ensaios de atividade na presenca de 100 pM de cada composto: ABZ, GAGMH, FDI e 66DDA. Em (B)
diferentes concentracdes de GAGMH foram utilizadas, revelando um perfil dose dependente que se ajusta a uma
funcdo sigmoidal em (C), de onde foi calculado o ICs; em (D) TcGNA recombinante foi utilizada em ensaios de
atividade na presenca de diferentes concentracfes de G3S revelando um perfil dose dependente que se ajusta a
uma funcéo sigmoidal em (E), de onde foi calculado o ICsq.
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4.1.7 GAGMH, FDI, ADT e ABZ afetam a proliferacdo de epimastigotas de T. cruzi porém
G3S ndo

Todos os compostos propostos como possiveis inibidores das atividades enzimaticas,
de TcGF6PA ou de TcGNA, foram avaliados em relacéo a sua atividade antiproliferativa em
formas epimastigotas de T. cruzi. Somente 0s compostos que inibiram a enzima TcGF6PA
afetaram a proliferacdo dos epimastigotas, e o fizeram de maneira dose dependente, ou seja,
somente 0s compostos 66DDA (que ndo se mostrou inibidor de TcGF6PA) e G3S (inibidor de
TcGNA) nédo foram efetivos até 1 mM. Os valores de ECsy foram calculados e todos os

compostos apresentaram um efeito em doses supramicromolar (Fig 16B e D).
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Figura 16. Avaliacdo do efeito de inibidores da via HBP na proliferacdo de formas epimastigotas. Os
inibidores GAGMH e FDI foram avaliados nas concentragdes entre 100 e 1000 uM, ja o inibidor G3S foi
avaliado nas concentragdes entre 0,01 e 1000 pM. Os parasitas foram mantidos a 28 °C, cultivados em meio LIT
pH 7,2. O controle negativo (C-) foi realizado sem adi¢do de composto na cultura. Para o controle de inibicéo
(C+) foi utilizada uma combinacdo de antimicina (0,5 uM) e rotenona (60 uM). (A, C e E) curvas de
proliferacdo durante o periodo observado. (B e D) ECs, correspondente a cada tratamento.

4.1.8 GAGMH e FDI afetam o ciclo intracelular do T. cruzi

Os dois compostos mais efetivos contra a proliferagdo de formas epimastigotas
(GAGMH e FDI) também foram utilizados em testes no ciclo intracelular do T. cruzi.

Inicialmente nos ensaios de toxicidade em células apresentados na Figura 17 A e D, nota-se
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gue os compostos sdo capazes de inibir a viabilidade de células CHO-K; de maneira dose-
dependente (ECsp gacmn = 681,7 £ 4,7 uM; ECsp pp) = 763 £ 2,3 uM). Tomando em conta
esse resultado, testamos as drogas na infec¢cdo com formas CDT com no maximo 500 puM.
Posteriormente, nos ensaios de infeccdo propriamente ditos, nota-se um efeito de reducéo
dose-dependente na liberacdo de CDT nos dias 4 a 6 pds infec¢do (Fig 17 B e E), nesse caso,
ao fim do primeiro ciclo infectivo, tanto nos tratamentos com o composto GAGMH como
com 0 FDI (ECso gagmn = 3.95 = 0.4 uM; ECsp rp) = 131.4 £ 3.1 uM). Tendo em maos tais
resultados, foi possivel o calculo do indice de seletividade dos compostos no ciclo intracelular
de T. cruzi (GAGMH = 173; FDI = 8), demosntrando que GAGMH ¢é o composto mais
efetivo dentre todos os testados nesse trabalho.
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Figura 17. Avaliacdo do efeito de GAGMH e FDI no ciclo intracelular do T. cruzi. Em A e D, células CHO-
K, ndo infectadas foram tratadas com os inibidores GAGMH ou FDI a concentragdes entre 100 e 2000 uM. A
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viabilidade das células foi acessada pelo método de MTT. Visto o efeito dose-dependente na viabilidade das
células, calculou-se 0 ECs, para ambos 0s compostos. ECsy gagmn = 681,7 £ 4,7 uM; ECsq p) = 763 £ 2,3 uM.
Apos a infecgdo de células CHO-K; com CDT, foi realizado o tratamento com GAGMH ou FDI a concentragdes
entre 1 e 500 uM ao longo de todo o ciclo intracelular. Ao fim do primeiro ciclo intracelular a liberacdo de CDT
foi acompanhada, mais especificamente entre o0 4° e 6° dia pds-infeccdo (B e E). Em C e F nota-se o efeito dos
inibidores no 5° dia pés-infeccdo, dia do pico maximo de eclosdo de CDT. (insets) ECs, calculados no 5° dia
pos-infeccdo para ambos os inibidores: GAGMH = 4 uM; FDI = 130 uM. Os indices de seletividade de
GAGMH e FDI séo de cerca de 173 e 6 respectivamente, revelando que GAGMH é o composto mais efetivo e
promissor dentre os testados nesse trabalho.

4.2 Hexosaminas: transporte e bioenergética

Apesar das hexosaminas poderem ser obtidas a partir da biossintese derivada do
metabolismo de aminoacidos e glicose, cujas primeiras enzimas foram caracterizadas nesse
trabalho, existe a possibilidade de obtencdo de hexosaminas livres a partir do meio
extracelular. Nesse capitulo, sera descrito o transporte das hexosaminas e sua relagdo com o
transporte de Glc além da possibilidade dessas moléculas serem uma fonte oxidavel para o T.

cruzi.

4.2.1 Cinetica do transporte de GIcN e GIcNAc

Para iniciar a caracterizacdo do processo de transporte das hexosaminas utilizaram-se
concentragdes iniciais presumivelmente saturantes (3 mM). Essa concentracdo foi escolhida
apartir da hipotese levantada por Tetaud e colaboradores, propondo que o transportador de
glicose seria capaz de transportar também outros agucares, dentre eles hexosaminas. (Silber et
al., 2009; Tetaud et al., 1994, 1996). Para ambos 0s substratos avaliados, GICN e GIcNAc, a
progresdo temporal do transporte para o meio intracelular pode ser ajustada a uma fungéo de
decaimento exponencial (Pgien = 0,979; Paienac = 0,988), caracteristica de  um fendmeno
mediado por transportadores de membrana (Fig 18 A e C). O transporte de GIcN se mostrou
aproximadamente linear durante 10 min e o de GIcNAc durante 15 min (Fig 18 A inset e C
inset). Deste modo, escolheu-se uma janela de tempo de 60 segundos para medir a velocidade
inicial (Vo).

Para obter os valores de Ky e Vmax, @ Vo foi avaliada em fungdo da concentracao
extracelular do substrato, utilizando diferentes concentracdes entre 0 e 3 mM no caso de GIcN
e entre 0 e 2 mM no caso de GIcNAc. Os dados permitem inferir que as hexosaminas sao
transportadas por um sistema unico, saturavel e que se ajusata ao modelo cinético de

Michaelis-Menten. Os valores das constantes cinéticas foram obtidos constam na Tabela 2.
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Figura 18. Cinética de incorporagdo de hexosaminas em epimastigotas de T. cruzi. (A e C) Incorporacdo
tempo-dependente de 3 mM GIcN tragada com L- [**C (U)] - GIcN ou GIcNAc tracada com L- [*C (1)] -
GIcNAc. Insets: A incorporacdo é linear até 5 min em ambos os casos. (B e D) Efeito da concentracdo do
substrato: a velocidade inicial de transporte (V,), estimada utilizando a faixa de incorporacdo linear do
metabdlito, foi medida como fungdo da concentracdo extracelular de GIcN ou GIcNACc.

K| K K;
V max Km ICs Glc | I1C59 GlcN | I1C5¢ GIcNAC Gle GIcN | GIeNAc
Glc  |60.57+2.56% 061321 - |124+029] 1274009 | - | 062 | 063
101+ | 101
GleN | 0182002 | 1)1 | 1 i 02+005 | 05 i 0,43
005+ | 124+
GleNAC | 0.27£0.05 | 002 F | 144% 11274003 i 062 | 063 i

secdo de materiais e métodos.
“nmol. min™.mg™ (Silber 2009)
! nmol. min™.20x10° células™
’mM

3 S-l

4 KJ.mol*

Tabela 2. Resumo da caracterizacéo cinética do transporte de Glc e Hexosaminas.

Em seguida, experimentos foram realizados na tentativa de confirmar os indicios
prévios de que hexosaminas sdo transportadas por TcCHT (Tetaud et al., 1994). Assim, foram
realizados ensaios de competicdo cruzada do transporte de hexosaminas e glicose. Desta
forma foram verificadas: i. a ja descrita capacidade das hexosaminas de inibirem o transporte
de Glc (Fig 19A); ii. a capacidade (até agora desconhecida) de Glc e GIcNAc inibirem o
transporte de GIcN (Fig 19B); iii. a capacidade (até agora desconhecida) de Glc e GIcN
inibirem o transporte de GIcNAc (Fig 19C). Em sintese, verificou-se uma inibicdo do
transporte e de maneira dose-dependente em todas as combinagcbes. Os valores foram
ajustados a ums fungdo sigmoide e os valores de 1Cso foram estimados (Fig 19 insets.; valores

abaixo dos graficos).
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Figura 19. Ensaios de competicdo no transporte. (A) o transporte de Glc na presenca de diferentes
concentragcdes de hexosaminas. (B) Transporte de GIcN na presenca de diferentes concentracfes de Glc ou
GIcNAc. (C) Transporte de GIcNAc na presenca de diferentes concentracBes de Glc ou GIcN. (insets) O efeito

dose dependente foi observado em todos 0s casos e os valores de ICsy foram estimados.
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4.1.3 Andlise da atividade de GF6PA e GNA vs transporte de GIcN e GICNAc em diferentes
formas do ciclo biolégico de T. cruzi

Uma vez que o T. cruzi percorre diferentes microambientes ao longo de seu ciclo
bioldgico, é razoavel pensar que as diferentes formas do T.cruzi poderiam apresentar
mecanismos distintos para a aquisicdo das hexosaminas. Alias, formas Epi, ao colonizarem o
intestino médio dos triatomineos, pode face um ambiente pobre em glicose porem com
GIcNAc livre, possivelmente derivado da quitina e dos glicoconjugados da PMM: camadas
glicidicas passiveis de degradacdo. Em contrapartida formas que interagem com a corrente
sanguinea dos hospedeiros mamiferos, especialmente formas Tripo, estariam em um ambiente
rico em Glc e GIn, precursores da via HBP. Deste modo, foi comparado o transporte de
hexosaminas com a atividade das enzimas da HBP de formas Epi, Meta e Tripo . Foram
utilizados parasitas intactos para a realizacdo de ensaios de transporte e extratos totais para a
medicdo das atividades enzimaticas. Foi verificado que tanto a atividade de GF6PA quanto a
de GNA estdo cerca de 2 vezes mais elevadas nas formas infectivas M e CDT (Fig 20 A).
Nota-se 0 oposto quando se avalia o transporte de hexosaminas nessas formas, sendo que a

forma E apresenta os maiores niveis de transporte (Fig 20 B).
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Figura 20. Comparativo do metabolismo de hexosaminas ao longo do ciclo de vida do T. cruzi. (A)
Atividade das enzimas TcGF6PA e TcGNA. Foram utilizadas extratos totais das formas E, M e CDT,; a atividade
especifica foi estimada utilizando concentracfes saturantes para os substratos das enzimas. (B) aO transporte de
GlIcN ou GIcNAc foi realizado na concentragdo de 3 mM nos tempos de 1 e 10 minutos. Foram utilizadas formas
E, M e CDT integras, obtidas como descrito em materiais e métodos.



82

4.2.2 Epimastigotas possuem uma atividade quinase de GICNAc

Uma vez transportadas para o citosol, o primeiro passo para o catabolismo das
hexosaminas é a sua fosforilagdo. Racagne e col., em 1983, sugeriram a capacidade de a HK
utilizar outros substratos além da Glc, dentre eles GIcN e GIcNAc. Porém, essa afirmacdo nao
é consistente, uma vez que os dados foram baseados em ensaios indiretos (de inibicédo
competitiva) (Racagni e Machado de Domenech, 1983). Efetivamente, nenhuma atividade
hexosamina quinase foi medida diretamente. Neste trabalho, verificamos tanto uma atividade
GIcN quinase (Fig 21 B) quanto uma atividade GIcNAc quinase (Fig 21 C), utilizando Glc
como controle positivo (Fig 21 A) As atividades foram dependentes da quantidade de extrato
de Epi. Como esperado, os controles negativos (auséncia de substrato ou extrato) néo

apresentaram atividade .
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Figura 21. Fosforilagdo das hexosaminas em extratos de epimastigotas. Utilizando-se da atividade das
enzimas comerciais piruvato quinase e lactato desidrogenase (PK/LDH enzymes from rabbit muscle — Sigma
Aldrich), foi possivel quantificar o ADP gerado pela fosforilagdo da (A) Glc, (B) GlcN e (C) GIcNAc. Controles
sem substrato (CNT WS) e sem extrato (CNT WE) foram utilizados.
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4.2.3 Atividade mitocondrial e viabilidade de T. cruzi sustentada por hexosaminas

Como apresentado nos topicos anteriores, as hexosaminas sdo transportadas e
fosforiladas pelas formas Epi, indicando que essas moléculas sao metabolizadas pelo T. cruzi.
Assim como outros carboidratos, espera-se que um possivel catabolismo de hexosaminas seja
capaz de contribuir com a formacéo de intermediarios do TCA de onde os elétrons desses
metabolitos seriam mobilizados a coenzimas, as reduzindo. Portanto, existe a possibilidade
das hexosaminas fornecerem substratos miticondriais oxidaveis, que estdo envolvidos no
equilibrio redox mitocondrial, o qual pode ser aferido por metodologias baseadas na
conversao de sais tetrazolicos soluveis (por exemplo, MTT e Resazurin) para seus respectivos
estados reduzidos. Esta conversdo vem sendo atribuida a atividade de redutases mitocondriais
e transportadores de elétrons; de fato, tais metodologias sdo consideradas indicadoras da
atividade mitocondrial e vem sendo utilizadas por diversos autores como um marcador de
viabilidade do T. cruzi (Damasceno et al., 2014; Muelas-Serrano, Nogal-Ruiz e GOomez-
Barrio, 2000).

Foram utilizadas ambas as metodologias em formas Epi, submetidas previamente a um
estresse nutricional de 24 h a fim de depletar as concentragdes intracelulares de nutrientes e
ATP (Manchola et al., 2016). Foi verificado que na auséncia de nutrientes (incubacdo em PBS
ndo suplementado) a viabilidade mitocondrial diminui linearmente em funcdo do tempo em
ambos os protocolos. Quando tratados com Glc ou hexosaminas a viabilidade mitocondrial
dos Epi mantém mais elevada, sugerindo que hexosaminas podem ser oxidadas (Fig 22 A e
B). A fim de confirmar a capacidade das hexosaminas de manter a viabilidade celular, os
parasitas do tempo de 96h de estresse, em seus respectivos tratamentos com PBS, PBS+Glc,
PBS+GIcN ou PBS+GIcNAc, foram ainda reincubados em meio LIT e a proliferacdo dos
parasitas avaliada. A proliferacdo apds a reincubacdo ocorreu de maneira muito similar aos
parasitas controle (mantidos todo o tempo em LIT) exceto pelos parasitas mantidos somente

em PBS, os quais apresentam atraso na proliferacao.(Fig 22 C).
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Figura 22. Hexosaminas e a viabilidade de epimastigotas. (A e B) Formas epimastigotas previamente
cultivadas em meio LIT foram lavadas e incubadas com PBS suplementado com 5 mM de GIcN ou GIcNAc
como Unica fonte de nutriente. Controles sem nutriente (PBS) e com PBS suplementado com 5 mM de Glicose
(Glc) foram utilizados. A viabilidade foi acessada pela técnica de Resasurina (A) e MTT (B), em diferentes
tempos de incubacdo, como descrito em 2.3.1. (C) Apds 96h de incubacdo nas condicdes descritas, as amostras
foram lavadas novamente e retornadas a um meio LIT novo. A proliferacdo dos parasitas foi aferida diariamente
por leituras de densidade 6ptica a 620 nm e os valores de absorbancia foram convertidos em concentracdo de
parasitas utilizando uma calibracdo com concentracBes conhecidas de parasita. Foi utilizado como controle,
parasitas mantidos todo o tempo em meio LIT.

4.2.4 Hexosaminas: metabolitos oxidaveis pelo T. cruzi

Dado que as hexosaminas se mostraram capazes de manter a viabilidade celular, que
sdo fosforiladas e que existem genes putativos que codificariam para as enzimas de conversao
das hexosaminas em Fru-6-P, inferimos que possivelmente essas moléculas sdo metabolizadas
na via glicolitica que, em Gltima instancia, fornece substratos oxidaveis para o0 TCA (Piruvato
e Acetil-CoA). Uma consequéncia logica derivada da inferéncia relatada é que os a&tomos de
carbono constituintes das hexosaminas seriam oxidados até CO,. Deste modo avaliamos a
producdo de CO, a partir do tratamento com hexosaminas utilizando metabolitos
uniformemente marcados com **C (exceto GIcNAc, este estava marcado em seu carbono 1).
Nota-se em Fig 23A que em todos os tratamentos ocorreu a producéo de **CO,, essa producao
se incrementou entre 1 e 4 h e a geracdo de *CO, a partir de GIcNAc foi cerca de 2,5 vezes
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maior que a producéo a partir de Glc ou GlcN, indicando que quando na mesma concentracao,
a oxidacgdo de GIcNAc é mais eficiente.

Uma vez que foi comprovado que o destino metabdlico dos carbonos das hexosaminas
pode ser a formacdo de CO,, é razoavel propor que este deriva da formacgédo de acetil-CoA e
piruvato, que mediante a sua oxidacdo no TCA rendem equivalentes reduzidos e succinato,
capazes de alimentar a cadeia de transporte de elétrons (ETS). Sendo assim, as hexosaminas
deveriam ser capazes de sustentar o transporte de protons através da membrana mitocondrial
interna, gerando o gradiente de pH e potencial elétrico neste compartimento. Foi entdo
investigada a capacidade da das hexosaminas de manterem o potencial de membrana
mitocondrial de formas Epi (Fig 23 B-G). Para isso Epis foram tratados com MRC
suplementado com Glc, GIcN ou GIcNAc, incubados com Rh123 e foi avaliada a razao F/F;,
sendo essa proporcional ao potencial de membrana mitocondrial. Foi verificado que tanto Glc
guanto as hexosaminas sdo capazes de manter o potencial de membrana, acima dos valores do
controle negativo (parasitas incubados somente com MRC). Epis tratados com His,
metabolito previamente descrito como substrato oxidavel pelo T. cruzi apresentam 0s maiores
valores de F/F; (Barison et al., 2016).
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Figura 23. Oxidacdo mitocondrial das hexosaminas. (A) Produgdo de **CO, por epimastigotas tratados com
Glc, GIcN ou GIcNAc radioativos. A diferentes tempos pos incubagdo com os metabolitos marcados (TO, 1h e
4h), o **CO, produzido foi capturado em papéis filtro embebidos com solugdo de 2 M de KOH. (n=3) (B-F) As
linhas azuis indicam a fluorescéncia detectada pelos acessério O2k-Fluo. Em todos os casos foi adicionado 2,5
uM de FCCP, desacoplando o potencial de membrana mitocondrial e alterando o quenching da Rh123
previamente incorporada. (G) Representacdo das razdes F/F; das amostras.

4.2.4 Consumo de oxigénio de T. cruzi estimulado por hexosaminas

Tendo em vista que: (i) o padrdo do efeito das hexosaminas observado nos
experimentos anteriores demonstrou a capacidade do parasita de se manter viavel, de manter
de se recuperar apos estresse e (ii) parte da via glicolitica em T. cruzi é citosolica, foram
realizados ensaios de respirometria de alta resolucdo em formas epimastigotas intactas
avaliando, consequentemente, 0 comportamento do controle respiratorio (RCR — Respiratory
Control Ratio). O consumo de oxigénico de formas epimastigotas submetidas a estresse
nutricional e recuperados por 30 min em 5 mM de Glc, GIcN ou GIcNAc foi comparado ao de
parasitas recuperados por 30 min em 5 mM de His, aminoacido reportado como estimulador
da sintese de ATP atraves da OxPhos e consumo de O, na mitocondria de T. cruzi (Barison et
al., 2016).

Assim, buscou-se avaliar o comportamento mitocondrial em fungdo das taxas
respiratorias do parasita em cada condicdo de estresse/recuperacdo. A analise da capacidade
respiratoria se deu pela avaliagdo da taxa de respiracdo de rotina em células intactas (R —
Routine respiration) e mediante administracdo de agentes desacoplantes (Oligomicina A
(Leak respiration — L) — State 4omy) € protondforos (FCCP (E /ETS capacity — Electron Transfer
Capacity) - State 3rccp), em cada condicdo (estressados nutricionalmente em PBS e
recuperados com His). Os tracados resultantes podem ser analisados em (Fig 24 A-E). Os
dados de trés replicas bioldgicas referentes a R, L e ETS encontram-se graficados em (Fig 24
F). Notam-se diferencas significativas entre R e L em todos os casos exceto nos Epis que nao
foram recuperados e permaneceram no tampéao de respiracdo (MRC).

Verifica-se, em um primeiro momento, que os valores de R de epimastigotas
recuperados em GIcN ou GIcNAc estdo em valores similares aos de parasitas recuperados
com Glc ou His parasitas MRC mostraram valores significativamente menores de R (Fig 24
F).

Sabendo que parte da respiracdo de rotina pode ndo estar acoplada a OxPhos, foram
descontados de R os valores de consumo de oxigénio referente ao Leak respiratorio de cada
tratamento (L), obtendo consequentemente a respiracdo de rotina livre (=R) de cada condicéo.

Verifica-se que ~R também € similar entre os tratamentos e que o valor de ~R dos parasitas
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MRC foi significativamente baixo quando em comparagdo com parasitas recuperados em His,
Glc, GlIcN ou GIcNAc, ademais, cerca de 90% do consumo de oxigénico dos parasitas MRC
corresponde a Leak respiration (Fig 24 G). Por conseguinte, ao ser calculada a eficiéncia de
acoplamento da respiracdo de rotina (J-zx) 0 mesmo padrdo se mantém: Os parasitas
recuperados com metabdlitos apresentam niveis de acoplamento respiratorio,
significantemente maiores que parasitas ndo recuperados (Fig 24H), indicando que tais
metabolitos estimulam a sintese de ATP pela ATP sintase vinculado ao consumo de O,.

Ao ser adicionado FCCP nas amostras previamente tratadas com Oligo, obteve-se o
consumo de oxigénio correspondente a capacidade méxima da ETS em concentraces
fisiologicas dos metabolitos (E); nessa condicdo de inibicdo da ATP sintase, ndo ocorre
OxPhos e, portanto, ocorre a limitacdo cinética da ATP sintase no sistema. Quando o
parametro E é analisado, nota-se que His foi o metabolito mais efetivo em estimular ETS, mas
que Glc, GIcN e GIcNAc, de maneira similar entre eles, também o fizeram (Fig 23 F).

Sabendo que E corresponde ao fluxo respiratorio maximo, ao se descontar desse
parametro o valor de L, obtém-se o valor de fluxo maximo, potencialmente disponivel a Phos
(RE). Os parasitas recuperadas em Glc, GIcN, GIcNAc ou His se mostraram com valores de
~F mais elevados que parasitas MRC, sendo que o controle em His apresentou valores ainda
maiores (Fig 24 1). Normalizando os dados de ~F pelos valores de E obtém-se a potencial
eficiéncia de acoplamento de da ETS a OxPhos (J~£). Nota-se que a recuperagdo com His, Glc
ou hexosaminas foi capaz elevar a capacidade de acoplamento de ETS de epimastigotas cerca
de 4 vezes acima dos valores de parasitas ndo recuperados (Fig 24 J), indicando que tais

metabdlitos estimulam o transporte de elétrons por ETS.
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Figura 24. Taxas de respiracdo em formas epimastigotas. (A) Consumo de oxigénio em células estressadas
por 16 horas que ndo foram recuperadas e que foram recuperadas em (B) 5 mM de His, (C) Glc, (D) GlcN ou (E)
GIcNAc. Com linhas azuis indica-se a variagdo na concentracdo de oxigénio em funcdo do tempo (eixos
esquerdos), enquanto que com linhas vermelhas indica-se o fluxo de oxigénio (eixo direito); R: Respiracdo de
rotina; L: Leak respiration; E: Capacidade maxima da ETS; ROX: Consumo de oxigénio residual. (F). Taxas de
respiracdo medidas durante cada estado respiratorio. (G e H) Parametros respiratorios referentes a respiragao de
rotina. (I e J) Pardmetros respiratorios referentes a capacidade maxima de ETS. (n=7)
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4.2.5 Conteudo intracelular de ATP

A demonstracdo de que as hexosaminas sdo moléculas oxidadas pela OXPHOS e
possivelmente metabolizadas através da via glicolitica (processos que tem como uma de suas
fungdes bioldgicas a producdo de ATP), indicou ser relevante avaliar a participacdo das
hexosaminas na biossintese de ATP. Para tal, formas epimastigotas foram submetidas a um
estresse ne nutricional em PBS a fim de reduzir o contetdo intracelular de ATP e em seguida
recuperados com Glc ou hexosaminas. Verificou-se apds 5h de recuperagdo com as
hexosaminas um incremento do contetdo intracelular de ATP (Fig 25), além disso, os niveis
de ATP se mantém mais elevados que os de parasitas na auséncia de fontes de carbono

durante todos os tempos avaliados (Fig 25 inset).
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Figura 25. Biossintese intracelular de ATP em formas epimastigotas. Formas Epi foram tratadas com PBS
suplementado com 5 mM de Glc, GIcN ou GIcNAc (Controle negativo: parasita mantidos em PBS). Inset:
Comparacao dos niveis intracelulares de ATP 5 horas ap0s os tratamentos com os metabdlitos. (n=3)
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4.2.6 Hexosaminas sustentam a metaciclogénese in vitro

Tendo em vista que: (i) as formas Epi e Meta sdo capazes de incorporar hexosaminas a
partir do meio extracelular, (ii) que as hexosaminas sdo metabolitos oxidaveis que estimulam
a producdo de ATP pelo epimastigota, (iii) formas Meta necessitam metabolitos capazes de
sustentar a sintese de ATP, como a prolina ou glutamato, para tal objetivo (Contreras et al.,
1985), foi considerado relevante avaliar a participacdo das hexosaminas no processo de
diferenciacdo de formas Epi para Meta (metaciclogénese). Verifica-se que todos os
tratamentos induziram a metaciclogénese in vitro, sendo que o tratamento somente com
aminoacidos Pro, Glu e Asp (3AA) apresentou uma ligeira diminuicdo no perfil de
diferenciacéo e o tratamento com TAUGIcNAc um aumento e adiantamento da diferenciacao,

em comparacdo com o controle tratado com TAU3AAG.
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Figura 26. Efeito das hexosaminas na metaciclogénese in vitro. Os parasitas foram mantidos em meio TAU
3AAG (controle), TAUGIc, TAUGIcN, TAUGIcNAc. A diferenciacdo foi acompanhada por contagens diarias
em camara de Neubauer (nUmero de parasitas total e nimero de metaciclicos) observando-se a morfologia dos
parasitas. (n=5)
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CAPITULO 5: DISCUSSAO
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5.1 Importéancia da HBP no T. cruzi

A enzima GF6PA (EC 2.6.1.16), uma vez que utiliza glutamina como substrato, pode
ser a porta de entrada do nitrogénio derivado dos aminoacidos para o metabolismo de
hexosaminas/nucleotideos aglcares, mais especificamente a biossintese desses metabdlitos.
Em L. major, o nocaute dessa enzima leva a auxotrofia para hexosaminas (Naderer, Wee e
McConville, 2008). Ja a enzima GNA (EC 2.3.1.4), passo seguinte da via de biossintese, é
essencial em T. brucei, uma vez que esse parasita ndo transporta GICNAc a partir do meio
extracelular (Ebikeme et al., 2008) cuja posterior fosforilacdo poderia suprir a necessidade
desses passos enzimaticos. Ndo ha nenhum relato na literatura sobre esses passos enzimaticos
e 0 metabolismo de hexosaminas em T. cruzi. Neste trabalho verificamos que T. cruzi
expressa uma GF6PA e uma GNA funcionais com altas porcentagens de identidade proteica
com seus homologos em outros organismos. Como esperado, essa conservacdo é mais alta
entre tripanossomatideos. Nesse sentido, a comparacdo entre sequéncias e a caracterizagdo
cinética de enzimas fornece bases importantes para a compreensdo do metabolismo. Porém é
necessario considerar que a disponibilidade de metabdlitos varia consideravelmente durante o
ciclo de vida do T. cruzi, modulando a necessidade da atividade enzimatica. Assim, moléculas
que se mostraram inibidores enzimaticos efetivos, podem apresentar efeitos antiparasitarios
distintos entre os estagios do ciclo biologico.

Na corrente sanguinea formas Tripo e Meta se deparam com altas concentracdes de
Glc (= 8 mM) e GIn (= 500 uM) habilitando-as a usar a HBP (Abdul-Ghani e DeFronzo,
2009; Costa et al., 2017; Osaki et al., 2015; Persiani et al., 2007), sendo a Glc um dos
precursores de Fru-6-P, que junto a GIn sdo substratos de GF6PA. O efeito dos inibidores
GAGMH e FDI pode ser explicado pelo aumento de atividade da GF6PA e GNA nas formas
infectivas. Esse aumento de atividade da HBP e sensibilidade aos inibidores acompanha a
diminuicdo do transporte das hexosaminas, cujas concentracfes plasmaéticas sao relativamente
baixas, mesmo quando administradas via oral (GlcN = 0,3 uM; GIcNAc = 0,9 uM). De forma
contraria, Epis que por sua vez colonizam ambientes com disponibilidade de GIcNAc, tem
atividade da GF6PA e GNA reduzidas, aumento no transporte de hexosaminas e menor
sensibilidade aos inibidores. Esses apontamentos endossam o argumento da disponibilidade
de nutrientes como fator determinante para o efeito do GAGMH e FDI.

Em principio, formas intracelulares necessitam de uma HBP ativa, visto que estas
formas refazem sua maquinaria de moléculas de superficie no interior da célula ao se

diferenciarem (Buscaglia et al., 2006) e que sdo incapazes de obter UDP-GICNAC a partir de
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outros nucleotideos agucar (Roper e Ferguson, 2003). Corroborando com essa hipotese,
inibidores da HBP séo efetivos no ciclo intracelular, sugerindo que os substratos Gln e Fru-6-
P estdo disponiveis para a TcCGF6PA nesse momento. Uma vez que o transporte de Glc esta
ausente em formas amastigotas (Silber et al., 2009) e de que as hexoses encontram-se
majoritariamente fosforiladas no citosol das células, conclui-se que a sintese de Fru-6-P pelo
T. cruzi ficaria condicionada a uma possivel gliconeogénese do parasita. Diversos autores
relataram a atividade de enzimas cruciais para a gliconeogénese, (Acosta et al., 2004,
Adroher, Osuna e Lupiafiez, 1987; Avila et al., 1979; Bringaud, Baltz e Baltz, 1998; Zingales
et al., 1979). Assim, substratos ndo cetogénicos e disponiveis no citosol das células do
hospedeiro, seriam candidatos precursores de Fru-6-P para o0 Ama e Epi-like.

Sabe-se que no ciclo intracelular Pro € um aminoacido essencial (Tonelli et al., 2004),
que pode ser degradado até Glu (Mantilla et al., 2015; Paes et al., 2013) que por sua vez pode
ser convertido a a-KG via glutamato desidrogenase ou pela acdo de diversas
aminotransferases cujas atividades ja foram demonstradas (Carneiro e Caldas, 1983; Duschak
e Cazzulo, 1991; Manchola, Silber e Nowicki, 2018; Nowicki et al., 2001). Glu ainda pode
ser substrato de uma glutamina sintetase, mais expressa e ativa em Ama (Crispim et al.,
2018), fornecendo Gln que também pode ser obtida via transporte nesse estagio (Damasceno,
2017). Os fatos apresentados anteriormente sugerem que a HBP possui um papel mais
relevante nas formas de T. cruzi que habitam o hospedeiro mamifero, sendo que os inibidores

da HBP, a validam como uma via com potencial para intervencdes quimioterapicas.

5.2 Hexosaminas como moléculas oxidaveis por formas epimastigotas

Ao se avaliar o transporte das hexosaminas, nota-se de inicio as diferencas de
afinidade entre os transportadores de Glc, GIcN e GIcNAc. Curiosamente o sistema de
transporte tem uma afinidade maior por GIcNAc do que por Glc ou GIcN. Esse fato chama a
atencdo para os relatos de Peacock e Ebikeme, nos quais é proposto que GICNAc estimula a
proliferacdo de formas prociclicas de T. brucei (Ebikeme et al., 2008; Peacock et al., 2006).
Curiosamente, no mesmo trabalho os autores chegaram a concluséo que as formas prociclicas
de T. brucei sdo incapazes de incorporar GIcNAc. As conclusfes que a primeira vista sdo
contraditérias podem ser explicadas pelo fato de que nos experimentos de Peacock, 0s
parasitas ndo foram submetidos a incubag¢fes com apenas GIcNAc como Unica fonte de

carbono, como realizado nesse estudo. De fato formas Epi de T. cruzi sdo mais resistentes a
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estresses nutricionais severos se comparadas a formas prociclicas de T. brucei (Dados do
laboratério ndo publicados).

Como relatado anteriormente, as formas Epi de T. cruzi sdo capazes de metabolizar
completamente hexoses e hexosaminas, obtendo-as do meio extracelular e degradando-as ate
a eliminacdo de seus carbonos como CO,. O fato de a quantidade de CO, liberado pela
degradacdo da Glc ser inferior a de GIcNAc (mesmo este sendo marcado radioativamente
somente no carbono 1), pode se dever a uma maior distribuicdo dos carbonos da Glc para a
via das pentoses fosfato, ndo compartilhada com as hexosaminas. Ja a diferenca observada
entre a formacdo de CO, de GIcNAc e GIcN ( apesar da via de degradacdo da GICN ser a
priori mais curta) pode estar relacionada a maior afinidade do sistema de transporte por
GIcNAc (com Ky cerca de 15 vezes maior). I1sso nos mostra que quando essas moléculas
estdo disponiveis no ambiente extracelular, podem manter o metabolismo energético.

Os parametros mitocondriais calculados em células intactas, revelam que as
hexosaminas conseguem manter o transporte de elétrons acoplado a OxPhos. Curiosamente,
0s niveis maximos do E, apresentam valores similares a R. Isso indicaria que Hexosaminas
ndo produzem um efeito de capacidade sobressalente de E, diferetenmente da His, onde esse
fendbmeno é bem claro. A auséncia da capacidade sobressalente de E, deve-se ao
envolvimento dessas moléculas em outros processos bioldgicos que ndo apenas respiragao.
Com relacdo as Hexosaminas, a auséncia desse efeito poderia ser explicado pelo
direcionamento desses carbonos para a HBP, assim como para vias que compartilham
piruvato como substrato.

Os niveis intracelulares de ATP apds 5h de incubacdo se mostram elevados nos
parasitas incubados com hexosaminas com relacdo aos parasitas incubados sem fontes de
carbono no meio. Uma vez que essas moléculas sdo classicamente metabolizadas via
glicolise, parece certo pensar que o ATP nesse ponto, pode ser derivado dessa via. Porém,
como foi verificado nesse trabalho, essas moléculas também conseguem recuperar capacidade
de respiracdo acoplada a OxPhos, quando comparado com a respiracdo dos parasitas sem
substratos oxidaveis no meio. Resultados preliminares também indicam que as 5h, a
respiracdo de rotina dos parasitas incubados com hexosaminas € menor, corroborando a
hipotese de que o pico nos niveis intracelulares de ATP nessa condicdo de tempo, deriva
majoritariamente da glicolise.

Quando ndo ha fontes de carbono no meio, as mitocondrias de epimastigotas
estressados nutricionalmente perdem sua capacidade redutora com o tempo, como Vvisto nos

resultados retratados na Fig 22. Esse fato é também verificado em ensaios temporais de
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quantificacdo intracelular de ATP e respiracdo em células intactas, resultados do nosso
laboratdrio que foram congruentes com os apresentados nesse trabalho.

Apesar de a mitocondria ser afetada nessas condi¢des, a populacédo parasitaria é capaz
de se restaurar, sendo os parasitas capazes de proliferar até mesmo apos 72 h de estresse em
PBS. Na natureza, os triatomineos vetores sdo submetidos a periodos de estresse nutricional
severo, sendo que logo ap6s o repasto sanguineo esse periodo pode chegar a mais de 12
meses. Em longos periodos de estresse nutricional, a populacdo de parasitas chega a competir
por nutrientes com o triatomineo (Schaub e Ldsch, 1989) Diversos processos Sao
desencadeados pelo estresse nutricional do hospedeiro invertebrado e consequente estresse
nutricional do T. cruzi.

Muitos autores tem observado uma diminuicdo na densidade de parasitas no trato
intestinal de triatomineos estressados nutricionalmente (Kollien e Schaub, 1998; Schaub e
Boker, 1986; Schaub e Losch, 1989) e diminuicdo na quantidade de tripomastigotas
encontradas em infec¢fes de triatomineos estressados por longos periodos (Garcia et al.,
1995). Apesar de estar condicionado a longos periodos de estresse nutricional, parece l6gico
que nutrientes devam estar disponiveis para 0s epimastigotas, no intestino médio dos
triatomineos, mesmo que em baixas concentragdes.

Até 0 momento ndo existem estudos indicando qual(ais) seria(m) essa(s) molécula(s) e
sabe-se que apos 0 repasto sanguineo, o tempo para total absor¢do dos nutrientes no intestino
médio dos barbeiro é na escala de horas (Guarneri e Lorenzo, 2017). Reforcamos aqui, a
importancia de se analisar a possibilidade de as hexosaminas serem utilizadas como

metabolito oxidavel pelos epimastigotas no inseto vetor.

5.3 Uso de GIcNAc por epimastigotas

O GIcNACc é uma hexosamina acetilada presente em todos os clados biolégicos sendo
constituinte de polimeros estruturais como a quitina, em paredes celulares fungicas, no
exoesqueleto de artropodes e crustaceos e no peptideoglicano de bacterias. Além disso, sabe-
se que GIcNAc é componente essencial de glicoconjugados celulares de diversos organismos
(Breidenbach et al., 2010; Messner, Schaffer e Kosma, 2013; Zachara, Akimoto e Hart,
2015). O intestino dos os triatomineos apresentam uma membrana denominada PMM
(Perimicrovillar Membrane / Membrana perimicrovilar) composta de glicoconjugados que

apresentam como componentes carboidratos, incluindo GICNAc.
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Em um trabalho de 2013 Antunes e col. relataram a presenga de GIcNAc livre em
fluidos excretados das trés principais espécies de tritaomineos transmissores da doenca de
Chagas, indicando a possibilidade desse metabdlito estar disponivel no intestino dos
barbeiros. O mesmo ndo ocorreu com GIcN, Glc e outras hexoses (Antunes et al., 2013).
Além disso, apesar de ndo ter sido relatada previamente como componente da PMM,
Alvarenga e col. em 2016 concluiram, por diferentes técnicas, que o intestino médio de R.
prolixus possui quitina em sua composic¢do (Quitina é polimero de GICNAc e componente
essencial de matrizes peritroficas (PM) de diversos outros insetos). Este foi o primeiro relato
da presenca de quitina no intestino de um integrante do clado Hemiptera, 0s quais possuem
PMM ao invés de PM (Alvarenga et al., 2016).

E importante ressaltar que ndo existem comprovaces experimentais de atividade
quitinase em extratos de T. cruzi e ndo existem sequéncias putativas para quitinase anotadas
no genoma desse organismo. Deste modo o parasita ndo degradaria ativamente a quitina
presente no intestino do barbeiro. Com isso, para a obtencdo e degradacdo de GIcNAc, as
formas Epi dependeriam da acdo de quitinases do proprio barbeiro ou da acdo da microbiota
do triatomineo.

Gumiel e col. em 2015 avaliaram a composicdo da microbiota dos triatomineos T.
pseudomaculata e T. brasiliensis, revelando que esta é composta por poucas espécies de
bactérias, dentre elas Serratia marcescens (Gumiel et al., 2015). A bactéria S. morcescens, é
muitas vezes referida como uma das mais eficientes bactérias degradadoras de quitina, sendo
que a expressdo de suas enzimas quitinoliticas é induzida pela presenca extracelular do
substrato (Fuchs, McPherson e Drahos, 1986). Diversos grupos também relataram que essa
bactéria exporta quitinases para 0 meio extracelular, sugerindo fortemente que a fonte de
GIcNACc livre detectado nos ensaios de metaboloma de Antunes e colaboradores em 2016
acerca dos fluidos excretados seria derivado da degradacéo da quitina do intestino médio.

E interessante ressaltar que as formas epimastigotas, que colonizam o intestino médio
dos vetores, apresentam uma alta taxa glicolitica e que os niveis de respiracdo de rotina
estimulado por Glc ou hexosaminas sdo maiores em Epis que em Tripos, cujo ambiente que
habitam é rico em Glc (Anexo 2).

Neste trabalho demonstramos que a capacidade de transporte de GICNAc e GIcN é
maior nas formas epimastigotas e que essas hexosaminas conseguem manter a viabilidade e
proliferacdo celulares além de estimular a sintese de ATP via fosforilagdo oxidativa.
Associando os dados da literatura aos obtidos nesse trabalho propomos que as hexosaminas,

em especial GIcNAc, seriam fontes de carbono oxidaveis para a forma epimastigota nos
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ambientes do inseto vetor. Ademais, por GICNAc conseguir manter a metaciclogénese in vitro
e por estar presente nos fluidos excretados dos barbeiros, propomos que também seria um

metabolito envolvido na diferenciacdo do parasita no inseto.
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CAPITULO 6: CONCLUSOES
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6.1 Via de biossintese de hexosaminas

T. cruzi possui uma via de biossintese de hexosaminas ativa, a0 menos em seus dois
primeiros passos enzimaticos (GF6PA e GNA).

As atividades de GF6PA e GNA estéo elevadas nas formas infectivas, tripomastigota e
metaciclica, em comparagdo com a atividade em formas epimastigotas.

Analogos de glutamina sdo capazes de inibir a atividade de TcGF6PA recombinante.
G3S, analogo de GIcN-6-P, foi capaz de inibir a atividade de TcCGNA recombinante.
GAGMH e FDI inibem a proliferacdo de formas epimastigotas.

GAGMH e FDI afetam o ciclo intracelular.

6.2 Hexosamindlise

As hexosaminas séo transportadas pelo mesmo sistema de transporte que a Glc
Esse sistema de transporte possui mais afinidade por GIcNAc que por Glc ou GlcN.
Existe atividade de GIcN quinase e GIcNAc quinase em extratos de formas
epimastigotas.
As hexosaminas sdo metabolitos oxidaveis por formas epimastigotas, uma vez que:

1) Favorecem a viabilidade celular, mesmo quando como Unica fonte de nutriente,

até longos periodos de estresse nutricional;

2) Fornecem substratos ao TCA, estimulando a produgéo de COy;

3) Sao capazes de manter o potencial de membrana mitocondrial,

4) Estimulam a ETS e seu acoplamento a OXPHOS;

5) Incrementam os niveis intracelulares de ATP.

6) Hexosaminas induzem metaciclogénese in vitro.
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Anexo 1. Curva de proliferacdo de formas epimastigotas de T. cruzi Cepa CL clone 14.
Os epimastigotas foram cultivados em meio LIT e foram utilizadas duas concentrages inicias
em culturas em placas de 96 pocos. Foram realizadas leituras diarias em espectrofotdmetro de

placa Gen5 BioTek Spectrometer.
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Anexo 2. Comparacéao da respiracéo de rotina de formas Tripo e Epi de T. cruzi.
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