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RESUMO

Souza, ROO. Caracteriza¢do do metabolismo de acidos graxos em Trypanosoma cruzi.
[Tese (Doutorado em Parasitologia)]. S@o Paulo: Insituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo; 2019.

Esta bem estabelecido que o metabolismo do 7. cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas,
¢ baseado principalmente no consumo de glicose e/ou aminoacidos, dependendo da
disponibilidade desses substratos no ambiente. Neste trabalho foi demonstrada a importancia
do metabolismo de acidos graxos, principalmente para as formas do parasita que estao presentes
no inseto vetor. 7. cruzi é capaz de incorporar acidos graxos a partir do meio externo e
metabolizar esses substratos, gerando CO2. Mostramos que a degradacdo de acidos graxos em
T. cruzi € operativa nas formas epimastigotas (formas proliferativas e ndo infectivas presentes
no inseto vetor), porém sua ativagdo depende da disponibilidade de glicose no meio. A medida
que diminui a concentragdo de glicose no meio aumenta a dependéncia da utiliza¢ao de acidos
graxos como fonte de energia. Essa regulacdo ¢ concomitante com o aumento da atividade da
Carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1), principal reguladora do processo de degradacio de
acidos graxos. Também foi observado que o parasita pode realizar sintese de novo de acidos
graxos a partir de malonil-CoA, no entanto, a atividade da Acetil-CoA carboxilase (ACC)
também esta condicionada a concentragdo de glicose, sendo mais ativa no inicio da curva de
proliferacdo. O tratamento de formas epimastigotas de 7. cruzi com Etomoxir, inibidor de
CPT]1, interfere na proliferacdo dos parasitas, impedindo a ativagdo da beta-oxidagdo quando
os niveis de glicose no meio estdo mais baixos. Etomoxir também diminui a resisténcia dos
parasitas ao estresse nutricional severo, fazendo com que 4acidos graxos se acumulem em
inclusoes lipidicas, sustentando a ideia de que esses parasitas podem utilizar contetdo lipidico
na forma de triacilglicer6is como reserva energética. Nesse sentido, foi caracterizada uma das
enzimas criticas no metabolismo de lipideos, a Acil-CoA desidrogenase (ACAD), responséavel
pelo primeiro passo da beta-oxidagdo. O gene de 7. cruzi que codifica para a ACAD com
caracteristicas de ACAD para substratos de cadeia média (C8:0 — C16:0) foi expresso em
Escherichia coli e a ACAD recombinante resultante (TcACAD) foi -caracterizada.
Notavelmente possui amplo espectro de substratos, capaz de reconhecer substratos de cadeia
curta e longa e at¢é mesmo substratos com ramificagdo, derivados da via de degradacao de
aminodacidos de cadeia ramificada. A TcACAD esta localizada na mitocondria do parasita e ¢
expressa diferencialmente ao longo do ciclo de vida do parasita, sendo mais ativa nas formas
epimastigotas intracelulares, presentes no hospedeiro mamifero. A TcACAD possui uma
atividade parcial de acil-CoA oxidase, gerando H>02 na mitocondria. Finalmente, também foi
mostrado que a beta-oxida¢do ¢ um processo metabolico importante para a diferenciagao.
Diante do exposto, conclui-se que o metabolismo de acidos graxos contribui para o
metabolismo energético do parasita.

Palavras-chave: Acidos graxos. Trypanosoma cruzi. Etomoxir. CPT1. ACAD.



ABSTRACT

Souza, ROO. Characterization of fatty acid metabolism in Trypanosoma cruzi. [Thesis (Ph.
D. in Parasitology)]. Sdo Paulo: Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo;
2019.

It is well established that the metabolism of 7. cruzi, the etiologic agent of Chagas' disease, is
based mainly on the consumption of glucose and/or amino acids, depending on the availability
of these substrates in the environment. In this work the importance of fatty acid metabolism
was demonstrated, especially for the forms of the parasite that are present in the insect vector.
T. cruzi is able to incorporate fatty acids from the external environment and metabolize these
substrates, generating CO2. We show that fatty acid degradation in 7. cruzi is operative in the
epimastigote forms (proliferative and noninfective forms present in the insect vector), but its
activation depends on the availability of glucose in the medium. When the glucose
concentration in the medium decreases the dependence of the use of fatty acids as energy source
increases. This regulation is concomitant with the increase in the activity of Carnitine
palmitoyltransferase 1 (CPT1), the main regulator of the fatty acid degradation process. It was
also observed that the parasite could perform de novo synthesis of fatty acids from malonyl-
CoA, however, the activity of Acetyl-CoA carboxylase (ACC) is also conditioned to glucose
concentration, being more active at the beginning of the curve of proliferation. The treatment
of epimastigotes forms of 7. cruzi with Etomoxir, inhibitor of CPTI, interferes in the
proliferation of the parasites, preventing the activation of the beta-oxidation when the glucose
levels in the middle are lower. Etomoxir also decreases parasite resistance to severe nutritional
stress, causing fatty acids to accumulate in lipid inclusions, supporting the idea that these
parasites can use lipid content in the form of triacylglycerols as an energy reserve. In this sense,
one of the critical enzymes in lipid metabolism, Acyl-CoA dehydrogenase (ACAD), was
responsible for the first step of beta-oxidation. The 7. cruzi gene encoding ACAD with ACAD
characteristics for medium chain substrates (C8: 0-C16: 0) was expressed in Escherichia coli
and the resulting recombinant ACAD (TcACAD) was characterized. Notably, it has a broad
spectrum of substrates capable of recognizing short and long chain substrates and even
branched substrates derived from the branched chain amino acid degradation pathway.
TcACAD is located in the mitochondria of the parasite and is differentially expressed
throughout the life cycle of the parasite, being more active in the intracellular epimastigote
forms present in the mammalian host. TcACAD has a partial activity of acyl-CoA oxidase,
generating H>O> in mitochondria. Finally, it has also been shown that beta-oxidation is an
important metabolic process for differentiation. In view of the above, it is concluded that the
metabolism of fatty acids contributes to the energetic metabolism of the parasite.

Keywords: Fatty acids. Trypanosoma cruzi. CPT1. ACAD.
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1.1 Aspectos gerais da Doenca de Chagas (DC)

A doenca de Chagas (Chagas 1909) ¢ um grave problema de saude publica e integra o
ranking das 13 doencas mais negligenciadas (“WHO | Chagas Disease (American
Trypanosomiasis)” 2018), afetando aproximadamente 6 milhdes de pessoas na América do Sul,
América Central, México e Estados Unidos, e mais de 70 milhdes de pessoas estdo expostas ao
risco de infec¢do (Perez-Molina and Molina 2018). Essa doenga ¢ causada pelo protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi e € transmitida, naturalmente, aos seres humanos e a mais de 150
espécies de mamiferos, através de vetores triatomineos hematdfagos da familia Reduviidae,
conhecidos popularmente no Brasil como “barbeiros” (Perez-Molina and Molina 2018).
Existem, também, formas ndo vetoriais de transmissdao da doenga, através da transfusdo de
sangue e transplantes de orgdos de pessoas infectadas, transmissdo congénita, ingestdo de
alimentos contaminados e acidentes laboratoriais (Wendel 2010; Filigheddu, Goérgolas, and
Ramos 2017; Kolliker-Frers et al. 2016; Rassi Jr., Rassi, and Marcondes de Rezende 2012).

Entre as décadas de 1960 ¢ 1970 foram descobertos dois compostos com capacidade
terap€utica para tratamento da doenca de Chagas: o Nifurtimox (NF) e o Benzonidazol
(Wilkinson et al. 2008). Medicamentos baseados nesses farmacos sao amplamente utilizados,
mas devido a sua toxicidade, causam diversos efeitos colaterais indesejados (Coura and Dias
2009; Viotti et al. 2009), levando os pacientes a abandonarem o tratamento. Além disso, esses
medicamentos sdo eficazes na fase aguda, quando a doenca ¢ raramente diagnosticada. A
eficacia dessas drogas na fase cronica da doenga ¢ baixa (Guedes et al. 2011). Devido a esses
fatos, hd uma grande necessidade de procurar novas alternativas quimioterapicas para o

tratamento da doenca de Chagas (Lisvane Silva et al. 2011; Boscardin et al. 2010).

1.20 T. cruzi

O T. cruzi é um protista flagelado que pertence ao grupo Excavata, no agrupamento
Kinetoplastidae (ADL et al. 2005). Dentro da espécie 7. cruzi, ha uma grande viariabilidade
genética que reflete em complexo espectro de fenotipos, o que levou a buscar uma classificagdo
robusta das linhagens sub-especificas de 7. cruzi. Para isso foram definidas as Unidades
discretas de tipificacdo, ou DTUs (Discrete Typing Units). Essas DTUs sdo seis, € estdo
nomeadas pela numeragdo (I a VI). De forma geral, cada cepa ou clone dentro das DTUs

compartilham uma ou mais caracteristicas bioldgicas diferenciais, como distribui¢do



24

geografica, viruléncia, tropismo ou preferéncia por hospedeiro mamifero (Brenicre, Waleckx,
and Barnabé 2016).

O T. cruzi possui um complexo ciclo de vida, que alterna entre o inseto vetor € o
hospedeiro mamifero e apresenta diferentes morfologias a cada estagio do seu ciclo de vida,
necessitando, também, se adaptar aos diferentes ambientes onde esse ciclo de vida acontece
(Marchese et al. 2018). No hospedeiro mamifero, as principais formas descritas sdo o
amastigota, o epimastigota intracelular ¢ o tripomastigota sanguineo. Os amastigotas sao
formas intracelulares aproximadamente esféricas, replicativas e infectivas. Durante a infec¢ao
celular, as formas amastigotas replicam e colonizam o citosol da célula hospedeira. Apos certo
numero de divisdes celulares, diferenciam para formas tripomastigotas, passando pela forma
intermediaria denominada epimastigota intracelular (Almeida-de-Faria et al. 1999). Os
tripomastigotas lisam as células do hospedeiro, ficando livres nos tecidos e na corrente
sanguinea. Esses tripomastigotas podem: i. infectar células vizinhas no mesmo tecido onde sdo
liberados; ii. atingir a corrente sanguinea. Uma vez na corrente sanguinea, podem infectar
outros tecidos, ou um novo inseto vetor durante o seu durante o repasto sanguineo. Uma vez
estabelecida ainfecgdo no inseto o parasita pode ser finalmente transmitido a outro hospedeiro
mamifero (De Souza 2002). Dentro do inseto vetor, a maioria das formas tripomastigotas
ingeridas com o sangue morrem durante o trajeto para a regido média do tubo digestorio. A
pequena populacao que resta, consegue colonizar o tubo digestério do inseto, diferenciando-se
para formas epimastigotas (replicativas, ndo infectivas) (Uehara et al. 2012). Na regido distal
do tubo digestorio, os epimastigotas diferenciam-se para tripomastigotas metaciclicos, formas
semelhantes aos tripomastigotas sanguineos, infectivas e ndo replicativas, em um processo
conhecido como metaciclogénese (Figueiredo, Rosa, and Soares 2000). Durante o repasto
sanguineo do inseto infectado, as formas metaciclicas sao expelidas junto com as fezes e urina

do vetor, podendo infectar outro mamifero (De Souza 2002).
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Figura 1: Representacdo do ciclo de vida do T. cruzi. Adaptado de (Lisvane Silvaetal. 2011).

O T. cruzi (e os outros tripanossomatideos) possui algumas peculiaridades em
comparag¢do aos outros eucariotas. Esses parasitas possuem organelas especializadas chamadas
de glicossomos, que s3o peroxissomos modificados (Michels 1989), onde eles
compartimentalizaram parte das enzimas relacionadas a glicolise, algumas outras vias
biossintéticas como a via das pentoses fosfato (PPP) e uma parte da biossintese de esterdis
(Allmann and Bringaud 2017; Acosta et al. 2019). Outra caracteristica notavel € a presenca de
estruturas de reserva de lipideos e proteinas denominadas reservossomos. Além de proteinas e
lipideos, os reservossomos contém algumas enzimas com atividade hidrolase e proteinase
(Figueiredo, Steindel, and Soares 1994; Cunha-e-Silva et al. 2002). H4 também a ocorréncia de
acidocalcissomos, que sdo organelas caracterizadas pelo conteudo acidico e que armazenam
polimeros de fosfato complexados com Ca®" e outros ions. Essa organela também estd
relacionada com a sinalizagdo por Ca?" em tripanossomatideos (Roberto Docampo and Moreno
2011; Huang and Docampo 2015; R Docampo et al. 1995).

Uma série de outras caracteristicas importante dos tripanossomatideos estdo
relacionadas com a estrutura e fun¢do da mitocondria. Esses organismos possuem uma unica e
grande mitocondria, que se distribui em ramificagdes e se espalha pelo corpo celular. A
depender dos fatores ambientais ou do estagio do ciclo de vida, o volume pode variar. Dentro
da matriz mitocondrial, ha uma estrutura que ¢ particular dos cinetoplastideos, o cinetoplasto,

onde se encontra 0o kDNA. O kDNA ¢ uma malha de DNA circular, constituido por maxicirculos
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(aproximadamente 50 unidades) e minicirculos (5.000 a 10.000 unidades). Esses dois tipos de
DNA circulares se arranjam em uma malha tnica. Esse kADNA possui sequéncias codificantes
para rRNAs e uma série de proteinas mitocondriais, no entanto, os genes possuem uma estrutura
distinta, com fases de leitura abertas incompletas ou imaturas, € necessitam de um mecanismo
especial de edi¢do (RNA editing) onde sequéncias de RNA s3ao modificadas em prol de formar
um transcrito traduzivel (Lisvane Silva et al. 2011).

Quanto a constitui¢ao dos componentes da cadeia transportadora de elétrons (CTE) o
parasita possui todos os complexos (I a V). No entanto, o complexo I ¢ insensivel a rotenona e
possui funcionalidade limitada devido a auséncia de algumas subunidades (César Carranza et
al. 2009; Duarte and Tomas 2014). Devido a isto, ha a suposi¢do de que a fumarato redutase
(NADH dependente) ¢ fundamental na re-oxidagdo do NADH, gerando succinato, que seria
substrato para o complexo Il da CTE. A transferéncia de elétrons via complexo III pode ser
inibida por KCN e antimicina A, sugerindo que esses complexos sdo funcionais. Além disso,
os citocromos aa3, b, c558 foram identificados por protedmica, sendo o cit aa3 a principal
oxidase terminal em 7. cruzi.

Ao longo do ciclo do ciclo de vida, o parasita passa por diversos ambientes, onde em
cada um deles, encontra condigdes fisico-quimicas distintas. Dentre essas condicdes, a
disponibilidade de nutrientes nos diferentes meios onde transita € bastante variavel. Para lidar
com essas flutuagdes de fontes de carbono e energia, tem se desenvolvido no 7. cruzi um
metabolismo flexivel, baseado no consumo de glicose e aminodcidos (Marchese et al. 2018;

Silber et al. 2005).

1.3 Metabolismo energético em 7. cruzi
1.3.1 Metabolismo intermediario

O T. cruzi ndo possui moléculas de reserva, como glicogénio ou o mandgeno em
Leishmania spp. Seu metabolismo ¢ basicamente baseado no consumo preferencial de glicose,
quando a mesma esta presente (Maugeri, Cannata, and Cazzulo 2011b). A glicolise nesses
parasitas possui algumas particularidades, como a falta de regulac¢do classica das enzimas
hexoquinase e fosfofrutoquinase e também do consumo de glicose em detrimento da
concentracao de oxigénio (auséncia de Efeito Pasteur) (Maugeri, Cannata, and Cazzulo 2011b;
J J Cazzulo 1994). Até entdo ndo estvam bem definidos os mecanismos que o parasita utiliza
para controle do fluxo glicolitico. Dados de analise de fluxo metabolico indicam que a glicdlise

em tripanossomatideos pode ser regulada pelo transportador (modo de operagdo candnico) ou
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pelos niveis de ATP/ADP e NAD/NADH dentro dos glicossomos (Bakker et al. 1999, 1997).
Dadas essas peculiaridades, o parasita realiza um processo conhecido como fermentagao
aerobica da glicose, gerando como produtos finais metabdlitos reduzidos na forma de succinato,
NH;3" e alanina (J J Cazzulo 1992b; Frydman et al. 1990). Dentro dos glicossomos a glicose ¢
convertida a 3-fosfoglicerato (3-PG) e esse intermedidrio ¢ transportado ao citosol. No citosol,
0 3-PG ¢ convertido em fosfoenolpiruvato (PEP) que pode ser convertido a oxaloacetato, via
fosfoenolpiruvato quinase (PEPCK) e esse oxaloacetato convertido a malato pela acdo da
malato desidrogenase citosolica, gerando NAD". O malato pode entrar nos glicossomos € ser
convertido a fumarato, via fumarase (FH) e a succinato via fumarato redutase (FRD NADH-
dependente). Essa mesma molécula de PEP pode seguir ainda convertida em piruvato, via
piruvato-fosfato diquinase (PPDK), passo enzimatico que gera ATP e ajuda a restaurar os niveis
de ATP dentro dos glicossomos (Acosta et al. 2004). O piruvato também pode ser convertido a
alanina pela ag¢do de uma alanina desidrogenase glicossomal (ADHg). Além do pool
glicossomal de alanina, também hé a produ¢do de alanina no citosol, a partir da conversdo de
PEP a piruvato pela piruvato quinase (PK) e utilizacao do piruvato como aceptor de -NH> em
reacdes de transaminagdo. O ciclo de Krebs (TCA) nesses parasitas € operativo e parte do
piruvato produzido no citosol pode ser convertido a acetil-CoA na mitocondria.

Hé evidéncias de que existam duas ramificacdes na rota de conversdao malato-
oxaloacetato-fumarato, integrando o metabolismo dos glicossomos e da mitocondria. Essa
ramificagdo¢ funcional tanto em 7. brucei, quanto em 7. cruzi. Em situagdes de baixa atividade
do TCA e acumulo de malato na matriz mitocondrial, o oxaloacetato produzido a partir da
atividade da malato desidrogenase mitocondrial (MDHm) se acumula e inibe a enzima malica
mitocondrial (MEm), fazendo com que o malato seja convertido a fumarato e posteriormente a
succinato, via FRD-NADH dependente. Em uma situagdo em que o TCA esta atuando
normalmente, o oxaloacetato ndo se acumula e ndo inibe a MEm. Assim, parte do malato sera
convertido a piruvato, que pode ser decarboxilado a acetil-CoA, alimentando o TCA (J J
Cazzulo 1994; Maugeri, Cannata, and Cazzulo 2011a; Leroux et al. 2011; J J Cazzulo 1992a;
Frydman et al. 1990; Cannata and Cazzulo 1984; Juan José Cazzulo 1992).
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1. Hexoquinase. 2.

Figura 2: Representagdo do metabolismo intermediario de T. cruzi:

Glicose-6-fosfato isomerase. 3. Fosfofrutoquinase. 4. Frutose bisfosfato aldolase. 5. Gliceraldeido 3-

fosfato desidrogenase. 6. Fosfogliceratomutase. 7. Fosfoglicerato quinase. 8. Piruvato quinase. 9.

Piruvato desidrogenase. 10. Alanina desidrogenase. 11. Citrato sintase. 12. Aconitase. 13. Isocitrato
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desidrogenase. 14. 2-oxoglutarato desidrogenase. 15. Succinil-CoA sintetase. 16. Succinato
desidrogenase. 17. Fumarato hidratase. 18. Malato desidrogenase (mitocondrial). 19. Enzima maélica
mitocondrial. 20. Fosfoenolpiruvato carboxiquinase. 21. Malato desidrogenase glicossomal. 22.
Fumarato hidratase glicossomal. 23. Fumarato hidratase citosolica. 24. Fumarato redutase glicossomal.
25. Piruvato-fosfato diquinase. 26. Enzima malica citosélica. 27. Fumarato hidratase citosolica. 28.
Glutamato desidrogenase mitocondrial. 29. Alanina transaminase. Algumas das enzimas podem ter
localizagdo em qualquer dos trés compartimentos, mas por fins didaticos foram representadas apenas
uma ou duas vezes. Adaptado de (J J Cazzulo 1994; Maugeri, Cannata, and Cazzulo 2011a). Em
vermelho: glicolise. Azul: via de ramificagdo malato — oxaloacetato — fumarato. Amarelo: principais
produtos excretados pelo parasita.

1.3.2 Funcodes dos aminoacidos em 7. cruzi

A participacao dos aminoacidos no metabolismo de 7. cruzi vem sendo estudada desde
a década de 60. Recentemente o nosso laboratorio demonstrou por analises metabolomica que,
quando a concentragdo de glicose diminui no méio extracelular, as formas epimastigotas
realizam um switch metabolico para o consumo de alguns aminoacidos durante as fases
exponencial e estacionaria de proliferagdo (Barison et al. 2017). J& foi demonstrado que
glutamina (GlIn), glutamato (Glu) prolina (Pro), aspartato (Asp), asparagina (Asn), isoleucina
(Ile) e leucina (Leu) podem ser oxidados por formas epimastigotas do parasita, dando
sustentagdo ao metabolismo energético (Sylvester and Krassner 1976; Mancilla, Naquira, and
Lanas 1967; Zeledon 1960). Sabe-se também que alguns aminoacidos participam em processos
bioldgicos que vao além da sua fungdo Obvia na biossintese de proteinas: arginina (Arg)
participa da administracdo de recursos energéticos no parasita, via conversao reversivel em
fosfoarginina, sistema analogo ao da interconversdo entre creatina e fosfocreatina em
mamiferos (C A Pereira et al. 1999; Claudio A Pereira et al. 2003). Pro estd envolvida na
resisténcia a diferentes tipos de estresse, principalmente oxidativo (Magdaleno et al. 2009). Ha
também dados que mostram que aminoacidos como Pro e Ala participam do controle osmotico
do parasita (Rohloff, Rodrigues, and Docampo 2003).

O metabolismo também esta estreitamente ligado a diferenciagdo de formas
epimastigotas a tripomastigotas metaciclicas (metaciclogénese). A metaciclogénese pode ser
feita in vitro, mediante a simulagdo das condi¢gdes que o parasita encontra na porg¢ao final do
tubo digestivo do inseto vetor. Isto ¢ possivel mediante a utilizacdo do meio TAU (Triatomine
Artificial Urine). Que fornece as condi¢des fisicoquimicas da urina do barbeiro (osmolaridade,
pH). Notavelmente, o méio TAU nao possui na sua formulagdo base nenhum nutriente. Apds
os parasitas serem submetidos a estresse metabolico mediante incubagdo em meio TAU por

duas horas, passo fundamental para iniciar a diferenciagdo, esse meio pode ser suplementado
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com metabolitos que, sabidamente, sustentam a metaciclogénese: Pro, Asp, Glu e glicose
(devido a esta composicao foi denominado TAU 3AAG) (Contreras et al. 1985). Esta estratégia
de diferenciagao permite a exploracao de novos nutrientes que podem estar envolvidos na
metaciclogénese, mediante a suplementacao de TAU com outros metabolitos. Nesse sentido, ja
foi reportado que Pro e Gln (Damasceno, Barison, et al. 2018) sdo suficientes para sustentar o
processo de diferenciacdo. Embora os aminoécidos em geral possuam efeito positivo sobre a
metaciclogénese, ja foi demonstrado que Leu, Ile e valina (Val) ndo sdo capazes de sustentar
esse processo, ¢ quando combinados com aminoacidos que sim o fazem (por exemplo Pro)

atuam como reguladores negativos (Homsy, Granger, and Krassner 1989).

1.3.2 Funcoes dos aminoacidos em T. cruzi

Decorrente das funcdes descritas para alguns desses aminoacidos € relevante analisar o
seu metabolismo. Dentro deste contexto, o nosso laboratério vem caracterizando a importancia
das vias de sintese e degradagdo de aminoacidos em 7. cruzi. Um dos aminoacidos mais
estudados em 7. cruzi é a Pro. Pro ¢ degradada a Glu em dois passos enzimaticos. O primeiro
passo ¢ realizado pela prolina desidrogenase (TcPRODH), uma enzima FAD dependente que
produz Al-pirrolina 5-carboxilato, que é substrato da Al-pirrolina 5-carboxilato desidrogenase
[TcP5CDH, NAD(P)" dependente], que gera Glu como produto final da via. Foi demonstrado
que a oxidacdo de Pro acontece na mitocOndria e que, esses passos enzimaticos geram
coenzimas reduzidas que estimulam a respiracdo celular e alimentam a cadeia respiratdrio,
produzindo ATP via fosforilagdao oxidativa (OxPHOS) (Paes et al. 2013; Mantilla et al. 2015).
Além da degradagdo, o T. cruzi € capaz de sintetizar prolina a partir de Glu em dois passos
enzimaticos. Essa via biossintética estd presente no citosol do parasita e ¢ regulada pela
concentragdo de NADPH citosolico (Leticia Marchese, tese de doutorado). Um outro
aminoacido que vem sendo estudado pelo nosso laboratério € a histidina e a via degradativa
que vai de histidina a glutamato. Histidina ¢ um aminodacido essencial, que ¢ transportado pelo
parasita desde o meio externo. A via de degradacdo de His em 7. cruzi e é composta por quatro
passos enzimaticos e o consumo desse aminoacido promove viabilidade e producdo de ATP via
OxPHOS (Barison et al. 2016). Uma outra possibilidade de gerar energia a partir de histidina ¢
a producao imatura de o-cetoglutarato (a-kg) via decomposicdo espontinea de um dos
intermediarios da via, o imidazolona-5-propionato (IPA) (Raissa Melo, tese de doutorado).
Recentemente foi demonstrado que alanina (Ala), que ¢ um produto final do metabolismo de

glicose, pode ser também transportada a partir do meio externo e, via conversao a piruvato, atua
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como uma fonte de produgdo de energia para formas epimastigotas de 7. cruzi (Girard et al.
2018). A GlIn além de ser sintetizada pelo parasita via uma glutamina sintetase (TcGS) ela pode
ser transportada a partir do meio externo, sendo uma fonte de ATP para o parasita. Além da
producao de energia, foi descrito que a Gln possui um papel fundamental na detoxificacao de
NH;" e, como mencionado anteriormente, ¢ um aminoacido capaz de sustentar a
metaciclogénese (Damasceno, Barison, et al. 2018; Crispim et al. 2018). Finalmente, os
aminoacidos de cadeia ramificada Leu, Ile e valina (Val) também podem ser transportados

desde o meio externo (Manchola et al. 2016) e também podem servir como fontes de ATP.
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Figura 3: Representacdo esquematica do metabolismo de aminoacidos em T. cruzi, com foco nas
vias até entdo caracterizadas e/ou em estudo no LaBTryps. 1. Prolina desidrogenase. 2. Al-pirrolina-
5-carboxilato desidrogenase. 3. Glutamato desidrogenase. 4. Al-pirrolina-5-carboxilato sintetase. 5. Al-
pirrolina-5-carboxilato redutase. 6. Glutamina sintetase. 7. Tirosina aminotransferase. 8. Aspartato
aminotransferase. 9. Via de degrada¢do dos aminoacidos de cadeia ramificada. 10. Asparagina sintetase.
11. Asparaginase. 10. Alanina desidrogenase. 11. Alanina aminotransferase. 12. Histidina amoénio-liase.
13. Urocanato hidratase. 13. Imidazolona-5-propionato desidrogenase. Nota: o IPA pode ser convertido
espontaneamente a 2-oxoglutarato, representado pela seta cinza pontilhada. 14. Formiminoglutamase.
Setas azuis: vias de degradacdo que geram glutamato — 2-oxoglutarato. Setas verdes: passos enzimaticos
que produzem piruvato — acetil-CoA. Setas vermelhas: passos enzimaticos que geram aspartato —
oxaloacetato.

1.4 O metabolismo de acidos graxos: uma visao geral

A maioria dos organismos, para produgao de energia, catabolizam glicose, aminodcidos

e lipideos. As varias conexdes entre o metabolismo de carbohidratos e de aminoacidos em 7.
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cruzi vem sendo estudadas por varios grupos, incluido o nosso. Porém, até o0 momento, pouco
se sabe sobre as conexdes entre 0 metabolismo de aminoacidos e o de 4cidos graxos, assim
como sobre a relaevancia deste Gltimo na bioenergética de 7. cruzi. Na maioria das células
eucariotas, os processos de sintese e degradacao de acidos graxos sao regulados por diversos
fatores, entre eles o fluxo glicolitico, o transporte de 4cidos graxos para dentro da célula, os
niveis de acetil-CoA intracelulares e vias de sinalizacdo (Lochner, Berod, and Sparwasser
2015). A seguir, serdo brevemente descritos os processos de sintese e degradagdo de acidos

graxos e seus reguladores.

1.4.1 Transporte e biossintese de dcidos graxos

Os acidos graxos podem ser obtidos pelo transporte desde o meio externo ou podem ser
sintetizados pelas células. Os mecanismos de transporte ainda ndo estdo bem elucidados,
entretanto, sabe-se que os acidos graxos podem ser incorporados por difusdo passiva,,
transporte mediado por proteinas, principalmente pelo sistema FAT/CD36 (Fatty acid
translocase e cluster of differentiation 36) e também por acilagdo direta, um mecanismo onde
ha a acdo conjunta de uma proteina que regula o transporte do 4cido graxo de cadeia muito
longa e a imediata ativagdo dessa molécula, gerando um acil-CoA (Su and Abumrad 2009;
Mashek and Coleman 2006).

A sintese de acidos graxos compreende uma série de reagdes que condensam moléculas
de malonil-CoA em um 4cido graxo de cadeia longa. Inicialmente, o acetil-CoA gerado pela
glicolise através do complexo PDH na mitocondria ¢ convertido em citrato e essa molécula
pode ser transportada ao citosol. No citosol o citrato pode ser reconvertido a acetil-CoA pela
acdo da enzima ATP-citrato liase (ACLY). Essa molécula de acetil-CoA passard por um
processo de carboxilagdo pela enzima acetil-CoA carboxilase (ACC, biotina-dependente),
gerando malonil-CoA. Em células de mamifero existem dois tipos de ACC: ACCI1 e ACC2. A
ACCI1 ¢ uma enzima citosoélica e responsavel pela producao de malonil-CoA para a sintese de
acidos graxos via acido graxo sintase (FAS). J4 a ACC2 esta localizada na mitocondria e o
malonil-CoA produzido ¢ utilizado para inibir a carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1), passo
que regula a entrada de acidos graxos no citosol (Figura 4).

O malonil-CoA e o acetil-CoA serdo utilizados na reagdo do complexo de sintese de
acidos graxos (FAS, Fatty Acid Synthase). O FAS é um complexo enzimatico homodimérico
que realiza a condensag¢ao de uma molécula de malonil-CoA e uma molécula de acetil-CoA,

em sucessivas reagdes NADPH dependentes, formando principalmente palmitato como produto
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final. O 4cido graxo incorporado ou sintetizado pode ter trés destinos: i. ser ativado via acil-
CoA ligase e ser oxidado na mitocdndria, ii. ser utilizado como substrato na sintese de lipideos
mais complexos ou iii. esterificacdo para dar inicio ao processo de sintese de triacilglicerois
(TAGs). O processo de esterificacdo de acidos graxos pode acontecer tanto na mitocondria
quanto no reticulo endoplasmatico, por uma série de reagdes, utilizando como base o glicerol-
3-fosfato ou o diidroxiacetona fosfato. A molécula de TAG produzida pode ser armazenada em

inclusoes lipidicas.
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Figura 4: Representacdo esquematica da biossintese de acidos graxos em mamiferos. O citrato
gerado pelo TCA é transferido ao citosol e é convertido a acetil-CoA pela agdo da ACLY (ATP-citrato
liase). ACC: Acetil-CoA Carboxilase. ACP: proteina carreadora de grupo acila. MAT: Malonil-CoA
aciltransferase. KAT: Cetoaciltransferase. KR: Cetoacil redutase. KH. Cetoacil hidratase. KD: Cetoacil
desidrogenase. TE: Tioesterase.

Diferentemente de mamiferos, o 7. brucei ndo possui gene e nem atividade enzimatica
correspondente a ACLY, dependendo da producdo de acetato para a biossintese de lipideos.
Uma das principais fontes de carbono para a biossintese de acidos graxos em 7. brucei ¢é
treonina (Tre), que pode ser convertida a acetil-CoA dentro mitocondria via dois passos
enzimaticos (treonina desidrogenase e 2-amino-cetobutirato-CoA ligase) e depois de acetil-
CoA a acetato pela atividade conjunta das enzimas acetato:succinato-CoA transferase (ASCT)
e acetil-CoA tioesterase (ACH). As moléculas de acetato produzidas na mitocondria sdo
transportadas ao citosol, onde sdo convertidas novamente a acetil-CoA pela acetil-CoA
sintetase (AMP-dependente). Também ja foi caracterizada em 7. brucei a atividade de uma
ACC e também a sua regulagdo ao longo do ciclo de vida do parasita (Ray, Wilkinson, and Paul
2018; Vigueira and Paul 2011, 2012). Outra caracteristica peculiar da sintese de acidos graxos

em 7. brucei é a presenga de uma rota de sintese Unica, realizada por elongases que alongam
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cadeias de miristato (C14:0) em acidos graxos de cadeia muito longa (Lee et al. 2006; Lee,
Stephens, and Englund 2007).

A sintese de acidos graxos em 7. cruzi ¢ um assunto pouco discutido, até porque esses
parasitas possuem uma baixa atividade de sintese, incorporando mais acidos graxos do meio
e/ou talvez realizando a sintese de novo de acidos graxos. Assim como em 7. brucei, ndo foi
detectada atividade ACLY em 7. cruzi, entretanto, sabe-se que formas epimastigotas
conseguem incorporar acetato € que esse metabodlito ¢ incorporado a acidos graxos,
principalmente C18:0 e C16:0 (Aeberhard, Lema, and Bronia 1989). Esse fato faz pensar que
a sintese de acidos graxos nesses parasitas siga a mesma rota que em 7. brucei, no entanto,
como esses parasitas habitam diferentes insetos vetores, ndo sabemos qual a seria a principal

fonte de acetato para a biossintese de 4cidos graxos em 7. cruzi.

1.4.2 Degradagao de acidos graxos

Como ja foi mencionado, a produ¢do de malonil-CoA mitocondrial inibe a CPT1, que
¢ o principal ponto de regulacdo da degradagdo de 4cidos graxos. O processo de degradagdo de
acidos graxos (ou beta-oxidacdo) ¢ um processo importante energeticamente, ndo sé pela
producdo de acetil-CoA como produto final, mas por fornecer a CTE coenzimas reduzidas,
fazendo com que ocorra produgdo de ATP via OxPHOS. Inicialmente, os acidos graxos que
estdo sendo transportados para dentro da célula ou mesmo aqueles que estdo sendo liberados
dos triacilglierois necessitam ser ativados por uma acil-CoA sintetase (ou ligase), enzima
citosdlica que adiciona uma molécula de CoASH em um 4cido graxo de cadeia longa, gerando
acil-CoA. As mitocOndrias sao impermeaveis aos acidos graxos de cadeia longa. O transporte
de um acil-CoA para dentro da mitocondria € mediado pelas enzimas CPT1 e CPT2. A CPT1
fica na membrana externa da mitocondria e catalisa a rea¢ao de troca de uma molécula de HS-
CoA por uma carnitina, formando entdo um acilcarnitina. Ja no espaco intermembranas, essa
acilcarnitina € convertida novamente a acil-CoA por intermédio da CPT2, que faz a reacdo
reversa a CPT1. A molécula de carnitina resultante desse processo retorna ao citosol a partir de
uma translocase de carnitina. Uma vez dentro da mitocondria, esse acil-CoA esta pronto para
ser oxidado (Nakamura, Yudell, and Loor 2014; Schulz 1991; Battaile et al. 2002).

A beta-oxidacdo acontece através de quatro passos enzimaticos. O primeiro deles ¢
realizado por enzimas da familia das acil-CoA desidrogenase (ACAD). Existem mais de 10
tipos de ACAD, cada uma com diferentes especificidades de substrato, dependendo do tamanho

da cadeia do acido graxo. Essa reacdo ¢ FAD dependente e gera ao final FADH> e um enoil-
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CoA (acil-CoA com uma dupla ligagdo entre os carbonos a e ). As ACAD serdo discutidas
com mais detalhes mais adiante. O segundo passo ¢ catalisado por uma enoil-CoA hidratase,
que retira a dupla ligagdo do enoil-CoA pela adi¢ao de uma molécula de agua, formando um
hidroxiacil-CoA. O passo seguinte ¢ catalisado pela 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase, uma
enzima NAD" dependente que gera NADH. O passo final da beta-oxidagdo ¢ catalizado pela 3-
cetoacil tiolase, enzima que remove 2C da molécula de acil-CoA, numa reagdo dependente de
HS-CoA, gerando acetil-CoA e um acil-CoA com dois carbonos a menos. E esse acil-CoA
encurtado retorna ao primeiro passo enzimatico e o acetil-CoA pode entrar diretamente no
TCA, produzindo CO> e energia via TCA. O FADH; e o NADH gerado nesse ciclo sdo oxidados
via CTE, provendo elétrons para produ¢ao de ATP via OxPHOS.
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Figura 5: Representacdo esquematica do processo de beta-oxidacdo. CPTL1: carnitina
palmitoiltransferase 1. CPT2: carnitina palmitoiltransferase 2. 1. Acil-CoA desidrogenase. 2. Enoil-CoA
hidratase. 3. 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase. 4. 3-cetoacil tiolase. O acetil-CoA gerado na reagéo
alimenta o TCA. O Acil-CoA com 2 carbonos a menos (-2C) retorna para o primeiro.
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Ha poucas descricdes sobre o processo de degradacdo de 4acidos graxos em
tripanossomatideos. Os primeiros registros de que esses organismos usam acidos graxos como
fonte de energia sao da década de 70, onde foi demonstrado que os parasitas 7. lewisi e T.
rhodesiense sio capazes de liberar '*CO; a partir de 4cidos graxos marcados com “C (Dixon,
Ginger, and Williamson 1971). Em 7. cruzi, as primeiras observagdes relativas a oxidacao de
acidos graxos s3o da mesma época, onde foi demonstrado que esses parasitas possuem baixa
capacidade de oxidar acidos graxos a CO>. O mesmo grupo mostrou num seguinte trabalho que,
a medida que as formas epimastigotas vao diferenciando em formas metaciclicas, o consumo
de '*C palmitato aumenta (D E Wood 1975; D E Wood and Schiller 1975a). Também foi
reportado que as formas epimastigotas poderiam utilizam reservas de triacilglicerois para
sustentar a produ¢ao de ATP quando submetidas ao estresse nutricional pela auséncia de
metabolitos (Rogerson and Gutteridge 1980).

Recentemente o metabolismo de acidos graxos voltou a receber aten¢do dos grupos que
estudam metabolismo de tripanossomatideos. Em L. mexicana, a ativagao da beta-oxidagdo ¢
essencial para o desenvolvimento das formas intracelulares (Saunders et al. 2014; Gannavaram
et al. 2012). Interessantemente, formas prociclicas de 7. brucei acumulam acidos graxos em
inclusdes lipidicas e possuem sequéncias putativas que codificam para as enzimas da beta-
oxidagdo (algumas delas ja com atividade e localizagdo comprovada), tanto glicossomais
quanto mitocondriais, mas at¢ o momento nao se sabe quando essas formas utilizam esses
substratos para a producgao energética (Allmann et al. 2014; Wiemer et al. 1996). Ja as formas
sanguicolas de 7. brucei, em certo momento da infec¢do, conseguem se alojar no tecido adiposo
do hospedeiro mamifero, diferenciando para uma forma ndo replicativa, onde aumenta a
expressao de genes relacionados a beta-oxida¢do e também mostra um consumo de acidos
graxos marcados (Trindade et al. 2016).

Durante a jornada do 7. cruzi dentro do inseto vetor, por exemplo, o parasita € exposto
a um ambiente rico em aminoacidos e acidos graxos (Antunes et al. 2013; Michael Barrett
1974). Os niveis de glicose dentro do tubo digestivo do inseto sdo rapidamente diminuidos para
suprir as necessidades energéticas do hospedeiro, levando esses parasitas a viverem num
ambiente com pouca glicose (De Lima et al. 2008). O tubo digestivo dos triatomineos possui
uma camada conhecida como membrana perimicrovilar, que € principalmente constituida por
lipideos e glicoproteinas (Gondim et al. 2018). Recentemente, dados de metabolomica
mostraram que os acidos graxos, lipideos e seus derivados compdem cerca de 30% do contetido
das fezes dos triatomineos (L. Antunes et al. 2013). No genoma de 7. cruzi estdo anotadas

sequéncias putativas para varias enzimas da beta-oxidacao (Tabela 1).
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Tabela 1: Lista de genes putativos que codificam para as enzimas relacionadas a
degradacéo de acidos graxos em T. cruzi (Cepa CL, clone 14.) Haplétipos CL e CL Brener

Processo

Enzima

Gene

Ativacao de &cidos
graxos

Acil-CoA/Acilcarnitina
translocase

Beta-oxidacao
mitocondrial

Beta-oxidacéao
peroxissomal

Atualizada em 03.07.2019

Acil-CoA sintase/ligase

Carnitina
palmitoiltransferase 1
Carnitna
palmitoiltransferase 2
Translocase de carnitina

Acil-CoA desidrogenase

Enoil-CoA hidratase

3-hidroxiacil-CoA
desidrogenase

Tiolase

Enzima trifuncional
(Enoil-CoA hidratase/2,3-
enoil-CoA isomerase/3-
hidroxiacil-CoA
desidrogenase

Acil-CoA oxidase

Enoil-CoA hidratase
peroxissomal

1.5 As acil-CoA desidrogenase

TcCLB.504089.40
TcCLB.511581.10
TcCLB.511581.20
TcCLB.506829.110
TcCLB.506829.100
TcCLB.503575.50
TcCLB.503559.100
TcCLB.511353.4
TcCLB.507211.10

TcCLB.511807.284

?

TcCLB.509153.120
TcCLB.510303.290
TcCLB.511529.160
TcCLB.508185.10
TcCLB.5627.100
TcCLB.508981.39
TcCLB.504233.4
TcCLB.510507.20
TcCLB.509463.30

TcCLB.5047.40
TcCLB.508441.70

TcCLB.503561.20
TcCLB.504741.70

TcCLB.511277.60

O primeiro passo enzimatico na beta-oxidagao ¢ catalisado por enzimas que pertencem
a superfamilia das acil-CoA desidrogenase (ACADs), que possuem um amplo espectro de
substratos, incluindo os acil-CoA de cadeia ramificada (Y Ikeda, Okamura-lkeda, and Tanaka
1985; Yasuyuki Ikeda, Dabrowski, and Tanakat 1983; Ghisla and Thorpe 2004; Pohl, Raichle,
and Ghisla 1986).

O mecanismo de reacao dessas enzimas (Figura 6) consiste em 1i. retirada do primeiro

hidrogénio dos carbonos 2 ou 3 (C2, C3) pelo centro ativo Glu376-COO; ii. transferéncia de
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equivalentes reduzidos via FADH; até uma flavoproteina transportadora de elétrons (ETF) e
para o pool de ubiquinonas, na cadeia transportadora de elétrons, (Ghisla and Thorpe 2004).
Nove tipos de ACADs foram identificados até o momento. Cinco atuam na B-oxidagdo de
lipidios (ACAD de cadeia curta, média, longa, muito longa I e II), trés que atuam no terceiro
passo da oxidagdo dos aminodcidos de cadeia ramificada (isovaleril-CoA desidrogenase, acil-
CoA desidrogenase de cadeia ramificada, 2-metil-butiril-CoA desidrogenase) e a glutaril-CoA

desidrogenase, que atua no metabolismo de lisina e triptofano (Ghisla and Thorpe 2004).

_ ACAD _
Acil-CoA 7N Enoil-CoA

FAD* 2¢ FADH,

ETF,, U > ETF,.q

./

COQox cered

Figura 6: Esquema do mecanismo geral de reacdo das ACAD.

Como mencionado anteriormente, a beta-oxidagdo ¢ importante para as formas
amastigotas de L. mexicana. Nessas mesmas formas ja foi detectada atividade ACAD utilizando
diversos acil-CoA e foi visto que essa enzima provavelmente estd localizada em fragdes
mitocondriais (J D Berman et al. 1987). Em andlises preliminares, foram encontradas duas
sequéncias putativas para a acil-CoA desidrogenase de cadeia média (E.C 1.3.8.7) sob os
nimeros sistematicos TcCLB.53509153.120 e TcCLB.53510303.290.

Todo esse conjunto de dados sugerem que o metabolismo de acidos graxos tem um papel
relevante na biologia do 7. cruzi, principalmente na producdo de energia para as formas
presentes no inseto vetor (epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos) e que a enzima acil-
CoA desidrogenase desse parasita pode ter uma participagdo significativa na bioenergética do

parasita, levando-nos a propor os seguintes objetivos:

Objetivo Geral:

Caracterizar a importancia do metabolismo de 4acidos graxos e da acil-CoA

desidrogenase (1.3.8.7) para o T. cruzi.
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Objetivos especificos:
v’ Avaliar a participacgio de acidos graxos na produg¢io de energia pelo parasita.
v’ Avaliar o efeito de inibidores da degradacdo de acidos graxos em processos bioldgicos
do parasita, como proliferacdo, diferenciagdo e producao de ATP.
v’ Caracterizar bioquimicamente a TcCACAD, determinar sua localizagdo subcelular e seu

padrao de expressao ao longo do ciclo de vida do 7. cruzi.
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2.1 Analise in silico das sequéncias putativas

Buscaram-se sequéncias putativas para as enzimas ACAD no genoma de T. cruzi, através
da base de dados de tripanossomatideos TRITRYPDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). A

identidade das respectivas sequéncias de aminoacidos encontradas e ortdlogas presentes em
outros organismos foram comparadas utilizando a ferramenta CLUSTAL Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sievers et al, 2011) e os residuos conservados

foram destacados com o uso da ferramenta ESPript 3.0 (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/)

(Robert; Gouet, 2014). Os dominios conservados foram buscados na base de dados
INTERPROSCAN (https://www.ebi.ac.uk/interpro). Por Gltimo, parametros tais quais: ponto
isoelétrico, peso molecular e composi¢do de aminoacidos foram preditos via a ferramenta do

ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/).

2.2 Microorganismos utilizados e condi¢oes de crescimento

2.2.1 Célula hospedeira

Células Chinese hamster ovary (CHO-K1) foram mantidas a 37 °C em meio RPMI 1640
(Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v) (SFB) (Vitrocell™) e acrescido
de 0,15% NaCOs, sob atmosfera itmida de 5% COx.

2.2.2 Trypanosoma cruzi

Neste trabalho foram utilizadas diferentes formas da Cepa CL, clone 14 (Brenner,
Chiari, 1963).

2.2.2.1 Epimastigotas

As formas epimastigotas foram mantidas a 28 °C em fase exponencial de crescimento
com passagens feitas a cada 48h utilizando o meio LIT (Liver Infusion Tryptose). Esse meio é
comporto por 5 g/L de infusdo de figado, 4 g/L de cloreto de sodio, 0,4 g/L de cloreto de
potéssio, 8 g/L de NaH2POas, 2 g/L de glicose e 10 g/L de hemina dissolvida em 100 mM de
NaOH, pH ajustado a 7,2 e é suplementado com 10% de SFB (v/v) (Vitrocell™) (Camargo,
1964).


http://web.expasy.org/protparam/
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2.2.2.2 Tripomastigotas metaciclicos

As formas metacilicas foram obtidas a partir de formas epimastigotas em fase
estacionéaria de crescimento foram incubados em meio TAU puro (190 mM NaCl, 17 mM KClI,
2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 8 mM tampdo fosfato pH 6,0) em uma densidade de 5 x 107 p/mL
por 2 h a 28 °C. Apds esse periodo os parasitas foram transferidos a TAU-3AAG, que consiste
em TAU puro suplementado com 2 mM de L-aspartato, 50 mM L-glutamato, 10 mM L-prolina
e 10 mM de glicose, e incubados por cinco dias a 28 °C (Contreras et al. 1985). As formas
metaciclicas foram purificadas via cromatografia de troca iénica em resina DEAE-celulose
(Sigma®) (Teixeira; Yoshida, 1986). Ao final da purificacdo, os parasitas foram lavados duas
vezes com tampao fosfato salino (PBS) (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na;HPOQOg4, 1,5 mM
KH2PO34), pH ajustado a 8,0 e suplementado com 2% de glicose (PSG) e adicionados a resina
previamente equilibrada com PSG, 5x o volume de coluna. Os parasitas foram suspendidos em

fracdes de 2 mL e a pureza de metaciclicos foi verificada por contagem em camara de Neubauer.

2.2.2.3 Formas intracelulares

Amastigotas e epimastigotas intracelulares foram obtidos apds o segundo e quarto dia
de infeccdo sincronica em CHO-K4, respectivamente (Tonelli et al, 2004). A fim de extrair 0s
parasitas, as células foram lisadas com a adi¢do de 0,05% dodecil sulfato de sédio (SDS) (p/v).
A ruptura das células foi acompanhada por microscopia de luz e assim que verificada a lise
celular adicionou-se 20% de SFB (v/v). Ent&o a suspensdo celular foi centrifugada a 480 g por
5 min para eliminar os residuos das células e o sobrenadante foi transferido a um novo tubo e
centrifugado novamente (4300 g durante 10 min). O sedimentado contendo os parasitas foi
resuspendido em RPMI com 10% de SFB (v/v) e contado em camara de Neubauer para

verificacdo de pureza.

2.2.2.4 Tripomastigotas

Os tripomastigotas diferenciados a partir de infeccdes em CHO-K; foram coletados do
sobrenadantes de garrafas apds o quinto dia de infeccdo. Os parasitas foram coletados por
centrifugacéo e contados em camara de Neubauer (Tonelli et al. 2004).
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2.2.3  Escherichia coli

Para realizar as clonagens do DNA dos genes de interesse foi utilizada a cepa XL1-Blue,
cujo gendtipo é ecAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F pro AB laclq ZAM15
Tn10 (Tet")]. Para os ensaios de expressdo das proteinas recombinantes foi utilizada a cepa
BL21-Codon Plus, conhecida como BL21(DE3)-RIL (Stratagene®) que apresenta o seguinte
gendtipo: F~ ompT hsdS(rs” mg”) decm™ Tetr gal endA Hte [argU ileY leuW Cam’] para a
expressdo da TCACAD. Todas essas cepas foram crescidas a 37 °C em meio Luria Bertani (LB)
composto por 10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de NaCl, e para meio
solido LB suplementado com 2% de agar-base (p/v). De acordo com a necessidade, 0s seguintes
antibioticos eram adicionados: 100 pg/mL ampicilina, 30 pg/mL canamicina (LB-K), 5 pg/mL
tetraciclina (LB-T). Os clones positivos foram conservados em LB com 15% de glicerol (v/v)
e armazenados a -80 °C.

2.3 Manipulaciao de DNA

2.3.1 Extra¢do de DNA genomico de T. cruzi

A partir de formas epimastigotas foi obtido o DNA gendmico de T. cruzi para realizar
as clonagens dos fragmentos de interesse. Com essa finalidade, 5 x 107 p/mL epimastigotas
foram lavados duas vezes com PBS gelado via centrifugacdo a 3000 g por 5 min a 4 °C,
ressuspensos em 200 pL de tampéo de lise TES (200 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 1% SDS
(p/v), pH 8,0) suplementado com 50 pg/mL de Proteinase K (QUIAGEN®) e incubados por 10
min a 56 °C. A seguir, a amostra foi tratada com 25 pg/mL de RNAse A (Fermentas®) durante
1 h a 37 °C. Entdo, o DNA foi extraido via tratamento com 1 volume de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na proporcéo 25:24:1 (v/v). A fase aquosa que continha o
DNA foi separada por centrifugacdo a 6000 g durante 5 min a 4 °C. O DNA foi precipitado
adicionando 1/10 volumes de 3 M acetato de sodio, pH 5,2, e 3 volumes de etanol absoluto. O
DNA foi separado por centrifugagédo a 12000 x g por 15 min e o sedimentado lavado com 70%
etanol (v/v). O DNA purificado foi resuspendido em 100 pl de tampéo TE (10 mM Tris-HCI,
pH 7,6 e 1 mM EDTA).
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2.3.2 Dosagem de DNA

O DNA foi quantificado por leitura de densidade 6tica (DO) obtida a 260 e 280nm com
0 espectrofotometro NanoDrop2000/2000c, (software versdo 1.4.2; Thermo Scientific),
utilizando tampdo TE como amostra de referéncia. Uma unidade de absorbancia a DO2so
representou 50 pg/mL de DNA e ainda o valor a DO2sgo foi correspondente a absorbéncia de
proteinas contaminantes na amostra. Portanto, a razdo DO2so/ DO2g0 foi calculada para verificar
a pureza do DNA, e foi considerada pura a amostra quando o valor desta razéo se encontrava
entre 1,8 - 2,0.

2.3.3  Amplificagdo de DNA por PCR

Baseada nas sequéncias preditas paraa TCACAD (n° sisteméticos: TcCLB.510303.290)
depositada no banco de dados, os iniciadores do gene correspondente foram sintetizados
(Tabela 2). As reacdes de PCR continham 100 ng de DNA gendmico (molde), 0,2 pmol/mL
de oligonucleotideos, 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl, 1X de tamp&o de reacdo sem MgCl>
(Fermentas®), 1 U de Taq DNA Polimerase (Fermentas®) e H.O milli-Q. A condigdo de
amplificacdo utilizada foi desnaturagéo inicial a 95 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos: de
desnaturacdo a 95 °C por 30 s, anelamento a 56 °C por 1 min, amplificacdo a 72 °C por 30 se a
extensdo final a 72 °C por 10 min. Para a PCR de coldnias, as mesmas foram coletadas das
placas utilizando palitos estéreis e ressuspendidas em 20 uL de agua estéril. A lise foi realizada
por fervura a 100 °C durante 10 min. 2 pL desse extrato foram utilizados como molde para as
reacOes de PCR. Os produtos de PCR obtidos foram purificados do gel de agarose utilizando o

kit comercial GeneJET® (Thermo®) segundo as indicacdes do fabricante.

Tabela 2: Sequéncias de iniciadores utilizados para a clonagem e amplificacdo da
TcACAD

Iniciador Sequéncia 5° — 3’ Descricao
TcACAD AAGATCCATGTTTCGTCATGCATCG Clonagem S
BamHI

TcACAD AACTCGAGCCTCCTTCCAATCAC Clonagem AS
Xhol

Os sitios de restricdo indicam-se sublinhados. S: iniciadores sense, AS: iniciadores antisense.
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2.3.4 Eletroforese em gel de agarose

A amplificacdo da sequéncia de interesse foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v) em tampao TAE 0,5X (0,04 M Tris, 1 mM EDTA, pH = 8,0 ajustado com
acido acético) e brometo de etidio na concentragdo final de 0,3 pg/mL. Ao fragmento de DNA
amplificado, foi adicionado tampéo de amostra (0,25% de azul de bromofenol; 0,25% de xileno
cianol e 20% de glicerol). O padréo de peso molecular utilizado foi 1 kb DNA ladder (Thermo
Scientific ®). A corrida foi conduzida a 100 mM e o gel foi visualizado em transiluminador sob
fonte de luz UV e fotografados em sistema ImageQuant® 300 (GE Healthcare, Pitsburg, PA,
EUA).

2.3.5 Clonagem em vetor pGEM T-easy e subclonagem em vetor pET 24a+)

O fragmento da TCACAD purificado do gel de agarose foi quantificado. Apos disso, 20
ng do produto foram ligados em 50 ng do vetor pGEM T-Easy (razdo molar 3:1, de inserto:
vetor) utilizando 1 U de T4 DNA ligase (Promega®) e 1X do tamp?o ligase, seguindo indicacoes
do fabricante. Para expressar a enzima recombinante de interesse em E. coli, foi realizada a
subclonagem das sequéncias correspondentes em vetor de expressdo pET24a.+). O fragmento
correspondente ao gene TCACAD foi digerido com as enzimas de restricdo BamHI e Xhol (2
U). A reacdo foi incubada por 16 h a 4 °C e a construcdo foi confirmada pelo tratamento com
enzimas de restricdo e analise dos fragmentos em gel de agarose. Além disso, a sequéncia
clonada foi analisada por sequenciamento.

2.3.6 Transformacdo de bactérias competentes

As bactérias competentes foram incubadas com o produto da ligagdo por 30 minutos.
Posteriormente, as células foram submetidas a choque térmico, a 42 °C durante 1 min e 30 s,
para a insercdo do DNA e logo em seguida foram armazenadas no gelo novamente por 5 min.
Apbs o choque térmico, as células foram recuperadas pela adicdo de meio LB e incubadas
durante 1 h a 37 °C, sob agitacdo constante (180 rpm). As células foram centrifugadas a 3000
X g por 5 min, ressuspendidas em 100 ul de meio LB fresco e entdo plaqueadas no meio LB
solido com o respectivo antibidtico. Paras as bactérias que continham o plasmideo pGEM-T
easy, 0 meio foi suplementado com 0,5 mM isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) e

0,2% (v/v) de 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-galactopiranosideo (X-Gal).
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2.3.7 Extrag¢do de DNA plasmidial em pequena escala (Mini-prep)

O DNA plasmidial foi extraido pelo método de lise alcalina. Uma coldnia isolada foi
crescida em 3 mL de LB com o antibidtico correspondente, centrifugada a 3000 x g por 5
minutos, homogeneizada em 100 pL de solugédo GTE (25 mM Tris-HCI, 50 mM glicose, 10
mM EDTA, pH 8,0) contendo RNase A 100 pg/mL e incubada por 5 min a temperatura
ambiente. Foram acrescentados 200 ul da solugdo NaOH/SDS (200 mM NaOH, 1% SDS p/v),
misturada por inversdo delicadamente e incubada durante 5 min no gelo. A reagdo foi
equilibrada pela adicdo de 150 pl de solucdo de acetato de potassio (5 M acetato de potéssio,
pH 4,8), misturada vigorosamente e incubada por 5 min no gelo. Apos esse periodo, a suspensdo
foi centrifugada a 6000 g por 10 minutos, e 0 sobrenadante foi transferido a um novo tubo. O
DNA foi precipitado com 400 pL de isopropanol, novamente centrifugado a 6000 g por 20
minutos e lavado uma vez com etanol 70% (v/v) gelado. O DNA precipitado foi secado a
temperatura ambiente e dissolvido em H>0 milli-Q estéril. A integridade do DNA extraido foi

avaliada por eletroforese em gel de agarose.

2.3.8 Sequenciamento de DNA

As amostras de DNA foram precipitadas com 66% de isopropanol (v/v),
homogeneizadas cuidadosamente, incubadas a temperatura ambiente por 15 min e
centrifugadas a 15.000 x g durante 20 min. O DNA precipitado foi lavado com 75% de
isopropanol (v/v), centrifugadas novamente na mesma condicdo e entdo foi secado a
temperatura ambiente e protegido da luz. O DNA foi armazenado a -20°C para posterior uso.
As reacdes de sequenciamento eram compostas de 100 ng de DNA plasmidial, reagente Big
Dye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems®), tamp3o Save Money (200 mM Tris-HCI, pH 9,
0,5 mM MgCly), 5 pmols dos oligonucleotideos T7 senso e anti-senso, ou oligonucleotideos
especificos, e H.O milli-Q. As reagdes foram analisadas em sequenciador automatico ABI
PRISM® 3100 Gene analyzer (Applied Biosystems) pelo método de Sanger. As sequéncias
obtidas foram comparadas contra as bases de dados disponiveis para DNA de
tripanossomatideos mediante a busca por similaridade (BLASTN)

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).



47

2.4 Manipulacgao de proteinas

2.4.1 Expressdo e purificagdo da TcACAD

A proteina recombinante TCACAD foi expressa em E. coli, fusionada a uma etiqueta de
seis histidinas no extremo N-terminal. A construgdo pET24::TcCACAD foi utilizada para
transformar a cepa BL21(DE3)-RIL. Os clones positivos selecionados para cada construgédo
foram crescidos durante 16 h a 37 °C (sob agitacao de 180 rpm) em: na presenca dos antibioticos
canamicina (30 ug/mL) e tetraciclina (50 ug/mL). Entdo foram diluidos 1:100 nos respectivos
meios e novamente postos a crescer nas mesmas condi¢des. Quando as células chegaram a uma
DOsoonm proxima de 0,4, as células passaram a ser mantidas a 25 °C ainda sob agitacdo (180
rpm). Quando a DOsoonm atingiu 0,6, 0,5 mM de IPTG foi acrescentado e a cultura permaneceu
nas mesmas condicGes anteriormente descritas durante 16 h, a fim de induzir a TCACAD. Ao
final da inducdo, as bactérias foram centrifugadas a 2.500 x g por 15 min e ressuspendidas em
40 mL de tampéo de ligagdo (20 mM Tris-HCI, pH 7,4; 500 mM NaCl e 5 mM de imidazole),
seguindo a proporcao 10 mL de tampéo por cada 500 mL de cultura. Adicionou-se 1 mM de
PMSF, 10 pg/mL de TLCK, 10 pM E-64 e 1 mg/mL de lisozima (Sigma®) para iniciar a lise
bacteriana durante 30 min a 4 °C. Para a completa lise celular, a suspenséo foi submetida a oito
ciclos de sonicacao (30 s on/off a 40% de poténcia em gelo). Em seguida, o lisado foi clarificado
através da centrifugacdo a 20.000 x g por 30 min a 4 °C. Para purificar a enzimas recombinante,
os lisados foram passados 3 vezes em 3 mL de resina niquel (Ni?*-NTA agarose, QUIAGEN®),
previamente carregada com Ni?* e equilibrada com tamp&o de ligag&o. Posteriormente, a resina
foi lavada com 20 mL de mesmo tampdo, com 40 mL de tamp&o de lavagem (igual ao tampao
de ligacdo exceto na concentracdo de imidazol: 60 mM) e com 20 mL de tampdo de lavagem
com 100 mM de imidazol. A quantificacdo de concentracdo de proteina foi realizada pelo

método de Bradford, utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

2.4.2 Eletroforese de proteinas em géis desnaturantes (SDS-PAGE)

As analises proteicas foram todas realizadas em géis de poliacrimida em condigdes
desnaturantes. O gel de separacéo era composto de 0,375 M de tampdo Tris-HCI, pH 8,8, 0,1%
SDS (v/v), 10% de solugdo acrilamida:bisacrilamida [29:1 (p/v)] (BioRad Systems®) (v/v), H20
destilada, 5 pl de Tetra-metil-etileno-diamina (TEMED) (Sigma®) e 0,05% persulfato de

amonio (v/v). Apos a polimerizacgdo (cerca de 30 min a temperatura ambiente), foi adicionado
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0 gel de empilhamento (0,125 M de tampé&o Tris-HCI, pH 6,8, 0,1% SDS (v/v), 5% de solucéo
acrilamida:bis-acrilamida [29:1 (p/v)] (BioRad Systems®) (v/v), H20 destilada, 5 pl de TEMED
(Sigma®) e 0,05% persulfato de aménio (v/v). As amostras foram diluidas na proporgdo 4:1
em tampao de amostra (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 2,3% SDS (v/v), 10% glicerol (v/v), 0,01%
azul de bromofenol (p/v) e 20 mM mercaptoetanol), fervidas 5 min a 95 °C e entdo aplicadas
no gel. A eletroforese foi realizada com tampé&o de corrida [25 mM de Tris base, 192 mM glicina
e 0,1% SDS (p/v)], aplicando uma voltagem constante de 120 V. As proteinas no gel foram
coradas com solucéo de azul Comassie [(0,1% Coomassie blue R-250 (p/v), 50% metanol (v/v)
e 10% é&cido acético (v/v)] e descoradas com solucéo de descoloracdo [40% metanol (v/v) e
10% acido acético (v/v)]. Os pesos moleculares das proteinas foram estimados de acordo com
a separacdo dos marcadores Precision Plus Protein™ Unstained Standards e Precision Plus

Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards (BioRad Systems®).

2.4.3 Preparagdo de extratos proteicos totais

Lisados celulares de todas as formas do ciclo de vida do T. cruzi foram utilizados a fim
de detectar a atividade da proteina TCACAD, bem como outros marcadores e medir atividades
enzimaticas. Parasitas em fase exponencial crescidas em meio LIT, durante 48 h a 28 °C foram
coletados por centrifugacdo a 2.000 x g por 5 min a 4 °C e lavados duas vezes com tampao PBS
gelado. Em seguida, foram homogeneizados em tampao de lise (20 MM Tris-HCI, pH 7,9, 0,25
M sacarose, 1 mM EDTA, 0,1% triton-X 100 (v/v), 1 mM PMSF e coquetel de inibidor de
proteases (Sigma®). As células foram rompidas por sonicagdo mediante cinco ciclos (15 s on/off
a 20% poténcia em gelo) ou por dois ciclos de congelamento instantaneo em nitrogénio liquido
e descongelamento a 37°C. Apds a centrifugacdo a 13.000 x g por 30 min a 4 °C, 0s

sobrenadantes foram quantificados pelo método de Bradford e utilizados no respectivo ensaio.

2.4.4 Ensaio de permeabilizag¢do seletiva com digitonina

Epimastigotas em fase de exponencial de crescimento foram lavados duas vezes em
PBS e ajustados & concentracéo de 6,5 x 10® parasitas (aproximadamente 30 mg) por amostra.
Os parasitas foram ressuspendidos em tampdo TSEB [20 mM Tris-Hcl pH = 7,6, 0,25 M
sucrose, 1 mM EDTA e a diluigdo de 1:1.000 de coquetel de inibidores de proteases (Sigma-
Aldrich®)] suplementado com concentragdes crescentes de digitonina (0 a 5 mg.mL™?). Os

parasitas foram tratados com digitonina durante 5 min a 28 °C e centrifugados por 10 min a
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18.000 x g, a 4 °C. Os sobrenadantes foram separados e mantidos em gelo. Os precipitados
foram ressuspendidos em 0,5 mL de tampédo TSEB e submetidos a sonicacéo (4 pulsos de 30
segundos on/off, a 30% de poténcia). As atividades enzimaticas correspondentes as enzimas
Piruvato quinase (EC: 2.7.1.40), Hexoquinase (EC), Prolina desidrogenase (EC) foram
utilizadas como controles citosolico, glicossomal e mitocondrial, respectivamente. As medicgdes
de atividades nos diferentes extratos obtidos foram feitas segundo os protocolos descrito na
secdo X. A atividade enzimatica foi expressa em % de atividade, a partir da subtracdo da
atividade na fracdo insoltvel (precipitado) da fracdo soltvel (sobrenadante), tendo como 100%

a atividade medida no extrato total (néo tratado com digitonina).

2.4.5 Preparagdo de fragoes celulares por abrasdo em carburo de silicio

Formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram lavados inicialmente
com o tampao A: (0,225 M de sacarose, 20 mM de KCI, 10 mM de KH2PO4, 5 mM de MgCls,
1mM de Na,EDTA, 20 mM de Tris-HCI, pH = 7,2), ressuspendidos e lavados com o tampéo
B: (0,25 M de sacarose, 1 mM de Na;EDTA, 25 mM de Tris-HCI, pH 7,4). As células e o
carburo de silicio (relacdo 1:1 (p/p)) foram transferidos para um almofariz previamente
esfriado, foi adicionado um pequeno volume de tampédo B suplementado com um coquetel de
inibidores de proteases (1 UM pestatina, 0,165 UM antipaina, 5 UM leupeptina, 100 uM TLCK,
500 uM PMSF, 2,8 uM E-64 e 100 uM EDTA). As células foram quebradas por abrasao até
cerca de 90% de quebra (monitorado por microscopia de luz). O carburo de silicio foi eliminado
por centrifugacdo a 150 x g a 4 °C por 3 min (Quinones et al., 2004). Para continuar com 0
fracionamento subcelular, os lisados obtidos anteriormente foram submetidos a centrifugagéo
diferencial. Ao final do processo, foram obtidos: Homogenato (H), livre de nlcleos e parasitas
inteiros (1.500 x g, 5 min.); Fracdo Granular Grossa (FGG) - fracdo rica em vesiculas de
mitocondria (6000 x g, 10 min.); Fracdo rica em Glicossomos (FRG), (45.000 x g, 15 min.);
Fracdo Microssomal (FM), (105.000 x g, 60 min.) e Fracdo Citosdlica (C), o sobrenadante da
ultracentrifugacéo (Barros-Alvarez et al., 2014; Quinones et al., 2004). Foram avaliadas nessas
fracOes marcadores enzimaticos, para determinar a separagdo dos componentes subcelulares.
Para a fragdo mitocondrial foi avaliada a atividade de Isocitrato deshidrogenase (IDH); para o0s
glicossomos, as atividades Hexoquinase (HK); e para o citosol, a atividade Piruvato quinase
(PK), como descrito na Se¢do X. As fracdes foram solubilizadas em tampdo Tris-HCIl pH = 7,6
com 150 mM de NacCl.
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2.4.6 Western blot

As amostras resolvidas em gel SDS-PAGE foram transferidas a membranas de
nitrocelulose Hybond-C Extra (GE Healthcare®) através do sistema de transferéncia Gmido
(BioRad Systems®) de acordo a instrugdes do fabricante. Ao término da transferéncia as
proteinas na membrana foram coradas com solu¢do de vermelho Ponceau [0,5% vermelho
Ponceau (p/v) dissolvido em 10% acido acético (v/v)] e lavadas com &gua. Em seguida, a
membrana foi bloqueada em solucéo de 0,05% PBS-Tween-20 (v/v) (PBS-T) acrescentada de
5% leite desnatado (p/v), por 1 h ou mais, em constante agitagdo. Apos o bloqueio, a membrana
foi incubada por 2 h a temperatura ambiente com o anticorpo primério, diluido em PBS-T com
3% de leite desnatado (p/v) nos correspondentes titulos (anti-6xHis 1:1.500). Posteriormente,
as membranas foram lavadas trés vezes por 5 min em PBS-T, e incubadas durante 40 min com
anticorpo secundario, conjugado a horseradish peroxidase (HRP) (GE Healthcare®) diluido
1:5.000 em PBS-T com 3% de leite desnatado (p/v). A seguir, duas lavagens sucessivas com
PBST durante 5 min cada, e uma terceira com PBS por 15 min foram realizadas. Os sinais de
reatividade foram revelados por quimiluminescéncia utilizando o kit SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent (Thermo Scientific®) de acordo as instrucdes do fabricante. A reacéo foi
exposta em filme de raio-X e revelada com solucGes reveladora e fixadora, seguindo indicacGes
do fabricante (Kodak®).

2.5 Ensaios bioquimicos

2.5.1 Caracterizagdo bioquimica da TcACAD

A atividade da TcCACAD foi avaliada em extratos celulares totais de T. cruzi assim como
através da enzima recombinante por espectrofotometria a A = 600 nm, a partir da reducéo do
corante 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP). O DCPIP é um aceptor de elétrons que diminui a
intensidade de coloragdo a medida que é reduzido. O mix de reacéo foi preparado em tampé&o
MOPS (pH = 8,0), com a adi¢do de 0,26 mM de metosulfato de fenazina (PMS), 0,1 mM de
FAD+ e 0,1 mM de DCPIP (coeficiente de extingdo molar de 21 M™.s™) (Paes et al. 2013). Para
a proteina recombinante adicionamos glicerol na concentracao final de 10% do volume de
reacdo. Os substratos utilizados nesses ensaios foram o isovaleril-CoA (éster do alfa-cetoacido

da leucina), butiril-CoA (C4:0), isobutiril-CoA (éster do alfa-cetoacido da valina), lauroil-CoA
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(C12:0), palmitoil-CoA (C16:0) e estearoil-CoA (C18:0). Para especificidade de cofator foram
utilizados FAD, NAD" e NADP* na concentragdo final de 0.1 mM.

Alternativamente, a atividade da TCACAD foi medida utilizando o método fluorescente
Amplex Red®. A atividade foi montada no mesmo esquema, com a adi¢ao de 12 uM do
reagente Amplex Red, acoplado & atividade da enzima peroxidase. As leituras foram realizadas
em fluorimetro de placas, num volume final de 0,2 mL, nos comprimentos de onda Aexc = 563
nm ¢ Aem = 587 nm. Os valores de fluorésncia foram convertidos a concentragao molar usando

uma curva padrao feita com diferentes concentracdes de H20:..

2.5.2 Outras atividades enzimaticas

2.5.2.1 Hexoquinase (HK)

A HQ foi utilizada como marcador glicossomal. Sua atividade foi determinada via
atividade acoplada da glicose-6-fosfato desidrogenase (Sigma®), a qual utiliza o 6-fosfo-D-
gluconato produzido pela HQ, para a reducdo de NADP™ que ¢ detectada. Nesse ensaio a reagao
continha: 50 mM de tampéo Tris-HCI pH 7,6, 8,0 mM de D-glicose, 9,6 mM de ATP
(Amresco®), 19 mM MgCl,, 0,1 mM de NADP* e 5 U/mL da enzima (Caceres, A, 2003). A
reacao era iniciada pela adicdo de 100 pug de extrato celular total de parasitas e monitorada por
5 min a 28 °C. O branco da reagéo foi realizado com a mesma preparacdo sem a adigédo de

glicose.

2.5.2.2 Piruvato quinase (PK)

O ensaio de atividade da enzima PQ, que utilizamos como marcador de localizacéo
citoplasmatica, também foi medido via a atividade acoplada. A PQ transfere um grupo fosfato
do fosfoenolpiruvato (PEP) para a adenosina difosfato (ADP), gerando ATP e piruvato, que por
sua vez é convertido a lactato pela lactato desidrogenase (LDH) via a oxidagdo de NADH,
medido a Azsonm. A reacgao era composta por 39 mM de tampéo fosfato de potassio (pH = 7,6),
0,58 mM de PEP, 0,11 mM de NADH (Sigma®), 6,8 mM de MgSO4 (Sigma®), 1,5 mM de
ADP, 10 U de LDH (Sigma®) (Cazzulo, 1989) e 100 pg de extrato celular total de parasitas
que foi adicionado para iniciar a reagcdo. O branco da reacdo era a mesma preparagdo sem a

adicdo de PEP. As V, foram monitoradas por 3 min a 28 °C.
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2.5.2.3 Prolina desidrogenase (PRODH)

A atividade da PRODH foi medida via redugdo do corante diclorofenolindofenol
(DCPIP) como aceptor de elétron. A reacdo continha: 25 mM MOPS pH 7,0, 11 mM MgCly,
0,26 mM de metossulfato de fenazina, 56 UM de DCICP e 60 uM de L-prolina (Lamour, 2005).
Apos a adicao do extrato celular de parasitas, a redugdo do DCPIP era acompanhada a Aeoonm

durante 5 min a 28 °C. As Vo foram calculadas utilizando o utilizando 0 epcpip = 21 mM™* cm’
1

2.5.2.4 CPT1

Formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes
em PBS 1X (1.000 x g, 5 min a 4 °C), ressuspendidos em tampédo TRIS-EDTA (100 mM, 2,5
mM e 0,1%
Triton X-100) com inibidores de protease. Em cada experimento foi utilizado 0,1 mg de
proteina. A mistura da reacdo continha 0,1 mM de L-carnitina, concentragdes variadas de
palmitoil-CoA e 2,5 mM de DTNB diluido em tampéo de reacdo sem detergente. A atividade
da CPT1 foi medida espectrofotometricamente a 412 nm, a partir da reacdo do DTNB com 0s
grupos CoASH livres na reacdo, formando o ion TNB". Para calcular a atividade especifica, 0s
valores de absorbancia foram convertidos em molar usando o coeficiente de extin¢do molar do
TNB" de 12.000 M1s™.

2.5.2.5 Acetil-CoA carboxilase (ACC)

A atividade da ACC foi medida espectrofotometricamente pela reacdo acoplada a citrato
sintase (CS), detectando a formacgdo de CoASH a partir da sintese de citrato, dependente da
disponibilidade de acetil-CoA ndo consumido na reacdo da ACC (relagdo inversamente
proporcional). A atividade foi medida em dois passos. Inicialmente, tamp&o de reacdo continha
100 mM de fosfato de potassio (pH = 8,0), 15 mM KHCO3, 5 mM MnClz, 5 mM ATP, 1 mM
acetil-CoA e 10 nM de biotina. A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 0,1 mg de proteina e
incubada a 28 °C, durante 15 minutos. A primeira reacdo foi parada pela adicdo de acido
perclorico 20% (v/v) e centrifugada a 10.000 x g a 4 °C. A segunda reacéo cintinha 0,1 mL do
sobrenadante resultante da primeira reagdo, 20 mM oxaloacetato e 0,5 mM de DTNB, diluido
em tampédo TRIS-EDTA (100 mM/2,5mM, pH = 8,0). A reacéo foi iniciada com a adicao de



53

0,5 U da enzima citrato sintase (Sigma Aldrich ®). Para calcular a atividade especifica, 0s
valores de absorbancia foram convertidos em molar usando o coeficiente de extin¢do molar do
TNB" de 12.000 M.,

2.5.2.6 Serina palmitoiltransferase (SPT)

A atividade da SPT foi medida espectrofotometricamente a 412 nm usando 0 mesmo
método para medir a atividade da CPT1. A mistura de reacdo continha 0,5 mM serina, 0,1 mM

de palmitoil-CoA.

2.5.2.7 Reducéo de citocromo ¢

A reducéo de citocromo c a partir de palmitoil-CoA foi avaliada emu ma mistura de 1
mL que continha tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,5, FAD 0,5 mM, 0,5 mg/mL de citocromo ¢
comercial (Sigma Aldrich ®) e 0,3 mM de palmitoil-CoA. Como controle positivo foi utilizado
5 mM de prolina (Paes et al, 2013). A reacgdo foi monitorada por espectrofotometria a 550 nm,
a 28 °C, durante 15 min. A porcentagem de reducéo foi calculada a partir da reducdo total do

conteddo de citocromo ¢ usando 2 mM DTT.

2.6 Quantificacio de glicose e triglicerideos

Meio LIT de cultura de epimastigotas previamente sincronizadas foi coletado por
centrifugacdo (10.000 x g) e analisado usando kits comerciais seguindo as instrucdes dos

fabricantes. Glicose e triglicerideos foram medidos usando Kits da Bioclin ®.

2.7 Avaliacao da importancia dos acidos graxos para o 7. cruzi

2.7.1 Viabilidade de formas epimastigotas

2.7.1.1 Viabilidade por MTT
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Parasitas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes com PBS (10
min, 1.100 x g a 4 °C). Os parasitas, 3 x 10”.mL?, foram ressuspendidos em PBS suplementado
com 100 uM de palmitato:BSA, 5 mM de glicose, 5 mM histidina ou apenas PBS (controle).
Apds 24 e 48 h, a viabilidade celular foi acessada utilizando o método de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro tetrazol) (Mosmann, 1983). Os parasitas foram lavadis
uma vez com PBS, o pellet foi ressuspendido em 300 puL. de PBS e distribuidos em placas de
96 pocos. Foi adicionado 20 uL de MTT (5 mg/mL) e a placa foi incubada a 28 °C, protegida
da luz, por 3 horas. Apds esse periodo, a reagdo foi parada com a adigdo de 100 uL de SDS
10%. A viabilidade das células foi avaliada mediante leituras de absorbancia, a partir da
formagéo da cor azul de formazan. As placas foram lidas em espectofotdmetro de placa,
utilizando A1 = 595 nm e como referéncia A2 = 690 nm. Os resultados foram expressos pela

subtracao A1 - A2 = AT.

2.7.1.2 Viabilidade por Alamar Blue®

A fim de também avaliar a viabilidade dos parasitas quando submetidos a estresse
nutricional em PBS, formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram crescidas
nas condi¢BGes normais, lavadas duas vezes em PBS (1.100 x g, 5 min a 4 °C) e transferidas para
0 mesmo tampé&o de lavagem e incubadas durante diferentes intervalos de tempo (24 h e 48 h)
na presenca (ou nao) dos mesmos substratos energéticos (5 mM glicose ou 5 mM histidina). A
viabilidade foi acessada pelo método re reducéo irreversivel da rezasurina a resorufina (Alamar
Blue assay, Alamar Biosciences, Sacramento, CA, USA). Em placas de 96 pogos, 100 uL de
amostras foram distribuidas em triplicata e, a cada tempo, foi adicionado 0,125 pg.mL-1 do
corante rezasurina. A reacédo foi incubada por 2 h a 28 °C, protegida da luz. A fluorescéncia foi
mensurada a partir dos comprimentos de onda Aexc = 530 nm e Aem = 590 nm. Os dados foram
obtidos em leitor de placas SpectraMax®i3 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) e

ajustados pelo numero de celulas em cada amostra.

2.7.2 Captura de CO; emitido pela oxidacdo de [U-*C] palmitato em epimastigotas de T. cruzi

Formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes,
ressuspendidos em PBS e incubados na presenga de 100 uM de solugdo palmitato-BSA marcada
com 0,5 pCi de [U-C] palmitato, 10 uM L-carnitina, durante diferentes tempos (0, 30, 60,
120, 180) a 28 °C. Para capturar o CO2 liberado pela oxidacdo de palmitato via TCA, foi
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utilizado papel Whatman (2 x 2 cm) umedecido com KOH 2 M, colocado na parte superior de
um tubo eppendorf, onde foram incubados os parasitas. A formagdo de K2*CO3 no papel foi

medida no contador de cintilacdo.

2.7.3 Avaliacdo dos niveis de ATP intracelular

Para avaliar os niveis de ATP intracelular em formas epimastigotas de T. cruzi, foi
utilizado o kit de bioluminescéncia (luciferase) para células somaticas, Sigma-Aldrich (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Os parasitas em fase exponencial de crescimento foram
lavados duas vezes em PBS e incubados por 24 e 48 h na presenca de 100 uM de palmitato:BSA,
5 mM de glicose, 5 mM histidina, apenas PBS e LIT (controle). Ap6s a incubacdo, a
concentracéo de células foi ajustada para 1 x 107 e os parasitas foram lavados duas vezes em
PBS (10 000 x g por 2 min a 4 °C) e ressuspendidos em 200 pL de tampao de lise + 200 pL de
PBS. O lisado foi distribuido em placas de 96 pocos, 50 puL por pogo, e foi adicionada a enzima
luciferase. Os niveis intracelulares de ATP foram avaliados por luminescéncia, baseado na
reacao entra a enzima luciferase e 0 ATP, emitindo luz a A = 570 nm (Martins, Covarrubias et
al., 2009). A concentracéo intracelular de ATP foi calculada a partir de uma curva de calibracéo
com diferentes concentracdes de ATP. A normalizacdo foi feita com a quantidade de células

em cada poco.

2.7.4 Estresse nutricional severo em PBS

Para avaliar a resisténcia de formas epimastigotas a privacdo total de nutrientes,
parasitas em fase de crescimento exponencial, crescidos em meio LIT, foram lavados duas
vezes em PBS, ressuspendidos no mesmo tampdo, sem a adicdo de nenhum substrato
energético. A concentracdo de células foi ajustada a 1x10”.mL™. Os parasitas foram mantidos
a 28°C por um periodo de 5 dias. A viabilidade dos parasitas foi avaliada a cada 24 h pelo

método de reducdo da rezasurina.

2.7.5 Sincronizagado da proliferagcdo em formas epimastigotas

Para avaliar o metabolismo de acidos graxos em diferentes momentos da curva de
proliferacdo de formas epimastigotas, as culturas em fase exponencial de crescimento foram

diluidas para 1 x 107 células.mL™ em meio LIT e mantidas a 28 °C durante dois dias, até atingir
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a fase exponencial (~ 5 x 10”.mL™). Essa mesma cultura foi dividida em trés, onde (1) ajustadas
para 1 x 107.mL-1, para atingir a concentracéo de 2,5 x 10’.mL™* em 24 h, (2) Ajustada para 5,0
x 107.mL™, para atingir a exponencial em 24 h e (3) ndo diluida, para atingir a fase estacionaria
(~ 1x 108.mL1).

2.7.6 Marcagdo de acido s graxos com BODIPY® 500/510 C;-Ci2

2.7.6.1 Citometria de fluxo

Formas epimastigotas previamente sincronizadas para estarem nas diferentes
densidades mencionadas anteriormente foram distribuidas em placas de 24 pocos. Cada poco
foi tratado com 2 uM do fluor6foro BODIPY® 500/510 C1-Cyz e as células foram mantidas a
28 °C durante 16 h. Apds o periodo de incubacéo, as células foram retiradas da placa, lavadas
duas vezes em PBS (1.000 x g, 5 min a 4 °C) e ressuspendidas em 500 pL do mesmo tampao e
mantidas em gelo. A fluorescéncia foi avaliada por citometria de fluxo (Fortessa, DB),
utilizando dois filtros: FITC para acidos graxos livres e PE para deteccdo de acimulo de acidos

graxos (inclusdes lipidicas).

2.7.6.2 Microscopia de fluorescéncia

Assim como feito para as analises por citometria de fluxo, os parasitas foram
sincronizados e tratados com 2 uM do fluor6foro BODIPY® 500/510 C;-Ci2 € as células foram
mantidas a 28 °C durante 16 h. Ap6s o periodo de incubacéo, as células foram lavadas suas
vezes com PBS (1.000 x g, 5 min a temperatura ambiente) e ressuspendidas no mesmo tampéo,
na presenca do marcador mitocondrial MitoTracker Deep Red® (diluicdo 1:1.000) e mantidas
a 28 °C durante 30 min. Apds duas lavagens em PBS (1.000 x g, 5 min a temperatura ambiente)
e distribuidas em placas de Petri previamente tratadas com poli-L-lisina. As células foram
fotografadas em microscopio (DMI6000B/AF6000 microscope (Leica) com camera DFC
365 FX acoplada) usando os filtros cinza para fase, verde para acidos graxos livres, amarelo

para inclusdes lipidicas e vermelho para marcacgao de mitocéndria.

2.7.7 Marcagdo de inclusées lipidicas com Nile Red®
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Para avaliar o consumo de inclus6es lipidicas ao em formas epimastigotas, os parasitas
em fase exponencial de crescimento foram submetidos a estresse nutricional em PBS por
diferentes periodos de tempo. Paralelamente, também avaliamos o consumo de inclusbes
lipidicas em diferentes momentos da curva de proliferagdo, com parasitas mantidos em meio
LIT. Aliquotas da cultura (~5 x 107 parasitas.mL™) foram lavadas duas vezes em PBS (1.000 x
g por 5 min) e fixadas em paraformaldeido 4% (v/v) por 10 min a temperatura ambiente, lavados
duas vezes em PBS e ressuspendidas no mesmo buffer. Apos as lavagens, foi adicionado Nile
Red na concentragdo final de 10 pg.mL™. As amostras foram incubadas por 15 min a
temperatura ambiente e protegidas da luz, lavadas duas vezes em PBS 1.000 x g, 5 mina 4 °C,
e distribuidas 100uL por poco em placas escuras de 96 pocos. A fluorescéncia foi medida nos
comprimentos de onda Aexc = 485 nm; Aem = 530 nm. Apoés cada leitura de fluorescéncia, o0s
parasitas foram redistribuidos para placas de 96 pocos transparentes para leituras de
absorbancia a A = 620 nm. A normalizagdo dos dados obtidos foi feita por numero de células, a

partir de uma curva de calibragdo com concentracdes conhecidas de parasitas.

2.8 Avaliacao do efeito de inibidores do metabolismo de acidos graxos

2.8.1 Formas epimastigotas

2.8.1.1 Curvas de proliferacdo

Para avaliar o efeito de inibidores de metabolismo de &cidos graxos em formas
epimastigotas, parasitas em fase de crescimento exponencial (aproximadamente 5 x 10”.mL™?)
foram utilizados. As células foram ajustadas para a concentracio inicial de 2,5 x 106.mL™ e
foram tratadas com diferentes concentracdes dos compostos em meio LIT e distribuidas em
placas de 96 pogos. Como controle positivo os parasitas foram tratados com rotenona (60 uM)
e antimicina A (0,5 uM). Como controle negativo, os parasitas ndo receberam tratamento. As
placas foram mantidas a 28 °C. A proliferacdo dos parasitas foi estimada diariamente por
leituras de absorbancia da densidade otica (DO) a A = 620 nm, durante 8 dias. Os valores de
densidade celular foram obtidos a partir da conversdo da absorbancia do dia, usando uma
equacdo de regressdo linear obtida previamente, a partir de diferentes concentracdes de

parasitas.
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2.8.1.2 Viabilidade dos parasitas tratados com inibidores do metabolismo de acidos graxos

A viabilidade dos parasitas tratados foi avaliada apds 24 e 48 horas de tratamento.
Formas epimastigotas de T. cruzi (em crescimento exponencial) foram lavadas duas vezes em
PBS e ressuspendidas em PBS ou PBS suplementado com glicose e histidina ou em combinagéo
com os inibidores. Apos a incubacéo, os parasitas foram lavados duas vezes e distribuidos em
placas de 96 pocos e a viabilidade acessada a partir do método de MTT.

2.8.1.3 Morte celular

Os parasitas foram tratados com apenas uma concentracdo de inibidor em LIT, no
mesmo esquema das curvas de proliferacdo, durante 5 dias. Apos o periodo de incubacéo, foram
lavados uma vez em tampé&o anexina (HEPES 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl, 5 mM, pH = 7,4),
ressuspendidas no mesmo tampao e foi adicionado iodeto de propidio, na concentracgdo final de
1 pg/mL, e 1 uM de anexina, conforme indicagdes do fabricante, e incubados em gelo durante
15 min. A reagao foi diluida a partir da adi¢do de 450 uL. de tampao anexina e as células foram

analisadas por citometria de fluxo (Guava).

2.8.1.4 Ciclo celular

Os parasitas foram tratados com apenas uma concentracdo do inibidor durante 5 dias.
Os parasitas foram lavados uma vez com PBS e ressuspendidos em 100 puL de tampao de lise
(tampédo fosfato (NazHPO.) 7 mM, KH2PO4 2,3 mM; pH = 7,4) e digitonina (64 uM). Os
parasitas foram incubados em gelo por 30 min. Apds a incubacdo, foi adicionado 100 puL de
uma solu¢do de iodeto de propidio (20 pg/mL). As amostras foram analisadas por citometria de

fluxo (Guava).

2.8.1.5 Consumo de oxigénio em parasitas tratados com inibidores de degradacdo de acidos
graxos

Para avaliar as taxas de respiracdo em parasitas que foram tratados com inibidores de
degradacdo de &cidos graxos, formas epimastigotas em crescimento exponencial, tratadas
durante 5 dias com uma concentracdo ndo letal de inibidor foram lavadas duas vezes em PBS e

ressuspendidas em tampédo de respiragdo (MRC: 125 mM sacarose, 65 mM KCI, 10 mM



59

HEPES-NaOH, pH = 7,2, 1 mM MgCl;, 2 mM K2HPO4). Posteriormente foram adicionados de
forma sequencial Oligomicina A (5 pg/mL) e FCCP (0,5 pM). As taxas de consumo de oxigénio
foram medidas utilizando células integras no oxigrafo de alta resolucdo (OROBOROS,
Oxygraph-2Kk, Innsbruck, AU).

2.8.2 Efeito dos inibidores de degrada¢do de acidos graxos na metaciclogénese

2.8.2.1 Viabilidade por Alamar Blue®

A diferenciacao das formas epimastigotas em fase estaciondria para formas metaciclicas
foi iniciada como descrito anteriormente e os parasitas foram incubados em TAU-3AAG ou
TAU-Pro e tratados com diferentes concentracGes de inibidor. Os parasitas foram distribuidos
na concentracdo final de 1 x 10° parasitas por poco em placas de 96 pogos. Apos 24 horas de
tratamento, foi adicionado rezasurina, na concentracao final de 0,125 pg/mL e incubados por 2
h a 28 °C, protegidos da luz. A viabilidade celular foi avaliada a partir da intensidade de
fluorescéncia obtida apds leituras em fluorimetro de placas, nos comprimentos de onda Aexc =

530 nm e Aem = 590 nm (Anoopkumar-Dukie, Carey et al, 2005).

2.8.2.2 Efeito dos inibidores na metaciclogénese

A diferenciacdo foi feita como descrito anteriormente, na presenca de variadas
concentracdes de inibidor até uma concentracdo maxima que ndo afetasse a viabilidade das
células. Os parasitas foram contados por 5 dias em camara de Neubauer e a diferenciacao foi

avaliada por porcentagem de metaciclicos em cada condicdo avaliada.
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Considerando todos os resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que:

v

Formas epimastigotas de T. cruzi sdo capazes de incorporar e metabolizar palmitato a
acetil-CoA, gerando CO». A producéo de CO; a partir de palmitato & aumentada quando
comparadas as fases exponencial e estacionaria.

A presenca de glicose inibe o metabolismo de &cidos graxos.

O consumo de triglicerideos do meio e diminuic&o de inclus@es lipidicas € diretamente
proporcional a diminuicéo da concentracéo de glicose presente no meio de cultura.

Os niveis de atividades da enzima CPT1 em formas epimastigotas aumenta em
comparacdo as fases exponencial e estacionaria. Esse aumento de atividade é
acompanhado pela diminuicédo da atividade da sintese de novo de &cidos graxos via ACC
e também pela diminui¢do da atividade da HK.

O ETO interfere no consumo de acidos graxos via inibicdo da CPT1 de T. cruzi. Essa
inibicdo impede a proliferacdo de formas epimastigotas a partir do momento que
atingem a fase exponencial de crescimento, sugerindo que a degradacdo dos acidos
graxos é importante para sustentar a proliferacdo até a fase estacionaria.

O ETO nao causa morte celular e faz com que as formas epimastigotas estacionem na
fase G1 do ciclo celular, sugerindo que sem o consumo de &cidos graxos ha
interferéncias na progressao desse ciclo.

O tratamento com ETO impede o consumo de acidos graxos, diminuindo as taxas de
consumo de oxigénio, o contedo de ATP intracelular e também a capacidade
respiratoria de reserva. Além disso, os parasitas apresentam menor viabilidade quando
submetidos ao estresse nutricional severo em PBS.

Os parasitas em metaciclogénese sdo menos resistentes ao tratamento com ETO e
inibicdo da degradacéo de &cidos graxos interfere na eclosdo de formas metaciclicas.
O genoma de T. cruzi possui uma sequéncia que codifica para acil-CoA desidrogenase.
Diferentemente de outros organismos, essa ACAD de T. cruzi demonstra atividade com
acil-CoA de diferentes tamanhos de cadeia, incluindo ramificados.

A TcACAD é uma enzima que estd associada a membranas mitocondriais. N&o
conseguimos mostrar atividade de uma acil-CoA oxidase, mas encontramos atividade
TcACAD em fragdes glicossomais.

A atividade da TcACAD transfere elétrons para a CTE, alimentando a fosforilagcdo
oxidativa. Além disso, a TCACAD pode atuar como uma fonte de producéo de espécies

reativas de oxigénio mitocondrial em T. cruzi.
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