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RESUMO

Apos um século da descoberta da Doencga de Chagas, ainda ndo existe medicamento efetivo para o seu
tratamento, e 0s chagésicos continuam sucumbindo as manifestacdes cronicas dessa grave enfermidade.
A possibilidade de descobrir uma enzima ou uma via metabdlica crucial para o ciclo de vida do parasita
ndo se resume apenas a satisfacdo da curiosidade humana, mas tambeém € fundamental para o
desenvolvimento de farmacos que sirvam para combater as mais diferentes doencas, entre elas, a
Doenca de Chagas. Essa dissertagdo de mestrado descreve o estudo de trés proteinas de Trypanosoma
cruzi: duas proteases classificadas como serino-protease com dominio o/f hidrolase, pertencente ao
clan SC e familia S9 e S15, respectivamente - Oligopeptidase B simile (OPBsTc) e X-prolil dipeptidil
aminopeptidase (X-PDAPTCc) e uma proteina da via metabdlica redox - a Glutationa sintetase (GSTc).
A OPBsTc € uma enzima putativa de 903 aminoécidos com massa molecular esperada de 103,4 kDa
sendo altamente conservada entre 0s cinetoplastideos e ausente em humanos. A proteina recombinante
foi expressa em E. coli BL21 Star (DE3) One Shot e purificada da fracdo insollvel para producéo de
anticorpos em camundongo. Os soros foram utilizados em técnicas de Immunoblotting e
imunocitolocalizacdo na tentativa de confirmar a expressao da protease. Infelizmente, ndo foi possivel
confirmar a expresséo da OPBsTc em nenhuma das trés formas do parasita: epimastigota,
tripomastigota e amastigosta. Também realizamos uma RT-PCR a partir do RNA da forma
epimastigota, mas o resultado foi negativo. A segunda protease foi a X-PDAPTC, esta serino-protease é
largamente estudada em Lactococcus lactis e parece ser um fator de viruléncia em Streptococci.
Anélises em bancos de dados mostraram que a distribuicdo da X-PDAPTc é restrita e ndo apresenta
ortélogos em mamifero, além disso, a enzima tem 677 aminoacidos com massa molecular esperada de
76,8 kDa. A enzima foi produzida em E. coli BL21 Star (DE3) One Shot e purificada da fragéo
insoltvel para producéo de anticorpos em camundongo. X-PDAPTCc é expressa na forma epimatigosta
do parasito. A GSTc tem importante participacdo na biossintese da glutationa para manutencdo do
ambiente redox no parasito. Em relacdo ao seu ortdlogo em humanos, foi observada homologia
reduzida, o que pode torna-la um alvo promissor para desenvolvimento de drogas, assim como as duas
proteases citadas acima. Essa enzima tem 535 residuos de aminoécidos e massa molecular predita de

58,6 kDa. A GSTc foi expressa e utilizada para testes de imunizagéo.



ABSTRACT

After a century of the discovery of Chagas’ disease, there is still no effective medicine for its treatment,
and patients still succumb to severe manifestations of the chronic disease. The possibility of
discovering an enzyme or metabolic pathway crucial to the parasite life cycle is not only to satisfy the
human curiosity, but it is also fundamental to the development of drugs used to combat many different
diseases, including Chagas’ disease. This master's thesis describes the study of three proteins of
Trypanosoma cruzi: two proteases classified as serine-protease with o / B hydrolase domain that belong
to SC clan and family S9 and S15, respectively - Oligopeptidase B like (OPBsTc) and X-prolil
dipeptidil aminopeptidase (X-PDAPTc) and a redox metabolic pathway enzyme - Glutathione
synthetase (GSTc). The OPBsTc is a putative enzyme of 903 amino acids and molecular mass of 103.4
kDa. It is highly conserved among Kkinetoplastids and it is absent in humans. The recombinant protein
was expressed in E. coli BL21 Star (DE3) One Shot and purified from the insoluble fraction for
production of antibodies in mice. The sera were used in immunoblotting and immunocytology
techniques in an attempt to confirm the expression of the protease. Unfortunately, we could not confirm
the expression of OPBsTc in any of the three forms of the parasite: epimastigote, trypomastigote and
amastigoste. We also performed a RT-PCR from total epimastigote RNA, but the result was negative.
The second protease was X-PDAPTCc, this serine-protease is extensively studied in Lactococcus lactis
and it seems to be a factor of virulence in Streptococci. Analysis in databases showed that the
distribution of X-PDAPTC is limited and it does not have any orthologs in mammalian. In addition, the
enzyme has 677 amino acids with molecular mass of 76.8 kDa. The enzyme was produced in E. coli
BL21 Star (DE3) One Shot and purified from the insoluble fraction for production of antibodies in
mice. X-PDAPTCc is expressed in the epimastigote form of the parasite. The GSTc has an important
participation in the biosynthesis of glutathione in order to maintain redox environment of the parasite.
The human ortholog shows low homology which may make it a promising target for drug development
like the two proteases mentioned above. This enzyme has 535 amino acid residues and a predicted
molecular mass of 58.6 kDa. The GSTc was expressed and used for immunization tests.



INTRODUCAO

1. Doengas infecciosas tropicais

Apesar dos avangos observados em relacdo ao conhecimento basico sobre vérias doencas
infecciosas e ao processo de descoberta e desenvolvimento de novas drogas, as denominadas doengas
infecciosas tropicais continuam causando altos niveis de morbidade e mortalidade nos paises menos
desenvolvidos ou em desenvolvimento, sendo consideradas agravos de saude publica (Trouiller et alii,
2002).

Aproximadamente um bilh&o de pessoas em todo mundo sdo afetadas por doengas tropicais
negligenciadas, sendo a maioria de pessoas pobres e marginalizadas. Essas doencas receberam pouca
atencdo ao longo dos anos, no que diz repeito a sua magnitude, e ao impacto no desenvolvimento
econdmico e na qualidade de vida (OMS, 2006).

Essas doencas tropicais variam quanto & sua distribuicdo geogréafica, porém continuam
diretamente vinculadas as condicdes socio-econdmicas, tais como pobreza, desnutricdo, falta de
instrugdo, desemprego e precariedade de saneamento. Podem causar dor aguda ou cronica,
deformidades, incapacidade e morte (OPAS, 2007; OMS, 2006). Nesse contexto as doencas tropicais
negligenciadas de maior relevancia sdo a Tuberculose, a Hanseniase, a Dengue, a Schistosomiase, e as
doencas causadas por protozoarios como a Malaria, a Leishmaniose e as Tripanosomiases (Barret et
alli, 2003; Cox, 2004; Dias et alii., 2002).

2. Trypanosoma cruzi e doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou Tripanosomiase Americana foi descrita inicialmente em 1909 pelo Dr.
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas e até a atualidade continua representando um dos maiores
problemas de saide da América Latina. E uma doenga parasitaria grave e potencialmente debilitante,
causada pelo parasito protozoario T. cruzi e com origem no continente americano (OMS, 2007; Gascon
et alii., 2007; Massad, 2008).

No inicio do século XX, em um curto intervalo de tempo, o Dr. Carlos Chagas descreveu o
reservatorio natural do parasito, o agente etiolégico, a localiza¢do intradomiciliar do inseto transmissor,
0 modo de transmissdo e 0s aspectos clinicos do estagio agudo da doenga e posteriormente 0 aspecto
clinico da fase cronica, principalmente a forma cardiaca, abrindo portas para as pesquisas sobre essa

importante doenca infecciosa (Bestetti et alii., 2009; Pittella, 2009).
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Estima-se que pelo menos treze milhGes de pessoas da América Latina encontram-se infectadas
pelo T. cruzi e que 100 milhdes de pessoas encontram-se em risco de adquirirem a doenca. Além disso,
essa tripanossomiase apresenta uma incidéncia de cerca de duzentos mil novos casos por ano e existem
milhdes de pacientes chagésicos que necessitam de atencdo médica especifica (Lauria-Pires et alii,
2000; OMS, 2007; Briceno-Leon, 2009).

O ciclo evolutivo do T. cruzi no hospedeiro vertebrado inicia-se quando formas tripomastigotas
metaciclicas, eliminadas nas fezes e urina do inseto vetor durante repasto, penetram na pele ou mucosas
do vertebrado (Fig. 1). A forma tripomastigota pode potencialmente invadir qualquer tipo celular e ai
se desenvolver. A fase inicial do processo de interacdo parasita-célula hospedeira requer a adesao do T.
cruzi a superficie da célula alvo, envolvendo reconhecimento celular entre glicoproteinas e lectinas
presentes na superficie de ambas as células. Em seguida a adesdo, ocorrem modificacbes nas
membranas do parasita e do hospedeiro, mecanismo que envolve ligante-receptor e atividade
proteolitica. Ao contrario de células fagociticas, a invasdo de células ndo fagociticas ndo requer
projecdes da membrana plasmatica da célula hospedeira. Apesar disso, 0 parasita entra por depressoes
da membrana formando uma vesicula parasitofora num processo dependente de um mecanismo
liberador de Ca®* da célula hospedeira pelo parasita e o recrutamento de lisossomos desta para o local
de adesdo. Esse mecanismo ¢ altamente complexo e envolve vérias proteinas do parasito como GP82,
gp35/50, oligopeptidase B e cruzipaina (Yoshida, 2006; Yoshida, 2008). Apds a fusdo de lisossomos a
vesicula parasit6fora (fagolisossomo), uma neuraminidase do parasita, ativada por pH acido, promove
dessializac&o de glicoproteinas da superficie interna da membrana do lisossomo (Hall et alii, 1992). Em
sinergia, uma proteina do parasita, homéloga ao componente C9 do complemento, forma poros na
membrana do fagolisossomo (Andrews et alii, 1990). Ainda por influéncia do ambiente &cido, 0s
tripomastigotas no citoplasma diferenciam-se em amastigotas. Ap0s sucessivas divisdes binérias, 0s
amastigotas transformam-se em tripomastigotas em um processo igualmente dependente de atividade
enzimatica do proteassoma. Por fim, a célula hospedeira rompe-se e libera tripomastigotas no meio
extracelular. Desta forma os parasitos estdo aptos para comecgar novo ciclo, infectando células vizinhas
(Burleigh & Woolsey, 2002; Yoshida, 2006).
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Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (OMS, 2009).

Apo6s 100 anos de sua descoberta, a doenca de Chagas continua incurdvel e desafiando os
cientistas que buscam descobrir seus mecanismos patogénicos. Estudos de varios grupos indicam
fortemente que a forma cardiaca cronica, desenvolvida por cerca de 30% dos pacientes infectados, seja
o resultado sinérgico de mecanismos auto-imunes, aqueles determinados pelo préprio parasito e a
presenca de citocinas e quimiocinas inflamatorias (Bilate & Cunha-Neto, 2008; EImunzer et alli, 2004).
Em adicdo a acentuada morbidade e mortalidade da doenga na America Latina, 0 Benzonidazol
(Nbenzil-2-nitroimidazol-1-acetamida) e o0 Nifurtimox  (4[(5-nitrofurfurilideno)amino]-3-
metiltiomorfolino-1,1-di6xido) sdo téxicos e pouco eficazes no tratamento de pacientes cronicos, 5%
de cura, (Fernandes et alii, 2009; Prata, 2001). Além disso, a analise protebmica cuidadosa revelou que
0 parasito desenvolve resisténcia multigénica ao Benzonidazol (Andrade et alii, 2008). Esse cenério
indica fortemente a necessidade de se buscar novos meios de tratar a doenca de Chagas.

3. Fatores de viruléncia e alvos de drogas em T. cruzi

Desde o primeiro contato do T. cruzi com a celula do hospedeiro mamifero até o
desenvolvimento e progressdo da doenca de Chagas, existe uma intensa participagdo de diversas
proteinas envolvidas nos mecanismos de interacdo patdgeno-hospedeiro. Essas proteinas contribuem,

por exemplo, para a adesdo do parasito a célula hospedeira, para a sua entrada e internalizacdo, bem
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como para as adaptacGes do protozoario ao meio extra e intracelular encontrado dentro do inseto ou do
hospedeiro mamifero (Buscaglia et alii, 2006; Buscaglia & Di Noia, 2003; Caler et alii, 1998;
Sant’anna et alii, 2008).

Essas proteinas sdo essencias para a sobrevivéncia do patdgeno no hospedeiro, influenciando na
patogénese, caracteristicas de fatores de viruléncia. Dessa forma tais proteinas podem representar alvos
propicios para o desenvolvimento de quimioterapicos (Alcami, 2004; Yazdani et alii, 2006; Chang et
alii, 2002). Como exemplo, encontram-se as proteases e proteinas metabdlicas, foco desse estudo.

3.1. Proteases

A participacdo da atividade de proteases no mecanismo de infeccdo das células do hospedeiro
mamifero pelo T. cruzi é bem documentada. Por exemplo, formas tripomastigotas do parasito quando
tratadas com inibidores de proteases tais como leupeptina, STI e aprotinina tornam-se menos eficientes
em infectar fibroblastos (Piras et alii, 1985). Outros resultados promissores foram observados com
derivados de peptidil diazometano, os quais impedem a metacicloneogénese e a infecgdo de células
hospedeiras mamiferas (Meirelles et alii, 1992). Portanto, as proteases em geral podem ser
consideradas fatores de viruléncia de T. cruzi, assim como 0S sS40 em outros patdgenos.

Proteases ou peptidases sdo enzimas que hidrolisam ligacGes peptidicas de proteinas ou de
fragmentos peptidicos causando modifica¢fes de seus substratos com conseqiéncias importantes para
0s sistemas biologicos, sendo amplamente distribuidas na natureza (Klemba & Goldberg, 2002).
Aquelas que clivam ligacOes peptidicas internas sdo conhecidas como endopeptidases ou proteinases,
enquanto as que removem residuos de aminoécidos das extremidades dos substratos sdo chamadas de
exopeptidases (carboxi e aminopeptidases) (Barrett & McDonald, 1986).

A atividade enzimatica das proteases ¢é altamente dependente do pH do microambiente em que a
reacdo acontece, o que permite classificd-las em 4cidas, alcalinas ou neutras. As proteases acidas
geralmente sdo encontradas em compartimentos lisossdmicos ou vesiculas associadas ao lisossomo e
no trato gastrointestinal, ja as alcalinas ou neutras ndo possuem compartimentalizacdo especifica
(Barrett et alii, 1986; Alvarez et alii, 2008).

Além disso, as proteases podem ser classificadas baseando-se no mecanismo catalitico e na
suscetibilidade comum a determinados inibidores em metalo-proteases, cisteino-proteases, aspartico-
proteases, serino-proteases, treonino-proteases e glutamico-proteases (Barrett et alii, 1986; Fujinaga et
alii, 2004; Lowe et alii, 1995).
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As metalo-proteases possuem a presenca de um cation bivalente, geralmente zinco ou célcio, no
sitio ativo que pode direcionar a ligacdo peptidica a ser clivada e estabilizar a propria proteina, sendo
geralmente inibidas por agentes quelantes. As cisteino-proteases, amplamente distribuidas na natureza,
possuem o sitio ativo formado geralmente pela triade Cys-His-Asn. As atividades dos membros desta
classe, papaina é protétipo, sdo inibidas por compostos que apresentam um grupo tiol bastante reativo,
como o L-trans-epoxisuccinilleucilamido (4-guanidino)-butano (E-64). O sitio ativo das aspartico-
proteases é formado geralmente por um par de residuos de acido aspartico (Asp-Asp) e inibido por
pepstatina ou compostos de diazoacetil (Barret & Rawling, 1991).

Ja as treonino-proteases possuem apenas seis familias descritas e parece existir uma
participacdo nucleofilica do residuo de treonina N-terminal, mas os inibidores precisam ser melhor
caracterizados (Lowe et alii, 1995). As glutdmico-proteases foram descritas recentemente e apresentam
uma Unica familia, cuja atividade catalitica parece iniciar-se com a ativacdo do residuo de &cido
aspartico. O composto 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi) propano (EPNP) é potente inibidor desta classe de
proteases (Fujinaga et alii, 2004; Arrick et alii, 1981).

Em relagdo as serino-proteases, hd 72 familias e 17 subfamilias descritas, abrangendo uma
grande quantidade de membros que possuem o sitio catalitico formado pela triade de serina, &cido
aspartico e  histidina. Suas atividades sdo inibidas por diferentes compostos como
diisopropilfluorofosfato (DFP) e fenilmetilsufonil fluoreto (PMSF), dentre outros (Bond et alii, 1987;
Rawlings et alii, 2006).

3.1.1. Familia S9 e S15 de serino-proteases

Dentro da classificagcdo de serino-proteases, existem membros importantes do cld de serino-
carboxipeptidases (SC), como no caso da familia S9 e S15 (Fig. 2). Os membros da familia S9 possuem
estrutura tridimensional bastante conservada, apesar de sequéncias primarias divergentes. A triade
catalitica de Ser-Asp-His na porcdo C-terminal também é preservada, uma caracteristica propria dos
membros dessa familia. Como as caracteristicas bioquimicas, estruturais e funcionais diferem entre os
membros, esta familia foi subclassificada em A, B, C e D (Rawlings et alii, 1995). A familia S9 é
composta por proteases pertencentes as subfamilias S9A, como a prolil oligopeptidase e a
oligopeptidase B; a S9B, como a dipeptidil peptidase e a proteina ativadora de fibroblasto (FAPa); a
S9C como a acilamino-acilpeptidase e a S9D como a glutamil peptidase (Fig. 2). Membros da familia
S15, como a X-prolil dipeptil aminopeptidase, ainda sdo pouco estudados. A triade catalitica é formada
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pelos residuos Ser-His-Asp e a principal caracteristica catalitica € a liberacdo de dipeptideos Xaa-Pro

da porcdo amino terminal dos substratos (Chich et alii, 1992; Rigolet et alii, 2002; Fig. 2).

{ Clan SC ]

Figura 2. Representacdo de alguns membros do clan SC. POP — prolil oligopeptidase; OPB —
oligopeptidase B; OPBs — oligopeptidase B simile; DPP — dipeptidil peptidase; ACAP — acilaminoacil
peptidase; FAPa - proteina ativadora de fibroblasto; X-PDAP — X-prolil dipeptidil aminopeptidase.

As proteinas que compdem a familia S9 estdo relacionadas a diversas patologias. Por exemplo,
a prolil oligopeptidase estd associada a progressdo da amnésia e ao desenvolvimento do mal de
Alzheimer (Yoshimoto et alii, 1980; Moriyama et alii, 1998; Kato et alii, 1980; Shinoda et alii, 1995;
Schulz et alii, 2002; Laitinen et alii, 2001). A prolil oligopeptidase de T. cruzi (POPTc80) esta
envolvida na entrada de formas trypomastigotas em células mamiferas ndo fagociticas. Por isso, é
considerada um fator de viruléncia importante e, consequentemente um potencial alvo para o
desenvolvimento de drogas (Santana et alii, 1997; Grellier et alii, 2001; Bastos et alii, 2005; Burleigh
et alii, 1995). A atividade de dipeptidil peptidase auxilia linfocitos a migrarem através dos tecidos
(Kameoka et alii, 1993; Hanski et alii, 1985). A formacdo, o remodelamento e a manutencdo de
tumores epiteliais dependem da atividade da FAPa, uma enzima com atividade colagenolitica como a
POPTCc80 (Monsky et alii, 1994).

A X-prolil dipeptidil aminopeptidase, da familia S15, é uma enzima ainda pouco estudada.
Sabe-se, entretanto, que sua atividade tem participacdo efetiva na hidrélise de alguns peptideos

derivados da caseina em Lactococcus lactis, fornecendo residuos de aminoacidos essenciais para esse
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organismo ou alterando a composi¢do peptidica de produtos fermentados do leite (Rigolet et alii,
2002). Desta forma, essa proteina parece, pelo menos neste caso, estar associada ao metabolismo. Em
conjunto, esses dados mostram que o Clan SC de serino proteases medeiam atividades envolvidas nos
mais diversos processos biologicos. A seguir, apresentaremos detalhes da X-prolil dipeptidil
aminopeptidase e da oligopeptidase B de T. cruzi, objetos deste estudo.

3.1.2. Oligopeptidase B

A oligopeptidase B (OPB) foi inicialmente isolada de Escherichia coli apresentando uma
especificidade semelhante a de tripsina por ter como substratos ligagdes peptidicas do lado carboxilico
de residuos basicos como lisina e arginina (Pacaud & Richaud, 1975). Essa serino-protease é
classificada, como descrito anteriormente, no cld SC, familia S9A ou prolil oligopeptidase (POP), mas
diferentemente dos outros membros da familia, é incapaz de clivar apds prolina (Rawlings et alii,
2006). Apesar dessa caracteristica ela compartilha semelhancas estruturais e residuos da triade
catalitica (Barret & Rawlings, 1991). Essa proteina apresenta o dominio catalitico com um motivo o/p
hidrolase e um dominio de sete folhas B, sendo bastante especifica para clivagem dos residuos basicos
(Gerczei et alii, 2000; Polgar, 1997).

A expressdo de OPB por alguns tripanosomatideos como T. cruzi, T. brucei, T. congolense, T.
evansi e Leishmania major esta bem descrita na literatura (Burleigh et alii, 1995; Morty et alii, 1999a,
1999b, 2005). Apesar de poucos relatos sobre seus substratos naturais, acredita-se que a OPB seja
capaz de clivar peptideos com menos de 30 residuos de aminoacidos (Morty et alii, 2002). Entretanto
foi demonstrado que a oligopeptidase B de Salmonella enterica € capaz de degradar histonas com
massa molecular de até 14 kDa (Morty et alii, 2002). As fungdes bioldgicas de OPBs séo
desconhecidas, exceto pelo fato de serem fatores de viruléncia em T. cruzi durante a infeccdo e de
estarem relacionadas com patogenias periodentais em Treponema denticola (Fenno et alii, 2001).

A oligopeptidase B de tripanosomatideos foi primeiramente descrita em T. cruzi (OPBTc) por
Santana et alii (1992), como uma enzima de atividade restrita e neutra e, entdo, caracterizada como
proteina citosdlica de 80 kDa. Elegantes estudos realizados pelo grupo da Dra. N. Andrews
demonstraram que a OPBTCc esta associada com o influxo transitério de Ca** em células de mamiferos,
resultando em recrutamento de lisossomos para o sitio de invasdo do parasito. A fusdo de lisossomos é
um processo necessario a entrada do T. cruzi nas células do hospedeiro e a continuidade do seu ciclo de

vida (Burleigh & Andrews, 1995). A delecdo do gene que codifica a oligopeptidase B resultou em
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severa reducdo dessa capacidade de infeccdo (Caler et alii, 1998). Além disso, estudos recentes no
nosso laboratério demonstraram que essa protease é também secretada e, apesar de antigénica durante o
curso da infeccdo, ndo € inibida por anticorpos especificos (Fernandes et alii, 2005). Sobre sua
estrutura e propriedades biofisicas pouco se sabe. Entretanto, estudos conduzidos em nosso laboratério
indicam que a OPBTc apresenta estrutura dimérica estavel as variacdes de pH e temperatura, mas
particularmente sensivel a forca ibnica (dados n&o publicados).

Andlise da sequéncia do genoma de T. cruzi revelou um gene que codificaria outra
oligopeptidase B (oligopeptidase B-simile, Tc00.1047053505939.20, GeneDB). Sua fase aberta de
leitura possui 2712 pares de bases e codifica teoricamente uma proteina de 903 residuos de
aminoacidos com massa predita de 104,3 kDa (GeneDB, 2009), a qual denominamos OPBsTc
(oligopeptidase B simile de Trypanosoma cruzi). Exceto o que pode ser associado pelo conhecimento
da atividade da OPB, nada se conhece sobre a oligopeptidase B-simile de T. cruzi ou de outros
organismos. Como a OPBTc € fator de viruléncia importante, é possivel hipotetizar que a OPBsTc

também tenha uma atividade associada a manutencéo do ciclo de vida do T. cruzi.

3.1.3. X-Prolil Dipeptidil Aminopeptidase

A X-prolil dipeptidil aminopeptidase (X-PDAP) é largamente estudada em L. lactis sendo
classificada como serino-protease com dominio o/p hidrolase, pertencente ao clan SC e familia S15,
como descrito anteriormente acima (Fig. 2). No que diz respeito ao sitio ativo da enzima, a X-PDAP
compartilha caracteristicas comuns com enzimas da familia S9B (Dipeptidyl peptidase 1V, DPPIV, por
exemplo), apresentando a mesma especificidade para residuos de prolina e com atividade na remogao
de dipeptideos Xaa-Pro da extremidade N-terminal de peptideos (Rigolet et alii, 2002; Matos et alii,
1998).

A identificacdo da X-prolil dipeptidil aminopeptidase de T. cruzi (X-PDAPTCc), também foi
possivel apds o sequenciamento do genoma de T. cruzi. (GeneDB, 2009). O gene da X-PDAPTc
(Tc00.1047053508699.120) apresenta fase aberta de leitura com 2034 pares de bases que codifica,
teoricamente, uma proteina com massa molecular de 76,8 kDa e 677 residuos de aminoacidos
(GeneDB, 2009).
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3.2. Enzimas metabolicas

O estudo de enzimas que catalisam reagdes metabolicas sempre fascinou os cientistas que cedo
compreenderam que vérias delas desempenham fungGes chaves de regulacdo, de sintese e de hidrélise
de moléculas importantes para manutencdo da vida dos organismos. Neste contexto, muitos trabalhos
tém revelado caracteristicas de enzimas associadas ao metabolismo de aminoacidos, agucares,
nucleotideos e de lipideos (Hampton, 1970; Camargo, 1964; Nowicki et alii, 2008; Canepa et alii,
2009; Bacchi et alii, 1997). Como exemplos, citamos que inibidor da metiladenosina fosforilase e de
esterol-14 desmetilase inibem o desenvolvimento e a diferenciacdo, respectivamente, de T. cruzi in
vitro (Buckner et alii, 2003; Furuya et alii, 2000).

Assim como demonstrado nos trabalhos supracitados, o estudo dos mecanismos bioquimicos
participantes do metabolismo do T. cruzi pode revelar promissores alvos bioguimicos para o
desenvolvimento de farmacos, principalmente porque o parasito pode ter vias metabélicas diferentes
das observadas no hospedeiro. Nesse sentido, o trabalho foi direcionado também para o estudo de uma
enzima participante da via que regula o delicado equilibrio oxidagdo/reducdo do parasito, a glutationa
sintetase.

3.2.1. Via de sinalizacdo redox através da glutationa

Em qualquer organismo, o controle da homeostasia redox celular é afetado por um excesso de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (NOS), originadas como produtos do crescimento
aerdbico ou do meio durante estimulos, caracterizando fendmenos de estresse oxidativo (Filomeni et
alii, 2005). Dependendo do nivel e da extensdo desse estresse, as células podem desenvolver respostas
adaptativas por um curto ou longo periodo, de acordo com varios fatores como, por exemplo, o periodo
de exposicdo a ROS e NOS (Krauth-Siegel et alii, 2008). Os cinetoplastideos possuem uma maquinaria
Unica de tiois de baixas massas moleculares e de proteinas redox, distribuidos entre seus diferentes
compartimentos celulares e que, aparentemente, garantem homeostase redox bem eficiente. Isto
porque, em conjunto com outros mecanismos de evasdo, 0s parasitos conseguem sobreviver a exploséo
oxidativa durante a infeccdo e adaptar-se perfeitamente as diferentes condi¢fes metabdlicas do meio,
impostas pelo seu ciclo de vida e pela resposta imune do hospedeiro (Krauth-Siegel et alii, 2008;
Irigoin et alii, 2008).

Portanto, ap6s o contato do T. cruzi com o hospedeiro, inicia-se a explosdo oxidativa ou

explosdo respiratdria do sistema imune inato, que consiste na somatdria de todas as espécies reativas de
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oxigénio e nitrogénio envolvidas na interacdo entre o hospedeiro e o patdgeno, com agao
antimicrobiana e que sdo produzidas por fagocitos ativados com citocinas pro-inflamatorias, como por
exemplo, o interferon y (IFN-y) e o fator de necrose tumoral o (TNF-a). A atividade anti-microbiana
Otima de macrofagos, células dendriticas e outros fagdcitos é baseada na producdo de é&nions
superoxidos e 6xido nitrico pelas NADPH oxidases ativadas e pela Oxido Nitrico Sintase induzivel
(INOS), respectivamente (Muller et alii, 2003). Dessa forma, o parasito protozoario, além de ter que
eliminar seus préprios metabolitos toxicos, ainda precisa sobreviver a hostilidade do ambiente
resultante dessa exploséo oxidativa (Irigoin et alii, 2008; Muller et alii, 2003).

Um sistema bastante eficiente presente em muitos organismos e que apresenta um papel
fundamental no metabolismo redox e na protecédo celular contra danos oxidativos, consiste na presenca
da glutationa (GSH), que é considerada um tampao tiol redox responsavel por manter o ambiente
celular reduzido, envolvida na detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio, como o perdxido de
hidrogénio (N20,) e na prevencdo de danos oxidativos em proteinas, membranas e acidos nucléicos
(Meister et alii, 1983; Meierjohann et alii, 2002; Du et alii, 2009). A glutationa (GSH), um tripeptideo
tiol formado pelos aminoéacidos glutamato, cisteina e glicina, é o tiol mais abundante no meio
intracelular. Esse peptideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) é encontrado nos organismos em suas
formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) que é a forma dimerizada da GSH. A forma reduzida é
observada em quantidade bem maior do que a oxidada, sendo que em mamiferos menos de 0,2% da
glutationa total do organismo encontra-se oxidada (Birago et alii, 2001; Meister, 1988).

A biossintese da GSH é catalisada pela agdo consecutiva de duas enzimas dependentes de ATP:
a y-Glutamilcisteina sintetase (y-GCS), produzindo glutamilcisteina e a glutationa sintetase (GS),
levando a formacéo da glutationa (GSH) (Birago et alii, 2001). Portanto, essa sintese inicia-se com a
formacdo da ligacdo peptidica entre a carboxila y do glutamato e a amina da cisteina, com a acgao
catalitica da enzima y-glutamilcisteina sintetase. A formacdo desta ligacdo peptidica necessita da
ativacdo da carboxila y realizada por ATP. Essa primeira reacdo € inibida em elevadas concentracfes
de GSH, sendo um passo limitante da reagdo total de sintese (Fig. 3). A segunda reacdo é catalisada
pela glutationa sintetase, onde o ATP ativa a carboxila da cisteina para possibilitar que ela se condense
com a amina da glicina (Birago et alii, 2001; Janowiak et alii, 2006; Meister, 1988; Tew, 1994; Fig. 3).
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Cisteina Glicina

atp ADP + P, \ATP ADP + P,
Glutamato y-Glu-Cys /: y-Glu-Cys-Gly
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Figura 3. Reac0es bioquimicas de sintese da GSH. y-GCS - y-glutamil cisteina sintetase; GS —
glutationa sintetase.

Essa enzima € sintetizada pela maioria dos organismos eucariotos e em alguns procariotos,
como, por exemplo, cianobactérias, bactérias gram-negativas e bactérias laticas (Kim et alii, 2008;
Luersen et alii, 2000). Estudos realizados com Streptococcus agalactiae e Listeria monocytogenes
demonstraram a presenga dos genes multidominio que codificam a y-glutamilcisteina sintetase e a
glutationa sintetase, que assim como relatado anteriormente apresentam fundamental atividade
catalitica na sintese da glutationa (Kim et alii, 2008; Janowiak et alii, 2006).

A GSH participa de importantes rea¢fes de 6xido-redugdo como, por exemplo, quando utilizada
pelas GSH peroxidases, atua reduzindo o perdxido de hidrogénio e perdxidos organicos resultantes do
metabolismo através da formacdo da GSSG, protegendo as células, membranas e &cidos nucléicos da
oxidacdo; quando utilizada pelas GSH transidrogenases catalisam a formacdo e reducdo de pontes
dissulfeto de proteinas através da transferéncia de grupos tidis, promovendo reciclagem de proteinas
fundamentais. A reacdo catalisada pela GSH redutase é capaz de reduzir tiol transferases e peroxidases,
tornando-as aptas para outras reag0es redox, contribuindo novamente para a homeostasia do
microambiente celular (Meister, 1988).

Em contraste com o hospedeiro mamifero que conta com os mecanismos da glutationa
(GSH)/glutationa redutase(GR) e também da tioredoxina/tioredoxina redutase para a manutencdo da
homeostasia tiol redox intracelular, os tripanosomatideos ndo apresentam glutationa redutase e
tioredoxina redutase (Leitsch, et alii, 2007). Portanto, 0 metabolismo desses parasitos depende de um
ditiol particular denominado tripanotiona e a sua redutase correspondente, a tripanotiona redutase
(Irigoin et alii, 2008).
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3.2.2. . Tripanotiona e 0 mecanismo redox em T. cruzi

Os cinetoplastideos diferem de outros organismos na sua abilidade em conjugar a glutationa
com a espermidina para formar um novo cofator, a tripanotiona ([N1, N8-bis(glutationil)espermidina]),
um ditiol de baixa massa molecular (Oza et alii, 2002). Esse ditiol consiste de duas moléculas de
glutationa (GSH) ligadas covalentemente a espermidina através da tripanotiona sintetase (Fig. 4), o
qual é mantido em estado reduzido pela a¢do da tripanotiona redutase, uma enzima homologa a

glutationa redutase (Irigoin et alii, 2008).

N’-Glutationilespermidina

] SH ]

, W\‘ GSH o GSH HBN-)\/\(N\ﬁkﬁ/\rN\H
; § > S S HN
H
HA? ATP  ADP +P H,N'\H ATP ADP+P, H;NY\/t NL{N\)\ N/\)
H H
(]

TryS TryS coo

Espemmidina N’-Glutationilespermidina Tripanotiona

Figura 4. Sintese da tripanotiona. GSH — glutationa; TryS — tripanotiona sintetase.

Os tripanosomatideos apresentam verdadeiros estoques celulares da tripanotiona para evitar o
estresse oxidativo por radicais peréxidos resultantes da resposta imunolégica do hospedeiro. Eles
utilizam esse conjugado para manter o equilibrio celular redox semelhante ao mecanismo redox da
glutationa /glutationa redutase, contribuindo de maneira essencial para sua sobrevivéncia no hospedeiro
(Abbott et alii, 2002).

Estudos demonstram o papel protetor da glutationa e da tripanotiona contra os efeitos
citotoxicos causados pelo 6xido nitrico e espécies reativas em células de mamiferos e de organismos
patogénicos (Romao et alii, 1999; Denkers et alii, 2005). Além disso, a superexpressao de glutationa

em protozoarios geralmente estd associada ao desenvolvimento de resisténcia ao tratamento (Repetto et
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alii, 1996). Em adicdo, testes com um inibidor especifico da y-glutamilcisteina sintetase, o L-butionina
sulfoximina (L-BSO), revelaram uma possibilidade de cura da infec¢do ou de prolongar a sobrevida de
camundongos infectados por T. brucei, uma vez que ele é capaz de interferir na formacdo da
tripanotiona, ocasionando uma maior exposicdo do parasito aos processos oxidativos do sistema imune

e do meio, contribuindo para o controle da infecgdo (Abbott et alii, 2002; Arrick et alii, 1981).

3.2.3. Glutationa sintetase

Como descrito anteriormente, a glutationa sintetase (GS) catalisa a Ultima etapa de biossintese
no ciclo y-glutamil, apresentando um papel central na sintese da glutationa (Fig 3) (Meierjohann et alii,
2002). Portanto, a GS participa da unido do intermediario y-glutamilcisteina com a glicina, em uma
reacdo dependente de ATP (Janowiak et alii, 2006). A glutationa estd presente em praticamente todos
os tecidos mamiferos e sua reducdo em humanos esta correlacionada com vérias patologias graves,
como acidose metabolica severa, 5-oxoprolindria, anemia hemolitica e disfun¢fes neurolégicas e sua
auséncia provavelmente seria letal (Dahl et alii, 1997; Shi et alii, 1996). Essa enzima também ja foi
descrita em organismos distintos, como fungos (Grant et alii, 1997), plantas (Pasternak et alii, 2008) e
protozoarios, mas sempre associada com fungdo protetora contra o estresse oxidativo celular (Luersen
et alii, 2000; Repetto et alii, 1996; Romao et alii, 1999). Nesse sentido, a glutationa sintetase de T.
cruzi (GSTc) foi escolhida para o estudo no intuito de se verificar a sua participagdo como possivel
fator de viruléncia do parasito.

A GSTc (Tc00.1047053508865.10) apresenta fase aberta de leitura com 1608 pb que codifica
uma proteina com 535 residuos de aminoacidos e massa molecular de 58,6 kDa. Teoricamente ndo
apresenta peptideo sinal, dominio transmembrénico, mas assim como esperado, o dominio de ligacéo
do ATP esté presente (GeneDB, 2009). Dessa forma, estudar essa proteina pode contribuir para um
melhor conhecimento do mecanismo que garante ambiente redutor ao parasito.

Dentre as varias proteinas relevantes na biologia da doenca de Chagas, a oligopeptidase B-
simile (OPBsTc), a X-prolil dipeptidil aminopeptidase (X-PDAPTc) e a glutationa sintetase (GSTc) de
T. cruzi foram escolhidas para este estudo na perspectiva de valida-las futuramente como alvos
terapéuticos.

Outro aspecto relevante e que justifica a escolha dessas proteinas consiste na constatacdo por
analises em bancos de dados que a X-PDAP e a OPBsTc ndo apresentam ortdlogos em mamifero e que
a GSTc ndo possui homologia significativa com a GS de humanos, tornando-se o estudo ainda mais
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promissor para o desenvolvimento futuro de farmacos com elevada especificidade e efeitos colaterais
reduzidos, o que seria extremamente desejado pelo meio cientifico, uma vez que existem ainda na
atualidade, milhdes de pacientes chagésicos que necessitam de atengdo meédica e tratamento especifico
(Lauria-Pires et alii, 2000; Brener et alii, 2000).
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OBJETIVOS

A motivagdo de nossa proposta de trabalho tem por base o fato de que o avango do
conhecimento de mecanismos moleculares da biologia da interface patdgeno-hospedeiro tem revelado
fatores de viruléncia que podem ser explorados como alvos para o desenvolvimento de drogas para
tratamento de doencas infecciosas. A caracterizacdo molecular e funcional de fatores de viruléncia em
T. cruzi envolvidos na infeccdo e sobrevivéncia no hospedeiro poderd revelar caminhos para a
concepcao racional de farmacos eficazes para o tratamento da doenca de Chagas, grave problema de
salde publica.

O conhecimento cientifico, incluindo nossos dados, e a disponibilidade de tecnologias

adequadas nos permitem propor o seguinte objetivo:

Caracterizacdo molecular das enzimas oligopeptidase B-simile, X-prolil dipeptidil
aminopeptidase e glutationa sintetase de T. cruzi.

Para realizagéo deste objetivo, desenvolvemos as seguintes atividades:

Clonagem dos genes das enzimas em vetores de expressdo heterdloga;
Purificagdo das respectivas enzimas recombinantes expressas em sistema heter6logo;
Producdo de anticorpos especificos para cada proteina em camundongos;

Caracterizacdo da expressao das proteinas nativas por meio de rea¢des imunes;

SAREE R

Verificacdo da expressdo dos genes em nivel transcricional.
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MATERIAIS E METODOS

1. Anélises de bioinformética

As andlises de bioinformética foram realizadas através de buscas nos bancos de dados GeneDB
(www.genedb.org), NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov ) e MEROPS ( http://merops.sanger.ac.uk/) para
obtencdo das sequéncias génicas e protéicas da oligopeptidase B simile (Tc00.1047053505939.20;
opbstc), da X-prolil dipeptidil aminopeptidase (Tc00.1047053508699.120; xpdaptc) e da glutationa
sintetase (Tc00.1047053508865.10; gstc). As sequéncias de aminoacidos obtidas foram alinhadas com

0 auxilio dos programas BLAST e ClustalW.

2. Cultivo e obtencdo de Trypanosoma cruzi.

Os epimastigotas foram cultivados no laboratério em meio Liver Infusion Tryptone (LIT)
suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino inativado e gentamicina 100pg/mL em estufa a 28
°C. As formas tripomastigotas e amastigotas de cultura de células utilizadas nos ensaios de
imunofluorescéncia foram cedidas gentilmente pelo Prof. Dr. César Martins de Sa do laboratorio de
Microbiologia da Universidade de Brasilia.

3. Extracdo de &cidos nucléicos de Trypanosoma cruzi

As culturas de T. cruzi epimastigotas da cepa CL- Brener foram utilizadas para extracdo do
DNA gendmico e do RNA total, de acordo com procedimentos adaptados de Blin e Stafford (1976) e
conforme o protocolo do TRIzol (Invitrogen). O material foi aliquotado e armazenado no -20 °C para

DNA e no -80 °C para RNA até o momento da utilizacéo.

4. Amplificacdo inicial dos genes opbstc, xpdaptc e gstc

Inicialmente foram desenhados os oligonucleotideos iniciadores senso e anti-senso para cada
um dos genes em estudo (opbstc, xpdaptc e gstc) a partir de suas sequéncias de nucleotideos
depositadas em bancos de dados. Em relacdo ao gene opbstc foram inseridos os sitios de restricdo das
enzimas Xhol no senso (5’-ATTCTACTCGAGATGGCCGCATTGTACCCGTG-3%) e BamHI no anti-
senso (5’-ATTCTAGGATCCCTATTTCTTGACTTTTTCTTTCC-3’). Para 0 gene xpdaptc tanto o
iniciador senso (5’-ATTCTACATATGCAGAAGGTTGTTGTCTCC-3’) quanto o0 anti-senso
(5’ATTCTACATATGTCACATCCCTTCACGGTACAC-3’) foram desenhados com a inser¢do do
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sitio de restricdo da enzima Ndel. J& para a clonagem do gene gstc foram desenhados dois pares de
iniciadores. ) primeiro com 0 sitio de BamHI no senso (5-
GGATCCATGGAACTCTTGGGGGACGC-3’) e com sitio de Xhol anti-senso  (5'-
CTCGAGTTAAACAAGCGCCAGTGAATCGAGG-3’); o segundo com Ndel no iniciador senso (5’-
CATATGGAACTCTTGGGGGACGC-3%) e Xhol no anti-senso (5’-
CTCGAGTTAAACAAGCGCCAGTGAAT-3"). Os oligonucleotideos foram sintetizados pela
Prodimol.

Cada par de iniciadores foi utilizado separadamente em reacOes de polimerizacdo em cadeia
(PCR), contendo ainda DNA gendmico molde 1 ng/uL, tampao da enzima 1X, dNTP 0,2 mM, 1,5 mM
de MgCl, ou MgSO,, dependendo da enzima utilizada e 1U de DNA polimerase (Tag DNA
polymerase, Pfx DNA polimerase high fidelity ou Thermozyme DNA polimerase da Invitrogen).

O ciclo consistiu na desnaturacdo 94 °C por 2 min, seguida de anelamento dos oligos por 30 s a
56 °C para opbstc e xpdaptc e a 62 °C para gstc. Posteriormente a polimerizacdo e extensdo foram
executadas a 72 °C ou 68 °C por 3 min, de acordo com as especificacdes da enzima utilizada. Foi
realizado um total de 30 ciclos por reacdo e uma etapa final de extenséo de 5 min. Os resultados foram
analisados por eletroforese em gel de Agarose e o tamanho das bandas estimado com auxilio de

marcador.

5. Eletroforese em gel de Agarose

As amostras resultantes da extracdo de DNA gendmico, das reac0es de PCRs e das digestbes
com enzimas de restricdo foram aplicadas em géis de Agarose a 0,7 ou 0,8% corados com brometo de
etideo 1ug/mL ou 0,1pg/mL. Utilizou-se o sistema de eletroforese horizontal na presenca do tampéao
Tris-acetato 1X (TAE 1X; Tris 17,8 mM, Na,EDTA 1 mM, pH8,0 e &cido acético 0,1%), sob voltagem
constante entre 60 V e 100 V. As amostras, antes de serem aplicadas, foram dissolvidas em tampéo de
amostra 1X (Azul de Bromofenol 25%, Xileno Cianol 25%, Tris 50 mM pH 7,6 e glicerol 6%). O
marcador 1Kb DNA ladder (500 pb até 12 Kb) da Invitrogen foi utilizado como padrao.

6. Clonagem e subclonagem dos genes opbstc, xpdaptc e gstc.

6.1. Ligacdo dos insertos nos vetores de clonagem
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Apoés a verificagdo da amplificagdo inicial dos insertos no tamanho desejado, iniciou-se o
processo de ligacdo desses insertos em seus respectivos vetores de clonagem, no objetivo de se obter o
vetor recombinante. Para a ligacdo dos insertos opbstc e gstc foi utilizado o vetor de clonagem
pCR2.1(Invitrogen) e para o xpdaptc, o vetor pPGEM-T (Promega). Nas reacGes de ligacdo utilizou-se
80-100ng de inserto, 50ng do vetor de clonagem, 1U da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e o tampdao
da enzima 1X. Na presenca de todos os componentes para a reacdo incubou-se a 14 °C por 16 h.

Apo6s o periodo estabelecido de incubacdo, metade do volume de ligagdo foi adicionada a 100
uL de E. coli da linhagem JM109 ou DH5a. Aguardou-se um intervalo de 30 min e o material foi
incubado em banho-maria a 42 °C por 1 min, sequido de banho de gelo por 2 min. Posteriormente
adicionou-se 800 pL de meio Luria-Bertani (LB) e o tubo permaneceu por 45 min no agitador a 200
rom e 37 °C. Decorrido o tempo previsto, a amostra foi plaqueada em meio LB com agar (LB-agar)
contendo ampicilina 100 pg/mL como antibidtico de sele¢do, X-Gal 80 pg/mL e IPTG 0,5 mM. As
placas foram incubadas a 37 °C por 16 h. As coldnias brancas resultantes desse experimento foram
submetidas a triagem por PCR de coldnia ou a extracdo do DNA plasmidial para realizacdo de anélises

de restricdo enzimatica.

6.2. Subclonagem nos vetores de expressao

Apos a confirmagdo da clonagem no vetor inicial, os genes foram extraidos do vetor de
clonagem por digestdo enzimatica utilizando as enzimas de restricdo especificas (Quadro 1) e
posteriormente subclonados nos respectivos plasmideos de expressdo: pET19b (Novagen) para o
opbstc e xpdaptc e pET28a+ (Novagen) ou pGEX4-T-3 (GE) para o gstc. A ligacdo do opbstc ou
xpdaptc no pET19b foi realizada a 4 °C e 14 °C na proporcdo molar de 1:1 ou 1:3 de vetor: inserto, por
16h. Ja a ligacdo do gstc no pET28a+ foi a 16 °C na proporcdo de 1:3 por 16 h e do gstc no pGEX4-T-
3 foi realizada a 16 °C na proporcdo de 1:3 por 3 h. Apos decorrido o tempo estabelecido, 50% da
ligagdo foi utilizada para transformar bactéria como descrito acima. Em seguida 0s vetores
recombinantes pET19b-opbstc, pET19b-xpdaptc, pET28a"-gstc e pGEX4-T-3-gstc foram introduzidos

por meio de choque térmico em outras cepas de E. coli para futura expressdo heteréloga das proteinas.

7. Anélises de restricdo enzimatica
Durante as fases de triagem da clonagem e preparacdo para a subclonagem dos insertos foram

realizadas analises de digestdo enzimatica. Para os procedimentos de triagem, as coldnias obtidas
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inicialmente foram colocadas em contato com meio LB e com o antibidtico de selegdo estabelecido
pelo fabricante (Quadrol). Esse indculo foi incubado sob agitacdo por 16 h a 37 °C e 200 rpm e, em
seguida, foi realizada a extragdo do DNA plasmidial utilizando-se o kit de midprep HiPure Plasmid
DNA Purification da Invitrogen. Esse material foi entdo submetido a digestdo enzimatica simples ou
dupla a 37 °C por 3 h em média, utilizando as enzimas especificadas no Quadro 1. Os resultados

obtidos nas digestdes foram analisados por eletroforese em gel Agarose 0,8%.

Inserto Vetor plasmidial Antibidtico de Enzimas de restricéo
selecéo (100 pg/mL)

opbstc pCR2.1 Ampicilina Xhol e BamHI (Inv)
pET19b

xpdaptc pCR2.1 Ampicilina Ndel (Ferm e Inv)
pET19b

gstc pCR2.1 Ampicilina Ndel e Xhol (Inv)
pET28a" Kanamicina
pCR2.1 Ampicilina BamHI e Xhol (Inv)
PGEX4-T-3

Quadro 1. Pardmetros para clonagem e subclonagem dos insertos. Inv — Invitrogen; Ferm — Fermentas.

J& em relacdo a preparacdo dos insertos para subclonagem nos vetores de expressdo, grande
quantidade do DNA plasmidial extraido das col6nias e digerido pelas enzimas de restrigdo especificas
foram aplicados em géis de Agarose 0,8% mais extensos contendo concentragdo reduzida de brometo
de etideo (0,1pg/mL). Além disso, os vetores de expressdo vazios que seriam utilizados nas ligagdes
futuras também foram submetidos a mesma digestdo enzimatica com as enzimas correspondentes, bem
como a eletroforese descrita anteriormente. Portanto, as bandas especificas correspondente aos insertos
ou aos vetores de expressdo vazios foram excisadas do gel e em seguida purificadas utilizando-se o Kit
de purificagdo GFX PCR DNA and Gel Band Purification da GE Healthcare. A partir desse momento,
0 material estava preparado para ser utilizado nas reacGes de ligacdo dos insertos nos respectivos
vetores de expressdo e nas condigcdes estabelecidas de temperatura, concentracdo molar e tempo. O

pET19b digerido apenas com Ndel e o inserto xpdaptc purificado, antes de serem utilizados na ligagéo
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foram defosforilados com 1U da fosfatase alcalina de camaré@o (Usb) e o tampé&o da enzima 1X. Essa
reacdo foi realizada a 37 °C no banho-maria por 30 min e a enzima inativada em seguida a 85 °C por 15

min.

8. PCR de col6nia

No intuito de confirmar a presenca do gene nos provaveis clones obtidos apo6s as
transformacgdes bacterianas, foram realizadas PCRs de colbnias, cuja diferenca em relacdo a PCR
original consiste na utilizagdo direta do DNA das col6nias como molde ao invés de DNA extraido
previamente.

A técnica consiste em palitar a col6nia escolhida em agua milli-Q ultra pura e lisa-las com
Triton X-100 1% e aquecimento por 5 min a 95 °C. Posteriormente procede-se a realizacdo da PCR
normalmente utilizando 0,2 mM dos iniciadores especificos dos genes de interesse ou iniciadores
controle (T7 terminador), tampédo da enzima 1X, 0,2 mM de dNTP, 1,5mM de MgCl, e 1U da Taq
DNA polymerase (Invitrogen). O ciclo foi realizado de acordo com os procedimentos explicitados
anteriormente e os resultados foram analisados por eletroforese em gel de Agarose 0,8%.

9. Expressado heterdloga das proteinas recombinantes

E. coli BL21 Star (DE3) One Shot (Invitrogen), foi transformada com vetores recombinantes
PET19b-opbstc, pET19b-xpdaptc e pET28a’- gstc e 0s correspondentes vetores vazios e plaqueadas em
meio LB-agar com antibidtico de selecdo (Quadro 1). E. coli C43 (DE3) foi empregada como
hospedeira do vetor pGEX4-T-3-gstc e do vetor vazio pGEX4-T-3. As placas ficaram em estufa a 37
°C por 16 h e foram escolhidas algumas colonias para os experimentos de inducédo. Essas colonias
selecionadas foram colocadas em tubos separados contendo meio LB e ampicilina ou kanamicina (100
ng/ml) e incubadas a 37 °C e 200 rpm até uma densidade 6ptica (ODggoo) proxima a 0,7. A partir desse
momento & cada tubo foi adicionado isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) em concentracdes
variando de 0,125 mM até 2 mM, em temperaturas de 18 °C a 37 °C, 200 rpm de rotacéo por até 16 h,
no intuito de se estabelecer o melhor protocolo de indugdo. As amostras induzidas foram lisadas por
Bug Buster (Novagen) ou por sonica¢do no gelo por 3 min com intervalos de 1 min, amplitude entre 40
e 50 e pulso 7 por 3 vezes e analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condigOes
redutoras (SDS-PAGE).
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10. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Apos a lise bacteriana realizadas por SDS 10% e fervura, por Bug Buster ou por sonicacéo, as
amostras foram centrifugadas a 13000 g durante 10 min e separadas em fracdo sollvel e insolivel. A
fracdo insoluvel foi ressuspendida em &gua milli-Q em quantidade igual ao volume obtido da fracdo
soluvel para permitir andlise quantitativa das proteinas entre as duas fragdes. Em seguida realizou-se a
eletroforese em gel de poliacrilamida (acrilamida 29,2% e N’N’-bis-metileno-acrilamida 0,8%) sob
condigdes desnaturantes e redutoras, na presenca de SDS e B-mercaptoetanol, conforme método
descrito originalmente por Laemmli (1970). Utilizou-se o sistema de eletroforese vertical, contendo o
gel concentrador a 3,9% e o separador em concentragdes de 8%, 10% e 12% de acordo com a massa
molecular da proteina recombinante de interesse. Foram utilizados 20uL de cada frag@o acrescidos de
SuL de tampao de amostra 5X contendo Tris-HCI 250 mM pH6,8, SDS 10% (p/v), Glicerol 30% (v/v),
B-mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de bromofenol 0,04% (p/v). Essas fragdes foram fervidas por 5 min
e aplicadas no gel. No sistema utilizou-se tampdo de corrida com SDS 0,1%, Tris 25mM, Glicina
191mM e &gua destilada e voltagem constante de 80 V e 120 V. Como padrdes moleculares foram
utilizados os marcadores BenchMark Protein Ladder da Invitrogen e 0 marcador pré-corado Precision
Plus Dual Color da BioRad. A visualizacdo das bandas protéicas foi realizada por coloragdo com azul

de Coomassie.

11. Purificagdo das proteinas recombinantes.

As proteinas rOPBsTc, rX-PDAPTc e rGSTc foram purificadas de corpos de inclusdo por
cromatografia de afinidade em coluna com resina His-Bind da Novagen, conforme instrucdo do
fabricante . A solubilizacdo de rOPBsTc foi realizada com guanidina-HCI 6 M e para rX-PDAPTCc e
rGSTc, com uréia 6 M. Esses compostos foram incorporados aos tampdes de ligacdo, lavagem e
eluicdo das proteinas da coluna de purificag&o.

Em relacdo a rOPBsTc, o protocolo de purificagdo desenvolvido no laboratério foi realizado em
duas etapas. Inicialmente, 200 mL de cultura induzida foi centrifugada e o precipitado lisado com Bug
Buster, homogeneizado e centrifugado por 10 min a 13000 g. O corpo de inclusdo foi submetido a trés
lavagens sucessivas em 10 mL de solucdo Bug Buster:agua destilada (1:10) seguidas de outras duas
lavagens, 40 mL cada, com Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Em seguida o precipitado final foi ressuspendido
em tampdo de ligacdo 1 (NaCl 500 mM, guanidina-HCI 6 M e Tris-HCI 20 mM, pH 7,9) com imidazol
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5 mM, homogeneizado vigorosamente e incubado no gelo por 2 h. Centrifugou-se o material e
recuperou-se o sobrenadante que foi aplicado a coluna preparada conforme instrucéo do fabricante. A
amostra foi aplicada a coluna e em seguida foram realizadas as lavagens com dez volumes de tampao
de ligacdo 1 e dez volumes de tampdo de ligacdo 1 contendo imidazol 60 mM. A proteina rOPBsTc
ligada a coluna foi eluida no mesmo tamp&o contendo imidazol 500 mM, e armazenada a -20 °C até
sua utilizagéo.

A purificacdo da rX-PDAPTc e da rGSTc iniciou-se com a centrifugacao separadamente de 200
mL de cultura a 13000 g por 10 min. A preparacdo do corpo de inclusdo iniciou-se com sua
ressuspensdo em tampéo de ligacdo 2 (NaCl 500 mM e Tris-HCI 20 mM pH7,9) com imidazol 5 mM
seguida por sonicag¢do no gelo durante 3 min com intervalos de 1 min, amplitude entre 40 e 50 e pulso
7, por 3 vezes. Este processo foi repetido trés vezes. Apos centrifugacdo, o precipitado foi
ressuspendido no mesmo tamp&o contendo uréia 6 M e incubado no gelo por 1 h. Posteriormente foi
submetido a centrifugacdo e cada sobrenadante foi coletado e aplicado as colunas previamente
carregadas e calibradas de acordo com os procedimentos anteriores. Apos lavagens no tampao 2 com
uréia 6 M e imidazol 60 mM, rX-PDAPTc e rGSTc foram eluidas com concentracdes crescentes de

imidazol.

12. Precipitacéo da rOPBsTc

A proteina rOPBsTc foi precipitada, utilizando-se a mesma quantidade de amostra, em trés
protocolos, de acordo com procedimentos adaptados do Lab FAQs (Merck). O primeiro procedimento
consistiu na adigdo do mesmo volume de TCA 100% a amostra, homogeneizacgao por vorteX, incubacao
a -20 °C por 20 min seguida por centrifugacdo a 15000 g por 5 min. O sobrenadante foi removido, o
precipitado lavado com solucdo de etanol:éter (1:1) ressuspendido em &gua destilada. Na precipitacéo
com acetona, cinco volumes de acetona gelada (-20 °C) foram adicionados & amostra, homogeneizado
por vortex, incubada no -20 °C por 30 min e posteriormente centrifugada por 5 min a 15000 g. O
sobrenadante foi descartado e ap6s a secagem do precipitado, 0 mesmo foi ressuspendido em agua
destilada. No ultimo experimento de precipitacdo, 3:1 (v/v) de metanol e cloroférmio foram
adicionados a amostra sob agitacdo em vortex. Adicionaram-se trés volumes de &gua destilada e a
amostra foi submetida a vortex por mais 1 min. Em seguida, a amostra foi centrifugada nas condicbes

acima e a fase superior descartada. O precipitado foi lavado com metanol, submetido a secagem e
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ressuspendido em &gua. Os resultados obtidos em todos os procedimentos de precipitacdo foram
verificados por SDS-PAGE 8%.

13. Imunizacéo, obtencédo de anticorpos policlonais e imunodetecgéo.

Para os experimentos de imunizacdo foram selecionados, por proteina recombinante, cinco
camundongos machos Balb/C com dois meses de idade que foram mantidos no alojamento de animais
da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. Apds retirada de sangue para recuperacdo dos
soros pré-imunes, os camundongos foram imunizados com rOPBsTc, rX-PDAPTc ou rGSTc
purificadas. A banda de gel SDS-PAGE corresponde a rGSTc-GST foi extraida, macerada e
homogeneizada em PBS 1X. As imunizagdes foram realizadas em trés etapas. Na primeira, cada
camundongo recebeu uma dose contendo 5 pg da proteina recombinante na presenca de adjuvante
completo de Freund na proporcédo de 1:1. Apds quinze dias, 0s camundongos receberam uma nova dose
consistindo de 5 pug da proteina recombinante e adjuvante incompleto de Freund na proporcao de 1:1.
Aguardou-se 15 dias para realizar a ultima imunizacgéo que consistiu em 5 pg de proteina dissolvida em
PBS 1X. Apos 5 dias, 0 sangue dos camundongos imunizados foram retirados e 0s soro separados,
diluidos em glicerol 1:1 (v/v) e estocado a -20 °C.

No intuito de se caracterizar os anticorpos anti-rOPBsTc e anti-rX-PDAPTc, foram preparados
extratos totais bacterianos e de T. cruzi epimastigotas. O extrato bacteriano foi lisado utilizando-se Bug
Buster e o extrato de T. cruzi foi preparado por lise com SDS 10% e fervura, contendo uma
concentracdo final de 10’ parasitos por poco do gel. Os extratos totais foram aplicados no gel de
poliacrilamida 8 ou 10% e apos a corrida, as proteinas foram transferidas eletroforeticamente para
membrana de nitrocelulose. Apds incubagdo com PBS-leite 5%, as membranas foram incubadas com
0S SOros pré-imunes ou imune extraidos na diluigdo 1:200 ou 1:100 a temperatura ambiente, por 3 h em
PBS-leite 1%. Apoés lavagem, as membranas foram incubadas com o segundo anticorpo GAM-AP
(Goat Anti-Mouse IgG Alkaline Phosphatase Conjugate da Novagen) por 1 h a temperatura ambiente.
As bandas foram reveladas utilizando-se NBT/BCIP em tampé&o da fosfatase alcalina e a reagéo foi
interrompida por lavagens com &gua destilada. As massas moleculares relativas das proteinas foram

estimadas com o auxilio do marcador utilizado.

34



14. Imunofluorescéncia e citolocalizagdo da rOPBsTc

As laminas e laminulas utilizadas foram previamente lavadas com agua milli-Q ultra pura e
depois com etanol 70%. As laminulas foram carregadas utilizando-se uma solucdo de poli-Lisina para
permitir a adesdo do parasito e ap0s a secagem em temperatura ambiente iniciou-se a sua preparacao.
Foram utilizadas culturas de epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas contendo 10°
parasitos/laminula determinados por contagem em camara de Neubauer. Essas culturas foram
submetidas a centrifugacdo por 4000 g durante 10 min, seguida de trés lavagens sucessivas com PBS
1X filtrado em membrana de 0,22 pm. Posteriormente, as laminulas previamente carregadas foram
transferidas para placas de 24 pocos e iniciou-se a incubagdo com os parasitos por 30 min a
temperatura ambiente e em cdmara Umida. Em seguida as laminulas foram lavadas com PBS 1X
filtrado por 3 vezes de 2 min cada, sob agitacdo. Os parasitos fixados nas laminulas com formaldeido
3,7% foram permeabilizados com Triton X 100 0,1 % por 10 min a temperatura ambiente em camara
Umida e depois lavados com PBS 1X filtrado por 5 vezes de 2 min cada. Apds incubacdo em PBS-leite
5%, as laminulas contendo os parasitos fixados e permeabilizados foram incubadas com o soro pré-
imune ou imune de interesse, diluidos em PBS 1X filtrado (1:100). Essa incubag&o permaneceu por 2 h
a temperatura ambiente e em cdmara Umida. Depois, as laminulas foram lavadas 3 vezes de 2 min cada
com PBS 1X filtrado e incubadas por 2 h com o segundo anticorpo Alexa Fluor 488 (Invitrogen)
diluido em PBS 1X filtrado (1:200) a temperatura ambiente em cAmara Umida protegida da luz. Apés o
periodo de incubacdo as laminulas foram lavadas com PBS 1X filtrado e incubadas com 4, 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) diluido em PBS 1X filtrado (1:1000) por 20 min. As laminulas foram
montadas nas laminas contendo FluoroGuard antifade (BioRad) e armazenadas a 4 °C protegidas da
luz. Para analise dos resultados foram utilizados o microscopio de fluorescéncia e o microscopio

confocal.

15. RT-PCR

A reacdo de sintese do cDNA foi realizada em um tubo contendo 3 pL de RNA total, 1,0 uL do
oligonucleotideo T7 e 13,75 pL de agua DEPC; os reagentes foram homogeneizados cuidadosamente, e
os tubos incubados a 70 °C no banho-maria por 5 min e depois no gelo por 1 min. Apés rapida
centrifugacdo, adicionou-se 1,25 pL de dNTP, 5 puL de tampdo 5X da enzima e 1 pL da trancriptase
reversa M-MLV (Promega) e o tubo foi incubado a 37 °C por 1 h. O cDNA ficou armazenado a -20 °C.
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A reacdo de amplificagdo foi realizada utilizando-se 2 pL ou 4 pL do cDNA sintetizado
anteriormente como molde e com 0s mesmos iniciadores especificos para o gene de interesse das PCRs
iniciais ou iniciadores controle. Os reagentes e as condi¢des foram iguais ao explicitado no item 4 para
a amplificacdo dos genes opbstc e xpdaptc. Os produtos resultantes das reacdes de PCR foram
aplicados em géis de Agarose 0,8% e o tamanho das bandas foi estimado de acordo com o marcador
utilizado.
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RESULTADOS

1. N&o hd homologos de OPBsTc e X-PDAPTc em mamiferos

Analises do genoma do T. cruzi no banco de dados www.genedb.org revelou a existéncia de
gene codificador para oligopeptidase B simile (OPBsTc), X-prolil dipeptidil aminopeptidase (X-
PDAPTc) e glutationa sintetase (GSTc) (Tc00.1047053505939.20, Tc00.1047053508699.120 e
Tc00.1047053508865.10 respectivamente). Os trés genes parecem estar presentes em cdpia Unica por
genoma hapldide do parasito. Para saber sobre a existéncia de homdlogos e o grau de identidades entre
0s mesmos, fez-se uma anéalise genética in silico a partir de informacdes presentes em bancos de dados.
As sequéncias pertinentes foram comparadas por meio do programa BLAST e ClustalW. Os resultados
obtidos mostram auséncia de ortélogos de OPBsTc e X-PDAPTc em mamiferos; ndo ha identidade
significativa entre a GSTc e seu ortdlogo humano, gene NM_0001178.2. Por outro lado, ha alta
identidade de sequencia entre os cinetoplastideos.

A OPBs ¢ conservada nos cinetoplastideos T. brucei, L. braziliensis, L. infantum e L. major,
incluindo a regido proxima a triade catalitica formada por serina, acido aspartico e histidina (Fig. 5). A
tabela 1 mostra que ha pelo menos 74% e 86% de identidade e de similaridade, respectivamente, entre

essas enzimas.
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O15=E{Mo I AFL CSQLDLEGPGKYLNDMDUMTHMHNLTITGAMDHDDQQKVFLKWDNWERER IDYHVKLNSFNWEPNFsZe)
OISR AFL CSQLDLEGPGKILNDMDWYMTHMHNLTIATGAMDHDDQQKVFLKWDNWERER I DYHVKLNSFNWEPNFRSZI0)

OPBsTc [RNLAESSIEENVEN EQEMQERIYBIEVEHARERBKRIEEAKSE 903
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(O[T IRV K ARK EPFFWVPTDSELDQKKVDELFRAKERDARE SYRSGAK 905
OPBsL1 RﬁVK‘RKEPFFWVPTDSELDQKKVDEIFRAKERDARES RSGAKBGSIEGNATGRNLYREEQRGK PRSI
OIS MR K \VKAGK EPFFWVPTDSEL DQKKVDE[FRAKERDARESARSGAK 905
(0]o 1S I IR KV KAGKEPFFWVPTDSELDQKKVDEBFRAKERDARESIYRSGAKIBGSRCINATGRNL Y[GEEQRGK PRlels]

Figura 5. As sequéncias de residuos de aminoacidos das oligopeptidases similes de cinetoplastideos
patogénicos sdao conservadas. Tc — Trypanosoma cruzi (XP_810007.1); Tb - Trypanosoma brucei
(XP_846117.1); Lb — Leishmania braziliensis (XP_001561968.1); Li — Leishmania infantum
(XP_001463116.1); Lm — Leishmania major (XP_001680803). Negrito, residuos de aminoécidos
idénticos; Cinza claro, similares; Vermelho, aqueles que compdem a triade catalitica.

Comparando a sequéncia completa de aminoécidos de OPBsTc com oligopeptidases de L.
braziliensis, L. infantum, L. major e L. amazonensis obtém-se valores médios de 74% de identidade e
de 86% de similaridade. Como esperado, a maior homologia foi observada quando a OPBsTc foi
alinhada com sua ortéloga de T. brucei, verificando-se uma identidade de 81% e similaridade de 89%
(Tabela 1).

Tabela 1

Oligopeptidase B simile de T. cruzi (OPBsTc) compartilha alta percentagem de identidade com aquelas
de outros cinetoplastideos

NuUmero de acesso Cinetoplastideo Identidade (%0) Similaridade (%)
XP_846117.1 Trypanosoma brucei 81 89
XP_001561968.1 Leishmania braziliensis 75 87
XP_001463116.1 Leishmania infantum 74 86
ABQ23351.1 Leishmania amazonensis 74 86
XP_001680803 Leishmania major 74 86

As sequéncias utilizadas na analise foram obtidas no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). O alinhamento foi
realizado com o ClustalW, utilizando as sequéncias completas.
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O alinhamento entre as sequéncias protéicas da OPBsTc (Tc00.1047053505939.20) e a
oligopeptidase B de T. cruzi (OPBTc; Tc00.1047053511557.10), ja bem caracterizada na literatura
(Burleigh & Andrews, 1995), foi realizado para conferir o grau de identidade e similaridade. Como
resultado verificou-se que a OPBsTc apresenta uma extensdo de aproximadamente 105 aminoacidos na
porcdo C-terminal e que sua sequéncia completa, quando comparada com a OPBTc apresenta uma
homologia reduzida, com identidade de 19% e similaridade de 31% (Fig. 6). A OPBsTc, assim como a
OPBTc, possui os aminoéacidos que formam a triade catalitica, Serina, Acido Aspartico e Histidina,
caracteristica das serino-proteases, sendo as duas proteases classificada dentro da mesma familia.
Porém, de acordo com as informacBes depositadas no GeneDB, a OPBsTc e a OPBTc apresentam,

teoricamente, caracteristicas bioquimicas e biofisicas distintas.

OPBsTc MAALYPWVPASNVAYTLCRYFLNRFAPHARN I CPLPFLDEPLPDEVPESLLLCGERTQSEBEFKYMEBLFD 70
OPBTC  ———————mmmmmmmmm e MKCGPI&TPKDHEVVFGYVEG NRGNNAMNPPRRRNBIgI FWLREDSR 47

OPBsTc RRTQSYVRSEQHHYAZ I DSKHBFINHTKARLWASLDSK SREGGFDKGEER 1 GDFV){F PEGDSN 140
OPBTc KNPEVIAHLKLEQAY[EEERTANI[DFSET I FKIZY ISH I KEQD 1 SAPY ———-— YDOYTHYIRENEE-LEY 111

OPBsTc GFYRKRYGQVDLLAEELINPTSLQQHFGYEKCH“GICR-VSD GRYNZMTLSVEEGDRY{I CHVRSIDN 209
OPBTc KJHCRVPLGMTPGKSED[EQV I LDENKLAEEKPFEMYHEVKPAPPBHNLIZNSVDY IENEMYT IRFTDNAV 181

OPBsTc ASLFHVIRERNIVSHEFESGDYFY|gTESNBLNRPYTVHMQQ RPGILPPP“ELYRED EQgFVDVHKTKE 279
OPBTc  TDVVEGTNE----QULWEPNASCHgYMTK ERDY RHLJ 1 GRPQSEDYCIR{T|=NBL LgSTAMAISGY 247

OPBsTc NAYILTSDSKLKSSAL PASFPKVSRELQAFFRDGRP“EIAGKENWNWLEHYDGHF MVVABQGPNHR 349
OPBTc  GSTLIQIGEGSFETTESQLI®DLRKGNGHTTBEMVRPREKGYRYDVELHG-~~~-~ TENLLYLTNKEBNCMNGK 312

OPBsTc vaMREEVVLKHGMRAEWKEL Y RDB/OLIVDMDLIZQOGR I\4BYEVHFAFERINHIH1 IKCDKELBD Q 419
OPBTc WLQTRNTPSDWEN ----- 1 I\YFHSERYFLGE LG KFAYBESGRRGGLTV-—--- WTMPVESBGLFRS 372

OPBsTc ARKDDL“LHFP LTSVTgGLN--[NNFNQDSMSFVASS]1 CQESRDCVFS[@USKMTAEKSWVCSSESLFTQH 487
OPBTc  GAFVQEYSFDEZVFTAFZVFSHVEMYDTETLRVSYTRMSTZTT---- LHVVNGTRTIVKVREVLGNF 438

OPBsTc QSEQLTPWDYMWPNYS 1 Y[RDLCLSEGHUQUK! THCRRRDAFVQEATEBFEAQPNT(ZKHCLI EVPS 557
OPBTc DAK---——=——- NYTCRRLFATAZRL LSYVg--——----—--- SLDMSK[gHPTVL] CVE 489
OPBsTc  MHFOLAPKMWMERERWT F‘HVRGGGELP-NWG Q-GINGKNMI NAVHI PASCISHVMUKMEYIKIFELMVA 625
OPBTc PEFSVK-MLPY[EDEGV 1Y 1 QMK =MGRAYSVGALY L TIRINTFSBI RCARY L IE 18l JITESQLAC 558
OPBsTc NSIAECVPUARAMNYUSGCGEECNEYRL RS 1 I NgIY 1 BIEDLIZES| ASRDD{[EDIEl HNAEDYARLTQMD 695
OPBTc ECREREGLLLIGRVLNIK-PDMERVERAGV GRVEVMTIIICEIZS | BT TGEWEE[ENZNE-YKFEDYMNS)IS 626
OPBsTc [gYLNINDRVTMEGMIRISTC{EDED PPWNTL YV QQRRRKGTDPVARPLV[ERVRSSGERYCWCBTE 765
OPBTc DNIVR-AQDMgHL I JOAGEHBPRYA Y IEPANWAS] LKTD-==—-- SNEVL{EKMDLESEJJFSASBRY 689
OPBsTc NI CELLCSQLDLEGPGKEN DMDI MHMHN LTATGAMDHDDQEKVFLKWDNWERERIDYHVKLHNFD 835
ENYSF T]

OPBTC  RYWREMJZQQ-------- AFYIKHLNARYJLLRR ~ — == = === = = — oo 714
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OPBsTC WEPNFRKLKAEKEPFFWVPNEQEMQQRKVDEMFHARERDKREEAKSEAKVGSTGRAAGGNKWKEKVKK 903
OPBTC o mmmm oo oo 714

Figura 6. As sequéncias de residuos de aminoécidos da OPBsTc e da OPBTc apresentam pouca
homologia entre si. OPBsTc (XP_810007.1); OPBTc (XP_809967.1); Negrito denota residuos de
aminodcidos idénticos; Cinza claro, os similares; Vermelho, aqueles que compdem o sitio catalitico das
enzimas.

Em relacdo & X-PDAPTCc e seus ortologos, através da sequéncia completa de aminoacidos
observa-se uma identidade de 54% para L. braziliensis e de 55% para L. infantum e L. major.
Curiosamente essa analise ndo revelou presenca de proteina com identidade significativa de sequéncia
em L. amazonensis e em T. brucei. (Fig. 7; Tabela 2). Observando o alinhamento entre a X-PDAP de L.
lacctis e H. walsbyi e a X-PDAPTc, verifica-se que os aminoacidos serina, acido aspartico e histidina
do sitio ativo encontra-se em posicdes diferentes das observadas em relacdo aos ortdlogos em

cinetoplastideos (Fig. 7).

X-PDAPTC ——-—m— e MQKV“VSTLPNKVKTI NYFUEERRATRES 30
X-PDAPLM = MRRvCTDLPHPTQF HIYLTENBNUR 29
X-PDAPLEI - MRRvCTDLPHPTQF HY YL TEKENUR 29
X-PDAPLL - —————_————— MRR\YCLDSgHPTRFV|SH 1 YLIE[RKIKLICIRY 29
X-PDAPHW ————— oo MASQSTYGVHAELN“R ETRRCLIE®A 26
X-PDAPLI  MRFNHFS1VDKNFDEQLAELDQLGFRWSVFWDEKKILKDFLIQSPTDMTVLQANTELDYIEFEKSS|JEED 70
X-PDAPTC BPIRADEEEEINVIEIEREPA T LEY | PYRKRBGTRERDERMHGNFAGEG YIYAVRVDMRCEEEEEEEE 86
X-PDAPLmM ‘RLFMPKD----ASSEHRYPAILEYIPYRKRNGTRIRDEPMHGFFAGHGYQ”VRVDMRG‘ ------- 88
X-PDAPLI1  AR{MEMEKD--—-ASSEHR Y[RV IN=E IR NGNS | 30]=PlsICFZNCHENAYAWIRVBIIINEA — — — — — —— 88
h OV IR | I PNDEEEEYSNI=GMPA I LEY I PYRKRNGTRYRDEEMHG[EFAGECYVEVRVDMRGASEEEEEE 88

X-PDAPHwW TDIYR[Y LIEDRT[{DRTGERLRHG--—-EWYRSRENQYVA I QBV[HER - - ————- FD§ 85
X-PDAPL1  WEI[§VNITLQLLDFVPNFDFE[JGKATEFARKLNLPQRBVEYTTET I 1SAFYYLLCSRGKSGMILVEHWVE 140

X-PDAPTC NGINVGMMGKSWGGFNSLQVAYRRPPAL 1TVEe--- 149
X-PDAPLmM HGCBVGMMGKSWGGFNSLQVARRRPPALRA Leg--- 151
X-PDAPL1 HGCBVGMMGK WGGFNSLQVAARRPPALRA Leg--- 151
X-PDAPLDb HCBVGMMGRESWGGFNSLQV. LEg--- 151

X-PDAPHw KIGADTVRLSINREY@®DEQNMATLET Q Q BAGMAYNM--- 146

X-PDAPLI ESPYDTEQRGKNDL IK1@I IRPKSTEKLPVVITASPY 210
X-PDAPTC —=-=—=————- ISRIDNNIN Gl Oelcla mEN\IRINeS 1 VLAY QAR | (BPELRVEIINE MTBOXMEENTPVNIT 209
X-PDAPLM ——=——————- FTgNRFTDD IHWKGGCLLNDNFWWGE IY®GFe{¢PPDED I VGDRWKIEMWL{ER LIBIAMg 211
X-PDAPLT --———————- FTgNRFTDD IHWKGGCLLNDNFWWGCEYY®GFex{¢PPDED I VGDRWKIEMWL{ER LIBIAMg 211
X-PDAPLL —————————— FT[gNRFTDD IHWKGGCLLNDNFWWGERY(6)GHE{®PPDSD 1 VGDRWKBMWL{=R LE]NMI 211
X-PDAPHW —————————- GAANGRKKTFRHNEAFEERWLCIIAL TLGG HESLADPDI1QQQFADVDVREILADSPIK 206

X-PDAPLI  HLGINEKANDLALHEMNVELEKEDSHKTHVQGKLPQKRPSETKEL[ZIVEKAPYRFTHGIITYSANDYFETR 280

X-PDAPTC ——=————————— ADWAEHQ DAUKH CIENMDSLI I (YMAV DTN G A\V/[NMESNWQUERINGFY 267
X-PDAPLM ——=————————— ADWAEHQ(X RGSLIOERYSS 1 QYPV[MRIDGWADS] Al EGEAGECWAIC 269
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Figura 7. As sequéncias de residuos de aminodcidos das X-PDAP sdo conservadas em
cinetoplastideos patogénicos. Tc — Trypanosoma cruzi (XP_812655.1); Lb — Leishmania braziliensis
(LbrM28_V2.2130 - www.genedb.org); Li — Leishmania infantum (XP_001470234.1); Lm -
Leishmania major (XP_001684477); Hw — Haloquadratum walsbyi (YP_657694.1); LI — Lactococcus
lactis (NP_268206). Negrito, residuos de amino&cidos idénticos; Cinza claro, similares; Vermelho,
aqueles que compdem a triade catalitica.
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Tabela 2

X-Prolil dipeptidil aminopeptidase (X-PDAPTc) compartilha identidade com ort6logos em
cinetoplastideos, mas esté ausente em T. brucei e L. amazonensis.

NuUmero de acesso Cinetoplastideo Identidade (%6) Similaridade (%)
LbrM06.V2.0320 Leishmania braziliensis 54 71
LinJ06.0340 Leishmania infantum 55 72
LmjF06.0340 Leishmania major 55 73

As sequéncias utilizadas na analise foram obtidas no NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov). O alinhamento foi
realizado com o ClustalW, utilizando as sequéncias completas.

2. A GSTc compartilha pouca identidade de sequéncia com seu ortélogo em humanos.

Utilizando-se a sequéncia de aminoacidos da glutationa sintetase de T. cruzi (GSTc) e o
programa BLAST, foram encontradas quatro outras sequéncias homologas entre si em T. brucei, L.
major, L. infantum e L. braziliensis. Essa busca ndo revelou presenca de proteina com identidade
significativa de sequéncia em L. amazonensis (Fig. 8).

Em Leishmania ssp, com excessdo da L. amazonensis, as sequéncias de residuos de
aminodacidos da glutationa sintetase é bastante conservada, com valores de identidade de 74% e 91%.
Quando se compara essa espécie com T. brucei é possivel observar um valor médio de 41% de
identidade. J& a GSTc compartilha 57% de identidade de sequéncia com a GS de T. brucei, 46% com
aquelas de L. braziliensis e L. major e 47% com a sequéncia de residuos de aminoacidos da GS
encontrada em L. infantum (Fig. 9). A glutationa sintetase em humanos quando comparada coma GSTc
demonstra uma similaridade de apenas 26% (Fig. 8).
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Figura 8. As sequéncias de residuos de aminoacidos da GSTc e glutationas sintetases de
cinetoplastideos compartilham similaridades, mas homologia reduzida com a GSHp. GSTc -
Trypanosoma cruzi (XP_810415.1); Tb - Trypanosoma brucei (XP_846023.1); Lb — Leishmania
braziliensis (XP_001563377.1); Li — Leishmania infantum (XP_001464275.1); Lm — Leishmania
major (XP_001687690.1); At - Arabidopsis thaliana (CAA90515.1); Hp - Homo sapiens
(NP_000169.1). Negrito, residuos de aminoacidos idénticos; Cinza claro, similares.

Portanto, de posse dos resultados de bioinformatica ressaltados e de informagdes importantes
em relagcdo a ocorréncia ou ndo de sequéncias homdlogas significativas & OPBTc, & XroTc e a GSTc
em humanos, essas proteinas apresentaram-se promissoras quanto ao propdsito desse estudo em se
procurar alvos eficientes para o desenvolvimento de novos farmacos. Por essa razdo iniciou-se 0

processo de clonagem dos genes em questéo.
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Figura 9. Andlise da identidade entre as sequéncia de aminoacidos ortélogas da glutationa
sintetase de alguns cinetoplastideos. O alinhamento foi realizado utilizando-se o programa BLAST e
os valores de identidade foram expressos em porcentagem (%). GSTc - glutationa sintetase de
Trypanosoma cruzi (XP_810415.1); GSTb - glutationa sintetase de Trypanosoma brucei
(XP_846023.1); GSLm - glutationa sintetase de Leishmania major (XP_001687690.1); GSLin —
glutationa sintetase de Leishmania infantum (XP_002464275.1); GSLb — glutationa sintetase de
Leishmania braziliensis (XP_001563377.1).

3. Clonagem e subclonagem dos genes opbstc, xpdaptc e gstc

Para clonar os genes codificadores de OPBsTc, de X-proTc e de GSTc, iniciadores especificos
foram desenhados e sintetizados a partir de suas sequéncias. O padrdo de substrato para enzimas de
restricdo de cada sequéncia foi analisado e considerado para escolhas dos sitios de clonagem presentes
nos vetores.

Dessa forma, foram sintetizados oligos com sitios das enzimas de restricdo Xhol (senso) e
BamHI (anti-senso) para o gene da OPBsTc (opbstc), oligos com sitios de Ndel (senso e anti-senso)
para o gene da X-PDAPTc (xpdaptc) e dois pares de oligos com sitios de BamHI (senso) e Xhol (anti-
senso) e com sitios de Ndel (senso) e Xhol (anti-senso) para o gene da GSTc (gstc).

O material genético a ser utilizado na primeira reacdo de amplificacdo foi extraido de cultura de
T. cruzi CL Brener epimastigotas, conforme procedimento descrito nos materias e métodos. O DNA

gendmico apds extracdo foi quantificado e sua pureza e integridade determinada por analises de
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espectrofotometria e de eletroforese. Esse material foi utilizado nas reagdes iniciais de amplificacdo dos
trés genes em estudo.

Os genes opbstc, xpdaptc e gstc amplificados foram visualizados no gel no tamanho esperado
em comparagdo com o marcador e em conformidade com as informagdes previamente obtidas (Fig.
10). As bandas do gene opbstc, xpdaptc e gstc apresentaram um tamanho de aproximadamente 2712 pb
(Fig.10A), 2034 pb (Fig. 10B) e 1608 pb (Fig. 10C) respectivamente. Ap0Os essa etapa iniciou-se o

processo de clonagem e subclonagem dos insertos recém-amplificados.

xpdaptc 2,03Kb

2,03Kb
1,63Kb

3,05Kb opbstc 2 7Kb
2.03Kb

A

Figura 10. Analise em gel de Agarose da amplificacdo dos genes opbstc, xpdaptc e gstc utilizando
DNA genbémico de T. cruzi e iniciadores especificos. A PCR foi realizada utilizando os iniciadores
senso e anti-senso de cada gene especifico de acordo com o procedimento descrito na metodologia. Foi
aplicado 1uL da reacgdo para visualizacdo no gel. M — marcador 1Kb DNA ladder. A — Amplificacdo do
gene opbstc; B — Amplificagéo do gene xpdaptc; C - Amplificacdo do gene gstc. Gel de Agarose 0,8%.

Os produtos das amplificagdes foram utilizados em reacgdes de ligagdo com o vetor de clonagem
pCR2.1 (3,9 Kb) ou pGEM-T (3 Kb). A reacdo foi realizada na presenca da T4 DNA ligase e do
tampdo da enzima. Os inserto opbstc e gstc foram ligados no vetor pCR2.1 e o inserto xpdaptc no vetor
pGEM-T. Decorrido o tempo da reagéo, as ligacdes do pCR2.1-opbstc, pGEM-T-xpdaptc e pCR2.1-
gstc foram transformadas em E. coli JM109 e/ou em E. coli DH5a. E as andlises de digestdo
enzimatica das colbnias selecionadas liberaram os fragmentos nos seguintes tamanhos: pCR2.1-opbstc
com Xhol e BamHI 2,7 Kb do inserto e 3,9 Kb do vetor (Fig. 11A); pCR2.1-gstc com Xhol e Ndel ou
com BamHI e Xhol 1,6 Kb do inserto e 3,9 Kb do plasmideo (Fig. 11C); e pPGEM-T-xpdaptc com Ndel
2 Kb do inserto e 3 Kb do vetor (Fig. 11B).
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Figura 11. Andlise de restricdo enzimatica de pCR2.1-opbstc, pGEM-T-xpdaptc e pCR2.1-gstc. As
clonagens dos genes opbstc, xpdaptc e gstc nos vetores pCR2.1 e pGEM-T foram confirmadas por
digestdo com Xhol e BamHI (A), Ndel (B) e Xhol e Ndel (C), seguindo-se de eletroforese em gel de
Agarose 0,8% . M — marcador de massas moleculares 1 Kb DNA ladder.

Os insertos opbstc, xpdaptc e gstc e os vetores de expressdo pET19b, pET28a" e pGEX-4-T-3,
digeridos com as enzimas explicitadas no Quadro 1, foram purificados do gel de Agarose e utilizados
na segunda ligacdo. Em relacdo ao pET19b e ao inserto xpdaptc, digeridos apenas com Ndel, realizou-
se uma reacdo de defosforilagdo com o objetivo de evitar a religacdo entre as proprias extremidades
Ccoesivas.

As subclonagens de opbstc e xpdaptc foram confirmadas primeiramente por PCR de colonia
empregando-se um conjunto de oligos que incluiam o senso com o anti-senso do gene e 0 senso do
gene com o T7 terminador. Nesse Ultimo caso, o oligo T7 terminador foi utilizado para confirmar se o
inserto estava presente realmente no vetor de expressdo e ndo no primeiro vetor, ja que a sequéncia do
T7 terminador encontra-se ausente nos vetores de clonagem utilizados. Como controle negativo, a
reacdo de amplificagdo foi desenvolvida nas mesmas condicOes e na auséncia de DNA gendmico ou
plasmidial e o controle positivo constou da reagdo utilizando-se como molde o DNA gendmico extraido
de T. cruzi (Fig. 12A). Para corroborar esse resultado foram efetuadas andlises de restricdo enzimatica
utilizando as endonuclease Xhol, BamHI e Ndel (Fig. 12B) e sequenciamento (dados ndo mostrados).
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pET19b
opbstc

pET19b
xpdaptc

Figura 12. Confirmacéo da clonagem do gene opbstc e xpdaptc no vetor pET19b.

A - PCR de col6nia dos genes opbstc e xpdaptc. 1 e 5 — controle negativo; 2 e 6 — iniciadores senso e
anti-senso do gene; 3 e 7 — iniciadores senso do gene e T7 terminador; 4 e 8 — controle positivo. B —
Digestdo enzimatica do pET19b-opbstc e pET19b-xpdaptc com Xhol e BamHI(1) e Ndel(3). 2 e 4 —
bandas purificadas em coluna de silica GFX. M — marcador 1 Kb DNA ladder. Gel de Agarose 0,8%.

Dentre varios clones triados para o gene opbstc foram encontrados trés positivos e apenas um
clone positivo para o gene xpdaptc. Em todos os testes, as bandas correspondentes ao xpdaptc e ao
opbstc, foram visualizadas no tamanho correto (Fig. 12 A e B).

Em relacdo ao inserto gstc, realizou-se a subclonagem nos vetores pGEX4-T-3 e pET28a+. O
resultado foi confirmado por andlise de restrigdo enziméatica com Xhol e Ndel (Fig. 13A) e por PCR de
colbnia utilizando-se os iniciadores do gene (Fig. 13B) e), demonstrando seis clones positivos de cada

vetor.

gstc 407Kb

pET28a+ +— 6,10Kb

gste 1,60Kb

A

Figura 13. Clonagem do gstc nos vetores pET28a+ e pGEX4-T-3.

A — Digestdo enzimética do pET28a+-gstc com Xhol e Ndel. B — PCR de colbnia. 1- controle
negativo; 2 — iniciadores do gene e a colonia como molde; 3 — iniciadores do gene e 0 DNA genémico
de T. cruzi como molde; M- marcador 1 Kb DNA ladder. Gel de Agarose 0,8%.

49



4. Expressao heterdloga e purificacdo das proteinas recombinantes rOPBsTc, rX-PDAPTc e rGSTc

Apos ratificacdo das subclonagens de todos os genes, E. coli BL21 Star e C43 foram
transformadas com os plasmideos pET19b-opbstc, pET19b-xpdaptc e pET28a"-gstc. Algumas colonias
foram escolhidas para os experimentos de inducdo realizados com IPTG, como agente indutor.
Estabeleceu-se o protocolo de inducdo padrdo para cada proteina recombinante de acordo com critérios
de eficiéncia e reprodutibilidade.

4.1. rOPBsTc

Para obtengdo da rOPBsTc realizou-se uma inducdo com IPTG 1 mM, a 37 °C por 16 h sob
agitacdo de 200 rpm. A expressdo da rOPBsTc foi observada ap6s SDS-PAGE por meio de
visualizagdo de banda com tamanho de aproximadamente 100 kDa, proximo ao predito , 104,3 kDa. A
inducdo do vetor pET19b vazio foi realizada, nas mesmas condi¢fes, como controle da expressao.
(Fig. 14A).

Para confirmar a expressédo da rOPBsTc, realizou-se um immunoblotting utilizando-se como
primeiro anticorpo o anti-His tag. A proteina recombinante quando expressa nestas condi¢Ges adquire
uma cauda de nove histidinas, que é utilizada tanto para auxiliar na etapa de purificacdo quanto para
analises de imunodeteccdo utilizando anticorpo especifico (anti-His tag). Com esse experimento foi
possivel verificar a mesma banda observada no experimento anterior, indicando que essa banda

realmente corresponde a rOPBsTc (Fig. 14B).
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Figura 14. Expressao heterdloga e purificagdo da proteina recombinante rOPBsTc

A - E. coli BL21 foi transformada com os vetores pET19b-opbstc e pET19b e induzidas com 1 mM de
IPTG, 37°C, 200 rpm por 16 h. Lise celular por Bug Buster e as fracdes soltuvel e insoltvel foram
resolvidas em SDS-PAGE 8%. M - marcador BenchMark Protein Ladder; S — fracdo solavel; | — fracdo
insoltvel; seta corresponde a banda da rOPBTc. B — Immunoblotting da fracdo insoltvel do lisado
bacteriano induzido. 1 — amostra; M — marcador; seta - banda da rOPBTc. Anti-His tag (1:1000);
GAM-AP (1:5000). A membrana foi revelada utilizando NBT/BCIP. C - Purificagdo da rOPBsTc a
partir do corpo de inclusdo por cromatografia de afinidade. 1 — eluicdo; M — marcador; trago - banda da
rOPBTCc purificada.

A figura 14A mostra que a rOPBsTc foi observada apenas na fracdo insollvel, ou seja, em
corpos de inclusdo. De forma a obter a proteina soltvel foram testadas varias concentragdes de IPTG e
valores de temperatura. No entanto ndo foi observada expressdo da proteina solivel em nenhuma
condicdo. Ent&o a condicdo escolhida para purificacdo foi aquela testada inicialmente. A purificacdo da
rOPBsTc foi efetuada com a fracdo insoluvel do lisado bacteriano, sob condi¢cdes desnaturantes, em
coluna carregada com niquel. A proteina foi eluida com 500 mM de imidazol, em quantidade reduzida
e elevada pureza (Fig. 14C). As amostras purificadas foram utilizadas posteriormente, ap0s

precipitacdo, para a producdo de anticorpos.
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4.2. rX-PDAPTC

Coldnias diferentes contendo o pET19b-xpdaptc e o pET19b vazio foram selecionadas para 0s
testes de expressdo heterdloga da rX-PDAPTc. Na inducdo com 1 mM de IPTG, 37 °C por 5 h e sob
agitacdo de 200 rpm, evidenciou-se uma banda com massa molecular aparente proxima ao esperado de
76,8 kDa em todos os clones contendo o vetor recombinante pET19b-xpdaptc, o que corresponde a
provavel expressdo da rX-PDAPTc. Essa banda ndo foi observada no clone contendo o vetor pET19b
sem o inserto (Fig. 15A). Outra banda préxima a 160 kDa foi induzida nos mesmos clones e que estava
ausente na coldnia contendo apenas o vetor vazio. (Fig. 15A e B). A indugdo da proteina foi
corroborada por immunoblotting utilizando o anti-His tag (dados ndo mostrados).

A rX-PDAPTCc expressou-se quase que exclusivamente como corpo de inclusdo, na sua forma
insoluvel e provavelmente ndo apresentando atividade (Fig. 15A). Para otimizar a expressao e tentar
estabelecer o protocolo de inducéo para obtengdo da proteina soltvel, foram testadas outras condi¢bes
de IPTG e temperatura. Utilizando-se 0,5 mM de IPTG, a 20 °C por 16 h e sob agitacdo de 200 rpm,
notou-se que a rX-PDAPTc permanecia, em maior quantidade, insolivel, mas ocorreu um aumento
considerdvel na sua expressao soluvel, o que viabilizaria a purificacdo da proteina nessas condicGes
(Fig. 15B chave 4).
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Figura 15. Andlise eletroforética de expressdo heterdloga e purificacdo da rX-PDAPTc. Seis
diferentes clones resultantes da transformacdo de E. coli BL21 com os vetores pET19b-xpdaptc ou
pET19b vazio foram induzidos e analisados por SDS-PAGE 10%. A - Indu¢do com 1 mM de IPTG, 37
°C, 200 rpm por 5 h,. Lise por Bug Buster (Novagen); 1 — clone cinco; 2 — clone quatro; 3 — clone trés;
4 — clone dois; 5 — clone um; 6 — pET19b vazio; S — fracdo soltvel; | — fracdo insoltvel. B - Inducdo do
clone cinco em vérias concentragdes de IPTG a 20 °C, 200 rpm, por 16 h. Lise por Bug Buster; 1 — 0,1
mM de IPTG; 2-0,2 mM de IPTG; 3-0,3mM de IPTG; 4 -0,5 mM de IPTG; 5- 0,7 mM de IPTG;
S — fragdo soluvel; | — fracdo insoluvel. C — Purificacdo da rX-PDAPTc. Lise por sonicacdo. ET —
extrato total; NL — fragdo nédo-ligada; TLi — tampdo de ligagdo com 10mM imidazol; TLal - tampdo
de lavagem com 60 mM de imidazol; TLa2 - tampédo de lavagem com 250 mM de imidazol; E -
eluicdo; M — marcador.

Essa condicédo foi repetida véarias vezes e em todas elas a rX-PDAPTCc apresentou-se sollvel em
quantidade muito reduzida (dados ndo mostrados). Portanto a purificacdo foi realizada utilizando-se a
fracdo insoluvel do lisado, em condicOes desnaturantes, e a rX-PDAPTc foi eluida com 1M de
imidazol, pura e em grande quantidade (Fig. 15C). As amostras contendo a proteina recombinante

purificada foram utilizadas como imundgeno.
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4.3.rGSTc

Com o objetivo de facilitar a obtencdo da proteina recombinante utilizou-se o vetor pGEX4-T-
3. Os plasmideos do tipo pGEX apresentam o gene da Glutationa S-transferase (GST) de Schistosoma
japonicum fusionado ao gene de interesse. Essa proteina apresenta uma massa molecular de 26 kDa e a
GSTc tem uma massa molecular tedrica de 58,6 kDa. A proteina recombinante rGSTc fusionada a
proteina GST de S. japonicum (rGSTc-GST) apresentaria, quando induzida, uma massa molecular de
84,6 kDa.

A inducgéo da rGSTc_GST desenvolvida com os clones positivos da transformacdo do pGEX 4-
T-3- gstc em C43 (DE3) foi realizada com 0,5 mM de IPTG a 36 °C e 180 rpm em diferentes tempos.
As amostras foram coletadas no tempo zero de indugéo e com 1 h, 2 h e 4 h e os extratos totais
analisados por SDS-PAGE. Os resultados demonstram a presenca de uma banda proeminente entre 80
e 90 kDa, proxima ao tamanho esperado, que se intensifica de acordo com o decorrer do tempo de
inducdo e que n&o aparece no tempo zero (Fig. 16 A).

Os proximos experimentos contemplaram as tentativas em se obter a proteina rGSTc-GST
sollivel, utilizando concentragGes reduzidas de IPTG e em temperatura de 37 e 20 °C por 3 h . Em todas
as condicOes testadas o plasmideo pGEX 4-T-3- gstc foi induzido satisfatoriamente e a banda
correspondente & proteina foi verificada quase que exclusivamente no corpo de incluséo (Fig 16 B e C).

Utilizou-se, entdo, concentracfes extremamente reduzidas de IPTG (de 0,0125 mM até 0,5 mM)
e temperaturas variando de 15 a 30 °C, em tempos de inducdo de 4 ou 16 h. Além disso, a lise
bacteriana foi realizada tanto por uma solucdo de lise comercial patenteada (Bug Buster) quanto por
sonicagdo para verificar o efeito na solubilidade da proteina. Nessa situacdo, constatou-se uma banda
de 84,6 kDa sollvel, mas em quantidade reduzida, apenas na indugdo com 0,05 mM de IPTG, a 17 °C,
por 16 h, sob agitacdo de 180 rpm e lise por sonicacdo (Fig. 16D). Como alternativa de obtencdo da
proteina, realizou-se a inducdo na condi¢cdo em que se obtinha uma grande quantidade de corpos de
inclusdo (0,5 mM de IPTG a 37 °C durante 4 h). O material lisado foi aplicado a géis de poliacrilamida
8% e a banda correspondente a rGSTc-GST (84,6 kDa) foi excisada.
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Figura 16. Analise em SDS-PAGE 8% da expressdao heterdloga de rGSTc-GST em diferentes
condicdes. A — Perfil de expressédo rGSTc-GST em diferentes tempos, utilizando 0,5 mM de IPTG a 36
°C e 180 rpm. Lise por SDS 10% e fervura. t0 — sem indugdo; t1 — indugdo por 1 h ; t2 — indugéo por 2
h; t3 - inducdo por 4 h. B e C - Inducdo da proteina rGSTc-GST a 37 e 20 °C, respectivamente, por 3
h com concentragdes de IPTG até 0,5 mM. Lise por Bug Buster (Novagen). B — 1- IPTG 0,5 mM; 2 —
IPTG 0,4 mM; 3 - IPTG 0,3 mM; 4 — IPTG 0,2 mM; 5 - IPTG 0,1 mM; 6 - sem IPTG; S - fragéo
soluvel; I — fracdo insolivel. M — marcador. C - 1 - sem IPTG; 2 - IPTG 0,1 mM; 3 - IPTG 0,2 mM; 4
- IPTG 0,3 mM; 5 - IPTG 0,4 mM; 6 — IPTG 0,5 mM; S — fracdo soluvel; I — fragdo insoluvel. D-
Inducdo da rGSTc-GST com 0,05 mM de IPTG por 4 hou 16 ha 17 °C e 180 rpm. Lise por Bug Buster
ou Sonicagéo. 1 — 16 h e sonicagdo; 2 — 16 h e Bug Buster; 3 — 4 h e sonicagdo; 4 — 4 h e Bug Buster. S
- fracdo solavel; | — fragdo insolivel; M — marcador; * - sem IPTG; Geis de poliacrilamida 8%.

Outra estratégia utilizada na tentativa de se obter a proteina rGSTc sollvel foi a inducéo de
algumas colbnias da transformacdo da BL21 Star com vetor pET28a*- gstc. Essas inducdes foram
realizadas com 1, 0,5 € 0,25 mM de IPTG a 20 °C ou 37 °C por 4 h ou 16 h. Em todos os experimentos
observou-se uma banda com tamanho de aproximadamente 60 kDa em conformidade com a massa
tedrica esperada da proteina recombinante de 58,6 kDa. Essa banda ndo foi observada na inducdo do

vetor pET28a" vazio, sugerindo expressdo da rGSTc (Fig. 17A).
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Figura 17. Analise em SDS-PAGE 12% de inducdo do pET28a+-gstc e purificacdo da rGSTc. A —
Inducdo de trés clones contendo pET28a+-gstc ou pET28a+ a 20 °C por 4 h com concentraces
variadas de IPTG. Lise por Bug Buster. 1 ao 3 — col6nia um; 4 ao 6 — colbnia sete; 1 — 1 mM IPTG,
colénia1; 2 - 0,5 mM IPTG, colbnia 1; 3 - 0,25 mM IPTG, colénia1; 4 - 1 mM IPTG, colbnia 7; 5 —
0,5 mM IPTG, colénia 7; 6 - 0,25 mM colénia 7; 7 — Inducéo do pET28a+ vazio. S — fragdo solavel; |
- fracdo insoluvel; M — Marcador. B — Purificacdo da proteina rGSTc utilizando coluna de afinidade
Ni* sob condicBes desnaturantes com uréia 6 M. O extrato bacteriano foi lisado por sonicagéo. Ci —
corpos de inclusdo preparados; NL - proteina ndo-ligada; TLi — tampdo de ligacdo; TLa - tampéo de
lavagem; E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 - eluigdes utilizando 100, 200, 300, 400, 500, 600 ou 700 mM
de imidazol; M - marcador.

A proteina rGSTc em sua forma sollvel foi observada quando a inducéo foi realizada a 20 °C
por 4 hcom IPTG 1 mM, mas ainda em pouca quantidade para purificacdo (Fig. 17A). Entdo, a rGSTc
foi purificada a partir da fracdo insoluvel, semelhante & rX-PDAPTc. A proteina foi eluida pura a partir
de 400 mM de imidazol e as amostras que continham uma boa quantidade da proteina (E4, E5 e E6)
foram utilizadas para imunizacéo (Fig.17B).
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5. Produgdo de anticorpo e expressdo das proteinas em T. cruzi.

Para os testes de imunizagdo dos camundongos utilizou-se 5ug de proteina recombinante/
camundongo para cada etapa. Em relagdo a rOPBsTc foi possivel verificar que apds a purificacdo
obtinha-se essa proteina em concentracdo reduzida e insuficiente para imunizacdo (Fig. 14C). Devido a
pequena expressdo da proteina, foi necessario a realizacdo de purificacbes em larga escala que
resultaram em um grande volume final. Esse volume total foi concentrado por precipitacéo.

Foram testados trés protocolos de precipitagdo, com TCA 100%, acetona gelada e
metanol/cloroférmio. Esses experimentos foram realizados conforme descrito nos materiais e métodos.
Apos precipitacdo, verificou-se a banda da rOPBsTc (103,4 kDa) intensificada em todos os protocolos
utilizados, porém bem mais aparente utilizando-se acetona gelada, o qual foi selecionado para se obter
a proteina em concentracdo adequada para imunizagdo (Fig. 18A). As rX-PDAPTc e a rGSTc foram
obtidas em quantidade suficiente para imunizacéo, ndo sendo necessaria a precipitagdo (Fig. 15C; 17B).

As fragdes purificadas da rOPBsTc, da rX-PDAPTc e da rGSTc e a banda extraida do gel de
poliacrilamida da rGSTc-GST foram empregadas na imunizagdo dos camundongos. Os soros da
rGSTc e darGSTc-GST serdo testados e caracterizados futuramente. J& 0s soros pré-imune e imune da
rOPBsTc e da rX-PDAPTc foram submetidos aos testes de immunoblotting para caracterizagdo dos
anticorpos policlonais obtidos. O anticorpo anti-X-PDAPTc obtido foi testado contra o extrato total de
E. coli com o pET19b-xpdaptc induzido e o extrato protéico total de formas epimastigotas de T. cruzi.
Este experimento revelou que o anticorpo localiza as formas nativa e recombinante da X-PDAPTc (Fig.
18C), resultado ndo observado quando realizado nas mesmas condic¢des anteriores porém utilizando-se
0 soro pré-imune. Esses anticorpos policlonais serdo utilizados, futuramente, em analises de

imunofluorescéncia.
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Figura 18. Producdo e caracterizacdo dos anticorpos anti-OPBsTc e anti-X-PDAPTc. A -
Precipitacdo da rOPBsTc com: 1 — TCA 100%; 2 - acetona; 3 - cloroférmio/metanol; M - Marcador
BenchMark. B — Immunoblotting utilizando o soro imune ou pré-imune para caracterizacdo do anti-
OPBsTc (1:200). 1 - Extrato total de E. coli com o vetor pET19b-opbstc. 2 — Extrato total de
epimastigotas. M — Marcador Precision Plus Dual Color. C — Imunoblotting com soro de 5
camundongos imunizados e analisados para a caracterizagcdo do anticorpo anti-X-PDAPTc (1:200). 1 -
Extrato total de E. coli com o vetor pET19b-xpdaptc. 2 — Extrato total de formas epimastigotas de T.
cruzi.

A rOPBsTc é imunogénica em camundongos porque induziu a formacdo de anticorpos
especificos, como pode ser observado na figura 18. Desta forma, este soro foi empregado em
immunobloting para saber se formas epimastigotas de T. cruzi expressam a OPBsTc. Nas condi¢des em
que esse experimento foi realizado, estes anticorpos ndo revelaram quaisquer bandas protéicas em
extrato total de T. cruzi (Fig. 18B). Como teste complementar, realizou-se uma imunofluorescéncia (IF)
utilizando o anticorpo anti-OPBsTc, para verificar se a proteina OPBsTc estava presente em
epimastigotas e nas outras formas de desenvolvimento do T. cruzi. Nesse experimento, formas
epimastigotas, tripomastigotas ou amastigotas foram incubadas com o soro pré-imune ou imune, e em

seguida, com anti-lgG de camundongo-Alexa 488 (fluoresce verde) e DAPI (azul). Foi possivel
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verificar a marcagdo do DNA nuclear e do cinetoplasto pelo DAPI (Fig. 19A), mas ndo a fluorescéncia
do resultante da formacdo do complexo anticorpo-OPBsTc nativa em tripomastigotas e amastigotas

(Fig. 19), assim como em epimastigotas (dados ndo mostrados).

A 6um B 6um

(&)

—
C 6um D Gigurin

Figura 19. Anticorpos anti-rOPBsTc ndo reconhecem a proteina nativa em formas deT. cruzi. A
IF foi realizada com parasitos fixados e permeabilizados. O soro imune foi utilizado como primeiro
anticorpo (1:50) e o segundo, 1gG-Alexa Fluor 488, na diluicdo 1:200 (verde) . O DNA foi corado com
DAPI (azul). A — DAPI; B - soro imune e Alexa 488; C — sobreposicdo das imagens de A e B; D -
contraste de fase.

6. Transcricdo dos genes opbstc e xpdaptc

A presenca de transcritos dos genes opbstc e xpdaptc em T. cruzi, foi estudada por RT-PCR,
utilizando o cDNA sintetizado a partir do RNA total de formas epimastigotas. Como controle positivo
da reacdo, utilizou-se os iniciadores do gene hprt, que é constitutivamente expresso e codifica a
hipoxantina-guanina fosforibosiltranferase, uma enzima metab6lica fundamental envolvida na
reciclagem de bases puricas de nucleotideos degradados (Lee et alii, 2001). As reacdes de amplificacdo

revelaram a banda correspondente ao gene xpdaptc amplificada a partir de DNA gendmico ou de
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cDNA (Fig. 20, coluna 5 e 6). J4 em relacdo ao gene opbstc, foi observada a banda quando se utilizou o
DNA genbmico, mas nao foi possivel visualizar qualquer produto quando se utilizou o cDNA (Fig. 20,

coluna 2 e 3).

1 23 4 5 6 7 8

opbstc €
- Xpdapic
(2,7Kb) (2,03Kb)
——3hprt
(0,66 Kb)

Figura 20. Analise da transcricdo dos genes opbstc e xpdaptc em T. cruzi. RT-PCR utilizando o
MRNA ou DNA extraido de culturas de formas epimastigotas de T. cruzi . 1 e 4 — controle negativo; 2
- DNA de T. cruzi e iniciadores senso e anti-senso do gene opbstc; 3 — cDNA de T. cruzi e iniciadores
senso e anti-senso do gene opbstc. 5 - DNA de T. cruzi e iniciadores senso e anti-senso do gene
xpdaptc. 6 - cDNA de T. cruzi na presenca de iniciadores senso e anti-senso do gene xpdaptc; 7 -
DNA de T. cruzi mais iniciadores senso e anti-senso do gene interno que é constitutivamente expresso;
8 - cDNA de T. cruzi e iniciadores senso e anti-senso do gene interno constitutivamente expresso. M
— Marcador 1 Kb DNA ladder.

60



DISCUSSAO

Nos Ultimos dez anos, algumas iniciativas multinacionais resultaram em reducdes significativas
do impacto econdmico e social da doenca de Chagas nas Americas. Porém é um grande erro imaginar
que essa doenca esta controlada, ja que altos niveis de transmissdo do T. cruzi pelo vetor ainda sdo
observados em muitas areas geograficas e varios paises endémicos ainda carecem de desenvolvimento
cientifico e tecnologico para sustentar programas de intervencao visando ao controle real da infeccdo
(Dias et alii, 2002; OMS, 2004; OMS, 2008).

Nesse sentido, as pesquisas sobre o parasito, 0 agente transmissor e 0s mecanismos envolvidos
na interacdo entre o patégeno e o hospedeiro tém despertado bastante interesse entre 0s pesquisadores,
uma vez que podem oferecer resultados interessantes para a melhor compreensao da infeccéo e para a
busca de alternativas terapéuticas (Alcami et alii, 2004; Yazdani et alii, 2006). Por isso, n0sso grupo
tem se dedicado a caracterizacdo molecular e funcional de enzimas que possam ter funcdes em
processos vitais para o parasito, exibindo caracteristicas de fatores de viruléncia e, portanto, de alvos
potencias para acdo de drogas. Este estudo enfocou duas proteases do T. cruzi, a oligopeptidase B
simile (OPBsTc) e a X-prolil dipeptidil aminopeptidase (X-PDAPTc) e uma proteina metabolica, a
glutationa sintetase (GSTc).

Analises in silico revelaram a auséncia de ortélogos em mamiferos para OPBsTc e X-PDAPTCc,
bem como pouca identidade de sequéncia entre a GSTc e a glutationa sintetase de humanos (apenas
26%). Consequentemente ha possibilidade de que os sitios ativos dessas enzimas ndo tenham similares
em mamiferos. Essa caracteristica é bastante desejada porque pode representar alvos especificos para o
desenvolvimento de quimioterapicos bastante seletivos, o que resultaria em uma provavel reducdo dos
efeitos colaterais que sdo observados na terapia atualmente utilizada (Urbina, 2001). Os efeitos
colaterais da medicacdo utilizada pelos pacientes, na maioria das vezes, estdo associados com a reducao
da adesdo ao tratamento e a falha terapéutica. Portanto, medicamentos especificos com efeitos
indesejaveis minimizados sdo extremamente adequados (Fumaz et alii, 2009).

Os resultados de bioinformética revelaram algumas informagdes importantes. A sequéncia da
OPBsTc tem homologia significativa com as demais em cinetoplastideos patogénicos (Tabela 1) o que
poderia ser esperado, ja que outros trabalhos demonstram comumente a existéncia de sequéncias

protéicas conservadas entre esses organismos (lvens et alii, 2005; EI-Sayed et alii, 2005). A OPBsTc,
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apesar de possuir a triade caracteristica da familia de serino-protease, apresenta uma sequéncia de
residuos de aminodcidos bem distinta em comparagdo com a OPBTc, 0 que poderia sugerir um estudo
para re-classificacdo para essa proteina, uma vez que no geneDB ela é descrita, assim como a OPBTc,
membro da familia POP (GeneDB, 2009). A OPBsTc tem uma extensdo C-terminal, ausente na
OPBTc, com tamanho de 105 aminoacidos. Extensfes do tipo C-terminal ja foram observadas em
algumas proteinas de cinetoplastideos e parecem ndo serem necessarias para atividade enzimatica.
Geralmente esses dominios ndo apresentam funcbes precisas e caracterizadas ainda, apesar de estudos
terem demonstrado que a extensdo C-terminal provavelmente esté relacionada com a polarizacdo da
resposta imunologica para Tal em L. amazonensis (Mottram et alii, 1989; Guedes et alii, 2008;
Williams et alli, 2003).

A X-PDAPTc também compartilna consideravel identidade de sequéncia com ortdlogos
presentes em outros cinetoplastideos, com excecao de T. brucei e L. amazonensis (Tabela 2). Além de
espécies diferentes, apesar de filogeneticamente préximas, é preciso considerar que o ciclo de vida
destes parasitos diferem bastante daqueles de T. cruzi e outras espécies de Leishmania spp. E, portanto,
é natural que eles ndo compartilhem todos os genes (El-Sayed et alii, 2005). Julgamos que seria de
valor a expressdo desta proteina em T. brucei, visando obtencdo de fendtipo particular. De qualquer
forma, é também necessario ter em conta que produtos de expressdo de genes diferentes compartilham
funcgdes similares.

A sequéncia primaria de GSTc é significativamente conservada entre os cinetoplastideos,
semelhante ao que se observou com a OPBsTc (Fig. 9). O fato dos genes da GSTc e da X-PDAPTc nédo
terem sido encontrados em L. amazonensis pode ser explicado pelo reduzido sequenciamento de genes
desta espécie (Gentil et alii, 2007). O alto grau de identidade de sequéncias entre Leishmania spp. e
Trypanosoma spp. revela a possibilidade de que uma droga desenvolvida para uma destas espécies
possa ser Util também para outra. Isto porque identidade de sequéncia normalmente resulta em
similaridade de sitios ativos de enzimas. Como a droga desenvolvida normalmente é um inibidor e,
portanto, molécula ligadora de sitio ativo, um inibidor de uma enzima pode servir pelo menos de base
para concepgéo racional de novos inibidores considerando a arquitetura molecular do alvo. O trabalho
que trata do desenvolvimento de inibidores da POPTc80 é exemplo de que a quimica combinatoria se
insere neste contexto (Grellier et alii, 2001). .

Devido as anélises de bioinformatica aliadas & escassez de informagGes na literatura sobre a

oligopeptidase B e a X-prolil dipeptidil aminopeptidase em outros organismos e também a importante
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participacdo no metabolismo redox da glutationa sintetase, as sequéncias génicas de cada proteina
foram clonadas (Repetto et alli, 1996). Os fragmentos foram amplificados no tamanho esperado, em
quantidade suficiente e com relativa pureza (Fig. 10).

Os vetores pGEM-T da promega e o pCR2.1 da Invitrogen foram selecionados de acordo com
trabalhos anteriores que demonstraram sucesso na clonagem de genes (Topcu, 2000; Ferchichi et alii,
2008). Os genes gstc e opbstc também foram clonados no pGEM-T Easy, mas em relacdo ao opbstc,
existiu uma dificuldade de separar os fragmentos correspondentes ao inserto e ao vetor por digestdo
sem que houvesse contaminacdo do inserto, afetando negativamente a selecdo na préxima etapa de
clonagem (dados ndo mostrados). Isso foi verificado porque o inserto opbstc apresenta um tamanho
proximo aquele do vetor pGEM-T, 2712 pb e 3015 pb respectivamente, dificil de ser separado e
resolvido em gel de Agarose. Ja que essa contaminagdo poderia dificultar a proxima etapa de clonagem
escolheu-se o vetor mais apropriado (dados ndo mostrados).

O resultado das analises de restricbes visualizado em gel de Agarose demonstrou claramente a
liberacdo de fragmentos no tamanho préximo ao esperado tanto para 0s inserto quanto para os vetores
(Fig. 11). E a partir dessa analise foram realizadas as etapas de excisdo de bandas e purificacdo do
DNA para ligagdo nos vetores de expressdo. Nessa fase, a selecdo dos vetores, pET19b, pET28a+ e
pGEX-4-T-3, foi realizada de acordo com resultados de outros trabalhos e com a disponibilidade no
laboratdrio (Passaglia et alii, 1998; Rea et alii, 2006).

Realizou-se a ligacdo entre os insertos e os plasmideos em vérias condi¢cdes de temperatura,
tempo de incubacdo, propor¢cdo molar de vetor:inserto, inclusive utilizando-se outros vetores de
expressdo além dos citados, como o pFast Bac HTA e pDEST 17, ambos da Invitrogen. Registramos
uma extrema dificuldade de clonagem dos genes de T. cruzi em vetores de expressao, sem explicagdes
racionais. Nesse trabalho, a clonagem s6 foi verificada apds inimeras tentativas utilizando varias
condigdes, reagentes e células competentes de diferentes fontes. As colbnias obtidas em condicbes
favoraveis foram utilizadas para triagem, revelando posteriormente, o sucesso da clonagem dos trés
genes (Fig 12 e 13). As analises de restricdo enzimética sdo extremamente eficazes nessa fase de
triagem e permitem visualizar as bandas e confirmar a presenca ou auséncia do gene no DNA
plasmidial extraido e as denominadas pCRs de coldnia, que consistem em reacfes de amplificacéo,
podem oferecer um indicio rapido da orientacdo em que o gene foi inserido. Ha, porém, necessidade
posterior de sequenciamento para confirmacdo se 0 gene encontra-se em fase com a sequéncia

plasmidial e se ndo surgiram codons de terminacdo no interior da sequéncia codificante.
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Outra etapa critica consiste na expressdao da proteina recombinante, que pode ser bastante
dificultada pelo sistema de expressdo utilizado (Rosano et alii, 2009); ou pela presenca de genes
toxicos que provocam a morte do sistema de expressao (Miroux et alii, 1996); ou ainda pelas condi¢Ges
utilizadas para a indugdo (Joshi et alii, 2005). As proteinas rOPBsTc, rX-PDAPTc e rGSTc foram
induzidas com IPTG inicialmente para obtencdo da expressdo proteica. A rX-PDAPTc (Fig. 15A) e a
rGSTc (Fig. 16 e 17A) nédo apresentaram problemas de inducdo, sendo expressas em grande quantidade
e facilmente visualizada por eletroforese. Porém a rOPBsTc apresentou uma expressao bem reduzida e
a possivel inducdo de uma proteina da prépria bactéria com tamanho proximo ao da rOPBsTc
dificultou a visualizacdo por eletroforese (Fig. 14A), sendo necessarios testes adicionais de
immunoblotting com anti-His tag, uma cauda especifica da proteina recombinante, que por serem mais
sensiveis e especificos permitem a marcacdo até mesmo de quantidades minimas de proteina
(Gallagher et alii, 2008). Nesse teste foi possivel corroborar a expressao da rOPBsTc (Fig 14B) no
tamanho proximo ao relatado no banco de dados confirmando mais essa informagdo tedrica, sendo
essas informagdes também confirmadas para a rX-PDAPTc e a rGSTc (GeneDB, 2009).

Apesar da expressdo das trés proteinas recombinantes em estudo, nesse primeiro momento, as
mesmas foram observadas praticamente apenas na fracdo protéica insolivel, sendo caracterizadas como
corpos de inclusdo. Os corpos de inclusdo sdo agregados insollveis originados do enovelamento
incorreto da proteina, comumente associados a expressdo de proteinas recombinantes e que resulta,
geralmente, na perda da atividade protéica (LaVallie & McCoy, 1995). Para obtengdo da proteina
soluvel iniciaram-se tentativas de inducgdo. Sabe-se que a manipulacdo das concentraces do agente
indutor, valores de temperatura de indugédo e do tempo de indu¢do podem aumentar consideravelmente
a quantidade de proteina soltvel obtida (Yan et alii, 2006). Em adicdo, outros sistemas de expressao
serdo considerados na tentativa de obtencdo destas proteinas sollveis e ativas. E intrigante notar que
proteinas com identidade de sequencia superiores a 70% comportam-se diferentemente em sistemas de
expressdo heter6loga. Por exemplo, a POPTc80 é expressada quase que inteiramente desnaturada,
enquanto que seu ortélogo de T. brucei aparece em grande quantidade na forma solivel e ativa no
mesmo sistema de expressdo (nossos dados nao publicados).

Outro fator que pode influenciar na solubilidade das proteinas induzidas consiste nos
mecanismos de lise bacteriana. Assim, comparamos a lise por Bug Buster (Novagen) e por sonicagéo
no gelo; ambas resultaram apenas na rOPBsTc insollvel (dados ndo mostrados). Outras proteinas de T.

cruzi produzidas recombinantes em nosso laboratério desnaturam-se na presenca de Bug Buster (dados
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ndo mostrados), semelhante ao que acontece com a rGSTc-GST (Fig. 16D). Outro agravante que pode
contribuir para o dep6sito da proteina apenas como corpos de inclusdo consiste na cepa da bactéria
utilizada durante a inducdo (Miroux et alii, 1996). Entretanto, testes de indugdo da rOPBsTc em cepas
diferentes de E. coli ndo resultaram em proteina sollvel (dados ndo mostrados).

Em relacdo as tentativas de inducdo da rX-PDAPTc, ao se diminuir a temperatura e a
concentracdo de IPTG (0,5 mM IPTG a 20 °C) foi possivel verificar um aumento da expressdo de sua
forma soldvel (Fig. 15B), confirmando o quanto esses parametros podem ser importantes na
determinagéo da solubilidade (Yan et alii, 2006). Provavelmente, quando se diminui a temperatura e o
agente indutor, acredita-se que a bactéria tenha seu metabolismo reduzido, o que pode proporcionar um
maior tempo para que a proteina recém-sintetizada se enovele na forma correta, diminuindo-se a
formacdo de corpos de inclusdo (Cabrita et alii, 2004). Porém esse resultado ndo foi reproduzido em
varias outras tentativas, demonstrando algum outro determinante ndo observado até o momento.
Portanto, outros testes estdo sendo realizados no intuito de se obter novamente a rX-PDAPTc soluvel
para viabilizar as analises de atividade e caracterizagdo da proteina.

Observando o gel de eletroforese correspondente & inducdo da rX-PDAPTc (Fig. 15 A e B)
houve a indugdo concomitante de uma banda com tamanho proximo a 153,6 kDa, quase o dobro da
massa molecular da rX-PDAPTc (76,8 kDa), o que poderia demonstrar que essa proteina apresenta uma
estrutura dimérica. Essa afirmativa seria plausivel, uma vez que ja foi descrito na literatura, que a X-
Prolil dipeptidil aminopeptidase de bactérias laticas, como a Lactococcus lactis, sdo diméricas e
intracelulares (Rigolet, 2002). Ja& a X-prolil dipeptidil aminopeptidase de Streptococci sdo descritas
como monoméricas ancoradas a parede celular (Goldstein, 2001). Porém para se confirmar essa
hipotese de dimerizagdo sdo necessarios estudos mais aprofundados sobre as estruturas tridimensionais
da proteina, apesar de alguns testes preliminares de espectrometria de massa terem demonstrado que a
rX-PDAPTCc pode ser dimérica realmente (dados ndo mostrados).

A expressdo da rGSTc foi obtida tanto com a inducdo do pGEX 4-T-3- gstc quanto com a
inducdo do pET28a"-gstc. Para o primeiro vetor recombinante a proteina foi expressa fusionada a
proteina GST de S. japonicum em grande quantidade, mas na sua forma insoltvel. As tentativas de
obtencdo da proteina recombinante constaram em reducdes extremas de IPTG e de temperatura. Nesse
sentido, foi possivel verificar que o pGEX 4-T-3 propiciou um elevado indice de indu¢do mesmo em
presenca de concentragOes bem reduzidas de IPTG (Fig. 16 B e C), baixa temperatura e em apenas trés

horas. Esse fato foi reportado, anteriormente, quando relacionado a vetores de expressdo fusionado a
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GST e como alternativa sugeriu-se a indugdo com concentragcdes menores do que 0,1 mM de IPTG e
temperaturas ainda menores que 20 °C por um tempo maior (Leow et alii, 2006).

Nessas condicGes, foi possivel observar um aumento da quantidade de rGSTc-GST soluvel e
uma reducdo da proteina insoltvel, quando utilizou-se a lise por sonicacdo (Fig. 16 D). Essa quantidade
soluvel foi praticamente extinguida quando a lise bacteriana aconteceu por Bug Buster, demonstrando
mais uma vez a importancia desse parametro na manutencdo da solubilidade da proteina. Apesar dos
esforgos, a quantidade de proteina sollvel ainda era muito pequena para ser utilizada nos testes de
atividade. Portanto, foi utilizada nova estratégia que consistiu na clonagem do gene gstc em outro vetor
de expressdo, o pET28a". A rGSTc foi obtida em sua forma soliivel na indugdo do pET28a"-gstc a 20
°C por 4 h com 1mM IPTG, mas ainda em pouca quantidade para purificacdo (Fig. 17 A). Novos
experimentos estdo sendo realizados utilizando-se outros parametros para que a proteina possa ser
expressa em sua forma ativa.

Portanto, apesar da dificuldade em se obter as proteinas rOPBsTc, rX-PDAPTc e rGSTc
soliveis e ativas, suas formas insollveis podem ser utilizadas para purificagdo e producdo de
anticorpos capazes de fornecerem informacGes importantes a respeito da presenca e localizacdo dessas
proteinas nos parasitos (Gallagher et alii, 2008). Nesse sentido, essas proteinas foram purificadas das
fracBes insollveis do lisado bacteriano, com pureza necessaria observada por eletroforese para
imunizacdo (Fig. 14 C, 15 C e 17 B) ou entdo, no caso da rGSTc fusionada & GST (rGSTc-GST), a
banda correspondente foi excisada do gel para as imunizagdes. Esse procedimento é bastante eficiente,
sendo utilizado para producéo de anticorpos contra proteinas de dificil purificagdo, mas pode resultar
em anticorpos pouco especificos capazes de se ligarem em varios epitopos diferentes (Gallagher et alii,
2008). Além disso, outra preocupagdo consistia na possibilidade da banda excisada correspondente a
rGSTc-GST ser capaz de produzir anticorpos também contra a GST de camundongos e/ou a GST do
parasito, resultando em reagdes cruzadas do anticorpo e mascarando os resultados futuros. Essa
possibilidade foi atenuada uma vez que alinhamentos ndo revelaram identidade significativa entre as
sequéncias de GST do camundongo e do T. cruzi ou entre estas e a sequéncia da GST do Schistosoma
japonicum que corresponde a proteina presente na rGSTc-GST (dados ndo mostrados). Os anticorpos
obtidos utilizando-se a rGSTc e a rGSTc-GST, que serdo caracterizados futuramente, poderdo ser
comparados entre si quanto a especificidade, para confirmar realmente se a fusdo de GST ndo interfere
nos resultados, garantindo a qualidade do anticorpo.
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J& os anticorpos produzidos contra a rOPBsTc e a rX-PDAPTc foram avaliados quanto a
capacidade de reconhecimento dos epitopos das proteinas especificas e quanto a seletividade dessa
ligacdo em extrato bacteriano contendo o plasmideo recombinante induzido e em extrato de formas
epimastigotas T. cruzi. Nesse sentido foi revelada a banda que corresponde a expressao da proteina X-
PDAPTCc nativa em extrato de parasito e recombinante em extrato bacteriano (Fig. 18 C). Esses
resultados demonstraram que realmente essa proteina é expressa nessa forma de desenvolvimento do
parasito e que 0 gene xpdaptc ndo € um pseudogene, sendo transcrito e posteriormente traduzido (Zhou
et alii, 2008). Outros testes de imunodeteccdo serdo realizados para verificar a expressao dessa proteina
em outras formas do parasito, bem como se existe expressao diferencial. Em extrato de T. cruzi, a X-
PDAPTc apresentou-se, como esperado, com uma banda pouco inferior a banda da proteina
recombinante, uma vez que a rX-PDAPTc apresenta a inser¢cdo de uma cauda de nove residuos de
histidina (His-tag) e que pode alterar um pouco o seu tamanho.

Nos testes de imunodetecdo utilizando-se o anticorpo anti-OPBsTc produzido, diferentemente
do relatado para a X-PDAPTc, foi observado, ap0s revelacdo, apenas a banda correspondente a
proteina recombinante no extrato bacteriano (Fig. 18B). Nessas condi¢fes poderiam ser atestadas duas
hipOteses, a primeira de que a titulagdo do anticorpo utilizada ndo foi suficientemente capaz de
reconhecer a proteina nativa que geralmente é expressa em menor quantidade, principalmente porque a
marcacdo da proteina recombinante rOPBsTc superexpressa observada no extrato bacteriano foi bem
fraca quando comparada, por exemplo, com a marcagéo da rX-PDAPTc (Fig. 18 B e C); a segunda de
que a OPBsTc ndo é expressa nessa forma do parasito.

No intuito de se verificar as duas hipdteses foram realizados testes complementares. Em relacéo
a primeira possibilidade, os experimentos de imunodetec¢do foram repetidos por mais trés vezes em
menor titulacéo do soro, inclusive com controle positivo, e 0 mesmo resultado foi reproduzido (dados
ndo mostrados). Em relacdo a segunda hipdtese, realizaram-se analises de RT-PCR para verificar se
pelo menos o gene opbstc era transcrito em mRNA nas formas epimastigotas do T. cruzi, e a auséncia
de transcrito observada no resultado contribui para a afirmacdo de que essa proteina ndo é expressa por
estas formas do parasito. Ha relatos na literatura de expressdo diferencial de proteinas entre as
diferentes formas de desenvolvimento de parasitos (Silber et alii, 2009). Essas proteinas geralmente sdo
bastante importantes para a forma de desenvolvimento em que elas sdo expressas participando de

mecanismos especificos no patdgeno (Silber et alii, 2009; Mortara et alii, 2005).
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Testes de imunofluorescéncia com o anti-OPBsTc ndo detectaram a presenga da enzima em
formas amastigotas e tripomastigotas. A oligopetidase B de T. cruzi e de L. amazonensis parece estar
presente em todas as fases de desenvolvimento do parasito (Burleigh et alii, 2002; Guedes et alii,
2008). Porém até o momento o unico relato sobre a oligopeptidase B-simile descreve a presenca do
transcrito nas formas promastigotas procicilicos, promastigotas metaciclicos e amastigotas axénicos de
L. major e L. amazonensis (Guedes et alii, 2008). Até hoje ndo existem relatos na literatura de que essa
proteina seja realmente expressa em outros organismos em que sua sequéncia génica teoricamente esta
presente. Outro fator que deve ser levado em consideracdo é a possivel expressdo da OPBsTc na forma
infectante direta liberada pelo triatominio de tripomastigotas metacicilicos, mas para averiguagdo dessa
possibilidade torna-se necessério o desenho de novos experimentos com essas formas. E necessario
considerar ainda que algumas proteinas sdo expressas exclusivamente durante processos de
diferenciacdo celular. Anélise protedmica da diferenciacdo de T. cruzi revelou a manifestacdo de tal
fendtipo (Paba et alii, 2004).

Ao longo desse trabalho foi possivel iniciar a caracterizacdo de trés proteinas que podem
representar fatores de viruléncia do parasito analisando-se todo o retrospecto relatado. Novos
experimentos serdo realizados com esse objetivo comum. Esse é um importante passo para a busca por
novas estratégias e quimioterapicos inéditos contra a doenca de Chagas. Sabe-se que as regibes
endémicas ainda sdo carentes por descobertas capazes de reduzir, principalmente as formas debilitantes
da doenca e de melhorar a qualidade de vida da populagcdo que tem a doenga em forma aguda ou
cronica. Faz-se necessario discutir, com maior atencdo e profundidade, o controle da doenca de Chagas
na America Latina, buscando sempre o envolvimento de toda a sociedade, em especial da comunidade
cientifica, pois esta desempenha um importante papel na disseminagdo, inclusive educacional, de
informacdes fidedignas acerca da verdadeira situacdo de salde relativa & doenca de Chagas no pais
(Ferreira et alii, 2006; Morel et alli, 2005).
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CONCLUSOES

Os experimentos realizados nesse trabalho permitem concluir que:

N&o existem sequéncias ortdlogas em humanos da Oligopeptidase B-simile e da X-prolil
dipeptidil aminopeptidase e a sequéncia da glutationa sintetase do parasito ndo tem homologia

significativa com a de humanos;

A oligopeptidase B e a oligopeptidase B-simile, apesar de serem classificadas na mesma
familia, sdo proteinas com sequéncias bem diferentes, o que pode determinar acdo,
especificidade e inibicdo também discrepantes, sugerindo reclassificacdo das OPBs;

Os genes coficantes das proteinas em questdo foram clonados e as proteinas recombinantes

expressas em sua forma insoluvel;
Os anticorpos anti-OPBsTc e anti-X-PDAPTc produzidos apresentaram especificidade;

O gene da X-prolil dipeptidil aminopeptidase é transcrito e a proteina é expressa em formas

epimastigotas de T. cruzi;

A expressdao da oligopeptidase B-simile ndo foi detectada nas diferentes formas do parasito

nessas condicdes.
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PERSPECTIVAS

Como perspectivas do trabalho e dando continuidade, serdo realizados testes para verificar se a
Oligopeptidase B-simile realmente ndo é expressa em epimastigota, tripomastigota e amastigota. Além
disso, a existéncia de expressdo diferencial dessa proteina em tripomastigotas metaciclicos sera
avaliada e em caso afirmativo, vamos iniciar outras clonagens como tentativa de obtencdo da proteina
ativa e da sua consequente caracterizacdo funcional e molecular, uma vez que ela pode representar um
alvo extremamente promissor nesse contexto. Em relagéo a X-prolil dipeptidil aminopeptidase os testes
serdo executados no sentido de se obter novamente a proteina solivel para estudos de atividade e 0s
anticorpos produzidos serdo utilizados em testes para verificar a sua citolocalizagdo nas diferentes
formas do parasito. Por Gltimo, os anticorpos anti-GSTc serdo caracterizados e avaliados quanto a
especificidade e eficiéncia para serem utilizados também em testes de imunofluorescéncia e
citolocalizagdo. Outros experimentos serdo desenvolvidos para obtencéo da proteina solivel permitindo

uma futura caracterizacao funcional e molecular.
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